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ESTUDO DO COLO UTERINO POR ESPECTROSCOPIA
FT-RAMAN

RESUMO

A liberdade e a independéncia feminina, associadas ao uso de anticoncepcionais
orais, permitiram aumento no nUmero de parceiros sexuais, contribuindo para o aumento
nas taxas de DST associadas a neoplasias intra-epiteliais do colo uterino (NIC). A infeccéo
do colo uterino por HPV pode apresentar-se nas formas clinica, sub-clinica e latente,
muitas vezes de dificil diagndstico. Este pode ser redlizado através de exame
citopatol 6gico, seguido de colposcopia e bidpsia dirigida. A Espectroscopia FT-Raman
surge como uma nova técnica de diagnéstico e tem permitido a caracterizagdo dos
componentes moleculares presentes em tecidos bioldgicos. Este estudo objetivou obter
espectros de mucosa de colo uterino, normais e alterados visando identificar diferencas
espectrais através da Espectroscopia FT-Raman Visou também comparar esses resultados
aos diagnosticos histopatol 6gicos das amostras. Foram analisados 78 espécimes teciduais,
coletados de 71 pacientes, permitindo a obtencdo de 300 espectros Raman. Para esse fim
utilizou-se o Espectrometro RFS 100 Bruker®, associado ao laser de Nd:YAG, com
poténcia méxima de 300mW e poténcia gjustada de 132 mW na amostra. Foram realizadas
300 varreduras em cada amostra, com resolucdo espectral de 4cmmit. Os resultados obtidos
permitiram observar que a Espectroscopia FT-Raman caracterizou 0s componentes
moleculares dos distintos tecidos analisados com 8,54% de sensibilidade e 82,1% de
especificidade entre tecidos normais, cervicite e NIC |. Assm, os resultados obtidos nas
condicbes experimentails sugerem que a Espectroscopia FT-Raman pode ser um
importante instrumento no diagndstico de patologias em colo de Gtero num futuro
préximo.

Palavras-chaves. Espectroscopia FT-Raman, HPV, colo uterino.



STUDY OF THE UTERINE CERVIX BY FT-RAMAN SPECTROSCOPY
ABSTRACT

The freedom and independence of women, together with the use of ora
contraceptives, have led to an increase in the number of sexua partners and a consequent
increase in the prevalence of sexually transmitted diseases associated with intraepithelial
neoplasms of the uterine cervix (CIN). Infection of the uterine cervix with HPV can be
divided into clinical, subclinical and latent forms, which are often difficult to diagnose.
This diagnosis can be made by cytopathol ogical examination, followed by colposcopy and
guided biopsy. The advent of a new diagnostic technique, FT-Raman spectroscopy, has
permitted the characterization of molecular components present in biological tissues. The
objective of the present study was to obtain spectra of normal and altered cervical mucosa
in order to identify spectral differences by FT-Raman spectroscopy. In addition, these
results were compared to the histopathological diagnoses of these samples. Seventy-eight
tissue specimens collected from 71 patients were analyzed. A total of 300 Raman spectra
were obtained with a Bruker® RFS 100 spectrometer coupled to an Nd-YAG laser with a
maximum power of 300 mW and a power adjusted at the sample of 132 mW. For each
sample, 300 scans were performed at a spectral resolution of 4 cit. The results showed
88.54% sensitivity and 82.1% specificity of FT-Raman spectroscopy in the
characterization of the molecular components of normal tissues and specimens with
cervicitis and CIN 1. In conclusion, the results obtained under the present experimental
conditions suggest that Raman spectroscopy might become an important tool for the
diagnosis of uterine cervical diseases in the future.

Key words: FT-Raman spectroscopy, HPV, uterine cervix.
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1 Introducéo

O carcinoma invasivo do colo uterino é o mais comum dos canceres do mundo. Nos
paises em desenvolvimento € também a principal causa de morte em mulheres com idade
entre 35 e 45 anos ALFREDO NETTO, 2002). Constitui verdadeiro problema de salide
publica no Brasil, visto que, a grande maioria dos casos € diagnosticada em fase avancada,
levando a custos terapéuticos elevados e baixa possibilidade de cura (CORDEIRO, 2005).

A infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) tem sido descrita como um co-fator
relevante para a ocorréncia do carcinoma do colo uterino. Em relagdo a epidemiologia da
infeccdo por HPV é importante salientar que a infecgdo por esse virus pode ocorrer em trés
formas distintas. clinica, subclinica e latente (BORGES et al., 2004). Os HPVs sdo virus da
familia Papovaviridae, capazes de induzir lesdes de pele ou mucosa, as quais mostram um
crescimento limitado e habitualmente regridem espontaneamente. Existem mais de 200
subtipos diferentes de HPV. Entretanto, somente os de ato risco estéo relacionados a
neoplasias malignos (INCA, 2006).

Os tipos oncogéni cos do papilomavirus (HPV) tém papel fundamental na etiologia do
carcinoma epidermdide da cérvice uterina e suas lesdes precursoras: as neoplasias intra
epiteliais cervicais (NICs). Também pode ser imputada a acdo do HPV, a maioria das

anormalidades citol gicas encontradas nos exames de Papanicolaou (SARIAN et al., 2003).

A integracdo do genoma de alguns tipos de HPV (16,18,31,35) com 0 genoma da
célula hospedeira é que leva a formagdo de |esdes pré neoplasicas e neoplasicas, dependendo
de co-fatores como o estado imunoldgico, ainfeccdo pelo herpes virustipo I, a clamidiase, a
vaginose bacteriana, o tabagismo, a deficiéncia de vitamina C e 0s agressores trauméticos ou
infecciosos. Esses fatores facilitam a carcinogénese, porque o HPV por s SO, ndo € capaz de
induzir neoplasia (JACYNTO et al., 1999).



O cancer de colo uterino normalmente leva muitos anos para se desenvolver, em
média 7 a 10 anos, sendo que a maioria dos casos apresenta-se em mulheres que nunca
fizeram um exame preventivo ou o fizeram héa cinco anos ou mais (MELO, 2006).

A histéria natural do carcinoma do colo uterino pode ser dividida em trés fases. a
primeira quando esta presente a infeccdo pelo HPV, sem outras manifestacOes detectavels; a
segunda quando j& estdo presentes alteracBes morfoldgicas das células epiteliais do colo,
neoplasia intra-epitelial (NIC), chamada de lesdo precursora; a terceira quando a lesdo
atravessa a membrana basal do epitélio, caracterizada por carcinoma invasivo (ZEFERINO,
2002).

A deteccdo precoce das lesdes precursoras da neoplasia cervical e sua erradicacdo é
gue permite o declinio dos indices de carcinoma invasivo. Na maioria dos paises em
desenvolvimento, rastreamentos citol 6gicos ndo sdo vidvels para grandes populacdes, devido
ao baixo nivel de qualidade dos exames. Por isso, outras técnicas, como a colposcopia e a
histologia somaram-se a citologia melhorando sua sensibilidade e especificidade tornando-
se, 0s trés métodos, em conjunto 0 “padréo ouro” de rastreamento do cancer cervical nos
paises desenvolvidos (ALFREDO NETTO, 2002).

A colposcopia, para De Palo 1996, é indispensavel para o diagnostico de infeccéo
sub-clinica por HPV, e permite avaiar o tipo e a extenso da lesfo. E ainda fundamental para
a bidpsia dirigida, mas néo € adequada para diferenciar infeccdo por HPV de neoplasia intra
epitelial do colo (NIC).

Como o diagnostico definitivo ndo € dado somente pelo exame de Papanicolaou, e a
adicdo de novas técnicas como a colposcopia e histologia, apresentam ato custo, é
imperativo pesquisar novos caminhos para a detecgdo do carcinoma de colo uterino. Dentre
as novas técnicas para deteccéo do cancer de colo, objetivando minimizar as desvantagens da
bidpsia convencioral, a biopsia éptica foi 0 méodo utilizado nesta pesquisa. Consiste na
utilizaggdo da luz do laser, permitindo obter informagdes morfolOgicas, estruturais e

moleculares da mucosa.



Este estudo teve por objetivo a caracterizacdo, através da Espectroscopia FT-Raman,
das vibragdes moleculares em tecidos do colo uterino humano, visando detectar e identificar

alteracdes bioquimicas, que freqiientemente acometem esse tecido.



2 Revisdodeliteratura

2.1 Anatomia do colo uterino

O utero de uma mulher ndo grévida € um 6rgdo muscular oco, piriforme, de paredes
espessas, localizado entre a bexiga e o reto. Tem de 7 a8 cm de comprimento, 5 a 7 cm de
largura e 2 a 3 cm de espessura. Projeta-se normalmente para cima e para frente sobre a
bexiga urinaria. Compdem-se de duas porgdes principais, dois tercos superiores expandidos

(corpo) e o terco inferior, cilindrico (denominado colo do Utero) (KEITH, 1994).

O colo uterino é dividido em por¢do vaginal (ectocérvix) e endocérvix. A porcéo
vagina é visivel a olho nu, a0 exame vaginal, sendo coberta por epitélio escamoso
estratificado n&o queratinizado continuo com a cupula vaginal. O epitélio escamoso converge
centramente para uma pequena abertura denominada orificio externo, conforme esguema
representado na Figura 1L Na nulipara esse orificio esta praticamente fechado (ROBBINS,
2005).

Figura 1l Esquema representativo do colo uterino (ARAUJO, 1999)



Ainda de acordo com esse autor em uma posi¢ao cranial ao orificio encontra-se a
endocérvix, que é revestida por um epitélio colunar secretor de muco; esse epitélio mergulha
no estroma subjacente, formando criptas (géandulas endocervicais). O ponto no qua o
epitélio escamoso e o epitélio colunar miilleriano encontram-se é denominado jungdo escamo
colunar (JEC).

Figura 2 Imagem de colo uterino normal (ARAUJO, 1999)

2.1.1 Juncao escamocolunar

Esse ponto fixo onde os epitélios colunar e escamoso juntantse € chamado de juncéo
escamocolunar original. O epitélio colunar € de localizacdo endocervical e o epitélio
escamoso ectocervical. A JEC é fixa, porém move-se em relagcdo a todo o colo quando a
eversdo do epitélio colunar endocervical ocorre, como acontece durante a adolescéncia e a
gravidez (SINGER, 2002).

Essa é aregido de maior incidéncia do tipo histolégico mais comum de cancer do colo
uterino, o adenocarcinoma de células escamosas. Por esta razéo € importante que a JEC sgja

alcancada durante a coleta do material para 0 exame de Papanicolaou A juncdo



escamocolunar, em um colo padr&o, encontramse sobre o orificio anatdmico externo do colo
uterino (Figura 3). Quando a JEC é dedocada para fora, fala-se de ectopia ou ectropio.
Quando ocorre 0 deslocamento para dentro do caral, denomina-se entropio ou entropia
(LIRA NETO, 2000).

Figura 3 Esguema representativo dajuncgéo escamocolunar (ARAUJO, 1999)

Em aguns fetos, a area entre o epitélio colunar original e o epitélio escamoso é
tomada por um terceiro tipo de epitélio o metaplasico original, presente também em ouros
periodos na vida da mulher (a adolescéncia e a gravide?), nos quais a cérvix esta sujeita as
mudancas hormonais que induzem &s modificacbes epiteliais. E como se as mudangas
hormonais resultassem na exposi¢ao do epitélio colunar a um meio vaginal é&cido, que parece

ser estimulador para a transformacéo metapléasica (SINGER, 2002).

Esse epitélio passa por um processo de transformacdo, até converter-se em epitélio
escamoso maduro, produtor de glicogénio, contendo basicamente as mesmas caracteristicas
morfol dgicas do epitélio escamoso original. Esse processo chamado de metaplasia escamosa,
inicia-se através da hiperplasia das células subcilindricas de reserva que, por um processo de
“ateracdo do dicionario genético”, passam a diferenciar-se em células escamosas imaturas,

com resquicios de células glandulares (vacuolizacdo) possuidoras de nucleos muito parecidos



com os das células endocervicais, até alcancarem a completa maturidade. Nesse estégio, a
diferenciacdo dessas células com as células escamosas originais € muito dificil. Caso ocorra
infeccdo por HPV, pode resultar um epitélio displasico (Figura 4). Na colposcopia, a
metaplasia € observada como a terceira mucosa ou zona de transformagdo normal CIRA
NETO, 2000).

Figura 4 Zonade transformac&o normal - &rea de metaplasia (ARAUJO, 1999)

Esse mesmo autor comenta que o ided seria que todas as mulheres apresentassem
um olo uterino padréo, JEC em zero e auséncia de zona de transformacéo, pois é nessa
regido gque os agentes oncogénicos encontram substrato ideal para malignizag@o, isto €, um
epitélio imaturo, em transformacdo metaplésica, com mitoses freqlentes e células
toti potentes, com caracteristicas embrionarias e sem funcdo bem definidas.

2.2 Histologia e citologia do colo uterino normal

As cédlulas superficiais normais do epitélio cervico-vagina sdo oriundas de células
profundas do mesmo epitélio por divisio celular e progressiva maturagdo. Todas as células
superficiais, intermedidrias e profundas, originadas de um epitélio higido sdo muito

semelhantes entre si. As variagbes da afinidade tintorial da espessura e morfologia



citoplasméatica sdo minimas quando comparadas entre elementos da mesma camada (Figura
5). Assim também s30 0s nlcleos apresentando contorno, forma, tamanho e afinidade
tintorial semelhantes caracterizando um epitélio normal (LIRA NETO, 2000).

