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RESUMO

Introducio: O Virus Linfotrépico de Células T Humanas do tipo 1 (HTLV-1) ¢ endémico em
varias regidoes do mundo, incluindo o Brasil. A prevaléncia da infeccdo € maior entre as
mulheres e aumenta com a idade. O virus induz a producao de citocinas inflamatorias e a carga
proviral estd implicada no desenvolvimento de doencas associadas ao HTLV-1. Individuos
infectados pelo HTLV-1 podem apresentar secura das mucosas ocular, oral, além de xerodermia.
Em relacdo ao ambiente vaginal, ndo esta estabelecido se a infec¢do pelo HTLV-1 induz um
ambiente inflamatério ou o ressecamento da mucosa em mulheres infectadas. Objetivo:
Comparar o ambiente inflamatério cérvico-vaginal de mulheres infectadas e ndo infectadas pelo
HTLV-1 através do perfil de citocinas, indice de lubrificagdo e achados citopatoldgicos.
Métodos: Trata-se de estudo de corte transversal. Foram incluidas sequencialmente 112
mulheres, sendo 63 infectadas e 49 ndo infectadas pelo HTLV-1 acompanhadas no Centro de
HTLV e ambulatorio de ginecologia da EBMSP em Salvador. Todas as voluntarias foram
submetidas a exame ginecologico para coleta de material cérvico-vaginal. A quantificagdo das
citocinas em fluido vaginal foi realizada através do kit Cytometric Bead Array (CBA) Human
Th1/Th2/Th17. A carga proviral vaginal foi mensurada pelo método de PCR (Polymerase
Chain Reaction) quantitativo em tempo real e a citopatologia cérvico-vaginal por meio de
microscopia optica. A avaliagdo da lubrificagdo vaginal foi realizada através do dominio da
lubrificagdo do questionario FSFI (Indice de Fungio Sexual Feminina). Resultados: N&o foram
observadas diferencas nas varidveis sociodemograficas entre as mulheres infectadas (HTLV ")
e ndo infectadas (HTLV™), exceto para renda familiar que foi menor no grupo HTLV-1"
(p=0,01), e tempo de relacionamento conjugal, maior neste mesmo grupo (p=0,01). Em relagao
as analises citopatoldgicas cérvico-vaginais, nao houve diferenca entre os grupos. As medianas
dos indices de lubrificagdo foram semelhantes: 4,8 (3,6 — 5,4) em HTLV ¢ 4,8 (4,2 — 5,7) no
grupo HTLV-. Cerca de 52,6% das mulheres HTLV" avaliadas apresentaram carga proviral
vaginal detectdvel, com mediana de 62 (0-2057) / 10° células (0,006%). No que se refere a
quantificagdo das citocinas em fluido vaginal, as concentragdes de IL-2 (p=0,001), TNF
(p=0,001), IL-4 (p<0,001), IL-10 (p=0,002) e IL-17 (p<0,001) em fluido cérvico-vaginal foram
significantemente mais elevadas em mulheres infectadas pelo HTLV-1 quando comparadas ao
grupo de ndo infectadas. O nivel de IL-6 ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos
avaliados (p=0,1). J4 o IFN-y, teve concentracdo mais elevada em mulheres nao infectadas por
HTLV-1 (p<0,001). Conclusiao: Mulheres infectadas pelo HTLV-1 apresentam um ambiente
inflamatério na mucosa vaginal, caracterizado pela elevagdao das concentragdes de citocinas
Thl, Th2 e IL17 em fluido vaginal. Apesar disso, ndo foram encontradas diferencas na
frequéncia e gravidade das alteragdes citopatoldgicas cérvico-vaginais ou na lubrificagdo
vaginal entre as os grupos avaliados.

Palavras-chave: HTLV-1. Citocinas inflamatorias. Carga proviral vaginal. Lubrificagdo
vaginal. Citopatologia cérvico-vaginal.



ABSTRACT

Introduction: Human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is endemic in several regions
of the world, including Brazil. The prevalence of infection is higher among women and
increases with age. The virus induces the production of inflammatory cytokines and the proviral
load is implicated in the development of diseases associated with HTLV-1. Individuals infected
with HTLV-1 may have ocular, oral, and xeroderma dryness. Regarding the vaginal
environment, it is not established whether HTLV-1 infection induces an inflammatory
environment or mucosal dryness in infected women. Objective: To compare the cervical-
vaginal inflammatory environment of HTLV-1 infected and uninfected women through
cytokine profile, lubrication index and cytopathologic findings. Methods: This is a cross-
sectional study. A total of 112 women (63 infected and 49 not infected by HTLV-1) were
sequentially included during their medical consultation in the HTLV Center and gynecology
clinic both located in EBMSP in Salvador. All volunteers underwent gynecological
examination to collect cervical-vaginal samples. Quantification of cytokines in vaginal fluid
was performed using the Cytometric Bead Array (CBA) Human Thl / Th2 / Thl7 kit. The
proviral vaginal load was measured by real-time quantitative PCR (Polymerase Chain Reaction)
and cervical-vaginal cytopathology by means of light microscopy. The assessment of vaginal
lubrication was performed through the lubrication domain of the FSFI (Female Sexual Function
Index) questionnaire. Results: There were no differences in the sociodemographic variables
between HTLV-1 *and HTLV-1 - women, except for the family income that was lower in the
HTLV-1* group (p = 0,01), and the time of the conjugal relationship, higher in this same group
(p =0,01). In relation to the cervical-vaginal cytopathological analyzes, there was no difference
between the groups. Median lubrication rates were similar: 4.8 (3.6 - 5.4) in HTLV * and 4.8
(4.2 -5.7) inthe HTLV ~ group. About 52.6% of the HTLV *women evaluated had detectable
vaginal proviral load, with a median of 62 (0-2057) / 106 cells (0.006%). For the quantification
of cytokines in vaginal fluid, concentrations of IL-2 (p=0,001), TNF (p=0,001), IL-4 (p<0,001),
IL-10 (p=0,002) e IL-17 (p<0,001) in cervical-vaginal fluid were significantly higher in HTLV-
1 infected women than in the uninfected group. The level of IL-6 did not present statistical
difference between the groups evaluated (p = 0,1). On the other hand, IFN-y had a higher
concentration in HTLV-1 non-infected women (p <0,001). Conclusion: Women infected with
HTLV-1 have an inflammatory environment in the vaginal mucosa, characterized by elevated
concentrations of Thl, Th2 and IL17 cytokines in vaginal fluid. However, no differences were
found in the frequency and severity of cervical-vaginal cytopathologic changes or in vaginal
lubrication among the groups evaluated.

Keywords: HTLV-1. Inflammatory cytokines. Vaginal proviral load. Vaginal lubrication.
Cervical-vaginal cytopathology.
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1 INTRODUCAO

Primeiro retrovirus humano identificado, o Virus Linfotropico de Células T Humanas
tipo 1 (HTLV-1) foi também precursor ao ser relacionado a doengas (V. Atualmente este virus
esta disseminado no Brasil, onde existem aproximadamente 800 mil portadores . O HTLV-1
¢ o agente etiologico da Leucemia/ Linfoma de células T do Adulto (ATLL), da Mielopatia
Associada ao HTLV-1/Paraparesia Espastica Tropical (HAM/TSP) ¢4, além da uveite ® e da
dermatite infectiva ©.

Na década de 1980, houve uma associagdo entre a Sindrome de Sjogren e a infec¢do
pelo HTLV-1 . Acreditava-se que a doenca estivesse relacionada a uma resposta imune
exacerbada contra antigenos virais presente em células das glandulas salivares ®. Porém, alguns
estudos demonstraram que nao havia associagdo entre a presenca de autoanticorpos em
pacientes com Sindrome de Sjdgren no contexto da infec¢do pelo HTLV-1 ©1D. Algumas
caracteristicas clinicas como xerodermia !?, xerostomia ' e xeroftalmia ) se mantém
associadas a patogénese viral, indicando que a infec¢do pelo HTLV-1 pode promover uma
sindrome seca.

Além dessas doengas, j& foi demonstrado que individuos infectados por HTLV-1
apresentam niveis séricos de citocinas pro-inflamatorias maiores que individuos nado infectados
(% A maior producio de citocinas parece estar associada a manifestac@es clinicas. Individuos
com diagnostico de mielopatia associada a0 HTLV-1 (HAM/TSP) (9, pacientes com bexiga
neurogénica associada a0 HTLV-1 @7, portadores de sindrome sicca '® e individuos com
dermatite infectiva associada ao HTLV-1 (DIH) ') apresentam maiores niveis de IFN-y, TNF-
a e IL-6 quando comparados aos individuos sem essas doencas.

Assim como a relacdo de citocinas com manifestacdes clinicas, altos niveis de carga
proviral (CPV) sdo encontrados em pacientes com doencas associadas ao HTLV-1,
especialmente na HAM/TSP @9, dermatite infectiva ?Y e uveite ??, em comparacio aos
individuos assintomaticos. A carga proviral pode ser um importante marcador bioldgico para o
desenvolvimento dessas manifestages clinicas associadas ao virus ¥, Recentemente, uma
carga proviral elevada foi sugerida como associada a presenca de ceratoconjuntivite seca (4,
Poucos estudos avaliaram a CPV em outros compartimentos que ndo em células mononucleares
do sangue periférico.

Particularmente, no que se refere a mucosa vaginal, ndo foram encontradas publicagdes
avaliando se ha um ambiente inflamatério cérvico-vaginal em mulheres infectadas pelo virus.

Também nao foram encontrados trabalhos que quantificaram diretamente a carga proviral na
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mucosa, os efeitos desta infecgao sobre a lubrificagdo e as concentragdes de citocinas no fluido
vaginal dessas mulheres. A elucidag¢do dos processos infecciosos e inflamatdrios que ocorrem
no ambiente cérvico-vaginal em portadoras de HTLV-1 poderé servir de base para o melhor

entendimento da patogénese do virus.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Comparar o ambiente cérvico-vaginal de mulheres infectadas e ndo infectadas pelo HTLV-1.

2.2 Especificos

Descrever os achados citopatoldgicos cérvico-vaginais;
Mensurar o indice de lubrificagdo da mucosa vaginal;
Determinar a carga proviral vaginal,;

Quantificar as citocinas Th1, Th2 e Th17 em fluido cérvico-vaginal.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Virus Linfotropico de Células T Humanas do tipo 1 (HTLV-1)

3.1.1 Caracterizagdo do HTLV

O Virus Linfotropico de Células T Humanas do tipo 1 (HTLV-1) foi o primeiro
retrovirus humano identificado, seguido do HTLV tipo 2 (HTLV-2) 2. Em 2005, foram
identificados o HTLV tipo 3 (HTLV-3) e HTLV tipo 4 (HTLV-4), em populag¢des do sul de
Camardes ®®. Baseado na existéncia destas infec¢des na Africa Equatorial e em descendentes
de africanos no Caribe e na América Latina, sugere-se que a Africa seja a fonte primaria deste
virus tendo sua transmissdo inicial ocorrida através do contato entre humanos e primatas ?%.

O HTLV pertence a familia Retroviridae, a subfamilia Orthoretrovirinae e ao género
Deltaretrovirus. O virus é formado basicamente por um envelope lipidico, seguido de uma
matriz proteica e um nucleocapsideo. No interior do nucleocapsideo encontra-se o material
genético composto por duas fitas simples de RNA, que possuem regides génicas denominadas
gag (grupo antigénico), pol (polimerase) e env (envelope), seguida de uma regido exclusiva
denominada pX, responsavel por codificar os genes regulatorios tax, rex e HTLV-1 bZIP factor
gene (HBZ). O RNA transcrito a partir do gene gag codifica a proteina p55, que € clivada em
proteases (p19, p24 e p15). J4 o RNA transcrito a partir do gene env codifica a proteina p63,
originando apo6s clivagem as proteinas do envelope gp46 e gp21. Esse genoma ¢ flanqueado por
duas regidoes de repeticoes terminais longas (LTR - Long Terminal Repeat), conforme

representado na Figura 1 729

5'-LTR gag pol env pX 3-LTR
A — ———
1 p19 p24 pi15 gp46 gp21 8952
MA CA NC suU ™

RT RH IN

=

Pro

Figura 1. Organizacdo gendmica do HTLV.
(Adaptado de Hoshino, 2012)

3.1.2 Epidemiologia

Estima-se que 5-10 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo HTLV-1 no mundo .

