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RESUMO



O acetato de medroxiprogesterona de depdsito (AMPD) é um contraceptivo de
depdsito, de absorcdo lenta, extensamente usado no mundo. Tem sido sugerido que esta
droga possa alterar a mucosa vaginal e assim poderia aumentar o risco de transmissdo de
doencas sexualmente transmissiveis, facilitando, por exemplo, a aquisi¢do do virus da

imunodeficiéncia humana (HIV).

Em experiéncias com animais, foi mostrado que injecoes de AMPD
provocavam uma atrofia no epitélio vaginal, ocorrendo um aumento na incidéncia de
infecgdes pelo virus da imunodeficiéncia do simio (SIV). Estudos clinicos sdo
contraditérios. MAUCK et al., (1998) realizaram um estudo prospectivo no qual 16
mulheres submeteram-se a bidpsia vaginal depois de trés meses da administracdo de uma
dose de AMPD e os resultados mostraram que ndo houve mudanga na espessura do epitélio
vaginal. MILLER et al., (2000) mostrou que o nimero de camadas de células no epitélio
estava significativamente reduzido, a espessura epitelial estava diminuida tanto quanto a
camada de glicogénio, depois de 6 meses de uso do AMPD, o que poderia prejudicar a

barreira epitelial vaginal para infeccoes.

A diferenca entre estes dois estudos poderia ser em razdo das caracteristicas
individuais de ambos, tais como, escolha das pacientes ou, simplesmente, em virtude dos
métodos morfométricos usados. Para tornar claro o ultimo tépico, comparam-se dois
métodos diferentes de avaliacdo morfométrica da espessura do epitélio vaginal de mulheres,

depois de uso prolongado de AMPD.

Vinte usudrias de 150 mg AMPD, como um método anticoncepcional utilizado
durante pelo menos 2 anos e nenhum mais de trés anos e 20 nao usudrias de qualquer
hormonio, foram pareadas para participarem do estudo. Uma bidpsia foi coletada a direita
ou a esquerda da parede vaginal, fixada em uma solu¢do de formaldeido aquosa a 4% e foi
incluida em parafina. Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina. A avaliacio
morfométrica foi feita da seguinte forma: 1) morfometria manual: usando uma ocular
milimetrada, tendo os observadores, medidas a menor e a maior espessuras do epitélio,
como também as espessuras de trés pontos escolhidos ao acaso; 2) morfométrico interativo:
Imagens do epitélio vaginal foram digitalizadas pelo sistema KS400. Entdo uma imagem

bindria, contrastando o epitélio vaginal, foi selecionada e os valores, menor, maior e trés
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areas aleatoriamente escolhidas, eram automaticamente determinadas por um algoritmo

especial, escrito para este proposito.

Para analise final, foi definida a varidvel ‘média final’ como a média aritmética

da maior medida, menor medida e das trés medidas aleatorias.

Para comparar a qualidade das medidas dos dois métodos calculam-se as
distribuicdes de poder do teste dos dois métodos. O poder do teste € definido como a
probabilidade do teste estatistico aplicado detectar diferencas existentes. O poder do teste
depende: da diferenca a ser detectada, do desvio- padrio das distribui¢des e do nimero de
elementos por grupo. Os resultados mostraram que as avaliacdes morfométricas, baseadas
em morfometria computadorizada interativa sdo superiores as avaliacdoes baseadas em
avaliacdo manual, através de ocular milimetrada, em relacdo ao poder do teste pareado,

para o estudo dos grupos.

Na nossa comparacgdo entre os dois métodos, baseada na simulacdo dos valores
em ambos os grupos independentes, nés poderiamos mostra-se a superioridade do poder de
teste baseado no célculo feito por morfometria interativa em imagens digitalizadas. Em
resumo, estudos baseados em morfometria interativa de imagens digitalizadas podem
revelar mais poder do teste e prover resultados mais fidedignos que investigacdes baseadas

em método micrométrico ocular manual.
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1.1. AMPD - ACETATO DE MEDROXIPROGESTERONA DE DEPOSITO

O uso do Acetato de Medroxiprogesterona de Depésito (AMPD) tem causado
ao longo dos anos, uma polémica ndo s6 por suas propriedades farmacoldgicas, quimicas e
bioldgicas, mas também pela aplicacdo em muitas mulheres. Somente nos Estados Unidos,
existem aproximadamente trés milhdes de mulheres usudrias (MILLER et al., 2000) e em

algumas regides da Asia o nimero de usudrias chega a 40% (NAGACHINTA et al., 1997).

