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RESUMO

Introducdo: A possibilidade que o Trypanosoma cruzi pudesse ser
transmitido sexualmente foi sugerida por Vianna e Carlos Chagas logo apés
a descoberta da doencga. No entanto, a infectividade de amostras de sémen e
a transmissdo sexual do parasito em modelos experimentais ocorreu
posteriormente, sendo escassos 0s estudos que avaliaram esse mecanismo
de transmissdo na espécie humana. Objetivos: investigar a possibilidade da
transmissdo sexual dos tripanosomatideos e do T. cruzi em animais
experimentais e em humanos. Metodos: Foi realizada uma revisao de escopo
associada a um estudo observacional. A busca pelos trabalhos foi realizada
nos bancos de dados Pubmed, Lilacs, Global Health e Portal Capes com os
seguintes termos: “Trypanosomatideos”, “Trypanosoma”, “Leishmania’,
“Transmissao sexual”, “Sémen”, “Secrecao vaginal”, “Macho”, “Fémea”, nos
idiomas inglés, espanhol e portugués. Foi realizado também um estudo
observacional de investigacdo da transmissdo sexual do T. cruzi em uma
amostra composta por 171 individuos distribuidos em 10 familias, residentes
no territério do municipio de Séao Felipe, Bahia. As amostras de sangue e
sémen obtidas foram analisadas por métodos sorolégicos e moleculares,
associadas com informacdes socioepidemiolédgicas obtidas de um formulario
a fim de confirmar ou excluir a transmissdo do T. cruzi pela via sexual.
Resultados: De acordo com os critérios de elegibilidade estabelecidos, foram
encontrados 27 artigos. Os relatos da literatura mostraram a presenca dos
protozoarios do género Leishmania e Trypanosoma em Orgaos reprodutivos e
fluidos sexuais, assim como a transmisséo sexual dos parasitos aos parceiros
sexuais e a progénie. No estudo observacional, a presenca do T. cruzi nas
amostras sanguineas foi encontrada em 24,56% pelo teste molecular.. A
analise das amostras seminais permitiu encontrar o protozoario em apenas
uma amostra de sémen, sendo essa presenca confirmada pela técnica de
sequenciamento. A associacdo dos achados moleculares da analise
sanguinea, seminal e das informacgcdes extraidas do formulario aplicado

permitiu identificar ao menos trés casos de mulheres que adquiriram a
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infeccao pela via sexual. Conclusdo: Com base nas informacdes obtidas na
revisdo, assim como a presenca do T. cruzi nas amostras de sémen foi
possivel concluir que os tripanosomatideos, em especial o T. cruzi, podem ser

transmitidos pela via sexual, sendo o sémen um fluido infectante.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; analise seminal; doengca de Chagas;

infeccOes sexualmente transmissiveis.
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ABSTRACT

Introduction: The possibility of sexual transmission of Trypanosoma cruzi
was suggested by Carlos Chagas after the discovery of the disease. However,
the infectivity of semen samples and sexual transmission of the parasite on
animal models occurred recently with few studies evaluating this transmission
mechanism in humans. Objectives: to investigate the possibility of sexual
transmission of trypanosomatids and T. cruzi, both in experimental animals
and human. Methods: a scopimg review associated with an observational
study was conducted. The search for studies was performed in the databases
PubMed, Lilacs, Global Health and Portal CAPES with the following terms:
“Trypanosomids”, “Trypanosoma”, “Leishmania”, “Sexual Transmission”,
“Sémen”, “Vaginal Secretion”, “Male”, “Female”, in English, Spanish and
Portuguese. An observational study was also conducted to investigate the
sexual transmission of T. cruzi in a population of 171 individuals distributed
across 10 families residing in the municipality of S&o Felipe, Bahia. Blood and
semen samples obtained were analyzed by serological and molecular
methods, combined with socio-epidemiological information obtained from a
guestionnaire, to confirm or exclude the sexual transmission of T. cruzi.
Results: According to the eligibility criteria 27 articles were found. Literature
reports showed the presence of protozoa of Leishmania and Trypanosoma
genus in reproductive organs and sexual fluids, as well as the sexual
transmission of these parasites to sexual partners and offspring. In the
observational study, the presence of T. cruzi in blood samples was found in
24,56% through molecular testing. Analysis of semen samples revealed the
protozoan in only one semen sample, with the presence confirmed by
sequencing technique. The association of molecular findings from blood and
semen analyses and information extracted from the applied questionnaire
identified at least three cases of women who acquired the infection through
sexual transmission. Conclusion: based on the information obtained from the

review, as well as the presence of T. cruzi in semen samples, it was possible
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to conclude that trypanosomatids, especially T. cruzi, can be sexually

transmitted, with semen being an infective fluid.

Key words: Trypanosoma cruzi; semen analysis; Chagas disease; sexually

transmitted diseases
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1 INTRODUCAO

Infec¢cdes Sexualmente Transmissiveis (IST) podem ser transmitidas
especialmente pelo contato sexual vaginal, anal e oral, além de serem
transmitidas da mée para o filho durante o parto ou pela amamentacdo. Os
sinais e sintomas decorrentes das IST variam desde quadros silenciosos até
o aparecimento de inflamacgdes nos 6rgéos reprodutores, cancer, infertilidade,
complicagbes gestacionais e até mesmo o aborto, além do acometimento dos
neonatos (ARAL et al, 2011; WHO, 2024).

O grande feito realizado pelo médico sanitarista e pesquisador Carlos
Chagas em 1909, ao descobrir, simultaneamente, o protozoario Trypanosoma
cruzi, seu ciclo de vida, seus reservatérios naturais e a infeccdo causada,
pouco impacto trouxe ao mundo cientifico, resultando na perca do maior
prémio mundial em ciéncia, o Prémio Nobel, em dois momentos consecutivos,
em 1913 e 1921 (PITTELA, 2009). A continuidade dos estudos sobre o
mecanismo de transmissao da infec¢éo resultou na suspei¢éo da transmisséo
sexual do protozoario Trypanosoma cruzi, inicialmente levantada por Vianna
(1911) ao encontrar formas evolutivas do protozoario durante andlise
histopatoldgica de testiculos, epididimo e sémen de camundongos infectados.
Achados semelhantes foram encontrados pelo proprio Carlos Chagas (1916),
ao evidenciar o parasito em testiculos e ovarios de pacientes que vieram a
Obito durante a fase aguda da doenca. Descoberta analoga foi realizada por
Teixeira e colaboradores (1970) em criancas.

Estudos recentes tem comprovado a presenca deste parasito em
amostras de sémen de animais e homens em fase aguda e crbnica, assim
como a confirmacédo da transmisséo do T. cruzi pela via sexual em estudos
experimentais, utilizando animais de laboratério (ARAUJO et al, 2017;
MARTIN et al, 2015; RIBEIRO et al, 2016; RIOS et al, 2018).

A auséncia de estudos que avaliem essa forma de infec¢éo do T. cruzi
na populacdo humana, assim como o0s escassos trabalhos que avaliem o
mecanismo sexual de transmissdo deste parasito aponta para a necessidade

do avanco de trabalhos nessa temética.




1.1 Cinetoplastideos e Trypanosoma cruzi

Os cinetoplastideos constituem um importante grupo de protozodrios
parasitas, flagelados, caracterizados pela presenca do cinetoplasto, uma
organela rica em DNA. Fazem parte dessa ordem varias espécies
responsaveis por infeccdes consideradas negligenciadas e de grande
relevancia para a saude publica mundial.

Dentro dessa ordem existe a familia Tripanosomatidae, com destaque
para espécies do género Trypanosoma e Leishmania sp. Os
tripanosomatideos, de modo geral, apresentam uma mitocondria Unica
gue se ramifica pelo corpo do parasito (PAULIN, 1975). Préxima a ela
observa-se uma densa regido, caracterizada pela concentracdo de DNA,
o cinetoplasto (ALVES & COLLI, 1974; BORST & HOEIJMAKERS, 1980),
onde se encontra aproximadamente 20-25% do DNA total da célula. O
DNA mitocondrial do cinetoplasto (KDNA) é Gnico em sua estrutura,
func@o e modo de replicacdo sendo constituido por uma rede composta
de milhares de circulos de DNA interligados. Os circulos de kDNA sao de
dois tipos, maxicirculos presentes em algumas duzias de copias, e 0s
minicirculos presentes em milhares de cépias. Os maxicirculos codificam
RNASs ribossomais e algumas proteinas mitocondriais, sendo similar em
estrutura ao DNA mitocondrial de outros eucariotos (SHAPIRO &
ENGLUND, 1995). Véarios maxicirculos sofrem um processo de insercao
ou delecéo de residuos de uridina em sitios especificos (BENNE et al,
1986). De sua parte, os minicirculos codificam um pequeno RNA guia que
controla a especificidade da edicdo dos RNAs produzidos a partir dos
maxicirculos (STURN et al, 1990).

O T. cruzi € um protozoario flagelado pertencente ao género
Trypanosoma (Figura 1). Por apresentar variacbes morfolégicas,
fisiolégicas e bioldgicas, relacionadas tanto a patogenicidade quanto a
infectividade, alguns autores classificam o T. cruzi como um “complexo
cruzi’, e ndo como uma especie unica (COURA, 1965; COURA et al, 1966
apud COURA & DIAS, 2009).




Figura 1: Fotomicrografia eletrdnica do Trypanosoma cruzi

A - Forma epimastigota; B - Forma tripomastigota; BF - Bolsa flagelar; F - Flagelo, G — Golgi;
K — Cinetoplasto; M - Mitocéndria, N - Ndcleo. Fonte: Santa-Rita, R.M.

O T. cruzi tém polimorfismo evolutivo, alterando sua forma celular ao
longo do seu ciclo de vida, heteroxénico, com a multiplicagao intracelular no
hospedeiro vertebrado (homem e mamiferos de outras sete ordens diferentes)
e a multiplicagcado extracelular no hospedeiro invertebrado, o inseto vetor
(hemipteros hematéfagos) (LANA & TAFURI, 2010).

No ser humano, hospedeiro vertebrado, o ciclo tem inicio quando, pelas
diferentes formas de infeccdo, as tripomastigotas metaciclicas ou entdo
epimastigotas infectantes interagem com qualquer célula hospedeira. Essa
interacdo € procedida de duas etapas: adesao e internalizacéo, que variam de
acordo com o tipo de cepa. Durante a endocitose h4 a alteracdo da
composicdo lipidica e proteica da membrana celular do hospedeiro e o
protozoario, por diferentes vias, que podem ou ndo estarem relacionadas com
a clatrina e através de varios ligantes celulares, induzem sua endocitose pela
célula do hospedeiro em mecanismos néo totalmente elucidados ( BARRIAS,
DE CARVALHO & DE SOUZA, 2013; DE SOUZA & BARRIAS, 2017; DE
SOUZA & BARRIAS, 2020).




Uma vez dentro da célula hospedeira, parasito permanece no interior
do vacuolo digestivo, onde pode ser morto. No entanto, oS mecanismos de
evasao evolutivamente desenvolvidos permitem que esses consigam destruir
0 vacuolo parasitéforo e permanecerem livres no citoplasma, onde se
multiplicam intensamente por divisao binaria e se convertem novamente em
tripomastigotas. Quando a célula ndo consegue suportar a alta carga
parasitaria ela se rompe, liberando essas formas na corrente sanguinea, onde
permanecem circulantes, sendo entdo combatidas pela imunidade,
desenvolvida pelo organismo do hospedeiro (CAMARGO, 1964; DE SOUZA
& BARRIAS, 2020).

O mesmo mecanismo de adesdo e internalizacdo celular é
compartilhado pelas tripomastigotas que sobrevivem. Essas formas
infectantes conseguem penetrar em qualquer tipo celular do hospedeiro,
incluindo células somaticas e germinativas. Essas formas, por sua vez,
permanecem por longos periodos nos tecidos parasitados ou podem infectar
outras células hospedeiras, continuando seu ciclo (TEIXEIRA et al, 2006; DE
SOUZA & BARRIAS, 2020).

1.2Epidemiologia da Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas é uma infecc¢do tropical de grande importancia no
mundo, com alto impacto social e econémico, principalmente nas areas
endémicas. A WHO (2024) sugere gque existam de 6 a 7 milhdes de pessoas
infectadas no planeta com aproximadamente 75 milhdes de pessoas em risco
de infeccdo. Por ano, 10.000 pessoas morrem mundialmente em decorréncia
da doenca e a incidéncia, nhas Américas, € de 30 mil casos diagnosticados
anualmente (MS, 2024; OPAS, 2024). No Brasil estima-se que existam mais
de 4 milhdes de portadores da doenca e cerca de 14.000 mortes anuais
(MARTINS-MELO et al, 2014; OPAS, 2024). O ultimo inquérito sorolégico,
realizado entre 2001 e 2008, em criangcas com menos de 5 anos, identificou a
infeccdo em 0,1% (OSTERMAYER et al, 2011).

A média de prevaléncia da DC no pais é de 4,2%, o que representa 4,6
milhdes de brasileiros (MARTINS-MELO et al, 2014), com registro de mais de

50 mil mortes, em consequéncia da doenca, no periodo de 2007 a 2017 (MS,




2020). Em estudo realizado no territorio brasileiro por Matins-Melo et al (2014)
a prevaléncia de infeccao variou de 0% a 25,1%, entre os anos de 1980 a
2011.

Uma vez diminuido o contagio por triatomineos, resultado do intenso
combate quimico realizado no pais, a disseminacdo do T. cruzi aconteceu
majoritariamente através da transfusao sanguinea. Nesse sentido, no Brasil,
a partir dos anos de 1990, foi implementado o controle dos bancos de sangue,
com cobertura atual em 98% no pais. O descarte das bolsas de sangue de
doadores identificados como portadores da doenca durante o rastreio da
doenca reduziu a incidéncia desse via de disseminacéo (DIAS & NETO, 2011;
FRAGATA-FILHO, 2008). No entanto, a contaminacdo via transfusao
sanguinea constitui importante fonte de infeccdo em individuos tanto de
paises endémicos quanto em paises nao endémicos uma vez que os testes
soroldgicos utilizados ndo séo sensiveis e especificos o suficiente, além do
fato de parte dos infectados ndo desenvolverem anticorpos para o T. cruzi
(CARDOSO et al, 2018; SCHMUNIS, 2007).

A transmissao vertical, também conhecida como congénita, quando
existem ninhos de amastigotas na placenta, que liberam tripomastigotas e
estas chegam a circulagao fetal (CONTIJO et al, 2009; RASSI et al, 2004). A
frequéncia de transmissao da mée para o filho, no Brasil, é de 1% e nos paises
do Cone Sul e varia de 4 a 12%, com frequéncia mundial de 5%, sendo as
taxas mais elevadas encontradas em paises ndo endémicos. (COURA et al,
2015; HOWARD et al, 2014).

Na Bahia, maior estado da regido Nordeste, a prevaléncia da DC foi de
5,4%, em um inquérito realizado entre 1975-1981 (OSTERMAYER et al,
2011). Em Salvador, a doenca foi identificada através de testes sorolégicos,
em 3,5% da populacgéo assistida pelo Programa da Saude da Familia (MATOS
et al, 2013). A taxa de mortalidade da doenca no estado é de 4,16 a cada 100
mil habitantes, a quarta maior taxa encontrada no pais, com destaque para o
municipio de Sao Felipe (62,2/100 mil habitantes). A Bahia destaca-se
também por ser o Unico em sua regiao a notificar casos agudos da DC, com
um unico caso ocorrido em 2013. Nesse mesmo ano foram notificados no
estado 62 casos cronicos da doenca, desses 3 confirmados, 22 considerados

como inconclusivos, e os demais descartados, em sua maioria, ou nao




classificados como casos (SES, 2019; MS, 2020, MS, 2021; RIBEIRO-JR et
al, 2022).

Visto que os estudos de prevaléncia da doenca no pais sdo escassos
e desatualizados, € de fundamental importdncia realizar um intenso
levantamento epidemiolégico da doenca, utilizado métodos de diagndsticos
sensiveis e especificos a fim de identificar a real prevaléncia da doenga no
pais, assim como investivar as verdadeiras formas de infeccdo da doenca,
afim de se realizar o manejo adequado da doenca.

Tem sido frequente o numero de casos autéctones da DC, em especial
nos EUA e na Europa, o que torna a infeccdo um grave problema de saude
publica (SCHMUNIS, 2007). Mesmo diante da presenca de triatomineos em
alguns estados do EUA, sdo poucas as espécies com intimo contato com
individuos infectados, sendo raros os relatos de exposicdo aos barbeiros
(BERN et al, 2019). O constante fluxo migratério de chagasicos para areas
nao endémicas associado a auséncia de triagem de infectados dentre os
doadores de sangue e 6rgdos tem sido apontado com um dos principais
fatores de risco para o surgimento de novos casos nesses paises. A falta de
conhecimento sobre as reais fontes de infeccdo do T. cruzi nessa populacao
impede a adocao de medidas de prevencao e controle dessa doenca nessas
regides, favorecendo o aumento no numero de casos. (BEATTY & KLOTZ,
2020; CARDOSO et al, 2018; COURA & VINAS, 2010; FRANCO-PAREDES
et al, 2007; RAMOS JR & HEUKELBACK, 2010; ZANIELLO et al, 2012).

