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O USO DA ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA, EM ? 488 nm, PARA
DIFERENCIACAO DIAGNOSTICA EM BIOPSIAS DE COLO DE UTERO DE
PACIENTES COM COLPOCITOLOGIA ATIPICA

RESUMO

A espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica que vem se mostrando
promissora na diferenciacdo de tecido epitelial normal de pré-neoplésico/neoplasico
em colo de utero. Esta pesquisa teve como objetivo estabelecer critérios de
diferenciacédo diagndstica por espectroscopia de fluorescéncia em Cervicite Cronica
(CC), Lesao Intra-Epitelial Escamosa de Alto Grau (HGSIL) e Lesé&o Intra-Epitelial
Escamosa de Baixo Grau (LGSIL), em material de biépsia de colo de utero, de
pacientes com atipias (ASC-US e ASC-H) e lesdes (LGSIL e HGSIL), rastreadas na
colpocitologia oncoética, em comprimento de onda de excitagcdo de 488nm. Foram
realizadas 97 bidpsias de 32 pacientes com colpocitologia oncoticas atipicas. As
bidpsias foram orientadas por colposcopia sem a realizacdo do teste de Schiller e
impregnacdo com acido acético; e realizadas na Juncdo Escamo-Colunar (JEC). No
fragmento de cada bidpsia foi realizada a coleta dos espectros em dois pontos
aleatorios. Através de um cabo de fibras 6pticas acoplado ao laser de argdnio, foram
coletados o0s espectros de emissdo fluorescente das pecas de biopsias e
direcionados, via cabo de fibras, para um espectrégrafo e uma camera CCD, onde
foram convertidos em sinal elétrico, lidos por um programa, calibrados e
armazenados. Os espectros foram entdo separados em trés grupos (CC, LGSIL
HGSIL), baseados no diagnostico histopatolégico. Na analise dos espectros médios
de CC, LGSIL HGSIL detectouse perfis semelhantes para os CC e LGSIL, e
diferencas significativas para o HGSIL. Como forma de separagcdo dos espectros,
utilizou-se o valor da razéo entre as intensidades em 500 e 600nm, onde foi possivel
detectar a diferenciacdo do HGSIL, com relagdo ao grupo CC e LGSIL, separadas
por uma linha de diagnéstico empirica. Foi possivel, a partir dos valores de razéo
das intensidades, determinar a diferenciacdo dos espectros de HGSIL em relacdo a
CC e de HGSIL em relacdo a LGSIL, com sensibilidade de 82%. A espectroscopia
de fluorescéncia induzida por laser, em comprimento de onda 488nm, pode ser
utilizada na diferenciacdo de leséo intra-epitelial de alto grau de lesao intra-epitelial
de baixo grau e cervicite crénica, podendo auxiliar em um diagndéstico precoce e
menos invasivo.

Palavras-chave: Espectroscopia de Fluorescéncia Induzida por Laser; Colposcopia;
Colo do Utero; Cervicite; Lesao Intra-Epitelial



USE OF FLUORESCENCE SPECTROSCOPY AT 488NM FOR DIAGNOSTIC
DIFFERENTIATION IN

UTERI’S CERVIX BIOPSIES OF PATIENTS WITH CERVICAL/VAGINAL
ATYPICAL CYTOLOGY

ABSTRACT

Fluorescence spectroscopy is a technique that could become promising in the
differentiation of normal epithelial of preneoplasic/neoplastic tissues in cervix uteri.
This work goals to establish approaches of differentiation diagnosis for fluorescence
spectroscopy in crhonic inflammation (CC), high-grade intraepithelial squamous
lesions (HGSIL) and low-grade Intraepithelial squamous lesions (LGSIL), in biopsy
tissues of cervix of uterus, of patients with atipias (ASC-US and ASC-H) and lesions
(LGSIL and HGSIL), traced in the cervical/vaginal cytologic in excitation wavelength
of 488nm. Ninety seven biopsies from 32 patients were accomplished with
cervical/vaginal cytologic atypical. The biopsies were guided by colposcopy without
the accomplishment of the Schiller test and impregnation with acetic acid; and
accomplished in the squamous-columnar junction (SCJ). In the fragment of each
biopsy the collection of the spectra was accomplished in two aleatory spots. By
means of na optical fiber cable coupled to the argon laser, the fluorescence emission
spectra of biopsies were collected and addressed, through the optical cable, to a
spectrofluorimeter and a CCD camera. Spectra were converted to electric signal,
read by a program, gauged and stored. All spectra were then separated in three
groups, based on the diagnosis cytopathologic. In the analysis of the medium spectra
of CC, LGSIL and HGSIL it was detected similar profiles for CC and LGSIL, and
significant differences for HGSIL. As a method to separate the spectra, the ratio
among the intensities in 500 and 600nm were calculated for three groups in which it
was possible to detect differences of HGSIL tissue in comparison to the CC and
LGSIL tissues, separated by an empiric diagnosis line. It was possible, starting from
the values of intensity ratio of the spectra, to determine the differentiation of HGSIL
from CC and LGSIL, with sensitivity of about 82%. Laser-Induced Fluorescence
Spectroscopy (LIFS), in wavelength of 488nm can be used to differentiate high-grade
intraepithelial squamous lesions from the low-grade intraepithelial squamous lesions
and of chronic inflammation, and could become a precocious and less invasive
diagnosis of cervix lesions.

Keywords: Laser Induced Fluorescence Spectroscopy, Colposcopy; Cervix Uteri;
Cervicitis; Intraepithelial Lesions
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1 INTRODUCAO

O cancer é um problema de satde publica mundial. E a segunda causa
principal de mortes em paises desenvolvidos e esta entre as trés causas principais
de mortes para adultos em paises em desenvolvimento. A mortalidade por cancer é
maior que a da Aids, tuberculose e malaria reunidas (UNION INTERNACIONALE LE
CANCER, 2006).

A incidéncia mundial de cancer vem aumentando significativamente nos
tltimos anos. A Organizacdo Mundial de Saude estima que, se ndo houver uma
nova estratégia de acao, 7.6 milhdes de pessoas morrerdo de cancer em 2005 e 84
milhdes de pessoas morrerdo nos proximos 10 anos. Sabe-se ainda que 70% de
todas as mortes por cancer acontecem em paises de baixa e média renda, onde os
recursos ndo existem ou estdo limitados para prevencao, diagnose e tratamento de
cancer (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006).

As estatisticas nos EUA demonstram que o cancer é a segunda maior causa
de mortes, sendo precedido apenas pelas doencas circulatérias (NATIONAL
CENTER FOR HEALTH STATISTICS, 2006).

Estimativas predizem que, em 2006, nos EUA, serdo diagnosticados
aproximadamente 9700 casos de cancer de colo de dUdtero e ocorrerdo
aproximadamente 3700 Obitos por este tipo de cancer (NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 2006).

No Brasil, em 2006, sdo esperados mais de 472 mil novos casos de cancer,
sendo aproximadamente 234 mil para o sexo masculino e 237 mil para 0 sexo
feminino. Estima-se que o cancer de colo do Utero seja a terceira neoplasia maligna
mais comum no sexo feminino, com 19 mil novos casos, sendo superado apenas
pelo cancer de pele (ndo-melanoma) e pelo cancer de mama. Estima-se ainda que o
cancer de colo de Utero seja a quarta causa de morte por cancer em mulheres
(BRASIL, 2006).
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Nao obstante as estimativas assustadoras, dentre todas as neoplasias, o
cancer de colo de utero é o que apresenta um dos mais altos potenciais de
prevencao e cura, chegando proximo de 100% quando diagnosticado precocemente
(BRASIL, 2006).

O pico de incidéncia do cancer de colo de utero situa-se entre 40 a 60 anos
de idade, no entanto, a idade de incidéncia vem diminuindo em razéo do aumento do
Papiloma Virus Humano (HPV), particularmente em jovens abaixo de 20 anos
(DERCHAIN et al.,1991).

Dentre os fatores de risco para o aumento da incidéncia de cancer de colo de
utero em mulheres jovens encontram-se a multiplicidade de parceiros, doencas
sexualmente transmissiveis em geral, tabagismo (diretamente relacionados a
guantidade de cigarros fumados), ma higiene intima, uso prolongado de
contraceptivos orais, precocidade na atividade sexual, primiparidade na
adolescéncia e a infeccdo pelo Papilomavirdis Humano. Este dltimo fator é
considerado o mais importante (TRINDADE, 2000).

O cancer de colo de utero tem sua etiologia comprovadamente ligada ao
Papiloma Virus Humano em aproximadamente 90% dos casos. Atualmente j& sédo
conhecidos aproximadamente 100 tipos de HPV, destes, em torno de 20 agem no
trato genital (LORINEZ et al., 1992).

De acordo com estes autores os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56 e
58 determinam 90% dos casos de Lesao Intra-Epitelial Escamosa de Alto Grau
(HGSIL) e cancer. O HPV tipo 18 é mais especifico para tumores invasivos
(LORINEZ et al., 1992).

A principal estratégia utilizada para deteccdo precoce do cancer de colo de
Gtero no Brasil é o rastreamento, que significa realizar o exame de colpocitologia
oncética (Papanicolaou) em mulheres sem sintomas da doenca. O objetivo €
identificar aquelas que possam apresentar a doenca em fase muito inicial, quando o

tratamento pode ser bastante eficaz (BRASIL,2006).
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Faz-se necesséaria, no entanto, infra-estrutura complexa e muito bem
organizada para se obter resultados satisfatorios, dentre elas, unidades de saude,
profissionais bem treinados para coletar e preparar o material de forma adequada,
laboratérios para corar as laminas e profissionais especializados para Ié-las e emitir
laudos e, finalmente, médicos treinados para lidar com as anormalidades detectadas
(MILLER et al., 2000).

O exame de colpocitologia oncética é dirigido a mulheres de 25 a 59 anos,
gue devem submeter-se ao exame periodicamente, recomendando-se inicialmente
um exame por ano. No caso de dois exames normais seguidos, com intervalo de 1

ano entre eles, o exame podera ser realizado a cada 3 anos (BRASIL, 2005).

O protocolo atual do Ministério da Saude preconiza que, em resultados de
colpocitologia oncotica que evidenciem alteragbes escamosas de significado

indeterminado (ASC-US), seja repetido o exame apos seis meses (BRASIL, 2006).

No ambito da saude coletiva ndo é realizada a diferenciacdo diagnostica das
Atipias de Células Escamosas (ASC). Esta diferenciacao pode ser realizada a partir
de colposcopia e/ou biopsia do colo do utero (PEREYRA et al., 1995).

A colposcopia € uma técnica pouco invasiva que, a partir da aplicacdo de
solucdes quimicas no colo do Utero e vagina, permite uma melhor visualizacdo das
alteracbes de células escamosas e a diferenciacdo entre lesGes pre-
neoplasicas/neoplasicas. Esta técnica permite ainda a escolha do local mais

adequado para realizacdo de biopsia do colo uterino.

Observou-se que, entre pacientes jovens, abaixo de 20 anos encaminhados
para colposcopia em decorréncias de alteragbes citologicas, de 6 a 22%
apresentaram lesfes até carcinoma in situ (ZANINETTI et al., 1986). Diante desta
realidade, faz-se necessario que a colposcopia seja realizada mais precocemente,

ou seja, a partir da primeira relacdo sexual até cerca de 65 anos.

N&o existe consenso da idade limite para a colpocitologia, no entanto, é
aceito que, mesmo em idade avancada, o rastreamento reduz a mortalidade. Esta
afirmacéo pode ser fundamentada no fato de que 40% dos 6bitos por cancer de colo
de utero ocorrem em mulheres com idade acima de 65 anos e 55% nas com idade
acima de 55 anos (FAHS et al., 1992).
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A bibpsia, embora seja técnica pouca invasiva, requer a retirada de um
fragmento do colo do Utero, que, posteriormente devera ser enviado a um servigo de
patologia para andlise; demanda, portanto, um certo tempo e um custo financeiro,
com materiais e profissionais envolvidos (PEREYRA et al., 1995).

Uma outra técnica com potencial para, futuramente, ser incluida nos métodos
diagnosticos em saude coletiva é a Espectroscopia de Fluorescéncia Induzida por
Laser (EFIL). Pesquisas tém demonstrado que a EFIL é eficaz na diferenciacdo das
alteracdes intra-epiteliais escamosas do colo do utero (AGRAWAL et al., 1999,
NORDSTRON et al., 2001; WEINGANDT etal., 2002; RIVOIRE et al., 2004).

O principal interesse em realizar essa pesquisa deve-se ao fato de que as
alteracdes ASC (ASC-US e ASC-H) e SIL (LGSIL, HGSIL), constituem um problema
na pratica ginecoldgica, pela inexisténcia de consenso sobre a conduta mais
adequada diante das mulheres com esse diagnoéstico citolégico, pois nessas
alteracdes citolégicas ja podem estar presentes alteragcdes mais graves, sendo
tratadas como lesGes de menor gravidade ou como alteracdes inflamatorias
(reativas). Com diagnostico adequado, a partir da EFIL, pode-se contribuir com
praticas mais conservadoras e menos invasivas, realizando apenas seguimento

citoldgico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ANATOMIA E HISTOLOGIA DO COLO DO UTERO (CERVICE)
A Colpocitologia, Colposcopia e Bidpsia sao realizadas no colo do utero, que

juntamente com vagina e vulva, sao parte integrante do 6rgao genital externo.