O AMPD (17a-acetoxy-6a-methyl-pregn4-ene-3.20-dione) foi desenvolvido
em 1958 e teve seu primeiro uso clinico para o tratamento de aborto e endometriose. E
apresentado como uma suspensdo de microcristais € administrado na dose de 150 mg, por
meio de injecdo intramuscular profunda a cada trimestre, proporcionando uma prolongada
duracdo na circulacdo sangiiinea (RINGROSE, 1972; FRASER & WEISBERG,
1981;SAID,S.;ORNAR,K.;KOETSAWANG,S; et al.1986; HILD-PETITO, et al., 1998;
MILLER, et al., 2000). Seu efeito contraceptivo resulta principalmente da inibi¢do da
ovulacdo. Além disso, o AMPD aumenta a viscosidade do muco cervical, evitando assim a
penetracdo do espermatozdide; provoca atrofia endometrial e diminuicdo da motilidade da

tuba uterina (KAUNITZ, et al., 1994).

Devido as comodidades oferecidas, o uso de contraceptivos de longa duracio
tem forte atracdo para muitas mulheres (SCHWALLIE & ASSENZO, 1973); sdo drogas de
alta eficécia, igual, ou melhor, que as combinacdes dos contraceptivos orais; tém longa
acdo, com uma Unica injecdo; sao de simples administracdo; ndo hd esquecimento,

conforme ocorre com a pilula e seu uso, independe do coito.

1.1.1. Efeitos adversos do AMPD

AlteragOes menstruais ocorrem na maioria das mulheres que usam AMPD. O
somatorio dos efeitos diretamente relacionados ao uso deste contraceptivo e a interagdo do
AMPD com outros agentes progetacionais, aumentam a supressdo endometrial e
conseqiientemente a atrofia se manifesta como sangramento irregular e “spotting”. Estes
efeitos sdo relativamente comuns durante os primeiros meses de uso. Porém, com a
continuacdo do método, a freqii€ncia e duracdo desses episodios diminuem e a amenorréia

torna-se mais comum (CULLINS, 1996).
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Além disso, estudos realizados por MARX et al., (1996) e HILD-PETITO
et al., (1998), utilizando a administracdo de implantes subcutdneos com progesterona ou
injecdes de AMPD em macacas rhesus “in vivo” e demonstraram a diminui¢do da
espessura do epitélio vaginal dos simios. Um epitélio atréfico pode permitir que mais
virions atravessem através dele ou pode expor mais facilmente células mais susceptiveis
(como as células de Langerhan’s e as células dendriticas) (SOTO-RAMIREZ, et al., 1996).
Estes estudos evidenciaram claramente um aumento de infec¢des por imunodeficiéncia

(SIV), nos animais.

Esses resultados causaram uma preocupacgdo sobre a possibilidade de um efeito
semelhante em humanos, pois € conhecido que a progesterona endégena pode causar atrofia
tempordria do epitélio vaginal, aumentar o pH local, reduzir a quantidade de muco e

aumentar sua viscosidade, diminuindo a sua resisténcia a infeccdes.

As mulheres usudrias de AMPD poderiam estar expostas a um maior risco de

infeccdo de HIV, (MARX et al., 1996; MARTIN at al.,1998).

Entretanto, algumas publicagdes exploraram a associacdo entre o uso de
contraceptivos hormonais injetaveis e o risco para adquirir infec¢do por HIV e outras DST
(doenca sexualmente transmissivel), apresentando resultados conflitantes (FRASER &
WEISBERG, 1981;REHLE et al., 1992;NAGACHINTA et al., 1997, HILD-PETITO
et al., 1998; MILLER et al., 2000).