1.3Diagndéstico Laboratorial

O diagnostico laboratorial para comprovagcdo de casos suspeitos de
infeccdo por T. cruzi pode ser realizado com testes parasitolégicos, pela busca
de anticorpos, como também pela identificacdo de seu material genético por
meio de testes moleculares.

A busca pelo protozoario € indicada na fase aguda da doenca, sendo o
exame de gota espessa de sangue um dos mais indicados (DIAS et al, 2016;
MS, 2013).

Na fase crbnica, os métodos imunologicos sdo muito utilizados, devido

a sua facilidade de execucéao e rapidez na obtencao nos resultados (DIAS et




al, 2016). Nesse estagio o diagndstico deve ser realizado utilizando um teste
de elevada sensibilidade associado a outro teste de alta especificidade, sendo
a técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e a ELISA as mais utilizadas
(COURA et al, 2015; LUZ et al, 1994; MS, 2013; REY, 2008).

A técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) consiste em um
método molecular que detecta o material genético do parasito existente em
diferentes amostras, tais como sangue, soro, sémen, secrecao vaginal, assim
como amostras teciduais. Técnica altamente sensivel e especifica, com
inimeras variacdoes que permitem a identificacdo do material genético de
interesse com elevada especificidade e sensibilidade. Associada a
hibridizacdo com sondas de DNA marcadas radioativamente e fluoréforos, o
resultado obtido por essa técnica se torna ainda mais fidedigno (DEGRAVE et
al, 1994).

1.4Transmissdo Sexual do T. cruzi : conceitos e antecedentes

historicos

Desde a descoberta da doencga, em 1909, a transmissdo sexual foi
cogitada, porém poucos estudos abordam esse assunto. Os primeiros
achados da presenca do T. cruzi em orgaos reprodutivos foram realizados por
Vianna (1911), ao identificar a presenca do protozoario nos testiculos e
epididimos e até mesmo no sémen de camundongos infectados. Semelhante
descoberta foi realizada pelo préprio Carlos Chagas (1916), ao analisar
testiculos e também ovérios durante a necropsia de pacientes que vieram a
Obito durante a fase aguda da doencga (Figura 2).

A discussdo a cerca da presenca do T. cruzi em estruturas reprodutivas
foi retomada por Teixeira e colaboradores (1970), que encontraram
amastigotas nos tubulos seminiferos e em células ovarianas de um jovem e
de uma criancga, respectivamente, que tiveram como causa de 6bito a doenca
de Chagas aguda. Mesquita & Mesquita (1982) encontraram ninhos de
amastigotas no endométrio de camundongos experimentalmente
contaminados com o protozoario. O protozoario também foi evidenciado por

Lenzi e seus colaboradores (1998) nos 6rgaos reprodutivos de camundongos




machos e fémeas, e notaram que a infeccdo pelo T. cruzi mais intensa no
macho que na fémea, e por Do Santos (2016), que envidenciou sinais de
bioluminescéncia representativos da presenca do T. cruzi nos 6rgaos sexuais
masculinos de camundongos infectados oralmente, sendo a regido genital um
dos principais focos do protozoario encontrados nestes animais.

As primeiras investigacdes da transmissdo deste parasito pelo
acasalamento foram realizadas por Nathan-Larrier (1921) que afirmou que o
T. cruzi poderia atravessar a mucosa vaginal integra em camundongos. Ao
avaliarem a mesma espécie de animal, Carvalho e colaboradores (1991)
confirmaram que o T. cruzi também possui capacidade de penetrar a mucosa
vaginal escarificada, semelhante ao encontrado por Alencar e seus parceiros
(1991), que comprovaram a infectividade do sémen de camundongos na fase
aguda da doenca. Araujo et al (2012) mostraram diferencas entre as
frequéncias de exames positivos pela demonstragdo do anticorpo especifico
e pelos testes moleculares de DNA pela PCR com iniciadores especificos. A
tolerancia imunologica foi considerada compativel com a transmisséo sexual
do T. cruzi. A presenca de protozoarios da espécie de T. cruzi foi encontrada
na genitdlia de um camundongo fémea apds sua cédpula com machos
infectados (MARTIN et al, 2015).

Ao cruzar camundongos cronicamente infectados com T. cruzi com
parceiros saudaveis, Ribeiro e seus colaboradores (2016) comprovaram,
através de técnicas soroldgicas, que todos o0s animais saudaveis se
infectaram ap0s o cruzamento, além de demonstrarem que as gbnadas
masculinas e femininas (testiculos e ovarios) apresentaram elevados niveis
parasitarios. Seguindo o mesmo protocolo, Rios e colaboradores (2018)
também demonstraram que ndo houve diferenca estatistica entre os titulos de
anticorpos IgG em camundongos infectados com T. cruzi pela via
intramuscular e os titulos de anticorpos especificos os camundongos que
adquiriram a infeccéo pela via sexual. Porém, mais da metade de progenies
nascidas do cruzamento entre os camundangos chagasicos nao tinham
anticorpos, mas a infeccao foi reconhecida pelos exames de PCR-nDNA

confirmados pelo sequenciamento.




Figura 2: Fluxograma da investigacdo da transmissdo sexual do
Trypanosoma cruzi

TRANSMISSAO SEXUAL DO
TRYPANOSOMA CRUZI
X

®
'HAGAS NATHAN-LARRIER TEIXEIRA @
(1921) (1970)

Presenga dos Presenga dos protozodrios Afirmou que o T. cruzi m.ﬁm
Protozodrios nos nos testiculos e ovérios de poderia atravessar a ovarianas de um jovem e
testiculos, epididimo e pacientes que vieram a mucosa vaginal uma crianga que vieram a
sémen de camundongos ébito durante a fase aguda integra. ébito durante a fase aguda
infectados da doenga da DC.

CARVALHO ET AL

ALENCAR ET AL

(1991) (1991)
Comprovou a - Ninhos de amastigotas no
infectividade do sémen o i Sths e
em camundongos da parasito de penetrar i P
fase aguda da doenga & SHO0RE Eagin experimentaimente
escarificada contaminados com T.
) ®
. Y
\_. 2TIN E LENZI ET AL @ %
: (1998)
Presenga do T. cruzi Presenga dos Evidenciou sinais de
na genitdlia feminina protozodrios nos érgéos bioiluminescéncia
apés a cépula com reprodutivos de representativos da presenga
machos infectados camundongos machos e de T. cruzi nos érglos sexuais
fémeas masculinos de camundongos
infectados oralmente.
ARAUJO ET AL RIBEIRO ET AL
(2017) (2016)
Comprovaram que néo Comprovaram, por
houve diferenga estatistica bioensaio, a infectividade de isseiisless o
entre os titulos de uma amostra de sémen tramslo sexual do T.
anticorpos de camundongos contaminada, proveniente de cruzi em camundongos
que se infectaram pela via e e P cronicamente infectados.
sexual com aqueles cujo crdnica.
> ® contégio foi induzido.

Fonte: Autoria prépria.




A presenca do material genético nuclear (nDNA) do T. cruzi foi
evidenciada, por Araujo e colaboradores (2017), em uma amostra de sémen
proveniente de um paciente em fase crénica da doenca e seu potencial
infectivo foi comprovado nos nos camundongos infectados com o parasito
isolado do sangue. Os resultados obtidos neste estudo indicaram a
possibilidade da transmisséo do T. cruzi em humanos pela via sexual.

A transmissao sexual do T. cruzi ocorre quando o parceiro infectado
contamina o saudavel através do ato sexual. Considera-se também
transmissdo sexual a contaminacgéo da prole resultante do acasalamento de
um macho infectado com uma fémea saudavel. A transmissdo congénita, por
sua vez, ocorre quando a fémea, previamente contaminada, transfere o T.

cruzi para o feto durante o periodo gestacional.

1.5 Relevéncia

A identificacdo do T. cruzi nos 6rgaos sexuais e nas amostras se sémen
de animais de laboratério e humanos, bem como a confirmacdo da
transmissdo sexual mediante cruzamentos experimentais, constituem
importantes evidéncias da transmisséo do parasito pelo ato sexual.

Diante de tantos vestigios e indicios experimentais, e da escassez de
pesquisas nessa tematica é de grande importancia o desenvolvimento, assim
como o aprofundamento de estudos que avaliem o coito como fonte de
infeccdo dos tripanosomatideos em seus hospedeiros, em especial na
populacdo humana.

A identificacdo de casos de infeccdo do T. cruzi pela via sexual em
seres humanos atestara as evidéncias cientificas apresentadas até o
momento de que relagcdes sexuais cosntituem importantes mecanismos de
contaminacao do parasito.

A divulgacdo desses resultados € essencial para a mudanca das
condutas até entdo preconizadas para o manejo e controle da doenca, assim
como servira de subsidios para aprofundar estudos que melhor elucidem os
mecanismos biolégicos associados com a forma de transmissdo da doenca
de Chagas. O mais relevante deste estudo é a comprovacao da transmissao
sexual da Doenca de Chagas e a implementacéo de Programa de Educacao,

Comunicacdao e Informacéo para a saude publica.







2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

— Verificar a existéncia de evidéncia da transmissdo sexual dos

tripanosomatideos, com énfase no Trypanosoma cruzi

2.2 Objetivos Especificos

— Verificar, mediante revisdo de escopo, as evidéncias disponiveis sobre
a possibilidade de transmissao antroponética e zoonotica pela via

sexual de tripanosomatideos indutores de infec¢des crénicas

— Demonstrar a possibilidade da transmissdo sexual do Trypanosoma.

cruzi em familias residentes em area endémica da Doenca de Chagas.
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3 METODOLOGIA

Esse projeto de pesquisa foi realizado com base em duas abordagens
distintas, realizadas de forma simultanea, conforme esta ilustrado na Figura
2. Uma das abordagens compreendeu na elaboragcdo de um protocolo de
Revisdo de Escopo visando evidenciar a ocorréncia da transmissao sexual,
de protozoarios da familia Trypanosomatidae, enquanto a outra etapa
consistiu em um estudo observacional, populacional, retrospectivo da
transmisséo sexual em um grupo de 171 individuos distribuidos em 10 familias
nascidas e/ou residentes em um municipio endémico da Doenca de Chagas
(Sé&o Felipe — BA).

Figura 2: Fluxograma das abordagens metodolégicas deste estudo.
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3.1Revisao de Escopo

3.1.1 Conceitos e diretrizes

Revisdes de escopo consistem em uma importante ferramenta para
esclarecer conceitos utilizados na literatura e examinar evidéncias
relacionadas as lacunas existentes no campo cientifico, com o objetivo de
realizar levantamento sobre todas as evidéncias disponiveis sobre
determinado assunto, esclarecer conceitos, e apontar as lacunas existentes
sobre determinado assunto (MUNN et al, 2018).

Como instrumentos que podem antecipar revisdes sisteméaticas de
literatura (RSL), uma revisdo de escopo ndo possui a mesma rigidez
metodologica que uma RSL. No entanto, sua elaboracdo exige passos
critériosos, rigorosos e transparentes que fornecerdo evidéncias com a
mesma confianga que a revisdo sistemética (MUNN et al, 2018; TRICCO et
al, 2018).

3.1.1.1 Fase 0 — Elaboragéo da Pergunta Norteadora

A primeira etapa do desenvolvimento desta revisdo consistiu na
escolha da pergunta que norteou: Existe a possibilidade dos protozoarios
da Familia Trypanosomatidae serem transmitidos pela via sexual nos
animais e em humanos?

A pergunta que direcionou a selecdo de trabalhos foi elaborada com
base no anagrama PICOT (Populacao, Intervencdo, Comparacao, Desfecho
e Tipo de Estudo) (Tabela 1).

Tabela 1: Anagrama PICOT de Elaboracdo da Pergunta Norteadora desta

Revisdo Sistematica de Literatura
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Anagrama

Nao especificada (animais e

Populacao
humanos)
Intervencéo Nao especificada
. Comprovar e/ou sugerir a
Comparacéao o
transmissédo sexual
Houve ou ndo a transmisséo
Desfecho
sexual
Pré-clinicos e/ou
Estudos

Experimentais

3.1.1.2 Fase 1: Formacéao da Equipe de Pesquisadores

Seguindo as diretrizes metodolégicas de uma revisdo de escopo, a
equipe responsavel pela conducdo do trabalho foi composta por uma
pesquisadora responsavel, bidloga, pés-graduada e doutoranda, e
pesquisadores-colaboradores, sendo um também bidlogo, pés-graduado e
dourorando, e outra académica do curso de Medicina.

A fim de estabelecer a melhor e mais eficaz estratégia de busca e
selecao dos estudos, foi realizada uma pesquisa prévia pelos pesquisadores,
a partir da qual foram definidos os descritores, idioma, indexador boleano,
critérios de elegibilidade, banco de dados e periodo de publicacao.

A busca e selec¢éo dos trabalhos foi realizada mediante concordancia
entre dois dos pesquisadores (Figura 3). Quando ndo houve consenso, 0

terceiro pesquisador foi consultado e uma decisao tomada.

3.1.1.3 Fase 2: Definicdo dos Descritores, Idioma, Banco de Dados, Periodo

de Publicacgéo e Critérios de Elegibilidade

Os descritores foram determinados, pelos revisores, visando selecionar
trabalhos cientificos que contemplem o tema proposto. Sendo assim, 0s
termos  escolhidos  foram:  “Trypanosomatideos”,  “Trypanosoma’,

A1 M L1 LTS

“Leishmania”, “Transmissao sexual’, “Sémen”, “Secrecao vaginal”, “Aparelho
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reprodutor’, “Macho”, “Fémea”, utilizados de forma arranjada, com o
indexador boleano AND (Tabela 2).

Figura 3: Fluxograma das etapas realizadas na Reviséo de Escopo

e ) e ) ' )
— Selegdo dos trabalhos Selegdo dos trabalhos
Definigdo da .
Pergunta Norteadora pelo titulo (Teste de pelo resumo (Teste
Relevancia 1) de Relevancia 2)
\ J \ J \ J
e ) e ) e )

Extracdo das
Definigdo da Equipe Busca pelos trabalhos Informagdes dos
nas Bases de Dados

de Pesquisa : trabalhos
selecionadas X
selecionados

. J . J L J
4 ™) 4 ) 4 )
Definigdo dos Andlise das

¢ Escolha das Bases de ~
Descritores Dados Informagdes
individualmente Extraidas
L J L J L J
4 ™) 4 ) 4 )
Consenso quanto a Escolha dos Critérios «
L Elaboragdo do
Escolha dos de Elegibilidade e -
. = Manuscrito
Descritores Exclusdo
_ J _ J . J

Foram definidos que os trabalhos publicados no periodo de Janeiro de
1990 e Dezembro de 2020, publicados nos idiomas inglés, portugués e
espanhol nos bancos de dados PubMed, Lilacs, Global Health e Portal Capes
fossem selecionados para esta analise

A partir da definicdo da pergunta norteadora, foram estabelecidos os
seguintes critérios de elegibilidade:

- Estudos pré-clinicos e/ou experimentais;

- Estudos em que fossem encontradas formas evolutivas de
protozoarios da familia Trypanosomatidae em secre¢des vaginais e sémen,
assim como sua presenca nos 6rgdos do sistema reprodutor;

- Trabalhos em gque fossem encontrados o contagio pela via sexual em
diferentes espécies de animais, incluindo seres humanos;

- Trabalhos nos idiomas inglés, espanhol e portugués.

Foram excluidos da andlise os trabalhos que:

- Estudaram espécies de protozoarios ndo pertencentes a familia

Trypanosomatidae;

Métodos 16



- Estudos que apenas objetivaram a qualidade dos fluidos sexuais dos
hospedeiros;

- Estudos que analisaram apenas 0s aspectos histopatolégicos da
presenca dos protozoarios nos 6rgaos sexuais dos animais infectados.

- Estudos de reviséo e editoriais;

- Artigos que foram encontrados apenas 0s resumos.

Tabela 2: Descritores utilizados na busca de trabalhos

Estratégia de Pesquisa

“Tripanosomatideos” AND “Transmissao Sexual” AND “Sémen”
“Tripanosomatideos” AND “Transmissdo Sexual” AND “Secrec¢ao Vaginal”
“Tripanosomatideos” AND “Transmissao Sexual” AND “Aparelho Reprodutor”
AND “Feminino”

“Tripanosomatideos” AND “Transmissao Sexual” AND “Aparelho Reprodutor”
AND “Masculino”

“Tripanosomatideos” AND “Transmissao Sexual” AND “Trypanosoma”
“Tripanosomatideos” AND “Transmissao Sexual” AND “Leishmania”
“Trypanosomatids” AND “Semen” AND “Trypanosoma”

“Trypanosomatids” AND “Semen” AND “Leishmania”

“Tripanosomatideos” AND “Secrecéo Vaginal” AND “Trypanosoma”
“Tripanosomatideos” AND “Secrecéo Vaginal” AND “Leishmania”
“Trypanosoma” AND “Semen”

“Trypanosoma” AND “Secre¢ao Vaginal”

“Trypanosoma” AND “Transmissao Sexual”

“Leishmania” AND “Semen”

“Leishmania” AND “Secrecéao Vaginal”

“Leishmania” AND “Transmissao Sexual”

3.1.1.4 Fase 3: Estratégia de Pesquisa

A etapa de busca pelos trabalhos, seguindo os critérios previamente

citados, foi realizada por dois pesquisadores, nos dias 08 e 09 de Junho de
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2021, no mesmo horario, tendo a comunicacao entre os revisores ocorrido por
videoconferéncia, utilizando a plataforma Google Meet ®.