As principais 4reas endémicas da infecgio pelo HTLV-1 sdo Africa, América do Sul e Central,
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Caribe, Japdo, Melanésia e Oriente Médio ?®. No entanto, a prevaléncia desta infec¢io varia
de acordo com a regido geografica, os padrdes sociocomportamentais e étnicos das populagoes.
Esta infec¢do caracteriza-se também, por ser mais frequente em mulheres, aumentar com a
idade e atingir as camadas da populagio menos favorecidas socioeconomicamente ¢?. O
HTLV-1 foi detectado pela primeira vez no Brasil, em imigrantes japoneses na cidade de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul em 1986 ®V. O pais abriga aproximadamente 800 mil pessoas com
HTLV-1, representando o maior niimero de portadores no continente americano ®. Observam-
se taxas mais elevadas nas regides Norte/Nordeste e as mais baixas na regido Sul/Sudeste, com
menor e maior Indice de Desenvolvimento Humano (IDH), respectivamente 2. Salvador e Sdo
Luiz sdo as cidades que apresentam as maiores prevaléncias em doadores de sangue no territorio

nacional ¢** (Figura 2).

Rio Grande
\ ™ do Norta
Maranhio ) G 2.4/1000
10.0/1000 ‘
Paraiba

3.6/1000

Pernambuco
7.5/1000

Alagoac
5.6/1000

Sergipe
3.0/1000

Mato Grogso
2.9/1000

1.0/1000

Espirito Santo
1.6/1000

Rio de Janeiro
4.7/1000

Santa Catarina

D 0.0/1000 to 3.3/1000 0.4/1000

[ 34/1000t0 6.6/1000
- 6.7/1000 to 10.0/1000
Figura 2. Mapa da prevaléncia de infec¢do por HTLV-1 em doadores de sangue no Brasil.

(Catalan-Soares et al, 2005)

Em Salvador, a prevaléncia na populacdo geral ¢ 1,8%, sendo 2% em mulheres e 1,2%

em homens, mas aumenta em individuos com mais de 50 anos, atingindo 9% nas mulheres e
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6,3% nos homens. A maior prevaléncia de infeccdo por HTLV-1 nesta cidade, se deve

possivelmente a constitui¢do da sua populagio predominantemente afrodescendente %35,

3.1.3 Transmissao

Basicamente, a transmissdo do HTLV ocorre através da via horizontal (contato sexual,
transfusdo de sangue, compartilhamento de seringas e materiais perfurocortantes
contaminados) e da via vertical (amamentagao, transmissao transplacentaria ou durante o parto)
(32) A transmissdo ocorre, principalmente, através de sangue ou tecido contaminado, de mée
para filho através da amamentacio, bem como através da relagio sexual %, Um recente estudo
indicou que a transmissdo horizontal entre adultos ¢ a principal via de infec¢do pelo HTLV-1
na populacio geral de Salvador e que é provavel que ocorra por contato sexual G, A
transmissdo heterossexual é mais eficiente de homens para mulheres ®%* e a transmissdo

homossexual mais frequente entre homens que assumem papel passivo na relagio sexual 4%,

3.1.4 Manifestacdes Clinicas

Hé comprovagado da associagdo do HTLV-1 a doencas. O virus € o agente etiologico da
Mielopatia Associada ao HTLV-1/Paraparesia Espastica Tropical (HAM/TSP), uma doenca
neuroldgica crénico-degenerativa que atinge o sistema nervoso central ¢4V, da Leucemia/
Linfoma de células T do adulto (ATLL), um linfoma/leucemia agressivo que se caracteriza pela
infiltracdo de células T CD4* malignas nos linfonodos, baco, trato gastrointestinal e pele, além
da presenca de células T anormais com ndcleo lobulado ou em forma de flor 42, Além dessas,
é também agente da uveite © e da dermatite infectiva ©.

46) poliomiosites 47

Outras manifestagdes podem ocorrer como artrites >, alveolite
e a ceratoconjuntivite seca (**®_ Existem evidéncias da associagdo entre HTLV-1 com
estrongiloidiase “° e tuberculose ©, o que aumenta a morbidade e mortalidade relacionada a
estas infeccdes. Na tabela 1 estdo descritas algumas dessas patologias e suas associacdes com

a infecgio pelo HTLV-1 GV,
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Tabela 1. Doencas associadas com a infec¢do pelo HTLV-1

Doenca no adulto Associacao
Leucemia/ Linfoma de células T do adulto -t
Mielopatia Associada ao HTLV-1/Paraparesia Espastica Tropical ++++
Uveite (frequente no Japao) -+
Dermatite infectiva +++
Poliomiosite ++
Artrite associada ao HTLV-1 ++
Pneumonia infiltrativa ++
Sindrome de Sjogren +

++++, associacdo provada; +++, associagdo provavel; ++, associa¢do possivel e +, associacdo im-
provavel.

(Adaptada de Proietti, 2006)

3.1.5 Diagnostico

O diagnostico laboratorial da infec¢do pelo HTLV-1 baseia-se na pesquisa de anticorpos
especificos no soro e de segmentos de DNA proviral em células do sangue periférico. Segundo
a Organiza¢ao Mundial de Satde (OMS), o diagnoéstico da infecgdo pelo HTLV-1 deve seguir
3 etapas: Etapa I - Triagem soroldgica: as amostras reagentes ou inconclusivas devem ser
retestadas em duplicata utilizando o mesmo conjunto de diagnostico. Etapa II - Confirmagao
sorologica por meio da realizagdo do teste de Western Blot (WB) para HTLV-I/II. As amostras
negativas no teste de WB tém seu resultado definido como “Amostra Negativa para HTLV-
I/HTLV-II". Resultado positivo no teste de WB inclui a reatividade para proteinas da regido gag
(p19 e p24) e para proteinas do envelope viral (gp46 e gp21), logo, t€m seu resultado definido
como “Amostra positiva para HTLV-1 e/ou HTLV-II”. Amostras indeterminadas e/ou nao-
tipadas no teste de WB passam para Etapa III - Confirmagao da infec¢dao pelo HTLV I/1I, por

meio da realizacdo da PCR - Reac¢do em Cadeia da Polimerase 2%,

3.1.6 Carga Proviral
As células alvo do HTLV-1 sdo preferencialmente os linfocitos T CD4*. O virus

multiplica-se por expansdo clonal e espalha-se por contato célula-célula via sinapse viroldgica

%), O provirus € a estrutura em que se encontra 0 RNA retroviral ap0s este ter sido incorporado
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ao DNA da célula hospedeira. Ao sofrer lise, a célula hospedeira libera o provirus, infectando
novas células no organismo do individuo ®®. As células T infectadas dificilmente produzem
particulas virais livres e a carga viral no plasma é indetectavel. A carga proviral (CPV) indica
a proporcao de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) que carregam uma cépia
integral do DNA viral. As regides génicas pol e gag, e as proteinas tax e rex sdo as mais
utilizadas para quantificagio do DNA do HTLV ©9),

A carga proviral costuma se manter estavel ao longo dos anos, mas pode variar em até
1000 vezes entre individuos ©”. E um dos melhores preditores de HAM/TSP e ATLL,
considerada um marcador para a progressdao de HAM/TSP e esté frequentemente aumentada
em individuos com esta doenca, embora muitos pacientes com carga elevada permanecam
portadores assintomaticos ao longo da vida ?%%6:58), A carga proviral também esta aumentada
em outras situacdes como alteracdes neurologicas isoladas, neuropatia periférica e bexiga
neurogénica 759,

Outras patologias vém sendo exploradas e cada vez mais estudos demonstram
associacdo entre carga proviral e doencas. Ha relacéo direta entre alta carga proviral salivar e
manifestacdes orais. Infectados por HTLV-1 apresentam pior estado de saude oral quando
comparados com individuos ndo infectados, além disso, valores médios de carga proviral
sanguinea e salivar sdo maiores em pacientes portadores de HAM/TSP do que em
assintomaticos ®%. Recentemente, avaliou-se que portadores de HTLV-1 com
ceratoconjuntivite seca, doenca que provoca instabilidade do filme lacrimal com potencial de
dano a conjuntiva, apresentam carga proviral em sangue periférico mais elevada. Além disso,
a carga foi sugerida como marcador bioldgico para o desenvolvimento da ceratoconjuntivite
seca (¥,

A relacdo entre infec¢do por HTLV-1 e a inducdo de ressecamento da mucosa vaginal

ou um aumento da resposta inflamatoria local ainda nao esta estabelecida.

3.2 Perfil das citocinas na resposta imunoldgica

A secre¢do de citocinas ¢ um evento que ocorre em resposta a microrganismos € outros
antigenos, mediando e regulando reagdes imunologicas e inflamatorias. Algumas citocinas
podem agir em diferentes tipos celulares, permitindo mediar diferentes efeitos bioldgicos,
outras possuem os mesmos efeitos funcionais, ou seja, sdo sinérgicas. Além disso, essas
moléculas podem também agir causando efeitos antagonicos a agdo uma da outra. As citocinas

tém grande importancia na defesa do organismo por iniciar € manter a resposta imunologica,
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atuando tanto na imunidade inata como na adaptativa com agao autdcrina, paracrina e endocrina
(61,62)

A imunidade inata estd associada as fases iniciais da resposta imune e atua contra o
agente agressor através de interagdes em receptores de espectro limitado, reconhecendo padrdes
moleculares associados a patogenos (. A imunidade adaptativa esta relacionada a receptores
com maior especificidade, reconhecendo sequéncias especificas dos patoégenos ©¥. Apds o
contato com o antigeno, as células T virgens se diferenciam em classes funcionais de células
efetoras especializadas. As células T CDS8" virgens reconhecem os peptideos de patdgenos
apresentados pelas moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe
I, se diferenciam em células T efetoras citotoxicas que reconhecem e lisam células infectadas.
Apobs o reconhecimento de um peptideo especifico de um patogeno, apresentado por uma
molécula do MHC de classe II, as células T CD4" virgens podem se diferenciar em células
efetoras de subtipos distintos, que sdo T helper 1 (Thl), T helper 2 (Th2), T helper 17 (Th17) e
T regulatorias (Treg). Os subtipos de linfocitos T CD4" efetores atuam na defesa do hospedeiro
contra diferentes tipos de agentes infecciosos e estdo envolvidas em tipos diferentes de lesdo ao
tecido nas patologias imunomediadas >0,

Na diferenciagdo para células Thl, células apresentadoras de antigenos em resposta aos
microrganismos produzem interleucina (IL) -12, que ativa fatores de transcrigao promovendo a
diferenciagdo para este perfil de resposta e a producdo de citocinas pro-inflamatdrias como
interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-2. Para a diferenciacdo de
células do tipo Th2, a resposta ¢ mediada pela secrecdo de IL-4. O perfil de resposta Th2
promove a producdo de citocinas como a propria IL-4, e outras como IL-5 e IL-13 que
direcionam a resposta imune para a resposta humoral com proliferagdo de linfocitos B e

produgdo de imunoglobulina G (IgG) e IgE, conforme Figura 3 ©¢7),
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Figura 3. Modelo de diferenciagdo de células CD4" Thl e Th2.
(Adaptado de Sacks e Noben-Trauth, 2002)

No caso do subtipo Th17, a IL-1 e IL-6 produzidas por células apresentadoras de
antigenos e o fator de transformacao do crescimento beta (TGF-f) ativam fatores de transcri¢ao
que estimulam a diferencia¢do dos linfocitos T, levando a produgdo de IL-17. As células T
regulatdrias naturais sdo originadas no timo e migram para a periferia, onde controlam a
resposta imune pela supressdo da proliferagdo dos linfocitos que reconhecem autoantigenos.
Outras células T CD4" regulatorias, induzidas, originam-se a partir da diferencia¢do de células
T CD4" virgens na periferia e secretam IL-10 e/ou TGF-p ©9),

O HTLV-1 infecta primariamente as células T CD4" que desempenham um papel central
na resposta imune adaptativa “®. H4 uma predominéncia na proliferacio de células e na
producdo de citocinas com o perfil Thl e nestes casos existe uma supressao da resposta tipo 2.
No entanto, ha evidéncia também de ativagdo de células Th2 na infecgdo pelo HTLV-1 ¢,

Os mecanismos de a¢do da resposta inflamatoria em individuos portadores de HTLV-1
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parecem estar associados ao aparecimento de manifestagdes clinicas e a gravidade das doencas
associadas, atribuindo as citocinas papel relevante na patogénese da infec¢do pelo virus.
Individuos infectados pelo HTLV-1, mesmo assintomaticos, apresentam niveis séricos elevados
de citocinas Thl e Th2, como INF-y, TNF-a, IL-5 e IL-10 . Portadores de HAM/TSP (9,
sindrome sicca '® e dermatite infectiva (! apresentam elevagio significativa de IFN-y e TNF-
o ¢ manuten¢ao dos niveis de IL-5 ¢ IL-10.