1.1.2. Estudos prospectivos em mulheres com bidpsias de vagina

Em relagdo a atrofia do epitélio vaginal MAUCK et al., (1998) publicaram um
estudo prospectivo, no qual 16 mulheres submeteram-se a varias bidpsias vaginais antes e
depois de trés meses da administracio de uma dose de AMPD. Os resultados mostraram
que ndo houve mudanca na espessura do epitélio vaginal, nem mudangas no nimero de

células de Langerhan’s.
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Entre as 38 mulheres observadas no trabalho de MILLER et al., (2000), durante
6 meses, houve reducdo significante do estradiol no soro, em niveis de (99,9 + 9,3 pg/mL

para 26,6 1,6 pg/mL, P<0,01).

Segundo os autores, o nimero de camadas de células no epitélio estava
significativamente reduzido de 28,1 = 0,7 a 25,9 £ 0,9 (P=0,05); a espessura epitelial
diminuida de 1,02 + 0,04 mm para 0,89 = 0,05 mm (P=0,05), tanto quanto a camada
glicogénio-positiva de 0,81 + 0,04 mm para 0,66 + 0,05mm, depois de 6 meses de uso do

AMPD (P=0,05).

Baseado nos resultados dos estudos de MAX et al., (1996) e HILD-PETITO
et al., (1998), e nos seus proprios resultados, MILLER ef al., (2000), sugerem seguimento
das pacientes ao longo de pelo menos dois anos, para avaliar uma possivel reducdo da

espessura do epitélio vaginal.

BAHAMONDES et al., (2000) realizaram um estudo prospectivo por um
periodo de quatro meses de junho a outubro de 1999 (do qual foram coletados os dados
referentes a ocular milimetrada utilizados neste trabalho) avaliando um grupo de 20
mulheres sem uso de horménio e 20 usudrias de AMPD por no minimo de 2 anos e no
maximo 3 anos e ndo encontraram atrofia significativa nas camadas de cé€lulas do epitélio

vaginal, em usudrias de AMPD.

Diversos métodos podem ser utilizados na medida da espessura de um tecido,
como a morfometria por ocular, como nos trabalhos de Mauck, Miller e Bahamondes. A

andlise de imagens digitalizadas permitiu uma nova abordagem, com aumento da precisao.

1.2. MORFOMETRIA
1.2.1. Definicao

Morfometria é o estudo das técnicas através das quais sdo mensurados

caracteres relativos a forma e ao tamanho do objeto.

Segundo OBERHOLZER (1963), morfometria pode ser definida como;
“Método de medir elementos estruturais nos compartimentos histoldgicos e citoldgicos,

como particulas”(pag.171).
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1.2.2. Historia

A primeira andlise morfométrica de uma célula parece ter sido realizada em
hemadcias por Antoni van Leeuwenhoek, no ano de 1674. Este trabalho pioneiro abriu
caminho para que nos séculos posteriores fossem desenvolvidos métodos morfométricos

cada vez mais sofisticados e precisos. (CALIARI, 1997).

A morfometria pode ser realizada mediante véarios métodos, por exemplo, a
técnica manual, em que se utiliza uma ocular milimetrada que € um instrumento na pratica
diaria do patologista ou através de métodos mais sofisticados, como a andlise de imagens
digitais, necessitando-se de equipamentos mais sofisticados, como microscépios com
adaptacdo para acoplagem de camaras especiais, que capturam a imagem e de “software”
especifico para este fim. Estes métodos interativos de morfometria estdo intimamente

ligados a anélise de imagem.

1.2.3. Analise de imagem

O interesse em métodos de processamento de imagens digitais decorre de uma

melhoria de informacdo visual para a interpretacio humana.

No ano de 1920, foi utilizado o primeiro Sistema Bartlane para a andlise de
imagens digitalizadas que codificava cinco tons de cinza. Apenas nove anos depois, ja era

possivel a codificacio de quinze tonalidades de cinza.

Uma das aplicagdes técnicas deste sistema foi o melhoramento de imagens
digitalizadas para jornais, enviadas através de cabo submarino de Londres a Nova lorque.
Em andlise de imagens, esse processo se chama transformacdo radiométrica, em que se
procura melhorar o contraste das imagens e realizar mudancas da escala de tons de cinza,

com ampliacdes e reducdes (GONZALES & WOOQODS, 2000).