Do ponto de vista histologico, o canal endocervical € revestido de epitélio
colunar, sendo que ao nivel da juncdo escamo-colunar (JEC); penetrando no canal
cervical encontra-se o epitélio cilindrico, ciliado e muciparo, que recobre a superficie
externa e interna das estruturas glandulares encontradas na mucosa cervical. As
células que descamam deste epitélio sdo chamadas de células glandulares
cervicais; sua presenca no esfregaco citoldégico, juntamente com as células
escamosas superficiais, intermediadrias e parabasais, constituem achado
fundamental para definir que a colheita foi adequada para colpocitologia oncaética
(HORTA, 2001).

A ectocérvice e canal vaginal é revestido por epitélio escamoso, as células
gue descamam deste epitélio sdo classificadas em basais, parabasais,
intermediarias e superficiais, sendo essa a sequéncia da maturacéao fisiolégica da
mucosa vaginal e ectocervical (GOMPEL; KOSS, 1997).

O epitélio mantém a sua integridade através da adesdo das células entre si e
a matriz extracelular, gracas as proteinas da membrana celular, que atuam como
moléculas de adesdo em areas especializadas da membrana que fazem parte das
juncdes celulares. As juncdes sdo estruturas especializadas que unem as células,
formando uma unidade funcional. Existem trés tipos de jungdes: 1 - juncdes de
ocluséo, cuja funcéo € unir as células e mantendo sua integridade para que a célula
atue como barreira, 2 - jungdo de ancoragem que ligam o citoesqueleto das células
entre si e 3 - juncbes de comunicacao, que permitem uma comunicacao direto célula
a célula (STEVENS; LOWE, 2001).
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Figural - Células basais do epitélio pavimentoso ancor adas por hemidesmossomos e
desmossomos as membranas basais e células adjacentes r espectivamente.
Fonte: Stevens e Lowe (2001).

A membrana basal é composta por laminas especializadas da matriz
extracelular, localizadas entre as células parenquimais e os tecidos de sustentacao
(matriz extracelular). A matriz extracelular é composta principalmente de proteina
fibrosa e glicosaminoglicanas, sendo que estas determinam a difusdo de substancias
através da matriz extracelular. As proteinas fibrosas determinam as propriedades
tensivas dos tecidos de sustentacdo, e sdo compostas de fibrilina, elastina e
fibronectina e colageno. Os colagenos sdo uma grande familia de proteinas e €0

componente mais importante da matriz extracelular (STEVENS; LOWE, 2001).

O epitélio escamoso do colo do utero € constituido de vérias células, basal,

parabasal, intermediaria e superficial.

A célula basal é a célula germinativa, responsavel pelo processo de divisao
celular e substituicdo das células superficiais mortas que descamam. Esta célula
basal é pequena, seu citoplasma é compacto, basdfilo, de forma oval ou redonda,

ndcleo volumosos, com cromatina regular (HORTA, 2001).
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As células basais, compostas de uma fileira Unica, localizadas na camada
mais profunda do epitélio escamoso, raramente sao encontradas na colpocitologia
oncotica. Para sua presenca neste exame, é necessdria uma raspagem total da
mucosa do colo uterino (GOMPEL; KOSS, 1997).

As células parabasais sdo semelhantes as célula basais, formando duas ou
quatro fileiras de células imaturas, que possuem figuras de mitose normais, no

entanto, apresentam nucleo menor e citoplasma maior (HORTA, 2001).

S

Figura 2 - Células parabasais de esfregago cérvico-vaginal.
Fonte: Gompel e Koss (1997).

As células intermediarias incluem quatro a seis fileiras, sdo poligonais
com nucleo redondo ou oval, cromatina regular, vesiculosa. O citoplasma € denso,
volumoso, podendo se corar de forma baséfila ou eosindfila. A variante da célula
intermediaria € a chamada de célula navicular, com a periferia do citoplasma
ciandfilo e intensamente corado, nucleos tomam a forma semelhante ao contorno
citoplasmatico (HORTA, 2001).
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Figura 3 - Célulasintermediarias de esfregaco cérvico-vaginal.
Fonte: Gompel e Koss (1997).

As células superficiais possuem cinco a oito fileiras, tém ndcleo picndético,
ou seja pequeno, hipercromacrito, regular em seu contorno, textura homogénea
definindo padréo “tinta nanquim”. O citoplasma é amplo, cheio de glicogénio,
aplainado, eosinofilico, podendo ser ciandéfilico em célula superficiais das camadas

mais inferiores (HORTA, 2001).

As células superficiais formam a base para o exame de colpocitologia,
pois sdo estas, as células, que se destacam da superficie (esfoliacdo) (HORTA,
2001).

Como dito anteriormente, o esfregaco citoldgico contendo apenas células
epiteliais escamosas € indicativo de material pouco adequado para diagndstico de

neoplasias cervicais, conforme o Sistema Bethesda (HORTA, 2001).

O ponto em que o epitélio colunar e 0 escamoso se encontram, no colo
uterino, é denominado de juncdo escamo colunar (JEC).
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Figura4 - Célulassuperficiais em esfregaco cérvicovaginal.
Fonte: Gompel e Koss (1997).

A JEC é um ponto dinamico que se altera em resposta a puberdade, a
gravidez, a menopausa e a estimulagdo hormonal. Em recém-nascidas, a JEC esta
localizada na exocérvice; no periodo da menarca esta localizada na ectocérvice,
mas com a producdo de estrogénio faz com que o epitélio vaginal se encha de
glicogénio. Os lactobacilos acidofilos atuam sobre o glicogénio com reflexos para pH
ideal, estimulando as células de reserva sub-colunares a sofrerem metaplasia. Esta
avanca internamente da JEC original, em direcdo ao 6éstio externo e sobre as
vilosidades colunares. Este processo estabelece uma area denominada de zona de
transformacao, que se estende da JEC original até a JEC fisiologicamente ativa; a
medida que o epitélio metaplasico na zona de transformacdo amadurece, comeca a
produzir glicogénio e finalmente se assemelha ao epitélio escamoso original, na
colposcopia e na histologia, conforme representado na Figura 4 (HATCH; HACKEL,
1998; ROBINS, COTRAN, 2005).

Uma pesquisa realizada por Weingandt et al. (2002), mostra que a zona
de transformacdo é onde se localizam 94% das lesbes displasicas, confirmadas
através da biopsia.
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Figura 5 - Desenho esquematico do desenvolvimento da zona de transformagéao do colo do

utero.
Fonte: Kumar, Abbas e Fausto (2005)
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A Figura 6 a seguir, extraida de Crum (p.1120, 2005), ilustra as células de

reserva da zona de transformacéo sofrendo diferenciacao colunar e escamosa.

Jungao
escamo-colunar

Zona de Transformacao Ectocérvix
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Figura 6 - Desenho esquemético: células de reserva da zona de transformagéo
sdo continuas com as células basais da ectocévice (a direita) e podem sofrer
diferenciacdo colunar e escamosa(metaplasia).

Fonte: Kumar, Abbas e Fausto (2005)

Acredita-se que a Lesao Intra-Epitelial Escamosa (SIL) origina-se, na maioria
dos casos, como um unico foco na zona de transformacdo na JEC e avanga sobre o
epitélio. O labio anterior do colo do utero é duas vezes mais propenso a desenvolver
SIL que o labio posterior, estas lesbes raramente originam-se nos angulos laterais.
Em nivel proximal, a SIL envolve as criptas cervicais, esta area tende a possuir
lesbes mais graves (HATCH; HACKEL, 1998).

Ap6s o epitélio metaplasico amadurecer e formar glicogénio passa a ser
denominado de “zona de transformacdo cicatrizada”, esta area € geralmente
resistente a fatores oncogénicos. Antes do amadurecimento toda célula metaplasica
€ mais susceptivel a fatores oncogénicos que podem transformar essas células em
lesdo intra-epitelial do colo. Os principais fatores oncogénicos s&o introduzidos
através do ato sexual, dentre eles, espermatozoides, histomas do liquido seminal,
trichomonas, clamidyas, virus herpes simples e HPV. Sabe-se hoje que este ultimo
agente desempenha papel fundamental no desenvolvimento de SIL (HATCH;
HACKER, 1998).
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2.2 COLPOCITOLOGIA ONCOTICA

A Colpocitologia oncética, é o exame realizado para rastreamento do cancer
de colo do utero, podendo ser utilizado o sistema Papanicolaou ou Bethesda. Na
saude coletiva brasileira utiliza-se, atualmente, classificacdes pertinentes aos dois
sistemas. Sendo o cancer de colo de utero relativamente frequiente, a realizacdo
deste exame, efetivo e de baixo custo, € recomendada, em especial para mulheres
sexualmente ativas (HORTA, 2001).

O exame consiste basicamente na coleta de material do 6stio do colo uterino
com uma espatula especial tipo “Ayre” e do canal endocervical com uma escova,
esse material é fixado em lamina e analisado posteriormente por patologista ao
microscépio (HORTA, 2001).

A American Cancer Society recomenda que a realizacdo da colpocitologia
oncotica devera iniciar-se, no maximo apoés 3 anos do inicio da atividade sexual, mas
ndo apos a idade de 21 anos. Recomenda ainda, seguimento anual com a citologia
convencional, ou a cada 2 anos com citologia em meio liquido, antes dos 30 anos,
podendo o intervalo do seguimento ser aumentado para 2-3 anos, baseado nos

exames anteriores e a fatores de risco (SMITH et al. 2002).

A partir da realizagdo de colpocitologia oncética, em 1950, observouse
reducdo de 79% na incidéncia de cancer cervical e de 70% na mortalidade por essa
doenca (RIES et al., 1999).

Segundo o National Institute of Health (1996), acreditava-se que a
sensibilidade da Colpocitologia fosse de 80%, deste modo com a realizagédo de 3

colpocitologias anuais, chegar-se-ia a uma sensibilidade de rastreio de 99%.

Em um estudo realizado por McCrory et. al., (1999) foi demonstrado que a
sensibilidade da colpocitoloiga convencional na deteccdo de lesdes precursoras de
cancer de colo era de 51%, enquanto que a especificidade era de 98%; portanto a

taxa de falso negativo era de 49%.

Sabe-se que a colpocitologia apresenta taxa de falso negativo de 75% nas
lesGes intra-epiteliais escamosas de baixo grau (NIC 1), de 50% nas lesGes intra-

epiteliais de alto grau (NIC 1), de 25% nas lesdes intra-epiteliais de alto grau (NIC
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[l), de 10% no cancer in situ e de 5% em carcinoma invasor. A ocorréncia de falso
negativos deve-se ao fato de que nas lesdes atipicas, as células ndo descamam
facilmente, sdo mais agregadas. Outra razao para a ocorréncia de falso negativos é
gue as lesbes NIC | e Il situam-se nas camadas mais profundas, tendo maior
dificuldade para, para se superficializarem e consequentemente para serem colhidas
na colpocitologia (MARCOS, 1997).

A avaliacdo colpocitologica em meio liquido (“ThinPrep”) apresenta maior
sensibilidade , proxima a 80%. Essa técnica, transfere de 80 a 90% das células para
0 meio liquido em comparacdo com 10 a 20% transferidas quando em lamina de
vidro (“AutoPap”), portanto, reduz a taxa de esfregaco insatisfatorio em 79 a 90%,
possibilitando uma maior deteccéo das célula alteradas (BOLICK; HELLMAN, 1998).

No entanto, as recomendagbes da U.S. Preventive Service Task Force,
consideram que as novas tecnologias sdo mais caras que a citologia convencional, e
gue a acuracia das avaliacdes até a presente data, sdo insuficientes para determinar
se sao mais efetivas do que a citologia cervical convencional para prevencao de
cancer cervical invasivo (BERG; ARKINS, 2003).

O resultado citologico ndo define diagnostico, apenas levanta suspeitas,

sendo necesséria a confirmacao por colposcopia e/ou biopsia.

Atualmente dispde-se de dois sistemas para avaliagdo das alteracdes ASC, o

sistema classificatério Papanicolaou e o Bethesda.

2.2.1 Sistema papanicolaou

Esse sistema é o0 método de exceléncia na avaliagdo do grau de alteracdo
celular do epitélio escamoso cervical e tem ajudado a diminuir drasticamente a

incidéncia de cancer de colo uterino (MANOS et al., 1999).

N&o obstante, a classificacdo dos resultados desse sistema € numérico,
confuso, idiossincratico. Estas particularidades, juntamente com a terminologia
“displasia”, sdo de pouca reprodutibilidade entre observadores na pratica (KURMAN,
2005).
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O sistema Papanicolaou classifica os esfregacos em I, Il, Ill, IV e V, néo
diferenciando as atipias coilocitotica das alteracdes celulares benignas (infecciosas,
reativas ou realmente regenerativas), classificando ambas como classe Il (NETO,
2000).

Na classificacdo de Papanicolaou, as atipias e lesfes identificadas no sistema
Bethesda como ASC-US, ASC-H, LGSIL e HGSIL, estao dentro da Classe lll. Esse
sistema ndo as diferencia entre si, enquanto no sistema Bethesda essas ASC e SIL
sdo classificadas de acordo com a histéria natural das neoplasias do colo (KURMAN,
2005).