No que se refere ao trato genital feminino, o sistema imune ¢ influenciado pela acao dos
hormoOnios sexuais e precisa manter a homeostasia perante infeccdes locais e ao
desenvolvimento embrionério. "%’), Nao foram encontrados estudos avaliando a infecgio por
HTLV-1 e a producgdo local de citocinas. Porém, ja foi evidenciado o papel fundamental que as
citocinas possuem na manutencdo e prote¢do da mucosa cérvico-vaginal, agindo desde a
resposta a infecgdes bacterianas, fungicas e parasitarias, até lesdes precursoras do cancer

cervical 774,

3.3 Citopatologia cérvico-vaginal

O colo ¢ dividido em ectocérvice, endocérvice e a regido de transi¢cdo entre eles, a jungao
escamo-colunar (JEC). A avaliacdo citopatoldgica cervical baseia-se no esfregaco de células
esfoliadas da ectocérvice e endocérvice. O exame citopatoldgico ¢ um método de rastreamento
sensivel, seguro e de baixo custo o qual permite a detec¢do de lesdes precursoras do cancer
cervical como atipias escamosas e glandulares, lesdes intraepiteliais escamosas de baixo e alto
grau e adenocarcinoma in situ, além dos carcinomas e adenocarcinomas invasores de colo do
ttero 7379),

As células epiteliais vaginais fabricam muitos componentes com atividade
antimicrobiana. A ampla microbiota da regido vaginal também exerce uma importante fungao
na preservacao da satide genital e no controle de doencas, tendo como microbiota natural os
Lactobacillus sp., que protegem a mucosa vaginal mantendo o pH 4cido. Apesar de ndo ser um
exame microbiologico especifico, o exame citopatologico permite ao examinador, também,
detectar outros microrganismos na flora que podem causar alteragdes celulares significativas e
queixas clinicas em mulheres. O microambiente vaginal pode ser acometido por diferentes
grupos de patdgenos que podem ser identificados neste exame 777%),

As infecg¢des bacterianas costumam ser o tipo de infeccdo mais frequente e possuem

diversos agentes como Gardnerella vaginalis, Mobiluncus sp., Leptothrix vaginalis, além de

Actinomyces sp., Chlamydia trachomatis, dentre outras infeccdes que comumente causam



26

vaginose bacteriana e outras enfermidades. Outra infeccdo bastante comum, ¢ causada por
fungos do género Candida sp., que estdo frequentemente presentes na mucosa de mulheres sem
doenga, mas que podem desencadear infecgdes em individuos com a imunidade diminuida,
resultando na candidiase vaginal. Infec¢des sexualmente transmissiveis (IST) também podem
ser diagnosticadas por meio do exame citopatologico. A tricomoniase, IST ndo viral mais
comum no mundo, ¢ causada pelo Trichomonas vaginalis, um protozoario que infecta o muco
vaginal provocando modificagdes nas células escamosas e apresenta manifestagcdes clinicas
diversas. Ademais, os virus também fazem reacoOes inflamatoérias e modificacdes celulares
consideraveis no ambiente cérvico-vaginal, como os diversos tipos do grupo Herpes e o
papilomavirus humano (HPV), agente que possui subtipos oncogénicos fortemente associados
ao desenvolvimento de neoplasias genitais 757,

Além dessas contribuigdes na deteccdo de processos infecciosos, o exame
citopatologico analisa a intensidade da inflamacdo e acompanha sua evolu¢do, podendo em
alguns casos diminuir as possibilidades de progressao das lesdes precursoras do cancer do colo
do utero 749 Quando a citopatologia detecta células anormais, quando o exame clinico é
alterado, ou quando a paciente ja foi submetida a tratamento anterior por lesdes caracteristicas
causadas pelo HPV, ¢ realizada a colposcopia, que ¢ um exame visual complementar. Se as
areas observadas forem anormais, retira-se uma pequena amostra de tecido para o exame

histopatolégico @Y.

3.4 Lubrificacdo vaginal

A lubrificagdo vaginal €é produzida na primeira fase da resposta sexual feminina e o
principal componente ¢ o plasma sanguineo que atravessa o epitélio do canal vaginal pelas
reacoes congestivas (vasodilatacdo-transudacdo) e reagdes miotonicas, dependentes da
inervagdo vegetativa dos genitais femininos e controlado pelos sistemas simpdatico e
parassimpatico. As glandulas de Bartholin e Skene contribuem com esta lubrificagdo. Este
aumento de lubrificacdo ocorre entre 10 a 30 segundos ap6s o inicio do estimulo sexual e deve
acontecer antes da penetracdo. O ressecamento vaginal caracteriza-se por lubrificagdo
insuficiente, podendo causar dispareunia ¢,

Entre os fatores que interferem na lubrificagdo vaginal estdo: I - Diminui¢do do fluxo
sanguineo pélvico devido a doengas aortoiliacas que levam a fibrose do musculo liso clitoriano

e da parede vaginal, culminando nos sintomas de secura vaginal; II - Declinio de estrogénio

e/ou niveis de testosterona e I1I - Medicagdes que afetam o desejo sexual, e consequentemente
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a lubrificagdo, como betabloqueadores, antidepressivos, depressores do SNC e anticolinérgicos
(83)

Para avaliar ressecamento vaginal, os ginecologistas utilizam alguns recursos para este
fim diagndstico. Inicialmente, ¢ feita uma analise da historia clinica da paciente, seguida de
colposcopia, passando por determinagdo de IMH (indice de Maturagio Hormonal) e/ou a
dosagem sérica de hormoénios: FSH (Hormodnio Foliculo Estimulante), LH (Hormdnio

Luteinizante) e estrogeno ®384),

Até o momento, nenhum teste especifico para avaliar
lubrificagdo vaginal foi padronizado e validado.

E plausivel que mulheres portadoras de HTLV-1 possam apresentar ressecamento
vaginal associado ao virus assim como ocorre em pele, boca e olhos de alguns individuos
infectados. N&o foi encontrada nas bases de dados disponiveis, avalia¢do da lubrificacdo vaginal

em mulheres infectadas por HTLV-1.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo observacional de corte transversal, realizado entre agosto de 2014
e marco de 2016, cujo desfecho de interesse ¢ o ambiente cérvico-vaginal em mulheres com e

sem exposi¢ao ao HTLV-1.

4.2 Caracteristicas da populagdo-alvo e populacgéo acessivel

Mulheres infectadas e ndo infectadas para o HTLV-1 acompanhadas no Centro de
HTLV e no ambulatério de ginecologia do Ambulatério Docente Assistencial da Bahiana
(ADAB) da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica da Fundacdo Bahiana para

Desenvolvimento das Ciéncias.

4.3 Tamanho amostral

O presente estudo insere-se em um projeto maior, cujo objetivo € avaliar a disfungédo
sexual e suas vertentes em mulheres infectadas por HTLV-1. O tamanho amostral foi calculado
de acordo com estimativa de 30% de prevaléncia de disfuncédo sexual na populacédo geral e 60%
em infectados pelo virus. Adotou-se intervalo de confianca de 95%, poder de 80% e razdo de
prevaléncia de 2,0. Neste caso, com correcdo de continuidade, 0 ndimero minimo de
participantes expostas ao HTLV-1 foi de 49 mulheres e selecionadas igualmente 49 mulheres

ndo expostas como grupo de comparacao no ambulatério de Ginecologia do ADAB.

4.4 Critérios de inclusao e exclusédo

As pacientes foram incluidas sequencialmente, no momento da consulta, de acordo com
0s seguintes critérios de inclusdo: diagndstico de infecgdo pelo HTLV-1 (ELISA - Ensaio de
Imunoadsor¢do Enzimatica e Western Blot positivos), idade entre 20 e 50 anos, vida sexual
ativa nas ultimas quatro semanas e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE — Apéndice A). O grupo de comparacdo foi constituido por mulheres ndo infectadas
pelo HTLV-1 acompanhadas no ambulatério de ginecologia do ADAB, com 0s mesmos

critérios de idade, atividade sexual e assinatura do TCLE.
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Foram excluidas mulheres com diagnéstico de HAM/TSP, condigdes ou tratamentos
que interfiram na producdo hormonal ou tenham associacdo conhecida com ressecamento
vaginal, como medicagdes que afetam o desejo sexual (betabloqueadores, antidepressivos,

depressores do SNC e anticolinérgicos), menopausadas e com diagnostico de depressao.

4.5 Fluxo de atendimento e coleta de material

ApOs entrevista para coleta de dados sociodemograficos e clinicos (Apéndice B), dados
ginecoldgicos/obstétricos (Apéndice C) e preenchimento do Indice de Fungio Sexual Feminina
— FSFI (Anexo A), as pacientes foram submetidas as coletas realizadas por ginecologista,
respeitando-se a privacidade e individualidade de cada paciente. Apos exame detalhado da
vulva, paredes vaginais e colo uterino, foi colhido com uso da espatula de Ayres e escova
endocervical material cérvico-vaginal para exame citopatologico. Esse material foi fixado em
lamina com uso de alcool absoluto para posterior analise.

A coleta de fluido vaginal para quantificagdo da carga proviral do HTLV-1 foi realizada
em ectocérvice, endocérvice e paredes vaginais utilizando swab estéril. Posteriormente, o swab
foi acondicionado em tubo de transporte contendo 400ul de hidroximetil-etileno diamino tetra-
acético (Tris-EDTA) e congelado em -20°C. Para quantificagdo de citocinas, foi realizada coleta
de fluido vaginal, também utilizando swab estéril, em ectocérvice, endocérvice e paredes
vaginais, preservando material em tubo Falcon contendo 2 mL de tampao fosfato-salino (PBS)
estéril. Apds finalizagdo dos atendimentos, o material foi acondicionado em criotubo e

congelado em -70°C até as analises.