Todas as células tém como estrutura basica: a membrana celular que € composta por
dupla camada lipidica representada pelos fosfolipidios, colesterol e glicolipidios e contém
também proteinas especializadas em associacdo com carboidratos de superficie. O liquido
intracelular, o citosol, que contém muitas enzimas essenciais e metabdlitos as organelas e o
nucleo, que contém o DNA cuja estrutura basica sdo os acidos nucléicos e os nucleotideos
(STEVENS, 2001).

Figura5 Citologiado colo normal (ARAUJO, 1999)

Histologicamente, o colo uterino difere do corpo do Utero por ser formado
predominantemente, por tecido conjuntivo, em detrimento das fibras musculares. A vagina e
a ectocérvice sdo revestidas por epitélio pavimentoso estratificado, altamente influenciavel a
acOes horménio, apresentando na mulher em idade fértil, inimeras camadas. Num corte
histolégico da mucosa ectocervical (Figura 6), a medida que as células se afastam da

membrana basal, o citoplasma aumenta de tamanho adquirindo formato poligoral quase



transparente e nucleo diminuido. Na superficie epitelial os nicleos tornam-se puntiformes,
intensamente corados (nulcleos picnéticos) e cromatina indistinta A endocérvice esta
revestida por epitélio colunar simples, muciparo, raramente ciliado, com saliéncias e
reentrancias da mucosa endocervical aparentando formagdes glandulares (Figura 7). Este

epitélio cilindrico é responsavel pela producdo do muco cervical (LIRA NETO, 2000).

Figura 6 Histologiado epitélio escamoso normal (ARAUJO, 1999)

Figura 7 Histologiado epitélio glandular normal (ARAUJO, 1999)



2.3 Citologia do colo uterino anormal

2.2.1 Alteracdesinflamatorias

No inicio da menarca, a producdo de estrogénios pelo ovéario estimula a maturacéo da
mucosa escamosa vagina e cervical. Quando essas células se desprendem do epitélio, seu
contelido de glicogénio fornece subdrato para 0s microrganismos aerébios e anaerdbios
endégenos da vagina e também para estreptococos, enterococos, Escherichia coli e
estafilococos. O crescimento das bactérias produz queda no PH da vagina. A endocérvix
exposta é sensivel a essas mudangas quimicas e a flora bacteriana, respondendo por meio de
alteragbes que incluem a proliferacdo das células de reserva, a qua leva a metaplasia
escamosa. Esse processo de transformagéo de revestimento colunar para escamoso, também é
desencadeado por traumas e por outras infec¢des que ocorrem durante o periodo reprodutivo.
Podendo haver a formacdo de cistos mucosos (cistos de Naboth), e esse processo esta
associado a um infiltrado inflamatério composto de uma mistura de leucécitos
polimorfonucleares e células mononucleares, sendo que quando O processo é mais intenso
pode levar a perda do revedimento epitelia (erosdo) ou a um reparo epitelial (atipia
reparadora). Todos esses componentes caracterizam a cervicite cronica. Algum grau de
inflamagdo cervical pode ser encontrado em praticamente todas as multiparas e em muitas
mulheres adultas nuliparas, sendo em geral com pouca importancia clinica (ROBBINS,
2005).

As nuances celulares da inflamac&o, caracteristicas de qualquer agente inflamatorio,
SO sdo visualizadas no esfregago corado pelo Papanicolaou (Figura 8). Segundo Lira Neto,

2000, esses esfregagos caracterizam-se por:

1- aumento numérico de polimorfonucleares neutrofilos e ou mononucleares
(histiocitos, linfocitos e plasmocitos), que podem conferir ao esfregaco um padrdo purulento,

gualificando a amostra como insatisfatoria;



2- ateragdes celulares como falsa eosinofilia, anfofilia ou policromasia, vacuolizagéo
citoplasmética, perda da nitidez das bordas citoplasméticas, inclusdo citoplasmatica de

leucocitos, bactérias e restos celulares, cariomegalia, hipercromasia e multinucleacéo.

Figura8 Citologiainflamatoria (ARAUJO, 1999)

2.2.2 AlteracOes epiteliais escamosas atipicas

O rastreamento com o esfregago Papanicolaou € muito eficaz na prevencdo do cancer
cervical, porque a maioria dos canceres € precedida por uma lesdo pré-cancerosa. Os pré
canceres cervicais ja foram classificados de diversas maneiras, displasias, carcinoma in situ,
neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) ou ainda lesfo intra-epitelial de baixo e ato grau,
sendo que todas classificagOes referem-se a lesBes ndo invasivas, porém com epitélios
atipicos (ROBBINS, 2005).

Em epitélios atipicos, onde existem alteractes nucleares e citoplasmaticas, a medida
gue aumenta o grau de atipia, aumenta o grau de alteracOes arquiteturais. Segundo Lira Neto

2000, tais alteracfes sdo citologicamente classificadas em:

- Displasias leves ou lesfo intra-epitelial escamosa de baixo grau (Figura 9);



- Digplasias moderadas e graves ou lesdo intra-epitelial escamosa de alto grau
(Figuras10 e 11);

- Carcinomain situ (Figura12),;

- Carcinoma invasor, tanto de origem escamosa quanto glandular.

Figura9 NIC | - Displasialeve- (ARAUJO, 1999)

Figura 10 NIC Il - Displasia moderada (ARAUJO, 1999)



Figura 12 Cainsitu - Displasia grave (ARAUJO, 1999)

Conceito introduzido em 1988 com a criagdo do sistema Besthesda de classificagéo
citologica em reunidgo do Nacional Cancer Institute Workshop, as atipias de células de
significado indeterminado (ASCUS), sdo anormalidades em células epiteliais escamosas,
mais severas que modificacBes inflamatérias e/ou regenerativas, porém menos que as
necessarias para diagnéstico definitivo de lesdo intra-epitelial escamosa (Figura 13). Segundo
LiraNeto, 2000 cerca de 6 a 8% das pacientes com ASCUS tém de fato, uma lesdo escamosa

de grau leve (LSIL). Ta lesdo caracteriza-se por crescimento nuclear atingindo duas a trés



vezs 0 tamanho original do ndcleo de uma célula intermedidria normal, discreta
hipercromasia, variagdo da forma nuclear, dém de discreta irregularidade da membrana

nuclear.

Figura 13 Atipias de significado indeterminado em células escamosas (ARAUJO, 1999)

2.2.3 AlteracBesepiteliais glandulares atipicas

Ainda de acordo com Lira Neto 2000, as alteracdes de significado indeterminado em
células endocervicais (AGUS), também sdo modificagdes morfoldgicas que excedem as
alteracbes inflamatérias, sem preencher as caracteristicas de malignidade, podendo
apresentar desde alteragdes celulares minimas até adenocarcinomain situ (Figura 14), sendo,

portanto atipias citoldgicas inconclusivas



Figura 14 Atipias de significado indeterminado em células endocervicais (ARAUJO, 1999)

2.3 Higtologia do colo uterino anormal

Segundo Lira Neto, 2000 na presenca de clamidia, HPV ou candidose crbnica, 0
estroma do colo uterino apresenta-se com rico infiltrado mononuclear, observando-se

linfacitos, plasmocitos e histiéeitos mononucleares, caracterizando cervicite (Figura 15).

Figura 15 Histologiainflamatéria (ARAUJO, 1999)



As células epiteliais superficiais das lesbes HPV induzidas geramente exibem
hipercromasia e aumento do tamanho do nucleo, representando o efeito citopatico do virus.
As dteracfes nucleares podem estar ou ndo acompanhadas de halos citoplasméticos, e as
células epiteliais inferiores podem apresentar poucas alteragcbes. A NIC | contém com
fregiiéncia uma grande quantidade de acido nucléico do papilomavirus (ROBBINS, 2005).

Figura16 NIC | - Lesio intra-epitelial escamosa de baixo grau (ARAUJO, 1999)

As lesdes intra-epiteliais de ato grau caracterizamse por ateragdes mais graves da
diferenciacdo e da polaridade celular e a medida que o grau da ateracdo celular avanga, 0

epitélio perde a capacidade de se diferenciar nos seus trés estratos funcionais.

As lesdes intra-epiteliais de ato grau podem ser denominadas: NIC 11, NIC 111 e CA
in situ. NaNIC II, Figura 17, os dois tercos internos do epitélio sdo constituidos por células
basais atipicas, enquanto que nas NIC Ill (Figura 18) o epitélio apresenta-se com pequeno
potencia de diferenciacéo, toda sua espessura sendo constituida por células basais atipicas,
com freglientes mitoses atipicas, restando apenas uma pequena faixa superficial de células
com morfologia parabasal. Quando toda a espessura do epitélio esta constituida por células

basais acentuadamente atipicas com mitoses atipicas, que podem se estender aé a superficie



dessa camada, falamos em Carcinoma in situ, que pode ser observado na Figura 19 LIRA
NETO, 2000).

Figura 17 NIC I - Les3o intra-epitelial escamosa de alto grau (ARAUJO, 1999)

Figura 18 NICIII - LesBes intra-epiteliais escamosas de alto grau (ARAUJO, 1999)
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Figura 19 Cain situ - LesBes intra-epiteliais escamosas de alto grau (ARAUJO,1999)

2.4 Caracteristicas das células neoplasicas

As células neopl ésicas caracterizam-se pelo incremento do materia nuclear, aumento
da relagdo nucleo/citoplasma que pode chegar a 1:1 em vez do norma 1:4 ou 1:6. Observa-se
ainda maior atividade mitética, distribuicdo anormal de cromatina e falta da diferenciacéo
celular com progressiva perda da maturacdo celular. A proliferacdo destas células
indiferenciadas resulta em grande atividade metabdlica, caracterizada histologicamente pelo
agrupamento e pela desorganizagdo celular (MAHADEVAN-JANSEN; RICHARDS-
KORTUM, 1996). Em nivel citoplasmético, ocorrem modificagbes como o aumento da taxa
metabdlica, com conseqliente aumento da glicolise aerdbica e do consumo de oxigénio.
Obsarva-se também, captacdo de grandes quantidades de aminoacidos, muito além das
necessidades das células normais. As perturbacbes em nivel nuclear sdo detectadas pela
grande variedade de tamanho e forma dos nucleos devido a divisdo polipl6ide. A membrana
citoplasmética apresenta uma estrutura quimica diferente, com modificagdes no teor de

polissacarideos provocando perturbacfes funcionais (DOUGLAS, 2000).

As caracteristicas gerais do tecido neoplasico resultam, portanto, de mudancgas
especificas nos &cidos nucléicos, proteinas, lipidios e carboidratos, bem como aumento na

producdo de lactato. Muitas oncoproteinas, que mimetizam atividades das proteinas



citoplasmaticas normais, foram encontradas em células cancerosas. A interacdo DNA-
proteina sofre interferéncias nas transformagfes malignas, assim as proteinas nucleares que
normalmente regulam a replicagdo do DNA ficam alteradas, resultando em proliferacdo
celular. Em resumo, pode-se afirmar que sdo multiplos os marcadores moleculares,
localizados na membrana, no citoplasma, nlcleo e no espaco extracelular usado conp
indicadores de neoplasia. As moléculas marcadoras incluem as proteinas, lipidios, acidos
nucléicos e carboidratos(MAHADEVAN-JANSEN; RICHARDS-KORTUM, 1996).

2.5 Neoplasia do colo einfecgdo por HPV

Atualmente é indiscutivel a associacdo do papilomavirus humano (HPV) com o
carcinoma do colo uterino, como estabeleceu estudo de Walboomers et al., (1999) apud
Zeferino (2002). A partir de 900 amostras oriundas de 32 hospitais de 22 paises da Europa,
Asia, América (Norte, Central e Sul) e Africa, os autores detectaram a presenca de HPV em

99,7% dos casos pela reacdo de polimerase em cadeia (PCR) associada a sorologia.

Apos o diagndstico da infeccdo do colo uterino por HPV, a maioria das infeccfes terd
regressdo espontanea. O tempo necess&rio para que esta regressdo ocorra varia de 6 a 18
meses Algumas mulheres, porém, apresentardo persisténcia de doenca ou progressao,
podendo desenvolver uma lesdo pré-cancerosa. 1sso pode levar anos e depende também de
outros fatores, dentre os quais 0 mais importante € a imunidade baixa. SO certos tipos de
HPV est&o relacionados com cancer cervical. Estes normalmente sdo chamados “tipos de alto
risco”. Ostipos de HPV que causam verrugas genitais externas sdo chamados “tipos de baixo
risco”. E comum que a pessoa seja exposta a mais de um tipo de HPV e a vérios “tipos de
alto risco”. Ainda assm, a maioria das mulheres ndo desenvolve céncer cervical. O cancer de
colo uterino pode ser prevenido se a mulher fizer um exame preventivo a intervalos
regulares. Deste modo, se sdo encontradas alteracfes nas células examinadas, esta mulher

pode ser monitorada e/ou tratada muito antes da progressao para o cancer (MELO, 2006).

A histéria natural do carcinoma do colo uterino pode ser dividida em trés fases. a

primeira quando esté presente a infeccéo por HPV sem outras manifestagBes detectavels;, a



segunda quando se observam alteracGes morfolégicas nas células epiteliais do colo uterino
gue caracterizam as lesdes intraepiteliais, designadas genericamente como lesdes
precursoras ou pré-cancerosas. A terceira caracteriza-se pela presenca de lesdo atravessando
a membrana basal do epitélio, denominada de carcinoma invasivo, fase essa que se ndo
tratada, levara a 6bito (ZEFERINO, 2002).