2.2.2 Sistema Bethesda

Esse sistema de classificacdo de colpocitologia oncaética, proposto em 1988,
possui terminologia que refletia trés principios fundamentais: comunicar informacdes
clinicamente relevantes a partir do laboratorio para o médico responsavel pelo
atendimento do paciente; utilizar terminologia uniforme e razoavelmente reprodutivel
entre diferentes patologistas e laboratorios, e ser flexivel para se adaptar a uma
grande variedade de situacfes laboratoriais e situacdes geograficas; a terminologia
deve ainda refletir a compreensédo mais atual da neoplasia cervical. Pautado nesses
objetivos, padronizouwse a descricdo das citologias cervicais, visando reduzir

confus@es diagnosticas e intervencdes desnecesséarias (SOLOMON; NAYAR, 2005).

Em particular, esse sistema reclassificou as lesGes de colo uterino de acordo
com novos critérios estabelecidos, baseados nos dados epidemiolégicos e nos
entendimentos mais atuais sobre a histéria natural das neoplasias do colo uterino
(comportamento bioldgico), os achados denominados de atipias pela classificacao
de Papanicolaou (classe 1l e Ill), distinguindo neste sistema, as alterages celulares
benignas (infecciosas, reativas ou regenerativas), recebendo o nome de NILM
(negativo para leséo intra-epitelial e malignidade), das alteracfes realmente atipicas
ASC-US (atipias escamosas de significado indeterminado), LGSIL (Les&o Intra-
Epitelial Escamosa de Baixo Grau) e HGSIL (Lesao Intra-Epitelial Escamosas de
Alto Grau) ( KURMAN, 2005).
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Desde 1991, apls revisdo da classificacdo Bethesda, todas as
anormalidades de células epiteliais escamosas sao classificadas como ASC (células
escamosas atipicas) ou como SIL (leséo intra-epitelial escamosa) (SOLOMON et al.,
2002).

As ASCs devem ser interpretadas e qualificadas como “de significado
indeterminado” (ASC-US) ou “néo é possivel excluir uma HGSIL” (ASC-H), ja as SIL
deve ser interpretadas como LGSIL ou HGSIL. Apesar da maioria das interpretacoes
ASC-US serem sugestiva de LGSIL, a classificacao “de significado indeterminado” é
possivel, pois aproximadamente 10 a 20% das mulheres portadoras de ASC-US,
apresentam HGSIL (NIC Il ou NIC IIl) (SOLOMON et al., 2002).

Espera-se que ASC-US ocorra em mais de 90% das interpretacdes ASC
na maioria dos laboratérios (SHERMAN et al., 2005).

O diagnostico citologico de ASC-US esta associado a uma incidéncia de
10 a 20% de LGSIL (NIC 1), e a um risco de 3 a 5% de HGSIL (NIC Il ou IIl) (COX et
al., 1995; WRIGHT; SUN; KOULOS, 1995).

Para Melnikow et al. (1998), torna-se evidente que na maioria das vezes a
LGSIL (NIC I) é uma infeccdo benigna por HPV, que regredira espontaneamente em

mais de 60% dos caso, portanto, a colpocitologia oncética serve como triagem.

A identificagéo de lesdes mais avancadas tipo HGSIL (NIC Il e NIC IlI) foi
estudada através da ASCUS/LSIL TRIAGE STUDY (ALTS), que promoveu um
estudo comparativo utilizando trés métodos de rastreamento para alteracdes
ASCUS/LSIL: 1 - colposcopia imediata, 2 - teste para HPV e 3 - repeticdo do
Papanicolaou , onde o ensaio concluiu que a triagem para HPV é altamente sensivel
na identificacdo de lesdes NIC Il e NIC Ill, e com taxa aceitavel de encaminhamento
para colposcopia (SOLOMON; SCHIFFMAN; TARONE, 2001; LEE; KIM; PARK;
KIM, 2001; SHLAY et al., 2000).

As interpretacbes ASC devem ter as seguintes caracteristicas basicas:
diferenciacdo escamosa, aumento da propor¢cdo nucleo/citoplasma e hipercromasia
nuclear minima, agrupamento de cromatina, desorganizacdo celular e

multinucleacao, sendo que essas alteragdes tem significado no aumento do grau da



33

lesdo. Os critérios de evolugédo sdo: reducdo gradativa do citoplasma e aumento da
relacdo nucleo/citoplasma (SHERMAN et al., 2005).

2.2.2.1 ASC-US

A terminologia “Atipias Escamosa de Significado Indeterminado” (ASC-US),
juntamente com ASC-H, com Lesao Intra-Epitelial de Baixo Grau (LGSIL), com
Lesdo Intra-Epitelial de Alto Grau (HGSIL) e Carcinoma de Células Escamosas,
contempla todas as alteracdes oriundas das células escamosas do colo uterino
(SOLOMAN et al., 2002).

Um estudo nacional sobre a pratica de laudos em 768 laboratérios durante o
ano de 1996 descobriu que a classificacdo ASC-US correspondia a uma média de
5,2% e uma mediana de 4,5% de todos os laudos de citologia cervical ( DAVEY et
al., 2000).

Véarios autores revisaram colpocitologias oncoéticas. Manos et al. (1999)
fizeram revisdo de 46.000 colpocitologias na Califérnia, encontrando 3,4% de
prevaléncia de diagnostico de ASC-US. Eltabbakh et al. (2000) revisaram mulheres
atendidas entre 1997 e 1999, na Universidade de Vermon, esta alteracéo
correspondia a 10,2%. Esses dados indicam que diversos laboratérios dos Estados
Unidos n&o foram capazes de atingir o alvo de manter uma freqiéncia de registros
de ASCUS em patamares abaixo de 5%. O Instituto Nacional do Cancer dos EUA
concluiu que espera-se citologias ASC-US em, no maximo, 5% das citologias
(KURMAN et al., 1994).

De todas as alteracdes introduzidas pelo sistema de classificacao Bethesda, a
mais problematica e controvertida foi a ASC-US, ela ressalta a dificuldade dos
patologistas decidirem entre espécimes celulares e histopatolégicos, deixando o

médico responsavel com a deciséo de tratar ou ndo a paciente (KURMAN, 2005).

Em razdo destas dificuldades e do fato de que a alteracdo ASC-US
representam, no mundo, 2,5 milhdes de citologias de Papanicolaou, resolveu-se em
2001, em um Encontro de Patologistas (ALTS) com mais de 400 participantes de 24

paises, revisar a terminologia, diferenciando a alteracdo ASC em ASC-US (células
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escamosas atipicas de significado indeterminado) e ASC-H (células escamosas
atipicas, onde néo é possivel excluir uma HSIL) (SOLOMON; NAYAR, 2005).

Desse modo, a categoria ASC-US reflete a dificuldade na distingdo entre as
alteracdes reativas, e LGSIL engloba agora, alteracdes decorrentes de HPV (atipia
coilocitética) e LGSIL (NIC 1). A alteracdo ASC-H implica em lesdo de maior risco,
inclusive sendo os precursora do cancer (SOLOMON; NAYAR, 2005).

As atipias celulares associadas ao HPV (coilocitose e NIC 1) foram
incorporadas a categoria LGSIL, em razdo de que a histéria natural, a distribuicdo
dos varios tipos de HPV e as caracteristicas dessas duas lesfes sdo iguais
(SHIFFMAN, 1992).

Sao descritas como ASC-US as células escamosas anormais que nao
preenchem os critérios ASC-H ou para lesé@o intra-epitelial de alto grau (HGSIL).
Deste modo elimina a distincdo entre atipia coilocitotica (efeito HPV) e neoplasia
intra-epitelial cervical, ndo se incluindo nesta categoria alteragcdes benignas, reativas
ou regenerativas, que devem ser descritas como normais nos laudos
colpocitolégicos (SOLOMON; NAYAR, 2005).

As ASC-US séo as alteragbes observadas com maior frequéncia nas
citologias realizadas para rastreamento do cancer cervical. A conduta diante das
mulheres com ASC-US é particularmente problemética, pois, este diagnostico pode

significar alteracao reativa ou neoplasica/pré-neoplasica (PEDROSA et al., 2003).

As alteracOes reativas associadas a inflamagéo presentes na maioria das
citologias, apresentam aumento nuclear (1 a 1 ¥z até 2 vezes a area normal de uma
célula escamosa normal). As células endocervicais podem mostrar maior aumento
nuclear, podendo ocorrer binucleagdo ou ocasionalmente multinucleacdo, os
contornos nucleares sdo lisos, redondos e uniformes, os nucleos podem ser
vesiculares ou hipocrométicos, é possivel encontrar hipercromasia moderadas, mas
a estrutura e distribuicdo da cromatina € regulada com granulacfes finas. Pode
ocorrer nucléolos Unicos ou multiplos, o citoplasma pode ter policromasia,
vacuolizacdo ou halos perinucleares, sem espessamento periférico (YOUNG et al.,
2005).
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Figura 7 - Células escamosas r eativas associadas a inflamagao.
Fonte: Solomon e Nayar (2005).

Os critérios propostos para o diagnostico de ASC-US, sdo: ndcleo celular 2 ¥
a 3 vezes o tamanho da é&rea do ndcleo de uma célula normal da camada
intermediaria do epitélio escamoso estratificado; proporcdo nudcleo e citoplasma
ligeiramente aumentada; hipercromasia nuclear minima e irregularidade na
distribuicdo da cromatina ou da forma nuclear; anormalidades nucleares associadas
a citoplasma orangeofilico denso, na presenca de citoplasma maduro; aumento
discreto da relacdo nucleo-citoplasma; cromatina com padrdo de distribuicdo regular;
alteracdes na forma e no tamanho do nucleo, além da bi-nucleacdo (SHERMAN et
al., 2005).

A a@"‘

Figura 8 - Células escamosas atipicas de significado indeter minado (ASC-US).
Fonte: Solomon e Nayar (2005).
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2.2.2.2 ASC-H

Os critérios citologicos para citologias ASC-H séo: células isoladas ou em
pequenos fragmentos com menos de 10 células, nucleo 1 ¥2 a 2 % vezes maior que
0 normal, proporcdo da area entre nucleo e o citoplasma aproximadamente igual a

do HGSIL, ocorrem anormalidades nucleares como hipercromasia, irregularidade da

cromatina e formas nucleares anormais com irregularidades focais (SHERMAN et
al., 2005).

Figura 9 - Células escamosas atipicas, ndo sendo possivel excluir HGSIL (ASC-H).
Fonte: Fonte: Solomon e Nayar (2005).

As ASC-H séo encontradas na minoria dos casos de ASC (espera-se 5 a
10%) e tem maior valor preditivo positivo para detectar HGSIL (NIC Il e 1), do que
um ASC-US (WRIGHT et al., 2002; SHERMAN et al., 2005).

2.2.23LGSIL

Segundo Davey et al. (2000) e Kurman et al. (1994), a taxa de anormalidades
do tipo LGSIL em colpocitologias oncoticas € de 1,6% em relacdo ao total das

citologias. Para Syrjanen et al. (2005) esta incidéncia € de 1,9%.

As alteracdes de células escamosas LGSIL tem como critérios: geralmente as
alteracdes estdo restritas a células com citoplasma maduro ou tipo superficial, o
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tamanho célula total € grande, citoplasma abundante e bem definido, aumento
nuclear de pelo menos 3 vezes a area do nucleo de uma célula intermediaria normal,
graus variaveis de hipercromasia nuclear, com variagbes do tamanho do nucleo,
binucleacdo e multinucleacdo quase sempre presentes, cromatina nuclear com
distribuicdo irregular, grosseiramente granular, com cromatina borrada ou
degenerada, nucléolos ausentes ou diminutos, contorno da membrana nuclear
irregular, porém pode ser liso, presenca de células com cavitacdo citoplasmatica

nuclear (coilocitose), citoplasma pode ter aspecto denso e orangeofilico WRIGHT et
al., 2005).

Figura 10 - Lesdo intra-epitelial escamosa de baixo grau (LGSIL).
Fonte: Solomon e Nayar (2005).

Para Wright, Sun e Koulos (1995), 75% das pacientes sao portadoras de
LGSIL. Para Kinney et al. (1998), 20% dos casos sédo de HGSIL (NIC Il ou III).

Segundo Lorinez et al. (1992), a LGSIL esta claramente ligada ao HPV em
aproximadamente 90% dos casos. As alteracfes em células escamosas associadas
a HPV séo conhecidas como coilécitos e, de acordo com Solomon et al. (2002),
evoluem para HGSIL em 14%. Para Nasiel, Roger e Nasiel (1986), as mesmas

evoluem para HGSIL em 16%.

Lesdo Intra-epitelial de Baixo Grau (NIC I) é considerada lesdo precursora do
cancer cervical, porém muitas dessas lesdes regridem espontaneamente (NASIEL et
al.,1986).
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Em uma revisdo de 30 anos, as taxas de progressdao de LGSIL e HGSIL
foram respectivamente 0,15% e 1,44% para carcinoma invasivo, apos 24 meses.
Nesta mesma analise, 47% de LGSIL e 35% do HGSIL regrediram para normal, em
dois anos (MELNIKOV et al., 1998).

2.2.24 HGSIL

HGSIL sdo lesdes mais raras e consensuais. Para Davey et al. (2000),
totalizam 0,5% das colpocitologias oncoéticas e para Syrjanen et al. (2005), esta

porcentagem é de 0,6%.