4.6 Operacionalizacdo das variaveis

4.6.1 Variaveis sociodemograficas

e Idade: varidvel quantitativa continua apresentada em anos completos no dia da
consulta ginecoldgica.

e Renda familiar: variavel quantitativa continua expressa em salarios minimos, com
valor que variou no periodo do estudo entre R$ 724,00 (setecentos e vinte e quatro
reais) e R$ 880,00 (oitocentos e oitenta reais).

e Escolaridade: variavel quantitativa continua avaliada através da quantidade de anos

de estudo das participantes.
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e Cor da pele: varidvel qualitativa nominal obtida por meio da autodeclaracdo das
participantes.

e Estado civil: variavel qualitativa nominal categorizada em 3 grupos:
| — Casada ou Unido Estavel;
Il — Solteira;
I11 — Divorciada ou Separada.

e Tempo de relacionamento: variavel quantitativa continua apresentada em anos.

e Numero de parceiros: variavel quantitativa discreta obtida através de informacéao das
participantes do estudo sobre o nimero de pessoas que tiveram contato sexual.

e Paridade: variavel quantitativa discreta sobre o numero de filhos nascidos vivos das

participantes do estudo.

4.6.2 Indice de lubrificacio vaginal

O indice de lubrificacdo vaginal foi determinado através do indice de Funcdo Sexual
Feminina (FSFI), um questionario validado no Brasil, breve, autoaplicavel, que se propde
avaliar a resposta sexual feminina. O FSFI contém 19 questfes que avaliam 6 dominios: desejo
sexual, excitacdo sexual, lubrificacdo vaginal, orgasmo, satisfacdo sexual e dispareunia nas
ultimas quatro semanas. Cada resposta a essas questdes recebe pontuacdo de forma crescente
de 0 a 5. O escore total de cada dominio € a soma desses padroes de resposta, multiplicado por
um fator de correcdo que homogeneiza a influéncia de cada um destes dominios. Esse fator de
correcao gera escores minimos e maximos para cada dominio, onde valores préximos a 0, no
caso especifico da lubrificacdo, indica mulheres com indices baixos de lubrificacdo vaginal e
valores proximos a 6, lubrificacdo vaginal suficiente . Este escore foi utilizado como uma

variavel categorica do tipo ordinal (Tabela 2).

Tabela 2. Escores de avaliacio do Indice de Fungio Sexual Feminina.

Dominio Questdes  Variacao Fator de Escore  Escore
doescore  multiplicacdo  minimo  méximo
Desejo 1,2 1-5 0,6 1,2 6
Excitacéo 3,4,5,6 0-5 0,3 0 6
Lubrificacio 7,8,9,10 0-5 0,3 0 6
Orgasmo 11,12, 13 0-5 0,4 0 6
Satisfacao 14,15,16  0(oul)-5* 0,4 0,8 6
Dispaurenia 17,18, 19 0-5 0,4 0 6

*Questdo 14 varia de 0,0 a 5,0. Questdes 15 e 16 variam de 1,0 a 5,0.
(Adaptada de Pacagnella et al, 2008)
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4.6.3 Citopatologia cérvico-vaginal

Variavel categorica do tipo nominal. Os esfregacos obtidos para anélise citopatologica
cérvico-vaginal foram corados através da coloracdo de Papanicolaou e posteriormente
analisados pelo citopatologista em microscopia optica nas objetivas de 10 e 40 vezes ®9. Foi
realizada, por outro citopatologista examinador, revisdo de 10% dos exames negativos para
neoplasia e 100% dos exames que apresentaram resultado atipicos, como controle de qualidade
laboratorial. Os resultados dos exames citopatoldgicos foram emitidos de acordo com a
Nomenclatura Brasileira para Laudos Cervicais ®”. Esta nomenclatura classificou os

diagndsticos citopatologicos em:

e Negativo para neoplasia: Diagnosticos compostos por esfregacos dentro dos limites da
normalidade ou alteracdes celulares benignas reativas ou reparativas (inflamacao). As
alteracdes celulares sdo caracterizadas por modificacdes nucleares e citoplasmaticas
como hipercromasia, proplasia, cariopicnose, halo perinuclear, pseudoeosinofilia,
dobramento da membrana nuclear e anfofilia, além da analise de infiltrado leucocitério.
A avaliacdo desses critérios somados culminaram no diagnostico de inflamacéo, quando

ausentes, resultou em um diagnéstico dentro da normalidade /.

e Atipia de células escamosas de significado indeterminado (ASC-US): Achados
citopatoldgicos de células atipicas de significado indeterminado em epitélio escamoso
correspondeu as alteracGes celulares consideradas maiores que as alteraces ocorridas
na inflamacdo e menores que as alteracdes ocorridas nas les6es intraepiteliais. Foram
utilizados como critério diagnostico modificagbes em células escamosas maduras com
aumento nuclear de 2,5 a 3 vezes, anisocariose, hipercromasia discreta, irregularidade

discreta na distribuicdo da cromatina e formato da membrana nuclear e binucleagéo
(77,78)

4.6.4 Microflora vaginal

Variavel categorica do tipo nominal. Foi investigado através de microscopia optica os

seguintes microrganismos ’®:
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e Lactobacillus sp.: Bacilos médios que causam citdlise em células escamosas
intermediarias, compondo a microflora normal vaginal.

e Gardnerella vaginalis/Mobiluncus sp.: Bacilos curtos, supracitoplasmaticos, que
formam as chamadas células-alvo, recobrindo principalmente células escamosas
superficiais.

e Cocos: Bactérias dispostas em aglutinados ou em correntes com morfologia cocoide.

e Outros bacilos: Bactérias que podem se apresentar em forma de filamentos curtos e
grossos, se apresentando comumente aos pares. Também podem se apresentar em forma
de filamentos longos, que se assemelham a finos pelos ou fios de cabelo.

e Candida sp.: Fungo dimorfico que se apresenta sob formas leveduriformes (esporos) ou
filamentosas (pseudo-hifas e hifas verdadeiras).

e Trichomonas vaginalis: Protozoario que se apresenta na forma oval ou arredondada,

com nucleo excéntrico, borrado, pouco de definido e aparéncia degenerada.

4.6.5 Carga proviral vaginal

Variavel numérica do tipo continua. A carga proviral foi mensurada pelo método de PCR
(Reagdo em Cadeia da Polimerase) quantitativo em tempo real através do ABI Prism 7700 (PE-
Applied Biosystems), utilizando 10° células e o gene da albumina como controle interno. A
quantidade de provirus foi calculada pelo nimero de copias do HTLV-1 (pol) por 10° células =
[(nimero de copias de pol) /(nimero de copias de B-albumina/2)] 10° através do sistema

TagMan da Applied Biosystems %),

4.6.6 Citocinas vaginais

Varidvel numérica do tipo continua. A quantificacdo das citocinas foi realizada através
do kit Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17, que se baseia no uso de beads
marcadas com diferentes graus de fluorescéncia, recobertas com anticorpos especificos, como
suporte para a leitura por citometria de fluxo. A técnica permite uma analise quantitativa de
multiplos parametros em uma uUnica amostra, utilizando volumes minimos de material para

obter seus resultados.

4.7 Analise estatistica
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4.7.1 Anélise de dados

Na analise das varidveis quantitativas das mulheres de ambos os grupos, a variavel
idade, que teve distribuicdo normal, foi avaliada através do teste paramétrico Test t de student,
obtendo-se média e desvio padrdo. Ja as variaveis renda familiar, escolaridade, tempo de
relacionamento, nimero de parceiros, paridade, lubrificacdo vaginal, carga proviral vaginal e
as concentracdes de citocinas em fluido vaginal nédo foi verificada normalidade, sendo avaliadas
através do teste ndo paramétrico Mann-Whitney U test, obtendo-se mediana, percentil 25 e
percentil 75. Para analise das varidveis qualitativas, cor, estado civil e 0s exames
citopatoldgicos e de microflora foi utilizado o teste ndo paramétrico do Qui-quadrado, obtendo-
se frequéncia simples/proporcao.

A Correlacdo de Spearman foi utilizada para analise da relacdo entre a concentracédo de
citocinas e o indice de lubrificacdo vaginal, além da correlacdo entre concentracdo de citocinas
e a carga proviral vaginal. Um valor de p menor do que 0,05 foi considerado estatisticamente
significante. As andlises foram realizadas utilizando o software GraphPad e o programa SPSS

versdo 17.0, para Windows.

4.7.2 Hipoteses Nula e Alternativa

Hipotese Nula: A infeccdo pelo HTLV-1 ndo induz um ambiente inflamatdrio cérvico-vaginal

em mulheres infectadas pelo virus.

Hipotese Alternativa: A infecgdo pelo HTLV-1 induz um ambiente inflamatorio cérvico-vaginal

em mulheres infectadas pelo virus.

4.8 Aspectos éticos

O projeto foi elaborado e executado de acordo com a resolugdo CNS 466/2012 e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da EBMSP sob o nlimero de CAAE:
33098414.4.0000.5544 em 24 de setembro de 2014 (Anexo B). As pacientes convidadas foram
incluidas apenas apds concordar em participar do estudo e assinar o TCLE, onde estava
explicado todo estudo solicitando autorizacéo para utilizagdo de material bioldgico, além de

informacdes de contato do pesquisador responsavel e equipe.



5 RESULTADOS

Foram avaliadas 112 mulheres (63 infectadas pelo HTLV-1 e 49 ndo infectadas). Na
comparagdo entre 0s grupos, as participantes ndo apresentaram diferencas significativas no
perfil sociodemogréafico nas varidveis idade (p=0,52), escolaridade (p=0,08), cor (p=0,14) e
estado civil (p=0,13). Também ndo houve diferenca estatistica quando comparados 0s nUmeros
de parceiros (p=0,38) e numero de partos (p=0,40). Observou-se, porém, uma diferenca
significativa quando analisadas as variaveis renda familiar e tempo de relacionamento.
Mulheres infectadas pelo HTLV-1 tiveram menor renda familiar com mediana de 1,2 salario
minimo comparado a 2 salarios minimos das mulheres nédo infectadas (p=0,01). Em relacdo ao
tempo de relacionamento, portadoras do virus apresentaram mais anos de relacionamento

qguando comparadas as mulheres nao portadoras (p=0,01), conforme Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas sociodemograficas de mulheres infectadas e ndo infectadas por

HTLV-1
Variaveis HTLV-1" (n=63) HTLV-1~ (n=49) P

Idade (anos) média (desvio padrdo) 34,68 (7,18) 35,61 (7,87) 0,52
Renda familiar (salarios minimos)* 1,2 (1,0-2,0) 2,0 (1,0-2,25) 0,01
Escolaridade (anos)* 10,0 (5,0-12,0) 12,0 (8,0-12,0) 0,08
Cor n (%) 0,14
Preta 33 (52,4) 25(51,0)

Parda 21 (33,3) 22 (44,9)

Branca 9(14,3) 2(4,1)

Estado civil n (%) 0,13
Casada/Uniao Estavel 50(79.4) 35(71,4)

Solteira 13 (20,6) 11 (22,4)
Divorciada/Separada - 3(6,1)

Tempo de relacionamento (anos)* 8,0 (3,75-12,0) 3,0 (1,15-7,5) 0,01
Nimero de parceiros* 4,0 (3,0-10,0) 4,0 (2,0-7,0) 0,38
Paridade* 2,0 (1,0-3,0) 2,0 (0,5-2,0) 0,40

*Dados apresentados como mediana e intervalo interquartil (p25 — p75)

Valores de p obtidos através do Teste T de Student, Teste do Qui-quadrado ou Teste U de Mann-Whitney

Na andlise da lubrificagdo vaginal ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre mulheres infectadas e ndo infectadas pelo HTLV-1 (p=0,31). Os grupos apresentaram

mediana dos indices de lubrificagao semelhantes: 4,8 (3,6 — 5,4) em mulheres infectadas ¢ 4,8

(4,2 —5,7) no grupo de mulheres ndo infectadas pelo virus (Tabela 4).
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Tabela 4. indice de lubrificagio vaginal, caracteristicas citopatoldgicas e carga proviral
vaginal de mulheres infectadas e nao infectadas por HTLV-1

Variaveis HTLV-1* (n=63) HTLV-1- (n=49) p

Indice de lubrificacido vaginal* 4,8 (3,6-5,4) 4,8 (4,2-5,7) 0,31
Citopatologia n (%)

Negativo para neoplasia 61 (96,8) 48 (98,0) 0,71
ASC-US! 1 (1,6) 1(2) 0,86
Insatisfatoria 1(1,6) - 0,38
Microflora Vaginal n (%)

Lactobacillus sp. 11 (17,5) 8 (16,3) 0,87
Gardnerella vaginalis/Mobiluncus sp. 13 (20,6) 15 (30,6) 0,23
Cocos/Bacilos 23 (36,5) 16 (32,7) 0,67
Candida sp. 16 (25,4) 9(18,4) 0,37
Trichomonas vaginalis - 1(2) 0,25
Carga proviral vaginal* 62 (0-2057) NA NA

Carga proviral vaginal disponivel para 57 mulheres — Copias/10° células.