Os revisores estavam em dois locais distintos, uma vez que a busca
pelos trabalhos ocorreu durante o periodo pandémico, no qual era
recomendado o isolamento social. Nesse sentido a busca foi realizada na
residéncia dos mesmos, em seus proprios computadores, sendo uma delas
no municipio de Goiania e outra no municipio de Jatai, ambos localizados no
estado de Goiés.

O namero de artigos encontrados em cada banco de dados, utilizando
o arranjo dos descritores, foi alocado no programa Excel®, assim como link
obtido na busca e dos trabalhos encontrados. Nesse mesmo programa foram
inseridos os titulos dos trabalhos para sua selegéo.

Todo o processo de selecdo dos trabalhos, também realizado pelos
dois pesquisadores, ocorreu seguindo os critérios de elegibilidade e de
exclusdo, de forma distinta, em ambiente separados. Dessa forma, apos a
busca, foi realizada a selec¢éo dos trabalhos pelo titulo, seguida da eliminacéo
dos trabalhos que estavam em duplicidade. O proximo passo da triagem
consistiu na leitura dos resumos e posteriormente do trabalho completo.

A cada etapa do processo de selecdo, havia uma reunido entre os
pesquisadores para definir quais trabalhos avancariam para a proxima etapa.
Quando havia discordéncia entre 0s mesmos, o terceiro avaliador participava
da reunido, a fim de resolver a questao levantada. Todo processo de triagem
dos trabalhos aconteceu entre Junho de 2021 a Maio de 2022.

A selecdo de trabalhos publicados em revistas cientificas garante que
0s mesmos foram criticamente avaliados quanto a originalidade, relevancia,

assim como obtencao e confirmacéo dos resultados.

3.1.1.4 Extracao e Analise de Dados

Uma tabela de extracdo de dados foi elaborada pela equipe
pesquisadora para extrair os dados e evidéncias disponiveis em cada estudo
selecionado para compor a revisdo. Dessa forma foram extraidas, pela
pesquisadora responsavel, as seguintes informacdes: tipo de estudo, espécie
de protozoario avaliada, espécie animal estudada, objetivo da pesquisa, tipo

de amostra e seu método de analise, os resultados obtidos no estudo. Esses
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elementos foram utilizados para preencher, em uma Unica tabela, informacdes
referentes as tabelas de relevancia 1 e 2 (Apéndice 2). As informacgbes
coletadas foram verificadas pelo outro pesquisador que compds a revisao.

Os resultados foram categorizados de acordo com a espécie de
tripanosomatideo avaliada, assim como a espécie de hospedeiro, qual 6rgao,
secrecao esses parasitos foram encontrados, o tipo de método de analise das
amostras biologicas e se houve ou ndo a transmissao dos parasitos pelo
acasalamento. O corpo textual da revisado de escopo foi elaborado seguindo
as diretrizes do check-list PRISMA-ScR (Apéndice 3).

3.1.2 Protocolo e Registro da Revisao Sistemética da Literatura

O protocolo desta revisao foi registrado pelo Registro Internacional
Prospectivo de Revisdes Sistematicas (PROSPERO — N° CRD42021239112)
(Anexo 1)
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3.2Estudo Observacional Transversal

A populacdo participante deste estudo também é integrante de um
projeto de pesquisa intitulado Frequéncia de Mutacbes de kDNA do

Trypanosoma cruzi na Populacdo do Reconcavo Baiano.

3.2.1 Tipo e Local do Estudo

Trata-se de um estudo observacional, retrospectivo, de investigacdo da
transmissdo sexual em um grupo de 171 individuos, entre homens, mulheres
e seus respectivos filhos, de diferentes idades, com diferentes graus de
parentesco distribuidos em 10 familias, nascidos e/ou residentes na area
urbana e nas fazendas Pau d’Alho, Terrdo, Terrdo 2, Genipapo, Ferreira, Icari
e Velha na zona rural do municipio de Séo Felipe, estado da Bahia, avaliados
no ano de 2013 (Figura 5)

O Estado da Bahia, maior estado da regido nordeste do Brasil, é
composto por cerca de 417 municipios que fazem divisa com diversos outros
estados, tais como Espirito Santo, Minas Gerais, Goias, Tocantins, Piaui,
Pernambuco, Sergipe e Alagoas (Figura 5). Com area territorial de quase 565
milhdes de Km?, estima-se que o estado possua aproximadamente 15 milhGes
de individuos que habitam, em sua maioria a zona urbana do estado que
possui densidade demografica de 24,82 habitantes por Km2. Com indice de
Desenvolvimento Humano (IDH) de 0,660 de acordo com o ultimo censo
realizado em 2010, a economia da Bahia baseia-se principalmente em
atividades de agropecuéria, mineragao, industrial e turismo (IBGE, 2022).

O Recbdncavo Baiano consiste em uma area do Estado da Bahia formado
por 20 municipios localizados na Baia de todos dos Santos, a cerca de 100
quildmetros da capital do estado, Salvador, sendo uma das areas mais antigas
no pais, cuja area total chega a quase 5,2 mil quilébmetros quadrados com

clima semiérido (Figura 5).
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Figura 5: Mapa politico demonstrativo do territorio urbano e rural do Municipio

de Sao Felipe, inserido no Recéncavo Baiano, estado da Bahia, Brasil, com

destaque para as fazendas onde parte da populacdo avaliada reside. Fonte:

SIRGAS 2000.
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O municipio de Sao Felipe esta localizado na regido denominada de
Reconcavo Baiano, a 184,3 quilometros da capital do estado, Salvador (Figura
5). Segundo o IBGE, a populacdo aproximada de Sao Felipe, em 2022, era
de 20.282 pessoas e densidade demografica de 91,20 habitantes/km?
distribuidos em 222,407 km?, sendo a area urbanizada de 2,71 km? e IDH de
0,616. Localizada na mesorregido Metropolitana de Salvador, Microrregiao de
Santo Antonio de Jesus e na Regido imediata de Cruz das Almas, Sao Felipe
tem como bioma a Mata Atlantica. A Agricultura é a principal atividade
econdmica do municipio, cuja populacdo ganha, em média, 1,7 salarios
minimos e possui mais da metade dos individuos (54,8%) com rendimento
mensal de até meio salario minimo e PIB, per capita, de R$ 10.071,81 (IBGE,
2024).

A cidade de Séo Felipe, inserida na Regional de Saude Santo de Jesus
possui 6 unidades de saude em seu territério e 9,2% de esgotamento sanitario
adequado (IBGE, 2024). O municipio de Sao Felipe esta localizado em uma
regido de alto risco de mortalidade pela DC e com grande numero de

individuos que se autodeclaram chagasicos (SES, 2019).

3.2.2 Selecao dos Pacientes

A populacéo inicial do projeto contava, 189 individuos, distribuidos em
10 familias distintas (Apéndice 3), cujos integrantes nasceram e/ou residem
na zona urbana ou rural do territério do municipio de Séo Felipe, na Bahia.

A partir desta populacao, foram estabelecidos, para esta abordagem de

estudo, seguintes critérios de inclusdo e exclusao dos participantes :

3.2.2.1 Critérios de Inclusdo dos Pacientes no Estudo

Para serem incluidos no estudo, os individuos deveriam:

— Ser nascido em municipio da regido do Recdncavo do Estado da Bahia;

- Ter assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo
4), sendo voluntario com mais de 18 anos de idade, ou com a
permissdo expressa dos pais ou responsaveis, para 0s menores de
idade;
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- Ter doado amostras para as analises soroldgicas e biomoleculares;

- Ter respondido o formulario de pesquisa.

3.2.2.2 Critérios de Exclusao dos Pacientes do Estudo

Foram excluidos dessa pesquisa 0s pacientes que:
- Na&o consentiram em participar da pesquisa ou desistiram de participar
do estudo por livre e espontanea vontade em qualquer momento;
- Nao doaram amostras bioldgicas;

-~ Nao responderam ao formulario de pesquisa.

A selecao dos participantes a partir dos critérios estabelecidos resultou

em um total de 171 individuos.

3.2.2.3 Critérios de Inclusédo dos Participantes para Avaliagdo da

Transmissao Sexual

Foram incluidos, para a avaliacdo da transmissao sexual, os individuos que:

- Ter um parceiro sexual, o que incluiu casais que se consideram
casados ou entdo em unido estavel;
- Ser filho/a dos casais selecionados;

- Ter doado amostra de sémen para analise molecular;

Dessa forma, foram selecionados para a analise da transmissao sexual 63
individuos. Destes, 38 participantes formam 19 casais e 25 filhos resultaram

desses relacionamentos.

3.2.3 Coleta dos dados

3.2.3.1 Dados qualitativos

O grupo populacional estudado passou por uma consulta médica,

realizada no Hospital Regional de Santo Antdnio de Jesus.
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O formulario utilizado para a extracdo dos dados clinico-
epidemiologicos e sociodemograficos, respondido pelos participantes, foi
elaborado pela equipe pesquisadora (Apéndice 1). O mesmo contém
questdes que abordaram o contato com o inseto vetor (se viram o triatomineo,
se foram picados), se realizaram transfusdo sanguinea em algum momento
de suas vidas e até mesmo se 0s pais participantes tinham a doenca.

Essas informacdes foram utilizadas para excluir as vias de transmisséo

do T. cruzi vetorial, transfusional, oral e também gestacional.

3.2.3.2 Coleta de Amostras Bioldgicas

Com o intuito de confirmar ou excluir a hip6tese levantada, foram
analisadas amostras de sangue dos integrantes das familias e sémen
daqueles que consentiram em conceder o material bioldgico.

Sendo assim, foram coletados, logo apds a consulta médica, de 15 a
20 mL de sangue venoso de cada individuo em tubos VACUTAINER® com e
sem anticoagulante EDTA. Os tubos com material estéril foram imediatamente
colocados em geladeira a 4°C para nao coagularem. Destes, 5 mL foram
destinados para a detec¢éo de anticorpos IgG anti-T. cruzi pelas técnicas de
ELISA e IFI.

As amostras de sémen foram obtidas dos integrantes das familias, em
suas proprias residéncias, por meio de masturbacdo, em preservativo de
latex. A esse fluido foi adicionado solucdo de extracdo, e posteriormente
diluido em glicerol estérii em microtubos. As amostras foram mantidas
resfriadas em isopor com gelo e conduzidas para o Laboratério Multidisciplinar
de Pesquisa em Doenca de Chagas da Universidade de Brasilia até o

momento de sua analise.

3.2.4 Andlise das Amostras Biologicas

3.2.4.1 Andlise Soroldgica

Os testes soroldgicos ELISA e IFI foram realizados no Laboratorio

Multidisciplinar de Pesquisa em Doenca de Chagas da Faculdade de Medicina
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da Universidade de Brasilia, de acordo com os protocolos desenvolvidos por
VEXENAT (1993) e LAURIA-PIRES (2000).

Os métodos IFI e ELISA, escolhidos para o diagnéstico soroldgico,
tiveram como objetivo identificar anticorpos IgG anti-T. cruzi nos participantes
desta pesquisa. Para o desenvolvimento da técnica, foram utilizados
antigenos, obtidos de epimastigotas de T. cruzi (estoque Berenice) cultivadas
em meio LIT ou DMEM, suplementados com 10% de soro fetal bovino
(Cultilab, Campinas, BR) e 40 pyg/ml de gentamicina. A cultura em meio LIT foi
mantida a 28°C, enquanto as preservadas em DMEM, cresceram a 24°C. A
colheita dos flagelados foi feita na fase exponencial de seu crescimento.

Os antigenos para IFI foram preparados a partir de epimastigotas
centrifugadas a 3 mil rpm por 15 min a 4°C, lavadas trés vezes com PBS, pH
7,4, por 15 min e suspendidas em 2 ml de paraformaldeido (3,7%). Apos nova
lavagem, os parasitos foram diluidos em PBS, em pH 7,4, para concentragao
de aproximadamente 30 mil parasitos/ml. A aliquota com 30 parasitos/5ul foi
depositada sobre lamina de vidro desengordurada e apds secagem a
temperatura ambiente, as ldminas foram embrulhadas com papel aluminio e
guardadas a -20°C até o momento de seu uso.

A IFI foi conduzida nas amostras de 5 ml. Apés centrifugagéo, o soro
colhido foi armazenado em glicerol (1/1) e guardado a - 20°C até a realizagao
do exame. Do soro em PBS, mantidos em pH 7,4, foram retirados 10 pL das
diluicdes seriadas (1: 20 a 1: 1.280), e dispostos sobre os parasitos, fixados
na lamina. Apds incubagao por 40 min a 37°C, em cadmara umida, as laminas
foram lavadas trés vezes com PBS, pH 7,4. A montagem das laminas com
laminulas foi feita sobre a glicerina tamponada, em pH 9,0. A leitura foi
realizada em microscéopio de fluorescéncia (Olympus® BX 51), cuja luz
ultravioleta ativa o isotiocianato de fluorescéncia presente apenas nos
parasitos com anticorpos ligados a membrana. Para amostra ser considerada
positiva, a fluorescéncia verde brilhante obtida precisa ter titulos menores ou
iguais a 1:40.

Assim como para a andlise de IFI, o teste ELISA foi realizado com
antigenos epimastigotas de T. cruzi. As formas infectantes foram
centrifugadas a 3 mil rpm durantel5 minutos a 4°C, e lavadas trés vezes em

PBS, pH 7,4, pelo mesmo periodo de tempo e entédo suspensas em 2 ml de
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agua Milli-Q, passando por trés ciclos de congelamento a -20°C e
descongelamento a 37°C. Apds a lise das epimastigotas, a suspensao foi
centrifugada a 5 mil rpm durante 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi entéo
coletado, ultracentrifugado a 14 mil rpm, durante 10 minutos e suspenso em
2ml de &gua destilada. A concentracdo de proteinas foi determinada pelo
método de Bradford (1976) e as aliquotas dos extratos foram mantidas a -
80°C até o momento do uso.

A sensibilizagdo das placas de ELISA com o antigeno foi realizada em
microplacas de fundo chato com 96 pocos. Cada placa foi sensibilizada com
50 uL por poco do antigeno, posteriormente diluida em PBS, em pH 7,4 para
concentracéo de 0,2 ug do antigeno de T. cruzi em cada poco. A incubacao
ocorreu por 18 horas, a 4°C, em camara umida overnight. O excesso do
antigeno foi descartado e as placas foram lavadas por trés vezes com PBS,
em pH 7,4, contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T). Para impedir que sitios
inespecificos de adesdo de proteinas se formassem na placa, foram
adicionados 100 pL em cada poco de PBS com leite desnatado 5% (Molico,
Nestlé). ApoOs incubacao, ocorrida por mais 2 horas a 37°C, em camara Umida,
0 excesso foi retirado e as placas foram novamente lavadas por trés vezes
com PBS-T e sensibilizadas, envoltas em papel aluminio, e armazenadas a -
20°C até que fossem utilizadas.

Com o objetivo de detectar os anticorpos especificos, a incubacéo com
0 primeiro anticorpo, juntamente com os soros dos individuos das familias do
estudo, foi diluido 1:100 em PBS com leite desnatado a 2%, e adicionados a
placa (50 uL/poco, em triplicata). Apés incubacdo por 2 horas a 37°C, em
camara Umida, o excesso foi retirado e mais uma vez lavado trés vezes com
PBS-T. Os controles positivos e negativos foram inseridos nas placas nas
mesmas condi¢des. Para controle dos reagentes, foram colocados nos pogos
de placas apenas dos PBS com leite desnatado a 2%.