Os critério para HGSIL sdo: afetam células menores e menos maduras,
ocorrem isoladas, em grupos ou agregadas, 0S agrupamentos hipercromaticos
devem se avaliados criteriosamente, o tamanho da célula € variavel, hipercromasia
nuclear acompanhada de variagdes no tamanho e forma nuclear, grau de aumento
nuclear variavel, citoplasma diminuido, levando a acentuada proporcdo
ndcleo/citoplasma, cromatina fina ou grosseiramente granular, com distribuicdo
irregular, contorno da membrana nuclear irregular, com entalhes frequentes,

nucléolos ausentes, excepcionalmente presentes (WRIGHT et al., 2005).

Figura 1l - Lesdo intra-epitelial escamosa de alto grau (HGSIL).
Fonte: Solomon e Nayar (2005).
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23 COLPOSCOPIA

Em razdo das dificuldades para a prevencao de cancer no trato genital
inferior, do alto niamero de falsos negativos, aliados ao fato da colpocitologia
oncotica analisar material apenas do 6stio, endocérvice e fundo de saco vaginal, ndo
avaliando adequadamente a vagina, Hinselmann, em 1925, criou o colposcépio.
Este aparelho € um microscépio com até 40 aumentos, permitindo a visualizacdo do
colo, vagina e vulva. Desse modo, para se ter maior probabilidade diagnostica, nada
melhor que incorporar ao arsenal diagndstico um segundo método de prevencéo, a
colposcopia. A associacdo da colpocitologia com a colposcopia contribuiu para

diminuir sobremaneira as falhas diagnésticas (PEREYRA et al., 1995).

A principal indicacao da colposcopia é a de orientar e escolher a técnica,
assim como a extensdo da bidpsia do colo uterino, selecionando o local mais
apropriado em raz&o do diagnoéstico citoldgico ASC. E indicada também para avaliar
se 0s achados colposcépicos requerem intervencdo ou ndo, através do estudo
histopatoldgico (JACYNTO, 2001).

A colposcopia e biopsia sdo métodos que se somam, ou seja, a realizacéo
somente de colposcopia tem limitagBes para o canal endocervical (JEC ndo visivel),
colo nao visualizado, cérvicolpites intensas e colo muito atréficos NETO, 2000).
Esses dois métodos juntos, tem papel fundamental quando se trata de canal
endocervical, quando o indice de falha é proximo de 100%. Um método ndo supera

o outro, apenas se complementam (PEREYRA et al., 1995).

Na colposcopia usa-se uma seérie de substancias: acido acético para
exacerbacdo das lesbes pré-existentes, sendo desse modo mais facilmente
visualizadas ao colposcépio; Lugol, usado no teste de Schiller para corar epitélios
normais, fornecendo informacgdes importantes sobre a anormalidade do colo e
vagina; hipossulfito de sodio, que remove o iodo impregnado no citoplasma,

possibilitando nova avaliacdo em caso de duvidas (PEREYRA et al., 1995).
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24 BIOPSIA

Quando necessaria esta devera ser orientada pela colposcopia, nas areas
mostradas ou destacadas pelo acido acético e pelo teste de Schiller. Devera ser
realizada com pincas préprias, sendo necessario, as vezes, a apreensao do colo
para evitar a sua mobilidade e, desse modo, facilitar a retirada. Sdo usadas pincas
especiais, com retirada de fragmentos de até 5 mm. Uma vez retirada, a peca da
biépsia deve ser imediatamente fixada em formol a 10%, sendo devidamente
identificada. Apds a biopsia, pode ser necessario o tamponamento vaginal ou
aplicacdo de solucdo hemostatica de policlesuleno, caso ocorra sangramento
importante (PEREYRA, 1995).

25 CORRELACAO COLPOCITOLOGIA E HISTOPATOLOGICO

As ASCs e SlLs detectadas na colpocitologia oncética, sempre necessitam de
procedimentos complementares para seu diagndstico, pois a citologia € um exame
de rastreamento. Esses procedimentos, quando justificados, necessitam de
orientacdo do exame de colposcopia, para avaliar a necessidade ou ndo da biépsia.
O resultado do exame histopatologico € que determinara a conduta a ser adotada
(GRIFFITHS et al., 1997; MATTOS, 2006).

As possibilidades diagnosticas sdo: NILM (Normal, Reativo ou Reparativo),
ASC-US, ASC-H, LGSIL, HGSIL e Carcinoma.

Na LGSIL (NIC I) existe desarranjo da arquitetura, com perda da estratificacao
das células do terco inferior do epitélio. Na HGSIL (NIC Il e Ill), quando NIC I, o
desarranjo atinge as células do terco inferior e médio da espessura epitelial; quando
NIC Ill, atinge além dessas duas camadas, acometendo também o terco superior do
epitélio, determinando perda da estratificacdo das trés camadas. Quando a leséo
ultrapassa a lamina basal se torna um carcinoma de colo do utero, dito in situ
(GRIFFITHS et al., 1997; MATTOS, 2006)
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Véarios autores procuraram analisar correspondéncia entre os achados
citolégicos e a histologia, desse modo, evitando o risco de deteccdo subseqiiente de
neoplasia intra-epitelial cervical nesse grupo. Entre esses autores, Lachman e
Cavallo-Calvanese (1998), entre outubro de 1995 e marco de 1996, realizaram um
estudo de prevaléncia, incluindo todas as colpocitologias oncoéticas analisadas em
um laboratério independente que recebe material de citologia e bidpsia cervical da
populacdo norte-americana em geral. Dos 94.100 exames analisados, 4.276 (4,5%)
foram interpretados como ASC-US. Foram realizados biépsias de colo uterino ou
curetagem endocervical em 560 (13,1%) dos casos de ASC-US, em até 90 dias apos
o diagnostico citologico, sendo identificado pelo estudo histolégico, as seguintes
alteracbes: 357 (63,7%) alteracbes benignas ou reativas, 109 (19,5%) LGSIL e 94
(16,8%) HGSIL.

Na Califérnia, um estudo com 3094 mulheres com colpocitologia ASC-US, por
meio de Colposcopia e bidpsia do colo ou curetagem do canal, evidenciou 2.053
casos (66,3%) sem alteracdes a colposcopia e histopatoldgico, 764 casos (24,7%)
com LGSIL, 273 casos (8,9%) com HGSIL e 3 casos com carcinoma invasivo.
(LONKY et al., 1999).

Em um estudo com realizacdo de biépsia de 1214 pacientes apresentando
ASC, verificou-se resultado benigno em 1208 casos (84%), LGSIL em 100 casos
(8,2%), HGSIL em 84 casos (6,9%) e cancer invasivo em 2 casos (0,2%) (AUGUST,
1991).

Jones et al. (1987) avaliaram 236 pacientes com histopatolégico encontrando
178 (75,4 %) benignos, 48 (20,4%) LGSIL e 10 (4,2%) HGSIL.

Noumoff (1987), apOs analisar e realizar biopsia em 375 pacientes, encontrou
267 (71,2%) benignos, 70 (18,7%) LGSIL e 38 (8,1%) HGSIL. Desta forma, ndo ha
consenso na literatura a respeito dos dados estatisticos das alteracfes histoldgicas

das colpocitologias atipicas.

O trabalho de Nordstrom et al. (2001) mostra a dificuldade de conduta,
guando compara as colpocitologias atipicas com resultados histolégicos obtidos
dessas citologias. As citologias HGSIL, no exame histopatoldgico, apresentaram 0s

seguintes resultados: 58% permaneceram HGSIL, 26% LGSIL e 16% outros. Das
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citologias com LGSIL o exame histopatolégico evidenciou: 24% permaneceram
LGSIL, 25% HGSIL, e 51% outros; dos pacientes ASC-US, ap0s histopatologico,
19% eram HGSIL, 20% LGSIL e 61% outros.

As categorias citolégicas atipicas continuam motivando discussdes
importantes referentes a sua prevaléncia e propedéutica recomendada, pois,
segundo Silva et al. (2002) e Santos et al. (2003), em citologias ASC-US nao se
pode afastar HGSIL. Em citologias LGSIL (NIC I) ndo se pode afastar HGSIL (NIC I
ou NIC 1l), ou até alteracdes reativas na avaliacdo histopatolégica (SANTOS et al.,
2004).

A evolugéo da SIL para lesbes mais graves existe, embora ndo se possa
prever o seu potencial maligno. Sabe-se que as HGSIL e carcinoma in situ sdo mais
propensos a persistir ou a evoluir para cancer, enquanto que as LGSIL tendem a
regredir espontaneamente (MELNIKOW, 1998). O acompanhamento prolongado de
pacientes com SIL revela que 30% dos casos regridem para normalidade, 49%
persistem, 20% progridem para carcinoma in situ e 1,3% progridem para carcinoma
invasor. Na LGSIL a incidéncia de regresséao foi de 60 a 70%. O tempo médio para
evolucao de todo tipo de SIL para carcinoma in situ é de 44 meses, sendo de 58
meses para LGSIL, 38 meses para HGSIL (NIC Il) e de 12 meses para HGSIL (NIC
1) (MATTOS, 2006).

Conclui-se na préatica que nao existe correspondéncia entre diagndstico
colpocitolégico e histopatolégico, quer obtido por bidpsia ou conizacdo. A
possibilidade de uma leséo tornar-se invasora aumenta com a severidade da atipia,
porém invasdo nem sempre ocorre; mesmo lesdes com alto grau de atipia podem
regredir. A porcentagem de casos que evoluem para lesbes mais graves, como
também o tempo para essa evolucdo, varia de acordo com a idade (ANDRADE;
MARANA, 2001).
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26 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A Espectroscopia de Fluorescéncia Induzida por Laser (EFIL) € uma técnica
gue tem se mostrado promissora no diagndéstico precoce de uma grande variedade
de neoplasias, além de propiciar bons resultados na diferenciacdo entre tecidos
normais dos diversos tipos de cancer (SILVEIRA JR. et al., 2004).

A EFIL vem sendo usada como ferramenta em diagnéstico de aterosclerose,
displasias no coélon, cancer no es6fago e alguns tipos de cancer do pulméao e bexiga.
A técnica de espectroscopia de fluorescéncia, que vem sendo denominada de
"bi6psia optica", apresenta grande interesse por parte dos cientistas e médicos
devido ao fato de que a fluorescéncia pode ser gerada e coletada remotamente por
meio de fibras épticas. Desta maneira, cateteres baseados em fibras épticas podem
ser facilmente introduzidos em endoscopios e outros instrumentos de inspecéo,
permitindo assim uma analise in vivo em tempo real, sem a necessidade de remoc¢ao
de tecido. Dai a denominacdo de "bidpsia 6ptica”, uma vez que a identificacdo do

tecido é feita pelo uso da radiacdo luminosa (ZANGARO et al., 1996).

Esta aplicacéo € particularmente interessante para deteccao de displasias em
tecidos biolégicos. A técnica de analise espectral através da multi-excitagdo da
fluorescéncia da origem aos mapas de contornos (EEMs), que sdo bastante
utilizados em analises biologicas, para a deteccdo de microorganismos, produtos
resultantes de metabolismos celulares e alvos fluorescentes, onde certos
microorganismos possuem a habilidade de absorver determinados corantes. A
aplicacdo desta técnica vem sendo conduzida para a determinacdo dos
comprimentos de onda de excitacdo ideais para diferenciacdo entre os diversos tipos
de disfuncdes (ZANGARO et al., 1996).

Deve tornar-se uma importante ferramenta de diagnostico diferencial em
casos de colpocitologia oncotica, com alteragdes SIL. Essa técnica baseia-se na
excitacdo da amostra por radiacdo em comprimentos de onda curtos (ultravioleta e
visivel) e a observacdo da resposta luminescente da amostra em comprimentos de
onda longos (visivel). A identificacdo dos tecidos baseia-se na determinacdo das

diferencas espectrais entre os fluoréforos presentes nos tecidos normais e



displasicos, basicamente havendo uma evidente mudanga na composicdo destes na
cérvice, a medida que estes tecidos evoluem para neoplasia intra-epitelial cervical
(RIVORE et al., 2004; WU; HONG-TAK, 2005; SILVEIRA JR. et al., 2004).

Alguns autores vém investigando essa técnica em tecidos in vivo e in vitro em
diversos comprimentos de onda de excitacdo, visando detectar qual deles tem mais
capacidade diagnostica. Utilizando tecido in vivo, Ramanujan et.al. (1994) excitaram
com ? = 337nm; Ramanujam et al. (1996) excitaram com ? = 337, 380 e 460nm;
Agrawal et al. (1999) excitaram com ? = 337nm; Nordstrom et al., (2001) excitaram

com ? = 355nm e Weingandt et al. (2002) excitaram com ? = 375 e 440nm.

Manoharan et al. (1995) e Lohmann et al. (1989) excitaram em ? = 365nm,
Glassman et al. (1992) excitaram com ? = 460 nm, Mahadevan et al. (1993)

excitaram com ? = 340, 380, e 460nm, usando amostras in vitro.

De acordo com Lohaman et al. (1989), o grau da intensidade de fluorescéncia

€ proporcional ao grau da lesao intra-epitelial.