NA: Nao se aplica.

*Dados apresentados em mediana e intervalo interquartil (p25 — p75)

! Atipia de Células Escamosas de Significado Indeterminado (ASC-US)

Valores de p obtidos através do Teste U de Mann-Whitney ou Teste do Qui-quadrado

Concernente as analises citopatoldgicas das mulheres infectadas e ndo infectadas por
HTLV-1, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos nos resultados negativos para neoplasia
(p=0,71). Aproximadamente 97% dessas avaliacdes no grupo de mulheres infectadas tiveram
diagnostico negativo, € no grupo de comparacao, 98% dos diagnosticos tiveram o mesmo
resultado. Uma porcentagem de 1,6 e 2% de infectadas e nao infectadas pelo virus,
respectivamente, apresentaram Atipia de Células Escamosas de Significado Indeterminado,
sem diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p=0,86). Também nao foi
encontrada diferenga na anélise de microflora vaginal entre os grupos para os achados de
Lactobacillus sp. (p=0,87), Gardnerella vaginalis/Mobiluncus sp. (p=0,23), Cocos/Bacilos
(p=0,67), Candida sp. (p=0,37) e Trichomonas vaginalis (p=0,25). Apds revisao de 10% dos
esfregagos negativos para neoplasia e 100% dos resultados atipicos, ndo foram encontradas
divergéncias nos resultados anteriores dos grupos. No que se refere a quantificacdo da carga
proviral vaginal em mulheres infectadas, 6 mulheres ndo foram avaliadas e 57 mulheres
apresentaram mediana da quantificagiio de 62 (0-2057) / 10° células (Tabela 4).

Em relacdo a quantifica¢do das citocinas em fluido vaginal, as concentragdes de 1L-2
(p=0,001), TNF (p=0,001), IL-4 (p<0,001), IL-10 (p=0,002) e IL-17 (p<0,001) foram
significantemente mais elevadas em mulheres infectadas pelo HTLV-1 quando comparadas ao
grupo de ndo infectadas. O nivel de IL-6 ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos
avaliados (p=0,1). Ja o IFN-y, teve concentracdo mais elevada em mulheres ndo infectadas por

HTLV-1 (p<0,001), conforme Figura 4.
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Figura 4. Niveis de IL-2 (a), TNF (b), IFN-y (c), IL-4 (d), IL-6 (e), IL-10 (f) e IL-17 (g) em
fluido vaginal de mulheres infectadas (n=63) e n&o infectadas (n=49) por HTLV-1.
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Nao houve correlagdo entre concentragdo de citocinas em fluido vaginal e indice de
lubrificacdo vaginal em todas as citocinas analisadas, tanto em mulheres infectadas para HTLV-
1, como em mulheres nao infectadas. Também nao foi observada correlagdo entre concentragcao

de citocinas em fluido vaginal e carga proviral vaginal (Tabela 5).

Tabela 5. Correlacao entre concentragao de citocinas em fluido vaginal e indice de lubrificacao
vaginal em infectadas e ndo infectadas por HTLV-1 e com carga proviral vaginal em infectadas.

Indice de Lubrificacio Vaginal Carga Proviral Vaginal

HTLV-1*(n=63) HTLV-1 ~(n=49) HTLV-1 - (n=57)
Citocinas rho p rho p rho p
IL-2 0,09 0,47 0,17 0,26 0,09 0,50
IL-4 0,24 0,06 - 0,07 0,65 0,08 0,57
IL-6 0,10 0,42 0,05 0,8 0,02 0,90
IL-10 0,22 0,08 0,12 0,45 -0,19 0,16
TNF 0,21 0,10 -0,03 0,87 0,07 0,60
IFN-y -0,15 0,25 -0,06 0,68 0,07 0,60
IL-17 0,20 0,12 -0,06 0,71 0,08 0,55

Abreviagdes: IL, interleucina; TNF, fator de necrose tumoral; IFN-y, interferon gama.
Indice de lubrifica¢do vaginal medido através do dominio da lubrificagdo do questionario FSFI.
rho = Correlagdo de Spearman.
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que existe a presenga de um ambiente
inflamatério na mucosa vaginal de mulheres infectadas pelo HTLV-1, refletido pelo aumento
nos niveis de concentracdo de citocinas em fluido vaginal. De fato, as citocinas secretadas por
células T CD4" do tipo Thl, como IL-2 e TNF, estavam em maiores niveis de concentragdes
nas mulheres infectadas por HTLV-1 em relacao ao grupo de comparagao. Surpreendentemente,
o nivel de IFN-y em fluido vaginal foi menor no grupo infectado. Mulheres infectadas por
HTLV-1 também apresentaram niveis mais elevados de citocinas Th2 (IL-4 e IL-10),
comparadas com mulheres nao infectadas. A avaliagdo de IL-17 também apresentou maiores
concentragdes em mulheres infectadas por HTLV-1.

Nao foram encontrados nas bases de dados disponiveis, estudos avaliando o perfil de
citocinas em fluido vaginal de mulheres infectadas por HTLV-1. No entanto, estudos que
avaliaram concentragdes de citocinas vaginais em mulheres infectadas por um outro retrovirus,
o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), demonstraram elevagao de citocinas Thl e Th2
nessas mulheres, resultados que corroboram com os achados do presente estudo em mulheres
HTLV-1* ®%%)_ Com relagdo a IL-17, um trabalho que avaliou esta citocina em fluido vaginal
de mulheres infectadas e nao infectadas por HIV, ndo encontrou diferenca entre os grupos
avaliados ©V. Em um outro estudo, os autores evidenciaram que mulheres infectadas por HIV
possuiam niveis praticamente ausentes de IL-17 em fluido vaginal, resultado divergente do
encontrado em nosso trabalho, no qual mulheres infectadas pelo HTLV-1 apresentaram niveis
elevados de IL-17 em fluido vaginal ©?).

Em contraste da escassez de informagoes sobre a andlise de citocinas em fluido vaginal
de mulheres infectadas por HTLV-1, diversos trabalhos quantificam os niveis de citocinas
séricas em individuos que apresentam o virus. Portadores de HTLV-1 que apresentam doengas
associadas parecem ter aumento dos niveis de concentragdo de citocinas Th1 e manutencao dos
niveis de Th2. Ja foi demonstrado que niveis de concentragao de IFN-y e TNF-a foram mais
altos em pacientes com dermatite infectiva associada ao HTLV-1 quando comparados aos
controles sem a dermatite. Neste mesmo trabalho, ndo houve diferenca estatistica nos niveis de
IL-5 e IL-10 entre os grupos 1. Starling e colaboradores avaliaram concentragdes de citocinas
plasmaticas em individuos portadores de HAM/TSP e observaram niveis de IFN-y e TNF-a
mais elevados quando comparados aos do grupo assintomadtico, € que concentragdes de IL-10
e IL-2 foram similares entre os grupos 9. Um outro estudo mais recente que avaliou citocinas

plasmaticas em portadores de sindrome sicca, relatou elevagdo das citocinas pro-inflamatorias
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IFN-y e TNF-a nos individuos sindromicos quando comparados aos infectados pelo virus nao
portadores da sindrome. Quando avaliados os niveis séricos de IL-5 e IL-10 entre os grupos,
ndo houve diferenca estatistica '®. As mulheres avaliadas em nosso estudo nio apresentaram
doengas associadas ao HTLV-1, ainda assim tiveram niveis mais elevados de citocinas Th1, Th2
e IL-17 em fluido vaginal quando comparadas as mulheres ndo infectadas pelo virus. Carvalho
e colaboradores demonstraram que portadores de HTLV-1 assintomaticos podem ter maiores
niveis de citocinas Th1 e Th2 séricas comparados com individuos ndo infectados ).

O estudo conduzido por Lima e colaboradores em portadores de HTLV-1 com sindrome
sicca, mostrou que existe uma correlagdo direta entre citocinas inflamatdrias e carga proviral
séricos, indicando uma associagdo da presenga dos fatores virais e o aumento da resposta
inflamatéria na patogénese da sindrome sicca associada ao HTLV-1 !®. Devido a isso,
determinamos a carga proviral vaginal do grupo de mulheres infectadas e foi observado que
cerca de 52,6% das 57 mulheres avaliadas apresentaram CPV vaginal detectavel, com mediana
de 62 (0-2057) / 10° células (0,006%) células encontradas. Estes valores podem ser
considerados uma baixa carga proviral, ja que, em sangue periférico, se a propor¢cao de PBMC
infectadas for <1% temos uma CPV baixa, intermediéria entre 1 e 5% e alta se > 5% ©3. Uma
carga proviral acima de 50.000 /10° células em PBMC ¢ o melhor ponto de corte para distinguir
individuos assintomaticos de portadores de HAM/TSP @%. E possivel que o aumento das
concentragdes de citocinas em fluido vaginal de mulheres infectadas por HTLV-1 ocorra em
resposta a presenca do virus, uma vez que foi possivel detectar CPV no fluido vaginal, assim
como acontece na avaliagdo sérica de citocinas em portadores do virus. Um estudo que avaliou
citocinas em fluido vaginal de mulheres infectadas por HIV, mostrou que uma maior
concentracdo de citocinas neste ambiente facilitou a eliminagdo local do HIV, resposta
imunologica que pode ocorrer, também, em mulheres infectadas por HTLV-1 devido a presenca
do virus no ambiente vaginal ®». Avaliamos entdo a relagio entre carga proviral vaginal e
citocinas em fluido vaginal, porém, nao foi encontrada correlacao.

Uma outra possibilidade, ¢ que a maior concentragao de citocinas em fluido vaginal nao
esteja correlacionada com a producao local e possa ter ocorrido devido ao processo natural de
transudacao vaginal que auxilia a lubrificagdo através de reagdes de vasodilatagdo-transudacao
295 Devido a possivel sindrome seca que acomete individuos infectados por HTLV-1,
determinamos o indice de lubrificacdo vaginal das mulheres infectadas e ndo infectadas pelo
virus, ndo sendo observado ressecamento da mucosa vaginal nessas mulheres. Os grupos
apresentaram mediana dos indices de lubrificacdo semelhantes de 4,8 pontos. Mesmo nao

havendo uma pontuacao minima nos dominios do FSFI para determinar disfuncoes especificas,
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este resultado pode ser considerado uma lubrificacdo suficiente por se aproximar do valor
maximo do indice, que ¢ de 6,0 pontos. Este resultado poderia reforcar a possibilidade da
producao local de citocinas ter aumentado em virtude do processo natural de transudagdo
vaginal, porém, ndo foi observada correlacao entre indice de lubrificagdo vaginal e citocinas
em fluido vaginal. Trabalhos realizados utilizando o FSFI como ferramenta de avaliacdo em
mulheres portadoras de Sindrome de Sjogren, que possuem caracteristicas clinicas de secura
similares as que acomete portadores de HTLV-1, apresentaram diferenca estatistica quando
comparadas as mulheres saudéveis, apresentando baixo indice de lubrificagdo, divergindo dos
resultados encontrados em nosso estudo ©%7).