Para a incubacdo com o segundo anticorpo, o conjugado de anticorpo
anti-lgG humano foi marcado com peroxidade (Invitrogen-ZyMaxTM). O
anticorpo foi diluido em 1:5 mil com PBS e leite desnatado 2%, previamente
testado e titulado e adicionado a placa (50 gL em cada poc¢o). Apds incubacao
por mais de 2 horas a 37°C, em camara Uumida, o excesso foi retirado e as

placas foram lavadas, por trés vezes, com PBS-T.
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A revelacdo dos imunocomplexos foi realizada com adicdo, em 50
Ml/poco, do substrato H202-Perdoxido de Hidrogénio (Merke). Isso aconteceu
na diluicdo de 2 pl em 5 ml de tampao citrato de sodio/acido citrico, em pH
5,0, contendo 2 mg do cromégeno OPD-o-Phenylenediamine dihydrochloride-
Sigma. ApoOs o desenvolvimento da reacdo cromdgena por 5 minutos, em
temperatura ambiente, na auséncia de luz, a reagéo foi interrompida pelo
acréscimo de 50 pl &cido sulfarico em cada poco. A leitura, realizada em
espectofotdbmetro Bio TeK-Synergy HT, a 490 nm. A plotagem de densidade
optica (DO), de soros padréo positivos compds um grafico com ponto de corte
entre os resultados positivos e negativos: 0s soros positivos apresentaram DO
acima do ponto de corte, e 0s soros negativos abaixo.

Foram considerados individuos sorologicamente reagentes ao parasito
agueles que apresentaram para ELISA o resultado iguais ou maiores que 1,2
e resultados de IFI iguais ou maiores que 1/60 em conjunto. Aqueles
individuos que apresentaram para ELISA 0,9 - 1,1 e/ou 1/20 - 1/40 no IFI foram
considerados inconclusivos e titulos até 1/10 para IFI e/ou ELISA 0,1 - 0,8
foram considerados nao reagentes para T. cruzi (OSTERMAYER & CASTRO,
1997).

3.2.4.2 Extracdo de DNA das amostras sanguineas

Para a analise biomolecular foram utilizados 15 ml de sangue venoso
de cada individuo. O DNA das amostras de sangue, armazenado em EDTA,
foi extraido com o auxilio do kit Promega Wizard Genomic DNA Purification.
Este protocolo consistiu na adi¢ao de 10 mL de sangue venoso a tubos Falcon
contendo 30 mL de Cell Lysis Solution. As amostras foram entéo
homogeneizadas, incubadas em temperatura ambiente por 10 minutos, e
centrifugados a 2000 x g por 10 min. O sedimento foi suspenso em 10 mL de
Nuclei Lysis Solution e homogeneizado em vortex; as membranas nucleares
das células da série branca do sangue foram lisadas com pipeta para
liberacdo do DNA nuclear e o sobrenadante descartado.

Foi adicionada a solucéo 20 uyg/mL de RNase, e entdo incubada a 37°C
por 15 minutos e a ela adicionada 3,3 mL de Protein Precipitation Solution.

Em seguida a solucdo foi homogeneizada no vortex durante 20 segundos e
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centrifugada a 2000 g, por 10 minutos. O sobrenadante com o DNA foi
transferido para novo tubo estéril, ao qual foi adicionado 10 mL de isopropanol
e entdo centrifugado a 2000 g durante 1 min. Uma vez descartado o
sobrenadante, adicionou-se ao tubo 10 mL de etanol 70%, e o0 mesmo foi
centrifugado a 2000 g por 1 min. O etanol foi aspirado e os tubos em repouso
ficaram abertos, overnight, para secagem do alcool. O DNA foi entdo
suspenso com 800 ul de DNA Rehydration Solution, e armazenado a 4° C
para reidratagdo. O material genético foi guardado em tubos estéreis de 1,5
ml a temperatura de -20°C. As amostras de DNA foram quantificadas no
NanoDrop2000® e as aliquotas de 20 yL foram diluidas para concentragéo
final de 100 ug/ul de DNA usada na Polymerase Chain Reaction (PCR).

As amostras de DNA extraidas foram conduzidas, de forma refrigerada,
para o Laboratério Multidisciplinar em Doenca de Chagas da Universidade de
Brasilia onde foram quantificadas e devidamente condicionadas até serem
transportadas para o Laboratorio de Genética Molecular e Citogenética do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Goias onde foram

analisadas.

3.2.4.3 Reacao em Cadeia da Polimerase das Amostras Sanguineas

A PCR para identificacdo do material nuclear do T. cruzi (hnDNA) foi
conduzida utilizando os primers TCZ1 e TCZ2 (MOSER et al, 1989), que
amplificam uma regido de 188 pb do telémero do T. cruzi. As reag¢des foram
realizadas com 200 ng de DNA, 2,5 yL de Tampdo TE 10X, 1,25 pl de
magnésio a 50mM, 0,5 yL de dNTPs a 10 mM e 2 U de Platinum Taq
polymerase INVITROGEN®, 0,25 ul de cada primer na concentragcado de 10
mM e agua ultrapura até o volume final de 25 pl. O termociclador BioRad foi
programado para ciclos de 95°C durante 5 min, 40 ciclos de 95°C durante 30
segs, 68°C durante 1 min, 72°C por mais 1 minuto e, por fim, 72°C por 5 min,
e refrigeracédo a 4°C.

A fim de aumentar a sensibilidade e a especificidade da reacédo nas
amostras cuja concentracdo de DNA era baixa (Abaixo de 20 ng/ul), foi

realizada uma variacdo da técnica Nested PCR. Dessa forma, os produtos da
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PCR convencional foram novamente amplificados, com 0os mesmos primers,
nas mesmas condi¢cdes de ciclagem que a PCR.
Os resultados obtidos pelas analises de PCR estdo apresentados no

apéndice 5.

3.2.4.4 Selecdo das Amostras de Sémen para Andlise

A selecdo das amostras de sémen para analise, foi realizada a partir
dos resultados obtidos pela analise molecular (PCR). Para a avaliacdo da
amostra de sémen foram selecionadas amostras de cujos pacientes tiveram
a infeccdo confirmada pela técnica de PCR (nDNA+ em amostras

sanguineas).

3.2.4.5 Extracdo de DNA das Amostras de Sémen

A extragcdo do DNA nas amostras de sémen foi realizada, de acordo
com o método de Carter e colaboradores (2000). Inicialmente os
espermatozoides, ressuspensos em PBS, foram centrifugados a 1.300 x g. Ao
sedimento adicionou-se 3 mL de tampao de extracdo (10mM Tris, 10 mM
NaCL, 20 mM EDTA, 1% SDS, 0,04% proteinase K, 1% DTT) e incubados por
2 horas a 55°C.

A extragao de DNA dessas amostras seguiu o protocolo de Sambrook
e Russel (2001). Nesse procedimenro as amostras no tampao de extracao
foram submetidas a duas extra¢des, sendo uma com 3 mL de Clorofane (fenol:
cloroférmio: acido isoamilico, proporcao 25:24:1) e uma outra com 0 mesmo
volume de Clorofil (cloroférmio:alcool isoamilico, proporcdo 24:1). A
separacao da fase organica da aquosa foi realizada pela centrifugagcéao a 5 mil
X g durante 15 minutos. Apds essa etapa, as amostras foram mantidas a -
80°C para a precipitacdo do DNA, em 5 V de etanol 100%, seguida de
incubacdo de 12 horas a -80°C. Em seguida o sedimento foi lavado duas
vezes com etanol 70%, gelado, secado e ressuspenso em 500 pl de tampé&o
TE (10mM Tris HCI ph 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) a 37°C por 12 horas.

O DNA resultante da extracao foi quantificado em espectofotometro.
Sua integridade foi avaliada por meio da técnica de eletroforese, utilizando um

gel de agarose 0,8% corado com 0,5 mg/ml de brometo de etidio. Apos esse

Métodos 29



processo as amostras foram armazenadas a -20°C até o momento de sua

andlise.

3.2.4.6 Reagdo em Cadeia da Polimerase das Amostras de Sémen

Os primers utilizados, TCZ1 e TCZ2 (MOSER et al, 1989) amplificam
uma regido de 188 pb do telémero do T. cruzi. As reagdes foram feitas, em
triplicata, com 2 yL de DNA, 2,5 ul de Tampao TE 10X, 1,25 ul de magnésio
a 50mM, 0,5 pl de dNTPs a 10 mM e 2 U de Platinum Tag polymerase
INVITROGEN®, 0,25 ul de cada primer na concentragao de 10 mM e agua
ultrapura até o volume final de 25 ul. O termociclador BioRad foi programado
para ciclos de 95°C durante 5 min, 40 ciclos de 95°C durante 30 segs, 68°C
durante 1 min, 72°C por mais 1 minuto e, por fim, 72°C por 5 min, e

refrigeracao a 4°C.

3.2.4.7 Eletroforese em Gel de Agarose

A técnica de eletroforese foi realizada em gel de agarose (Invitrogen) a
1,5%, corada com brometo de etideo 0,4 pug/ml, submerso em tampéo TBE
diluido a 1X. A migracao dos fragmentos de DNA amplificado foi visualizada
pela exposicdo do gel a radiacdo ultravioleta no aparelho Omega UltraLum
com software UltraQuant®. Para ser considerado como positiva, a amostra de

T. cruzi deveria ter a banda de tamanho de 188 pares de base (pb).

3.2.4.8 Sequenciamento da Amostra de Sémen

A fim de confirmar a presenca do material genético do T. cruzi nas
amostras de sémen, as mesmas foram enviadas para sequenciamento.

O preparo das amostras foi realizado de acordo com as
recomendacdes do fabricante Myleus Biotecnologia e o sequenciamento de
eletroforese capilar processado no aparelho ABI3730 Applied Biosystems com
o polimero POD7 e BigDye ™ v3.1.

Foram adicionados a microtubulos 200ul, 20ug de DNA, 1ul dos
primers, TcZ1 e TcZ2, e 4gua ultrapura até completar o volume final de 7,5pl.
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Os eletroferogramas foram analisados utilizando os programas ChromasPro
DNA Sequencing Software, BioEdit 7.2 e Bloco de Notas. Para o controle
positivo foi utilizada uma amostra do material genético do T. cruzi enquanto
para o controle negativo foram utilizados tubos sem amostras assim como
uma amostra de sémen nDNA negativo.

Apos a amplificagcdo das sequéncias, as mesmas foram analisadas na
plataforma Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) tendo como base as
sequencias encontradas no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), afim de comparar as sequencias

homdlogas ao DNA humano e do T. cruzi.

3.2.5 Identificacdo da Transmisséo Sexual

A triagem dos casos de infeccdo pela via sexual teve inicio com o
diagndstico da infeccdo dos casais, feito com técnicas sorolégicas e
moleculares. A partir do diagnostico de infecgdo para T. cruzi obtido pela
técnica de PCR, os casais foram classificados em 4 grupos: 1. Casais Homens
-/Mulheres - (H-/M-); 2. Casais Homem +/Mulher - (H+/M-); 3. Casais Homem
-/Mulher + (H-/M+) e 4. Casais Homem +/Mulher + (H+/M+).

A identificacdo da infeccdo pela via sexual foi realizada mediante
associacao entre os achados moleculares das analises de sémen dos casais
com as informacdes obtidas pelo formulario, que excluiram a contaminacgao
pelas outras formas transmisséo do T. cruzi.

Uma vez que s6 foram avaliadas amostras sexuais de participantes do
sexo masculino, considerou-se a transmissdo pelo T. cruzi foi induzida via
coito naqueles casais preenchiam os seguintes critérios: 1. Ambos parceiros
haviam sido positivos, pela técnica de PCR; 2. Presenca do material genético
do parasito na amostra de sémen; 3. Parceira sexual ndo havia sido exposta
a infeccdo por nenhuma outra via vetorial, transfusional e/ou gestacional

(informacdes extraidas dos formularios respondidos).

3.2.6 Anélise Estatistica
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Foi realizada andlise estatistica descritiva dos dados com apresentacao
das frequéncias absolutas (n) e relativas (%). Foram realizados os testes de
qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher (5 ou menos observacoes). A
andlise foi realizada no software STATA, versdo 14.0. O nivel de significancia
adotado foi de 5%.

3.2.7 Aspectos Eticos da Pesquisa

Os individuos da amostra aderiram ao estudo voluntariamente, de
acordo com as normas aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
de Seres Humanos, aprovada pelo CEP da Faculdade de Medicina/UnB
(CEP-FM n°25000.167567/2004-28) (Anexo 3).
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4 PRODUTOS

Os resultados desta tese estdo apresentados sob a forma de artigos
cientificos, formatados de acordo com as normas de submissao das revistas

aos quais serdo submetidos:

Artigo 1 Translations of the Royal Society of Tropical Medicine &
Hygiene

Artigo 2 Memorias do Instituto Oswaldo Cruz
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4.1 Transmissao Sexual de Protozoarios Antropozoondticos

Sanguineos : Uma Revisdo de Escopo
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RESUMO

Os tripanosomatideos protistas (Eukaryota, Excavata, Euglenozoa)
pertencem a classe Zoomastigophora, que inclui a interessante Ordem dos
Cinetoplastideos, com importancia médica e biologica. Este trabalho teve
como objetivo reportar que o0s protozoarios da Ordem Kinetoplastida
(Trypanosoma cruzi, Leishmania sp, T. brucei gambiense, T. evansi, T.
congolense, T. equiperdum, T. vivax) podem ser transmitidos sexualmente. A
busca aconteceu nos bancos de dados PubMed, Lilacs, Global Health e Portal
Capes, nos idiomas inglés, portugés e espanhol. Foram utilizadas as palavras-
chave Tripanosomatidae, Trypanosoma, Leishmania, transmissao sexual,
esperma, secrecao vaginal, 6rgdos sexuais, masculino e feminino, com o
indexador boleano AND e selecionados trabalhos publicados até o ano de
2020. Os relatos da literatura mostraram o achado dos protozoarios em 6rgaos
reprodutivos e fluidos sexuais, assim como a transmissdo sexual dos
parasitos aos parceiros sexuais e a progénie. Esta revisdo conclui que ha
transmissao sexual destes tripanosomas aos parceiros sexuais. Essa revisao
atualiza as informacdes contidas nos relatérios a cerca das doencas

sexualmente transmissiveis provocada por protozoarios
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Palavras-chave : transmissdo sexual, tripanosomatideos; parasitas

sanguineos.

INTRODUCAO

Infeccbes sexualmente transmissiveis (IST) séo transmitidas por
homens e mulheres aos seus parceiros sexuais assim como verticalmente, da
mae e do pai infectado ao filho. Achados cientificos informam a cerca de varias
espécies de bactérias, virus, protozoarios, possivelmente afetando mais de
um milhdo de pessoas'?.

Mundialmente, mais de 1 milhdo de ISTs sé&o adquiridas diariamente
entre individuos com 15 a 49 anos 22 e essas infeccdes agravam a salde e
0s habitos sexuais dos infectados. As IST podem ser assintomaticas e esse
siléncio impede a assisténcia a saude; no entanto frequentemente essas
infeccbes produzem sintomas e sinais iniciados com inflamacao tecidual,
infertilidade, aborto espontaneo, aborto, infeccbes no recém-nascido e
problemas de saude'?. Modificacées no estado de salide durante as ISTs
podem gerar doencas somaticas e problemas psicoldgicos?. O papilomavirus
humano (HPV) e o virus infeccioso da imunodeficiéncia adquirira (HIV-AIDS),
as bactérias Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Treponema
pallidum causam, respectivamente, o HPV, AIDS, clamidia, gonorreia e sifilis.
Trichomonas vaginalis, protozoéario da Ordem Trichomonadidae, causador da
tricomoniase, é a doenca sexualmente transmissivel mais frequente®. No Filo
Apicomplexa, o Toxoplasma gondii € um protozoario que pode ser transmitido
da mée para o filho através de transplante de sangue e 6rgaos®.

Além disso, os protozoarios da ordem Cinetoplastideos sdo parasitos
flagelados que causam doencas em animais vertebrados. Esses agentes
possuem DNA mitocondrial simbiotico formado por maxicirculos, minicirculos
e citocromo C associado ao ciclo respiratério oxidativo e a producéao de
energia. Os protozoarios Trypanosoma cruzi 10, T. vivax, T. brucei
gambiense, T. congolense, T. equiperdum, T. evansi e Leishmania sp

possuem sua importancia epidemiologica e geram preocupacéo para a saude
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publica. De grande prevaléncia endémica, todos esses protozoarios podem
ser transmitidos para machos e fémeas saudaveis!1>,

Foi relatado que protozoarios parasitos estdo associados a lesbes
inflamatdrias em 6rgdos reprodutivos 1623 e alteracGes inespecificas nos
espermatozoides de humanos, naturalmente infectados e de vertebrados
experimentalmente. Esses protozoarios foram relatados nos 0rgaos
reprodutivos de mamiferos e nos flagelados liberados nos espermatozoides,
no sangue menstrual e nas secrecdes. Os fluidos sexuais podem liberar
micrébios patogénicos e proliferar na linha germinativa e nas células
somaticas do hospedeiro®. A presenca desses protozoarios colonizando
essas estruturas favorece sua liberacdo nas secrecdes sexuais (sémen e
sangue menstrual) assim como sua colonizagdo dos érgaos genitais externos,
0 que propicia sua contaminagcdo pela via sexual, o que alerta para a
importancia de estudos que investiguem a transmissdo sexual desses
protozoarios. Nesse sentido, objetivou-se, com este trabalho, selecionar
trabalhos que evidenciassem a possibilidade de os Tripanosomatideos serem

transmitidos pela via sexual.