Em 1964, o Jet Propulsion Laboratory (Pasadena, Califérnia), empregou
técnicas de computagdo para o melhoramento de imagens produzidas por uma sonda

espacial.
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Nos dltimos trinta e cinco anos, as técnicas foram se aperfeicoando e hoje
pode-se contar com equipamentos que codificam até duzentas e cinqiienta e seis tonalidades

de cinza.

Em Medicina, por exemplo, procedimentos interativos melhoram o contraste ou
codificam os niveis de intensidade em cores, a isso se dd o nome de quantizacdo da

luminéncia das cores (GONZALES & WOODS, 2000).

Na década de 1980, surgiu a primeira geragdo de analisadores de imagens,
capazes de mensurar a quantidade de células, outras estruturas e formas, por intermédio de

um computador (CALIARI, 1997).

A medida é baseada na quantificacdo da unidade basica da imagem digitalizada,

os pixels, abreviacdo de “picture element” (CALIARI, 1997).

Os programas interativos ndo se restringem somente a forma do objeto do
estudo, mas sdo capazes de processar a densidade Optica, que se denomina densitometria.
Padronizagdes para a densitometria estdo concluidas ou em fase de elaboragdo para que os
analisadores possam quantificar precisamente proteinas, hormonios, DNA, RNA e outras
moléculas, com a vantagem de poder topografar nos tecidos, a distribuicdo destas

substancias (GONZALES & WOODS, 2000).

1.2.4. Representaciao de imagens digitais

A imagem digital, monocromética, pode ser interpretada por uma equacdo, a
qual refere-se a fung¢do bidimensional de intensidade da luz, funcio logaritmica dos niveis
de cinza, f (x, y), onde x e y denotam as coordenadas espaciais e o valor que tem qualquer
ponto (X, y) que € proporcional ao brilho, ou niveis de cinza, da imagem naquele ponto
(GONZALES & WOODS, 2000). Pode ser também chamada de luminancia. Visto dessa
maneira, aparecerd uma série de picos em regides com numerosas modificagdes do nivel de
brilho e regides planas ou platds em que os niveis de brilho variam pouco ou sao
constantes. Utilizando-se a convencdo em que se atribui proporcional valor mais alto para
areas com maior brilho, fard com que a altura dos componentes de uma figura sejam

proporcionais ao brilho correspondente na imagem.
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Uma imagem digital € uma imagem f (x, y) discreta e quantizada tanto em
coordenadas espaciais quanto em brilho. Uma imagem digital pode ser considerada como
sendo uma matriz, cujos indices de linhas e de colunas identificam um ponto na imagem € o
correspondente valor do elemento da matriz identifica o nivel de cinza daquele ponto. Os
elementos dessa matriz digital sio chamados de elementos da imagem, elementos da figura,
pixels ou pels, estes ultimos sdo abreviagdes de “picture elements” (GONZALES &

WOODS, 2000).

1.2.5. O sistema KS

O KS400 € um “software” produzido pela Kontron Electronics GmbH e Carl
Zeiss Optica® que, inicialmente, foi desenvolvido para a industria com a finalidade de
analisar as emissdes de microparticulas nos despejos de poluicdo ambiental (manual do
equipamento). Em razdo do grau de precisdo, da vasta gama de recursos de que se acercava
o “software”, foi entdo adaptado as necessidades das dreas biomédicas, anatomia

patoldgica, sendo seu uso cada vez mais freqiiente em morfometria, em neurocirurgia.

O neuronavegador € um equipamento que trabalha com interpretacdo de

imagens tridimensionais.

O KS400 adquire imagens em 256 tons de cinza. Estas imagens sao capturadas
através de camera CCD. Depois de adquiridas as imagens, o “software” apresenta uma
op¢do para que se monte um programa com informagdes do que deverd avaliar nas imagens
em arquivo. Isso feito, aciona-se o programa de rotina, chamado ‘macro’, e o “software”

executard em segundos, todos os processamentos comandados.

Estas facilidades permitem, por exemplo, analisar um grande volume de pecas

em curtissimo espaco de tempo € com enorme precisao.