Na avaliacdo da fluorescéncia, demonstrourse que a medida que o0s
comprimentos de onda de excitacdo aumentavam, a emissdo de fluorescéncia em

tecidos cervicais normais foi menor que em tecidos alterados (MAHADEVAM, 1993).

A avaliacdo da fluorescéncia de colo de utero normal e neoplasico por
microscopia de fluorescéncia, foi detectada alta fluorescéncia na regido da cérvice
no tecido normal, enquanto que a regido ocupada pelo cancer a fluorescéncia era
pequena.(LOHMANN et al., 1989). Portanto, levando-se em conta uma maior
sensibilidade dessa técnica com relacdo a capacidade de avaliar o tecido, reforca-se
o papel adjuvante atual da fluorescéncia na diferenciacdo de tecidos normais, pre-
neoplasicos e neoplasicos.

Essa capacidade da Espectroscopia de Fluorescéncia em diferenciar ASC e
SIL, se baseia nas propriedades que as células epiteliais, em razdo da alteracédo de
seu metabolismo e proporcional a gravidade da atipia, necessitam de maior aporte
energético para seu desenvolvimento alterado (acelerado), e esta alteracéo pode ser
detectada através de moléculas presentes no citoplasma, nas mitocéndrias, e nas
chamadas moléculas carreadoras ativadas, como exemplo o NADH2 e FADH2
(oxidado) (ALBERTS et al., 2006).
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Esse processo, chamado de fosforilagdo oxidativa ocorre nas mitocondrias e
envolve consumo de oxigénio e sintese de ATP pela adicdo de fosfato ao ADP
(ALBERTS et al., 2006).

Portanto, as moléculas carreadoras NADH2 e FADH2, presentes nas
mitocéndrias, doam seus elétrons energizados as membranas das mitocéndrias e,
no final do processo, sintetizam ATP, que serd usado para as necessidades
celulares aumentadas. E de conhecimento que o NADH (reduzido), FAD (oxidado) e
coldgeno tém propriedades fluorescentes quando excitados por luz ultravioleta/azul
(RICHARD-KORTUN; SEVICK-MURACA, 1996; PAVLOVA et al., 2003).

De todos os fluéforos do corpo humano, dois podem ser considerados os
mais importantes “marcadores bioquimicos”™ o NAD(P)H e o Colageno. Existem
evidéncias detectaveis e descritas através do trabalho de Georgakoudi et al. (2002);
Rivoire et al. (2004); DeClerk (2000); Wu et al. (2005); Rebekah et al. (2001),
Pavlova et al. (2003) e Sokolov, Follen, Kortum (2002) de que o NAD(P)H e o
coldgeno podem ser usados como marcadores bioquimicos de lesbBes pré-

neoplasicas e neoplasicas da cérvice.

A fluorescéncia do NAD(P)H é encontrada mais frequentemente nas células
superficiais do epitélio cervical, sendo sensivel as alteracbes metabdlicas do estado
normal do tecido. O coldgeno € o maior componente da matriz extracelular e
representa o principal fluoréforo do estroma, concluindo-se que a fluorescéncia
depende do ambiente local do fluoréforos, condicdo essencial para a analise da
fluorescéncia intrinseca do colageno e do NAD(P)H in vivo (GEORGAKOUDI et al.,
2002).

Os tecidos epiteliais sofrem alteragdes estruturais e bioquimicas, culminando
com modificagdes na sua atividade metabdlica durante a sua evolucdo para lesées
pré-neoplasicas e neoplasicas (DECLERCK, 2000).

Pavlova et al. (2003), utilizando a microscopia confocal, concluiram que em
lesdo intra-epitelial do colo, a fluorescéncia aumentada reflete um acréscimo do
numero de mitocéndrias metabolicamente ativas em células epiteliais e uma reducao
da fluorescéncia do estroma. Afirmam que isto pode ser indicativo de comunicagao

alterada entre epitélio e estroma, existindo um aumento da fluorescéncia do
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colageno quando as lesdes progridem para neoplasia. As emissfes foram atribuidas
a alteracdes mitocondriais, através do aumento da forma reduzida do NADH e
oxidada do FAD.

Portanto, quando as les@es intra-epiteliais cervicais estao restritas ao epitélio
e ndo ha ruptura da membrana basal, a emissdo de fluorescéncia é alta, baseada
nas propriedades fluorescentes do NAD(P)H presentes em maior quantidade nesses
tecidos epiteliais alterados. Na ruptura da membrana basal por invasédo das les6es
intra-epiteliais (carcinoma Invasivo), a fluorescéncia do NAD(P)H é baixa, piorada

pela absor¢cdo nas hemacias presentes nos vasos do estroma.

Atualmente, almeja-se o desenvolvimento de um espectrofluorimetro a laser
de multiplos comprimentos de onda de excitacdo. O sistema desenvolvido visa a
obtencado da autofluorescéncia em tecidos humanos, em diferentes comprimentos de
onda de excitacdo, durante procedimentos clinicos. Este instrumento seria capaz de
excitar amostras de tecidos biol6gicos em até dez comprimentos de onda, na faixa
de 337 a 500nm, coletar a autofluorescéncia em faixa de 360 a 700nm, de uma
maneira facil e confiavel, em um tempo inferior a 1s (ZANGARO et al., 1996). Existe
também a versatilidade de utilizacdo dessa técnica para excitacdo de amostras em
comprimento de onda Unico (otimizado), para caracterizacdo de tecido normal e
neoplasico em animais e humanos in vivo (SILVEIRA JR et al., 2004).
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3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é estabelecer critérios de diferenciacdo diagndstica
em Cervicite Crbnica, LGSIL e HGSIL em material de biopsia de colo de Utero, de
pacientes com atipias (ASC-US e ASC-H) e lesbes (LGSIL e HGSIL), rastreados na
colpocitologia oncotica utilizando a técnica de Espectroscopia de Fluorescéncia

Induzida por Laser, em comprimento de onda 488 nm.
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41 AMOSTRAS

As amostras utilizadas neste trabalho foram constituidas por 97 biopsias,
realizadas em 32 pacientes residentes no municipio de Fernandépolis - SP, todas
provenientes das Unidades Basicas de Saude, Unidades de Saude da Familia e do
Centro de Atendimento a Doencas Infecto-Contagiosas e Parasitarias de
Fernandopolis (ANEXO A).

As pacientes apresentavam idade entre 18 e 65 anos, com vida sexual
ativa, e colpocitologia oncética, com atipias ASC (ASC-US, ASC-H) e SIL (LGSIL e
HGSIL). Todas as pacientes foram encaminhadas ao consultério do mestrando para
realizacdo da bidpsias.

42 PROCEDIMENTOS PARA COLETA DOS DADOS

Apds a obtencdo de parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa
da UNIVAP (L208/2005/CEP), as usuarias receberam as orientacdes detalhadas
sobre objetivos e métodos da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Apds consentimento livre e esclarecido, as pacientes foram

submetidas a avaliagéo colposcopica e bidpsia do colo de Gtero.

Para a realizacdo deste procedimento, que € uma rotina em ginecologia,
foi utilizada uma mesa ginecoldgica para posicionamento da usudria, especulo
vaginal descartavel para visualizagdo do colo uterino, pinca de Cheron (porta
algodao) para assepsia, pinca de Pozzi ou pinca de Allis para tracdo do colo e pinca

de Medina para as biopsias (Figura 12).
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Figural2 - Material einstrumental utilizados para coleta das biépsias.

Para a localizacdo da regido ideal para o procedimento, na zona de
transformacgéo, mais precisamente na JEC (juncdo escamo-colunar), foi utilizado o
video-colposcépio (modelo M 900M, n° 0681, marca DF Vasconcelos), binocular,
foco de luz fria, com 3/4/7/13/17 aumentos (Figura 13 A e B). As peca foram imersas
em nitrogénio liquido, para seu rapido congelamento, armazenamento e transporte
(Figura 13 C). Na ocorréncia de sangramento foi utilizado solucao de albocresil, para
cauterizacdo quimica. Este procedimento ja € utilizado rotineiramente, ensejando

desconforto minimo.
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Figura 13- A. Sala de realizagcdo dos exames e coleta das bidpsias, B.colposcépio, C. tambor
de nitrogénio liquido para ar mazenamento e transporte.

No procedimento de rotina, precedendo a retirada de fragmento para
bidpsia orientada pelo colposcoépio, realiza-se a limpeza com algoddao embebido em
soro fisiolégico 0,9%, e procede-se entdo aplicacdo de acido acético de 3% a 5%,
por 3 a 5 min, o que provoca alteracdo na cor e superficie da mucosa, pela
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ocorréncia de modificagbes bioquimicas no ndcleo e no citoplasma das células, que
coagulam as proteinas do nucleo e do citoplasma, brnando-as, de acordo com

Hatch (1989), opacas e brancas.

No presente estudo, foi realizado assepsia com soro fisiol6gico a 0,9%, e
nao houve aplicacdo de &cido acético. De acordo com trabalho de Agrawal et al.
(1999), a aplicacdo de acido acético melhora a sensibilidade da fluorescéncia para
localizar as lesdes aceto-branco e desse modo possibilitar exames in vivo, pois
também propiciaria uma melhor diferenciacdo das alteragdes do colo para retirada
da biopsia. No entanto, Ramanujam et al. (1994) recomendam a realizacdo de
estudos adicionais para avaliar o curso de uma eventual mudanca da fluorescéncia
induzida pelo acido acético. Também néo foi utilizado o teste de Schiller, pois sé&o

conhecidas, no meio cientifico, as propriedades fluorescentes do iodo, base do teste.

As bidpsias foram realizadas em numero de duas no labio anterior e uma
no labio posterior do colo uterino, preferencialmente na regido das criptas cervicais,
ou seja, nos contornos da JEC funcional e atual (HATCH; HACKER, 1998).

Os fragmentos obtidos, a partir da biopsias, foram devidamente
identificadas e armazenados em nitrogénio liquido em um botijao criogénico (marca
Cryometal - DS 18) e transportados até o Laboratério de Espectroscopia de
Fluorescéncia do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da UNIVAP, em Séo José

dos Campos - SP.

No laboratério cada amostra foi excitada em dois pontos, utilizando como
fonte de excitacdo um laser de argbnio (modelo Stabilite 2017), com poténcia de
1,5mW, no comprimento de onda 488nm (azul). Este feixe de luz monocromatico foi
desviado por um prisma, que dirige o feixe para uma lente convergente, acoplando a
extremidade proximal de excitacdo de um cateter de fibras 6pticas (2mm de diametro
total, sendo o didmetro de cada fibra de250 mm). Através da sua fibra central, na
qual a radiacdo laser € acoplada, o cateter incide o feixe laser sobre o tecido
(extremidade distal), e apdés a interacdo (absorcdo), foi emitido um sinal de
autofluorescéncia do tecido, sendo este sinal captado pelas fibras Opticas laterais do
cateter na mesma extremidade distal. A extremidade proximal de coleta do cateter

foi acoplada no espectrografo (Chromex 3100) que dispersa a radiacdo em



comprimentos de onda na faixa de 500 a 700nm, antes passando por um filtro
passa-baixas (comprimentos de onda maiores) com frequiéncia de corte em 500nm,
que absorve o comprimento de onda do laser, sendo entdo detectado pelo detector
do tipo CCD, que converte a radiacdo luminosa em sinal elétrico, este por sua vez

armazenado pelo computador.

Os espectros foram calibrados em comprimento de onda e intensidade por
uma rotina desenvolvida no Laboratério de Espectroscopia de Fluorescéncia

utilizando o software Matlab e plotados utilizando o software Excel.

Laser de Argdnio
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Figura 14 - Diagrama esguematico do espectrofluorimetro com utilizacao de laser de Argonio
(488 nm) para coleta de espectros de fluorescéncia de bidpsias de colo de Gtero.

Os fragmentos da biépsia, ja submetidos a espectroscopia de fluorescéncia,
foram fixados em formol a 10%, rotulados e transportados até a cidade de

Fernandépolis, onde foram preparados e submetidos a exame histopatologico.

A partir dos resultados dos exames histopatoldgicos, os espectros foram
separados em trés grupos, de acordo com o tipo de lesdo encontrada. Os espectros
de autofluorescéncia foram analisados para se estabelecer um critério de

diferenciacdo através dos padrbes observados na espectroscopia, através da



55

comparacdo dos espectros médios dos tecidos, do célculo da razdo e mediarazéo

para cada alteracao presente na biopsia (cervicite cronica, LGSIL e HGSIL).

Visando a analise estatistica e plotagem dos espectros, todos os espectros de
CC, LGSIL e HGSIL foram colocados em planilhas Excel. Os espectros médios de
cada tipo de tecido foram calculados e plotados comparativamente, sendo o eixo das
ordenadas (eixo x) o comprimento de onda e o eixo das abscissas (eixo y) a

intensidade relativa dos espectros.

Com o intuito de diferenciar os trés tipos de alteracdes via diferencas obtidas
nos espectros de fluorescéncia, em funcdo da variacdo de suas intensidades e dos
perfis de emisséo observados, realizou-se o céalculo das razées e médias das razdes
entre a intensidade dos espectros nos comprimentos de onda de 500nm e em
600nm.