O HPV pertence a familia dos Papovirus ou Papoviriade, que compreende virus de
DNA e que divide-se em dois géneros: A e B. Os virus A, ou Papiloma Virus, ndo sdo
cultivaveis, replicando-se apenas em células diferenciadas, sendo especificos para cada
espécie. Tém pequeno didmetro (50u), possuindo um genoma com 8.000 pares de bases e
peso molecular de 5,2 x 10,6 dalton O capsidio viral contém 72 subunidades, existindo mais
de 200 subtipos diferentes de HPV. Entretanto, somente os subtipos de alto risco estéo
relacionados a neoplasias malignas. Os HPV sdo classificados em tipos de baixo e de alto
risco de cancer. Assim, os HPV de tipo 6 e 11, encontrados na maioria das verrugas genitais
(ou condilomas genitais) e papilomas laringeos, parecem ndo oferecer nenhum risco de
progressdo para malignidade, apesar de serem encontrados em peguena proporcao de
tumores malignos. Os virus de ato risco (HPV tipos 16, 18, 31, 33, 45, 58 e outros) tém
probabilidade maior de persistir e associar-se a lesbes pré-cancerigenas (DE PALO, 1996;
INCA, 2006).

De acordo com Marcos 1997, nas infecgdes induzidas por HPV achamos uma fase
produtiva e outra ndo produtiva. Na fase produtiva, o HPV é liberado para novas e repetidas
infecgdes, somente apds a morte da célula. Os virus sdo produzidos no nucleo da célula
infectada e reinfectam outras células, sendo chamados de formas infectantes, surgindo dai as
formas clinicas e subclinicas de infeccdo por HPV. Na fase ndo produtiva, a célula ja
infectada, com caracteristicas microscépicas atipicas, reproduz células com o DNA do virus
infectante (HPV) e esse DNA incorpora-se ao genoma da célula hospedeira. As células filhas
ja terdo HPV no DNA de seus cromossomos com bloqueio das fun¢Bes normais da célula
hospedeira, de modo que, a mesma passara a se dividir incontrolada e livremente. As células
com o HPV ja incorporado ao seu DNA, ou sgja, ab seu genoma, ndo S80 mais transmissoras
de HPV e sim atipicas (displésicas ou neoplasicas), perpetuando assim nas suas células filhas

o0 DNA-HPV oncogénico.



Ainda de acordo com Marcos 1997, o HPV pode instalar-se no 6rgdo genital inferior
de forma clinica, subclinica e latente. A infeccéo genital pelo HPV é considerada uma doenca
sexualmente transmissivel, com maior incidéncia entre os 20 e 40 anos de idade, mais
fregliente em individuos com promiscuidade sexual, ou sgja, que tém varios parceiros, ou com

um parceiro que tém varios outros parceiros.

De Palo 1996, considera que as formas clinicas sdo aquelas evidenciaveis como o
condiloma, que pode ser observado a olho nu e por isso ndo apresentam dificuldade de
diagnostico. O termo condiloma acuminado deriva do grego Kondylus, que quer dizer
excrescéncia carnosa, ou tumor, sendo bem conhecido desde a antiguidade, recebendo

vulgarmente a denominacdo de “cristade galo”.

De Pao 1996, refere que

“ os condilomas localizam-se mais nas areas umidas,
particularmente naquelas expostas ao atrito do coito. As
localizagbes mais comuns na mulher sdo nos |abios menores
e no vestibulo, no homem localizamse mais na glande,
prepucio e sulco balano-prepucial, e em ambos 0s sexos nas
regioes anal e perianal. Menos comumente, comprometem a
glande do clitéris, o clitéris, os labios maiores e o corpo do
pénis. Nas areas com pelos, os condilomas sdo mais
queratésicos, menos papilares e semelhantes a verruga
comum. As lesdes aumentam com o0 passar do tempo,
crescem rapidamente, mas geralmente sdo auto-limitadas. A
grande maioria das lesdes exofiticas relaciona-se com o
HPV 6 (65%) e o 11 (20%), o restante com outros tipos
comuns.... A infeccdo clinica € rara no colo uterino” . (Figura

20)



Figura20 Condilomado colo uterino (ARAUJO, 1999)

De Pdlo 1996, descreve que a forma subclinica de infecgdo por HPV, € evidenciavel
apenas com 0 uso do colposcopio ( ou de uma lente de aumento) e apds aplicacdo de acido
acético a 5%. A infeccdo subclinica por HPV e os condilomas planos foram recentemente
identificados (Figura 21). A forma mais frequente de contaminagdo por HPV no colo uterino
€ a subclinica, podendo estar associada a neoplasia intra-epitelial.

Figura 21 Leucoplasia (forma subclinica) (ARAUJO, 1999)



Nainfeccéo latente, para Marcos1997,

“Ndo se observa lesdo clinica, nem sintomatologia.
Demonstra-se apenas a presenca do HPV através de
hibridizacdo do DNA viral ou PCR.”

Neste tipo de infeccdo, De Palo 1996, afirma que o virus pode desaparecer apds o
contégio, vencido pelas defesas do organismo ou permanecer latente por um longo periodo.
A permanéncia do virus no estado latente explica as recidivas e ambém a flutuacéo na
presenca do HPV-DNA nos tecidos. Também se desconhece quanto tempo o virus pode ficar
latente num organismo e quantos desses casos progridem para a infeccdo clinica ou
subclinica, mas certamente esta laténcia € a responsavel pela ocorréncia da infeccdo apés

tratamento ou recidivas.

Jacyntho et al.1999, relataram que a integracdo do genoma de alguns tipos de HPV
(16, 18, 31, 35), com o genoma da célula hospedeira depende de co-fatores como estado
imunolégico, infecgdo por Herpes virus tipo 1, clamidiase, vaginose bacteriana, tabagismo,
deficiéncia de vitamina C e agressores trauméticos ou infecciosos. SO a partir de entéo € que
poderd haver a formacéo de lesdes pré-neoplésicas e neoplasicas. Tais co-fatores facilitam a

instalacdo da carcinogénese porque o HPV, por si sO ndo é capaz de induzir a neoplasia.

Segundo Abr&o 1995, varias lesdes estdo relacionadas ao HPV, desde anormalidades
citolégicas incipientes edisplasias, até o carcinoma invasor. O material genético do HPV é
encontrado em 90% dos casos de neoplasias de colo do Utero e a progressdo tumoral ndo
depende s6 do HPV, mas de outros fatores como hormoénios, heranca genética e reposta
imune. Também é reconhecido que no colo uterino, displasias cervicais associadas a infecgdo

por HPV podem evoluir para carcinoma, demorando 10 a 20 anos.

Ainda ggundo esse autor, nas lesdes benignas 0 genoma viral esta livre, é extra
cromossomial ou epissomd, como nas lesdes precursoras de neoplasias intra-epiteliais
cervicais de baixo grau. Nas lesdes malignas, com as displasias severas NIC 1I, NIC |11 e no

Cain situ, o DNA do HPV estaintegrado aos cromossomos das células.



2.6 Métodos de diagnéstico:

S8o véarios os métodos de diagndstico todos tém seu valor e suas limitaches, citando
entre outros a histologia, a colposcopia, a citologia, a microscopia eletrénica, a imuno-

histoquimica e a biologia molecular.

O esfregaco citolégico com coloragdo de Papanicolaou constitui um meio bastante
conveniente para o diagnéstico de infeccdo por HPV, sendo um procedimento ambulatorial
ndo invasivo que pode facilmente ser repetido e reproduzido. A alteracdo citoldgica basica
para o diagnostico sugestivo de HPV é a coilocitose (do grego koilos, que significa halo ou
cavidade). O coildcito é uma célula escamosa que apresenta aumento e arredondamento,

fazendo lembrar uma célula metaplésica ou intermediéria.

A coilocitose caracteriza-se por clareamento citoplasmético perinuclear e contorno
suave, com reforco periférico e demarcacao abrupta, diferentemente de outros tipos de halos
menores € menos definidos comumente observados em associagd0 Com  Processos
inflamatorios ndo relacionados a0 HPV. Associa-se a alteragcdes nucleares dos tipos bi ou
multinucleacdo, cariomegalia, hipercromasia, irregularidade do contorno nuclear que se

encontra freqientemente angular ourecortado (CAMPOS, 2006).
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Figura 22 Halo coilocitico (ARAUJO, 1999)



Figura23 Coilocitose (ARAUJO, 1999)

Apesar das enormes possibilidades que nos oferecem os métodos diagnésticos, a
presenca do HPV so pode ser irrefutavel mente definida com os métodos biomoleculares, que
detectam 0 DNA do virus. Dentre esses métodos podemos citar os de hibridizagdo molecular
(Dot Blot, in situ e Southern Blot), a reacd da polimerase em cadeia (PCR) e mais
recentemente a hibridizacdo molecular recombinante, conhecida como captura hibrida
(NUQVO, apud PIATO, 2002).

Os métodos Dot Blot e hibridizacgo in situ sdo realizados por meio de kits existentes
no mercado, com tipos de virus previamente definidos e possiveis de serem pesquisados. A
hibridizacdo molecular in Situ oferece a vantagem de poder ser efetuada em tecidos,
permitindo localizar nos mesmos a area comprometida pelo HPV; é portanto, método de
grande valia para as pesquisas mas, na maioria das vezes, limitado por possibilitar a
avaliacdo de nimero reduzido de tipos virais. Restricdes também se encontram no método
Southern Blot que, apesar de ser o mais fidedigno, é trabalhoso e requer estrutura laboratorial
bastante complexa (NUOVO, apud PIATO, 2002).

A hibridizaco blot, (na qual o avo é o &ido nucléico do HPV extraido de células
rotas), e a hibridizac&o in situ que € uma técnica mista, morfologica e molecular,(onde o alvo
€ 0 acido nucléico viral contido no nicleo das células infectadas), sdo realizadas em cortes
histol6gicos normais e interpretadas a0 microscopio dptico. E o teste de escolha, por ser o

unico que de fato correlaciona a distribuicéo e o tipo de virus com o tipo de célula e, portanto



com o tipo de lesdo, ou sgja, permite ver se o virus esta albergado nas células tumorais ou
nos tecidos subjacentes. Essa técnica ndo permite a avaliagdo do estado fisico do virus,
integrado ou ndo (DE PALO, 1996).

A técnica do PCR vae-se, como as anteriores, da hibridizacdo molecular. Sua
vantagem reside no fato de promover a replicacdo do virus, conseguindo-se maior quantidade
de DNA viral, possibilitando sua deteccdo mesmo quando em infimas proporcdes. Na
hibridizagdo molecular recombinante, associa-se 0 método cléssico de Dot Blot com o de
anticorpos monoclonais, conseguindo-se desta forma produzir teste com alta acuracia e baixo
custo (PIATO, 2002).

Para De Palo (1996), a colposcopia é indispensavel para o diagndstico de infeccéo
subclinica por HPV, permitindo avaliar o tipo de lesdo e a extensdo da mesma, além de ser
fundamental em uma bidpsia dirigida, embora ndo permita diferenciar infeccdo por HPV de

neoplasia intra-epitelial do colo (NIC).

Para Lira Neto (2000), a colposcopia € usada eminentemente para a localizagdo da
lesdo e direcionamento da bidpsia. De acordo com 0 mesmo autor, os achados col poscépicos
s80 inumerdveis e dependem dos elementos epiteliais, conjuntivos e vasculares. A nova

classificagdo col poscopica divide os achados em:

1- Achados col poscdpicos normais
1a) epitélio escamoso original
1b) epitélio colunar

1c) zona de transformacao tipica ou normal

2- Achados colposcopicos anormais  (dentro ou fora da zona de transformagéo)
2a) epitélio aceto-branco
2b) pontilhado
2¢) leucoplasia
2d) zonaiodo negativa

2€) vasos atipicos



3- Achados col poscopicos sugestivos de Ca invasor

4- Achados colposcopicos insatisfatorios
43) juncdo escamo colunar ndo- visivel
4b) inflamac&o ou atrofia intensa

4c) cérvix ndo-visivel

5- Achados varios
5a) superficie papilar ndo-aceto-branca
5b) condiloma exofitico
5¢) inflamagao
5d) atrofia

5e) outros

O advento da medicina molecular abre oportunidade sem precedentes para
investigacOes baseadas em deteccdo precoce de cancer de colo uterino. Tecnologias Opticas
oferecem a constituicdo bioguimica em tempo rea e a morfologia da composi¢cdo dos

tecidos, constituindo importante e poderosa ferramenta na deteccdo precoce da doenca.

2.7 Espectroscopia Raman

O primeiro pesquisador a descobrir a regido do infravermelho do espectro
eletromagnético foi um astrénomo inglés chamado Willian Hershel em 1800. Em 1923,
Smekal descreveu teoricamente o fendmeno da dispersdo da luz. Em 1928, um fisico indiano
chamado Chandrasekhara Venkata Raman observou, experimentalmente pela primeira vez,
este fendbmeno, gue ficou conhecido como efeito Raman, proporcionando a0 pesquisador o
prémio Nobel no ano de 1930 (RAMAN, 1929).

A utilizacgo de lasers como fonte de radiagdo excitante na Espectroscopia Raman, em
1970, permitiu a utilizacdo dessa técnica na area biolégica em larga escala. Ao mesmo

tempo, 0 uso do méodo de transformada de Fourier (FT) e o acoplamento de



espectrofotdmetros na computacdo dos dados adquiridos e processamento dos sistemas, tém
permitido a investigacdo rotineira de sistemas bioldgicos por espectroscopia de absor¢éo no
infravermelho, técnica complementar para a Espectroscopia Raman para o estudo de
vibragdes moleculares (TWARDOWSKI, 1994).

