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RESUMO

O céancer da boca é um problema de saude publica, com grande incidéncia na
populacdo brasileira. O paciente afetado geralmente apresenta-se para o
tratamento com a doenca em estadios avancados, com consequente diminui¢ao
das taxas de sobrevida. Diante disso, torna-se imprescindivel a deteccdo do
cancer de boca em estéadios precoces. A espectroscopia de fluorescéncia € uma
ferramenta diagndstica ndo invasiva que pode auxiliar na detec¢do do cancer em
tempo real, com o potencial de fornecer sensibilidade e especificidade
semelhantes ao diagnostico clinico de profissionais experientes. E uma técnica
relativamente simples, rapida e acurada que consiste em avaliar a composicao
bioguimica e a estrutura do tecido pelo espectro de fluorescéncia emitido por ele,
apos aplicacao de uma fonte de luz. Quando h& progressédo de um estado normal
para um estado alterado, isso € refletido nas caracteristicas espectrais da
fluorescéncia dos tecidos, podendo ser correlacionada com o0 exame
histopatolégico destes tecidos. O objetivo do presente estudo consistiu em
discriminar, na mucosa bucal, tecido sadio de neoplasico, por meio de
espectroscopia de fluorescéncia. As avaliacbes ocorreram nos pacientes do
Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoco e Otorrinolaringologia do Hospital
A. C. Camargo e do Laboratério Especial de Laser em Odontologia da USP, Séo
Paulo, Brasil. O estudo obteve aprovacdo dos Comités de Etica em Pesquisa das
instituicbes participantes. A amostra consistiu de 150 individuos nos quais se
realizou a espectroscopia de fluorescéncia dos quais 55 pacientes eram
portadores de carcinoma oral, 30 voluntarios com mucosa oral clinicamente
normal, 35 pacientes sem lesdo oral, com histéria prévia de neoplasia, que foram
submetidos a cirurgia ou a cirurgia e radioterapia, e 30 pacientes com leséo
clinicamente detectavel e potencialmente maligna. 81 casos (54%) do sexo
masculino e a média de idade foi de 62,7 anos. Em relacédo aos fatores de risco,
76 (50,6%) eram fumantes e 31(20,7%) etilistas. Foram realizadas bidpsias e os

resultados destas duas metodologias foram comparados, usando o diagndstico
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histopatolégico como padrdo ouro, para identificar caracteristicas espectrais de
cada tipo de lesdo. Os espectros foram classificados e comparados com a
histopatologia para determinacdo da eficiéncia na discriminacdo diagnéstica
empregando-se a fluorescéncia. A andlise consistiu de diversos tipos de
processamentos matematicos dos espectros, sendo as acuracias Bayes 0.513 e
0.618 e J48 0.829 e 0.887 nos comprimentos 532 e 406nm, respectivamente.
Observou-se a variabilidade entre as doencas, entre os sitios anatémicos, entre 0s
individuos e entre regibes da mesma lesdo. Os valores de especificidade e
sensibilidade da técnica variam em func¢éo do tipo de analise empregada, como na
excitacdo em 406 nm o algoritmo J48+CFS mostrou valores de sensibilidade igual
a 88,5% e de especificidade igual a 93,8%, podendo em alguns casos, pode-se
constatar o seu potencial de uso como instrumento auxiliar do diagnéstico do

cancer de boca.

Palavras-chave: carcinoma epidermdide, espectroscopia de fluorescéncia,

diagnéstico precoce, neoplasia, cavidade oral.
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ABSTRACT

Oral cancer is a public health problem with high incidence in the Brazilian
population. The affected patient usually presents for clinical investigation, with
advanced stage disease, the consequence of this delay is a reduction in survival
rates. Given this, it's essential to detect oral cancer in early stages. Fluorescence
spectroscopy is a non-invasive diagnostic tool that can aid in cancer detection in
real time, with the potential to provide similar sensitivity and specificity for clinical
diagnosis of experienced professionals. This technique is relatively simple, fast and
accurate which evaluates the biochemical composition and structure of the tissue
fluorescence spectrum emitted by it, after application of a light source. When there
IS a progression from normal state to an altered state, this is reflected in the
spectral characteristics of fluorescence of tissues, which may be correlated with
the histopathological examination of tissues. The aim of this study was to
discriminate, in the oral mucosa, healthy tissue and tumor, through fluorescence
spectroscopy. Assessments occurred in patients of the Department of Head and
Neck Surgery and Otorhinolaryngology, Hospital A. C. Camargo and the Special
Laboratory of Laser in Dentistry, USP, Sdo Paulo, Brazil. The study was approved
by the Ethics Research Committee of the participant institutions. The sample
consisted of 150 individuals who were submitted to fluorescence spectroscopy, of
whom 55 patients had oral carcinoma, 30 volunteers with normal oral mucosa, 35
patients without oral lesions, but with a previous history of malignancy, who
underwent surgery or surgery and radiotherapy, and 30 patients with a clinically
detectable potentially malignant lesions. 81 cases (54%) were male and the mean
age was of 62.7 years. Regarding risk factors, 76 (50.6%) were smokers and 31
(20.7%) consumed alcohol. Biopsies were performed and the results of these two
methods were compared using the histopathologic diagnosis as the gold standard
for comparison to the spectral characteristics of each type of lesion. The spectra
were classified and compared to histopathology for determining the efficiency in
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diagnostic discrimination employing fluorescence. The analysis consisted of
various types of mathematical processing of spectra, and the accuracies Bayes
0,513 and 0,618 and J48 0,829 and 0,887 in lengths of 532 and 406nm,
respectively. It can be observed variability among diseases, among the anatomical
sites among individuals and among regions of the same injury. The specificity and
sensitivity of the technique varies depending on the type of analysis employed as
the excitation at 406 nm the algorithm J48 + CFS showed sensitivity of 88,5% and
specificity of 93,8% and may in some cases, one can see its potential use as an

aid to diagnosis of oral cancer.

Keywords: squamous cell carcinoma, fluorescence spectroscopy, early diagnosis,

cancer, oral cavity.
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1 INTRODUCAO

Anualmente, sdo diagnosticados cerca de 10 milhdes de tumores malignos
no mundo, sendo o cancer de boca e faringe responsavel por 6% dos casos. No
Brasil, a boca representa a quinta localizacdo de maior incidéncia de cancer em
homens, com estimativa, para 2010, de 10.060 novos casos e a sétima localizacao
de maior incidéncia em mulheres, com 3.410 novos casos. Entre os principais
fatores de risco relacionados ao cancer de boca, citam-se o consumo de tabaco e
o de bebidas alcodlicas que, se associados, aumentam consideravelmente esse
risco (INCA, 2010).

Na maioria das vezes, 0 paciente apresenta-se para o0 tratamento
tardiamente, com a doenca em estadio avancado, com consequente diminuicdo da
taxa de sobrevida. Entre 1999-2003, segundo o Instituto Nacional do Céancer
(INCA, 2010), mais de 60 % das neoplasias malignas da boca diagnosticadas no
Brasil estavam em estadios avancados (estadios Il e 1V). O tratamento destes
pacientes pode ser ainda desfigurante e debilitante (Gillenwater et al., 1998).
Apesar dos avangos nas técnicas reconstrutivas para tratamento do carcinoma
epiderméide, tem havido um pequeno aumento da taxa de sobrevida destes
pacientes, sendo que 0sS mesmos necessitam também de seguimento continuo

para deteccdo de segundos tumores primarios (Heintzelman et al., 2000).

Torna-se importante, neste contexto, a realizacdo do diagnéstico precoce
do céancer de boca, com o intuito de melhorar a qualidade de vida e a taxa de
sobrevida desses pacientes. Na préatica clinica, o diagnéstico precoce,
convencionalmente realizado, requer a realizacdo de acurado exame clinico e
biopsia para avaliagdo histopatologica do local suspeito para determinar seu
potencial maligno (Gillenwater et al., 1998). Porém, varios fatores contribuem para
dificuldade de emprego efetivo de mais ferramentas para deteccdo precoce do

cancer de boca, como profissionais inexperientes que nao reconhecem alteracdes



indicativas de displasia e neoplasia (Heintzelman et al., 2000), distincdo entre
alteracdes inflamatérias, que sdo muito mais prevalentes, de alteracdes pre-
neoplasicas (Cruz et al., 2005; INCA, 2010; Lane et al., 2006). Além disso, nos
pacientes de alto risco, toda mucosa bucal apresenta alteracdes (Muller et al.,
2003), sendo dificil reconhecer quando e onde a biopsia deverd ser realizada
(Heintzelman et al., 2000). Acrescenta-se também que a abordagem do carcinoma
epidermdide de boca é complexa, pois, muitas vezes, enfrenta-se a falta de
recursos dos profissionais da area de saude, além de envolver o medo e o
preconceito dos pacientes. Estas intercorréncias sao extremamente prejudiciais,
atrasando ainda mais o diagndstico e o tratamento, piorando o prognostico (Brener
et al., 2007).

Atualmente, hd um grande interesse em técnicas que utilizam fluorescéncia
para avaliacdo de lesbes de forma ndo-invasiva e nao-destrutiva. Com base nas
propriedades épticas e na sensibilidade dessas técnicas em captar a fluorescéncia
emitida por fluoréforos enddgenos e diferenciar as variagdes teciduais. A
espectroscopia de fluorescéncia tem se mostrado uma importante ferramenta na
deteccdo de lesBes potencialmente malignas e malignas na mucosa oral
(Georgakoudi et. al., 2002; Kurachi et al., 2004).

A espectroscopia de fluorescéncia € uma ferramenta diagndstica nao-
invasiva, acurada e rapida que pode ser utilizada para deteccdo precoce e
diagndstico de cancer em tempo real. A composicao bioquimica e a arquitetura do
tecido podem ser avaliadas pelo espectro de fluorescéncia emitido por ele, que vai
ser modificado na presenca de alteracdes teciduais, podendo ser comparada com
a histopatologia destes tecidos. Algoritmos matematicos podem ser entéo
desenvolvidos e otimizados para classificar tecidos em sua respectiva categoria
histologica, baseados nas suas caracteristicas espectrais (Ramanujam et al.,
1996; Ingrams et al., 1997; Ramanujam, 2000; Chu et al., 2006).



2 REVISAO DE LITERATURA

Diferentes tumores podem afetar a cavidade oral, sendo o carcinoma
epiderméide o tipo histolégico observado em mais de 90% dos casos (Silverman,
1988; Gorsky, 1990; Robbins, 1996).

A caracteristica multifatorial da etiologia do cancer envolve fatores
endodgenos, como predisposicdo genética e imunoldgica, e fatores exdgenos
ambientais e comportamentais. O sexo masculino e o grupo etario acima de 45

anos de idade s&o os mais acometidos (Reichart, 2001).

Estudos epidemiolégicos evidenciam habitos como tabagismo e etilismo
associados a etiologia do cancer de boca. Segundo Hamada et al. (1991) o uso
disseminado de &lcool e tabaco nas ultimas décadas contribuiu para a elevada
incidéncia da doenca no Brasil. Todas as formas de consumir o tabaco
representam risco para o cancer bucal; o fumo, porém, é a forma mais consumida
(Johnson, 2001; Ddbréssy, 2005). O risco do tabagismo para o cancer de boca é
cumulativo em relacdo a duracéo e a intensidade do hébito, segundo Winn (2001).
Estudos coorte apontaram de duas a cinco vezes mais risco de cancer de
cavidade oral e orofaringe para individuos que consomem bebidas alcodlicas em
excesso do que para os individuos que consomem alcool eventualmente (UICC,
2010).

Alguns carcinomas de células escamosas da cavidade oral se desenvolvem
a partir de lesbes potencialmente malignas e causam notaveis alteracfes clinicas
e histolégicas na mucosa oral (Silverman, 1984; Silverman, 1968). Embora as
lesbes orais sejam comuns, prever quais lesdes irdo sofrer transformacéo para
carcinoma invasivo e quais permanecerao estaveis e ter um curso clinico indolente
€ um desafio. O exame padrdo ouro para o diagnostico de lesdes é a analise

histol6gica, e as decisbes de tratamento sdo baseadas em diagndstico



microscépico e ndo na apresentacao clinica. A maioria das lesées potencialmente
malignas apresenta-se clinicamente como leucoplasia ou eritroplasia, mas
histologicamente, elas podem ter uma ampla variedade de fenotipos, tais como

hiperqueratose, displasia ou carcinoma (Deepak, K, 2007).

A leucoplasia é a lesédo potencialmente maligna mais frequiente da mucosa
oral. A OMS definiu-a como uma mancha ou placa de coloracdo branca da
mucosa oral, ndo removivel por raspagem e que ndo pode ser caracterizada
clinica ou histopatologicamente como outra doencga. Seu processo de diagnostico
€ um tanto complexo devido a diversidade de seu aspecto clinico e pela auséncia
de sintomatologia. Os sitios mais comumente atingidos séo lingua, mucosa jugal e
assoalho bucal. A probabilidade de transformac&o maligna varia de acordo com
tipo e localizag&o da leséo, tipo e frequéncia dos fatores de risco a que o paciente
estd exposto e presenca histolégica de hiperqueratose ou o grau de displasia
(Silverman S Jr et al., 1984, van der Waal | et al., 1997; Kowalski LP et al., 2008).

Eritroplasia e eritroleucoplasia sdo lesdes orais que apresentam maior
potencial de transformacdo maligna. A eritroplasia oral é o termo usado para
descrever uma placa ou lesdo macular vermelha na boca, ndo removivel a
raspagem no qual um diagnéstico clinico especifico ndo pode ser estabelecido
(OMS, 2010). Lesbes sao chamadas de eritroleucoplasia quando as areas
vermelhas e brancas sdo associadas ou manchas brancas estéo presentes sobre
a placa vermelha (Hosni ES, 2009). E uma les&o rara de etiologia desconhecida
gue apresenta, em cerca de 90% das lesdes, associacdo de displasia moderada a

intensa, ou carcinoma in situ, ou carcinoma invasor (Kowalski LP, 2008).

O carcinoma epidermdéide pode se apresentar de forma endofitica ou
exofitica que clinicamente pode ter o aspecto leucoplasico, eritroplasico,
eritroleucoplasico, ulcerado ou ambos. A lesdo ulcerada é a mais frequente,
normalmente assintomatica, nao cicatriza nem regride, de longa duracéo,

apresenta bordas elevadas, firmes, endurecidas e irregular e o centro pode ser



necrotico, irregular, granular ou verrucoso (Pindborg, 1981; Silverman, 1988;
Sonis, 1995; Kowalski LP, 2008).

Histologicamente, a progressdo neoplasica pode ser avaliada a partir da
acantose, aumento da razdo nucleo/citoplasma, hipercromatismo nuclear, perda
da polaridade celular, pleomorfismo celular, displasia epitelial, angiogenese,
invasdo epitelial no tecido conjuntivo subjacente, mitoses atipicas e pérolas de
ceratina. Caracteriza-se pelas ilhas e corddes invasivos de células epiteliais
escamosas, bem diferenciadas ou nao, que invadem irregularmente os tecidos
subjacentes, crescendo como entidades independentes. Essa invasdo, chamada
disseminacdo metastética, pode ocorrer em vasos sanguineos e/ou linfaticos e ser
transportada para outras regides do mesmo 6rgdo, mesma regido anatdbmica ou

até mesmo para 6rgaos distantes (Sonis, 1995; Sauk, 2000; Neville, 2009).

O diagnostico precoce € um dos fatores mais importantes para o
prognéstico dos pacientes. O controle do carcinoma oral avancado €
extremamente dificil, ja as lesfes iniciais sdo mais facilmente controladas,
removidas e, consequentemente, menor a mutilacdo do paciente e melhor
prognostico (Pindborg, 1981; Neville, 2002).

A deteccdo e o diagnodstico da lesdo inicial assintomatica € um dos
principais desafios do cirurgido-dentista na clinica diaria (Kurachi, 2004). As lesfes
iniciais aparecem como uma alteracao superficial em textura e cor, geralmente
indolores; como areas branco-avermelhadas, avermelhadas ou pequenas Ulceras
gue sdo confundidas com lesdes inflamatérias. (Sonis, ST, 1995; Robbins SL et
al., 2008).