Visando determinar se o comprimento de onda escolhido para o calculo da
razao teria capacidade de diferenciacdo, foi realizado o teste estatistico de
Kolmogorov and Smirnov para teste de normalidade (se as amostras obedecem a
distribuicdo normal) e analise paramétrica tstudent, caso dados normais ou Kruskal
Wallis, caso dados ndo normais (ndo paramétricos), para se avaliar o nivel de
significancia entre as amostras de CC com LGSIL, CC com HGSIL, e LGSIL com

HGSIL, utilizando o programa GraphPad InStat.

Utilizou-se um teste estatistico, que compara a presenca ou ndo de doenca,
para calculo da sensibilidade das raz6es de HGSIL, e a especificidade de CC e
LGSIL em relagdo a HGSIL (BEAGLEHOLE; BONITA; KJELLTRON, 2003).
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RESULTADOS
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5 RESULTADOS

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em 97 bidpsias de colo do utero
de 32 pacientes com as alteracfes estudadas, tipo atipias de células escamosas
(ASC-US e ASC-H), lesdes intra-epiteliais escamosas (LGSIL e HGSIL) e carcinoma
invasivo de colo de Gtero, detectadas na colpocitologia oncética. As bidpsias foram

obtidas de pacientes com idade entre 18 e 65 anos, sendo a média de idade 32,8
anos e desvio padrdo de 12,2 anos.

A Tabela 1 mostra as principais alteragcdes encontradas na colpocitologia
oncodtica e os resultados histopatoldgicos obtidos nas bidpsias.

Tabela 1 - Alter agGes obtidas na colpocitologia oncética e r esultados histopatol égicos.

Resultado da Resultado Histopatoldgico
N° de Total de
Colpocitologia
pacientes biépsias CC LGSIL HGSIL
oncotica
ASC-US 22 65* 45 19 01
ASC-H 01 03 00 00 03
LGSIL 05 15 06 09 00
HGSIL 03 11 01 03 07**
CA INVASIVO 01 3 00 01 02
TOTAL 32 97 52 32 13

* desprezada uma biépsia em paciente ASC-US
** em uma paciente de colpocitologia HGSIL foram realizadas mais duas bidpsias, além das trés pré-
estabelecidas
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5.1 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Tabela 2 - Diagndstico histopatoldgico das bidpsias.

Diagnéstico Fragmentos de Biopsia %

S
Cervicite Crbnica 52 54
LGSIL 32 33
HGSIL 13 13
Total 97 100

Dos 97 fragmentos de bi6psia analisados histologicamente, 54% foram classificados
como cervicite cronica, sendo considerados neste estudo como normais. Estes
fragmentos de colo de Utero apresentam como caracteristicas gerais a ectocérvice,
mostrando epitélio escamoso com polaridade mantida, ndcleos com cromatina
monocromética, area focal com leve infiltrado inflamatério predominantemente

mononuclear no corio adjacente e discreta congestéo vascular (Figura 15).

Figura 15- Fotomicr ografia de biépsia de colo de Utero, em corte transversal.
C - epitélio cervical; M - membrana basal; E- matriz extra celular (estroma).
Diagnéstico Histopatoldgico de Cervicite Cronica I nespecifica (H& E, 100x).
Fonte: LAPAT (2006)*

1 LAPAT - LABORATORIO DE PATOLOGIA - Diagndsticos Médicos Patologista Responsével - Dr. P.R.
Grimaldi de Oliveira- Cremesp- 16114 Rua Espirito Santo - 1355 - Fernanddpolis SP.



59

Estes fragmentos de colo uterino mostram ainda discreta hiperplasia com
atipias da camada basal, presenca de discreta hipercromasia dos nucleos destas
células, leve edema e infiltrado inflamatorio crénico no coério adjacente. Nao hé sinais

de malignidade (Figura 16).

- . =
Figura 16 - Fotomicrografia de biépsia de colo de Gtero, em corte transversal.

C - epitélio cervical; M - membrana basal; E- matriz extra celular (estroma),
Diagnéstico Histopatolégico de Cervicite Cronica | nespecifica (H& E, 400x).

Fonte: LAPAT (2006).

Do total de fragmentos analisados, 33% foram considerados como leséo intra-
epitelial de baixo grau, tendo como caracteristicas ectocérvice mostrando neoplasia
intra-epitelial cervical grau | (NIC | - SIL), com discreta hiperplasia basal atipica
envolvendo o 1/3 profundo do epitélio onde se evidencia despolaridade e algumas
células com esboco de coilocitose. No corio adjacente vé-se discreto edema e

infiltrado inflamatdrio mononuclear (Figura 17).
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Figura 17 - Fotomicrografia de bidpsia de colo de Utero, em cortetransversal. C-
epitélio cervical; M - membrana basal; E - matriz extracelular (estroma).
Diagnéstico Histopatoldgico de Lesdo Intra-epitelial de Baixo Grau (NIC 1) -
(H&E, 100x).

Fonte: LAPAT (2006).

Observa-se ainda nestes fragmentos area do epitélio endocervical mostrando
coilocitose, nucleos irregulares, levemente hipercromaticos, envoltos em halo
perinuclear, variacdo de tamanho, formato e disposicdo das células do epitélio
(Figura 18).
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Figura 18 - Fotomicrografia de bidpsia de colo de Gtero, em corte transversal.
Diagndstico Histopatoldgico: Lesdo Intraepitelial de Baixo Grau (NIC I) —

(H&E, 400x).
Fonte: LAPAT (2006).

Lesdo intra-epitelial de alto grau foi detectada em 13% dos fragmentos
analisados, tendo como caracteristicas ectocérvice com neoplasia intra-epitelial grau
lll, atipia e despolarizacdo envolvendo toda a espessura do epitélio, cério adjacente
com discreto infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear (Figuras 19 e

20).

Figura 19- Fotomicrografia de biopsia de colo de Utero, em corte transversal. C-
epitélio cervical; M - membrana basal; E - matriz extracelular (estroma).
Diagnéstico Histopatolégico: Lesdo Intraepitelial de Alto Grau (NIC III) -
(H&E, 200x).

Fonte: LAPAT (2006).
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Figura 20- Fotomicrografia de biopsia de colo de Utero corte transversal. C-
epitélio cervical; M - membrana basal ; E - matriz extracelular (estroma).
Diagnostico Histopatol6gico: Lesdo Intraepitelila de Alto Grau (NIC I11)—
(H& E, 400x).

Fonte: LAPAT (2006).

5.2 ANALISE ESPECTRAL DOS FRAGMENTOS DE BIOPSIA

Cada fragmento de tecido histopatoldgico foi analisado espectralmente por
intermédio da excitacdo em comprimento de onda de 488 nm e coleta do espectro
de fluorescéncia na regido de 500 a 700nm, em duas regifes aleatdrias da amostra,
obtendo-se 194 espectros de fluorescéncia, dos quais 10 espectros foram

eliminados pelo fato de apresentarem “relacéo sinal-ruido baixa”.

Os espectros de fluorescéncia obtidos foram separados em 3 grupos,
dependendo do resultado da histopatologia: 95 espectros de cervicite cronica (CC),
61 espectros de lesdo intra-epitelial de baixo grau (LGSIL) e 28 espectros de lesédo
de alto grau (HGSIL).

Todos os espectros de CC, LGSIL e HGSIL foram carregados em uma
planilha eletrdnica (Microsoft Excel) e os espectros de cada tipo de lesdo foram
entdo plotados individualmente. Observou-se que os espectros dos tecidos CC e
LGSIL apresentaram grande variacdo de intensidade. Porém, ao calcular-se a média

aritmética do conjunto de espectros do mesmo tipo de tecido, notou-se uma
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importante caracteristica: os tecidos CC e LGSIL apresentaram médias com
caracteristicas espectrais semelhantes (Figura 21). Em razdo destes resultados,
optou-se por calcular os espectros médios das 3 atipias separadamente, visando
demonstrar as maiores diferencas espectrais observadas no conjunto de dados, que
posteriormente foram unidas em uma nova planilha eletrbnica onde o eixo “x” € o

comprimento de onda e o eixo “y” a intensidade do espectro.

Analisando os espectros médios da emissédo fluorescente excitada a partir de
488nm, pode-se relatar a existéncia de dois padrdes de espectros médios com perfis
semelhantes (CC e LGSIL), havendo uma pequena variacdo de intensidade nos
pontos entre 500 e 600nm. A partir do comprimento de onda de 600nm, os dois

espectros médios se igualaram numericamente, sobrepondo-se (Figura 21).

Fazendo-se uma andlise das intensidades dos espectros em posi¢coes
especificas, na posicdo de comprimento de onda de 500nm (eixo “x”), obtém-se
valores de 425 u.a. (unidades arbitrarias) para CC e 447 u.a. para LGSIL. Na
posicédo de comprimento de onda 600nm, as intensidades s&o iguais a 136 u.a. para

ambos os tipos de tecidos.

Os espectros médios obtidos com excitacdo em comprimento de onda 488nm,
com a inclusdo do espectro do tecido histologicamente classificado como HGSIL,

séo apresentados na Figura 21.



64

—CC

—LG

—HG

Intensidade (u.a)

0 T T T T
480 530 580 630 680

Comprimento de Onda (n.m)

Figura2l - Espectro médio da autofluorescéncia de bidpsia de colo de Utero com excitacdo de
488nm obtidos de CC, LGSIL e HGSIL.

A intensidade do espectro de fluorescéncia médio do HGSIL, em relagcédo aos
espectros médios de emissdo do CC e LGSIL, no comprimento de onda de 500nm,
apresenta uma consideravel variacdo, sendo os valores obtidos pelo grafico do
HGSIL:808 u.a., em contraste com 425 u.a. para CC e 447 u.a. para LGSIL (ja
apresentados).

A partir do comprimento de onda de 600nm, as intensidades dos espectros de
emissdo meédios (CC, LGSIL e HGSIL) se igualaram, com uma intensidade média
aproximada de 140 u.a. (Figura 21).

Os padrbes espectrais médios dos tipos de tecido CC e LGSIL apresentam
caracteristicas semelhantes, entretanto, o padrédo espectral médio do HGSIL

apresenta uma consideravel diferenca.

Os espectros medios apresentam um vale na regido de comprimento de onda
de 580nm, vale esse que € atribuido a absorcdo pela hemoglobina do sangue
(banda de absorcdo Q) (JOHANSSON, 1993).
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Visando obter uma forma de separar 0s espectros nos trés tipos de tecidos
CC, LGSIL e HGSIL, baseada na diferenca espectral observada nos espectros
médios, foi proposto o célculo da razdo entre as intensidades no comprimento de
onda de 500nm pelas intensidades no comprimento de onda de 600nm dos
espectros de fluorescéncia utilizando o software Excel. Esta razéo foi entdo plotada
em um grafico de espalhamento com o objetivo de evidenciar as possiveis

diferencas nas razdes.
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Figura 22 - Razles entre as intensidades dos espectros médios entre
comprimento de onda de 500 e 600nm.

A andlise do grafico da Figura 22 evidenciou pouca diferenciagdo no valor das
razdes nas alteracdes estudadas de CC, LGSIL e HGSIL. Porém, observou-se uma
tendéncia de agrupamento dos dados do HGSIL com valores de razdo mais altos
gue os espectros de CC e LGSIL (Ndo HGSIL). Com esta informacédo resolveuse

estabelecer um novo algoritmo baseado na média aritmética das razées.

Pelo calculo da média das razfes entre as intensidades no comprimento de
onda de 500nm pelas intensidades no comprimento de onda de 600nm dos trés
espectros (CC, LGSIL e HGSIL), obtiveram-se pontos plotados na Figura 23.
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Figura 23 - Média das razdes entre as intensidades dos espectros médios entre
comprimento de onda de 500 e 600nm. A linha de diagndstico (tracejada) foi
empiricamente determinada em 4,5, separando os espectros médios de CC e LGSIL
do espectro médio de HGSIL

A partir desta figura, pode-se desenhar uma linha que delimita as médias das
razbes dos espectros médios de CC e LGSIL (ndo HGSIL) com os HGSIL, entre
comprimento de onda de 500 e 600nm, observando-se uma nitida separacdo entre
valores obtidos para CC e LGSIL (ndo HGSIL) em com relagédo aos valores obtidos
para HGSIL.

Verifica-se que as médias das razbes de CC e LGSIL (ndo HGSIL) estédo
muito proximas uma da outra, com valores 4,11 e 3,87, respectivamente. Ja o valor
médio da razdo obtido para HGSIL foi de 5,61, ou seja, 36 % acima do maior valor
obtido de CC e LGSIL (Figura 23). Através dos valores das razdes, calculou-se os
valores do desvio padréo para CC = 1,93, para LGSIL = 1,56 e para HGSIL = 1,22.
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Foi aplicado o teste de normalidade Kolmogorow-Smirnov (programa
GraphPad InStat), que pode-se verificar que os valores as razdes apresentam
distribuicdo normal (gaussiana) (p<0,05). O teste t-student (paramétrico) foi aplicado
para testar a hipétese da semelhanca entre os valores das razdes dos trés grupos
(programa GraphPad InStat), onde constatou-se o alto nivel de significAncia das
amostras de CC e LGSIL (Ndo HGSIL), hipotetizando que s&o semelhantes (p=0,2).
Relacionando a média das raz6es de CC e LGSIL com os tecidos do tipo HGSIL, foi
encontrado um nivel de significancia bastante pequeno (p<0,0001) para as duas

razdes, hipotetizando que as amostras possuem caracteristicas diferentes.