No efeito Raman quando um composto quimico € irradiado por uma luz
monocromética, uma pegquena fracdo da radiacdo dispersada difere em intensidade,
freqiéncia ou comprimento de onda (?) da radiagdo incidente. A relacéo entre as radiagOes
incidente e espal hada depende da estrutura quimica das moléculas (WEENER, 2001).

A maioria dos constituintes moleculares dos sistemas vivos, encontrados na natureza,
€ composto de atomos de carbono unidos covalentemente a outros aomos de carbono,
nitrogénio e oxigénio. As propriedades especiais de ligagbes do carbono permitem a
formacdo de uma grande variedade de moléculas que se estruturam formando as
macromol éculas (NELSON, 2002).

As ligacBes covaentes entre aomos de uma molécula possuem uma vibragdo
periddica prépria, de modo que, a0 incidir uma energia externa a esta molécula ocorre
momertaneamente um aumento vibraciona destas ligagtes. Quando esta molécula retorna ao
seu estado vibracional origina, a energia emitida (ou espalhada) pode ser detectada através
da técnica da espectroscopia Raman fornecendo assim, informacGes estruturais da
bioguimica molecular do tecido (WEENER, 2001).

Devido a simetria e as propriedades vibracionais das moléculas estas podem
apresentar trés modos diferentes de vibragdes entre seus atomos. O primeiro é chamado de:
modo de estiramento simétrico, 0 segundo modo de estiramento assimétrico e o terceiro
modo de desdobramento. Fisicamente, o processo que resulta no efeito Raman pode ser
descrito da seguinte maneira: quando se incide uma fonte de energia (luz e temperatura, entre
outras) numa molécula, seus &omos absorvem esta energia, passando do estado fundamental
para um estado de maior nivel energético ou estado excitado. As ligaghes entre seus &omos
podem admitir qualqguer um dos modos vibracionais normais acima descritos ou uma

combinacdo de todos eles. Entretanto, o estado excitado ndo € estéavel, de modo que ha uma



tendéncia de retorno ao estado fundamenta, liberando a energia recebida. Esta energia
liberada pode ou n&o possuir a mesma freqiiéncia, 0 mesmo comprimerto de onda ou a
mesma intensidade de energia recebida (WEENER, 2001).

Na Espectroscopia Raman, a amostra a ser analisada é irradiada através de uma forte
luz monocromatica proveniente de um laser. Quando esta amostra recebe a energia incidente
ocorre 0 fendmeno do espalhamento. A maior parte da luz espalhada apresenta 0 mesmo
comprimento de onda da luz incidente e este espalhamento é conhecido como espalhamento
Rayleigh ou espalhamento elastico. No entanto uma pequena parcela desta luz espalhada,
apresenta um comprimento de onda diferente da luz incidente, denominada de espal hamento
ineldstico, e sua existéncia constitui o efeito Raman. A proporcdo de fétons espalhados
inelasticamente em relacéo aos espalhados elasticamente é da ordem de um por um milhdo
ou 0,0001% (WEENER, 2001).

Para entendermos como a luz interage com as vibragdes moleculares representa-se
esguematicamente as energias dos estados de vibracdo com um diagrama de nivels,
supondo que cada modo norma de vibragcdo sd tem dois estados ou niveis de energia
possiveis. O mais baixo corresponde a uma molécula, com energia i denominado estado
fundamental. O outro nivel correspondendo a energia E; (Figura 24) que a molécula
adquire quando em vibragdo num de seus modos normais e denominado de estado
excitado. Para que isto ocorra € necessario que haja excitagdo desta molécula, ou sgja, a

mol écula precisa de ganho de energia E.
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Figura 24 Desenho esquemético do ganho de energia ( E = energia de féton) (UFC, 2005)

A molécula volta entdo ao estado fundamental Eo, reemitindo um féton com a mesma
energia do foton incidente, neste caso, o féton foi simplesmente espalhado sem perda da sua

energiainicial, denominado entdo Espalhamento elastico ou Rayleigh (Figura 25).
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Figura 25 Desenho esquematico do espalhamento Rayleigh E (UFC, 2005).

Ao decair a molécula pode ficar no estado vibracional com energia E;, emitindo entdo
um féton com energia menor (E; < E;), e a este processo denomina-se espalhamento inelastico

Raman Stokes (Figura 26).
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Figura 26 Desenho esquematico do espalhamento Raman Stokes. (E;< E;) (UFC, 2005)

Existe uma outra possibilidade na qual a molécula encontra-se vibrando com uma
energia (E,), recebe o féton incidente, passando assim, para um nivel energético maior, EV'.
Entretanto, quando o féton é emitido, ele passa para o estado fundamental (Ep). Neste caso o
foton emitido tem energia superior ao do féton incidente & + E(Figura 27). Este tipo de
espa hamento é conhecido como Raman Anti- Stokes (TWARDOWSKI, 1994).
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Figura 27 Desenho esquemético do espalhamento Raman Anti-Stokes (E-E) (UFC, 2005)



2.7.1 ERcom Transformada de Fourier (FT)

ER com TF utiliza como fonte de excitacdo o laser Nd: YAG (1064 nm) que mantém
amaioria das bandas de absorcéo dos fluoréforos fora do espectro Raman, um interferémetro
de Maxwell (TF) e um detector Ge para a coleta de sinais Raman livres de fluorescéncia e
possui a capacidade de coletar varios comprimentos de onda em um curto periodo de tempo.
A excitacdo no infravermelho préximo, a 1064 nm também minimiza a degradagéo fotolitica
da amostra, permitindo que uma maior poténcia de incidéncia do laser sgja utilizada para
compensar 0 espalhamento Raman (HANLON et al., 2000; MANOHARAN; WANG;
FELD, 1996).

2.7.2 ER em tecidos biologicos

O advento da medicina molecular abriu oportunidade sem precedentes para
investigacOes baseadas em deteccdo precoce de cancer de colo uterino. Tecnologias Opticas
oferecem em tempo real a constituicdo bioquimica e a morfologia da composicdo dos

tecidos, constituindo importante e poderosa ferramenta na deteccdo precoce da doenca.

A Espectroscopia Raman tem sido empregada em grandes centros para estudo dos
componentes da estrutura molecular. Essa técnica permite determinar a composicao
bioguimica de um sistema biol6gico e monitorar o estado fisico dos mesmos, bem como,
detectar mudancas na composicéo celular e mudancgas nas interagdes intramoleculares de

umacéula.

Segundo Neviliappan (2002), a utilizacdo da Espectroscopia Raman transformada de
Fourier (FT-Raman) permite, por exemplo, a avaliacdo e comparacdo entre células cervicais
normais e cancerigenas que apresentam diferencas espectrais que permitiu a caracterizacdo

de ambas.

Uytzinger (2001), também utilizando a Espectroscopia Raman no infra-vermelho

detectou in vivo casos de displasia escamosa, precursora do cancer cervical. Areas



colposcopicamente normals e anormais foram biopsiadas e posteriormente estudadas.
Constataram que a intensidade dos picos em 1454 cmi'e 1656 é maior em displasias
escamosas do que em outros tipos de tecido, enquanto que para estes outros 0s picos foram
em 1330 e 1454 cmi™,

Outros estudos foram e estéo sendo desenvolvidos para deteccéo de células malignas
em varios tecidos como mamario, gastrico, ocular, cerebral e cutaneo. Como exemplo,
podemos citar: investigacBes histopatolégicas em cancer de pele (CRUPI et al., 2002);
(HATA et al., 2000); (HUANG et al., 2001); gastrintestina (DA COSTA et al., 2002);
(SONG et al. 2000), mama (SHAFER-PELTIER et al., 2002), puimédo (KAMINAKA,
2002), prostata (MARSHALL, 2001), laringe (STONE, 2002), identificacdo de placas de
aterosclerose (CHOO-SMITH et al., 2002), estudo de células, &cidos nucléicos, virus e
bactérias (PAPAS, 2000).

A tecnologia Optica emerge mostrando-se promissora para deteccdo de lesdes pré-
cancerigenas cervicais, tal como o exame de Papanicolaou e a bidpsia dirigida na
colposcopia, com sensibilidade e especificidade proxima de 80-90% em um pequeno e
moderado nimero de experimentos (UTZINGER, 2001).

2.7.2.1 Proteinas

Constituem o componente celular mais abundante, e sdo as moléculas mais
diversificadas quanto a sua funcdo e forma, desempenhando fungdes estruturais e dinémicas.
Participam na composicdo do esqueleto celular e das estruturas de sustentacdo como o
coldgeno e a elastina. Participam dos processos biolégicos, como enzimas, catalizando
milhares de reacfes quimicas no organismo (MARZZOCO; TORRES, 1999). Assim, como
as demais macromoléculas bioldgicas, sdo congtituidas por unidades menores que

polimerizam para formarem as estruturas mais complexas que existem nas células.

No caso das proteinas, a unidade mais simples é 0 aminoécido, existindo 20 tipos
diferentes na natureza (VIEIRA et al., 1999). Os aminoacidos sGo compostos que contém

emsua molécula um grupo amino (HsN¥) e um grupo carboxila (COO’), com excegdo da



prolina que contém um grupo imino (NH-) no lugar do grupo amino. A formula basica
comum, consiste de grupos amino e carboxila ligados ao carbono a, ao qual também se liga
um aomo de hidrogénio e um grupo variavel chamado cadeira lateral ou grupo R
(MARZZOCO; TORRES, 1999).

As ligagdes peptidicas dos aminoéacidos de ligacdo do grupo carboxila (-COOH-) com
um grupo amino (NH2) apresentam 7 tipos de vibragdes, denominadas de amida 1, 11, 11, IV,
V, VI e VIl e sdo utilizados na espectroscopia para identificacdo das estruturas secundérias
das proteinas. As bandas amida | e 11l so estudadas pela espectroscopia Raman as demais
vibracbes ndo sdo detectadas porque ndo apresentam atividade Raman (TWARDOWSKI,
ANZENBACHER, 1994).

2.7.2.2 Acidos nucléicos

Os acidos nucléicos pertencem a classe das macromoléculas e da mesma forma que
0s polissacarideos e as proteinas, sdo formados por unidades mais ssimples que se unem para
formar moléculas mais complexas. Sua unidade basica € o nucleotideo, que por sua vez, €
composto de trés moléculas ainda mais simples. uma base nitrogenada, uma pentose e acido
fosférico (VIEIRA, 1999).

Os trés componentes dos nucleotideos sdo Raman ativos. Na regido entre 500-800 cm
! aparecem vibragBes dos anéis heterociclicos das bases nitrogenadas com forte pico em 770
cm’ devido & vibraggo do anel aromético das bases pirimidicas citosina e timina e também
uma linha de moderada intensidade em 670 cm' devido a&s bases purinicasadenina e
guanina. A regido entre 1100-1700 cm* é também rica em bandas devidas as vibragdes das
bases nitrogenadas. As bases pirimidicas apresentam vibragdes caracteristicas em 1240 cmi?,
enquanto que a purinas tém vibracdes em 1480 e 1580 cmil. As pentoses contribuem com
bandas fracas entre 800 -1100 cm* assim como a vibracdo da pentose que ocorre em 1460
cm? pela deformacéo da ligagdio CH2 (MAHADEVAN-JANSEN; RICHARDS KORTUM,
1996).



2.7.2.3 Lipidios

Os lipidios constituem uma classe de compostos com estrutura bastante variada,
caracterizados por sua baixa solubilidade em agua. S0 representados pelos &cidos graxos,
triacilglicerdis, glicerofosfolipidios, os esterdides e os esfingolipidios. Exercem diversas
funcbes biologicas, como componentes de membranas, isolantes térmicos e reserva de
energia, exercendo também a funcdo de horménios e vitaminas (MARZZOCO; TORRES,
1999). Os fosfolipidios ou esfingolipidios sGo os principais componentes das membranas
celulares, sendo que cada molécula de fosfolipidio contém uma cabeca hidrofilica e uma
cauda hidrofébica (MAHADEVAN-JANSEN; RICHARDS-KORTUM, 1996).

O espectro Raman dos fosfolipidios contém vibraces de ambas as partes, embora a
maioria dos picos sgja relativa a parte hidrofobica. A deformacéo da ligacdo (CH2) possui
pico Raman em 1303 cm™* enquanto a deformago (=C-H) contribui com pico em 1267 cmi™.
Os modos vibracionais dos isdmeros cis e trans da ligacdo (C=C) da cadeia dos &cidos
graxos ocorrem em 1650 - 1666 cm®, respectivamente (MAHADEVAN-JANSEN:;
RICHARDS-KORTUM,1996).

2.7.2.4 Carboidratos

Os carboidratos sGo compostos que, em geral, apresentam a formula empirica
(CH20)n. S&o poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas. O tipo mais simples é constituido
pelos monossacarideos, chamados de aldoses ou cetoses, segundo o grupo funcional que
apresentam: aldeido ou cetona. Os oligossacarideos séo carboidratos formados por pegueno
numero de monossacarideos. Entre 0s oligossacarideos os mais comuns séo 0s dissacarideos,
gue incluem a sacarose e alactose. Os polissacarideos sdo polimeros de centenas ou milhares
de monossacarideos, por exemplo, a celulose, o glicogénio e o amido (MARZZOCQO,;
TORRES, 1999). Os carboidratos sdo componentes importantes da matéria viva, por estarem
envolvidos na utilizacdo da energia solar através da fotossintese, participarem da formacéo
dos acidos nucléicos e comporem a parede celular e constituirem reserva energética
(TWARDOWSKI; ANZENBACHER, 1994).