Os carcinomas bucais sé@o estadiados pelo sistema TNM que quantifica os
tumores em relagdo ao tamanho do tumor primario, envolvimento de linfonodos
regionais e envolvimento de metastases distantes. Esse sistema padronizado

auxilia no estabelecimento do progndstico, planejamento do tratamento, avaliacdo



do resultado do tratamento e facilita troca de informagcdes entre centros de
tratamento (Pindborg, 1981; Jameson MJ et al., 2006; Neville, 2009).

O tratamento mais empregado para os carcinomas epiderméides da
cavidade oral é a resseccao cirargica, sendo ou ndo acompanhada de radio e/ou
guimioterapia. Independente da terapia escolhida, o tratamento é simplificado e a
sobrevida aumenta quando as lesdes encontram-se em estadios iniciais
(Pindborg,1981; INCA, 2010; IARC, 2010). Frente a isto, o desenvolvimento e
aperfeicoamento de técnicas para um diagnostico precoce de cancer boca torna-

se de grande importancia.

O diagnéstico de tumores da cavidade oral € realizado por meio da
avaliacao clinica e confirmacédo histopatoldgica, apds bidpsia da area suspeita. A
histopatologia € o0 método diagnéstico considerado padrdo ouro, porém a
classificacdo da patologia depende da experiéncia do clinico em coletar um
material representativo da lesdo, ou seja, regido mais caracteristica e material
suficiente e do patologista em reconhecer caracteristicas celulares e teciduais

presentes na area analisada (Silverman, 1988; Roger et al., 2001; Kurachi, 2005).

O desenvolvimento de técnicas de diagndstico mais objetivas é uma
tendéncia atual e € de grande relevancia na tentativa de minimizar o grau de
subjetividade e diminuir o tempo de espera do resultado da técnica convencional.
Assim, a biopsia Optica vem sendo apresentada como uma técnica para a
deteccdo de lesdes, e, portanto, auxiliar no diagnéstico (Ebihara et al, 20083;
Kurachi C, 2004; Xin-Hua Hu, 2005).

A deteccdo Optica se baseia nas alteracbes bioguimicas e estruturais,
celulares e teciduais modificando a interacdo da luz com o tecido. Os tecidos
bioldgicos sdo compostos por diversas biomoléculas e estruturas que interagem
com os fétons (croméforos); dependendo do tipo de interagdo observada elas

podem ser denominadas como absorvedores, espalhadores e fluoréforos. As



propriedades Opticas de cada cromoforo dependerdo do comprimento de

excitacao e do tipo de tecido (Pavlova et al., 2008).

Para a realizacdo da técnica, ndo ha necessidade de introducédo de
corantes exdgenos, nem procedimentos invasivos, nem experiéncia prévia de
diagndstico clinico (Gillenwater et al., 1998; Heintzelman et al., 2000). Além disso,
a fluorescéncia também permite melhorar a deteccdo de lesBes clinicamente
ocultas. Pode auxiliar os profissionais a direcionarem a melhor localizacdo da
bidpsia e a determinar as margens de resseccao do tumor (Heintzelman et al.,
2000; Ramanujam, 2000; Miller, 2003). Ainda, aumenta o potencial do tratamento
curativo, além de reduzir complicacdes e custos do tratamento. Pode também
monitorar a resposta dos tecidos as varias intervencdes terapéuticas (Ramanujam,
2000). E uma técnica objetiva que suplementa o diagnéstico clinico (Muller et al.,
2003).

O aparelho utilizado requer uma fonte de luz, filtros de emisséo e excitacao,
uma sonda de investigacdo e fotodetector. A fonte de excitacdo é uma luz
monocromatica ou de banda estreita de emissdo, conduzida ao tecido por um
condutor flexivel que também coleta a luz emitida pelo meio biolégico. Um
dispersor separa a luz emitida em seus respectivos comprimentos de onda; e um
detector mede a intensidade para cada comprimento de onda de emisséo
(Ramanujam, 2000; Lane et al., 2006). A fluorescéncia pode ser detectada e
visualizada diretamente ou gravada e visualizada indiretamente (Lane et al.,
2006).

A espectroscopia de fluorescéncia ocorre devido a presenca de fluoréforos
endogenos intracelulares, como as proteinas coladgeno e elastina, que sao
componentes estruturais do tecido. Citam-se também como fluoréforos, a
nicotinamida adenina dinucleotideo em sua forma reduzida (NADH), triptofano,
tirosina, fenilalanina e flavina adenina dinucleotideo (FAD). A fluorescéncia

associada ao colageno, elastina e proteinas, em geral, € devido a presenca de



aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina, fenilalanina) que refletem a estrutura
celular e tecidual (Ganesan et al.,, 1998; Chu et al., 2006). Em contraste, 0s
derivados da piroxina, NADH e FAD, variam com o estado metabdlico dos tecidos
(Lane et al., 2006) e seus niveis se alteram na presenca de condi¢des patoldgicas.
A fluorescéncia destas moléculas € refletida pelas suas concentracdes e
distribuicdo, assim como as propriedades fisicoquimicas do meio em que se
encontram. Considerando que a alteracdo protéica e da conformacao celular
devem ser a razdo da transformacédo maligna, essa ferramenta € bastante Util para

diferenciar neoplasia de tecido normal (Ganesan et al., 1998).

De modo geral, a absorcao e dispersao tecidual modificam a intensidade e
distribuicdo espectral da fluorescéncia detectada. Alteracdes bioquimicas do
coldgeno ocorrem devido a quebra de matriz extracelular pelas células displasicas.
As alteracbes que acompanham a progressdo displasica também afetam as
propriedades de absorcdo e dispersdo dos tecidos, as quais, por sua vez,
modificam a fluorescéncia. Além disso, a microvascularizacdo aumentada que
acompanha a carcinogénese leva a absorcdo aumentada devido a maior
concentracdo de hemoglobina, principal biomolécula absorvedora na regido do
visivel. Portanto, a perda de fluorescéncia associada as alteracdes associadas a
progressdo maligna é decorrente principalmente da quebra da matriz de colageno
e a absorcao de luz aumentada da hemoglobina. Secundariamente, citam-se a
dispersdo aumentada no epitélio, espessura epitelial e diminuicdo da

concentracédo de FAD (Mdller et al., 2003; Lane et al., 2006; Poh et al., 2006).

Muller et al. (2003), avaliaram 53 localiza¢des in vivo de 15 pacientes
portadores de neoplasia do trato aerodigestivo, e 38 localizacdes de 8 voluntarios
sem lesao clinica, associando trés técnicas espectroscopicas (espectroscopia de
fluorescéncia intrinseca, espectroscopia de reflectancia difusa e espectroscopia de
dispersdo de luz). Utilizando as informacfes obtidas pelas trés técnicas
(espectroscopia trimodal), os autores obtiveram 96% de sensibilidade e 96% de
especificidade na distingdo entre neoplasico/displasico (leve, moderado e severo)



do tecido normal. J& na distincdo entre tecido displasico e neoplasico, obtiveram
uma sensibilidade de 64% e uma especificidade de 90%.

Poh et al. (2006) realizaram 122 biopsias utilizando punch em 20 pacientes
portadores de neoplasia oral. Em cada neoplasia foi realizada uma biépsia e nas
margens da leséo foram realizadas no minimo quatro biopsias, totalizando 102. De
10 neoplasias apresentando perda de fluorescéncia em uma ou varias direcdes de
sua margem com extensdo maior que 10 mm, 6 apresentaram alto grau de
displasia, em mucosa clinicamente normal. Ao avaliarem essa regido por biologia
molecular, os autores verificaram que havia uma correlacao entre a diminuicdo de
fluorescéncia nas margens da neoplasia e a alteracdo molecular (perda de
heterozigosidade). De acordo com os autores, a remocgdo arbitraria de tecido
adjacente a neoplasia como margem de seguranca de 1 cm realizada pelos
cirurgibes ainda é falha devido ao alto risco de cancerizacdo de campo em muitos
pacientes, resultando em alta taxa de recorréncia da lesdo. Os autores verificaram
alteracdes subclinicas em 19 das 20 margens dos espécimes avaliados e que a
extensdo dessas alteracdes varia consideravelmente, entre 4 a 25 mm,

freqientemente se estendendo em, no minimo uma direcdo, em mais de 10 mm.

De acordo com Veld et al. (2003), a distincdo entre tecido saudavel e
alterado em um mesmo paciente nem sempre é bem definido, ja que alteracdes
espectroscopicas também ocorrem nas adjacéncias do tecido alterado, onde ha
anormalidades subclinicas. Isso seria resolvido se a classificacdo algoritmica se
tornasse menos dependente da prépria mucosa aparentemente "saudavel® do
paciente, mas sim a partir de um banco de dados de mucosa saudavel de um
grande grupo de voluntarios. Para Muller et al. (2003), o que dificulta é a variedade
tecidual da mucosa oral, ora queratinizada, ora nao, diferindo em cada regiao

avaliada.

Ganesan et al. (1998) avaliaram in vitro, células epiteliais neoplasicas

(inhagem 1483) e células normais obtidas de tonsilectomia. Os autores



verificaram que as diferencas observadas entre tecido normal e patoldégico no
espectro de excitacdo de 340 nm foram devido a alterac6es da absorcéo 6ptica
dos residuos de aminoacidos nas proteinas celulares contendo triptofano, tirosina,
fenilalanina, entre outros. Os autores recomendaram a utilizacdo do comprimento
de onda de 340 nm para diferenciacédo entre tecido normal e neoplasico. Segundo
Ramanujam (2000), as diferencas entre células normais e neoplasicas observadas

no espectro de excitacdo de 340 nm, sdo atribuidas ao triptofano e a tirosina.

De acordo com Chu et al. (2006), o espectro de fluorescéncia do colageno,
NADH e FAD, avaliados em amostras congeladas de tecidos colorretais, é de 395

nm, 455 nm e 545 nm, respectivamente.

Segundo Schwarz et al. (2009) o processo de carcinogénese na cavidade
oral, alteracdes bioquimicas e estruturais no tecido epitelial e no estroma podem
alterar as propriedades Opticas dos tecidos displéasicos e cancerosos. Aumento do
tamanho nuclear, da razdo citoplasma/nucleo, da microvascularizacdo e o
aumento da degradacdo de coldageno do estroma, e as alteracbes na
concentracdo de fluoréforos mitocondrial, tais como a NADH e FAD, levam a
mudancas na dispersdo Optica, absorcdo e caracteristicas internas de

autofluorescéncia do tecido.

Em relacdo a emissdo da fluorescéncia no espectro vermelho, que esta
sendo atribuido as porfirinas (pico de emissdo proximo a 630 nm), existem
controvérsias sobre 0s reais emissores, se enddgenos ou exdgenos. Harris e
Werkhaven (1987) observaram autofluorescéncia restrita as &reas necroticas
ulceradas em neoplasias induzidas em hamsters, explicado pelos autores pela
presenca de porfirinas bacterianas localizadas nos tecidos necroticos e ulcerados.
Porém, nesse espectro, a lingua e tecido adjacente normal avaliado em
voluntarios, foram os locais que mais apresentaram resultados falso-positivos.

Para os autores, deve-se realizar profilaxia da cavidade oral antes da realizacao
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dos testes, para eliminacdo das bactérias que podem apresentar
autofluorescéncia devido sintese bacteriana de hematoporfirina.

De acordo com Inaguma e Hasimoto (1999), de 78 carcinomas orais
expostos ao comprimento de onda de 410 nm, 85% destes exibiram
autofluorescéncia no espectro vermelho, apresentando um espectro bimodal,
sendo este semelhante ao espectro de emissdo das porfirinas, enquanto &reas
normais ndo apresentaram essa caracteristica. Essa autofluorescéncia estava
presente tanto na area necroética quanto nos tecidos viaveis da neoplasia, sendo
gue nas areas necroticas e ulceradas, a fluorescéncia era maior. De 43 lesdes
benignas avaliadas pelos autores (incluindo 15 leucoplasias), 40 delas (93%) ndo
apresentaram o espectro bimodal. Os autores extrairam protoporfirina de trés
espécimes de biopsia de carcinoma e o0s trés extratos apresentaram
autofluorescéncia no comprimento de onda de 630 nm. Ao separarem estes
extratos pela eletroforese, verificaram que os compostos fluorescentes continham
concentragdes diversas de porfirina, apresentando diferencas quali e quantitativas.
Para estes autores, a fluorescéncia dos carcinomas no espectro vermelho, é

atribuida as porfirinas, e ndo a contaminacao microbiana.

Lane et al. (2006) observaram que a fluorescéncia visualizada diretamente
na mucosa neoplasica apds aplicacdo da luz azul apresenta-se verde palida.
Utilizando-se a histopatologia como padréo-ouro, em 50 locais avaliados, essa
técnica forneceu 85% de sensibilidade e 100% de especificidade para discriminar

areas normais de pré-neoplasicas e neoplasicas.

Na avaliacdo de espécimes de bidpsias, Fryen et al., 1997, observaram que
a autofluorescéncia torna-se heterogénea nas &reas neoplasicas com
pleomorfismo celular. O rompimento da membrana basal e o nacleo mais escuro e
maior das células neoplasicas causam uma diminuicdo da fluorescéncia. Fibras
elasticas, vistas nos tecidos conjuntivos saudaveis adjacentes se tornam mais

compactas nas bordas da lesdo e as pérolas de queratina emitem significante
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autofluorescéncia. Os diferentes graus de queratinizagdo de acordo com a
diferenciacdo das lesfes causam visualizacdo mais distinta da alteracdo, ao
contrario do epitélio normal. Mesmo pequenas lesdes pré-neoplasicas como
displasia e carcinoma in situ mostram diferentes graus de autofluorescéncia.
Porém, a fluorescéncia interindividual é heterogénea. Observacdes in vivo e in
vitro revelaram que autofluorescéncia estd aumentada nas bordas da neoplasia,
na displasia ou carcinoma in situ com queratinizacdo, e esta diminuida em lesdes

basaloides indiferenciadas e especialmente nas infiltradas profundamente.

Ao avaliarem, por espectroscopia de fluorescéncia, nove estruturas
anatbmicas da boca de oito voluntarios saudaveis e de 15 pacientes com suspeita
de neoplasia, Gillenwater et al. (1998) observaram variacfes entre os individuos
com mucosa normal, e estas foram maiores em relacdo ao lado contralateral do
mesmo individuo e entre diferentes estruturas anatdbmicas. Para cada paciente
com suspeita de neoplasia, o pico da intensidade de fluorescéncia foi comparado
ao local contralateral normal, com a intensidade de fluorescéncia dos locais
suspeitos apresentando-se menor, em relacdo a estrutura clinicamente normal. De
acordo com os autores, 337 nm e 410 nm foram os comprimentos de onda que
forneceram melhor discriminacdo entre normal e anormal (atipia, displasia ou

cancer).

Heintzelman et al. (2000) verificaram que os comprimentos de onda de
excitacdo de 350 nm, 380 e 400 nm podem ser indicados para deteccdo de
neoplasia oral. Ao utilizarem os comprimentos de onda de excitacdo de 350 nm e
400 nm, em cavidade oral, obtiveram uma emisséo de fluorescéncia em 472 nm,
com 90% de sensibilidade e 88% de especificidade, apds avaliarem 20 individuos
(nove voluntarios normais e 11 pacientes com suspeita de neoplasia), em testes
de treinamento. Nos testes de validacdo do experimento, os autores obtiveram
100% de sensibilidade e 98% de especificidade, utilizando os mesmos parametros
de comprimento de onda, ao avaliarem 53 voluntarios sadios e trés pacientes com

suspeita de neoplasia. De acordo com o0s autores, a mucosa oral normal
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demonstrou maior intensidade de emissdo de autofluorescéncia (450 nm) no

comprimento de onda de excitagdo de 380 nm em relacdo a mucosa neoplasica.