MATERIAIS E METODOS

Recorte Experimental

Esta revisdo de escopo foi conduzida seguindo o protocolo PRISMA-
ScR, depositado no Registro Prospectivo Internacional de Revisdes
Sistematicas PROSPERO CRD42021239112.

Critérios de Elegibilidade

Os relatos da presenca dos tripanosomatideos em 6rgéos sexuais e
secrecOes sexuais apontam para a possibilidade desses parasitos serem
transmitidos para o parceiro através do sexo, independente da espécie
analisada. Baseados nesses registros, foram estabelecidos os seguintes
critérios de elegibilidade para os trabalhos que compordo as fontes de
evidéncia: relato de casos, estudos pré-clinicos e/ou experimentais; estudos

em que fossem encontrados os protozoarios da familia Trypanosomatidade
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em Orgaos e secrecdes sexuais de animais e humanos, publicados no periodo

de 1990 a 2021 nos idiomas inglés, espanhol e portugués.

Estratégia de Pesquisa

Os bancos de dados PubMed, Lilacs, Global Health e Portal Capes
foram escolhidos para busca dos trabalhos.

Visando selecionar trabalhos que contemplem o tema proposto, foram
escolhidos o0s seguintes termos: Trypanosomatideos, Trypanosoma,
Leishmania, Transmissdo sexual, Sémen, Secrecdo vaginal, Aparelho
reprodutor, Macho e Fémea com o indexador boleano AND (Tabela 1) O
mesmo arranjo de termos foi utilizado em todos os bancos de dados, sendo
pesquisados nos trés idiomas, de forma distinta.

A busca pelos trabalhos foi realizada em Junho de 2021 por dois
pesquisadores independentes, de forma simultdnea em cada um dos bancos
selecionados. Os pesquisadores utilizaram o programa EXCEL® para
compilar os dados dos artigos selecionados em cada banco, assim como o
link da pesquisa e dos trabalhos encontrados. A equipe também foi composta
por dois referees que auxiliaram na solucdo das divergéncias ocorridas entre

o par de pesquisadores.

Banco de Dados Estratégia de Pesquisa

PubMed “Tripanosomatideos” AND  “Transmissao
Lilacs Sexual” AND “Sémen”

Global Health “Tripanosomatideos” AND  “Transmissao
Portal Capes em Sexual” AND “Secrec¢do Vaginal’

inglés/espanhol/portugués “Tripanosomatideos” AND  “Transmisséo
Sexual” AND “Aparelho Reprodutor” AND
“‘Feminino”
“Tripanosomatideos” AND  “Transmissao
Sexual” AND “Aparelho Reprodutor” AND
“Masculino
“Tripanosomatideos” AND  “Transmissao

Sexual” AND “Trypanosoma”
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“Tripanosomatideos” AND  “Transmissao
Sexual” AND “Leishmania”

“Trypanosomatids” AND  “Semen” AND
“Trypanosoma”

“Trypanosomatids” AND  “Semen” AND
“Leishmania”

“Tripanosomatideos” AND “Secrec¢ao Vaginal”
AND “Trypanosoma”

“Tripanosomatideos” AND “Secrec¢ao Vaginal”
AND “Leishmania”

“Trypanosoma” AND “Semen”

“Trypanosoma” AND “Secreg¢&o Vaginal”
“Trypanosoma” AND “Transmisséo Sexual”
“Leishmania” AND “Semen”

“Leishmania” AND “Secrec¢&o Vaginal”

“Leishmania” AND “Transmissdo Sexual”

Todo o processo de selecdo dos trabalhos, também realizado pelos
dois pesquisadores, ocorreu seguindo os critérios de elegibilidade. Dessa
forma, apds a busca, foi realizada a selecdo dos trabalhos pelo titulo, seguida
da eliminacao dos trabalhos que estavam em duplicidade. O proximo passo
da triagem consistiu na leitura dos resumos e posteriormente do trabalho na
integra.

A selecéo de trabalhos publicados em revistas cientificas garante que
0s mesmos foram criticamente avaliados quanto a originalidade, relevancia,

assim como obtencao e confirmacgéo dos resultados.

Extracdo e Apresentacao dos Dados

Os resultados foram categorizados de acordo com a espécie de
tripanosomatideo avaliada, assim como a espécie de hospedeiro, qual 6rgao
e secrecao sexual esses parasitos foram encontrados, o tipo de método de
analise das amostras bioldgicas, e se houve ou ndo a transmissdo dos

parasitos pelo acasalamento.
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Para a obtencéo de tais informacdes foi criada, pela equipe envolvida,
uma tabela de extracdo de dados, contendo também os resultados obtidos em

cada estudo.
RESULTADOS

Foram identificados na pesquisa 2.355 artigos, publicados no periodo
de 1990 a 2020. Destes 279 foram excluidos por duplicacdo e 1.995 foram
eliminados por ndo se tratar de tripanosomatideos e/ou por ndo avaliarem a
presenca destes nos 6rgaos e secrecdes sexuais, assim como a transmissao
sexual; 81 trabalhos tiveram seus resumos lidos, mas 54 foram excluidos por
se tratar de trabalhos que avaliaram a qualidade dos fluidos sexuais dos
animais contaminados assim como dos efeitos histopatolégicos provocados
pelos protozoarios nos orgaos sexuais. Nesse sentido foram selecionados
para esta andlise 27 artigos (Figura 1).

Os resultados sé@o apresentados nas tabelas 1, 2 e 3. Os critérios
utilizados foram observados nos artigos selecionados a seguir: 1)
Demonstracdo direta do protozodario causador da infeccdo nos tecidos
corporais; 2) Presenca das formas parasitarias em oOrgdos reprodutivos:
ovario, trompas de falopio, endométrio, secrecdes vaginais, sémen, testiculos,
epididimo, vesicula seminal e canal deferente; 3) Demonstracdo dos
protozoarios no sémen por microscopia e teste nuclear de DNA-PCR; 4)
Transferéncia vertical das infeccdes através de cruzamentos de parceiros
sanguineos infectados por protozoarios para receptores saudaveis

A tabela 1 mostra relatos de tripanosomas africanos de doencas
sexualmente transmissiveis!®23, Estas infec¢Ges séo transmitidas por mostas
tsé-tse e sdo conhecidas por serem transmitidas sexualmente a animais
vertebrados e humanos. As descobertas sugerem que os tripanosomas

africanos podem se dispersar pelo mundo.
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Pubmed
225 artigos

Portal Capes Lilacs

2.011 artigos

120 artigos

Global Health
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0 artigos

2.355 Artigos Encontrados

\4

279 trabalhos eliminados
por duplicidade

l

2.076 Registros

| —

1.995 trabalhos eliminados
pelo titulo

81 Artigos

5 eliminados por serem artigos de
revisao
42 eliminados por avaliarem a
qualidade espermatica e os
aspectos histopatolégicos dos
Orgdos sexuais
3 excluidos por estarem em outra
lingua
1 ndo especificou a espécie
1 avaliagao do método diagndstico

29 Artigos

2 trabalhos excluidos por
nao ter sido encontrado na
integra

27 Artigos

Figura 1: Diagrama de Fluxo PRISMA
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Tabela 1. Evidéncia de transmissédo sexual de tripanosomas africanos

para animais vertebrados

~ nDNA-PCR
Autor/Ano . . . Demonstracao dc )
Tripanosomatideo Hospedeiro Parasito* Indireta**

Omek;:g&gczczguora/ T brucei/congolense Sus scrofa Gonada NR
Biteau et al./2015'°  T. brucei gambiense Mus musculus Gonada Sim
Da Silva et al./2016%° T. evansi Ovis aries Sémen NR
Bezerra et al./2018%! T. vivax Ovis aries Sémen Sim
Yasine et al./2019a?? T. equiperdum Equus ferus Vesicula Seminal Sim
Yasine et al./2019b?3 T. equiperdum Equus ferus Goénada Sim

*. Trypanosomatideos no tecido do hospedeiro demonstrado por microscopia.
** Demonstracao do parasito por DNA-PCR nuclear.
NR, néo realizado
Os enzooticos T. brucei e T. equiperdum, na Africa, provocam, respectivamente
a doencga do sono e durina em cavalos (Equus syphilis). O T. evansi, por sua vez, causa
durina em ovelhas (Ovis aries) em paises orientais, como a América do Sul. A vigilancia
epidemiologica e a pesquisa criativa devem antecipar a sua possivel propaga¢do no
Hemisfério Norte'®2022-23 O Trypanosoma vivax produz doencas em ruminantes,
cavalos, roedores através da mosca Glossina sp?!. As infeccdes estdo associadas a
anemia e estado febril persistente e causam aborto espontaneo, aborto e morte

perinatal.

As espécies de Leishmania sao transmitidas pelo Phlebotomus papatasi, vetor
da leishmaniose cutanea e visceral (Calazar), para humanos e caes. A Tabela 2 mostra
as evidéncias de transmissao sexual de Leishmania infantum e Leishmania chagasi em
cdes e roedores. Quatorze relatérios documentaram o0s protozoarios parasitas nos
testiculos e ovarios, confirmando assim a possivel transmissdo sexual das infeccdes”
15-26. Um relato demonstrou L. chagasi nos 6rgédos de reproducdo consistentes com

transmissao sexual em hamsters (Rodentia muridae).
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Infeccdes por Trypanosoma cruzi séo adquiridas por diversas vias*. Desde sua
descoberta, é de conhecimento atual que a tripanossomiase americana € transmitida
por insetos da familia Triatominae: Triatoma infestans, Panstrongylus megistus e
Rhodnius prolixus_e mais de 40 espécies ocasionalmente associadas a doenca de
Chagas. O parasito T. cruzi completa seu ciclo de vida no trato intestinal dos
triatomineos, e os tripomastigotas infectantes morrem nas excretas. Apos refeicao
completa, o inseto geralmente foge rapidamente da presa. Os tripomastigotas podem
contaminar hospedeiros humanos através da pele; ainda assim, € necessario que o
inseto permaneca proximo a ferida para que a pele lesada seja contaminada: o T. cruzi
na excreta invade o local da picada ou causa contaminacdo acidental da conjuntiva
ocular. No entando, mamiferos onivoros que devoram triatomineos infectados pelo
protozodrio adquirem infecgBes e espalham a doenca zoonétiva de Chagas. Caes e

gatos podem pegar T. cruzi limpando o pelo*.

Tabela 2. Evidéncia de transmissdo sexual de Leishmaniose em vertebrados

Autor/ano Tripanosomatideo Hospedeiro ~ Deémonstracdo do o\ \ 5op
Parasito
Diniz et al./ Leishmania sp. Canis familiaris ~ Sémen Sim
200517
Silva et al./ L. infantum Canis familiaris Sémen Sim
200974
Teichman et al. Leishmania chagasi Canis familiaris Testiculos Sim
2011
Naucke & Lorentz. _ ) _ o
Leishmanai sp. Canis familiaris Cruzamento NR
201226
Manna et al. . . o i
L. infantum Canis familiaris ~ Testiculos NR
1201227
Silva et al . . o . .
L. infantum Canis familiaris Sémen Sim
1201428
Karkamano et al. . ) . o .
Leishmannia sp Canis familiaris Cruzamento Sim
12014%°
Boechat et al. _ _ o _
L. infantum Canis familiaris Testiculo Sim
12016%
De Oliveira et al. _ _ o )
L. infantum Canis familiaris Testiculo NR
/2016a%
De Oliveira et al. . . o .
L. infantum Canis familiaris Ovério NR
/2016b%2
Quintal et al. ] ) . ; .
L. chagasi Rodentia muridae Testiculo Sim

1201633
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Magro et al.

L. infantum Canis familiaris Secrecéo vaginal Sim
/20173
Carvalho et al. . ) . o i .
Leishmania sp. Canis familiaris Testiculo Sim
[2017%
Boechat et al. . . o i ) .
L. infantum Canis familiaris Testiculos e vagina Sim
1202036

*Demonstracéo direta do parasito nas amostras teciduais
** Diagnostico realizado por DNA-PCR nuclear

*** NR, ndo realizado

A doenca de Chagas congénita € denominacédo misogina porque isenta o pai da
fecundacao da mée e, portanto, a transmissao sexual da infecgdo pelo T. cruzi poderia
ser considerada a principal via de aquisicdo da doenca, que podera se tornar uma
pandemia nas préximas décadas*.Os relatos que sugerem transmissdo sexual da

doenca de Chagas estdo na Tabela 3.

Tabela 3. Evidéncias datransmissao sexual do Trypanosoma cruzi e Doenca

de Chagas em mamiferos, incluindo humanos.

_ Demonstrac¢éo do
Autor/ano Hospedeiro _ NDNA-PCR
Parasito*

Herrera & Urdaneta- ) o
Mus musculus Testiculos e ovarios NR

Morales /200137

Cabrine-Santos et al. )
Mus musculus  Testiculos Sim

/200338

Carvalho et al. /20093° Mus musculus  Testiculos Sim

Alarcon et al. /20114°  Mus musculus ~ Sémen Sim

Araujo et al. /20124 Human sapiens Sémen e sangue Sim

Ribeiro et. al. 201642 Mus musculus  Testiculos NR

Araujo et al. /201743 Homo sapiens  Sémen Sim

Rios et al. /2019 Mus musculus  Cruzamento Sim

Almeida et al. /20194 Homo sapiens  Sémen e sangue Sim

Gomes et al. /201946 Homo sapiens Sémen e sangue Sim

*Demonstracdo do T. cruzi em tecidos e secrecdes por hemocultura e
microscopia
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** T, cruzi foi documentado em sangue e sémen através da PCR nuclear
(nDNA-PCR)

NR: Nao Realizado

De 1991 a 1999, houve escassez de estudos sobre a transmissao sexual de
infeccOes provocadas por T. cruzi e 0 assunto esta relatado em um estudo publicado
na Argentina®’, em 2001 (Tabela 3). Estudos em humanos foram iniciados durante
surtos agudos da Doenca de Chagas na Amazonia. Avaliacao clinica, epidemioldgica e
sorolégica de 109 membros de quatro familias com 21 casos da doenca aguda e o
parasito no sangue. Observou-se uma clara diferenca entre os resultados dos ensaios
de anticorpos ELISA e IFI, 28,4% (31/109), e os da PCR de DNA nuclear, 71,6%
(83/109)*. Neste mesmo estudo foi identificada a presenca do protozoario em 19
amostras de sémen em individuos na fase cronica da doenca. A infusdo de uma dessas
amostras de sémen positivo para PCR-nDNA na vagina de camundongos resultou na
aquisicdo de infecgdo sistémica pelo parasito sanguineo. Os cruzamentos de fémeas
de Chagas com camundongos machos saudaveis geraram 52% de progénie com T.
cruzi transmitido verticalmente no sangue*?4° (38-43). A técnica altamente sensivel e
especifica de nDNA-PCR utilizando primers TcZ1/TcZ241-#2 que se ligam a regido dos
teldmetos do genoma pode detectar apenas 1/24 fentogramas do DNA diploide do T.
cruzi, totalizando 240fg. A alta sensibilidade do nDNA-PCR significa que o Unico

parasita pode ser detectado por esse método*42,
DISCUSSAO

Os protozoarios da familia Trypanosomatidae, Ordem Kinetoplastidae, séo
agentes de doencas infecciosas antropozoonéticas endémicas de importancia médica
e veterinaria. Varias rotas dessas infec¢cdes foram descritas: transmissao por insetos
vetores, alimentos crus, contaminados, transfusao de sangue, infec¢des adquiridas em
hospitais e laboratorios de pesquisa. Esta revisédo apresenta o conceito de que a maioria
das infec¢Bes por protozoarios sanguineos sdo transmitidas de pais infectados para
parceiros saudaveis através do sexo. A transmissdo vertical da infeccao por
protozoarios sanguineos por via sexual ndo deve ser entendida como transmissao
congénita (no Utero) porque a aquisicdo de uma mae saudavel poderia ter ocorrido de

um parceiro, via sexual. A misoginia é um mal-entendido. Tripanosomiaseas
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Americanas e Africanas assim como a toxoplasmose foram indentificadas, através da
PCR do DNA nuclear, bioluminescéncia, histopatologia e confirmados por imuno-
histoquimica de testiculos de camundongos e 6rgaos genitais femininos, porquinhos-

da-india e javalis (Tabelas 1, 2 e 3).
Tripanosomas Africanos

Andlises de bioluminescéncia de PCR-DNA detectaram a presenca do T. brucei
em Orgaos e tecidos reprodutivos de camundongos machos e fémeas assim como de
porquinhos-da-india. Curiosamente, testiculos, ovarios e tubas uterinas geralmente n&o
apresentam reacdes inflamatérias devido ao fenébmeno do privilégio imunoldgico que
evita a perda da funcdo de fertilizacdo*’#8. Essas técnicas detectam T. brucei
gambiense e T. brucei congolense, nos testiculos e érgdos genitais de porquinhos-da-
india e javalis'®19, Por outro lado, cavalos infectados com T. equiperdum apresentam
Dourina, doenca semelhante a sifilis nos humanos?2-23, Esta doenca venérea pode ser
transmitida tanto por coito quanto por inseminacdao artificial. Tanto T. evansi quanto T.
vivax tem sido associado a lesbes inflamatérias de dérgdos sexuais em ovelhas e

cabritos, respectivamente?%-2L,
Leishmanioses

Quatorze relatos tratam da transmissao sexual de Leishmania sp., sugerido pela
histopatologia e imuno-histoquimica (Tabela 2). As amastigotas do ciclo de vida
intracelular de Leishmania, com pequenos cinetoplastos, foram encontrados nos 6rgaos
reprodutivos masculinos e femininos de cées. Esta elevada parasitemia sugere que
Canis familiaris sdo reservatérios desses protozoarios flagelados, que adquirem a
infeccdo do inseto Lutzomia longipalpis, vetor da leishmaniose visceral e tegumentar.
O parasitismo persiste ao longo dos estagios agudo e cronico da doenca, o que explica
a aquisicao das infeccdes através de cruzamentos com parceiros saudaveis. O intenso
parasitismo dos testiculos, epididimo, tuba uterina e Utero explica a dinamica de
aquisicdo da leishmaniose!’24-2527-28,30-36 ( diagnostico laboratorial da leishmaniose é
feito por testes de ELISA e IFl, PCR-DNA e andlises imunohistoquimicas. O
conhecimento das fontes de transmisséo da leishmaniose € essencial para erradicacao
da doenca, pois a doenca pode ser adquirida sem inseto vetor. A alta parasitemia

alcancada nos testiculos foi reconhecida por andlise patolégica?’-3%-31 Este achado tem
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sido associado ao fenébmeno do privilégio imunolégico*’* embora sejam descritas

lesGes inflamatdrias nos testiculos durante infecgGes por Leishmania infantum?’.
Trypanosoma cruzi