Mulheres que possuem pouca lubrificagdo vaginal s3o mais propensas a serem
acometidas por infec¢cdes do trato genital, aumentando consequentemente a resposta
inflamatéria dessa regido ®¥. Na avalia¢io da microflora vaginal de ambos os grupos, nio foi
encontrada diferenca significante na frequéncia dos patogenos identificados. Trabalhos que
avaliaram vaginose bacteriana em mulheres ndo infectadas por HTLV-1 indicaram niveis
elevados de citocinas Thl e Th2 em fluido vaginal quando comparadas as mulheres com flora
normal 29899 Mulheres com diagnéstico de candidiase vaginal apresentam niveis elevados de
algumas citocinas Thl (IL-2, IL-12 e TNF-0a) em fluido vaginal, porém, alguns trabalhos
demonstram que mulheres com candidiase vaginal recorrente produzem niveis baixos de IFN-
y em resposta aos antigenos 7>1°%19D Em nosso estudo, mulheres infectadas por HTLV-1
apresentaram concentragdes de IFN-y em fluido vaginal mais baixas que mulheres nao
infectadas, o que pode ser justificado pela maior frequéncia de Candida sp. na microflora
vaginal dessas mulheres, embora ndo significante do ponto de vista estatistico. Concomitante a
essa possibilidade, a menor concentragao de IFN-y vaginal em mulheres infectadas pelo HTLV-
1 pode estar associada a maior concentragao local de IL-10, citocina regulatoria que atua de
forma antagdnica ao IFN-y (192,

Assim como a microflora vaginal, também nao foi detectada diferenga entre os grupos
na andlise das alteragdes citopatoldgicas cérvico-vaginais, com mais de 95% das mulheres
tendo diagndstico citopatologico negativo para neoplasia. J& foi demonstrado que niveis de
concentragdo das citocinas Thl e Th2 sdo mais elevados em mulheres com neoplasia
intraepitelial cervical (NIC), aumentando ainda mais de acordo a gravidade da lesdo, porém,
em nosso trabalho, somente uma mulher em cada grupo apresentou Atipia de Células
Escamosas de Significado Indeterminado — ASC-US, alteragao citopatologica que inicialmente
nio requer nenhuma intervengdo, somente acompanhamento periddico 7+1%) Resultados

semelhantes foram demonstrados em um estudo realizado no Brasil, no qual mais de 95% dos
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achados descritos eram negativos para neoplasia, sem diferenca estatistica entre os grupos. Foi
identificada apenas uma paciente com lesdo intraepitelial escamosa de alto grau no grupo de
mulheres infectadas por HTLV-1 (109,

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a infeccdo pelo HTLV-1 induz um
ambiente inflamatdrio cérvico-vaginal em mulheres infectadas pelo virus, quando comparadas
as ndo infectadas, embora isso ndo se reflita na ocorréncia de alteraces citopatoldgicas cérvico-
vaginais ou no ressecamento da mucosa vaginal. Nosso estudo é uma pesquisa observacional

que levantou hipdteses a serem elucidadas em trabalhos futuros.
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7  LIMITACOES E PERSPECTIVAS DO ESTUDO

A avaliacdo do ambiente inflamatdrio cérvico-vaginal poderia ser melhor estabelecida em
uma quantificacdo conjunta da carga proviral em sangue periférico e das citocinas no sangue
do grupo de mulheres infectadas pelo HTLV-1, entretanto, ndo foi possivel realizar essas
quantificacGes. Além disso, através do dominio da lubrificagdo no questionario FSFI foi
possivel avaliar a lubrificacdo vaginal das mulheres neste trabalho, porém, ndo ha disponivel
um teste padrdo ouro para confirmacdo diagndstica de ressecamento vaginal, consistindo em

uma limitagéo no presente estudo.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que mulheres infectadas pelo HTLV-1
apresentam um ambiente inflamatorio na mucosa vaginal, caracterizado pela elevacdo das

concentragOes de citocinas Thl, Th2 e Th17 em fluido vaginal.
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APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

Prezada Senhora,

Eu, Adenilda Lima Lopes Martins, Coordenadora do Projeto de Pesquisa “Associagdo entre
infeccdo pelo HTLV-1 e disfuncdo sexual em mulheres”, convido vocé a participar de nosso
projeto e pretendo lhe explicar com clareza esta pesquisa. Caso vocé€ concorde em participar,
este documento servira como comprovante que sua aceitagao foi de livre vontade. Esta pesquisa
investigara a ocorréncia da infec¢ao pelo HTLV-1 e disfungdo sexual em mulheres de 20 a 50
anos de idade. Verificara as possiveis relagdes entre idade, cor da pele autorreferida, religido,
estado civil, procedéncia, profissao/ocupagao, nivel educacional, faixa de renda em salarios
minimos, diagndstico médico e tempo de doenga. Investigard também questdes relacionadas a
sexualidade. A participagdo consistira em responder um formulario elaborado para esse
trabalho. Esse formulario possui algumas perguntas que poderao causar constrangimento, vocé
pode ndo respondé-las, se assim o desejar. Gostaria de deixar bem claro, que as informagdes
serdo tratadas com segredo e o formulario sera aplicado por mim, médica ginecologista, com
especializacdo em sexualidade, em local reservado para esse fim na Unidade. Vocé podera
desistir de participar da pesquisa em qualquer momento, sem necessidade de explicar a sua
desisténcia, bem como podera pedir informacdes sobre a pesquisa se assim julgar necessario.
Além disso, sera realizado um exame ginecoldgico: Apds deitar na mesa ginecoldgica, sera
colocado um espéculo (conhecido também como bico de pato) na vagina para depois colher
material para o exame preventivo. Vamos colocar também um pequeno tampao vaginal
(absorvente interno) que serd deixado na vagina por 3 minutos. Este tampao sera utilizado para
estudar as citocinas (secretados pelo sistema imunologico) e as células. Nestes exames vamos
avaliar se existe secura da vagina, ou inflamagdo que provoquem dor ou outra dificuldade na
relagdo sexual. As mulheres que apresentarem secura vaginal fardo exame de sangue para
avaliar os niveis de hormonios. Estes exames ndo sdao dolorosos, mas podem causar um
pequeno desconforto passageiro. Os resultados desse trabalho poderdo contribuir para a
prevencao, detecgdo e tratamento mais adequado para a disfunc¢do sexual e as comorbidades
(outras alteragdes) encontradas e serdo divulgados em congressos e revistas cientificas, sendo

que a sua identidade jamais sera revelada, pois as informacdes coletadas nos formularios ficarao
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guardadas por cinco (05) anos, sob minha responsabilidade e depois serdo queimados.
Estaremos a disposi¢do a qualquer momento para informar os resultados dessa pesquisa, no
enderego abaixo citado. Foram elaboradas duas (02) copias desse documento, sendo que uma
(01) dessas copias ficard com a senhora, onde consta o nome completo do pesquisador
responsavel, seu endereco e telefone, para que possa ser consultado sobre qualquer divida ou
problema referente a pesquisa. Caso queira participar deste estudo, devera assinar ou colocar a
sua impressao digital apos a leitura e concordancia com os termos desse documento.

Salvador, de

Adenilda Lima Lopes Martins (Coordenadora do Projeto)
Telefone: 71-3276-8265

Nome

Assinatura




APENDICE B - Questionario Geral

RESPONSAVEL PELO PREENCHIMENTO:

DATA: / / HORA:

CARTAO SUS:

NOME:

REGISTRO GERAL:

REGISTRO CHTLV:

NATURALIDADE: NASCIMENTO:

/ / IDADE: anos

FILIACAO: e

ENDERECO:

BAIRRO: CIDADE:

ESTADO:

CEP: TEL. RESID.:

TEL. RECADOS:

TEL. CELULAR: TEL. COMERCIAL:

OUTROS DADOS
Data de Sorologia / /

Peso Altura

Pressdo Arterial IMC
PARIDADE

Ne de Gestagdes: N2 de Partos:
SOROLOGIA PARA HTLV:

[ THTLV-1 [ ]HTLV-1/2

[ 1HTLV-2 [ ]Controle Negativo
RELIGIAO:

[ ]Catdlica

[ ]Espirita

[ 1Protestante (Evangélica/Batista)
COR (AUTORREFERIDA):
[ 1Branco (a)

[ 1Pardo (a)

[ ] Negro (a)

ESTADO CIVIL:

[ 1Solteiro (a)

[ ] Casado (a)

[ ]Vidvo (a)
ESCOLARIDADE:

[ 1Analfabeto (a)

[ ]Sabe ler e escrever

[ 112 Grau [ ]Incompleto
[ 122 Grau [ 1Incompleto
[ 1Ensino Superior [ 1Incompleto

Tipo de Parto: N2 de Abortos:

[ ]Testemunha de
Jeova

[ 1Matriz Africana

[ 1Sem Religido

[ 1Amarelo(a)
[ 1Indigena
[ 1Sem Informacgédo

[ ]Separado(a) ou Divorciado (a)
[ ]Unido Estavel
[ ]1Sem Informagao

[ ]Completo
[ ]1Completo

[ ]1Completo
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[ ]1Sem Informagdo Anos de estudo:

PROFISSIONAL:

Profissdo:

Ocupacdo atual:

RENDA FAMILIAR:

[ 1Nenhuma
[ 1Menor que um saldrio minimo

[ 1lgual a um salario minimo

[ ]1Entre um e trés salario minimo
[ ]1Entre trés e seis salario minimo
[ ] Acima de seis saldrios minimos

[ 1Sem Informacgdo
DADOS EPIDEMIOLOGICOS:

Hemotransfusdo:

[ 1Sim Ano:
Uso de Bebida Alcodlica:

[ ]1Sim Frequencia:
Uso de Tabaco:

[ ]1Sim Frequencia:
Uso de Drogas e Entorpecentes:

[ ]Sim Frequencia:
Comorbidades:

[ 1Sim
Se sim:
[ ] Diabetes Melitus [ ]Depressao
[ ]Outras:
DST:
[ THIV [ 1HcV
[ ]Outras
[ 1Sifilis DST:
Uso de Preservativo:
[ 1Sempre [ ] Ocasionalmente

Numero de parceiros sexuais na vida:
[ 1<5 [ 15-10
DADOS CLiNICOS/EXAMES:
Sintomatologia:

2002:

2003:

2004:

2005:

2006:
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[ 1Sem Informacgdo

[ 1Sem Informacgédo

Valor:
[ 1Sem

[ 1Nao Informacgdo
[ ]1Sem

[ 1Nao Informacdo
[ ]Sem

[ 1Nao Informacdo
[ 1Sem

[ TNao Informacdo
[ 1Sem

[ 1Nao Informacdo

[ 1Antecedente de Tuberculose

[ 1HBV [ 1HAV

[ 1Nenhuma

[ ]Raramente [ TNunca

[ 110-20 [ ]>20

2009:
2010:
2011:
2012:
2013:




2007:

2008:

Tempo de Doenga:

Escalas - HAM/TSP
Osame:

Liquor: [ ] Nao

Carga Proviral: [ ] Ndo

Vitamina B12: [ ] Ndo

Ressonancia:
Cranio:
Cervical:
Toracica:

Lombar:

Urologia:
Alteragdes Urindrias:
[ 1Né&o

Incontinéncia: [ ] Ndo

Se sim, qual tipo:

Urodinamica: [ ] Nao

Dermatologia:
Alteragoes
Dermatoldgicas:

Ofltalmologia:

Alteracoes Oftalmoloégicas:

Kurtzke:

[

] Sim

] Sim

] Sim

] Nao

] Nao

] Nao
] Nao

]1Sim

]1Sim
] Urge

] Sim

] Ndo [ 1Sim

] Ndo [ 1Sim
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2014
2015:

[ 1Sem Informacgédo

EPE:

Origem do Liquor:

Valor:
Valor:
[ 1Sim
[ 1Sim
[ 1Sim
[ 1Sim
[ ]Sem
Qual: Informacdo
[ 1Sem Informacgédo
[ 1Mista [ 1Por Esforco
Quais as alteragdes:
[ 1Sem
Informacdo
[ 1Sem
Qual: Informacdo
[ 1Sem

Qual: Informacdo
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APENDICE C - Ficha de Consulta (Ginecologia e Obstetricia)

FICHA DE CONSULTA
GINECOLOGIA E OBSTETRICIA

NOME: DATA: / /
REGISTRO HLTV:

ANAMNESE

QPp:

HMA:

Histérico Menstrual:

Menarca: Data da Ultima Menstruagdo: / /

VOCE TEVE PROBLEMAS GINECOLOGICOS?
[ 1Sim [ ]Nao Qual?