Veld et al. (2003) avaliaram, por espectroscopia de fluorescéncia, 97
voluntarios com mucosa oral clinicamente normal utilizando sete diferentes
comprimentos de onda de excitacdo. Os autores avaliaram 13 localizacdes
anatdbmicas da boca (mucosa jugal; borda lateral, dorso e ventre de lingua;
transicdo entre lingua e assoalho da boca; assoalho da boca; gengiva livre;
gengiva inserida; mucosa labial inferior, borda da semimucosa labial, palato duro e
mole). A intensidade de autofluorescéncia foi maxima entre 500 e 510 nm. As
menores intensidades de fluorescéncia foram observadas na borda da
semimucosa labial e na borda lateral da lingua; e as maiores, no palato e mucosa
jugal. Os autores verificaram que existem poucas diferencas espectroscopicas
entre as diferentes localizacdes anatdbmicas. Apenas a borda da semimucosa
labial e o dorso da lingua apresentaram-se estatisticamente diferentes das demais
regides, sendo estas regides mais facilmente classificadas. Porém, a intensidade
total de fluorescéncia ndo pode ser usada como referéncia, para se comparar com
um banco de dados, ja que existem diferentes intensidades de autofluorescéncia

nos diferentes sitios anatdémicos, além da variabilidade entre pacientes.

Palmer et al. (2002) realizaram bidpsias em 11 pacientes com suspeita de
neoplasia. Os espécimes foram colhidos da lesé@o e do lado contralateral normal, e
depois congelados, para serem avaliados espectroscopicamente. Os autores
observaram que as maiores diferencas entre tecido normal e displasico foram
encontradas no comprimento de onda de excitacdo de 410 nm. Amostras
displasicas e malignas tiveram fluorescéncia aumentada acima de 600 nm,
guando comparadas com amostras normais, com picos de emisséo de 635 e 690
nm, indicando que lesbes displasicas exibem uma caracteristica fluorescente que
nao esta presente na mucosa normal. O método utilizado pelos autores

apresentou sensibilidade, especificidade e acuracia de fluorescéncia para
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diferenciar tecido histologicamente normal de displasico e neoplasico de 90%,
91% e 91%, respectivamente.

A realizacéo de estudos ex vivo (imediatamente apoés realizacdo de biopsia)
revelou que o espectro de emissao de fluorescéncia € preservado, exceto entre
500 nm e 700 nm. Nesse intervalo, a emisséo de fluorescéncia & dramaticamente
diminuida. Isso pode ser explicado pelas medidas de reflectancia difusa, que
sugerem uma diminuicdo da oxigenacdo da hemoglobina nos tecidos ex vivo, e
um aumento da absorcdo da hemoglobina nas amostras congeladas e
descongeladas. Ocorre uma lise celular, 0 que poderia aumentar a quantidade de
sangue presente nas camadas superficiais do tecido, aumentando os efeitos de
absorcdo pela hemoglobina. Além disso, a lise celular também pode causar
alteracdo nas propriedades de espalhamento da luz, o que poderia levar a
diminuicdo da intensidade da reflectancia difusa. Isso acarretaria diminuicdo da
intensidade da fluorescéncia espectral dos tecidos congelados e descongelados.
Apdés um tempo de 90 minutos, as alteracbes espectroscépicas causadas pela
degradacdo dos tecidos ap6s bidpsia foram significativamente menores (10 a 30%
de variacdo na intensidade) que aquelas associadas com 0s processos de
congelamento e descongelamento, com 50 a 70% de diminui¢do da intensidade
(Palmer et al., 2002).

Segundo Chu et al. (2006), amostras de tecido congeladas cinco minutos
apos realizacdo de bidpsia revelaram apenas 3% de alteracbes na

autofluorescéncia, ao serem comparados com amostras frescas.

ApOs utilizarem trés métodos de analise linear multivariada (analise do
componente principal - PCA, quadrado minimo parcial - PLS e regressao linear
multivariada - MVLR), ao avaliarem biopsias congeladas de tecido colorretal, Chu
et al. (2006) observaram que os métodos PLS e MVLR alcangaram acuracia
diagnéstica preditiva melhor que o PCA. O PLS apresentou acuracia de 86% para

os tecidos neoplasicos e 93% para os tecidos normais, enquanto que o MVLR
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apresentou 86% e 96% e o PCA, 91% e 89%, para os tecidos neoplasicos e
normais, respectivamente. Os autores relataram que as caracteristicas espectrais
de fluorescéncia dos tecidos orais sdo bastante similares aos tecidos do colon,
onde em tecido normal e displasico, o pico do colageno é mais alto que o do
NADH. No tecido neoplasico, o pico do colageno é menor que o do NADH. De
acordo com os autores, a intensidade do pico do coladgeno decresce e do NADH
aumenta com o desenvolvimento da neoplasia. Para os tecidos orais, o PLS
obteve melhor resultado diagndstico para os tecidos normais, e 0 MVLR para o
tecido neoplasico e displasico, em relacao ao PLS e PCA. Porém, o PCA forneceu
a melhor acuracia diagndstica para a lesdo potencialmente maligna e carcinoma in
situ, sendo que esta capacidade de diferenciacdo € importante para o diagnostico
precoce do cancer na pratica clinica, ja que o tecido neoplasico € mais facilmente
diagnosticado ao exame clinico. Porém, o PLS é capaz de obter maior variancia

que o PCA, com melhor acurécia diagnéstica global.

Como o cancer bucal ainda € uma neoplasia prevalente na populagédo
brasileira, os profissionais da area da saude tém por obrigacao tentar debelar esse
problema de saude publica. Devido a acessibilidade da cavidade oral e dos fatores
de risco se apresentarem bem definidos, essa area torna-se ideal para deteccéo
precoce e prevencao de neoplasias. Porém, deve-se salientar que essas lesdes
muitas vezes podem passar despercebidas pelos profissionais, jA& que sao
indolores em seus estadios iniciais e menos prevalentes que lesdes de natureza
benigna, acarretando um diagnéstico clinico incorreto e a nao realizacdo da
biépsia (Lane et al. 2006).

A espectroscopia de fluorescéncia vem a ser um método indolor e rapido, e
diferentemente da biopsia, € uma ferramenta diagnostica que tera uma maior
aceitacdo pelo paciente, que muitas vezes se recusa a ser submetido a uma
biépsia pelo medo do procedimento cirargico, além de se evitar o desconforto no
pos-operatorio. Porém, uma vez detectada alguma alteracdo espectroscopica, a

bidpsia devera ser indicada para confirmacédo do diagnéstico, com a vantagem de
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ja se ter o local de sua realizagdo pré-definido pela alteracdo da emissdo da
fluorescéncia tecidual. Por ser um método de deteccdo em tempo real, a
espectroscopia de fluorescéncia podera melhorar o prognéstico e a qualidade de
vida destes pacientes, devido a deteccdo precoce da neoplasia. Assim,
potencialmente poderdo ser evitadas cirurgias mutiladoras, além do que o
paciente pode ficar constantemente monitorado, com medidas espectrais
periodicas, mesmo apos realizacdo de remocédo de neoplasia, para deteccédo de
novas alteragdes teciduais.

16



3 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi determinar a capacidade de discriminacao entre
mucosa bucal normal e alterada (potencialmente maligna e/ou maligna), por meio

de espectroscopia de fluorescéncia.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Amostra

Neste estudo prospectivo a captacdo dos individuos da amostra foi
realizada no Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoco e
Otorrinolaringologia do Hospital A.C. Camargo e no L.E.L.O.-USP (Laboratério
Especial de Laser em Odontologia), Sdo Paulo. Para ndo onerar nem ao paciente
nem a Instituicdo, a pesquisa foi realizada quando das consultas rotineiras do
paciente ao ambulatorio. Todos os individuos e responsaveis que estiveram de
acordo em participar voluntariamente da pesquisa assinaram o0 Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexos 1 e 2).

4.2 Instrumentos

O sistema de espectroscopia de fluorescéncia foi desenvolvido no Grupo de
Optica do Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo e foi
fornecido em regime de empréstimo dentro da colaboracao técnico-cientifica entre

as instituicdes envolvidas no projeto.
4.2.1 Descricao do Sistema

O sistema é composto por fonte de luz para excitagdo, uma sonda de
investigacdo, um espectrofotdmetro e um laptop (figura 1). Dois sistemas laser de
estado solido, um de diodo emitindo em 406 nm e outro de Nd:YAG dobrado em
532 nm, foram empregados. A sonda de investigagdo é do tipo Y, sendo uma
extremidade conectada ao laser e a outra ao espectrofotdmetro (figura 2). A ponta
de investigagdo possui uma area total com 2 mm de diametro. Duas fibras Opticas
de 600 um de didmetro cada estdo posicionadas lado a lado, uma conduz a luz de

excitacao e a outra coleta a luz re-emitida pelo tecido (figura 3). Uma ponteira de
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aluminio foi confeccionada para a protecéo da sonda e manuseio clinico (figura 4).
O diametro da &rea de leitura € de 1,6 mm e o didmetro total da area que entra em
contato com o tecido é de 3,2 mm. A ponteira de aluminio tem um diametro na
extremidade de 7,75 mm, a area circular externa a sonda de investigacao evita a
uma iluminacdo ambiente do tecido alvo (figura 5). O espectrofotdmetro portétil
USB 2000 (Ocean Optics, EUA) realiza a leitura entre 350 e 800 nm. O filtro passa
alta (longpass filter) & selecionado de acordo com o comprimento de onda
empregado, para 406 nm utiliza-se o filtro em 435 nm (GG435, Schott, EUA) e
para 532 nm, o filtro em 570 nm (OGG570, Schott, EUA) (Figura 6, A e B). O
software para aquisicdo dos dados (OOIBase32/Ocean Optics) foi desenvolvido
em ambiente LabView, de acordo com as caracteristicas da investigacao clinica
do projeto. O laptop possibilita ao monitoramento em tempo real dos espectros
coletados e 0 armazenamento dos dados coletados. O sistema possui trés opgcdes
de poténcia de excitagdo para ambos comprimentos de onda: 4, 6 e 8 mW. Isso é
relevante dada as diferencas das -caracteristicas Opticas dos tecidos que

investigados.

Figura 1 — Sistema de espectroscopia de fluorescéncia.
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Figura 2 — Imagem da sonda de investigagdo com uma extremidade conectada ao

laser e a outra ao espectrofotdmetro.

Figura 3 — Imagem da ponteira de investigagdo que possui uma area total de 2

mm de diametro.
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Figura 4 — Ponteira de aluminio confeccionada para protecdo e manuseio das
fibras dpticas.

Figura 5 — Imagem da ponteira de aluminio externa a sonda de investigacao
protegendo-a da iluminag&o do ambiente.
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Figura 6 — Filtros para comprimento de 406 nm e 532 nm. A — Emissao da
fluorescéncia para o comprimento 406 nm; B — Emisséo da fluorescéncia para o

comprimento 532 nm.

4.3 Anamnese e exame clinico

Todos os participantes foram entrevistados e os dados preenchidos em
uma ficha de anamnese padronizada que contem informacdes referentes a habitos
associados ao risco do cancer (cigarro e alcool), antecedentes familiares, entre
outros (Anexo 3). Um exame clinico minucioso foi realizado com auxilio de
espatulas de madeira, sob luz branca fornecida por um refletor. Nos portadores de
carcinoma ou qualquer lesdo clinicamente detectavel, foram anotadas as
caracteristicas clinicas, localizacdo e medidas da lesdo. A impresséo clinica do
avaliador foi obtida seguindo a classificagdo em mucosa normal, mucosa alterada
sem suspeita de malignidade, mucosa alterada suspeita e carcinoma. As
caracteristicas clinicas também foram anotadas como eritroplasia, leucoplasia,
ulceracdo, presenca de necrose, dentre outras. Todas as lesdes foram
fotografadas com maquina digital (Canon Modelo Power Shot SX200 1S).
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4.4 Espectroscopia de fluorescéncia

Foi realizada antissepsia bucal dos participantes com solucao fisioldgica
para minimizar possiveis contaminantes na mucosa, como detritos de alimentos.
Os individuos permaneciam em jejum, por no minimo 1 hora, para se evitar que
substancias corantes ingeridas alterassem o padrédo de fluorescéncia da mucosa

avaliada.

A ponteira de aluminio sempre era revestida de filme PVC bem fino,
transparente e bem esticado, ndo deixando dobras na extremidade ativa evitando,

assim, contaminacéo e/ou qualquer influéncia do filme PVC na coleta.

Todos foram submetidos a espectroscopia de fluorescéncia, nos 2
comprimentos de onda (Anexo 4). Nos portadores de lesdo clinicamente
detectavel abaixo de 1 cm foi realizada a varredura pontual cobrindo toda a area
alterada e em toda sua margem, radialmente, de modo que essa medida se
afastou da lesdo em aproximadamente 5 milimetros. Nos portadores de leséo
acima de 1 cm, em caso da identificacdo de heterogeneidades superficiais, foram
escolhidas regides representativas para correlacionar com os diferentes padrdes
clinicos, evitando-se area de necrose. Em cada area escolhida, foram realizadas,
no minimo, 5 medidas espectroscépicas, em cada comprimento de onda. Nas
margens de lesdes acima de 1 cm, foi escolhida uma area de 1 cm? em que se
realizaram as medidas espectroscopicas, de forma concéntrica, de modo que
foram realizadas no minimo 5 medidas em cada linha, se afastando da les&o, com
no minimo, 5 linhas. Sempre que possivel, uma regido de mucosa contralateral ou
de mucosa bucal de mesma classificacdo, clinicamente normal, também foi
investigada. Cada regidao ou lesdo em que foi realizada a espectroscopia de
fluorescéncia foi dividida em quadrantes e demarcada em papel, para se
determinar o local correto da afericdo e a localizacdo da biopsia. As afericdes
foram realizadas no Centro Cirdrgico do Hospital A.C. Camargo, apos inducao da

anestesia geral, e no ambulatério do L.E.L.O., antes do procedimento de biépsia
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ou remocao total das lesbes. Nos individuos portadores de neoplasia oral um
segundo exame de varredura pontual, nos 2 comprimentos de onda, foi realizado
na peca cirargica apos resseccao da lesdo, avaliando centro e bordas da leséo e

limites da peca, num momento ex vivo (Figura 7 e 8).

Figura 7 — Esquema representativo de uma lesdo com centro (rosa claro) e limite

(rosa escuro) e os pontos de coleta com o sistema de espectroscopia de

fluorescéncia.

Figura 8 — Paciente com lesdo potencialmente maligna de aspecto heterogéneo
sendo submetido ao exame de espectroscopia de fluorescéncia.
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Nos voluntarios com mucosa clinicamente normal e individuos em
seguimento, foram selecionados as seguintes regifes: borda lateral de lingua,
dorso de lingua, assoalho bucal, mucosa labial inferior, mucosa jugal, gengiva ou
rebordo alveolar, palato e labio, com no minimo, 5 afericbes de espectroscopia em
cada comprimento de onda, por area selecionada. Nos individuos em seguimento
foi evitada a area cicatricial. Cada regido ou lesdo em que foi realizada a
espectroscopia de fluorescéncia foi demarcada para se determinar o local correto
da afericho e a localizacdo da citologia. As afericbes e coleta da citologia
esfoliativa foram realizadas no ambulatério do Departamento de Cirurgia de
Cabeca e Pescoco e Otorrinolaringologia do Hospital A.C. Camargo.

4.5 Bidpsia

A biépsia com punch de 4 mm foi realizada nos portadores de neoplasia no
momento da cirurgia. De todos os pacientes j& havia sido preenchida da ficha
clinica e obtida a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. As
biépsias foram realizadas no Centro Cirurgico, ap6s a segunda varredura por
espectroscopia de fluorescéncia na peca ressecada, enquanto 0 paciente estava
anestesiado e passando pela cirurgia. Este procedimento ndo afetou o andamento
da cirurgia a que o paciente foi submetido. Os pacientes portadores de lesdo até 2
cm foram submetidos a 1 bidpsia no interior da lesédo. Nas lesdes de 2 a 4 cm,
foram realizadas 2 biopsias no interior da lesdo. Nas lesdes acima de 4 cm, foram
realizadas 3 bidpsias no interior da lesdo. Todas as bidpsias foram realizadas em
locais onde previamente foram realizadas as medidas espectroscopicas e foram
realizadas de acordo com a heterogeneidade da lesdo (area eritroplasica, area
leucoplasica, area ulcerada, area nodular). Nas margens das lesdes, foram
realizadas 4 bidpsias, a 5 mm da borda da lesédo, evitando-se proximidade a areas
necroticas (Figura 9 e 10).
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Figura 9 — Paciente com lesé@o heterogénea ulcerada em mucosa jugal lado

esquerdo.