Surgiu, assim, o projeto de comparacdo de diferentes métodos de medidas, em

estudos de alteragdes teciduais, causada pelo AMPD.
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O objetivo deste estudo é medir a espessura do epitélio vaginal em pacientes
usudrias de AMPD, por longo prazo, através de dois métodos morfométricos, a fim de se

observar se existe atrofia deste epitélio.

Os métodos morfométricos utilizados foram comparados entre si, por meio de

ocular milimetrada e modo interativo através do “software” KS400.
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3.1. CASUISTICA

Originalmente, o estudo foi executado por um periodo de quatro meses, de
junho a outubro de 1999, na Unidade de Reproducio Humana do Departamento de
Obstetricia e Ginecologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas. Este estudo recebeu a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas. Todas as voluntdrias

assinaram um termo de consentimento informado.

O grupo de estudo consistiu em 20 mulheres, entre 18 e 40 anos, usudrias de
150 mg de AMPD (Depo-Provera® Upjohn, Sdo Paulo, Brasil) como método
anticoncepcional trimestral, durante pelo menos dois anos (8 doses) € ndo mais que trés
anos (12 doses) e que ndo tenham usado qualquer outro tipo de método anticoncepcional

hormonal.

O grupo de controle incluiu 20 mulheres, entre 18 e 40 anos, que nunca
tivessem usado método contraceptivo hormonal ou AMPD por mais de seis meses durante
sua vida reprodutiva, nem nos seis meses anteriores ao estudo, e que tiveram ciclos
menstruais regulares durante os ultimos trés meses. Cada usudria foi pareada com uma
mulher de controle, para a pesquisa por idade (flano), indice de massa corpdrea (£1),
nimero de gravidezes (£1), idade da primeira relacdo sexual (£1 ano) e ndmero de

parceiros durante a vida (£1), anos de vida sexual (£ 1 ano).

Para ser elegivel, as mulheres nos dois grupos tiveram que cumprir os seguintes
critérios de inclusdo: idade entre 18 e 40 anos, boa satde geral, ndo gravida, que a ultima
gravidez tenha terminado ha seis meses , ndo ter amamentado durante os ultimos seis
meses, ter uma relacdo mutuamente mondgama, nao ser usudria de droga que possa afetar o
nivel estrogénico, ser livre de infec¢do hematoldgica conhecida, nao ser fumante, ndo ter
sinais ou sintomas de infecc¢do vaginal / cervical, e com cultura negativa para clamidia e

gonorréia.
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3.2. PROCEDIMENTOS

A coleta de sangue, a bidpsia da vagina e os esfregacos para indice de
maturacdo foram coletados no dia em que as mulheres do grupo de estudo, retornaram a
clinica para receber uma dose de AMPD, 90 (+7), dias depois da injecao prévia. No grupo
de controle, os procedimentos foram executados no meio da fase litea do ciclo (entre o 20°

e 25° dia do ciclo menstrual).

3.2.1. Coleta da bidpsia da vagina

Uma bidpsia de vagina foi coletada, aleatoriamente, a direita ou a esquerda da
parede vaginal, aproximadamente a quatro cm do anel himenal. Apds anestesia tépica, com
“’spray” de Lidocaina, a vagina foi limpa com solu¢ao de povidine iodado. Em seguida, foi
relaxada a tensdo do espéculo para permitir o enrugamento natural da mucosa vaginal e a
biopsia foi coletada com pinca de Schubert-van Doren (Sklar, Chester, Pa, USA). A
hemostasia foi executada com uma embebicdo em solucdo de Monsel®. Quando nao havia
boa dobra, foi utilizado um férceps de Allis para tracdo da parede vaginal e permitir a
coleta da amostra da parede vaginal (MAUCK et al., 1998). O fragmento de tecido, com
aproximadamente 4X7 mm, incluiu epitélio, e lamina préopria. Em duas mulheres, o
sangramento, nao controlado através da solucdo de Monsel®, foi resolvido mediante
suturas. Ndo houve experiéncia adversa além dos sangramentos que necessitaram de

suturas, e os locais de bidpsias, cicatrizaram adequadamente, em todas as mulheres.