[ 5.61

il [

{

Média CC Média LGSIL Média HGSIL

Figura24 - Médias dasrazdesde CC, LGSIL eHGSIL com seus respectivos
desvios padr des.

Pelo comportamento da média das razfes obtidas dos tecidos CC e LGSIL
(ndo HGSIL) em comparacdo com as razdes de todos os espectros de HGSIL, e
tendo a linha de separacdo dos grupos desenhada na Figura 23 como parametro de
diagnostico, obteve -se que 23 pontos estdo localizados acima da linha de separacdo
e cinco casos encontram-se abaixo da mesma. Calculou-se a sensibilidade do valor

das razdes de HGSIL como sendo 82% (Figura 25).
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Figura 25 - Grafico da média das razfes das intensidades dos espectros de CC e
LGSIL erazéo dos espectros HGSIL nos comprimentos de onda 500 e 600nm. A
linha de diagndstico (vide Figura 23) separaos espectros médiosde CC e LGSIL
das razdes dos espectros de HGSI L

Como a cervicite crénica é a alteracao inflamatéria crénica do colo do utero,
muito freqlente, e nao classificada como ASC ou SIL. Demonstrou-se através do
teste de significancia tstudent que as razdes de CC e LGSIL sao iguais, nao

havendo diferenca espectroscopica.

As razOes de CC e LGSIL (ndo HGSIL) foram delimitadas, sendo que as
localizadas abaixo da linha arbitraria foram  consideradas como verdadeiro
negativo,e as razdes acima da linha como falso positivo. Estabeleceu-se com a
utiizacdo de um teste diagndstico que considera a presenca ou ndo de doenca,
gue a especificidade de CC e LGSIL (ndo HGSIL) em relagdo ao HGSIL foi de 60%
(Figura 26).
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Figura 26 - Raz0es entre as intensidades dos espectr os nos comprimentos de onda de
500 e 600nm. A linha de diagndstico separa as razdes dos espectros médios de CC e
LGSIL em falso positivo e verdadeiro negativo, e de HGSIL em verdadeiro positivo e
falso negativo.
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6 DISCUSSAO

Foram encontrados 54% de CC, 33% de LGSIL e 13% de HGSIL de 97
bidpsias de pacientes com atipias e lesdes intra-epiteliais escamosas de colo de

Utero diagnosticadas anteriormente pelo colpocitologia oncética

Nas andlises histologicas das bidpsias, nota-se que ocorre uma perda do
padrao estratificado regular, proporcionalmente a piora da leséo intra-epitelial, com
aumento da proporcdo nucleo citoplasma e grande variacdo quanto a forma e
tamanho, além do aumento da atividade mitética. Sendo outro parametro de
evolucao das lesdes, a medida que se evolui de CC para LGSIL e para HGSIL, é o
comprometimento da camada do epitélio cervical. No acometimento do 1/3 profundo-
LGSIL (NIC I - displasia leve), quando compromete os 2/3 profundo - HGSIL (NIC Il -
displasia moderada) e quando compromete todas as camadas chamamos de HGSIL
(NIC 1lI - displasia grave/carcinoma in situ) (MATTOS, 2006).

Nestas trés alteracdes, a membrana basal esta intacta, isto €, ndo ha invasao
da matriz extracelular. Quando esta invasdo ocorre, € chamado de carcinoma
invasivo, no qual as células tumorais ganham acesso aos vasos sanguineos e
linfaticos, que € a rota para disseminacdo para outros locais (STEVENS; LOWE,
2001).

Apos a excitacdo das amostras de bidpsias com laser em comprimento de
onda de 488nm e a obtencdo dos espectros de fluorescéncia, os espectros foram
separados de acordo como a alteracéo obtida no exame histopatoldgico: CC, LGSIL
e HGSIL.

A média da idade dos pacientes foi de 32,8 anos, reforcando o conceito de
gue a idade de incidéncia de cancer estd diminuindo, e vem cada vez mais
acometendo a populacdo jovem (DERCHAIN et al., 1991). Este fato deve-se ao
aumento da incidéncia de Papilomavirus Humano (LORINEZ et al., 1992). O pré-
cancer e o cancer de colo de Utero podem, no entanto, acometer qualquer idade,
inclusive acima de 65 anos (FAHS et al., 1992). Esta afirmacéo justifica o desvio

padrdo de 12,4 anos em relacao a idade das pacientes dessa pesquisa.

Sabe-se que a colpocitologia oncoética (esfregaco cervico-vaginal) € um

exame de rastreamento, e que necessita de exames comprobatérios, sendo o
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exame histopatolégico que realmente oferece diagndstico. Na colpocitologia oncética
a alteracdo mais frequente e mais prevalente € a ASC-US. A conduta neste caso é
controversa, uma vez que ja pode estar presente qualquer outra alteracdo mais
grave, e que eventualmente pode estar sendo tratada como uma patologia de menor
gravidade. Nesta pesquisa, 68,7% dos esfregacos apresentaram alteragcdes ASC-
US, e destes 69,2% foram diagnosticados como CC, 29,2% como LGSIL e 1,6%
como HGSIL.

Em relacdo as outras alteracdes encontradas na colpocitologia oncética e sua
correspondéncia com o0 exame histopatologico, obteve-se que as alteracbes LGSIL
corresponderam a 40% de CC, 60% de LGSIL e 0% de HGSIL. No estudo de

Nordestron (2001), essa correspondéncia foram respectivamente 51%, 24% e 25%.

Nas citologias HGSIL, a correspondéncia foi 9,1% para CC, 27,3% LGSIL e
63,6% HGSIL, sendo que para Nordestron (2001) esta correspondéncia foi

respectivamente de 16%, 26% e 58%.

Em razdo das discrepancias observadas entre as citologias e sua
correspondéncia histopatologica nas diversas alteracdes e atipias nos trabalhos de
varios autores, o desenvolvimento da espectroscopia de fluorescéncia como um
meétodo diagndstico imediato, seguro, confiavel e eficaz, muito provavelmente traria
diminuicdo dos procedimentos invasivos, fornecendo uma conduta mais adequada e

imediata, evitando, dentre outros, sofrimento humano e custos.

Em relagdo a analise pela espectroscopia de fluorescéncia das pecas de
bidépsias, notouse que na média dos espectros de CC e LGSIL eram muito
semelhantes tanto em intensidade quanto em padrdo espectral, havendo apenas

uma diferenca de intensidade n&o relevante entre 500 e 600nm (Figura 21).

Baseado neste trabalho pode-se afirmar que, em relacdo ao grafico dos
espectros médios da intensidade versus comprimento de onda, ndo é possivel a
diferenciacdo entre CC e LGSIL. Isto provavelmente se deve ao fato de que o
material para bidpsia foi retrado na JEC, ou seja, na transicdo do epitélio
pavimentoso/colunar, onde predomina tecido glandular vascularizado, ocasionando

absorcéo de parte da luz emitida, resultando em espectros de CC e LGSIL proximos.
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Ao excitar separadamente in vivo, tecido do epitélio colunar, escamoso e
lesbes intra-epiteliais, em comprimento de onda de 460nm, Ramanujam et al.
(1996), obtiveram espectros de fluorescéncia de LGSIL e de epitélio colunar

bastante parecidos.

Ao analisar-se conjuntamente os espectros dos trés graficos médios (CC,
LGSIL e HGSIL) resultantes da emissé@o de fluorescéncia nas bidpsias de colo de
Utero, nota-se uma diferenca consideravel do espectro de HGSIL em comparacgao a
LGSIL e CC, sendo que esta variagdo de intensidade € mais importante na regido de
comprimento de onda de 500 a 600nm. No entanto, houve uma diferenciacdo do

espectro médio de HGSIL em relagdo a CC e LGSIL.

Através do valor da razdo das intensidades 500nm e 600nm dos espectros
das alteracdes estudadas, ndo foi possivel uma definicdo diagndstica, pois estas se
mostravam com alto grau de variagdes, inclusive com sobreposi¢cdes, semelhantes

ao trabalho de Ramanujan et al. (1996).

As diferencas entre os espectros CC, LGSIL e HGSIL foram também
analisadas através da média das razdes entre as intensidades dos espectros em
comprimento de onda 500 e 600nm. (Figura 23). Tragando-se uma linha de
separacao pode-se afirmar que as médias das razbes de CC e LGSIL estdo

préximas e abaixo da linha, e que a razdo média de HGSIL esta acima desta linha.

Avaliando-se também a média das razbes dos espectros CC e LGSIL em
comparacédo aos valores da razao de HGSIL (Figura 25), e baseado na linha de
separacao, pode-se afirmar que existe uma capacidade de diferenciacdo de HGSIL

com sensibilidade de 82%.

A especificidade de 60%, foi calculada baseada nas razdes de CC, LGSIL e
HGSIL, delimitada pela linha arbitraria, sendo as razdes de CC, LGSIL e HGSIL,
abaixo da curva considerados verdadeiro negativo e falso negativo respectivamente,
e as razbes de CC e LGSIL acima da curva como falsos positivos, ou seja, pode se
afirmar que 60% das pacientes estdo sadias e a Espectroscopia de fluorescéncia

reafirma esse resultado.

Avaliando-se os espectros médios de todas as alteragBes e notadamente a de

HGSIL, verificou-se um perfil de intensidade diferenciado nos comprimentos de
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ondas entre 500 e 600nm. Esse resultado € embasado por inUmeros trabalhos que
atestam a capacidade da espectroscopia de fluorescéncia de diferenciar lesdes
intra-epiteliais do colo do Gtero, uma vez que variagcdes no padrdo de intensidade e
perfil da fluorescéncia ocorrem em funcdo de aumento da atividade metabdlica dos
fluor6foros NAD(P)H e FAD e colageno, sendo o NAD(P)H presente na mitocondria
0 mais importante deles, alteracOes estas presentes nas lesdes HGSIL (DREZEC et
al., 2001; DREZEC et al., 2001; GEORGAKOUDI et al., 2002; GEORGAKOUDI et
al., 2002; SOKOLOV; FOLLES; RICHARD-KORTUM, 2002; PAVLOVA et al., 2003).

Nesta pesquisa foi possivel, através dos espectros médios da fluorescéncia e
das médias das razdes das trés alteracbes intra-epiteliais, diferenciarem a lesdo
intra-epitelial de alto grau da cervicite crénica e da lesao intra-epitelial de baixo grau.
N&o foi possivel, no entanto, diferenciar cervicite crénica de leséo intra-epitelial de
baixo grau, pois ambas tem perfis semelhantes de emissao nos comprimentos de
onda a partir de 500nm. Estas hipéteses foram confirmadas quando se calculou os
niveis de significAncia dos resultados das razdes de CC com LGSIL, de CC com
HGSIL e LGSIL com HGSIL, utilizando-se o teste estatistico de t-student.

Na &rea médica, essa diferenciacao € oportuna e importante, uma vez que
na CC (benigno), a paciente devera continuar a se submeter a rastreamento por
esfregago cervico-vaginal a cada ano. Na LGSIL, que em 90% das pacientes se
deve a infeccdo por Papilomavirus Humano, a conduta classica € a de seguimento
com colpocitologia oncética de 6 em 6 meses até que a lesdo regrida, o que
normalmente ocorre em 60 a 70% dos casos para Mattos (2006) e em 47% dos

casos para Melkinov et al. (1998), apés 24 meses.

Entretanto, a conduta no HGSIL exige a realizacdo de procedimentos
complementares imediatos, na maioria cirdrgica, uma vez que essa alteracdo pode
ensejar uma NIC I, NIC Il e até um carcinoma in situ, situacdes nas quais condutas

em tempo habil sdo primordiais para a cura.
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A espectroscopia de fluorescéncia se apresenta como um exame rapido e
efetivo, podendo em futuro proximo constituir um meio diagnostico eficaz, evitando
procedimentos muitas vezes agressivos e desnecessarios. A utilizacdo de
espectrofluorimetros com multiplos comprimentos de onda de excitacao,
especialmente nos comprimentos de ondas menores que 488 nm, possibilita uma
melhor diferenciacdo diagnostica, basicamente nos comprimentos de onda que
excitem a autofluorescéncia em 400, 440, 460 e 515nm. Esses comprimentos de
onda s&o conhecidos na literatura como ideais para emisséo de colageno, NADH e
FAD, respectivamente (RICHARD-KORTUN; SEVICK-MURACA, 1996).
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CONCLUSAO
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7 CONCLUSAO

A espectroscopia de fluorescéncia, em comprimento de onda de 488nm,
aplicada ao diagnéstico de alteracdes e lesbes intra-epiteliais de colo de utero, pode
oferecer importante informacao para a diferenciacéo diagnéstica entre a lesao intra-
epitelial escamosa de alto grau (HGSIL), de leséo intra-epitelial escamosa de baixo

grau (LGSIL) e cervicite cronica (CC).

Este trabalho demonstrou diferencas significativas para diagnoéstico de
HGSIL, em comparacdo com CC e LGSIL (ndo HGSIL), pela avaliacdo do perfil
meédio de intensidade dos espectros, bem como da analise da razGes e médias das
razbes entre dois pontos do espectro (500 e 600nm). No entanto, a diferenciacao
entre CC e LGSIL somente pbde ser feita através da analise histopatologica.