2.8 Modos vibracionais Raman de moléculasteciduais

A Tabela 1 apresenta as posicdes de pico (em crmit) dos espectros Raman das estruturas
gue promovem a Vibracdo e as respectivas moléculas. Onde d = modo dobramento e ? =

estiramento.

Tabela 1 — Modos vibracionais das moléculas teciduais

Posicdo do pico Tipo de estrutura Compostos Mol eculares Referéncias
(cm?)

920 C-C) Prolina,glicose &cido lético ab
932 (C-Q) a-hélice proteinas ab
935 2C-C) prolinavainaa-hélic Glicogénio | a, d
938 2(C-C) ad
1001 d ? anel Fenilalanina ac
1064 ?2(C-C) Lipidios ab,cd
1083 ?(C-N) Proteinas a
1087-1090 2 (C-C), A0-P-0) acido nucléico ad
1123 2(C-C) ? (CN) Proteinas a
1243 Amidalll ab,c,d
1258 Amida Il ad
1260 Amidalll ad
1264 d (=C-H) 2(C-N) Lipidios Proteinas( conformacéo a | a

1279 Amidalll: a-hdlix ab
1335-1345 d (CH;CH,) Colageno a

1336 DNA- Bases purinas a

1446 d (CH,) Proteinas a

1603 d(C=C) Fenilalanina e tirosina a
1654- 1655 Amidal Proteinas(a-hdlice) Lipidios acd
1746 ?(C=0) Lipidios a

(a) Stone et al.,(2003)
(d) Mahadevan-Jansen;Richards- Kortum., (1996)

(b) Barry et al.,(1992)

(c) Frushour et al.,(1975)



2.9 Espectroscopia Raman em Ginecologia

Liu et a., (1992), foram os primeiro a relatar a praticidade de usar Espectroscopia
Raman FT-IR para detectar canceres originarios de varios tecidos ginecolégicos. Tracos
caracteristicos de tecidos normais e neoplasias malignas da cérvix, Utero, endométrio e
ovario foram descritos. O tecido ginecoldgico estudado difere estruturalmente, assim como
sua funcionalidade. A ectocérvix consiste de epitélio escamoso ndo queratinizado com
estroma de fibras col agenas. Canceres cervicais de origem epitelial podem ser detectados em
estagio de pré-cancer, com a rotina de acompanhamento citolégico. A ecto e a endo cérvix
s80 separadas pela juncdo escamocolunar, com a endoceérvix distinguindo-se por possuir
epitélio colunar muco secretor. O cancer endocervical € tipicamente adenocarcinoma e
aparece dentro da endocérvix, oposto das lesdes cervicais epiteliais, que aparecem na juncao

escamocolunar.

Trés picos significantes sdo notados para diferenciar espectros Raman normais e
benignos comparados com lesBes cancerosas. No tecido pré-canceroso a frequéncia da
vibracgo da amida | estd em 1657 cmit sendo menor que a intensidade da banda vibracional
de C-H em 1445 cm®. A banda da amida |1l estd em 1262 cmi* e apresenta-se alargada em
lesBes cancerosas. Um pico ndo identificado em 934 cm' foi observado somente em
amostras cervicais normais e benignas (MAHADEVAN-JANSEN; RICHARDS-KORTUM,
1996).

Segundo os autores, um possivel diagndstico pode ser possivel observando-se a
intensidade relativa destes dois picos, primeiramente atribuidos ao colageno e a elastina,
visto que 1657 cmt é maior que 1445 cm' em tecidos normais e benignos e 1657 cmit
menor que 1445 cm* em amostras cancerigenas. O coeficiente de intensidade de 1657 cmit a
1445 cm* pode muito bem ser usado para diferenciacdo em outros tecidos ginecol 6gicos. Os
picos em 1262, 1445 e 1657 cm' sdo frequentemente observados em tecidos ovarianos. Em
amostras de tecido uterino, 0 comportamento do coeficiente de intensidade foi similar ao da

CEvix.



Embora espectros Raman tenham sido obtidos de tecidos cervicais normais, benignos
e malignos, MahadevanJansen e Richards-Kortum, 1996, ndo fizeram estudo comparativo
entre esses tipos de tecido. O potencial da Espectroscopia Raman NIR para diferenciar
displasias cervicais de tecidos normais, inflamatérios, metaplasia e para diagnéstico
diferencial entre lesdes de baixo e alto grau estudado por Liu et al., Mahadevan-Jansen e
Richards-Kortum,(1996).

Espectros Raman NIR sdo obtidos usando excitagdo 789 nm para tecidos normais,
benignos (inflamatdrios e metaplasias) e biopsias de tecidos displasicos. Espectros Raman de
tecidos normais e displasicos, indicaram caracteristicas espectrais distintas com diagndstico
potencial. A intensidade da banda amida | em 1656 cmi* é maior em tecidos displésicos que
em outros tecidos. A banda em 1325 cm ™ foi atribuida aos &cidos nucléicos e foi descoberto
gque é mais intenso em tecidos displascos (MAHADEVAN-JANSEN; RICHARDS-
KORTUM, 1996).

Técnicas de estatistica multivariadas podem ser também usadas para analise e
classificag8o visando incluir todas as informagdes espectrais disponiveis. Foram identificadas
oito intensidades de fregiiéncias, sendo usadas para diferenciar alteracdes pré- neopléasicas das
demais alteragbes com uma taxa de falso negativo e falso positivo de 18% e 4%
respectivamente. Esses resultados sugerem o potencial da Espectroscopia Raman NIR para o
diagnéstico da displasia cervich (MAHADEVAN-JANSEN; RICHARDS-KORTUM,
1996).

MahadevanJansen et al., (1998), demonstraram o potencial da Espectroscopia
Raman NIR para o diagnostico diferencial de displasias cervicais. Um estudo piloto habilitou
consistente discriminagdo de lesbes displasicas cervicais com inflamagdo, metaplasia e
tecidos normais, apresentando especificidade e sensibilidade de 82% a 92%, ou maior.
Baseado no sucesso desse estudo com Espectroscopia Raman in vitro, os autores
desenvolveram e testaram um sistema para medir espectros Raman em tecidos cervicais in
vivo. Entretanto, o sinal Raman é relativamente fraco comparado a fluorescéncia. Muitos
materiais usados na fabricacdo do cateter de fibra dptica sdo ativos, e o baixo sinal do sistema

Raman in vivo ndo teve sensibilidade suficiente para permitir a medida de tecidos de um



grupo clinico. O objetivo desse projeto era desenvolver um cateter compacto de fibra Gptica
para coletar espectros Raman da cérvix uterinain vivo sem interferéncia significante do sinal
da fibra Anaisando os espectros entre 900 e 1800 cm! indicaram que os picos foram
observados em 936, 1066, 1147, 1175, 1204, 1252, 1321, 1343, 1452, 1570 e 1659 cm*.
Previamente trabalhos in vitro indicaram que taxas de intensidades sem normalizacdo de
1659 para 1321 crmit e de 1659 para 1452 cmi* (Tabela 2) s#o usualmente identificados como
displasias cervicais (MAHADEVAN-JANSEN et al., 1998).

Tabela 2 - Localizacdo e intensidade dos picos em tecidos com leséo de baixo grau
(MAHADEVAN-JANSEN et al., 1998)

Localizacédo do Componentes do pico 1 Mudanca de intensidade em tecidos con
pico regiéo lesdo de baixo grau
1656 i+ Colageno Decrescente
1453 cmi* Fosfolipidios e coldgen( Crescente
1330 cmi* Fosfolipidiose DNA | Crescente
1246 cmi* Colégeno e DNA Crescente
1070 crmi* Colageno, glucose | Decrescente
Fosfato
978 cmi™ Fosfolipidios, glucose | Crescente
fosfato




3 Objetivos

Tendo em vista as possiveis vantagens da Espectroscopia Raman e a contribuicéo que

essa técnica pode trazer para a clinica ginecol 6gica esse trabalho teve por objetivos:

1- Obter espectros Raman de mucosas de colo uterino normal e alterado, analisadas
previamente ao colposcopio, visando identificar a existéncia de diferencas espectrais entre

esses dois tipos de mucosas.

2- Comparar os resultados obtidos pela espectroscopia Raman com agueles obtidos
através da andlise histopatologica das referidas amostras teciduais, para um possivel

diagnostico através desse novo método.

3-Associar os modos vibracionais da banda dos espectros Raman aos compostos

moleculares e estrutura bioguimica responséveis pela vibracgo.

4-Redlizar estudo qualitativo das bandas espectrais caracteristicas de cada tecido

correlacionando-as com as possiveis ateragdes bioquimicas.



4 Material emétodos

4.1 Aprovagio do Comité de Eticaem Pesquisa

Este estudo foi submetido a0 Comité de Etica em Pesquisa UniV ap, sendo aprovado
através do Protocolo n° L 168/2004/CEP, seguindo as diretrizes e normas regulamentadoras
de pesquisa envolvendo seres humanos, conforme Resolugdo n° 196/96 do Conselho
Nacional de Salde.

4.2 Obtencao das amostras de colo uterino

As mulheres participantes deste estudo, representaram um total de 71 mulheres
sexuamente ativas, sem distingdo de etnia. Parte dessas mulheres foram encaminhadas dos
centros de salde do municipio de Fernanddpolis, SP, para o consultério particular, outras
eram pacientes particulares. Todas foram submetidas ao exame ginecol gico a colposcopia e

abidpsia, realizadas no consultério.

Previamente ao exame foi oferecido as pacientes, na sala de espera o termo de

responsabilidade para que todas tivessem a liberdade de ler e assinar espontaneamente.

Todas as pacientes encaminhadas dos centros de salde realizaram previamente o
exame de Papanicolaou e o resultado histopatologico dos mesmos indicava alteractes
citologicas. Readlizouwse bidpsia do colo de locais aterados e também de local da cérvix

aparentemente normal a col poscopia.

O exame col poscopico sempre é realizado apos a coleta do Papanicolaou, no local em
gue o epitélio escamoso trangdllicido normal reflete o tecido conjuntivo vascular subjacente.
Uma vez que o &cido acético foi aplicado sobre esse tecido e a coagulacéo das proteinas

celulares ocorreu, 0 epitélio escamoso torna-se progressivamente opaco, desenvolvendo



principalmente uma aparéncia plana e opaca que mascara o reflexo do tecido conjuntivo
subjacente. Se houver um epitélio espesso ou extremamente celular, como € encontrado nas
lesBes NIC de dto grau, entdo a opacidade € tamanha que a lesdo torna-se progressivamente
mais branca (SINGER, 2002).

Para De Palo (1996), o teste com o &cido acético é fundamental para o diagnostico
colposcopico. O &cido acético em solucdo aguosa de 3 a 5% determina um consideravel
aumento da visibilidade das &reas normais e anormais do epitélio ectocervical. O mecanismo
de acdo do &cido acético ndo € bem conhecido. Sua acéo inicia-se em 10-30 segundos. Apds
aplicada, a solugcdo remove o muco cervical, determina contragdo dos vasos, edema das
papilas i epitélio cilindrico e seu empalidecimento, evidenciando assim o caracteristico
aspecto em cacho de uva desse epitélio. Essa substancia ndo penetra no epitélio pavimentoso
bem diferenciado normal, no entanto devido as conexdes celulares mais frouxas, penetra no
epitélio metaplasico, displasico ou neoplasico, levando a uma coloracdo branco opaca,

reversivel e reproduzivel, mais ou menos acentuada.

E importante lembrar que a acentuacio dos diversos epitélios pelo &cido acético
ocorre apos periodo variavel de tempo. A ectopia, por exemplo, aparece imediatamente, mas
apos 1-2 minutos fica menos evidente, sobretudo pela vasodilatacdo reativa. Por outro lado o
epitélio branco manifesta-se mais tardiamente, principalmente se € ténue. O comportamento
€ analogo para as lesdes subclinicas pelo HPV (DE PALO, 1996).

No decorrer dos exames colposcépicos foram coletados dois fragmentos teciduais
utilizando-se pinga de biopsia Medina de 3 mm de cada paciente com epitélios alterados apds
assepsia do colo uterino com é&cido acético. Um dos fragmentos foi enviado para o
Laboratdrio de Anatomia Patol 6gica da cidade de Fernanddpolis (LAPAT) e outro utilizado

paraa analise dptica.

Se mesmo apos a assepsia do colo uterino, este se apresentava normal a colposcopia,
ainda assim foi coletada uma amostra para a analise 6ptica comparativa no Laboratério de
Anatomia Patol 6gica em Sdo José dos Campos (CIPAX).



As amostras coletadas mediam aproximadamente 3 mm, sendo imediatamente
identificadas e numeradas, mantendo a identidade da paciente em sigilo. Os espécimes para
espectroscopia Raman foram armazenados, imediatamente apds coletados em tubos
criogénicos de 1,2 ml Nalgenead (Figura 28) em gado de nitrogénio liquido (Figura 29),
numa temperatura de — 196°C, para preservacdo e manutencdo de todas as estruturas
teciduais do fragmento até a realizacdo da andlise.