Investigacdes preliminares consideram os testiculos infectados pelo T. cruzi e
fluidos seminais impulsionados pelas células mibdides dos tubos seminiferos®.
Cruzamentos tardios de camundongos machos e fémeas infectados por T. cruzi com
parceiros sadios resultaram em transmissdo e a infeccdo chagasica vertical foi
identificada na progénie. Homem ou mulher com a infec¢do chagéasica transmitem a
infeccdo pelo T. cruzi para a progénie. No nosso estudo, este achado confirma a
transmissao vertical de infec¢des por T. cruzi em familias de humanos que exibem a
infeccdo chagasica aguda em descendentes com tripanossomas no sangue®!. A
presenca do parasito nos descendentes dessas familias foi evidenciada pelos exames
de anticorpos especificos (ELISA e IFI, 38,2%) e DNA-PCR nuclear (71,6%) positivos. A
discrepancia é explicada pelo fenémeno de tolerancia imunitaria observada sempre que
0 parasito cresce precocemente nas ceélulas embrionéarias, antes do sistema imune
amadurecer 4143, A tolerancia imune é fend6meno sistemico que se encontra associada
ao privilégio imune e impede a destruicdo de 6rgaos tais como cérebro, olhos, testiculos
e ovarios pela inflamacédo. A destruicdo dos orgdos da reproducédo pelo proceso
inflamatério intenso impediria a producéo de gametas e a reeproducao. Nesse sentido,
a andlise do DNA nuclear pela técnica de PCR deve ser utilizada nos estudos sobre a
transmissdo sexual do T. cruzi em mamiferos, incluindo humanos. Os estudos
realizados nos municipios amazonicos de Breves e Barcarena sdo semelhantes aos
obtidos em familias dos municipios de Séo Felipe, Bahia, BR*'4° Mais estudos sé&o
necessarios para determinar a biodiversidade da transmissado de doencas nos paises
sul-americanos. Nesses estudos, imunohistoquimica, exames anatomopatolégicos e
NDNA-PCR evidenciaram nichos de T. cruzi em oOrgaos de reproducdo e tecidos

corporais.

CONCLUSAO

Esta revisao de relatorios cientificos mostra protozoarios tripanossomatideos em

fluidos sexuais masculinos e femininos de humanos e de animais de laboratério. A
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RESUMO

A Doenca de Chagas, infec¢do causada pelo protozoéario Trypanosoma cruzi,
acomete cerca de 6 milhdes de individuos mundialmente. A suspeita de que
0 protozoario pudesse ser transmitido sexualmente teve inicio logo apos a
descoberta da doenca e mesmo diante da comprovada presenca do T. cruzi
nos o6rgdos reprodutivos de animais de laboratério, poucos trabalhos
avaliaram o risco dessa forma de transmissdo na espécie humana. Por essa
razao este estudo teve como objetivo investigar casos de transmissao sexual
em uma populacdo de individuos residentes em area endémica e com
diagnostico prévio de Doenca de Chagas. Trata-se de um estudo
observacional e retrospectivo, com analise de 171 individuos, naturais e/ou
residentes do perimetro rural e urbano do municipio de Sao Felipe, Bahia,
distribuidos em 10 familias. Para avaliar a infeccdo pela via sexual, foram
analisados 19 casais e seus respectivos filhos. Amostras de sangue foram
analisadas pelos métodos de ELISA, IFl e PCR, e sémen pela técnica de PCR
e sequenciamento sendo os resultados obtidos associados a informacdes
sociodemograficas e epidemiologicas fornecidas pelos participantes,
mediante formulério de pesquisa. A confirmacdo da infeccdo, mediante
técnica de PCR, ocorreu em 24,56% dos individuos avaliados.. A analise dos

ejaculados dos casais permitiu encontrar o0 protozoario em apenas uma
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amostra de sémen, confirmada pela técnica de sequenciamento. A
associacdo dos achados moleculares da andlise sanguinea, seminal e das
informacdes extraidas do formulario aplicado permitiu identificar ao menos
trés casos de mulheres que adquiriram a infecgao pela via sexual. Primeiro
estudo que avaliou a transmissdo sexual entre casais humanos, os achados
desta pesquisa nos permitem concluir que o T. cruzi pode ser transmitido
sexualmente e que essa forma de disseminacao esta presente e constante na

espécie humana.

Palavras-chave: Transmissao sexual, Trypanosoma cruzi; Doenca de

Chagas

INTRODUCAO

A Doenca de Chagas (DC) é uma infeccdo causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi. Negligenciada a mais de um século, a DC se tornou uma
infeccéo de distribuicdo mundial, sendo uma enfermidade de grande impacto
global, com prevaléncia estimada de 6 a 8 milhdes de infectados e 25 milhdes
em risco de contaminacéo pelas diferentes formas de infecgcéo?.

Os primeiros achados da transmissdo sexual do T. cruzi foram
realizados por Vianna?, ao identificar a presenca do protozoario nos testiculos,
epididimo e sémen de camundongos infectados. Semelhante descoberta foi
realizada pelo préprio Carlos Chagas?, ao analisar testiculos e ovarios durante
a autopsia de pacientes que vieram a 0bito durante a fase aguda da doenca.

A discussao sobre a presenca do T. cruzi em estruturas reprodutivas
foi retomada por Teixeira e colaboradores 4, que encontraram amastigotas nos
tubulos seminiferos e em células ovarianas de um jovem e de uma crianca,
respectivamente, que tiveram como causa de Obito a doenca de Chagas
aguda. Mesquita & Mesquita® encontraram ninhos de amastigotas no
endométrio de camundongos fémeas experimentalmente contaminados com
0 protozoario. O protozoario também foi identificado pelos seus
colaboradores® nos 6rgédos reprodutivos de camundongos machos e fémeas.

Esses autores consideraram a infeccdo pelo T. cruzi mais intensa no
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organismo masculino do que no feminino. Do Santos’, evidenciou sinais de
bioluminescéncia representativos da presenca do T. cruzi nos 6rgaos sexuais
masculinos de camundongos infectados oralmente, sendo a regido genital um
dos principais focos do protozodério naqueles animais.

As primeiras investigacbes da transmissdo deste parasito pelo
acasalamento foram realizadas por Nathan-Larrier® que afirmou que o T. cruzi
poderia atravessar a mucosa vaginal integra, enquanto Carvalho e
colaboradores® confirmaram que esse parasito também possui capacidade de
penetrar a mucosa escarificada. O achado foi confirmado por Alencar e seus
colaboradores'?, que também comprovaram a infectividade do sémen de
camundongos na fase aguda da doenca.

Estudos realizados com modelo murino, demonstraram a transmissao
do parasito por meio do coito, sendo a infeccdo mais frequente de machos
para fémeas!!'?, Seguindo o mesmo protocolo, Rios e colaboradores'? (2018)
comprovaram que ndo houve diferenca estatistica significante entre os titulos
de anticorpos entre os camundongos que se infectaram pela via sexual com
aqueles cujo contagio foi induzido. Nesse mesmo estudo 54% da prole, de
fémeas infectadas pela transmissao sexual, apresentava titulos anti-T. cruzi
apontando para o risco da transmissao sexual do parasito na fase aguda da
doenca resultar no contagio da prole pela via sexual ou congénita.

A presenca do material genético nuclear (nDNA) do T. cruzi foi
evidenciada, por Araljo e colaboradores*, em uma amostra de sémen
proveniente de um paciente em fase cronica da doencga e por Almeida e seus
colaboradores®® que encontrou a presenca do protozoario no sémen de 19
individuos.

A avaliacdo da infectividade da amostra de sémen foi avaliada por
Araljo e colaboradores!* ao inocular o T. cruzi, pelas vias subcutanea e
vaginal, em camundongos. Apds a inoculacdo, os animais infectados
copularam com outros saudaveis. A andlise biomolecular comprovou a
infeccdo tanto nos animais nos quais as amostras de sémen foram inoculadas
quanto naqueles que com eles copularam. A infeccdo também estava
presente na prole desses casais. Esses achados comprovam ndo somente o
potencial infectante deste fluido como também a possibilidade deste parasito

ser transmitido sexualmente.
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Com base nas evidéncias da transmissao sexual do T. cruzi em animais
experimentais, torna-se imprescindivel a investigagdo acerca desse
mecanismo de transmissao entre casais humanos e no papel que essa fonte

de infeccdo possui na manutencédo da doencga na populacdo humana.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo populacional, observacional, retrospectivo, que
avaliou a possibilidade da transmissdo sexual do T.cruzi em 19 casais
pertencentes a um grupo de 171 individuos, distribuidos em 10 familias cujos
integrantes séo naturais e residentes na zona rural e urbana do municipio de
Séo Felipe, Estado da Bahia, Brasil, avaliadas no ano de 2013. Para a
investigacdo da transmisséo sexual foram incluidos também os filhos desses
casais.

Os voluntarios que consentiram em participar da pesquisa forneceram
amostras sanguineas para diagnostico da infeccdo, fluidos seminais para
investigacdo da presenca do T. cruzi, além de responderem a um formulario
de pesquisa com questbes referentes aos seus aspectos
socioepidemioldgicos, seu histdrico e parametros clinicos, além de perguntas
relacionadas aos diversos mecanismos de transmissao da doenga, a fim de

excluir os demais meios de infeccao.

Andlises Soroldgicas das Amostras Sanguineas

Foram coletados, de cada participante, de 15 a 20 mL de sangue
venoso em tubos VACUTAINER® com e sem anticoagulante EDTA. Destes,
5 mL foram destinados para a deteccao de anticorpos IgG anti T. cruzi pelas
técnicas de ELISA e IFI, de acordo com o protocolo padronizado por Vexenat!®
e Lauria-Pires'’.

A infeccdo cronica foi diagnosticada pelos testes imunoldgicos
utilizando o critério estabelecido pelo Consenso Brasileiro de Doenca de
Chagas®® que define que para um paciente ser infectado pelo parasito ele

precisa ter dois ou mais testes positivos. Foram considerados individuos soro-
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reagentes ao parasito aqueles que apresentaram para ELISA o resultado
iguais ou maiores que 1,2 e resultados de IFI iguais ou maiores que 1/60 em
conjunto. Aqueles individuos que apresentaram para ELISA 0,9 - 1,1 e/ou 1/20
- 1/40 no IFI foram considerados inconclusivos e titulos até 1/10 para IFI e/ou

ELISA 0,1 - 0,8 foram considerados nao reagentes para T. cruzi.

Analises biomoleculares para Trypanossoma cruzi

Extracdo do DNA em amostras bioldgicas e Reacdo de PCR

Para a andlise biomolecular das amostras sanguineas foram
necessarios 15 mL de sangue venoso de cada individuo, coletados em tubos
VACUTAINER® com anticoagulante EDTA. O DNA das amostras foi extraido
com o auxilio do kit Promega Wizard Genomic DNA Purification. O
procedimento consistiu na adicdo de 10mL de sangue venoso a tubos Falcon
contendo 30mL de Cell Lysis Solution e o procedimento de extracéo de acordo
com o fabricante. O DNA foi suspenso com 800 yL de DNA Rehydration
Solution e armazenado a 4°C para a reidratacéo, e o DNA foi guardado em
microtubos estéreis de 1,5mL a -20°C. As amostras de DNA foram
quantificadas no NanoDrop2000® e aliquotas de 20 uL foram diluidas para
concentragéo final de 100 yg/ uL de DNA usada na PCR.

As amostras de sémen foram obtidas de doadores das familias do
estudo, em preservativo anticoncepcional de latex ou pela masturbacéo e
colheita em frasco estéril de colheita de material bioldgico, em suas préprias
residéncias. A extracdo do DNA nas amostras de sémen foi realizada de
acordo com o método de Carter e colaboradores™®.

A identificacdo do material nuclear do T. cruzi (nDNA) nas amostras se
sémen e de sangue foi utilizada com os primers TCZ1 e TCZ2, com 200 ng
de DNA, 2,5 pyL de Tampao TE 10X, 1,25 uL de magnésio a 50mM, 0,5 pL de
dNTPs a 10 mM e 2 U de Platinum Taqg polymerase INVITROGEN®, 0,25 uL
de cada primer na concentracéo de 10 mM e 4gua ultrapura até o volume final
de 25 uL. O termociclador BioRad foi programado para ciclos de 95°C durante
5 min, 40 ciclos de 95°C durante 30 segs, 68°C durante 1 min, 72°C por mais
1 minuto e, por fim, 72°C por 5 min, e refrigeracao a 4°C. Aquelas amostras

com baixa concentracdo de DNA, os produtos da PCR convencional foram
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novamente amplificados, com 0s mesmos primers, nas mesmas condi¢des de
ciclagem que a PCR. As reag0es das amostras de sémen foram realizadas
em triplicata e os fragmentos visualizados sob gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etidio em tamp&o TBE 1X.

A confirmacdo da presenca no material genético do T. cruzi nas
amostras de sémen foi realizada pela técnica de sequenciamento de Sanger.
O preparo das amostras foi realizado de acordo com as recomendacdes do
fabricante e o sequenciamento por meio de eletroforese capilar utilizando os
TcZl e TcZ2. Os eletroferogramas foram analisados utilizando os programas
ChromasPRO DNA Sequencing Software® e BioEdit 7.2®. Para o controle
positivo foi utilizada uma amostra do material genético do T. cruzi e o controle
negativo um tubo sem amostra e uma amostra de sémen nDNA negativa. As
sequéncias encontradas foram analisadas na plataforma Basic Local Aligment
Search Tool (BLAST) tendo como base as sequencias encontradas no banco
de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), a fim de

comparar as sequencias homaologas ao DNA humano e do T. cruzi.

Identificacdo da Transmisséo Sexual

A triagem de casos suspeitos de transmissao sexual teve inicio com o
diagndstico da infec¢éo, realizado por meio da técnica de PCR em amostras
sanguineas.

A partir do diagnostico de infeccéo para T. cruzi obtido, os casais foram
classificados em 4 grupos: 1. Casais Homem - / Mulher — (H-/M-); 2. Casais
Homem + / Mulher — (H+/M-); 3. Casais Homem - / Mulher + (H-/M+) e 4.
Casais Homem + / Mulher + (H+/M+).

A identificacdo da infeccdo pela via sexual foi realizada mediante
associacdo entre os achados moleculares das andlises de sémen e as
informacdes obtidas pelo formulario que excluissem outras formas de
contaminagao.

Uma vez que s6 foram avaliadas amostras de sémen, considerou-se a
transmissao pelo T. cruzi foi induzida via coito naqueles casais cujos ambos
0s parceiros haviam sido positivos, pela técnica de PCR e cuja parceira sexual
ndo havia sido exposta a infeccdo por nenhuma outra via vetorial,

transfusional e/ou gestacional.
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Etica em Pesquisa

Esta pesquisa foi aprovada pelo Conselho de Etica e Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia e do Comisséo de Etica
em Pesquisa do Ministério da Saude, sob o niumero de registro do Processo
no CONEP: 11163 E Registro no: Doc 25000.167567/2004-28.