3.2.2. Processamento da biopsia vaginal

As amostras foram fixadas em formol a 10%, incluidas em parafina. Cortes de

Sp de espessura e foram coradas com hematoxilina e eosina.
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3.2.3. Morfometria feita com uso de micrometro ocular

As laminas referentes as bidpsias foram avaliadas por um patologista sénior,
ndo sendo informado a qual grupo a amostra pertencia. A altura epitelial foi avaliada na
parte mais espessa € menos espessa da amostra e em trés outros locais escolhidos ao acaso.
As amostras foram analisadas, usando-se uma lente ocular milimetrada. A objetiva com
aumento de 10X foi utilizada para as medi¢des. Para fins de reprodutibilidade, as leituras
foram realizadas conforme método preconizado por MAUCK et al., (1998) e MILLER,
et al., (2000).

Desta forma, para que as referidas aferi¢cdes fossem feitas, foram escolhidos

cinco campos, COmo se segue:
a) De maior espessura do epitélio;
b) De menor espessura do epitélio;

c) E trés outras medidas feitas de forma aleatdria, excluindo-se as

anteriormente feitas.

A Figura 1 mostra um corte de paciente do grupo controle, ilustrando locais de

medida com a ocular graduada.

LAMING 112 - CORTE HISTOLGGICO

LUMENTODE

. Aleatdria
Aleat6ria

Figura 1: Corte de epitélio vaginal, com indica¢des dos cinco locais de medida com o uso

de micrometro ocular. (Hematoxilina-eosina, objetiva 2,5x).
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3.2.4. Morfometria interativa

A andlise interativa com sistema KS400, (Carl Zeiss Optical®) como uma
ferramenta auxiliar, em medidas de precisdo, tal qual na microscopia Optica € feita sob
lentes objetivas calibradas com reticula milimetrada, especifica para tal fim, inclusa no

“software”.

As imagens sdo entdo processadas através de uma ‘macro’, programa

pré-estabelecido com varidveis escolhidas pelo operador do “software”.

Neste estudo, as imagens foram trabalhadas, marcando-se a camada basal do
epitélio a ser medido, escolhendo-se depois as dreas a serem medidas. As medidas e
obtencdao das médias e de outros dados que se queira sdo feitos, automaticamente pelo

programa.

As medidas realizadas por meio do “software” KS400 foram executadas com as
imagens capturadas através de camara digital CCD (Charge Compled Device) , com base
na imagem visualizada pelo monitor. Cada corte foi avaliado, subdividido-o em diversas
imagens parciais, tendo sido realizadas as mesmas cinco medidas (maior, menor e

aleatdrias) em cada uma delas.
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Figura 2:Corte de epitélio vaginal, com indica¢des dos locais de medida para selecdo

posterior pelo programa KS400. (Hematoxilina-eosina, objetiva 10x).

3.3. ANALISE ESTATISTICA
Para anélise estatistica foram feitos os seguintes testes:

a) Kolmogorov-Smirnov, que compara as distribuicdes das mensuragdes dos

dois grupos, usudrias e controle, com a curva de GAUSS.

b) Coeficiente de Spearman, para avaliar o grau de correlacdo entre os

resultados obtidos pelos dois métodos de leitura, nos grupos de estudo.

c¢) Comparagdo entre os grupos com e sem hormdnio, os dados com base na
leitura manual; Teste t de Student, para valores pareados, e calculo de

poder estatistico, conforme o programa estatistico Primer Biostatistics,
(1991).
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d) Comparagdo entre os grupos com e sem hormoénio, baseando-se os dados na
leitura digital interativa, Teste t de Student para valores pareados, e calculo
de poder estatistico, conforme o programa estatistico Primer Biostatistics,

(1991).

Um nivel de significancia de 0,5 foi estabelecido.
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4.1. RESULTADOS GERAIS

O grupo de usudrias incluiu 15 mulheres brancas e 5 mulheres negras. As néo-
usudrias eram 13 mulheres brancas e 7 mulheres negras. O ndmero de ampolas recebidas
pelas usudrias do AMPD foi de 9,2 +1,5 (intervalo de 8 a 12). As caracteristicas

sociodemogréficas de usudrias e ndo usudrias estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas demograficas e antropométricas de usudrias e ndo-usudrias de

AMPD.