Figura 10 — Bidpsia de lesdo suspeita.
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Os espécimes foram acondicionados em frascos plasticos contendo formol
a 10%, para posterior processamento. O tecido foi classificado clinicamente em
normal, alterado sem suspeita de malignidade, alterado displasico e maligno

(carcinoma).

4.6 Citologia Esfoliativa

Nos pacientes em seguimento ou nos voluntarios sadios que consentiram,
foi realizada coleta citolégica de material da cavidade oral. Foi utilizada a espétula,
que foi friccionada nas seguintes localizacdes: borda lateral de lingua, dorso de
lingua, assoalho bucal, mucosa labial inferior, mucosa jugal, gengiva ou rebordo,
palato e labio. Apos coleta, foi preparado um esfregaco citolégico em lamina e
fixado em etanol 95%, para posterior analise. O exame citologico foi realizado
somente nos individuos do grupo controle para termos um resultado

anatomopatoldgico correspondente ao individuo sadio.

4.7 Analise dos espectros de fluorescéncia

Os espectros coletados foram analisados em funcdo das diferentes
localidades anatbmicas e do tecido alterado pela lesdo comparando com o tecido
normal. Os resultados dos espectros foram correlacionados com o diagnostico
histopatoldgico. Diferentes tipos de processamentos matematicos foram realizados
buscando a melhor discriminacdo entre tecido normal versus tecido alterado

potencialmente neoplasico versus tecido alterado neoplasico.

No primeiro momento, as analises foram feitas por paciente em cada sitio
anatomico na qual foram anotadas as caracteristicas de forma e intensidade de

cada espectro. Depois foi feita uma juncdo para comparar lesdo com mucosa
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normal, e a partir desse momento foram feitas analises com mais de um paciente,
comecando a analise com todos e depois separando por sitio.

A importacdo e processamento dos espectros foram feitos no MATLAB ou
no WEKA (classificadores computacionais). Foi desenvolvido um algoritmo para
importar os dados utilizando como base a planilha de dados. Como havia a
presenca de bandas de emissao tanto antes quanto apos a regido principal, foram
removidas regides do espectro antes de proceder com as analises. Nos espectros
obtidos com laser de 532 nm foi selecionada a regiao entre 543,5 e 790,7 nm.
Para o laser de 406 nm foi selecionada a regiao entre 419,6 e 790,7 nm. Apds isto,
foi aplicado um filtro de Savintzky-Golay para “alisar” os espectros (para a analise
derivativa, o filtro foi aplicado apo6s a derivacao) e a linha de base foi removida (a
média do final do espectro, que é aproximadamente constante, ficou sendo a
média dos 15 ultimos valores). Para o laser 532 nm, pacientes apés o 100 ndo
entraram na andlise devido a ma qualidade dos espectros, possivelmente
ocasionada por problema com o filtro passa-alta. Para o laser 406 nm, alguns
pacientes foram excluidos em determinadas analises devido a alta intensidade dos
espectros. Para todas analises, realizadas até o presente momento, somente
foram incluidos espectros obtidos in vivo. Para a “Analise Cruzada” e
“Classificadores computacionais”, o sitio Dorso de lingua foi excluido dada sua
alta variabilidade, justificada pela presenca de porfirinas secretadas por bactérias

presentes nesta regido (da flora natural ou néo).

Andlise de Componentes Principais (PCA) é um método largamente
utiizado em conjuntos de dados multivariados, uma vez que sua principal
caracteristica € a reducao da dimensionalidade. A PCA resume-se basicamente
em um problema de auto-valores e auto-vetores. Foram testados trés tipos de pré-
processamento da base de dados: normalizacdo, padronizacdo e analise

derivativa.
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A normalizacdo é obtida através da divisdo do espectro pelo seu maximo,
assim qualquer espectro possui resposta maxima igual a 1. Isto prioriza a forma do
espectro e acaba perdendo informacdes de intensidade.

A padronizacéo € feita pelos comprimentos de onda. Para padronizar um
dado comprimento de onda, subtrai-se sua média e divide-se o resultado pelo seu
desvio padrao. Procede-se desta maneira para todos os espectros da base e para
todos os comprimentos de onda. No final todo comprimento de onda tera média
nula e desvio padrao igual a unidade.

Na andlise derivativa calcula-se a primeira e a segunda derivada dos
espectros. Foi aplicado o filtro de Savintzky-Golay apos a derivacdo a fim de

suavizar as curvas obtidas.

Os grupos propostos para avaliagdo foram: Normal de voluntério (N), lesao
potencialmente maligna (P), carcinoma epidermoéide (C). Inicialmente foi feita uma
avaliacdo global, isto é, independente do sitio anatémico. Em um segundo
momento foi feita uma PCA dividindo os espectros conforme o sitio anatdmico ao

qual pertenciam.

Uma segunda abordagem foi feita somente para as lesbes potencialmente
malignas. Dois grupos foram selecionados: aqueles que apresentavam lesdes
potencialmente malignas e também carcinoma epiderméide (PC) e aqueles que
apresentavam somente lesdes potencialmente malignas (PP). Foi feita uma

avaliacdo global e outras dependentes do sitio.

ANALISE DOS INDICES ESPECTRAIS: Foram observadas algumas alteracdes no
formato dos espectros de tecidos de lesbes pré-malignas quando comparados

com de tecidos saudaveis.
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Para o 406 nm foram calculados os seguintes | Para o 532 nm foram calculados os seguintes
indices: indices:
R1=11/13 R2=12/I3 R1=11/13 R2=12/13
e |1: area sob a curva entre 433,7 e e |1: area sob a curva entre 557,7 e
455,2 nm 577,7 nm
e [2: &rea sob a curva entre 506,3 e e [2: area sob a curva entre 608,3 e
527,6 nm 628,5 nm
e [3: area sob a curva entre 485,4 e e |3: area sob a curva entre 584,5 e
506,3 nm 604,9 nm

Estes indices foram confeccionados a fim de verificar se sdo capazes de

distinguir entre os grupos em quatro analises distintas:

e Normal de voluntario (NN) versus Normal de portador de leséo
potencialmente maligna (NP);

¢ Normal de voluntario (NN) versus Lesfes potencialmente malignas (P);

e Normal de voluntario (NN) versus Lesdes potencialmente malignas (P)
versus carcinoma epidermoide (C);

e LesOes potencialmente malignas (PP) versus Lesdes potencialmente

malignas de pacientes com carcinoma epidermaide (PC).

Uso DE CLASSIFICADORES COMPUTACIONAIS: Foram utilizados, num segundo
momento, classificadores computacionais na base de dados. Em uma andlise, os
classificadores foram aplicados na base sem normalizacdo e em outra analise 0s
espectros foram normalizados pelo maximo (mesmo procedimento descrito para o

pré-processamento da PCA).

Os grupos nesta analise foram: Normal de voluntario (NN), lesdes
potencialmente malignas (P) e carcinoma epidermoide (C). Os resultados obtidos
para a acuracia e taxa de falso positivo sdo valores médios ponderados para cada
classe. Foram avaliados trés classificadores e dois métodos de selecdo de

atributos. Os métodos de selecdo de atributos sdo algoritmos que selecionam os

31



atributos mais relevantes para o problema segundo algum critério (Tan et al.,
2006). Neste caso os atributos séo os comprimentos de onda. Foi procedido da
mesma forma para os dois comprimentos de onda de excitacdo e os algoritmos
utilizados foram Bayes, kNN e J48. Os métodos de selecdo foram ReliefF e CFS

(Correlation-Feature Selection).

ANALISE CRUzADA: Foram utilizados espectros obtidos com o laser 406 nm e
selecionados aqueles que eram de pacientes que apresentavam carcinoma
epidermdide e seus respectivos sitios contra-lateral do mesmo paciente. Foram
selecionados 55 pacientes e 75 sitios com lesdes (pacientes apresentavam
carcinoma epidermoéide em mais de um sitio anatébmico). Foi calculado o seguinte
indice: a razdo da area sob a curva entre 623,1 e 643,2 nm e a area sob a curva
entre 485,4 e 506,6 nm, isto €, a razdo entre integrais. Este indice foi calculado
tanto para espectros dos sitios com carcinoma epiderméide como das

contralaterais.
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5 RESULTADOS

A amostra consistiu em 150 individuos acima de 18 anos, de ambos os
sexos, fumantes e ndo fumantes, e foi assim distribuida: 55 pacientes atendidos
pelo Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoco e Otorrinolaringologia do
Hospital A.C. Camargo, portadores de carcinoma oral, em varios estadios de
desenvolvimento, ou lesdo clinicamente detectavel que foram submetidos a
cirurgia sob anestesia geral; 30 voluntarios com mucosa oral clinicamente normal,
sem presenca de neoplasia maligna nas vias aéreas e digestivas superiores; 35
pacientes sem lesdo oral, com historia prévia de neoplasia oral, que foram
submetidos a cirurgia ou a cirurgia e radioterapia, que sao rotineiramente seguidos
pelo Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoco e Otorrinolaringologia do
Hospital A.C. Camargo; e 30 pacientes com lesdo clinicamente detectavel e
potencialmente maligna atendidos pelo Departamento de Cirurgia de Cabeca e
Pescoco e Otorrinolaringologia do Hospital A.C. Camargo ou pelo L.E.L.O.-USP

(Laboratorio Especial de Laser em Odontologia) (Tabela 1).

Tabela 1. Diagnéstico clinico das mucosas orais observadas:

Mucosa alterada 65 Potencialmente malignas 30

Operada previamente 35
ometeerhues ”
(oo .

Os resultados foram analisados em func¢do do diagndstico histopatologico.

Foram determinados padrdes de fluorescéncia, procurando identificar assinaturas
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espectroscopicas para cada tipo de lesdo avaliada, com especial atencdo ao
carcinoma epidermdide. Os espectros foram processados matematicamente para,
se possivel, estabelecer algoritmos para discriminagdo normal versus carcinoma.
O indice de acurécia foi determinado utilizando o diagndstico histopatolégico como

padrao ouro.

Todos foram submetidos a espectroscopia de fluorescéncia em 2
comprimentos de onda. Dois sistemas laser, um emitindo em 406 nm e outro em

532 nm, foram empregados.

5.1 Andlise Clinica e Histopatolégica

Do total de 150 individuos que foram submetidos ao sistema de
espectroscopia de fluorescéncia, 69 (46%) eram mulheres e 81 (54%) homens. A
média de idade foi 58,59 de anos, sendo que entre as mulheres foi de 54,5 anos e

entre os homens foi de 62,69 (Tabela 2).

Tabela 2. Dados de idade e nimero de pacientes submetidos a pesquisa.

150

69 (46%)

81 (54%)
54.5 62.7 58.6

(de 28 a 85 anos) (de 30 a 86 anos) (de 28 a 86 anos)

Nessa pesquisa 61 (75,3%) individuos do género masculino e 15 (21,73%)
individuos do género feminino eram fumantes. Em relagdo ao consumo de bebidas
alcodlicas 121 individuos faziam uso, sendo 23 (15,3%) etilistas crénicos, 10
(6,6%) ex-etilistas cronicos e 88 (58,6%) consumidores eventuais de bebidas
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alcoodlicas. O sitio anatdbmico mais acometido foi borda lateral de lingua em 35
(41,2%) dos casos (Figura 11).

Figura 11 — Paciente com lesao ulcero- infiltrativa em borda de lingua lado

direito.

Das impressfes espectroscopicas somadas as impressfes clinicas do
avaliador os resultados foram obtidos seguindo a classificagdo em mucosa normal,
mucosa alterada sem suspeita de malignidade, mucosa alterada suspeita e
carcinoma, neste primeiro momento. Os espectros foram processados
matematicamente para, se possivel, estabelecer algoritmos para discriminacdo

normal versus carcinoma.

Os pacientes foram identificados por meio de um c6digo numérico e cada
peca biopsiada foi analisada obtendo-se o diagndstico e as caracteristicas
histopatologicas. Cinco pacientes apresentavam mais de uma lesdo, sendo 150
individuos e 164 lesbes no total. Nesse estudo foram avaliados 8 lesdes de
hiperceratose sem atipia epitelial, 16 de displasia leve, 15 de displasia moderada,
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3 de displasia intensa, 5 de carcinoma in situ (Figura 12), 2 de carcinoma
microinvasor, 49 de carcinoma invasor (Figura 13) e 1 leséo leucoplasia verrucosa

proliferativa com epitélio displasico (Tabela 3).

Figura 13 — Carcinoma epidermoide bem diferenciado.
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Tabela 3: Distribuicdo dos resultados de acordo com a comparagao do
diagndstico clinico versus diagndstico histopatologico:

Diagnostico Diagnostico Clinico Total
Patologico

Céancer Normal Pot. Malignas
Normal 0 65 0 65
Hiperceratose 0 0 8 8
Displasia Leve 0 0 16 16
Displasia 0 0 15 15
Moderada
Displasia Intensa 0 0 3 3
Carcinoma in situ 5 0 0 5
Carcinoma 1 0 1 2
microinvasor
Carcinoma 49 0 0 49
invasor
Outros 0 0 1 1
Total 55 65 44 164

indice Kappa = 0.9904.

Quando separado por sitio anatdmico a lingua foi a mais acometida tanto
pelas lesbes potencialmente malignas, 14 lesdes, quanto pelas lesdes
carcinomatosas, 25 les6es. A mucosa jugal foi a segunda localizacdo mais
freqiente tanto para lesdes potencialmente malignas quanto para lesdes
malignas, sendo 11 e 10 lesdes, respectivamente. Os sitios seguintes de
acometimento das lesdes potencialmente malignas foram gengiva / rebordo
alveolar (8), assoalho bucal (6), mucosa labial / 1abio (3) e palato (2). J4 as lesdes
de carcinoma epidermoide tiveram o acometimento dos sitios mucosa labial / labio
(5), assoalho bucal (5), retromolar (4), palato e gengiva / rebordo (3 cada),

respectivamente. (Tabela 4).
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Tabela 4. Distribuicdo das lesdes por sitio anatbmico correlacionando com o

diagndstico histopatologico das lesdes.

Sitio Anatdbmico N°total de lesdes N°lesdes por diagnostico histopatoldgico

Lingua 39 Potencialmente maligna 14
Carcinoma in situ 2
Carcinoma microinvasor 0
Carcinoma invasor 23
Assoalho bucal 11 Potencialmente maligna 6
Carcinoma in situ 2
Carcinoma microinvasor 0
Carcinoma invasor 3
Mucosa jugal 21 Potencialmente maligna 10
Carcinoma in situ 0
Carcinoma microinvasor 1
Carcinoma invasor 10
Mucosa labial 8 Potencialmente maligna 3
Carcinoma in situ 0
Carcinoma microinvasor 0
Carcinoma invasor 5
Gengivalrebordo 11 Potencialmente maligna 8
Carcinoma in situ 0
Carcinoma microinvasor 0
Carcinoma invasor 3
Retromolar 4 Potencialmente maligna 0
Carcinoma in situ 0
Carcinoma microinvasor 1
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Carcinoma invasor 3

Palato 5 Potencialmente maligna 2
Carcinoma in situ 1
Carcinoma microinvasor 0
Carcinoma invasor 2

A avaliagdo dos resultados foi inicialmente realizada com uma analise
qualitativa dos espectros de fluorescéncia para a verificacdo de assinaturas
espectrais que discriminem o cancer epidermoide da mucosa bucal normal, de
modificacdes espectrais em funcdo do sitio anatdmico, variacdes espectrais em
voluntarios normais e pacientes. Outras andlises foram realizadas levando em

consideracdao fatores de risco, consumo de tabaco e bebida alcodlica.

5.2Anélise qualitativa dos espectros coletados.

Dentro de um total de 150 individuos e 164 lesdes foram coletados e
considerados neste estudo 2404 espectros em 532 nm e 3876 espectros em 406
nm, sendo 398 espectros em 532 nm e 387 espectros de 406 nm em lesbes
potencialmente malignas, 484 espectros em 532 nm e 837 espectros de 406 nm
em lesBes malignas, 154 espectros em 532 nm e 162 espectros de 406 nm em
mucosa normal de individuos com lesdes potencialmente malignas, 174 espectros
em 532 nm e 233 espectros de 406 nm em mucosa normal de individuos com
lesGes malignas, 337 espectros em 532 nm e 482 espectros de 406 nm em regido
de margem de seguranca, 663 espectros em 532 nm e 154 espectros de 406 nm
em peca cirargica (ex vivo) e 150 espectros em 532 nm e 1143 espectros de 406
nm em mucosa normal de voluntarios normais.