RESULTADOS

Dos 171 individuos avaliados, 18,13% apresentaram anticorpos IgG
anti-T. cruzi. Quando foi investigada a presenca do material genético do T.
cruzi nas amostras, o percentual de infeccdo encontrado foi de 24,56%, sendo
distintos os individuos diagnosticados com os testes soroldgicos dos testes
moleculares, visto que 80,95% dos positivos para o protozoario eram

soronegativos. (Tabela 1).

Tabela 1: Frequéncia de infeccdo identificada pela Andlise Sorolégica e
Molecular de familiares residentes no Municipio de Sao Felipe, BA, no ano de
2013.

Resultados Soroldgicos e Moleculares

Andlise Soroldgica

N&o reagente 134 (78,36%)
Reagente 31 (18,12%)
N&o realizado 6 (3,50%)

Anélise Molecular
Negativo 129 (75,43%)
Positivo 42 (24,56%)

Investigacao da Transmissao Sexual de T. cruzi
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Dos 19 casais, selecionados para a investigagcdo da transmissao
sexual, foi possivel identificar a presenca da infeccdo em pelo menos 12

casais (Tabela 2).

Tabela 2: Distribuicdo dos casais em grupos de positividade e
negatividade de infeccao pelo T. cruzi avaliados pela técnica de nDNA-PCR e

identificacdo do protozoario nas amostras de sémen dos casais.

Presenca (N) e % de nDNA *

Casais N/% nas amostras de sémen
Grupo 1 (H-/M-) 7/36,84% 0/0%
Grupo 2 (H+/M-) 1/5,26% 0/0%
Grupo 3 (H-/M+) 5/26,31% 0/0%
Grupo 4 (H+/M+) 6/31,60% 1/16,66%
Total 19/100% 1/5,26%

Os casais e seus descendentes compuseram um total de 63 individuos.
Destes, apenas 11,11% foram sorologicamente reagentes para IgG anti-T.
cruzi em ambos os testes realizados, IFI e ELISA. Quando investigada a
presenca do material genético nuclear do T. cruzi (nDNA) nas amostras
sanguineas, o percentual de infeccdo encontrado foi de 41,27%, sendo a
maior infectividade encontrada nas mulheres (42,30%), seguida da presenca
do T. cruzi nas amostras de sangue dos filhos (30,77%) e dos homens
(26,92%).

A presenca do T. cruzi foi encontrada, pela técnica de PCR na amostra
seminal de um individuo. A andlise por por sequenciamento atestou a
presenca do material genético do parasito, com score de 230 (Figura 1).

O sémen infectante foi encontrado em um casal cuja infecgdo também
foi encontrada na esposa nDNA+. A comprovada infectividade da amostra de

sangue destes conjuges foi associada as informacdes, por ela fornecidas, pelo
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formulario de pesquisa. Através desse instrumento a participante negou ter
sido picada e até mesmo visto o inseto vetor, assim como declarou nao ter
realizado nenhuma transfusdo sanguinea e/ou ser filha de mée portadora da
Doenca de Chagas. Essas informacdes, associadas a presenca do
protozoario na amostra de sémen de seu parceiro excluem outras vias de
contaminacdo do T. cruzi e permitem afirmar que se trata de um caso de

infeccdo pela via sexual.

Figura 1: a) Andlise de sequenciamento e andlise Blast do fragmento de 188
pb do material genético nuclear do T. cruzi com os primers TcZ1 e TcZ2 na
amostra de sémen do paciente 77. b) Homologia da sequéncia do DNA

nuclear de T. cruzi, de aproximadamente 188pb.
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b) & Download v~ GenBank Graphics

Trypanosoma cruzi isolate 61 satellite sequence
Sequence ID: KT369013.1 Length: 161 Number of Matches: 1

Range 1: 2 to 161 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

230 bits(124) le-55 147/161(91%) 3/161(1%) Plus/Plus

Query 8 CCTG-WCGTT TCAYW TCCAMAMCTTTG 65

e 2 R L o L A A T A FHEHHE oo
ey e R L O L ST O e

Query 126 ACTGGACACCAAACAACCGTGAACTATCCGCTGCTTGGAGG 166

sbjct 121 ALRSCALALLMALMU AHMEMELELLEHEEALS 161

A andlise apontou para outros dois possiveis casos da transmissao do
parasito pela via sexual. A comprovada infec¢do ocorrida em duas mulheres,
positivas para T. cruzi que relataram ndo terem sido picadas pelo barbeiro e
nem o terem visto anteriormente, assim como negam ter realizado transfuséo
e pais eram portadores da doenca, levantou a hipétese de que ambas
poderiam ter sido contaminadas por outra via ndo convencional. O fato comum
entre essas mulheres é que ambas se relacionaram com o mesmo individuo,
cujos familiares e conhecidos o declararam, também através dos formularios,
como portador da DC. Uma vez que esse paciente veio a Obito antes do

desenvolvimento deste estudo, ndo foi possivel a coleta e anélise de seu
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material biolégico. No entanto, os achados apontam fortemente para
possibilidade de que essas mulheres também adquiriram sexualmente a

doenca.

DISCUSSAO

Entre 2007 e 2018, a Bahia foi classificada como o quinto estado
brasileiro em numero de casos da DC? com média de 0,48% de
sororeagentes para o protozodario. O maior indice de soropositividade foi
registrado em 2013, com 0,88%?2!, durante 0 mesmo periodo analisado nesta
pesquisa. A frequéncia de chagasicos encontrada neste estudo foi superior a
média nacional, de 4,2%% e a encontrada no municipio de Cassia de
Coqueiros, 16,6%, no estado de Sdo Paulo?® e no municipio de Limoeiro do
Norte, Ceard, com 6,9%2* semelhante a encontrada no municipio de Mulundu
do Morro, também na Bahia, com taxa de infeccdo de 25,1%2° e inferior a
encontrada em uma populacéo do estado do Para, 76,1%2%. A Bahia é o Unico
estado da Federacdo onde a declaracdo da doenca de Chagas no atestado
de Obito é obrigatoria.

Foi encontrada, no grupo populacional do estudo, elevada prevaléncia
de individuos infectados pelo T. cruzi. A presenca do protozoario nessas
pessoas deixa claro que mesmo diante de tantas medidas adotadas para
combate e erradicacdo da Doenca de Chagas no territério brasileiro, a doenca
ainda persiste e esses individuos possuem intimo contato com as fontes de
infeccdo?’. E possivel identificar a escassez de dados acerca de prevaléncia
assim como inquéritos sorolégicos que atestem a real prevaléncia da doenca
na populacéo.

A discrepancia observada entre resultados obtidos pelos métodos
soroldgicas e moleculares, identificada na populacéo paraense por Aralijo®® e
Santos?® pode ser explicada pelo fenébmeno de tolerancia ao antigeno do T.
cruzi nos casos de infecgao do embriao antes da maturacéo do sistemaimune.
Em casos com sistema imune maturo, o sistema imune maduro ndo destroi os
tecidos proprios, mas anticorpos heterdéfilos reconhecem antigenos de outros

agentes patologicos, tais como Mycobacterium leprae, M. tuberculosis,
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Treponema pallidum e principalmente Leishmania sp. Reacgdes cruzadas
antigeno-anticorpo ocorre em adultos. No fenémeno de tolerancia imunoldgica
0 antigeno do parasito € tido como “self tissue” e, portanto ndo destroi seu
proprio corpo. Isso acontece apenas quando o antigeno do micrébio infecta
as células do embrido antes da maturagdo do sistema imune®®26, A efetividade
demonstrada neste e em outros estudos?®?® da analise molecular sobre a
sorologica aponta para a importancia do aperfeicoamento dos métodos

de diagndstico.

Investigacao da Transmissao Sexual de T. cruzi

A suspeita da colonizacédo do T. cruzi em 0rgaos sexuais comegou com
Carlos Chagas® ao descrever um caso de orquite em um individuo chagasico,
também relatado por Hartz & Toledo?°. Teixeira e seus colaboradores* 27, por
sua vez, demonstraram a presenca de ninhos de amastigotas nos tubulos
seminiferos de portadores do protozoario. A presenca deste em tecidos dos
orgados sexuais masculinos também foi encontrada em cobaias, que
identificaram o parasito nos testiculos, assim como epididimo e vesicula
seminal 26 30-32,

A existéncia do T. cruzi nos testiculos pode se justificar tanto pela sua
atracdo e afinidade pelas células musculares, como também pelo fato dos
testiculos constituirem 6rgaos imunologicamente privilegiados, resultado da
combinacao de sua tolerancia imunoldgica e imunossupressao local, atribuida
pela acdo do hormonio testosterona, além de sua prépria estrutura fisica33-34,
O tropismo que o parasito possui pelas células mioides testiculares foi
evidenciado por Carvalho e colaboradores®°, que sugerem que a contracdo
desses tipos celulares, assim como sua ruptura sejam os fatores responsaveis
pela presenca das amastigotas no interior dos tubulos seminiferos. A
incapacidade que a resposta imunoldgica possui de alcancar esses 6rgaos
favorecem a multiplicacéo do parasito, independente da fase da doenca que
0 hospedeiro se encontra.

A investigacdo de casos de contaminacgdo pela via sexual entre os

casais evidenciou a presenca do T. cruzi em apenas uma amostra de sémen,
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em um individuo cronicamente infectado. A presenca do T. cruzi nesses
fluidos também foi evidenciada por Araljo%®, em humanos na fase aguda da
doenca e por Alcaron e seus colaboradores® ao analisarem,
microscopicamente, o sémen ejaculado de camundongo, também em fase
aguda.

A avaliagéo da infectividade de amostra de sémen foi realizada por
Almeida e colaboradores®®, que fizeram inoculacdo, intraperitoneal de
aliguotas do sémen de um doador chagasico em fase crbnica em
camundongos machos, assim como introduziu por¢cées da mesma amostra na
vagina de animais dessa mesma espécie. O estudo ndo somente demonstrou
a infeccado de ambos os grupos contaminados pelas amostras sexuais, como
comprovou também a transmisséo do T. cruzi pela via sexual ap6s a copula
desses com animais ndo infectados. A presenca do T. cruzi em ejaculados
comprova a capacidade infectante deste protozoario em diferentes tipos de
tecido no organismo do hospedeiro assim como demonstra a variedade de
mecanismos que esse agente desenvolveu para se disseminar entre 0s
hospedeiros.

A existéncia do T. cruzi na amostra de sémen do individuo 77,
juntamente com a comprovacao da infeccdo de sua esposa evidencia, pela
primeira vez, contaminagéo pela transmisséo sexual entre casais humanos. A
contaminacao dos filhos deste casal pode, por sua vez, ter sido proveniente
de um ou do outro parental. Uma vez que este protozoario possui capacidade
de infectar qualquer célula de seu hospedeiro e até mesmo atravessar a
placenta, a contaminacdo do feto pode ser proveniente tanto do sémen
contaminado do pai, quanto da mae, que também o abriga'®>3®. Esse fato é
corroborado pela auséncia de anticorpos apresentado pelos filhos, e, também,
pela prole de outros casais, explicado pelo mecanismo de tolerancia
imunoldgica33-34,

O contagio sexual possivelmente também ocorreu entre as
participantes 271 e 272 que tiveram como fator comum, relacionamento com
o mesmo homem, com diagnostico prévio confirmado para Doenca de
Chagas. Muito embora ndo tenha sido possivel analisar as amostras de
sémen deste individuo, o fato de ambas as mulheres (271 e 272) terem

negado contato prévio com inseto vetor, mesmo morando em area endémica,
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assim como auséncia da doenca nos familiares sédo fatores que corroboram
para a suspeicao de contaminacao pela via sexual.

No Unico casal em que o homem possui comprovada infeccao,
diferente de sua mulher, ndo se pode excluir a possibilidade futura de
transmissdo sexual. Mesmo que nao tenha sido encontrada a presenca do T.
cruzi nas amostras seminais deste individuo, ndo se pode eliminar a
possibilidade de o protozoario colonizar os 6rgdos sexuais masculinos e ser
liberado em outro ejaculado.

O considerado numero de casais em que apenas a mulher foi
contaminada pelo protozoario acende um alerta, visto que em varios estudos
utilizando cobaias a frequéncia de transmissao nesse sentido € semelhante
da que ocorre de machos infectados para fémeas saudaveis'?!4. A
transmissdo da doenca para a maioria dos filhos desses casais e a néo
transmissdo para o cOnjuge aponta para a necessaria investigacdo das
condi¢cbes que favorecem e até mesmo dificultam a transmissao do T. cruzi
de mulheres infectadas para homens saudaveis.

Os achados encontrados nesse estudo evidenciam que a transmissao
sexual do T. cruzi ndo somente é um mecanismo veridico como também pode
ocorrer em elevada frequéncia, tanto em regides endémicas quanto em
regides ndo endémicas, uma vez que, sendo um mecanismo de contaminacao
subestimado, pode ser responsavel pelo elevado numero de casos da doenca,
assim como sua persisténcia entre as popula¢des humanas.

A divulgacéo dos resultados obtidos neste estudo é de fundamental
importancia para conhecimento dos profissionais de saude, diretamente
relacionados com a assisténcia aos pacientes acometidos com essa
enfermidade e seus familiares, especialmente de seus parceiros sexuais, que
nesse contexto se encontram em situagao de vulnerabilidade, assim como os
profissionais responsaveis pelo planejamento, criacdo e ado¢do de medidas
de saude envolvidos no controle e na erradicacao da doenca. A aplicacdo de
acdes em educacdo de saude, com o objetivo de informar e orientar os
individuos contaminados e seus parceiros sexuais a adotarem métodos
contraceptivos de barreira assim como monitorar frequentemente a infeccao

pelo T. cruzi também é essencial nessa situacao.
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Nesse sentido é essencial a necessidade de maior investigacdo desse
mecanismo de transmissado do T. cruzi entre casais humanos, assim como no
avanco de estudos que elucidem todas as lacunas de conhecimento ainda
existentes a respeito dessa via de disseminac¢ao na doenca, assim como quais

sao os fatores de risco e 0s protetores para a contaminacao.

CONCLUSAO

Diante do exposto é possivel concluir que, dentre a populacdo
estudada e constatar também que a PCR foi o método com melhor eficacia
diagndstica.

Os achados deste estudo comprovaram a presenca do T. cruzi na
amostra de sémen de um dos individuos analisados e, sendo esse fluido
infectante, ele foi responsavel pela contaminacéo de sua parceira sexual. A
infectividade do sémen pode ter sido a responsavel pela infec¢cdo adquirida
pelas trés participantes identificadas neste estudo, demonstrando assim que
essa via de disseminacdo do parasito estd presente entre as populagoes,
sendo responsavel pela manutencdo da doenca em grupos, sejam eles
endémicos ou ndo. Neste estudo, a diferenca da presenca de apenas um
parental PCR-positivo na populacdo dos previamente identificados na
literatura**®> pode ser explicado pela longa estocagem das amostras de
sémen e de sangue. De fato, este material biolégico foi examinado 9 anos
depois de colhido e ndo h& estudo comparativo de resultados entre amostras
recentes e aquelas envelhecidas. Ademais, as metodologias empregadas nos
estudos prévios tinham sensibilidade mais elevada em virtude do emprego de
isétopos radioativos que evidenciam o DNA amplificado em pequenissima
guantidade. Atualmente, a pesquisa cientifica ndo tem sido conduzida com
emprego de radioisotopos.

Os resultados obtidos demonstram que a DC continua sendo uma
doenca negligenciada e um importante problema de salde publica. A
proximidade com o inseto vetor juntamente com o alto nimero de mulheres
em idade fértil e a doagdo de sangue por parte de individuos chagasicos
indicam falhas nas acbes de vigilancia e monitoramento das vias de
transmissdo vetorial e materno-fetal assim como no rastreio por parte dos

orgaos competentes além de subnotificacdo de casos agudos da doenca,
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especialmente pelos métodos soroldgicos de diagndsticos adotados no

rastreamento.
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6 CONCLUSOES

Os resultados encontrados permitem afirmar que os tripanosomideos
podem ser transmitidos sexualmente em diferentes espécies de hospedeiros.
A investigacdo da infeccdo do T. cruzi pela via sexual entre casais

naturais e/ou residentes no municipio de Sao Felipe confirmou um caso de

contaminacao venérea.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os achados obtidos neste estudo demonstraram que a via sexual
constitui um importante mecanismo de transmisséo para espécies do género
Leishmania e Trypanosoma, sendo comprovada sua ocorréncia entre animais
e casais humanos

A utilizacdo de sondas radioativas, método mais sensivel e especifico
guando comparada a PCR, tornaria os resultados encontrados incontestaveis,
constituindo o método diagnéstico empregado nesta analise uma de suas
limitagGes. No entanto, analises cientiificas n&o tem sido realizadas com o
emprego de radioisétipos. A analise do material biolégico apo6s longa
estocagem do mesmo pode estar relacionada com a positividade encontrada
nas amostras.

Mesmo nessas condicdes foi possivel identificar um caso de
transmissdo do T. cruzi pela via sexual e evidéncias desse mecanismo de
contaminacao entre outros casais humanos. Este estudo serve também como
subsidios para os subsequentes, sendo ainda necessario investigar os fatores
de risco, assim como elucidar os mecanismos bioldgicos envolvidos nessa
forma de infeccao.