HISTORIA SEXUAL

SOROLOGIA PARA HTLV:
[ ]Positivo

[ ]Indeterminado

[ ]Controle Negativo

ESTADO CIVIL:
[ ]Solteira [ 1] Casada [ ]Viava [ ] Divorciada [ ]Outros

O (A) PARCEIRO (A) FOI TESTADO (A)?
[ ]Sim [ 1Nao Resultado

QUAL O N2 DE HOMENS COM OS QUAIS TEVE RELACIONAMENTO SEXUAL?
Nimero Ultima Relagdo: /

QUAL O N2 DE MULHERES COM AS QUAIS TEVE RELACIONAMENTO SEXUAL?
Numero

O PRIMEIRO CONTATO SEXUAL COM ALGUM DESSES (AS) PARCEIROS (AS) FOI APOS A SUA ULTIMA
ENTREVISTA?
[ ]1Sim [ 1N3o

COM QUE FREQUENClA VOCE USA OU SEU PARCEIRO (A) USA PRESERVATIVO NAS RELACGES SEXUAIS?
[ 1Nunca [ ]Raramente [ 1As Vezes [ ]Quase Sempre [ ]Sempre

ALGUM(A) DOS(AS) SEUS (SUAS) PARCEIROS (AS) PODE TER SIDO EXPOSTO AO ViRUS HLTV?
[ 1Uso de drogas

injetaveis [ 1 Multiplos parceiros sexuais

[ ] N&o Sabe [ 1Amamentagdo por mae infectada



[ ]Recebeu transfusdo de sangue Outro

SEU PAI E/OU SUA MAE POSSUEM SOROLOGIA POSITIVA PARA HTLV?

[ 1Nenhum

HEMACIAS:

HEMOGLOBINA:

LEUCOCITOS:
PLAQ:
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[ ]Pai [ 1Mae [ 1Ambos
METODOS CONTRACEPTIVOS

[ ]Oral [ ]Injetavel [ 1Implante [ 1DIU [ ]Adesivo
USO DE OUTROS HORMONIOS

[ ]Oral

[ ]Implante

[ ]1Transdérmico

OUTRAS MEDICAGOES UTILIZADAS

Qual(is)?

OBSTETRICIA E LACTACAO

N2 de Gestagdes: N2 de Partos: N2 de Abortos:
VIA DE PARTO

[ 1PSNV [ ]Cirdrgico

LACTANTE

[ ]1Sim [ 1Nao Tempo
EXAMES COMPLEMENTARES

FSH: VDRL: COLEST. TOTAL:
LH: TOXOPLA. IgM: HDL:
ESTRADIOL: TOXOPLA. IgG: LDL:

TSH: RUBEOLA IgM: VLDL:

T3: T4: RUBEOLA IgG:

B12: UREIA: SUMARIO:

T4 LIVRE: CREATININA:

ANTI-HBs: TGO: PARASITOLOGICO:
ANTI-HCV: TGP:

ANTI-AgHBs: GLICEMIA:

INFORMAGCOES COMPLEMENTARES

Profissional / Carimbo
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ANEXOS

ANEXO A - Indice de Funcdo Sexual Feminina (FSFI)

FORMULARIO FSFI
(FEMALE SEXUAL FUNCTION INDEX - VERSAO FINAL EM PORTUGUES)
QUESTIONARIO DE AVALIACAO DA RESPOSTA SEXUAL FEMININA

Instrugodes:

Estas questdes sdo sobre seus sentimentos e respostas sexuais nas ultimas 4 semanas.
Por favor, responda as perguntas que seguem da forma mais clara e honesta possivel.
Suas respostas serdo mantidas em sigilo (segredo) completo.

As defini¢des a seguir se aplicam nas respostas:

PARA CADA ITEM, MARQUE APENAS UMA RESPOSTA

O desejo ou interesse sexual ¢ um sentimento que abrange a vontade de ter uma experiéncia
sexual, a receptividade as iniciativas sexuais do parceiro, € pensamentos ou fantasias sobre o
ato sexual.

1. Durante as ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé sentiu desejo ou interesse sexual?
() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)

() As vezes (aproximadamente a metade do tempo)

() Poucas vezes (menos do que a metade do tempo)

() Nunca ou quase nunca

2. Durante as tltimas 4 semanas, como voce classificaria seu nivel (grau) de desejo ou interesse
sexual?

() Muito alto

() Alto

() Moderado

() Baixo

( ) Muito baixo ou nenhum

A excitacdo sexual ¢ uma sensagdo com aspectos fisicos e mentais. Pode aparecer uma sensacao
de calor ou de vibragdo na genitalia, lubrificacdo (umidade), ou contragdes musculares.

3. Durante as ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé se sentiu excitada durante o ato ou
atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)
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() Algumas vezes ( metade das vezes)

() Poucas vezes (menos da metade do tempo)
() Nunca ou quase nunca

4. Durante as ultimas 4 semanas, como vocé classificaria seu nivel (grau) de excitagao sexual
durante a atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Muito alto

()Alto

() Moderado

() Baixo

() Muito baixo ou nenhum

5. Durante as ultimas 4 semanas, qual foi seu grau de confianga sobre sentir-se excitada durante
a atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Altissima confianca

() Alta confianca

() Moderada confianga

() Baixa confianga

() Baixissima ou nenhuma confianga

6. Durante as ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé ficou satisfeita com seu nivel
(grau)de excitag@o durante a atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)

() Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)

() Poucas vezes (menos da metade do tempo)

() Nunca ou quase nunca

7. Durante as ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé ficou lubrificada ("molhada")
durante a atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)

() Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)

() Poucas vezes (menos da metade do tempo)

() Nunca ou quase nunca

8. Durante as tultimas 4 semanas, qual foi o grau de dificuldade para ficar lubrificada
("molhada") durante a atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Extremamente dificil ou impossivel

() Muito dificil

() Dificil

() Pouco dificil

() Nada dificil

9. Durante as tltimas 4 semanas, com que frequéncia vocé manteve sua lubrificacdo até o final
da atividade sexual?
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() Sem atividade sexual

() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)

() Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)
() Poucas vezes (menos da metade do tempo)

() Nunca ou quase nunca

10. Durante as ultimas 4 semanas, qual foi o grau de dificuldade para manter sua lubrificagao
até terminar a atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Extremamente dificil ou impossivel

() Muito dificil

() Dificil

() Pouco Dificil

() Nada Dificil

11. Durante as ultimas 4 semanas, na atividade sexual ou quando sexualmente estimulada, com
que frequéncia voce€ atingiu o orgasmo (climax)?

() Sem atividade sexual

() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)

() Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)

() Poucas vezes (menos da metade do tempo)

() Nunca ou quase nunca

12. Durante as ultimas 4 semanas, na atividade sexual ou quando sexualmente estimulada, qual
foi o grau de dificuldade para atingir o orgasmo (climax)?

() Sem atividade sexual

() Extremamente dificil ou impossivel

() Muito dificil

() Dificil

() Pouco Dificil

() Nada Dificil

13. Durante as Ultimas 4 semanas, qual foi o grau de satisfagdo com sua habilidade de chegar
ao orgasmo (climax) durante a atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Muito satisfeita

() Moderadamente satisfeita

() Indiferente

() Moderadamente insatisfeita

() Muito insatisfeita

14. Durante as ultimas 4 semanas, qual foi o grau de satisfagdo com a quantidade de
envolvimento emocional entre vocé e seu parceiro durante a atividade sexual?

() Sem atividade sexual

() Muito satisfeita

() Moderadamente satisfeita

() Indiferente

() Moderadamente insatisfeita
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() Muito insatisfeita

15. Durante as ultimas 4 semanas, qual foi o grau de satisfacdo na relacdo sexual com seu
parceiro?

() Muito satisfeita

() Moderadamente satisfeita

() Indiferente

() Moderadamente insatisfeita

() Muito insatisfeita

16. Durante as ultimas 4 semanas, de forma geral, qual foi o grau de satisfagdo com sua vida
sexual?

() Muito satisfeita

() Moderadamente satisfeita

() Indiferente

() Moderadamente insatisfeita

() Muito insatisfeita

17. Durante as ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé sentiu desconforto ou dor durante
a penetragdo vaginal?

() Nao houve tentativa de penetracao

() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)

() Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)

() Poucas vezes (menos da metade do tempo)

() Nunca ou quase nunca

18. Durante as ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé sentiu desconforto ou dor apos a
penetragdo vaginal?

() Nao houve tentativa de penetracao

() Sempre ou quase sempre

() Muitas vezes (mais da metade do tempo)

() Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)

() Poucas vezes (menos da metade do tempo)

() Nunca ou quase nunca

19. Durante as ultimas 4 semanas, como vocé classificaria seu grau (nivel) de desconforto ou
dor durante ou apds a penetragao vaginal?

() Nao houve tentativa de penetracao

() Altissimo

()Alto

() Moderado

() Baixo

() Baixissimo ou nenhum

ESCORE DAS RESPOSTAS PARA CADA QUESTAO DO INSTRUMENTO

1. Durante as ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé sentiu desejo ou interesse sexual?
(5) Sempre ou quase sempre
(4) Muitas vezes (mais da metade do tempo)
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(3) As vezes (aproximadamente a metade do tempo)
(2) Poucas vezes (menos do que a metade do tempo)
(1) Nunca ou quase nunca

2. Durante as ultimas 4 semanas, como voceé classificaria seu nivel (grau) de desejo ou interesse
sexual?

(5) Muito alto

(4) Alto

(3) Moderado

(2) Baixo

(1) Muito baixo ou nenhum

A excitagdo sexual € uma sensagdo com aspectos fisicos e mentais. Pode aparecer uma sensacao
de calor ou de vibragdo na genitalia, lubrificacdo (umidade), ou contragdes musculares.

3. Durante as ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé se sentiu excitada durante o ato ou
atividade sexual?

(0) Sem atividade sexual

(5) Sempre ou quase sempre

(4) Muitas vezes (mais da metade do tempo)

(3) Algumas vezes ( metade das vezes)

(2) Poucas vezes (menos da metade do tempo)

(1) Nunca ou quase nunca

4. Durante as ultimas 4 semanas, como vocé classificaria seu nivel (grau) de excitagdo sexual
durante a atividade sexual?

(0)Sem atividade sexual

(5) Muito alto

(4) Alto

(3) Moderado

(2) Baixo

(1) Muito baixo ou nenhum

5. Durante as ultimas 4 semanas, qual foi seu grau de confianga sobre sentir-se excitada durante
a atividade sexual?

(0) Sem atividade sexual

(5) Altissima confianca

(4) Alta confianca

(3) Moderada confianga

(2) Baixa confianca

(1) Baixissima ou nenhuma confianga

6. Durante as Ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé ficou satisfeita com seu nivel
(grau)de excitagdo durante a atividade sexual?