Os espectros de fluorescéncia coletados apresentam diferencas

dependendo do comprimento de onda de excitacdo, do sitio anatémico

39



investigado, composicdo bioquimica e arquitetura tecidual. O comprimento de
onda de excitacdo influencia o espectro de fluorescéncia final, uma vez que
diferentes fluoréforos endégenos sao excitados. A comparacdo entre a efetividade
da luz violeta e da luz verde na excitacdo da fluorescéncia para a deteccédo do
cancer de boca foi realizada. A mucosa bucal apresenta caracteristicas estruturais

distintas nos diferentes sitios anatémicos investigados.

Os dados coletados pelo espectrometro por meio do programa OOIBase32
apresentam valores de intensidade em funcdo do comprimento de onda (Figura 14
(A) e (B)). A curva apresentada no gréafico corresponde a fluorescéncia que foi
avaliada neste trabalho, que é a luz re-emitida do tecido com frequéncias distintas
da excitagcdo, e é ela que traz informacbes relevantes, dependendo das
caracteristicas do tecido investigado, a curva serd diferente por causa das
interacfes da luz com diversas biomoléculas e estruturas do tecido que agem
como fluoréforos ou absorvedores. Cada curva do grafico representa um ponto de

leitura.
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Figura 14 — Espectros coletados de diferentes regides anatémicas mostrando as
diferengas opticas dos tecidos. A — usando o comprimento em 406 nm; B — usando

0 comprimento em 532 nm.

Num dado gréafico espectral com analise de um ponto alvo temos 0 eixo X,
linha horizontal, que representa cada comprimento de onda de excitacdo, no caso
desse estudo em 406 nm e 532 nm (nandmetros); e o eixo Yy, linha vertical, que
representa a intensidade de fluorescéncia emitida (em unidades arbitrarias). Na
figura 12 temos exemplos de espectros em diferentes sitios anatémicos
analisados nos dois comprimentos de onda e podemos observar que o formato

das curvas e intensidade variam.

As intensidades maximas observadas foram ao redor de 5x10* (47.180,832)
no comprimento de onda de excitacdo violeta em um paciente com carcinoma
epidermdide de borda de lingua, na regido da borda da lesdo, e também ao redor
de 5x10* (47.998,207) no comprimento de onda de excitacdo verde em um
voluntario de mucosa normal, com historia prévia de cancer da cavidade oral que
encontra-se em acompanhamento ambulatorial. Devido grandes variacdes de

intensidade e deficiéncia da técnica em posicionamento da fibra, iluminagéo
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externa e pressdo exercida no ato do exame os valores de intensidade nao foram

levados em consideracdo nas analises estatisticas.

5.2.1 Analise dos espectros em voluntarios de mucosa normal

Os espectros que foram obtidos dos voluntarios de mucosa normal seguem

um padrdo semelhante quando separados por sitio anatémico, tanto na excitacao

em

Intensidade (u.arb.)

406 nm quanto na excitacdo em 532 nm, como mostra nas figuras 15 a 20.
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Figura 15 — Espectros de fluorescéncia com excitagdo em 406 nm (A) em 532 nm

(B) coletados de mucosa normal de voluntéarios, regido de borda de lingua.
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Figura 16 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 406 nm (A) em 532 nm

(B) coletados de mucosa normal de voluntarios, regido de assoalho bucal.
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Figura 17 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 406 nm (A) em 532 nm

(B) coletados de mucosa normal de voluntarios, regido de mucosa jugal.
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Figura 18 — Espectros de fluorescéncia com excitagcdo em 406 nm (A) em 532 nm

(B) coletados de mucosa normal de voluntarios, regido de gengiva.
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Figura 19 — Espectros de fluorescéncia com excitagcdo em 406 nm (A) em 532 nm

(B) coletados de mucosa normal de voluntarios, regido de palato duro.
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Figura 20 — Espectros de fluorescéncia com excitagdo em 406 nm (A) em 532 nm

(B) coletados de mucosa normal de voluntarios, regido de mucosa labial.

As curvas, separadas por sitio anatdbmico, seguem um padrdo, mesmo
sendo de individuos diferentes. Cada curva € um espectro coletado de um

voluntéario diferente escolhido aleatoriamente.

Nos voluntarios normais os sitios anatdmicos gengiva, borda de lingua e
assoalho bucal apresentaram baixa intensidade na excitagdo em 406 nm, mas na
excitacdo em 532 nm todos sitios anatdmicos tiveram intensidade de re-emissao
semelhantes, exceto a mucosa labial que apresentou alta intensidade de
retroespalhamento. A lingua e o assoalho sdo tecidos altamente vascularizados, e
a hemoglobina é o principal componente que apresenta grande absorcdo de

fétons, o que explicaria a baixa intensidade dos espectros coletados.

5.2.2 Analise dos espectros comparando pacientes com lesdes

potencialmente malignas com mucosa contralateral normal

As lesbes potencialmente malignas mais observadas neste estudo foram as

leucoplasias, 30 lesdes, seguidas das eritroplasias, 11 lesdes, e eritroleucoplasias,
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3 lesdes. Os sitios anatdmicos mais envolvidos foram borda de lingua e mucosa

jugal (Figura 21).

As diferentes apresentagfes clinicas das lesdes potencialmente malignas
agem nas modificacdes dos espectros junto com o sitio anatémico. As lesdes mais
ceratinizadas tendem a ter intensidade de re-emisséo de luz mais intensa do que
as lesbes pouco ceratinizadas, isso ocorre porque a ceratina € um importante
emissor de luz. Lesdes heterogéneas, exemplo a figura 21 (C), tiveram todas as
diferentes areas da lesdo examinadas, como as regides leucoplasica, eritroplasica

e acastanhada.

B

Figura 21 — Lesbes potencialmente malignas: A — leucoplasia difusa em regido
borda de lingua lado esquerdo, B — leucoplasia homogénea de limites definidos

em comissura labial direita;
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C

Figura 21 — C — eritroleucoplasia em mucosa jugal, posterior, lado esquerdo.

Das 30 leucoplasias examinadas, 8 tiveram o diagndstico histopatolégico de
hiperceratose, 12 de displasia leve, 9 de displasia moderada e 1 de displasia
intensa  (Figura 22). Ja as eritroplasias, 4 foram diagnosticadas
histopatologicamente em displasia leve, 6 em displasia moderada e 1 em
carcinoma microinvasor, sendo esta, transferida para o grupo das lesbes
malignas. E as 3 eritroleucoplasias tiveram diagnéstico histopatologico de
displasia intensa.
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Figura 22 — Imagem histologica de uma leséo leucoplasica com diagndstico de

displasia moderada apresentando hiperceratose.

Os graficos de espectros de comparacdo entre lesdes potencialmente
malignas e mucosa normal contralateral seguem um padrdo semelhante quando
separados por sitio anatdmico, tanto na excitacdo em 406 nm quanto na excitacao
em 532 nm, como mostra nas figuras abaixo (Figuras 23 a 32). Poucas sao as
diferencas de formato de curvas e de intensidades. A maior diferenga ocorre no
formato da curva da figura 25 de excitacdo em 532 nm e em borda de lingua. Essa
diferenca pode ter ocorrido pelo posicionamento da sonda de investigagdo mais

préximo ao dorso de lingua.
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Figura 23 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 406 nm coletados e
comparados entre individuos com lesdes leucopldsicas e mucosa contralateral

normal, regido de borda de lingua.

Lingua
12000
—— normal
— leucoplasial
8000
s
®
)
()
el
(]
B 4000
|7
C
i)
£
0 T T T T T
550 600 650 700 750

Comprimento de onda (nm)

Figura 24 — Espectros de fluorescéncia com excitagdo em 532 nm coletados e
comparados entre individuos com lesbes leucoplasicas e mucosa contralateral

normal, regido de borda de lingua.
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Figura 25 — Espectros de fluorescéncia com excitagdo em 406 nm coletados e

comparados entre individuos com lesdes leucopldsicas e mucosa contralateral
normal, regido de assoalho bucal.
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Figura 26 — Espectros de fluorescéncia com excitagdo em 532 nm coletados e

comparados entre individuos com lesbes leucoplasicas e mucosa contralateral
normal, regido de assoalho bucal.
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Figura 27 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 406 nm coletados e
comparados entre individuos com lesdes leucoplasicas e mucosa contralateral

normal, regido de mucosa jugal.
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Figura 28 — Espectros de fluorescéncia com excitagdo em 532 nm coletados e
comparados entre individuos com lesbes leucoplasicas e mucosa contralateral

normal, regido de mucosa jugal.
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Figura 29 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 406 nm coletados e

comparados entre individuos com lesdes leucopldsicas e mucosa contralateral
normal, regido de gengiva.
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Figura 30 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 532 nm coletados e

comparados entre individuos com lesbes leucoplasicas e mucosa contralateral
normal, regido de gengiva.
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Figura 31 — Espectros de fluorescéncia com excitagdo em 406 nm coletados e
comparados entre individuos com lesdes leucopldsicas e mucosa contralateral
normal, regido de palato duro.
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Figura 32 — Espectros de fluorescéncia com excitagdo em 532 nm coletados e
comparados entre individuos com lesbes leucoplasicas e mucosa contralateral
normal, regido de palato duro.
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Os graficos dos espectros de comparagdo entre lesdes potencialmente
malignas eritropldsicas e mucosa normal contralateral seguem um padréo
semelhante quando separados por sitio anatdbmico. As maiores diferencas
ocorrem no formato das curvas de excitacdo em 406 nm das regides eritroplasicas
com a formacgéo de novas bandas, como mostra nas figuras figuras 33 a 36. Na
excitacdo em 532 nm poucas sédo as diferencas de formato de curvas e de
intensidades (Figuras 33 e 36).
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Figura 33 — Espectros de fluorescéncia com excitagcdo em 406 nm coletados e
comparados entre lesdes eritroplasicas e mucosa normal contralateral, regido de
borda de lingua. Podemos visualizar a formacdo de nova banda na regidao X = 590
eY = 760.
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Figura 34 — Espectros de fluorescéncia com excitagdo em 532 nm coletados e
comparados entre lesdes eritroplasicas e mucosa normal contralateral, regido de
borda de lingua.
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Figura 35 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 406 nm coletados e
comparados entre lesdes eritroplasicas e mucosa normal contralateral, regido de
mucosa jugal. Podemos visualizar a formacéo de nova banda na regido regiao X =
610 e Y = 590.
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Figura 36 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 532 nm coletados e
comparados entre lesdes eritroplasicas e mucosa normal contralateral, regido de

mucosa jugal.

As mucosas normais contralaterais apresentaram intensidades maiores do
que as lesbes eritroplasicas dos pacientes com lesGes potencialmente malignas,
exceto na figura 33 na qual as curvas espectrais de excitacdo violeta de maior
intensidade sdo as coletadas no sitio afetado. Isso pode ser justificado pelo mau
posicionamento da fibra e captacdo de luz ambiente, uma vez que 0S mesmos
pontos avaliados com o laser em 532 nm confirma a menor intensidade de

fluorescéncia do sitio afetado.

5.2.3 Analise dos espectros comparando pacientes com lesdes de

carcinoma epidermoide com mucosa contralateral normal

Do total de 85 individuos com lesdes em mucosa oral, 56 eram portadores
de carcinoma epidermoide e foram submetidos a cirurgia para remocao da lesao

com margens de seguranca. O sitio anatdmico mais acometido foi borda lateral de
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lingua, em 25 (45,5%) les@es, seguido da mucosa jugal, 11 lesbes, assoalho bucal

e mucosa labial, 5 lesdes cada, e regido retromolar, 4 lesoes.

O carcinoma epidermdide pode se apresentar de forma endofitica ou
exofitica. As lesGes exofiticas geralmente sdo massas papilares, fungiformes ou
verrucosas e as lesdes endofiticas sdo ulceradas e crateriforme. Inicialmente
tendem a ser superficiais e a medida que crescem invadem tecidos subjacentes
(Figura 37 A, B e C).

A

Figura 37 — Carcinoma epidermoide em suas diferentes apresentacgdes clinicas:

A — de rebordo alveolar lado direito de aspecto ulcerado;
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Figura 37 — B — de fundo de sulco superior lado direito;

Figura 37 — C — de borda de lingua lado esquerdo estendendo-se para base e
ponta de lingua e assoalho.

Os espectros foram previamente normalizados pela amplitude no
comprimento de onda de excitacdo para possibilitar a comparacdo entre os dados
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minimizando eventuais variagdes de intensidade entre as leituras sdo decorrentes
do posicionamento da sonda, da angulacdo e da pressao aplicada e das
diferencas teciduais em cada sitio anatémico.

Os graficos apresentados nas figuras 38 a 44 foram obtidos a partir de
amostras por sitio anatbmico, mas de individuos diferentes escolhidos
aleatoriamente. Cada curva do grafico representa um ponto de investigacdo na
area de interesse.
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Figura 38 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 406 nm coletados e
comparados entre individuos com carcinoma epidermdide e mucosa contralateral
normal, regido de borda de lingua.
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Figura 39 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 406 nm coletados e
comparados entre individuos com carcinoma epiderméide e mucosa contralateral
normal, regido de borda de lingua.
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Figura 40 — Espectros de fluorescéncia com excitagdo em 532 nm coletados e
comparados entre individuos com carcinoma epiderméide e mucosa contralateral
normal, regido de borda de lingua.
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Figura 41 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 406 nm coletados e
comparados entre individuos com carcinoma epiderméide e mucosa contralateral
normal, regido de assoalho bucal.
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Figura 42 — Espectros de fluorescéncia com excitagdo em 532 nm coletados e
comparados entre individuos com carcinoma epiderméide e mucosa contralateral
normal, regido de assoalho bucal.
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Figura 43 — Espectros de fluorescéncia com excitagdo em 406 nm coletados e
comparados entre individuos com carcinoma epiderméide e mucosa contralateral
normal, regido de mucosa jugal.
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Figura 44 — Espectros de fluorescéncia com excitagdo em 532 nm coletados e

comparados entre individuos com carcinoma epiderméide e mucosa contralateral
normal, regido de mucosa jugal.
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Houve diferenca qualitativa nos espectros apresentados. Podemos observar
gue o centro da lesdo cancerosa nao emite muita luz, as bordas das lesdes re-
emitem alguma luz dada as caracteristicas presentes na lesdo ha variacoes e a

mucosa normal segue o mesmo padrao das curvas mostradas nas figuras 15 a 20.

O centro da lesdo €, geralmente, ulcerado havendo destruicdo das fibras
colagenas, células inflamatérias e uma pseudomembrana fibrinopurulenta que
absorvem luz. Como exame de espectroscopia capta somente alteracdes
superficiais 0 mesmo ndo consegue avaliar invasao, ele avalia as alteracdes
superficiais das lesdes e/ou mucosas. A figura 45 é um carcinoma epidermdide
invadindo superficialmente a musculatura, esse dado é possivel de ser analisado
pelo exame histopatolégico, mas ndo pelo sistema de espectroscopia de

fluorescéncia.
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Figura 45 — Carcinoma epidermoide invaséo superficial da musculatura.
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O sitio borda de lingua é o que mais mostra diferencas espectrais no
formato e intensidade das curvas, isso pode ocorrer pelo posicionamento da fibra
mais proxima ao dorso de lingua. O dorso de lingua apresenta caracteristicas bem
distintas devido a presenca das papilas e grande acumulo de bactérias que
liberam porfirina, com isso 0s espectros coletados apresentaram-se com grande
influéncia da emissdo na regido vermelha do espectro e foram excluidos dessa

analise inicial.

5.2.4 Analise dos espectros comparando mucosa normal de
pacientes com lesdes malignas, de pacientes com lesdes

potencialmente malignas e de voluntarios de mucosa normal

Sempre que possivel a mucosa normal contralateral dos pacientes com
lesBes clinicamente visiveis foi analisada para primeiramente compararmos com a
prOpria mucosa alterada do paciente, como mostrado anteriormente, e para
posterior comparagdo com a mucosa normal de voluntarios. A seguir os graficos
(Figura 46 a 51) sao de analise das diferencas dos espectros de mucosa normal
dos individuos com lesGes malignas, dos individuos com lesfes potencialmente
malignas e com voluntarios de mucosa normal, nas regides mais prevalentes de

acometimento das lesdes.