O desenvolvimento deste trabalho possui relevante impacto cientifico,
visto que a transmissdo sexual deste protozoario ainda é desconhecida e
negligenciada pela comunidade cientifica e governamental. Dessa forma, a
divulgacdo das evidéncias encontradas neste trabalho é de fundamental
importancia para a atualizagdo do conhecimento até entéo existente sobre as
vias de disseminacédo da Doenca de Chagas, assim como para a adocéo de
estratégias que controlem também essa forma de contaminacao,
possivelmente responsavel pela manutencdo da doenca na populagéo
humana.

Recomenda-se também o desenvolvimento de estudos que revelem a
prevaléncia da Doenca de Chagas na populagdo, uma vez que ha uma
excassez de informacdes atuais. Essas informacdes sdo essenciais para

identificar a real situacdo da doenca nos brasileiros, visto que ndo é
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preconizada e nem mesmo realizada pelo Ministério da Saude a realizacéo de
diagndstico para a doenca.

Nesse sentido, sugere-se também o desenvolvimento de pesquisas
que aprimorem os métodos sorolégicos de identificacdo da doenca, afim de

gue os diagnésticos sejam fidedignos.
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ANEXOS

Anexo 1 - Registro do Protocolo de Revisdo Sistemética da Literatura no
Registro Internacional Prospectivo de Revisdes Sistematicas

PROSPERO National Institute for
International prospective register of systematic reviews Health Research

Colloborative Approoch to Meto Analysis and

C:A*M-A-R-A-D-E-S-

Animal review

A list of fields that can be edited in an update can be found here

1. * Review title.

Give the working title of the review. This must be in English. The title should have the interventions or
exposures being reviewed and the associated health or social problems.

Sexual transmission of Trypanosomatidae family protozoan

2. Original language title.

For reviews in languages other than English, this field should be used to enter the title in the language of the
review. This will be displayed together with the English language title.

Transmissdo Sexual de Protozoarios da Familia Trypanosomatidae

J2*chatigipsited or actual start date.

Give the date when the systematic review commenced, or is expected to commence.

01/07/2023

42*chatigesited completion date.

Give the date by which the review is expected to be completed.

31/08/2023

g3*cBtaygesf review at time of this submission.

Indicate the stage of progress of the review by ticking the relevant Started and Completed boxes. Additional
information may be added in the free text box provided.

Please note: Reviews that have progressed beyond the point of completing data extraction at the time of
initial registration are not eligible for inclusion in PROSPERO. Should evidence of incorrect status and/or
completion date being supplied at the time of submission come to light, the content of the PROSPERO
record will be removed leaving only the title and named contact details and a statement that inaccuracies in
the stage of the review date had been identified.
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PROSPERO
International prospective register of systematic reviews

INHS|

National Institute for

Health Research

This field should be updated when any amendments are made to a published record and on completion and

publication of the review.

The review has not yet started: No

Review stage

Preliminary searches

Piloting of the study selection process

Formal screening of search results against eligibility criteria

Data extraction

Risk of bias (quality) assessment

Data analysis

Provide any other relevant information about the stage of the review here.

This Review was concluded.

This Review was concluded.

6. * Named contact.

Started

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Completed

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

The named contact acts as the guarantor for the accuracy of the information presented in the register record.

Marillia Lima Costa

Email salutation (e.g. "Dr Smith" or "Joanne") for correspondence:

Ms Lima Costa
7. * Named contact email.
Enter the electronic mail address of the named contact.

marillia.limacosta@gmail.com

8. * Named contact address.

Enter the full postal address for the named contact.

Rua Caiaponia, N. 410. VI. Progresso. \nJataA-GoiAjs-Brasil

Page:2/12

Anexos

85



PROSPERO National Institute for
International prospective register of systematic reviews Health Research

9. Named contact phone number

Enter the telephone number for the named contact, including international dialling code.

64996113169

10. * Organisational affiliation of the review.

Full title of the organisational affiliations for this review and website address if available. This field may be
completed as ‘none’ if the review is not affiliated to any organisation.

Universidade Federal de Goias

Organisation web address:

marillia.limacosta@gmail.com

11.¢hBegiedw team members and their organisational affiliations.

Give the personal details and the organisational affiliations of each member of the review team. Affiliation
refers to groups or organisations to which review team members belong. NOTE: email and country are
now mandatory fields for each person.

Ms Marillia Lima Costa. Universidade Federal de Goias

Mr Eduardo José Santos. Universidade Federal de Goias

Mrs Renata Macedo de Oliveira. Universidade Federal de Goias
Dr Marco Tulio Zapata. Universidade Federal de Goias

12. * Funding sources/sponsors.

Give details of the individuals, organisations, groups or other legal entities who take responsibility for
initiating, managing, sponsoring and/or financing the review. Any unique identification numbers assigned to
the review by the individuals or bodies listed should be included.

This review is funded by own researchers resurces that are conduncing.

Grant number(s)

13. * Conflicts of interest.

List any conditions that could lead to actual or perceived undue influence on judgements concerning the
main topic investigated in the review.

None

14. Collaborators.

Give the name, affiliation and role of any individuals or organisations who are working on the review but who
are not listed as review team members.

15.chRegiElw question.
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Give details of the question to be addressed by the review, clearly and precisely.

Is there any risk of sexual transmission by Trypanosomatidae family protozoan? There is no population of
interest; any research that analyze the sexual or urinary system of animals and human infected by any
protozoan of Trypanosomatidae family will be included in this review.

Context and rationale

Provide a brief description of the context and rationale of the review, including information on the relevance
of your review for human health (max 250 words).

Trypanosomatids is a protozoan family responsible for some important health public diseases: Chagas
disease, Leishmaniasis and African Tripanosomiasis. They affects mainly poor people and are considered as

neglected diseases.

Protozoan of Trypanosomatidae family are responsible for some infections that are considered an important
problem in public health and some recently research have demonstrated that some protozoan could be
transmitted by sexual route. As many research begin with animals, the knowledge of the possibility of those
protozoan sexual transmission will help to improve the research in human population and find the real risk of

this kind of transmission.

16. * Searches.

Give details of the sources to be searched, and any restrictions (e.g. language or publication period). The full
search strategy is not required, but may be supplied as a link or attachment.

This research will be conduced in databases such PubMed, Portal Capes, LILACS and Global Health with
the follows terms: "Trypanosomatidae”, “Trypanosoma cruzi”, “Transmissdo sexual”, “Sémen”, “Secre¢éo
vaginal”, “Kinetoplastidae" in English, Spanish and Portuguese by three researchers in an independent way

between 10/08 and 30/08/2021

17. URL to search strategy.

Give a link to the search strategy or an example of a search strategy for a specific database if available
(including the keywords that will be used in the search strategies).

https://www.crd.york.ac.uk/PROSPEROFILES/239112_STRATEGY_20210706.pdf

Alternatively, upload your search strategy to CRD in pdf format. Please note that by doing so you are
consenting to the file being made publicly accessible.

Do not make this file publicly available until the review is complete
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18. * Human disease modelled.
Give a short description of the disease, condition or healthcare domain being modelled.

Infectious disease, Chagas disease, Leishmaniasis, African Tripanosomiasis

19.chanigeéls/population.

Give summary criteria for the animals being studied by the review, e.g. species, sex, details of disease
model. Please include details of both inclusion and exclusion criteria.

Inclusion criteria:

Any animal (including humans) who had been sexually infected by any Trypanosomatidae family protozoan
or had the parasite in his sexual or urinary system.

Exclusion criteria:

Animals (including human) infected that had never been sexually infected by any Trypanosomatidae family

protozoan or don't presented the parasite in his sexual or urinary system.

20. * Intervention(s), exposure(s).

Give full and clear descriptions of the nature of the interventions or the exposures to be reviewed (e.g.
dosage, timing, frequency). Please include details of both inclusion and exclusion criteria.

Inclusion criteria:

Sexual trasmission of any Trypanosomatidae family protozoan or his presence in sexual and/or urinary
system that suggest or prove the sexual transmission.

Exclusion criteria:

Will be excluded every work who hadn't the presence of any Trypanosomatiae family protozoan in sexual
and/or urinary system and/or secretion and papers that are not related to trypanosomatids sexual

transmission.

21. * Comparator(s)/control.

Where relevant, give details of the type(s) of control interventions against which the experimental
condition(s) will be compared (e.g. another intervention or a non-exposed control group). Please include
details of both inclusion and exclusion criteria.

Inclusion criteria:

The experimental conditions will not be compared. So, there are not any inclusion criteria.

Exclusion criteria:

The experimental conditions will not be compared. So, there are not any exclusion criteria.

42.ch8hgh) designs to be included.

Give details of the study designs eligible for inclusion in the review. If there are no restrictions on the types of
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study design eligible for inclusion, or certain study types are excluded, this should be stated. Please include
details of both inclusion and exclusion criteria.

Inclusion criteria:

Will be included controlled studies with separate infected and non infected groups.

Exclusion criteria:

Will be excluded studies that not analyze the infection or the protozoan presence in sexual and urinary

systems.

23. Other selection criteria or limitations applied.

Give details of any other inclusion and exclusion criteria, e.g. publication types (reviews, conference
abstracts), publication date, or language restrictions.

There is no restriction related to publication date. Will be included studies published in English, Spanish and

Portuguese.

24 .ch@ogedme measure(s).

Give detail of the outcome measures to be considered for inclusion in the review. Please include details of
both inclusion and exclusion criteria.

Inclusion criteria:

Will be inclued in this review only original and experimental studies in which the presence of any
Trypanosomatiae family protozoan evolutionary forms is found in sexual and/or urinary system and/or
secretion. Will be included also studies that suggests or prove those protozoan sexual transmission,
published in English, Portuguese and Spanish any period of time.

Exclusion criteria:

Will be excluded reviews and other types of publications and studies that demonstrate the infection by
Trypanosomatidae family protozoan in the population but do not demonstrate his presence in sexual and/or
urinary system and/or secretion or prove the sexual transmission in the analyzed population. Will be

excluded studies published in other languages than English, Portuguese and Spanish.

25. N/A.

This question does not apply to systematic reviews of animal studies for human health submissions.

26.¢h@hgh) selection and data extraction.

Procedure for study selection

Give the procedure for selecting studies for the review, including the screening phases (title and/or title-
abstract and/or full-text), the number of researchers involved, and how discrepancies will be resolved.
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Three researches will work in this review and the discrepancies will be resolved with a discussion between
them. After the research in the database, the studies will be selected first by the title, after by abstract and
then by the full text.

Prioritise the exclusion criteria

Multiple exclusion criteria may apply to an abstract/paper, which can cause discrepancies between reviewers
in the reason for exclusion recorded. To avoid this, it is helpful to prioritize the exclusion criteria (e.g. 1) not
an animal study; 2) not a myocardial infarction model, etc.) and record the highest ranking applicable
criterion as the reason for exclusion. Please sort the exclusion criteria defined in questions 19 to 24. If
applicable, do so for each screening phase.

VSliunkesx@iated:to others protozoan than Trypanosomatidae family protozoan.- Studies that demonstrate

infection by Trypanosomatidae family protozoan in others organs and/or systems than urinary and/or sexual.

Methods for data extraction

Describe methods for data extraction, including the number of reviewers performing data extraction,
extraction of data from text and/or graphs, whether and how authors of eligible studies will be contacted to
provide missing or additional data, etc.

The data extraction will be realized by the three researchers that will select the sudies for the review. Data as
protozoan specie, studies features, protozoan presence in organs and secretions, results and informations
about sexual transmission will be collected from the studies selected and the authors will be contacted by e-

=gl dispropmieciassiiigber rmddiliedabylataonversation and a consensus between the researches.

Data to be extracted: study design

Specify the data to be extracted related to characteristics of the study design, e.g. controlled versus cross-
over, number of experimental groups, etc.

Data as protozoan specie and animal specie evaluated, study aim, protozoan presence in sexual and/or
urinary systems organs and/or secretion, the experiments results and if the study suggests the sexual
transmission.

Data to be extracted: animal model

Specify the data to be extracted related to characteristics of the animal model, e.g. species, sex of the
animals, etc.

Will be extracted from the selected studies information like animal specie evaluated and the protozoan
presence in sexual and/or urinary systems organs and/or secretion.

Data to be extracted: intervention of interest
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Specify the data to be extracted related to characteristics of the intervention of interest, e.g. dose, timing, etc.
Will be extracted data as the protozoan presence in sexual and/or urinary organs or secretion from the
animals and if there was or not sexual transmission between the animals evaluated.

Data to be extracted: primary outcome(s)

Define the primary outcome measure(s). For each outcome measure, specify in which format data will be
extracted, including the eligible units of measurement, and data type (continuous/dichotomous). A
description of any other manipulation or transformation of the extracted data that is planned may be
included.

About the primary outcome (the protozoan sexual transmission between the animals evaluated) will be

Ekieatadakifntlhap patedtednegardless the species analyzed. Will be the same for animals and humans.

Data to be extracted: secondary outcome(s)

Define the secondary outcome measure(s). For each outcome measure, specify in which format data will be
extracted, including the eligible units of measurement, and data type (continuous/dichotomous). A
description of any other manipulation or transformation of the extracted data that is planned may be
included.

The second outcome (the presence of any evolutionary form from Trypanosomatidae family protozoan in
sexual and/or urinary system) will be extracted if the protozoan is present or not in those places and if the

s i st aviicbesexyastedbregarttie setheabpaciesiasapzed. Will be the same for animals and humans.

Data to be extracted: other

Specify any other data or study characteristics to be extracted, e.g. bibliographical details, such as author,
year and language.

Will be extracted the study aim and his result.

47 .chRigledf bias and/or quality assessment.

State whether and how risk of bias and/or study quality will be assessed. Assessment tools specific for pre-
clinical animal studies include SYRCLE'’s risk of bias tool and the CAMARADES checklist for study quality
No risk of bias and/or quality assessment planned

Yes

By use of SYRCLE's risk of bias tool

No
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By use of SYRCLE's risk of bias tool adapted as follows:

No

By use of the CAMARADES checklist for study quality
No
By use of the CAMARADES checklist for study quality, adapted as follows:

No

Other criteria, namely

No
Method for risk of bias and/or quality assessment

Give the procedure for the risk of bias and/or quality assessment, including the number of reviewers
involved, their contribution, and how discrepancies will be resolved.

28. * Strategy for data synthesis.

Planned approach

For each outcome measure, specify whether a quantitative or narrative synthesis is planned and how this
decision will be made.

A Narrative synthesis will be made for each outcome measure (the sexual transmission and the protozoan

presence in sexual and/or urinary systems organs and/or secretion.

If a meta-analysis is planned, please specify the following:
Effect measure

For each outcome measure, specify the effect measure to be used (e.g. mean difference, odds ratio etc.).
The results will be measured by qualitative analysis if there is a sexual transmission possibility or not.

Effect models

For each outcome measure, specify the statistical model of analysis (e.g. random-effects or fixed-effect
model).
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Will not be performed any statistical analysis for the outcome measure.

Heterogeneity

Specify the statistical methods to assess heterogeneity (e.g. 12, Q). For further guidance please refer to the
introduction and practical guide to pre-clinical meta-analysis.

Will not be performed any statistical analysis to assess heterogeneity.
Other

Specify other details of the meta-analysis methodology (e.g. correction for multiple testing, correction for
multiple use of control group).

Since the selected studies are heterogeneous, meta-analysis will not be performed.

29. * Analysis of subgroups or subsets.

Subgroup analyses

Give any planned exploration of subgroups or subsets within the review. ‘None planned’ is a valid response
if no subgroup analyses are planned.

None planned.

Sensitivity

For each outcome measure, specify any sensitivity analyses you propose to perform.
Will not be performed any sensitivity analyses for the outcome measure.

Publication bias

Specify whether an assessment of publication bias is planned. If applicable, specify the method for
assessment of publication bias.

Will not be performed any assessment of publication bias.

30. * Review type.

Type of review
Animal model review
Yes

Experimental animal exposure review
No

Pre-clinical animal intervention review
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No

31. Language.

Select each country individually to add it to the list below, use the bin icon to remove any added in error.
English

There is an English language summary.

32. * Country.

Select the country in which the review is being carried out from the drop down list. For multi-national
collaborations select all the countries involved.

Brazil

33. Other registration details.

List other places where the systematic review protocol is registered. The name of the organisation and any
unique identification number assigned to the review by that organisation should be included.

This systematic review hasn't been registered yet.

34. Reference and/or URL for published protocol.

Give the citation and link for the published protocol, if there is one.

There is no published protocol.

Add web link to the published protocol.

Or, upload your published protocol here in pdf format. Note that the upload will be publicly accessible.
No I do not make this file publicly available until the review is complete

Please note that the information required in the PROSPERO registration form must be completed in full even
if access to a protocol is given.

35. Dissemination plans.

Give brief details of plans for communicating essential messages from the review to the appropriate
audiences.

No

Give brief details of plans for communicating review findings.?
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