AMPD

VARIAVEIS USUARIAS NAO-USUARIAS VALOR DE P
Idade (anos) 30,6 £1,3 30,3+1,3 NS
Indice de massa corporal (Kg/m2) 24,50 + 0,94 24,54 + 0,85 NS
Idade da primeira relagdo (anos) 18,5+ 0,90 18,0 £ 0,94 NS
Anos de atividade sexual 11,5+ 1,21 12,2+ 1,21 NS
Nuimero de parceiros 2,05 +0,31 2,36+ 0,44 NS
Nimero de gestagdes 2,7+0,32 1,8+0,27 NS
Estradiol (pg/ml) 39,724 91,2 +£9,00 0,0001
AMP (ng/ml) - 1,231 £ 0,528 --

Nota: Todos os valores foram médias + EPM; NS: néo significante (BAHAMONDES et al., 2000).

Nao ocorreram diferengas significativas nos achados entre os dois grupos
(usudrias e controle), confirmando o pareamento das pacientes. O nivel de estradiol foi
significantemente menor nas mulheres usuarias de AMPD que nas mulheres do controle,

mostrando a supressdo do hormdnio enddgeno, causada pelo AMPD.

A Tabela 2 mostra as medidas encontradas pelos observadores, relativas a todas
as laminas analisadas ao microscépio convencional e pelo método interativo. Os resultados
de medidas aleatérias realizadas pela ocular ndo foram apresentados isoladamente.

Entretanto, foram incluidos no calculo da média final.

Os valores médios e desvio-padrdo das medidas, nos dois grupos de estudo,

estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 2: Medidas das espessuras do epitélio vaginal das 40 mulheres, comparando-se os

dois métodos de leitura.

MEDIA DAS
ESPESSURA MAIOR ESPESSURAS ESPESSURA MENOR MEDIA FINAL
ALEATORIAS
KS400 Ocular KS400 Ocular KS400 Ocular KS400 Ocular
0,321 0,390 0,140 -- 0,056 0,150 0,143 0,250
0,333 0,540 0,210 -- 0,070 0,200 0,210 0,420
0,290 0,500 0,200 -- 0,121 0,120 0,203 0,350
0,300 0,430 0,170 -- 0,089 0,200 0,163 0,310
0,303 0,450 0,180 -- 0,068 0,250 0,161 0,240
0,138 0,150 0,074 -- 0,051 0,060 0,077 0,100
0,139 0,210 0,095 -- 0,053 0,100 0,096 0,140
0,309 0,400 0,140 -- 0,050 0,020 0,106 0,240
0,248 0,350 0,130 -- 0,055 0,080 0,125 0,210
0,353 0,340 0,160 -- 0,094 0,170 0,160 0,260
0, 285 0,390 0,170 -- 0,078 0,210 0,160 0,280
0,353 0,500 0,220 -- 0,076 0,150 0,152 0,360
0,193 0,290 0,150 -- 0,101 0,160 0,157 0,230
0,231 0,430 0,170 -- 0,122 0,060 0,131 0,300
0,186 0,310 0,130 -- 0,077 0,120 0,100 0,210
0,319 0,450 0,190 -- 0,079 0,070 0,155 0,300
0,188 0,250 0,084 -- 0,051 0,050 0,086 0,140
0,220 0,310 0,130 -- 0,078 0,060 0,097 0,180
0,227 0,370 0,140 -- 0,062 0,050 0,107 0,240
0,168 0,370 0,140 -- 0,061 0,030 0,109 0,220
0,174 0,260 0,100 -- 0,072 0,060 0,079 0,200
0,251 0,350 0,140 -- 0,093 0,016 0,140 0,250
0,149 0,510 0,220 -- 0,156 0,110 0,162 0,270
0,130 0,240 0,120 -- 0,074 0,110 0,117 0,760
0,200 0,250 0,130 -- 0,074 0,030 0,128 0,150
0,202 0,220 0,130 -- 0,075 0,120 0,130 0,860
0,144 0,360 0,120 -- 0,082 0,150 0,114 0,260
0,136 0,180 0,094 -- 0,060 0,100 0,095 0,130
0,206 0,370 0,150 -- 0,053 0,120 0,138 0,260
0,170 0,290 0,130 -- 0,053 0,050 0,100 0,150
0,155 0,260 0,120 -- 0,054 0,060 0,120 0,180
0,148 0,200 0,110 -- 0,075 0,080 0,083 0,420
0,234 0,490 0,160 -- 0,067 0,100 0,093 0,220
0,212 0,350 0,160 -- 0,067 0,050 0,120 0,230
0,177 0,350 0,130 -- 0,058 0,080 0,096 0,180
0,179 0,310 0,130 -- 0,058 0,110 0,096 0,180
0,258 0,270 0,170 -- 0,121 0,100 0,131 0,180
0,203 0,350 0,120 -- 0,049 0,060 0,114 0,160
0,246 0,390 0,130 -- 0,078 0,100 0,104 0,210
0,309 0,270 0,190 -- 0,076 0,080 0,142 0,200