Figura 28 Material utilizado para a preparacao da amostra
(1) tubos criogénicos Nalgene
(2) cabo de bisturi com |aminan® 15
(3) tesouradeiris
(4) pinga anatémicasimples
(5) laminula com o porta amostra



Figura 29 Gal6es de Nitrogénio

4.3 Realizacdo da Espectroscopia Raman

A leitura da Espectroscopia FT-Raman, foi redlizada no Laboratério de
Espectroscopia Vibracional Biomédica (LEVB) da Universdade do Vae do Paraiba
(UniVap) em Sdo Jose dos Campos (SP). Para a redlizagdo da Espectroscopia, as amostras
foram descongeladas individuamente em solucdo de soro fisiolégico 0,9%, para que a
amostra atingisse a temperatura ambiente e se mantivesse Umida durante a realizagdo da
leitura espectroscopica, evitando assim desidratacdo ou degradacdo das amostras. Essas
foram fixadas em porta-amostras de aluminio de 1cm de didmetro com porgdo central
receptora das amostras escavada de 1,5 mm (Figura 30 A), pressionadas com laminulas de
vidro e posicionadas frontalmente ao feixe de laser (Figura 30 B), onde foram coletados os
espectros FT-Raman. Os espectros foram colhidos inicialmente em cinco diferentes pontos
da amostra. Depois como eram de tamanho reduzido, algumas com menos de 3mm, foram
coletados espectros em trés pontos para reduzir o tempo de exposi¢do ao laser, prevenindo o
ressecamento da mesma e evitando assim um eventual prejuizo daleitura Raman. Cada ponto

da amostra corresponde a um espectro obtido.



posicionamento da amostra
posicionamento da amostra | o

=% »
[Porta amostra i

Canhdo do laser

Figura 30 A - Porta amostra com escavagdo central
B - Posicionamento da amostra pressionada
pela laminula de vidro

Para o posicionamento dos pontos foi utilizado o estdgio motorizado, onde os eixos
“y” e *Z" foram mantidos em torno de 100 a 102, enquanto que o eixo “x” foi aterado entre

80 a 120, resultando em pontos A, B, C, D e F. Conforme figura 31.:

¥ |
Estégio motorizado
e o o e r =
, R - 100 100 102 A
g 090 100 102 B
10 100 102 ©

Figura 31 Representacdo gréfica dos pontos da leitura das amostras

O tempo médio de aquisicdo dos espectros foi de 600 segundos por amostra. Das
amostras coletadas das 71 mulheres e submetidas a andlise Raman, foram obtidos 300
espectros Apos a obtencéo dos espectros as amostras foram devidamente acondicionadas em
solugdo de formol (10%) em volume dez vezes maior que o volume da amosira, e
encaminhadas para a andlise histopatol 6gica



O equipamento utilizado para obtencdo dos espectros das amostras de colo
uterino foi o Espectrometro RFS 100 da Bruker® Alemanha (Figura 32). O laser utilizado
foi o Nd:YAG (Neodimio: itrio Aluminio Granada) que emite alta intensidade de radiac&o
em 1064 nm. A poténcia maxima do laser € de 300mW. Foramrealizadas 300 “scans’ ou
varreduras em cada ponto amostra, com resolucdo espectral de 4 cmi* e o didmetro do
feixe do laser na amostra foi de 200 1. A poténcia gjustada para o laser foi de 132 mW,
poténcia maxima gjustada para a coleta dos sinais com melhor razéo sinal/ruido, sem que

houvesse aguecimento ou degradagéo das amostras

Figura 32 Aparelho Espectrémetro FT- Raman RFS 100

4.4 Processamento e andlise estatistica dos dados espectrais

Dependendo do nivel de agrupamento e quantidade de clusters desgjada, pode-se
tomar um determinado valor para se estabelecer a resposta de quais objetos estdo contidos
em quais clusters . Por exemplo, um valor entre d1 e d2 na figura 33, havera dois clusters:
{C,D} e {E}. Com isso, devem ser medidas a distancia entre dois objetos individuais e a
disténcia entre dois grupos de objetos. O grau de diferenca entre dois grupos, medido através
de sua distancia, sugere algum tipo de média das disténcias individuais ou soma das

distancias entre os centros dos conglomerados.



A média é calculada com a soma de todas as observacfes de um conjunto de dados,
dividida pelo nimero total de medidas. O desvio-padréo tem a mesma unidade de medida

gue a média, sendo assim quantifica a variabilidade ao redor da média das medidas
(PAGANO, 2000).

A andlise dos espectros foi feita por dendograma (andlise “clustering”) ou teste de
identidade. A andlise “clustering” é usada quando se possui n itens (objetos variaveis)
estruturando uma matriz de distancias entre os elementos, sendo Util para se estabelecer
similaridades. Os dois elementos mais proximos, com menor distancia entre eles, sdo
unificados, formando uma matriz (dimensdes (n-1)x(n1), assim gerando um novo grupo
(MILLIGAN; COOPER, 1988). Isso se repetiu até formar um sO grupo, e todas as etapas

foramregistradas pela construcéo de um dendograma.

O dendograma é representado graficamente por uma raiz principal, formada por dois
grupos principais, que por sua vez foram formados por outros dois grupos, e assim por
diante. Apresenta uma escala de distancias que indica o nivel em que dois grupos formam um
(Figura 33).

Distancias
F 3

A B > D E F

Figura 33 Representacdo do dendograma. Objetos A,B,C,D eF.
Notar que asdistanciasentred, d, dz ds e ds representam
0 ponto em que os agrupamentos foram formados.



A Andise dos Componentes Principais (ACP) é utilizada para reduzir
dimensionalmente uma quantia de dados através da andlise de covariarcia. A covariancia é
sempre medida entre dois fatores. Quando mais de dois fatores sdo envolvidos, os vaores
de covariancia podem ser colocados em uma matriz. E quando a ACP torna-se Util. Assim
grande quantidade de dados como resultante de um estudo de epressdo génica, por
exemplo, pode ser organizada em pequenos grupos de componentes semel hantes dentro da
amostra (SMITH, 2002).

A classificagdo dos espectros Raman de tecidos displasicos e normais € ponto
importante porque evidencia o potencial discriminativo e a especificidade dos espectros
Raman coletados. Desta maneira os espectros a serem classificados foram submetidos a
ACP através do Software MINITAB® Release 12.20.

Posteriormente, foram relacionados os componentes principais entre si como por
exemplo PC1 versus PC2, PC1 versus PC3, PC1 versus PC4 e assim por diante de forma que
cada agrupamento resultou na construcaéo de graficos de Dispersdo, onde foram obtidas as

classificagOes dos espectros, utilizando o software ORIGIN 7.0.



5 Reaultados

Foram coletadas amostras de colo uterino de 71 pacientes, com idade variavel entre
16 e 61 anos, e com idade média de 38,5 anos. Foram coletadas 50 amostras em locais do
colo que apresentavam ateracdo por HPV, e 6 amostras das mesmas pacientes em locais
caracterizados visualmente como normais. O total de 78 amostras ce colo uterino foi

completado através da coleta de 22 amostras sem nenhuma anormalidade aparente ao

colposcaépio.

Os diagnodsticos histolégicos variaram desde mucosa de colo uterino normal até

NIC I, conforme relacionados abaixo:

Tabela 3- Classificacdo das amostras de acordo com o diagnéstico histopatol6gico

NUmero de resultados Diagnostico histopatologico
36 Mucosa malphigian
28 Cervicite ou exocervicite cronica
9 Lesdo Intraepitelial  Escamosa
de Baixo Grau (NIC )
4 Lesdo Intraepitelial  Escamosa
dedto Grau (NICII)
1 Lesdo Intraepitelial  Escamosa
de alto Grau (NIC 1I1)




A ardlise das amostras por Espectroscopia FT-Raman totalizaram 300 espectros.
Esses foram separados de acordo com es resultados histolégicos, como mostrado na tabela

abaixo.

Tabela4- Classificagdo dos espectros por diagnostico histol 6gico

NUmero de espectros Diagnostico histopatol 6gico
117 Mucosa mal phigiana normal
142 Cervicite ou exocervicite cronica
28 Lesdo Intraepitelial  Escamosa

de Baixo Grau (NIC1)

8 Lesfo Intraepitelial  Escamosa
dedto Grau (NICII)
5 Lesdo Intraepitelial  Escamosa

deadto Grau (NICIII)

Os dados obtidos através dos espectros Raman das amostras foram visuamente
analisados para verificar os principais picos comuns e as diferencas espectrais existentes
entre os grupos formados.

Os espectros FT-Raman de tecidos normais e anormais de colo uterino foram
tratados através do software OPUS® versio 4.2 e utilizando-se as ferramentas estatisticas
do software e foi realizada clusterizacdo. As andlises foram baseadas nas variacdes de
intensidade, deslocamento dos picos e surgimento de novas bandas entre os espectros de

tecidos do colo uterino através da associagaéo dos espectros e dados da andlise histol 6gica.



5.1 Tecido Normal

Dos 117 espectros FT-Raman obtidos de tecido de colo normal, formaram-se dois
clusters que ao serem comparados aos diagndsticos histopatol 6gicos das amostras resultaram
em 84,16 % de similaridade entre si (Figura 34). Sob o aspecto histopatol 6gico, ts grupos
apresentaram predominantemente tecido epitelial escamoso cervical com quantidades
varidveis de tecido conjuntivo, e alguns espécimes epitélio tipo glandular. Analisando esses
grupos ndo foi possivel separd-1os quanto ao tipo de tecido ou quantidade de tecido epitelial
Ou conjuntivo presentes nas amostras estudadas

84,16 -

89,44

Smilaridade

94,72 -

1(D,(x) L L

V ariaveis

Figura 34 Dendograma representativo do célculo do coeficiente de correlagdo
entre os espectros de tecido cervical normal: 84,16 % similaridade



A figura 35 representa o tecido epitelia observado em algumas das amostras de

tecido norma analisadas, onde havia escassez de tecido conjuntivo.

Figura 35 Lamina histoldgica de colo normal (20x)

Representando amostras de tecido norma com componentes tissulares comuns
observados no ectocérvice normal, (Figura 36). Tecido epitelial estratificado pavimentoso
ndo queratinizado, e a presenca de lamina propria constituida por tecido conjuntivo frouxo,

bem celularizado caracteristicos dessa regiao.

Figura 36 L&mina histol6gica de colo normal (20x)



5.2 Cevicite

Dos espécimes coletados e classificados através da analise histopatol6gica como
cervicite (n=28) foram obtidos 142 espectros FT-Raman que ao serem submetidos ao indice

de correlacdo foram separados em dois clusters, posteriormente comparados aos resultados
microscopicos (Figura 37).

A andlise por Espectroscopia Raman dos espécimes classificados histologicamente
como cervicite apresentaram similaridade de 73,03 % entre si, formando dois grupos,

representados em vermelho e verde (Figura 37).

73,03

82,02 -

Smilaridade

91,01 -
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Figura 37 Dendograma representativo do célculo do coeficiente de correlagdo entre os espectros
de tecido epitelial com cervicite: 73,03 % similaridade.

Alguns dos cortes histopatolégicos estudados apresentavam espécimes com
componentes teciduais em proporcdes semelhantes (epitélio/conjuntivo), predominando
tecido epitelial estratificado pavimentoso ndo queratinizado com aspecto de normalidade e



l[&mina prépria, de tecido conjuntivo frouxo com intenso infiltrado inflamatério mononuclear
difuso (Figura 38).

Figura 38 Lamina histopatol 6gica de cervicite (20 x)

Observou-se em oito amostras, epitélio cilindrico simples, com células secretoras e
l&mina propria de tecido conjuntivo frouxo com intenso infiltrado inflamatério crénico,
representado na Figura 39.

g4 L0

Figura 39 Lamina histopatol 6gica de cervicite (20x)



5.3 NICI

A partir dos resultados dos espécimes classificados pela andlise histopatol6gica de
NIC I, foram obtidos 28 espectros FT— Raman. O dendograma representado na Figura 40
separou 0s espectros em dois clusters, encontrando, apds a aplicagdo do indice de

correlacdo, 83, 28 % de similaridade.

83,28
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Similaridade
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Figura40 Dendograma representativo do célculo do coeficiente de correlagdo entre os
espectros de tecido epitelial com displasialeve: 83,28 % similaridade

As laminas de NIC | foram revisadas e o diagnoéstico histopatolégico dos

espécimes desses grupos apresentaram epitélio pavimentoso estratificado ndo

queratinizado  hiperplasiado  observando-se  exocitose, degeneracdo  hidropica,

pleomorfismo celular e nuclear, ateracdo da relacdo nucleo citoplasma e duplicacdo da



camada basal. A lamina propria, de tecido conj untivo frouxo, apresentou intenso infiltrado

inflamat6rio mononuclear difuso (Figuras 41 e 42).

Figura 42 Laminahistopatolégicade NIC I (20x)



5.4 Normal, cerviciteeNIC |

Foram obtidos a0 todo 300 espectros FT-Raman que apresentaram resultados
histopatol 6gicos variados entre i, representando desde tecido ectocervical hormal sem
atipias, dlgumas amostras com acantose ou paraceratose, cervicite ou exocervicite aguda
ou cronica, até lesdo intra-epitelial escamosa de baixo e de ato grau. O dendograma
representado na figura 43, apresenta todos os espectros de mucosa normal, cervicitee NIC
I, permitindo visualizar que a similaridade entre esses espectros é de mais de 72,26 %. Em
todos os grupos formados nesse dendograma, representado em vermelho, verde e azul,
encontramos espectros de espécimes classificados anatomo-patologicamente como colo
normal, cervicite e displasia leve. Isto sugere que ndo foi possivel distinguir os espectros

com relacdo a equivaléncia histopatol 6gica para esse grupo.

72,26

81,51

Smilaridade
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Figura 43 Dendograma representativo do calculo do coeficiente de correlagdo entre os espectros de
tecido epitelial cervical normal, cervicitee NIC I: 72,26 % similaridade



Subsequentemente esses espectros foram submetidos a ACP através do software
MINITAB ® Release 14.20. Esta andlise fornece informacfes sobre 0os quatro primeiros

componentes principais: PC1, PC2, PC3 e PC4.