Todos os espectros apresentados nas curvas azuis e vermelhas, mucosa
normal de individuos com lesdes, mostram-se alterados em relagdo as curvas

pretas, mucosa normal de voluntarios, seja em intensidade ou na forma.
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Figura 46 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 406 nm coletados e
comparados entre mucosa contralateral normal de individuos com les6es malignas
e potencialmente malignas e mucosa normal de voluntéarios, regido de borda de

lingua.
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Figura 47 — Espectros de fluorescéncia com excitagdo em 532 nm coletados e
comparados entre mucosa contralateral normal de individuos com lesGes malignas

e potencialmente malignas e mucosa normal de voluntarios, regido de borda de
lingua.
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Figura 48 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 406 nm coletados e
comparados entre mucosa contralateral normal de individuos com les6es malignas
e potencialmente malignas e mucosa normal de voluntarios, regido de assoalho

bucal.
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Figura 49 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 532 nm coletados e
comparados entre mucosa contralateral normal de individuos com lesdes malignas
e potencialmente malignas e mucosa normal de voluntarios, regido de assoalho

bucal.
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Figura 50 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 406 nm coletados e
comparados entre mucosa contralateral normal de individuos com les6es malignas
e potencialmente malignas e mucosa normal de voluntérios, regido de mucosa
jugal.
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Figura 51 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 532 nm coletados e
comparados entre mucosa contralateral normal de individuos com lesées malignas
e potencialmente malignas e mucosa normal de voluntarios, regidao de mucosa
jugal.
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Nas figuras 46, 48 e 50 de excitacdo em 406 nm h& a formacdo de nova
banda e/ou uma tendéncia a formacao de nova banda, na regido em 600 a 650
nm. Essa caracteristica € decorrente da presenca de ceratina que parece exercer
influéncia nos fendbmenos de espalhamento e absorcédo e consequentemente na

fluorescéncia dessa regiao.

Nas figuras 47, 49 e 51 de excitagdo em 532 nm as curvas em azul e
vermelho apresentam uma subida mais acentuada na formacdo da banda

principal, na regido em 545 a 575 nm.

5.2.5 Anélise comparando mucosa de voluntarios saudaveis com

lesdes potencialmente malignas com lesdes malignas

As lesBes de cancer apresentadas a seguir na forma de gréficos sao de
carcinoma epidermdide, no entanto, as caracteristicas clinicas, assim como as
histol6gicas, s&do variaveis, podendo haver comportamento distinto na
fluorescéncia. Os pontos de coleta das lesdes cancerosas levadas em
consideracao foram os das bordas das lesbes porque os pontos no interior das

Ulceras nao trouxeram informacdes devido a ndo re-emisséao de fluorescéncia.

A lesdo potencialmente maligna escolhida para representacédo das figuras
52 e 53 foi uma lesédo leucoplasica de um individuo escolhido aleatoriamente. A
ceratina, presente nas leucoplasias, € um dos principais emissores de luz e essa
caracteristica € bem observada nas figuras a seguir. A figura 52 mostra ainda uma
nova banda de emissdo na regido em 600 nm de excitacdo que pode

corresponder a presenca de porfirinas sendo liberadas de bactérias.
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Figura 52 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 406 nm coletados e
comparados entre mucosa normal de voluntario, lesdo leucoplasica e leséo

maligna, regido de borda de lingua.
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Figura 53 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 532 nm coletados e
comparados entre mucosa normal de voluntario, lesdo leucoplasica e leséo

maligna, regido de borda de lingua.
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A lesdo potencialmente maligna escolhida para representacéo das figuras
54 e 55, em mucosa jugal, foi uma lesdo eritroplasica de um individuo escolhido
aleatoriamente. A tendéncia das curvas mostrarem menor intensidade que a
mucosa normal é pela falta de ceratinizacdo da mucosa e pela maior proximidade
com 0s vasos sanguineos, possuidores de hemoglobina, que é um dos principais

absorvedores de luz.
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Figura 54 — Espectros de fluorescéncia com excitacdo em 406 nm coletados e

comparados entre mucosa normal de voluntario, lesdo eritroplasica e leséo

maligna, regido de mucosa jugal.
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Figura 55 — Espectros de fluorescéncia com excitagdo em 532 nm coletados e
comparados entre mucosa normal de voluntario, lesdo eritroplasica e leséo

maligna, regido de mucosa jugal.

Todos os graficos de excitagcdo violeta, em 406 nm foram os que
proporcionaram a melhor diferenciacdo entre as areas analisadas. Isso pode ter
ocorrido devido a uma investigacdo das camadas mais superficiais do tecido e ter
sofrido influéncia do microambiente. A excitacdo verde, em 532 nm apresenta
maior profundidade de penetracdo, no entanto os fluoréforos enddgenos
envolvidos nas lesdes carcinomatosas sao mais estimulados na regido do
ultravioleta e as alterac@es iniciais do tecido epitelial tendem a comecar nas zonas

mais superficiais.
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5.3 Analise do Principal Component Analysis (PCA)

A PCA é um processamento matematico que usa uma transformacéo
ortogonal para reduzir a dimensionalidade de variaveis possivelmente
correlacionadas em um conjunto de valores de variaveis ndo dependentes
chamado de componentes principais. Quando o processamento da padronizacao
é feito pelos comprimentos de onda, embora seja um meétodo largamente
empregado em analises estatisticas, levou aos piores resultados. Os espectros
tenderam a ficar “desfigurados” apds a padronizagdo dos comprimentos de onda.

Cada ponto apresentado em um grafico de PCA é um espectro coletado.

A primeira andlise com o PCA foi feita discriminando somente os espectros
de lesBes potencialmente malignas, de mucosa normal contralateral de lesdes
potencialmente malignas e de mucosa normal de voluntarios, sem discriminacao
por sitio anatdmico. Foram realizados varios processamentos e, tanto em 406 nm
quanto em 532 nm, houve uma tendéncia de agrupamento dos espectros de
mucosa normal contralateral de lesGes potencialmente malignas e de mucosa
normal de voluntarios, mas nem com a normalizacdo pelo maximo foi obtido um

resultado satisfatério (Figura 56 e 57).
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Figura 56 — PCA de discriminacéo de lesdes potencialmente malignas (P), mucosa
normal contralateral de individuos com lesdes potencialmente malignas (NP) e
mucosa normal de voluntarios (NN) com excitacdo em 406 nm e normalizacéo

pelo maximo.
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Figura 57 — PCA de discriminacéo de lesGes potencialmente malignas (P), mucosa
normal contralateral de individuos com lesdes potencialmente malignas (NP) e
mucosa normal de voluntarios (NN) com excitacdo em 532 nm e normalizacéo

pelo maximo.
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Depois foi feita uma analise com o PCA tentando ver a discriminacéo entre
espectros de lesdes potencialmente malignas em individuos sem lesdes de
carcinoma epidermoide e regides de aspecto de lesdes potencialmente malignas
em individuos com lesbes de carcinoma epidermoide. Tanto em 406 nm quanto
em 532 nm e com a normalizacdo pelo méaximo também n&o foi obtido um

resultado satisfatorio (Figura 58 e 59).
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Figura 58 — PCA de discriminacdo de lesdes potencialmente malignas em
individuos sem lesdes de carcinoma epiderméide (Pelse) e regiées de aspecto de
lesbes potencialmente malignas em individuos com lesGes de carcinoma

epiderméide (PC) com excitacdo em 406 nm e normalizacdo pelo maximo.
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Figura 59 — PCA de discriminacdo de lesdes potencialmente malignas em
individuos sem lesdes de carcinoma epiderméide (Pelse) e regides de aspecto de
lesGes potencialmente malignas em individuos com lesdes de carcinoma

epiderméide (PC) com excitacdo em 532 nm e normalizac&o pelo maximo.

Apos uma andlise global, sem separacdo por sitio anatbmico, foi
processada uma PCA dividindo os espectros conforme o sitio anatémico ao qual
pertenciam com diversos processamentos. As figuras 60 a 63 sdo exemplos
desses processamentos, também com normalizacdo pelo maximo, na tentativa de
discriminar espectros de lesdes potencialmente malignas, espectros de mucosa
normal contralateral de individuos com lesGes potencialmente malignas e
espectros de mucosa normal de voluntarios nas regides de borda de lingua e
assoalho bucal, nas excitagdes em 406 nm e 532 nm, respectivamente.

Assim como nas analises globais, houve uma tendéncia ao agrupamento
dos espectros de mucosa normal contralateral de individuos com lesdes
potencialmente malignas e espectros de mucosa normal de voluntarios, em ambas
excitagcdes, e quase em nenhuma circunstancia a PCA permitiu a distingcdo entre

0S grupos apenas atraves da analise visual. Duas componentes expressaram 98%
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da variancia do conjunto de dados, mas mesmo assim incapazes de distinguir

visualmente entre os grupos no grafico de componentes principais.
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Figura 60 — PCA de discriminacéo de lesdes potencialmente malignas (P), mucosa
normal contralateral de individuos com lesdes potencialmente malignas (NP) e
mucosa normal de voluntarios (NN) com excitagdo em 406 nm e normalizacao

pelo maximo, do sitio borda de lingua.
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Figura 61 — PCA de discriminacéo de lesdes potencialmente malignas (P), mucosa
normal contralateral de individuos com lesdes potencialmente malignas (NP) e
mucosa normal de voluntarios (NN) com excitacdo em 532 nm e normalizacéo

pelo maximo, do sitio borda de lingua.
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Figura 62 — PCA de discriminacéo de lesdes potencialmente malignas (P), mucosa
normal contralateral de individuos com lesdes potencialmente malignas (NP) e
mucosa normal de voluntarios (NN) com excitagdo em 406 nm e normalizacdo

pelo maximo, do sitio assoalho bucal.
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Figura 63 — PCA de discriminacéo de lesdes potencialmente malignas (P), mucosa
normal contralateral de individuos com lesdes potencialmente malignas (NP) e
mucosa normal de voluntarios (NN) com excitacdo em 532 nm e normalizacdo

pelo maximo, do sitio assoalho bucal.

5.4 Indices espectrais

Foram observadas algumas alteracdes nos espectros de tecidos de lesbes
potencialmente malignas quando comparados com de tecidos saudaveis, seja na
intensidade da luz re-emitida ou no formato da curva do espectro, sendo possivel,
em alguns casos, observar a formagao de uma nova banda. Frente a isso foram
estabelecidos indices para verificar se seriam capazes de distinguir entre os
grupos das quatro analises distintas: normal de voluntarios saudaveis (NN) versus
normal contralateral de lesdes potencialmente malignas (NP), normal de
voluntarios saudaveis (NN) versus lesdes potencialmente malignas (P), normal de

voluntarios saudaveis (NN) versus lesdes potencialmente malignas (P) versus
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lesbes malignas (C) e lesdes potencialmente malignas (P) versus lesodes

potencialmente malignas concomitantes a lesdes malignas (PC).

N&o houve distingdo clara apenas com o uso destes indices para analise
global. Entretanto houve ‘separagao’ entre alguns grupos em determinados sitios,

embora o numero de espectros seja muito limitado para determinados sitios.

5.5 Classificadores computacionais

Para a segunda analise proposta (P vs NN) foi utilizado o classificador
computacional k-Nearest Neighbor, o kNN, que é um método de previsdo de
dados com base em exemplos mais proximos de formacéo e tem como principal
vantagem sua simplicidade e aplicabilidade em classificar um dado pela maioria
de seus vizinhos (k), e com o qual obtivemos o0 seguinte resultado (Tabela 5):

Tabela 5: Matriz de confusao

403 40

61 89

Taxa de verdadeiro positivo: 0.91
Taxa de falso positivo: 0.407
Precisao: 0.869

Recall: 0.91

Medida F: 0.889
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Numero de vizinhos: 10. Usada distancia euclidiana com voto ponderado
pelo inverso da distéancia e desconsiderados objetos que tinham mesma posicao
do objeto alvo (distancia=0). Os valores 403, 40, 61 e 89 presentes na Matriz de

confusdo séo as quantidades de espectros considerados.

Apo6s foram utilizados mais dois algoritmos, o J48, usado para gerar uma
arvore de decisdo, e o Bayes, usado para demonstrar a relacdo entre uma
probabilidade condicional e a sua inversa.

Os valores faltantes na tabela seguinte (Tabela 6), marcados como (***),
sdo de algoritmos que levaram muito tempo para dar resultado e, este, foi
inexpressivo. A arvore de decisdo J48 foi que apresentou melhor resultado tanto
na excitagdo em verde, 532 nm, como na excitagdo em violeta, 406 nm. Os
valores destacados em vermelho podem ser considerados o0s melhores
classificadores, ja que leva a uma acuréacia global grande e uma baixa taxa de FP,
nao levando em consideracdo informacbes sobre a intensidade ja que foi

normalizado pelo méximo.
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Tabela 6: Representacdo dos processamentos matematicos realizados para
andlise de acurdcia do sistema de espectroscopia de fluorescéncia.

VE VI
Accuracy FP rate Accuracy  FP rate
Bayes 0,513 0,200 0,618 0,256
J48 0,829 0,112 0,887 0,064
kNN k=3 0,647 0,226 0,769 0,131
o kNN k=7 0,641 0,234 0,760 0,137
l% kNN k=11 0,638 0,238 0,768 0,141
é kNN k=15 0,641 0,231 0,750 0,155
lg kNN k=19 0,636 0,235 0,748 0,157
_g Bayes + ReliefF(10%) 0,515 0,229 ok ok
g J48 + ReliefF(10%) 0,834 0,111 0,885 0,066
E Bes_t KNN + 0,630 0,239 ok ok
8 ReliefF(10%)
Bayes + CFS 0,567 0,181 0,626 0,241
J48 + CFS 0,870 0,088 0,885 0,062
kNN + CFS 0,672 0,215 i il

Para a excitacdo em 406 nm o algoritmo J48+CFS mostrou valores de
sensibilidade igual a 88,5% e de especificidade igual a 93,8%; ja para excitacdo
em 532 nm o algoritmo J48+CFS obteve valores de sensibilidade igual a 87% e de

especificidade igual a 91,2%, ambos com normalizacéo pelo maximo (Tabela 7).
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Tabela 7: Representacdo dos processamentos matematicos realizados para
andlise de acurdcia do sistema de espectroscopia de fluorescéncia

VE Vi

Sensibilidade Especificidade Sensibilidade Especificidade

Bayes 0,487 0,777 0,673 0,793
J48 0,808 0,878 0,9 0,942
KNN k=3 0,65 0,781 0,714 0,832
KNN k=7 0,683 0,794 0,727 0,826
,  KNNk=11 0,667 0,772 0,738 0,831
% KNN k=15 0,667 0,772 0,743 0,827
8 kNN k=19 0,653 0,756 0,741 0,824
& Bayes+ 0,568 0,709 0,687 0,816
5 ReliefF(10%)
S J48 + 0,834 0,889 0,88 0,934
§ ReliefF(10%)
Best kNN + 0,606 0,735 0,679 0,799
ReliefF(10%)
Bayes + CFS 0,58 0,59 0,676 0,801
J48 + CFS 0,825 0,888 0,903 0,94
kNN + CFS 0,62 0,746 0,715 0,821
Bayes 0,513 0,8 0,618 0,744
J48 0,829 0,888 0,887 0,936
o kNNk=3 0,647 0,774 0,769 0,869
E kNN k=7 0,641 0,766 0,76 0,863
é KNN k=11 0,638 0,762 0,768 0,859
o kNNk=15 0,641 0,769 0,75 0,845
®  KNNk=19 0,636 0,765 0,748 0,843
S  Bayes + 0,515 0,771
§  ReliefF(10%)
= J4g+ 0,834 0,889 0,885 0,934
€ ReliefF(10%)
€  BestkNN + 0,63 0,761
£ ReliefF(10%)
O  Bayes + CFS 0,567 0,819 0,626 0,759
J48 + CFS 0,87 0,912 0,885 0,938
kNN + CFS 0,672 0,785
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5.6 Andlise Cruzada

Foram selecionados aproximadamente 50 pacientes e 75 sitios (alguns
individuos apresentavam carcinoma epiderméide (C) em mais de um sitio ou
apresentaram recidiva). Entretanto apenas 36 casos apresentaram contra-lateral
normal (NC). Foi calculado o seguinte indice: a razdo da area sob a curva entre
623,1 e 643,2 nm e a area sob a curva entre 485,4 e 506,6 nm; ou seja, a razao
entre integrais. Este indice foi calculado tanto para espectros dos sitios com

cancer como das contralaterais normais.
1 — média dos valores:
NC = 0,35 £ 0,58 — média + desvio padrao dos sitios contra-laterais;

C = 0,83 £ 1,23 — média = desvio padrao dos sitios com carcinoma

epidermdéide.
2 — VariagOes dentro do paciente:

C-NC= 0,68 = 1,60 — valor médio e desvio padrao da diferenga do indice

para o carcinoma epidermadide e contralateral;

C/NC=4,14 7,70 — valor médio e desvio padrao da razao do indice para o

carcinoma epidermdide e contralateral.