(0) Sem atividade sexual

(5) Sempre ou quase sempre

(4) Muitas vezes (mais da metade do tempo)

(3) Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)

(2) Poucas vezes (menos da metade do tempo)

(1) Nunca ou quase nunca
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7. Durante as ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé ficou lubrificada ("molhada")
durante a atividade sexual?

(0) Sem atividade sexual

(5) Sempre ou quase sempre

(4) Muitas vezes (mais da metade do tempo)

(3) Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)

(2) Poucas vezes (menos da metade do tempo)

(1) Nunca ou quase nunca

8. Durante as ultimas 4 semanas, qual foi o grau de dificuldade para ficar lubrificada
("molhada") durante a atividade sexual?

(0) Sem atividade sexual

(1) Extremamente dificil ou impossivel

(2) Muito dificil

(3) Dificil

(4) Pouco dificil

(5) Nada dificil

9. Durante as ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé€ manteve sua lubrificacdo até o final
da atividade sexual?

(0) Sem atividade sexual

(5) Sempre ou quase sempre

(4) Muitas vezes (mais da metade do tempo)

(3) Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)

(2) Poucas vezes (menos da metade do tempo)

(1) Nunca ou quase nunca

10. Durante as ultimas 4 semanas, qual foi o grau de dificuldade para manter sua lubrificagao
até terminar a atividade sexual?

(0) Sem atividade sexual

(1) Extremamente dificil ou impossivel

(2) Muito dificil

(3) Dificil

(4) Pouco Dificil

(5) Nada Dificil

11. Durante as ultimas 4 semanas, na atividade sexual ou quando sexualmente estimulada, com
que frequéncia voce€ atingiu o orgasmo (climax)?

(0) Sem atividade sexual

(5) Sempre ou quase sempre

(4) Muitas vezes (mais da metade do tempo)

(3) Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)

(2) Poucas vezes (menos da metade do tempo)

(1) Nunca ou quase nunca

12. Durante as ultimas 4 semanas, na atividade sexual ou quando sexualmente estimulada, qual
foi o grau de dificuldade para atingir o orgasmo (climax)?

(0) Sem atividade sexual

(1) Extremamente dificil ou impossivel
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(2) Muito dificil

(3) Dificil

(4) Pouco Dificil
(5) Nada Dificil

13. Durante as ultimas 4 semanas, qual foi o grau de satisfagdo com sua habilidade de chegar
ao orgasmo (climax) durante a atividade sexual?

(0) Sem atividade sexual

(5) Muito satisfeita

(4) Moderadamente satisfeita

(3) Indiferente

(2) Moderadamente insatisfeita

(1) Muito insatisfeita

14. Durante as ultimas 4 semanas, qual foi o grau de satisfagdo com a quantidade de
envolvimento emocional entre vocé e seu parceiro durante a atividade sexual?

(0) Sem atividade sexual

(5) Muito satisfeita

(4) Moderadamente satisfeita

(3) Indiferente

(2) Moderadamente insatisfeita

(1) Muito insatisfeita

15. Durante as ultimas 4 semanas, qual foi o grau de satisfagdo na relacdo sexual com seu
parceiro?

(5) Muito satisfeita

(4) Moderadamente satisfeita

(3) Indiferente

(2) Moderadamente insatisfeita

(1) Muito insatisfeita

16. Durante as Ultimas 4 semanas, de forma geral, qual foi o grau de satisfacdo com sua vida
sexual?

(5) Muito satisfeita

(4) Moderadamente satisfeita

(3) Indiferente

(2) Moderadamente insatisfeita

(1) Muito insatisfeita

17. Durante as ultimas 4semanas, com que frequéncia vocé sentiu desconforto ou dor durante
a penetracao vaginal?

(0) Nao houve tentativa de penetracao

(1) Sempre ou quase sempre

(2) Muitas vezes (mais da metade do tempo)

(3) Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)

(4) Poucas vezes (menos da metade do tempo)

(5) Nunca ou quase nunca

18. Durante as ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé sentiu desconforto ou dor apds a
penetragdo vaginal?
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(0) Nao houve tentativa de penetracao

(1) Sempre ou quase sempre

(2) Muitas vezes (mais da metade do tempo)

(3) Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)
(4) Poucas vezes (menos da metade do tempo)

(5) Nunca ou quase nunca

19. Durante as ultimas 4 semanas, como voc¢ classificaria seu grau (nivel) de desconforto ou
dor durante ou ap6s a penetragao vaginal?

(0) Nao houve tentativa de penetracao

(1) Altissimo

(2) Alto

(3) Moderado

(4) Baixo

(5) Baixissimo ou nenhum

Calculo dos Escores

Dominio Questdes | Variagdo Fator de Escore Escore
do escore | multiplicacdo | minimo | maximo
Desejo 1,2 1-5 0,6 1,2 6
Excitacdo 3,4,5,6 0-5 0,3 0 6
Lubrificacdo 7,89, 10 0-5 0,3 0 6
Orgasmo 11,12,13 0-5 0,4 0 6
Satisfacédo 14,15,16 | O(oul)-5* 0,4 0,8 6
Dispaurenia 17,18, 19 0-5 0,4 0 6
Escore Total 2,0 36

*Questdo 14 varia de 0,0 a 5,0. Questdes 15 e 16 variam de 1,0 a 5,0
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ANEXO B - Parecer consubstanciado do CEP

MEDICINA E SAUDE PUBLICA

ESCOLA BAHIANA DE Ploboforma
>. /Q %(Ofi
FUNDACAO BAHIANA

Péagina 01 de 04

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associacdo entre infeccdo pelo HTLV-1 e disfuncdo sexual em mulheres
Pesquisador: Bernardo Galvado Castro Filho

Area Temética:

Versédo: 2

CAAE: 33098414.4.0000.5544

Instituicdo Proponente: Fundag¢éo Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias
Patrocinador Principal: Fundacdo Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias - FUNDECI

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer:
803.974

Data da Relatoria:
27/08/2014

Apresentacédo do Projeto:

O Virus Linfotropico Humano de Células T do tipo 1 (HTLV-1) infecta cerca de 15 a 20 milhdes de
pessoas em todo o mundo. No Brasil, Salvador é a cidade que apresenta a maior prevaléncia desta
infeccao, atingindo cerca de 9% das mulheres acima de 50 anos. A transmisséo sexual € uma das uma
das principais vias de transmisséo do virus. O HTLV-1 é o agente etiolégico da leucemia/linfoma de
células T do adulto (ATLL), da mielopatia associada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical
(HAM/TSP), da uveite associada ao HTLV-1 (HAU) e da dermatite infecciosa (DIH). Existem relatos de
uma associagdo entre Sindrome de Sjégren/Ceratoconjuntivite seca infecgdo pelo HTLV-1. Além disso,
disfuncao Erétil (DE) estd amplamente relatada em portadores de HTLV-1, porém em mulheres
infectadas pelo HTLV-1, ndo existem estudos sobre disfuncdo sexual (DS), ou a prevaléncia de vagina

sSeca.

Objetivo da Pesquisa:
Obijetivo Priméario:
1) Determinar a associacao entre infeccdo pelo HTLV-1 e disfuncédo sexual em mulheres.
Objetivo Secundario:
1) Determinar a prevaléncia e os tipos de disfuncéo sexual;

2) Determinar a carga proviral, citocinas pro-inflamatorias e microflora na secrecéo
vaginal;
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3) Estudar o perfil clinico e laboratorial na DS e o papel da infeccédo pelo HTLV
nesse fendémeno.

MEDICINA E SAUDE PUBLICA

ESCOLA BAHIANA DE PloboPorme
>. /Q %foﬂ
FUNDACAO BAHIANA

Péagina 02 de 04

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Segundo o Pesquisador Responsavel ndo havera riscos determinados pois as entrevistas e exames
serdo feitos por profissional medico com especialidade na area da pesquisa.

Beneficios:

Apontam os beneficios diretos relacionados ao diagnéstico e acompanhamento dos casos positivos e
orientacdes a todas as participantes.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Sera realizado estudo observacional - transversal descritivo e analitico, cuja varidvel desfecho é a
Disfun¢éo Sexual e a exposicao ter ou ndo diagnoéstico de HTLV-1.

Critérios de incluséo:

Diagnostico de HTLV-1, idade entre 20 e 50 anos; Vida sexual ativa nas

Gltimas quatro semanas; Concordem em participar do estudo e assinem o

TCLE.

Critérios de Exclusdo: Pacientes em uso de drogas que sabidamente causam DS; Pacientes
submetidas a cirurgias mutiladoras em vagina e ovario; Pacientes submetidos & radiacdo para
tratamento de cancer; Pacientes climatéricas.

Local do estudo e populacéo: As pacientes serdo atendidas no Centro Integrativo e Multidisciplinar de
Atendimento ao Portador de HTLV (CHTLV) do Ambulatério Docente Assistencial (ADAB) da Escola
Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP).

O ambulatério possui uma equipe multidisciplinar formada por médicos, psicélogos,

fisioterapeutas, urologistas, neurologistas, enfermeiros e técnicos, sob a coordenacgédo do pesquisador
Prof. Dr. Bernardo Galvao. As pacientes de controle serdo atendidas no ambulatério de Ginecologia do
ADAB, que atende aproximadamente 400 mulheres por més distribuidas em 10 turnos por semana.
Neste caso o nimero de participantes estimado serd de 103 mulheres com diagnéstico de HTLV-1,
apo6s corregfes. Serdo selecionadas igualmente 103 mulheres nao infectadas (controles) no
ambulatério de Ginecologia do ADAB. Apds convite para participar do estudo, as pacientes assinardo
o0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Sera aplicado um questionério para coleta de
dados sécio demogréficos. A disfuncéo sexual serd avaliada mediante a aplicacdo, pela pesquisadora,
do questionario Female Sexual Function Index (FSFI), validado no Brasil. O FSFI contém 19 itens que
avaliam 6 dominios: desejo sexual, excitacdo sexual, lubrificag@o vaginal, orgasmo, satisfacdo sexual
e dispareunia nas Ultimas quatro semanas. O padrédo de resposta
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recebe pontuacédo de crescente de 0 a 5 (exceto nas questdes sobre dor). O escore total € a soma de
cada dominio multiplicado por um fator que homogeneiza a influéncia de cada um destes dominios.
Valores 26 indicam disfuncéo sexual

Consideracfes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Folha de rosto: totalmente preenchida;

Cronograma: adequado;

Orcamento: adequado informando que a EBMSP sera a financiadora;
TCLE: adequado;

Declaragéo de concordancia da instituicéo: anexada.

Recomendacgdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Sanadas as pendéncias anteriormente assinaladas no parecer consubstanciado datado de 11.08.2014
0 projeto garante o atendimento aos principios basicos da bioética para pesquisa com seres humanos
preconizados pela Res. 466/12 do CNS: autonomia dos participantes, equidade, beneficéncia e nao
maleficéncia.

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o
Consideragdes Finais a critério do CEP:
Atencdo: o ndo cumprimento a Res. 466/12 do CNS abaixo transcrita implicara na impossibilidade de
avaliacdo de novos projetos deste pesquisador. Tendo sido sanadas as pendéncias anteriormente
assinaladas e, estando de acordo com a Res. 466/12 do CNS o projeto encontra-se exequivel.
Xl ¢ DO PESQUISADOR RESPONSAVEL
XI.1 - A responsabilidade do pesquisador é indelegavel e indeclindvel e compreende os

aspectos éticos e legais.

XI.2 - Cabe ao pesquisador: a) e b) (...)
c) desenvolver o projeto conforme delineado;
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d) elaborar e apresentar os relatérios parciais e final;

e) apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento;

f) manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade,
por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa;

g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicacdo, com os devidos créditos aos
pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e

h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrup¢do do projeto ou a ndo
publicacdo dos resultados

SALVADOR, 24 de Setembro de 2014

Assinado por:
Roseny Ferreira
(Coordenador)