A escolha desses grupos para realizacdo da anadlise ocorreu de forma proposital,
ressaltando aimportancia da discriminagdo clinica e histopatolégica entre os mesmos. Os
grupos sugeridos para andlise classificatoria foram: Colo normal versus cervicite versus NIC
l.

Posteriormente, foram relacionados os componentes principais entre si como por
exemplo PC1 versus PC2, representando o grupo normal versus cervicite e NIC | (Figura

44) demonstrando gque 0s espectros ndo se separaram em grupos distintos.

A Figura 44 mostra PC1 versus PC3, PC1l versus PC4, também comparando
espectros do grupo normal com cevicite e NIC | de forma que cada agrupamento resultou na
construcéo de gréficos de dispersdo, onde foram obtidas as classificacbes dos espectros.

Nessa figura, 0s espectros apresentaram-se sem agrupamento especifico.
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Figura 44 Dispersao entre espectros normal x cervicite x NIC |



A andlise dos gréficos representativos da ACP com os critérios PC2 versus PC4

permitiu separar clusters de espécimes de colo normal versus cervicitee NIC I.

A partir dessa classificagdo foi tragada uma linha aleatéria entre os clusters PC2
versus PC4 para calcular a sensibilidade e especificidade dos achados que foram de
sensibilidade 88,54% e especificidade de 82,1% respectivamente, utilizando o software
ORIGIN 7.0. (Figura 45).
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Figura 45 Disperséo entre espectros normal x cervicite x NIC |

A média entre os espectros Raman de tecidos normais de colo uterino, no intervalo
de fregiiéncia de 800 a 1800 cm* é mostrada na figura 46. Foi definida esta regido porque
bandas espectrais deste intervalo podem ser utilizadas para estudar os principais

constituintes moleculares dos tecidos de colo uterino.
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Figura 46 Médiados 117 espectros FT-Raman de amostras de colo uterino normal entre

800 e 1800 cmi*com linhas de base corrigidas e normalizadas vetorialmente

Tabela5 - Equivaléncia dos picos espectrais e constituintes moleculares da média dos

espectros de colo uterino normal observados na Figura 46.

Pico dos espectros constituintes molecul ares

940 cmi™ prolina, valina, proteina e glicogénio
1000 cmi* Fenilalanina

1086 cmi™ PO,, &cidos nucléicos

1270 crmi+ 1340 et Lipidios, proteinas e amida Il

1451 cmi* Proteinas e lipidios

1659 cmi* Amidal, banda de proteinas




Objetivando estabelecer as caracteristicas espectrais Raman, calculamos a média
entre os espectros Raman de todos os tecidos de colo uterino coletados e estudados neste

trabaho, representado na Figura47.
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NIC |
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Figura47 Médias obtidas de todos os espectros FT-Raman de amostras de colo uterino
normal,cervicite e displasias com linhas de base corrigidas e normalizadas
vetorialmente de 800 a 1800 cm*

Utilizando a média e o desvio-padréo para estudo dos espectros obtidos por
Espectroscopia Raman, obtivemos resultados espectrais de mucosa cervical normal e estes
mostraram discreto desvio-padréo, entre a banda 1021 a 1144 cm?, regi&o que corresponde
a0 PO2 e &cidos nucléicos e da banda 1640 a 1680 cm' que corresponde aregido de

proteinas e amidal (Figura48).
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Figura 48 Média e Desvio- Padrao dos espectros de tecidos normais

A descricdo dos laudos histopatoldgicos dos espécimes com diagnostico de
normalidade, apresentou discretas diferengas com relagdo aos tecidos presentes nas
amostras, diferencas estas que podem decorrer do tamanho da amostra coletada. Muitos
fragmentos apresentavam somente tecido epitelial caracteristico do etocérvice, outros,
tecido epitelial e conjuntivo, além de amostras que apresentavam tecido epitelial glardular
caracteristico do endocérvice. Diante dessas diferencas sugere-se que as ateracOes
observadas no desvio-padréo da média dos espectros possam ocorrer devido a diferencas
nas amostras.

Por sua vez, as diferencas encontradas nas amostras de tecido com diagndstico
histopatoldgico de cervicite podem ter como causa os diferentes graus de infiltrado
inflamatorio, que diferiam nas distintas amostras, além das mesmas diferencas citadas
anteriormente para os tecidos normais. No entanto, o desvio-padrdo da média dos
espectros das amostras estudadas presentes neste grupo, ocorreu de forma mais intensa
entre as bandas 1021 a 1144 cm*, que corresponde aos picos de PO2 e &cidos nucléicos
respectivamente. A discreta alteragdo no desvio padréo observada entre as bandas 1640 e
1680 cmt, também pode ser explicada como o relatado para os tecidos normais (Figura
49).
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Figura 49 Médiae Desvio-Padrao dos espectros de cervicite

A andlise dos diagndsti cos andtomo-patol 6gicos das amostras classificadas como NIC
| também revelaram diferencas com relacdo ao tamanho da amostra e a sua composi¢ao
tecidual. Os laudos relataram diferentes tipos de revestimento epitelial, conforme a regido de

coleta da amostra, bem como variacdo na proporcao de atipias celulares presentes.

Na Figura 50 que representa a média dos espectros referentes aos espécimes de
NIC | observouse que o desvio padréo apresentouse intenso entre as seguintes bandas:
1021 e 1044 cmi* que correspondem respectivamente as bandas de PO, e &cidos nucléicos;
1222 e 1362 cm*, que correspondem as bandas de lipidios, proteinas e amida 11, 1400 e
1500 cmit que correspondem as bandas de proteinas e lipidios, e 1640 e 1680 cmi' que
correspondem as bandas de proteinas e amida |. Todas essas bandas correspondem aos
componentes nucleares das células, podendo justificar o tipo de desvio padrdo ocorrido

nessas regioes.
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Figura 50 Média e Desvio—Padr&o dos espectros de NIC |

As alteragoes teciduais encontradas na displasia intra-epitelial grau 11 s maiores
gue as encontradas na displasia grau |, sendo que 0 maior nimero de células modificadas,
atingindo dois tergos do epitélio, caracteriza esta patologia. Na Figura 51 a demonstraram:
se a média e o desvio padrédo que representam 0s espectros estudados de NIC |1,
observando-se discreto desvio padrdo entre &s bandas 1021 e 1044 cni'que correspondem

as bandas de PO, e &cidos nucléicos, respectivamente.
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Figura 51 Médi ae Desvio-Padr&o dos espectrosde NIC |1



As dteracdes encontradas na lamina de NIC 111, representam a totalidade de nucleos
alterados em todo o epitélio escamoso, contabilizando somente uma paciente com esta
patologia. O desvio padréo da média desses espectros estudados foi discreto entre as bandas
de 1590 e 1765 cmi?, que corresponde & banda de amida | e proteinas respectivamente
(Figura52).
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Figura 52 Média e Desvio—Padréo dos espectros de NIC 1]



6 Discussao

Métodos como a citologia ou a colposcopia ndo fazem diagnostico
individualmente, sendo imprescindivel a realizacdo do exame histopatol 6gico, que ainda

hoje € o padréo ouro de diagndstico em patologias cervicais.

Muitos fatores podem complicar e dificultar o trabalho do patologista chegar a um
diagnostico definitivo, a comecar pela coleta dos esfregagcos endocervical e ectocervica e

posteriormente a execucao da colposcopia e bidpsia.

Ciente das dificuldades, Lira Neto (2000), relatou que é importante saber que na
presenca de inflamagdo € necessario repetir o exame apos o tratamento antiinflamatorio
local €ou sistémico. Os processos inflamatorios podem levar a resultados falso-postivos,
tails como observados com a tricomoniase, a candidose e a gardenerose, que podem
determinar uma reacdo inflamatoria tdo intensa, que torna muito dificil a separacéo entre
benigno, inflamatdrio/reacional e neoplasico. Os mimicos de HPV séo provavelmente o
principal fator de falso positividade. Haos perinucleares, hipertrofia nuclear e
binucleacdo, observados em processos inflamatérios podem dificultar de tal maneira o
diagnostico diferencial com alteracbes HPV-induzidas, que a exclusdo ou afirmacdo da
condicdo neoplésica fica impossivel, tanto em nivel citolégico quanto histopatol 6gico.

Nesses casos € importante repetir o0 exame apos tratamento.

A histologia, apesar de ser padrdo ouro para o diagnéstico final, também pode
apresentar limitacbes. Os fragmentos devem ter em média 3 mm, visto que fragmentos
menores sao considerados insatisfatorios e maiores necessitam ser seccionados em frages

menores.

De acordo com Lira Neto (2000), nem todos os achados colposcépicos alterados
possuem correspondéncia histolégica com neoplasias epiteliais. Oitenta por cento dos
casos de achados col poscOpicos anormais sdo descritos como ténues, discretos, leves ou
grau 1 e ndo apresentam significado oncolégico imediato, tais como acantose,

paraqueratose, queratose, deplecdo glicogénica, hiperplasia basal reacional, espongiose e



exocitose. Apenas 18% dessas ateragdes colposcopicas apresentam as caracteristicas

histol 6gicas das neoplasias intra-epiteliais, geralmente de grau |.

O mesmo autor ainda comenta que menos de um terco das lesBes histolégicas ndo
apresenta caracteristicas classicas ou bem definidas das lesdes classicasde NIC I, 11 ou I11.
Assim € possivel que haja discordancia entre patologistas, principamente quando as
lesbes sdo limitrofes (alteracOes histoldgicas entre NIC | e I, ou entre NIC 11 e 11l). No
caso de divida sugere-se que outro patologista revise a lamina, mas € bom lembrar que
nem sempre o laudo da revisdo € o correto. Se houver discordancia entre o primeiro e o
segundo laudo, torna-se obrigatoria a realizagdo de uma terceira andise por um terceiro
patol ogista.

Estatisticamente, 80% das amostras teciduais analisadas histologicamente com
lesio HPV induzida, apresentam infiltrado inflamatério crénico sem presenca de displasia.
No presente estudo, das 50 amostras coletadas de colo uterino com leso HPV induzida o
resultado histopatologico demonstrou 28 cervicites, 14 displasias leves e 5 displasas
graves. Este fato pode ser explicado pelo fato do HPV inicialmente, ndo conseguir
integrar-se a0 DNA da célula hospedeira, devido a imunidade celular propria de cada
individuo: Somente ap6s um periodo aproximado de 2 anos € que o virus pode vencer ou
n&o as barreiras imunol dgicas, conseguindo ou ndo integrar-se a0 DNA dacélula infectada
(LIRA NETO,2000).

E importante salientar que todas as pacientes examinadas e submetidas a bidpsia
do colo uterino, ndo haviam sido submetidas a tratamento medicamentoso, antes da
realizacdo da hidpsia. Ressalta-se ainda, que haviam amostras de colo uterino com
dimensbes inferiores a 3mm, podendo gerar dificuldades para a andlise andomo-

patol 6gica

As amostras coletadas permitiram catalogar 300 espectros provenientes de 71
pacientes. O maior nimero de amostras coletadas foi de pacientes que apresentavam colo
uterino normal, isso, porque havia um interesse primario em se comparar amostras de colo

uterino normal e colo uterino com lesdes HPV induzidas. E importante salientar que as



pacientes submetidas a bidpsia do colo uterino ndo foram preudicadas em seus

tratamentos em nenhum momento.

Os espectros encontrados neste estudo representam dois tipos de tecido presentes
no colo uterino humano, o endocervical e o ectocervical. Portanto, pode-se sugerir que 0s
diversos espectros Raman encontrados corresponderiam aos diferentes componentes
presentes em cada tipo de tecido caracteristico de distintos locais anatbmicos ou de

diferentes patologias.

As andlises estatisticas aplicadas neste estudo permitiram notar que, assim como
referido por Mahadevan-Jansen et al., (1998), displasias de baixo grau apresentavam
espectros com picos em 1070 e 1656 cmi*, menos intensos do que os espectros de tecido
normal nessas regides. No entanto, esses autores relataram que tecidos com displasia leve
apresertavam maior intensidade no pico em 1451 cmi?, enquanto ro presente estudo os
espectros de displasia leve apresentavam menor intensidade do que a observada em

amostras de tecido normal nestaregido (Figura47).

Quando correlacionada a média dos espectros de colo normal a média dos
espectros de NIC |, notouse que somente o pico 1086 cm? representado pelo PO, e
acidos nucléicos, apresentava intensidade menor em relacdo aos espectros de tecido
normal e NIC |. Neste mesma regido a média dos espectros de NIC I11, foi ainda menos

intensa com relacdo a todas as outras médias.

Quando comparadas amostras de colo uterino com diagndstico de cervicite e colo
normal, ndo foram observadas alteracOes espectrais nas médias dos espectros, quanto a
intensidade. Assm sendo, pode-se sugerir que ndo houve diferenca espectral entre
cervicite e colo normal, por este tipo de andlise estatistica (Figura 47). A visuaizacéo da
figura 47 permite notar discreta sobreposicdo espectral de NIC |11 nos picos em 940 e
1659 cmi* em relacdo aos outros demais espectros dos tecidos que compunham a amostra,

referentes atecido normal, cervicite, NIC | e NIC II.