Foi notavel a alta variabilidade dos valores do indice para C e NC. Se o
desvio padrao fosse menor poderiamos inferir que o cancer possui o indice muito
mais elevado do que a regido normal. Entretanto o nimero reduzido de pontos e a

variabilidade entre os espectros ndo possibilita conclusdes definitivas.

Dados os tipos de processamentos rodados para tentar distinguir curvas

espectrais de individuos saudaveis versus individuos com lesdes potencialmente
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malignas versus individuos com lesBes malignas nem todos 0s espectros
coletados foram analisados. Os espectros das margens de seguranca da lesdo e
0S espectros na peca cirargica, ex vivo, assim como os espectros dos individuos
sem lesdo com histéria prévia de neoplasia oral e em acompanhamento

ambulatorial, ainda estdo em fase de processamento.
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5 DISCUSSAO

A variacdo da arquitetura tecidual modifica o padrédo do espectro de
fluorescéncia coletado, pois o0 acoplamento da luz de excitagcdo e o caminho Optico
dos fétons (distribuicdo da luz) em diferentes comprimentos de onda sé&o
influenciados pela organizacdo das biomoléculas. A composi¢cdo bioquimica,
especialmente a concentragcdo de biomoléculas absorvedoras, espalhadoras e
fluorescentes, define o padrédo de fluorescéncia final coletado pelo sistema. A
monocromaticidade da luz empregada possibilita uma maior seletividade de
excitacdo de fluoroforos, absorvedores ou espalhadores, tornando o método mais
eficiente (Welch AJ et al.,, 1997; Kurachi C et al., 2008). A analise de cada
espectro foi realizada em funcao do diagndstico histopatolégico.

Tanto patologia como na clinica a distincdo do tecido normal para o alterado
s6 é possivel se o profissional souber reconhecer o que € o normal ou uma
variacdo da normalidade para distingdo do alterado, do mesmo modo a

7z

espectroscopia de fluorescéncia s6 pode vir a mostrar o que € alterado se
soubermos antes o padrdo do que é normal. A busca da definicdo de padrdes
justifica a coleta realizada de espectros de individuos de mucosa normal como
grupo controle.

Apesar dos varios sitios analisados inicialmente serem de mucosa normal
de voluntarios houve uma grande variabilidade nos espectros de um sitio para o
outro, isso ocorreu devido as diferencas na composicdo bioquimica e na
arquitetura do tecido (Ramanujam, 2000; Chu et al., 2006).

A avaliacao utilizando a técnica de espectroscopia pontual investiga apenas
uma pequena area de tecido, o volume de tecido interagindo com o laser é
pequeno, somente no ponto alvo, a profundidade de penetragédo do laser na regido
entre violeta e verde se restringe a camadas superficiais do tecido e a intensidade

de fluorescéncia emitida pelo tecido é inferior ao espalhamento no mesmo

dificultando a coleta, sendo estas limitacbes da técnica. Poh CF et al. (2006)
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utilizando a técnica de autofluorescéncia por campo de imagem mostram a
eficAcia de uma simples luz de méo (excitagdo em 400-460 nm) para delinear a
verdadeira extensdo de um tumor o que, por sua vez, pode ser Gtil para guiar a
remocado completa do cancer bucal na sala de operacdo. Mudancas Opticas,
especificamente, a perda de fluorescéncia, no epitélio e em torno de cancer bucal
foi usada para mapear o campo de extensdo do cancer. A correlacdo de
caracteristicas histopatoldgicas e alteracdes genéticas especificas indicam que a
visualizacdo de fluorescéncia é muito superior ao julgamento clinico sozinho em
medir o tamanho, extenséo e distribuicdo do campo acometido por cancer (Poh
CF et al., 2006; Westra WH et al., 2006).

A vantagem do diagndstico Optico por imagem € a possibilidade de analise
de um campo de investigacdo de alguns centimetros quadrados permitindo a
identificacdo de heterogeneidades superficiais da lesdo ou de lesbes ocultas. J& a
técnica de espectroscopia pontual, mediada por sonda de leitura com fibras
Opticas, fornece uma informacdo mais detalhada da luz coletada e possibilita a
quantificacdo relativa de fétons emitidos em cada comprimento de onda em
alteracdes sub-celulares de arquitetura, tais como o tamanho nuclear e relagao
nucleo/citoplasma, tamanho mitocondrial e densidade entre outros, que se
correlaciona com caracteristicas, muitas vezes utilizadas pelos patologistas na
realizacdo de avaliacdo histologica (Xin-Hua Hu et al., 2005; Westra WH et al.,
2006; Upile T et al., 2009).

E constatado que espectros de fluorescéncia coletados no mesmo tecido
mostram formas diferentes dependendo da excitacdo utilizada. Esta variacéo
ocorre devido a profundidade de penetracédo e aos fluoroforos excitados em cada
comprimento de onda. Comparativamente a excitagdo em 532 nm apresenta uma
maior profundidade de penetracdo em relacdo a excitacdo em 406 nm (Kurachi, C.
et al, 2008). Além disso, as caracteristicas do tecido em que os fluoréforos
endoégenos estdo presentes tém grande influéncia. A hemoglobina, que esta
presente nos espacos vasculares na camada do estroma absorve uma parcela da

fluorescéncia emitida, esta constatacdo é particularmente visivel na excitacdo em
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406 nm. Fluoroforos epiteliais como NADH também desempenham um papel nas
caracteristicas dos espectros de profundidades rasas e fluor6foros estromais,
como o colageno contribuem para o sinal medido a partir de regides mais
profundas (Heintzelman DL et al., 2000; Pavlova | et al., 2008; Schwarz RA et al.,
2008).

Schwarz RA et al. (2008) sugerem que os comprimentos de onda curtos
podem ser mais sensiveis do que os profundos na captacdo de alteracbes nas
propriedades de espalhamento Optico, onde as mudancas iniciais detectadas no
epitélio, como tamanho nuclear e a relagdo ndcleo/citoplasma, e na regido
superficial do estroma ocorrem. No tecido ndo ceratinizado, o desempenho do
diagnéstico optico foi conseguido usando apenas espectros profundidades curto e
meédio. A discriminacdo dos espectros de sitios normais e alterados € um pouco
melhor quando utilizado excitagbes de menores alcances, que € fortemente
inclinado para a camada epitelial e minimiza os efeitos da absorcdo de
hemoglobina.

A fluorescéncia de alta resolucdo e a microscopia confocal de tecido oral
variavel tém elucidado a autofluorescéncia e as caracteristicas de dispersédo das
camadas do epitélio e do estroma em condi¢des de tecidos normais, benignos e
displasicos (Pavlova | et al., 2008; Pavlova | et al., 2008). Pavlova | et al. (2008)
sugerem que o epitélio oral pode ser dividido em trés camadas com diferentes
propriedades Opticas. O epitélio bucal superficial € composto por uma camada de
ceratina, que varia em espessura, dependendo da localizacdo anatomica. O
fluoréforo principal do epitélio superficial € a queratina, sendo que logo abaixo ha
uma camada de epitélio ndo ceratinizado e é ocupado por células intermediarias e
basais metabolicamente ativas e com menor dispersado. A fluorescéncia a partir do
epitélio ndo ceratinizado esta associada com os indicadores metabolicos NADH e
FAD, que aumentam nas amostras de displasias orais.

O processo de carcinogénese envolve uma sinaliza¢do bioguimica entre o
epitélio e a matriz extracelular, sdo esperadas alteragfes nas propriedades opticas

do estroma superficial com a progressao da doenca mais do que as do estroma
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profundo. A fluorescéncia relacionada ao colageno, elastina e a angiogénese é
significativamente reduzida em lesdes orais displasicas e inflamatdria,
especialmente na camada do estroma logo abaixo do epitélio displasico. A
progressdo da mucosa oral normal em displasia resulta numa diminuicdo da
fracdo do volume colageno, diminuicdo da dispersdo do estroma bem como a
angiogénese que também pode ser mais proeminente no estroma superficial
(Pavlova | et al., 2008).

A presenca de inflamacdo pode ser um outro fator complicador de
diagnostico espectroscopico de lesdes orais; autofluorescéncia reduzida devido a
inflamacédo pode ser dificil de distinguir de autofluorescéncia reduzida devido a
neoplasia. Como a inflamacédo afeta principalmente o estroma enguanto ocorrem
mudancas displasicas no epitélio, dados espectrais sensiveis a profundidade,
particularmente obtidos a partir de camadas mais superficiais, podem fornecer
mais informacgfes Uteis para discriminar lesdes benignas inflamatérias de lesbes
displasicas ou malignas (Schwarz RA et al, 2008)

Lesbes eritematosas apresentam uma menor intensidade de fluorescéncia,
em comparacao as lesdes leucoplasicas, provavelmente pela maior presenca de
hemoglobina, cromo6foro enddégeno que absorve tanto luz de excitacdo na regiao
do violeta e do verde, como a fluorescéncia que esta sendo emitida pelo tecido. Ja
as lesbes leucoplasicas tém um comportamento diferente na re-emissdo da luz
porque sdo ricas em ceratina, a qual que tem um papel de destaque nos
fendbmenos de espalhamento e absorcdo e na intensidade da fluorescéncia re-

emitida (van Staveren, et al., 2000).

As lesdes leucoplasicas foram, na maioria das vezes, lesdes
hipercetatéticas (sem atipia) ou displasias leve e moderada, que produziram
espectros de fluorescéncia semelhantes aos do tecido normal, no entanto um
maior retroespalhamento pode ser observado, semelhantemente encontrado em
outros estudos (Sharwani A et al., 2006; Rahman MS et al., 2010). Ja as mucosas

eritroplasicas foram diagnosticas com um grau mais avancado de atipia e até um
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carcinoma microinvasor, estas, produziram espectros de fluorescéncia mais
alterados em comparagdo com o normal e houve uma tendéncia a terem menor
re-emissao de luz. Estes resultados corroboram com estudo de Ebihara A et al.
(2003).

A mucosa quando em estado normal apresenta coloracdo mais rosea clara,
0 que contribui para uma maior reflexdo da luz do que a mucosa eritroplasica. A
figura 33 fugiu desse padrao vindo a apresentar os espectros coletados da regiao
eritroplasica mais intensos do que os da mucosa contralateral normal. Isso pode
ter ocorrido pela presenca de vasos sanguineos mais superficiais na regido normal
ou pressdo exercida no ato da coleta ou, também, devido aos fluoroforos
enddgenos presentes na lesdo, bem como 0 mau posicionamento da ponteira e a
consequente entrada de luz ambiente ou uma associacao desses fatores. Sendo
esta € uma deficiéncia da técnica pontual e por isso os resultados foram
analisados com normalizag&o pelo maximo.

A fluorescéncia emitida sera diferente dependendo das caracteristicas do
tecido investigado (van Staveren et al., 2000). Clinicamente podemos confirmar
esta observacdo tendo como exemplo a figura 21(C) que é uma eritroleucoplasia
com regides eritematosas, regides esbranquicadas e regides acastanhadas, e
apresenta uma interacédo da luz com o tecido. As diferentes alteracdes presentes
no tecido, por exemplo, uma pigmentacdo acastanhada sé € possivel de
visualizacdo quando uma luz emitida é absorvida, espalhada e refletida do
mesmo. Pavlova | et al. (2008), usando um modelo de Monte Carlo, viram que
43% a 66% do total de luz detectada com uma sonda de profundidade seletiva,
variando de 280 nm a 420 nm, originava-se da espessura do epitélio ndo

gueratinizado.

Frente a uma leséo ulcerada com invasao dos tecidos vizinhos e mucosa
com bordas elevadas e endurecidas, uma caracteristica clinica importante para
interacéo luz/tecido bioldgico é a presenca de tecido necrotico no centro da lesdo

e um maior grau de contaminagdo por microorganismos orais. No caso a
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contaminacdo bacteriana é importante porque algumas bactérias produzem
porfirina, e esta, pode alterar o resultado da fluorescéncia intrinseca do tecido.
Saindo do local de contaminacdo por microorganismos orais a discriminacéo
Optica vem sendo principalmente associada a um decréscimo da intensidade de
fluorescéncia emitida na regido tumoral em comparagao com a regido sadia. Este
fato vem sendo correlacionado com a diminuicdo das ligacbes cruzadas de
coldgeno e das fibras componentes da matriz (Heintzelman et al., 2000; Staveren
et al., 2000; Kurachi C, 2008).

Resultados similares tém sido relatados previamente em outros estudos
clinicos sobre deteccdo de cancer bucal. De Veld et al. (2005) observaram que
sitios displasicos e tumorais sdo acompanhados por uma queda progressiva da
intensidade de fluorescéncia, enquanto que Lane et al. (2006) relataram uma
perda do sinal de autofluorescéncia em imagens de lesGes orais potencialmente
malignas e malignas em comparacdo a mucosa normal ao redor da lesédo.0Os
resultados desses estudos indicam que a fluorescéncia dos espectros pode ser
composta por dois componentes espectrais: células epiteliais (NADH) e estroma
(colageno), e que o epitélio aumenta a contribuicdo, enquanto que a contribuicdo
do estroma diminui com a transformacdo maligna. A fluorescéncia reduzida
associados com neoplasia foi observada em uma ampla gama de excitacao
comprimentos de onda de 330 nm até 470 nm no estudo de Schwarz RA et al.
(2008).

Com resultados semelhantes a este estudo Kurachi et al. (2008) estudaram
lesBes cancerosas induzidas em borda de lingua de hamsters e alcancaram varios
tipos clinico de cancer, como lesdes exofiticas, ulceradas, mostrando os diferentes
niveis de invasdo, associada ou ndo com leucoplasia e eritroplasia; e cada
caracteristica das lesdes apresentaram diferentes caracteristicas espectrais. Para
algumas lesbes de cancer, a excitacdo azul foi mais eficiente e para os outros a
excitagdo verde foi melhor. Isso ilustrou a interagcdo de luz distintas em diferentes

tipos de leséo, desde a bioquimica e caracteristicas estruturais.
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Observou-se também que a diferenca nos espectros medidos clinicamente
em 500 nm a 560 nm na regido € causada por superestimar a contribuicdo de FAD
(presumida como fluoroforo no epitélio intermediario) para o total detectado por
fluorescéncia. Contudo, também € possivel que esta camada tenha contribui¢cdes
de ambas as FAD e NADH, o que melhoraria a predicdo e medicdo da média de
espectros. Assim, nota-se que uma técnica direta para estimar as caracteristicas
espectrais das subcamadas epiteliais, tal como medir os espectros de
fluorescéncia diretamente das imagens confocal de fatias de tecido por meio de

imagem espectral, poderia melhorar significativamente a precisao das medigdes.