Esta possibilidade indica a necessidade de realizagdo de novas pesquisas
visando a determinacdo dos comprimentos de onda ideais para a utilizacdo nos

tecidos cervicais, possibiltando a melhora no resultado diagnéstico para CC e

LGSIL.
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APENDICE A - Comparacéo entre sistema Bethesda, Papanicolaou, sistema

NIC e Displasia

Quadro 1 - Comparacéao entre Sistema Bethesda, Papanicolaou, Sistema NIC, e

Displasia
CLASSES

PAPANICOLAOU
I

Il
/1

/1

v

V

DESCRICAO

Normal

Atipiareativa/
inflamatodria

Atipia suspeita

Atipia com HPV

Displasia leve

Displasia
moderada

Displasia
acentuada

Carcinoma in situ

Cancer invasivo

GRADACAO NIC
Normal
Atipia
Atipia

Atipia, atipia
condilomatosa ou

coilocitética

NIC |

NIC Il

NIC I

NIC I

Cancer invasivo

SISTEMA
BETHESDA

Normal
Normal

ASCUS
SIL de baixo grau
(LSIL)

SIL de baixo grau
(LSIL)

SIL de alto grau
(HSIL)

SIL de alto grau
(HSIL)

SIL de alto grau
(HSIL)

Cancer invasivo

Correspondéncia entre Sistema Papanicolaou, OMS, Gradacéo NIC (Richard) e

Sistema Bethesda.

Fonte: Montenegro; Franco (2006)
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APENDICE B - Condutas Clinicas ap0s o0 exame

CONDUT | SO EXAME
Coalp Jtero

NIC II

NIC 111

Carcinoma escamoso
invasivo
Adenocarcinomain situ
Adenocar cinoma invasivo
Outras neoplagias

malignas

Amostra Negativo
I nsatisfator para
ia neoplasia

Repetir 0 Eep,ag o exame Repetir o ASCUS, HPV, NIC 1,
exame PE5LEND exame apds 6 AGUS, NIC I, NIC Il
imediatamente i meses Carcinoma escamoso
Apoése 3 exames invasivo
negativos feitos Adenocar cinomaiin situ
com intervalos Adenocar cinoma invasivo
delano, repetir Negativo Outras neoplagias
acada 3 anos para malignas
neoplasia

Encaminhar
para
colposcopia

Fluxograma de seguimento de pacientes baseado no resultado de colpocitologia
oncotica
Fonte: Ministério da Saude (2005).
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ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Uik

Fundacio
F@ Valeparaibana de .
Ensino UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIBA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVAP

DECLARACAO

Declaro que o Protocolo n.° L208/2005/CEP, teve o titulo alterado
para “Uso da Espectroscopia de Fluorescéncia, em 488nm, para diferenciacdo
diagnoéstica em bidpsias de colo de utero de pacientes com colpocotologia
atipica”, sob a responsabilidade do Prof. Landulfo Silveira Jr, e encontra-se
aprovado por esta Comissdo de Etica em Pesquisa, conforme correspondéncia
encaminhada a este CEP nesta data.

Informamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de
Pesguise deverd apresentar g este Comitd de $tics um relatnio das atividades
desemvolvidas ne periodo de 12 meses a confar da data de sua aproveglo, em
novenbro de 2005,

A

b0
P LS B

Vi
., e A d
el il J

=

R

FROF, DL LANDULFO SELVEIRA JUNIOR
Presidente do Comit? de Btica em Pesguise da Univap

vy, vy Eifamd, 201 o SRRV A - (P, 10 200000 e AR 1 2) 384T 1200 - WAKE 2D 307 e . Jlalen Pl B2 . B2 wmpon 59
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ANEXO B - TERMO DE AUTORIZACAO INSTITUCIONAL

Autorizagdes Institucionais

J AT 843, 836000 ]-08

4. PREFEITURA DE FERNANDOPOLIS A

www. fgrman dopalis.com, lir

FERNANDOPOLIS
s
' Fermmanddpolis, 14 de Outubro da 2005,

QFICID N° 855/2005 — DMS. |

EMENTA: Autorizacio para utilizacdo das Unidades de Salde para pesquisa.

A DIRETORIA MUNICIPAL DE SAUDE DE FERMANDOPOLIS, por [
intermédio de sou Diredor, o Sr, Dr. AVENOR ESMENIO BIM, vern por meio daste, declarar pam
quaisquer fins que AUTORIEZA, conforme sollcitacio do Sr. Or. ADEMIR BARIANMI RODERQ,
maesirede de hicengenhana, da Universidade do Vale do Paraiba/SP, o use pelo mesmo da
estruiura fisico-funcional das Unidadss de Sadde do Municipio, & ssber: PSF —Caic * Dr, Antonio
Milton Zambom®, Rua Benedita Cruz n® 747, Bemardo Pessuto, PSF "André Malavazzi®, Rua: E n®
12, Cecap, PSF - "Germano Hemandes" - Araguaia, Rua das Arares n® 104, bd, Araguala, PSF -
lpanema: “Carlos Gandolfi®, Fua Airton Mamgues de Souza n® 269, Jd. lpanema, PSF — "Uiragurg”,

Av, Anhanguera n® 577, Uirapuru, PSF — "Paulo Sano”, Rua Pastor Alcides Persira de Souza n®

174, COHU Albing Mininel, U.B.2 Por do Sof — “Or. Gercine Mazzl®, Av. Pedro Ferrar n® 1585, Jd.

Por do Sol, U.B.S "“Walinedes Baraidi®, &v. da Saudade n® 1011, M, Flanalio, U.B.S Brasidandia:

Or. Atexandre Zilenoviski®, Av. Carlos Barozi N® 515, Brasiandia, U.B,S * Antonio Santilho” Cohab, |
| Av. Pauling M. Duran n* 318 Cohab Antonto Brandind, L.8.5 Brasitania, nua das Ameénicas n® 765 - |
cenro, Distrito de Brasitnia, U.B.S " Jo=d Verissimo de Mendonga Filho®, Rus Pemembuco n®
728, Jardim Guanabara, para ‘0 uso da Espectroacopis de Fluorescéncis para diferenciacio
diagndstica em bidpsia de colo uterino de pacientes com colpocitologia atipica®.

Diretor Municipal de Saide

.,

-

H!‘.I_H': Run Sie Paula o" 1680 - Centro - Fone/Fax: (17) 3465 HI'IH - CEP [5680-000 Ferpandapelis - 5P
PACO: Rua Bahia n* 1264 - Centro - Fone (E7) 3442-2177 - Fux {17) 3442-2420 - CEP 15600-000 - Fernandipolis - 5P



ANEXO C - CADIP

N

SEDE: Rua Sag Poulo n® 1680 - Centro - Fone/Fax: (17) 3465-4500 - CEP 15608-000 - ["i-ruurl:ll;[mii.q

PACO: Rua Bahia n* 1264 - Centro
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e B
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www. iernundopolis,com. br

FERH.IH

89

PRLFEITI 'RA DE FERNANDOPOLIS /q@

5

ol wdp e TP AT

Fermandorolis, 14 de Outubro de 2008,
OFICIO N. 556/2005 — DMS

EMENTA: Autorizacdo para utilizagdo fisicofuncional do CADIP para pesguisa.

A Diretoria Municipal de Sadde de Fernanddpolis, por
intermé&dio de seu Diretor, o Sr. Dr. Avenor Esmenio Bim, & o Sr. Dr. Marcio César
Reino Gtaggini, médico-chefe-coordenador do CADIP — Centro Atendimento a
Doengas Infecto-Contegiosas @ Parasitdrias, vem por meio deste, declarar para
guaisquer fins gue awtorizam, conforme solicitaggo do Sr. Dr. Ademir Bartanni
Roderc, mesirado de Bicengenharnia, da Universidade do Vale do Paralba/SP, o
uso pelo mesmo da estrutura fisico-funcional do CADIF — Centro de Atendimento
a Doencas Infecto-Contagiosas e Parasitarias, para desenvolvimento de suz
pasquisa intitulada: 'O° vso da Espectroscopia de Fluorescéncia para
diferenciacio diagndstica em bidpsia de colo uterine de pacientes com
colpocitologia atipica’.

- Atenciosaments,

REING GAGGINI

DR, AVENOR ESMEMO BiM ijF\::El
Dirator Municipal de Satide égx»cr; nador

e

= Fone (17) M42-2177 - Fax (17 34422420 - CEP 15600-000 - Fernandapalis - 5P



90

ANEXO D - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1. IDENTIFICACAO DA PESQUISA

Titulo da Pesquisa : O uso da espectroscopia de fluorescéncia, em ? 488
nm, para diferenciacdo diagndstico em biopsia de colo
de utero de pacientes com colpocitologias citologias
atipicas

Pesquisador : Ademir Barianni Rodero

Orientador: Prof. Dr. Landulfo Silveira Junior

Endereco do Pesquisador: Rua Rio de Janeiro , n° 2055, Centro
CEP: 15600.000 Fernandépolis/SP

Telefone do Pesquisador: (17) 3442-3266

2. INFORMACOES AOS SUJEITOS DA PESQUISA

Vocé esta sendo convidada a participar de uma pesquisa sobre um exame do
colo do utero.

Nés estamos preocupados em estudar este assunto, pois o cancer de colo de
Utero € o terceiro tipo de cancer mais comum entre as mulheres no Brasil. O cancer
do Utero é a quarta causa de morte por cancer entre as mulheres.

O Papanicolaou € o exame usado no Brasil para descobrir o cancer de colo
de utero ainda no comeco, tornando o tratamento mais facil e com resultados
melhores. As mulheres de 25 a 59 anos devem realizar este exame 1 vez por ano, e
apos 2 exames pode realizar a cada 3 anos.

O resultado deste exame pode mostrar que a mulher ndo tem nenhuma
alteragcéo, ou que ela tem cancer e ainda mostrar que ela tem algumas alteracoes,
gue pode ser apenas uma inflamacao ou ja estar caminhando para um comeco de
cancer.

Neste caso, destas alteracdes o Ministério da Saude orienta 0 médico para
esperar 6 meses e pedir outro exame de Papanicolaou para a mulher, neste
momento vocé esta nesta condicao.

Acreditamos que seja importante pesquisar e descobrir formas faceis, que
causem pouco desconforto para a mulher e permita descobrir logo se esta alteracao

do colo do utero € apenas uma inflamacgéo ou pode ser um comeco de cancer.



91

E isso que estamos querendo pesquisar, € por iSso estamos convidando
varias mulheres para participarem da pesquisa. Queremos deixar claro que vocé tem
toda liberdade de se recusar a participar e garantimos que isso ndo lhe trara
prejuizos na assisténcia médica na sua unidade de saude.

Caso resolva participar, eu farei uma bidpsia do colo do seu utero. A biépsia é
um exame, de rotina, em que voceé fica na mesma posi¢cao do exame Papancicolaou.
Depois que a mulher esta nessa posi¢cdo, o médico tira um pequeno pedaco do colo
do utero.

A mulher ndo precisa tomar anestesia, ela ndo sente dor, apenas um pequeno
desconforto. Pode ser que apds a bidpsia vocé tenha um pequeno sangramento,
neste caso o médico coloca um tampao na vagina, e apos 2 a 4 horas, a propria
mulher o retira.

Este pedacinho do colo do uUtero das mulheres que concordarem em participar
da pesquisa sera levado para a Universidade do Vale do Paraiba, em Sao José dos
Campos/SP onde sera examinado em um aparelho novo.

Depois disto, os “pedacginhos” do colo do utero das mulheres serdo trazidos
de volta para Fernanddpolis e serdo novamente examinados.

Esclarecemos que participando deste estudo vocé ndo terd& nenhum ganho
financeiro e também gasto. Todas as despesas correrdo por nossa conta, inclusive o
passe de Onibus para vocé vir ate a clinica para fazer a biopsia.

Em caso de qualguer problema causado pela biopsia vocé tera direito a
tratamento médico e medicamentos gratuitamente até que se resolva o problema.

Garantimos que seu nome nao sera divulgado, divulgaremos apenas os resultados
da pesquisa, mas sem mencionar os nomes das mulheres que participarem.

Apls 0s exames vocé serd comunicada sobre o resultado e se necessario
sera encaminhada para o tratamento adequado.

Vocé tera direito a esclarecer as duvidas, em qualquer momento da pesquisa.
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3. IDENTIFICACAO E CONSENTIMENTO DO SUJEITO

RG N , abaixo assinado, apés ter recebido as
informacgdes sobre a realizacdo desta pesquisa, concordo em participar da mesma
tendo garantido os meus direitos abaixo relacionados.

1 - O direito de receber resposta a qualquer pergunta ou duvida sobre o contetudo
da pesquisa.

2 - O direito de deixar de participar da pesquisa a qualguer momento, sem prejuizo
futuro.

3 - O direito de néo ser identificado e ter minha privacidade preservada.

4 - O direito de que se existirem gastos adicionais estes serdo incluidos no
orcamento da pesquisa.

Declaro que tenho conhecimento dos direitos acima descritos e consinto em me

submeter e participar da pesquisa, realizada pelo pesquisador que subscreve o
termo.

Para os casos de pacientes analfabetas, semi-alfabetizadas ou portadoras de

deficiéncia auditiva ou visual.

Dr. Ademir Barianni Rodero

Fernandépolis, ............... AE i de i,