Na Figura 44 e 45 podem ser observados os PCs entre os dados de colo uterino
normal, cervicite e NIC I. Na figura 45, que representa PC 2 versus PC4, constatamos que
0s espectros de colo uterino normal separaram-se daqueles com cervicite e NIC |. Esta
representagdo mostrou que a Espectroscopia Raman foi eficiente na distingéo entre tecido

normal e tecido alterado de colo uterino

Encontrouse, na dispersdo do PC 2 versus PC4 figura %), sensibilidade de
88,54% e especificidade de 82,1%, permitindo considerar esse resultado proximo da
reaidade. A sensibilidade de 88,54%, observada na dispersdo, mostrou resultados
classificados como falso-positivos em 11,5% dos espectros que compunham a presente
amostra. Por sua vez, a probabilidade de ocorrerem resultados falso-negativos era de
17,9%, decorrente da especificidade de 82,1% observada neste estudo.

A representacdo grafica dos espectros dos espécimes estudados através de
dendogramas permitiu observar que amostras de colo uterino, com resultado
histopatol 6gico de mucosa normal, situamse em dois grandes grupos, mostrando assim
gue 0s espectros normais tém 84,16% de similaridade entre si, concordando com 0s

resultados histopatol 6gicos.

O dendograma correlacionado ao grupo histopatolégico de cervicite, mostrou
73,03% de similaridade entre os espectros, notando-se que a Espectroscopia Raman
permitiu separar 0s espectros em dois grupos. Sob o aspecto histopatol 6gico, as |aminas de
cervicite apresentavam-se com variedade na intensidade inflamatéria e tecidual (Figura 37,
38 e 39).

Os espectros de NIC | também foram separados no dendograma em dois grupos,
um maior e outro menor. Neste Ultimo, encontravamse 4 espectros pertencentes a 2
pacientes que ndo apresentaram laudos histopatologicos diferentes em relacdo as outras
pacientes.

No dendograma da Figura 43, onde foram estudadas todas as amostras

caracterizadas histopatol ogicamente como normais, cervicite e NIC |, os espectros destes



grupos se misturaram e formaram 3 grupos. Todos os grupos formados contendo amostras

de colo uterino normal, com cervicite e com NIC .

Ao estudar a média e desvio padréo dos espectros normais (Figura 48) verificou-se
discreto desvio padréo nos picos de 1086 cmit e 1656 cmt, que s as bandas dos PO,
&cidos nucléicos, amida | e proteinas respectivamente. Sabe-se que estes elementos
participam na composicdo do esqueleto celular (acidos nucléicos, como o DNA, e
proteinas que formam o citoesquel eto) e de estruturas de sustentac&o teciduais como, por

exemplo, o coldgeno e aelastina.

Segundo Lira Neto (2000), o epitélio escamoso apresenta um nimero determinado
de células que varia de acordo com o momento enddcrino da mulher. Como as
participantes deste estudo submetidas a bidpsia apresentaram idade que variaram entre 16
e 61 anos, sugere-se que estes desvios no pico 1086 cmt, possam decorrer da variacso da
espessura desses epitélios, e consequiente variagcdo na quantidade de nucleos nesta regido.
Isto pode ser explicado pelos variados niveis hormonais observados nas diversas faixas
etérias do género feminino, como, por exemplo, o estrogénio, que na mulher mais jovem &
abundante e deixa o0 epitélio com todas as camadas arquiteturamente perfeitas. Nas
mulheres idosas, principamente nas menopausadas, 0 epitélio cervica apresenta-se
atréfico, com menor quantidade de tecido conjuntivo e vascular. O epitélio apresenta
espessura reduzida e pouca vascularizagéo, o que poderia explicar o discreto aumento no
desvio-padr&o na regi&o do pico 1656 cni’, onde predominam as proteinas que participam

na composi¢ao do esqueleto celular e das estruturas de sustentagdo.

Por outro lado, no grupo das pacientes com cervicite (Figura 49), o desvio padréo
no pico 1656 cm?, banda da amida I, que apresenta predominio de proteinas, pode
decorrer de hiperplasia epitelial ou de diferencas quantitativas/qualitativas no volume das
amostras estudadas. No pico 1086 cmt, que representa a banda do PO, e &cidos nucléicos,
0 aumento no desvio padrdo da média dos espectros, pode ser atribuido ao fator
inflamatério encontrado nestas amostras InflamacBes vaginais provocadas por
Trichomonas, Candida, Gardnerella vaginalis e os mimicos de HPV, dificultam o

diagnéstico, pela formacao de halos perinucleares, hipertrofia nuclear e binucleacéo.



Na média do grupo dos espectros que apresentaram como resultado histopatol 6gico
NIC | (Figura 50), ocorreram alteragdes acentuadas ro desvio-padréo nos picos de 1086,
1270, 1340, 1452 e 1659 cmi*. No pico 1086 cmi’, o desvio foi da mesma intensidade
observada nos espécimes com cervicite, devido, provavelmente, ao fator inflamatério, aos
mimicos de HPV, e também ao préprio HPV. Nabanda de 1659 crmit encontrou-se desvio-
padrédo discretamente maior, se comparado aos referentes a cervicite. Processos
inflamatdrios intensos poderiam prejudicar a andise histopatoldgica pelo excesso de
estruturas celulares presentes no campo histol6gico, bem como pela presenca de necrose
celular. Outros processos poderiam estar associados, como a presenca de paraceratose,
onde ha queratinizagcdo das células epiteliais e hiperplasia reacional da camada basal,
representada pela duplicacdo da camada de células germinativas e presenca de nicleos

hipertrofiados.

A banda entre 1222 e 1362 cmit inclui os picos 1270 e 1340 cmi?, e corresponde
aos lipidios, proteinas e amida |1l respectivamente. Na média dos espectros obtidos das
amostras de NIC | o desvio padréo aparece com intensidade mediana nesses picos (Figura
50). AlteracOes decorrentes de infeccdo por HPV, determinam grandes alteracOes
epiteliais, como hperceratose, hiperplasia basal ediscariose, lembrando que se observa,
em todos esses processos, grande quantidade de proteinas, 0 que pode explicar o desvio

encontrado nesta regido nas amostras estudadas.

O desvio padréo encontrado no pico de 1452 cri' da média dos espectros com
resultado histopatolégico de NIC | (Figura 50) foi de grande intensidade, o que ndo
aconteceu nas outras patologias, com relacdo a essa banda, onde predominam proteinas e
lipidios. Na regi&o compreendida entre os picos 1222 e 1362 cm?, aintensidade do desvio
padréo pode decorrer da presenca de infiltrado inflamatério abundante, com conseqliente
aumento da celularidade no espécime estudado, o que é caracteristico de cervicitee NIC .
Ainda, € importante ressaltar que na displasia leve, ocorrem alteragdes celulares que ndo
estdo presentes na cervicite. Por conta disto, alteracdo epitelial apresentaria maior
guantidade de proteinas. A grande variedade nas caracteristicas das amostras

histopatol égicas, mostra a dificuldade do diagndstico de NIC |, pois nesse estagio as



ateracOes epitelias sdo discretas quando comparadas ao tecido com processo

inflamatario.

Portanto, nessa Bise, em que 0s componentes teciduais apresentam composicao
bioquimica semelhante, fica dificil a diferenciacéo entre processos inflamatérios cronicos
e dteraces displasicas. A presenca do processo inflamatério associado as atipias celulares
observadas nos casos de NIC poderia explicar o aumento na intensidade do desvio-padréo

encontrado na média dos espectros de NIC I.

Na média dos espectros de NIC Il (Figura 51) visuaiza-se exclusivamente um
discreto desvio na banda do pico 1086 cnit, novamente o pico que corresponde & banda

do PO, e &cidos nucléicos, banda onde vibra o DNA.

E importante ressaltar que, apesar das diferencas histoldgicas e anatémicas
associadas a importante influéncia hormonal e inflamatéria a que estéo sujeitos os tecidos
presentes no colo uterino, a utilizacdo da Espectroscopia FT-Raman permitiu caracterizar
e diferenciar amostras de tecidos normais daqueles com diagnostico de cervicite e NIC |,
apresentando sensibilidade de 88,14 % e especificidade de 82,1%, quando comparados aos
resultados anétomo-patol 6gicos.



7 Conclusoes

Os resultados obtidos no presente estudo permitem sugerir que a utilizacdo da

Espectroscopia FT-Raman:

1- possibilitou identificar a existéncia de diferencas espectrais entre tecido de colo de
Utero normal, cervicite e NIC |, confirmadas através da andlise histopatol6gica das

referidas amostras teciduais.

2- Correlacionou 0s espectros dos grupos de colo normal, cervicite e NIC | e

identificou que as variaveis possuiam similaridade igual ou maior a 72,26 %.

3- A dispersdo do PC2 versus PC4, demonstrou sensibilidade de 88,54 % e
especificidade de 82,1% entre 0s achados espectrais e resultados histopatol 6gicos de

tecido normal x cervicitee NIC I.



8 Sugestdes para estudos futuros

Apbs a conclusdo deste estudo com tecidos de colo uterino norma e HPV

positivos suger e-se para outros estudos:

1- Realizac&o de estudo com maior nimero de amostras de colo uterino tanto

normal quanto HPV induzidas.

2- Realizar estudos comparativos de amostras de colo uterino normal com
amostras de lesbes de lesdes HPV induzidas, porque mais de 90% dos

carcinomas de colo do Utero sdo HPV induzidos.

3- Estudar a possibilidade de desenvolvimento de uma fibra éptica para medir
espectros Raman, que possa diagnosticar |esdes epiteliais de baixo e alto

grau no colo uterino in vivo, durante o exame col poscopi co.
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Anexo — A

[PV EsEans Lxtikop

Ensino UNIVERSIDADE DO VALE DO PARATBA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVAP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® L168/2004/CEP, sobre "Estudo
das lesdes do colo uterino por espectroscopia Raman", sob a responsabilidade
do Prof. Dr. Airton Abrahdo Martin, esti de acordo com os Principios Eticos,
seguindo as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres
humanos, conforme Resolugdo n.° 196/96 do Conselho Nacional de Satide ¢ for
aprovado por esta Comissio de Etica em Pesquisa.

Informamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de
Pesquisa devera apresentar a este Comité de Etica um relatorio das atividades

desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao.

S#o José dos Campos, 11 de maio de 2005

PROF. DR. LANDULFO SILVEIRA JUNIOR

Presidente do Comité de Ftica em Pesquisa da Univap

A Shichema Hifum, 2911 - URBANOVA - CEP. 12243000 - PARX (123 3947 1121 - FAN (123 3947 1149 - Caixa Pratal 82 - & | Campos-3P



Anexo - B

Formulério de consentimento ao paciente

Obter dados que permitam diagnosticar, avaliar e propor bases moleculares para o
estudo do desenvolvimento do Cancer de colo uterino, sdo objetivos de pesquisadores de
estudos clinicos cientificos. E por meio destes, que sio obtidas novas informagdes sobre os
mecanismos envolvidos nessa doenca, podendo oferecer novas possibilidades de diagnostico
precoce e tratamento adequado para essa patol ogia.

Estas informacOes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria neste
estudo, que visa a utilizagdo da espectroscopia Raman para diferenciagdo entre um tecido
normal e um tecido anormal em amostras de bidpsia de colo uterino, que estdo sendo por este
servigo tratadas.

E rotineiro o envio de amostras teciduais para exame histopatol6gico, exame este
necessario para um diagnostico definitivo, uma destas amostras sera encaminhada para o
exame histopatol égico e outra amostra para a pesquisa com espectroscopia Raman.

A obtencéo e o estudo do referido fragmento ndo implicard em riscos adicionais no
Seu tratamento.

Este estudo foi previamente apresentado & Comissdio de Etica em Pesquisa da
UNIVAP. Trata-se de uma nova técnica chamada Biopsia Optica ou também Espectroscopia
Raman a qual através da emisséo de uma luz laser sobre a amostra, ira obter respostas com
detal hes de suas ligacfes bioquimicas.

A espectroscopia é uma técnica ndo invasiva e de resultados em tempos real que trard
muitas vantagens na area de Oncologia com diagndstico precoce do cancer.

Os fragmentos de mucosa biopsiada foram identificados no laboratério por codigo
formado por nimeros e letras, permitindo manter a privacidade e identidade do paciente. A
eventua inclusdo dos resultados em publicagcdo cientifica seréa feita de modo a manter o
anonimato das pacientes.

Concordando com o uso do material para os fins acima descritos, € necessario
esclarecer que ndo existe qualquer beneficio ou direito financeiro a receber sobre os
eventuais resultados decorrentes da pesquisa, mas também ndo ha qualquer tipo de despesa

adicional para fazer parte deste estudo. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos



procedimentos propostos neste estudo, o participante tem o direito a tratamento médico no
consultoério da pesqguisadora.

Se ndo houver concordancia na doacdo do material para pesquisa, esta decisdo nao
influenciard de modo algum no tratamento.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é a mestranda
Maria Christina Botelho Mendonca Y assoyama, que pode ser encontrada no endereco, Rua
Shishima Hifumi, 2911- Urbanova, S8 José dos Campos SP, tel:(12) 3947-1165
(Universidade do Vale do Paraiba— Laboratorio de Espectroscopia Vibracional Biomédica).

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o “Estudo comparativo de lesdes de colo uterino por
Espectroscopia Raman e histopatologia’.

Eu discuti com o Dr.(a) sobre a

minha decisdo em participar nesse estudo, ficando claro para mim quais sdo 0s propositos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e risco, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também, que minha
participacéo é isenta de despesas e que tenho garantia de atendimento ambulatorial quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar do mesmo, sem penalidade, prejuizo ou
perda de qualquer beneficio no meu atendimento ou que eu possa ter adquirido neste servico.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do paciente/ representante legal
Data / /

Assinatura da testemunha
Data / /




Para casos de pacientes menores de 18 anos de idade, anafabetos, semi-analfabetos

ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

Assinatura do responsavel pelo estudo
Data / /