Pavlova | et al. (2009) estudaram a excitacdo UV a partir de quatro locais
diferentes na lingua de um Unico paciente. Um dos quatro locais foi clinica e
histologicamente normal, os outros trés locais foram lesdes orais que foram
diagnosticados histologicamente como inflamacdo, displasia e cancer,
respectivamente. O tecido oral normal foi caracterizado por forte autofluorescéncia
epiteliais e estromais. Em contrapartida, a lesao diagnosticada com uma grave
inflamacd@o apresentava uma grande queda na fluorescéncia tanto do epitélio
guanto do estroma. Além disso, enquanto a fluorescéncia do estroma do tecido
normal originava-se a partir de fibras de colageno, a fluorescéncia do estroma
inflamado teve origem predominantemente de células inflamatoérias. A lesdo oral
com diagnostico de displasia foi caracterizada por aumento da espessura epitelial
com células fluorescentes em todo o epitélio e uma queda na fluorescéncia do
estroma superficial. Imagens confocal de uma lesdo maligna diagnosticados como
cancer moderadamente diferenciado mostraram uma perda da arquitetura em

_ _ McGee S et al. (2009) viram que a
camadas tipica do desenvolvimento do cancer.

discriminacéo de lesdes displasicas versus maligna foi mais bem sucedida quando
algoritmos foram desenhados para sitios individuais. Semelhante resultado foi
obtido neste estudo. A combinacdo de sitios com as mesmas propriedades

espectrais (assoalho de boca e borda lateral da lingua) produziram uma
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discriminagdo mais exata e consistente desempenho do que algoritmos
desenvolvidos para todos os sitios.

O comportamento de disperséo de fluorescéncia observada para diferentes
estagios de desenvolvimento de carcinoma foi confirmado de acordo com indices
definidos. Embora os mecanismos exatos ndo sejam bem entendidos, as
mudancas na atividade metabdlica da superficie de células epiteliais induzem
mudancas espectrais que conferem “assinaturas” de fluorescéncia do tecido. Em
certos comprimentos de onda, lesdes potencialmente malignas da cavidade oral
mostram menos fluorescéncia do que a mucosa oral normal circundante. Dada
esta maior capacidade para visualizar lesbes potencialmente malignas
diretamente, o emprego de visualizacdo por fluorescéncia foi usado em algumas
populacdes de risco para o desenvolvimento carcinoma de células escamosas do

pulma&o, cavidade oral e outros sitios em outros estudos (Pavlova | et al., 2008).

A semelhanca entre as formas dos espectros dos tecidos normais e
cancerosos significativamente reduz a confiabilidade desta técnica para o cancer
deteccdo. Véarios métodos tém sido investigados para resolver este problema por
uma andlise estatistica dos dados espectrais para diminuir o “barulho” ou o
emprego de excitagdo em multiplos comprimentos. Métodos de andlise
multivariada com base no Principal components analyses (PCA) e no vetor da
sustentacdo maquinas foram introduzidas para identificar as caracteristicas
espectrais que podem ser correlacionadas com a condicdo de patologia dos
tecidos. O PCA é um método estatistico de tratamento de dados bastante
empregado para a analise de espectros, mas existem diversos tipos de
procedimentos matematicos que podem ser realizados para a melhor
discriminacéao (classificacdo) das amostras. (Xin-Hua Hu et al., 2005).

O alto nivel de sensibilidade e especificidade obtidos com um procedimento
nao invasivo demonstra o poder da espectroscopia de fluorescéncia como uma
ferramenta de diagnostico para deteccdo de carcinoma, especialmente

considerando que 0 grupo carcinoma apresentaram grande variabilidade. Uma
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técnica de diagndstico, com resposta rdpida pode fornecer informacgdes
importantes para o clinico, ajudar na classificacdo da leséo, a digitalizacdo de
extensas areas, a delimitacdo da margem da leséo, e também na escolha do local

o _ As caracteristicas clinicas distintas foram
da biopsia (Kurachi C et al., 2008).

observadas em diferentes comportamentos de espectros de fluorescéncia. A
excitacdo violeta mostrou melhores niveis de sensibilidade e de especificidade
para discriminacdo do normal versus carcinoma em comparagcdo com excitacao
em 532 nm. A andlise com o algoritmo J48 apresentou resultado superior para

excitacao violeta em comparagao com a verde.

Nossos resultados demonstram o potencial do diagnéstico de
espectroscopia de fluorescéncia de forma objetiva e ndo invasiva, distinguindo
sitios displasicos e cancerosos de mucosa oral normal. Além disso, estes
resultados apoiam a utilizacdo de um sistema de espectroscopia Optica de

profundidade sensiveis para melhorar o desempenho no diagnadstico.
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7 CONCLUSOES

A espectroscopia de fluorescéncia tem sensibilidade e especificidade
significativa para diagnosticar tecido neoplasico, tanto na excitacdo em 406 nm
como em 532 nm, sendo que a excitacdo em 406 nm foi mais eficiente, podendo
ser utilizada como uma ferramenta auxiliar de diagnostico clinico na discriminacao

de mucosa normal versus mucosa potencialmente maligna versus cancer.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(portador de mucosa normal)
Titulo da Pesquisa: “ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA PARA DETECCAO DE NEOPLASIA BUCAL”

I- Justificativa: O cancer bucal é uma doenca perfeitamente curavel se detectado precocemente.

1l- Objetivo: Nessa pesquisa, pretende-se visualizar, por meio da aplicacéo de luz, alteragbes nos tecidos bucais, para se tentar
detectar precocemente o cancer bucal.

11- Procedimento de coleta: O (A) Sr.(a) sera submetido (a) a um exame clinico de sua boca e apés, serd aplicado um aparelho
desinfetado que emite uma fonte de luz em alguns locais de sua boca. Sera realizada coleta de material de sua boca, para anélise das
células da mucosa. O procedimento sera realizado com o auxilio de uma pequena escova que serda friccionada, com leve pressdo, em sua
mucosa, por alguns segundos.

V- Desconforto ou riscos: Os procedimentos de aplicacéo da luz e coleta de material de sua boca ndo trardo prejuizos a sua boca
e a sua salde. Na aplicacdo da luz, o (a) Sr. (a) sentira apenas um leve toque da ponta do aparelho que desaparecera imediatamente apds o
exame, que sera de alguns minutos. Na coleta do material da boca, o (a) Sr. (a) vai sentir apenas um pequeno desconforto, no momento
do procedimento, que cessard apds 0 mesmo, sem nenhum risco a sua saude.

V- Beneficios: O (a) Sr. (a) ndo terd nenhum beneficio imediato com a participacdo no estudo. O estudo poderé trazer
informagdes relevantes para o posterior estabelecimento da técnica de espectroscopia de fluorescéncia para o diagnéstico precoce do
cancer bucal.

VI- Ficha de coleta e privacidade: Os dados referentes a sua identificacdo, salde e tratamento serdo anotados em uma ficha de
coleta que ficara sob responsabilidade do pesquisador responsavel, com a garantia de que havera sigilo quanto a sua identidade. A coleta
serd identificada apenas por um ndmero.

VII- Duvidas: Qualquer duvida, ndo receie em perguntar quantas vezes necessario, e o (a) Sr. (a) sera esclarecido em qualquer
momento da pesquisa.

VIII- Abandono: Caso ndo deseje participar dessa pesquisa ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, podera
fazé-lo em qualquer momento.

1X- Despesas: A participagdo nesta pesquisa ndo implicara em qualquer despesa ao Sr. (a).

X- Indenizagéo/ressarcimento: Ndo ha nenhum tipo de ressarcimento previsto, pois ndo haverd nenhum risco potencial ao (&) Sr.

(a) decorrente desta pesquisa.

Eu, , RG nimero , abaixo assinado, declaro que
consinto participar no Trabalho intitulado “ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA PARA DETECCAO DE NEOPLASIA
BUCAL”, declaro que fui satisfatoriamente esclarecido que estou livre para, a qualquer momento, deixar de participar da pesquisa sem
que isso implique em prejuizo ao meu tratamento e que ndo preciso apresentar justificativas para isso. Sei também de todas as
informagdes por mim fornecidas e os resultados obtidos na pesquisa s6 serdo utilizados para divulgacao cientifica em reunides e revistas
cientificas. Serei informado de todos os resultados obtidos, independentemente do fato desses poderem mudar meu consentimento em
participar da pesquisa. Concordo também em responder as questdes contidas no formulério que me foi apresentado. Qualquer duvida,
contatarei um dos pesquisadores envolvidos na pesquisa, Luiz Paulo Kowalski pelo telefone (11) 2189-5172, ou Cristina Kurachi pelo
telefone (16) 3373-9810, para questdes sobre os direitos e/ou danos relacionados a pesquisa. Se o pesquisador principal ndo fornecer as
informagdes/esclarecimentos suficientes, por favor, entre em contato com o Coordenador do Comité de Etica do Hospital A.C. Camargo
— SP, pelo telefone (11) 2189-5020. Assim, concordo em participar da pesquisa em questdo. Declaro ainda que uma via do presente
Termo de Consentimento me foi entregue.

Séo Paulo,

Assinatura do paciente:

Assinatura do pesquisador responsavel:

Este formulario foi lido enquanto eu estava presente.

Nome da testemunha 1 Assinatura

Nome da testemunha 2 Assinatura

103



ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(portador de mucosa alterada)
Titulo da Pesquisa: “ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA PARA DETECCAO DE NEOPLASIA BUCAL”

I- Justificativa: O cancer bucal é uma doenca perfeitamente curavel se detectado precocemente.

1l- Objetivo: Nessa pesquisa, pretende-se visualizar, por meio da aplicacéo de luz, alteragdes nos tecidos bucais, para se tentar
detectar precocemente o cancer bucal.

11- Procedimento de coleta: O (A) Sr.(a) serd submetido (a) a um exame clinico de sua boca e, caso haja a presenca de area
alterada na sua boca, sera aplicado um aparelho desinfetado que emite uma fonte de luz. Na regido alterada e préxima a ela, serdo
realizadas bidpsias (remocdes de pequenos fragmentos), para se avaliar o tecido utilizando um microscépio. As biépsias serdo realizadas
no local onde sera feita a remogao do tumor.

V- Desconforto ou riscos: O procedimento de aplicacéo da luz néo traréa prejuizos a sua boca, ao seu tratamento e a sua satde. O
(a) Sr. (a) sentird apenas um leve toque da ponta do aparelho que desaparecera imediatamente apés o exame, que sera de alguns minutos.
A realizagdo da bidpsia sera feita sob anestesia.

V- Beneficios: O (a) Sr. (a) ndo tera nenhum beneficio direto imediato com a participagéo no estudo. O estudo podera trazer
informagdes relevantes para o posterior estabelecimento da técnica de espectroscopia de fluorescéncia para o diagnéstico precoce do
cancer bucal.

VI- Ficha de coleta e privacidade: Os dados referentes a sua identificacdo, saide e tratamento serdo anotados em uma ficha de
coleta que ficara sob responsabilidade do pesquisador responsavel, com a garantia de que havera sigilo quanto a sua identidade. A coleta
serd identificada apenas por um nimero.

VII- Duvidas: Qualquer davida, ndo receie em perguntar quantas vezes necessario, e o (a) Sr. (a) sera esclarecido em qualquer
momento da pesquisa.
VIII- Abandono: Caso ndo deseje participar dessa pesquisa ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, em nada

mudara o tratamento a que esta se submetendo e ndo havera penalizagdo alguma. Caso a aplicagdo da luz ou as bidpsias sejam realizadas
e 0 (a) Sr. (a) quiser desistir da pesquisa, podera fazé-lo em qualquer momento.

1X- Despesas: A participagdo nesta pesquisa ndo implicard em qualquer despesa ao Sr. (a). Se houver a necessidade de mais de
uma consulta, o (a) Sr. (a) recebera os vales-transporte para sua locomogéao.
X- Indenizagédo/ressarcimento: Ndo ha nenhum tipo de ressarcimento previsto, pois ndo havera nenhum risco potencial ao ()

Sr. (a) decorrente desta pesquisa.

Eu, , RG nimero , abaixo assinado, declaro que
consinto participar no Trabalho intitulado “ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA PARA DETECCAO DE NEOPLASIA
BUCAL?”, declaro que fui satisfatoriamente esclarecido que estou livre para, a qualquer momento, deixar de participar da pesquisa sem
que isso implique em prejuizo ao meu tratamento e que ndo preciso apresentar justificativas para isso. Sei também de todas as
informagdes por mim fornecidas e os resultados obtidos na pesquisa s serdo utilizados para divulgagao cientifica em reunides e revistas
cientificas. Serei informado de todos os resultados obtidos, independentemente do fato desses poderem mudar meu consentimento em
participar da pesquisa. Concordo também em responder as questdes contidas no formulario que me foi apresentado. Qualquer divida,
contatarei um dos pesquisadores envolvidos na pesquisa, Luiz Paulo Kowalski pelo telefone (11) 2189-5172, ou Cristina Kurachi pelo
telefone (16) 3373-9810, para questdes sobre os direitos e/ou danos relacionados a pesquisa. Se o pesquisador principal ndo fornecer as
informacdes/esclarecimentos suficientes, por favor, entre em contato com o Coordenador do Comité de Etica do Hospital A.C. Camargo
— SP, pelo telefone (11) 2189-5020. Assim, concordo em participar da pesquisa em questdo. Declaro ainda que uma via do presente
Termo de Consentimento me foi entregue.

Séao Paulo,

Assinatura do paciente:

Assinatura do pesquisador responsavel:

Este formulario foi lido enquanto eu estava presente.

Nome da testemunha 1 Assinatura

Nome da testemunha 2 Assinatura
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ANEXO 3
ANAMNESE

Nome: No:

Sexo: (F) (M) Idade: anos

Cidade/Estado: Telefone:

Histérico Médico:

Medicacdo:

Fumo: Alcool:

Histérico Odontoldgico:

Exame Extra-Oral:

Exame Intra-Oral:

Diagnéstico:

ANAMNESE

Nome: Ne:

Sexo: (F) (M) Idade: anos

Cidade/Estado: Telefone:

Histérico Médico:

Medicacéo:

Fumo: Alcool:

Histérico Odontoldgico:

Exame Extra-Oral:

Exame Intra-Oral:

Diagnéstico:
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Anexo 4

N° do pac. no estudo: Data:__ /
N° do pac. no hospital/faculdade:
Regido anatdmica:
Hipotese de diagndstico clinico:
Caracteristicas clinicas da lesao:
Leséo R1: R2: R3: R4: R5: R6: R7:
1 2 3 1 2 3 1 1 2 1 1 2 1
M1
M2
M3
M4
M5

106




ANEXO 5

H 05 p Ita | Comité de Etica em
A- C. Camar go Pesquisa - CEP

Sdo Paulo, 14 de Dezembro de 2007.

Ao
Dr. Luiz Paulo Kowalski

Ref.: Projeto de Pesquisa n°® 979/07
“Espectroscopia de fluorescéncia para detecgdo de neoplasia bucal”.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagiio Antonio Prudente -
Hospital A.C. Camargo, em sua tltima reunifo de 11/ 12/2007, apés analisarem as respostas
ao0s questionamentos realizados em reunido de 25/09/2007, aprovaram a realizagdo do estudo
em referéncia (versdo 2), o Termo de Consentimento Livre o Esclarecido para Portador de
Mucosa Normal (versdo 2), o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Portador de
Mucosa Alterada (versdo 1), o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Portador de
Mucosa Normal-Doador (versdo 1) e tomaram conhecimento dos seguintes documentos:

Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos;

Termo de Compromisso do Pesquisador com resolugdes CNS;

Declaragio sobre o plano de recrutamento dos sujeitos de pesquisa, circunstancias e
responsaveis pela obtengdo do TCLE;

Declaragio sobre uso e destino do material biolégico, publicagio dos dados e
propriedade das informagdes geradas;

Declaragdo sobre os dados coletados, publicagdo dos dados e propriedade das
informagdes geradas;

Declaragdo de infra-estrutura e instalagdes;

Orgamento financeiro detalhado; )

Carta do Centro de Pesquisas em Optica e Fotdnica referente concessdo de empréstimo
de material, datada de 8/11/2007;

Declaragdo de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Anatomia Patoldgica.

V VVV ¥V VYV VVvVv

Informagdes a respeito do andamento do referido projeto deverdo ser encaminhadas i
assistente do CEP dentro de 6 meses.

Atenciosamente,

Dr. Gilles
Vice-Coordenador do jté de Etica em Pesquisa

/1

Rua Prof. Anténio Prudente, 211 €Liberdade 0 Paulo - SP CEP 01509-900 - CNPJ 60.961.968/0001-06
Tel/Fax (0; .5020 - cep_hcancer@hcancer.org.br
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