Nota: Os dados em negrito correspondem as mulheres do grupo de usudrias.
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Tabela 3: Valores médios das espessuras do epitélio vaginal, avaliados pelos dois métodos

de leitura.
KS400 Ocular Graduada
maior menor final maior menor final
0,233 0,065 0,144 0,336 0,102 0,250
USUARIAS

DP+0,005 DP+0,017 DP+0,037 DP+0,086 DP=+0,056 DP=*0,160

NAO- 0,215 0,0564 0,146 0,355 0,106 0,262
USUARIAS DP+0,063 DP+0,026 DP+0,036 DP+0,0105 DP+0,0532 DP+0,138

P 0,440 0,213 0,390 0,434 0,770 0,730

Nota: DP = desvio-padrdo; P = nivel de significancia; Teste t de Student para grupos pareados.

Portanto, nos dois métodos ndo foram obtidas diferencas significativas entre o

grupo de usudrias do AMPD e o grupo de controle.

Os Testes t, pareados, baseados em dados obtidos pelo sistema KS400 nao
indicam diferenca nas médias finais entre as mulheres nio usudrias e mulheres usudrias (p=

0,39), assim como os dados obtidos pelo micrometro ocular (p = 0,73).

Resultados
37



4.2. CORRELACOES ENTRE OS VALORES OBTIDOS PELOS DOIS METODOS

As correlacdes entre os resultados das medidas de espessura maior, menor e

médias finais das espessuras podem ser vistas nos graficos 1, 2 e 3.

COMPARAGAO ENTRE AS ESPESSURAS MAIORES MEDIDAS PELOS METODOS
KS400 E OCULAR MILIMETRADA

0,600 - @ usuaria AMPD
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Mior espessura (ocular)

0,000 T T T T T T T 1
0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300 0,350 0,400

Maior espessura (KS400)

Grifico 1: Comparacio entre as espessuras maiores medidas pelo método ocular e KS400.

O Coeficiente de Correlacdo de Spearman, calculado para a varidvel espessura
maior € r= 0,725, p < 0,0001 (bicaudal). As medidas concentram-se, numa mesma regiao
no Gréifico, ndo sendo observada uma variacdo importante que mostre significancia

estatistica.
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COMPARAGAO ENTRE AS ESPESSURAS MENORESRES MEDIDAS PELOS METODOS
KS400 E OCULAR MILIMETRADA
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Menor espessura(KS400)

Grifico 2: Comparagdo entre as espessuras menores medidas pelo método ocular e KS400.

Nao ha correlacdo significativa, segundo Spearman, entre as medidas menores,

comr=0,21 e p=0,18 (bicaudal)
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COMPARACAO ENTRE AS MEDIAS DAS ESPESSURAS FINAIS MEDIDAS PELOS
METODOS
KS400 E OCULAR MILIMETRADA
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Grifico 3: Comparagio entre as médias finais das espessuras medidas pelo método ocular

e KS400.

O Coeficiente de Correlagdo Spearman, calculado a partir dos resultados
médios finais demonstra uma correlagdo entre as duas varidveis, comr = 0,626 e p < 0,0001

(bicaudal).

Portanto, ambos os testes estatisticos (Teste t de Student e Coeficiente de
Correlagdo de Spearman) ndo constataram uma diferenca significativa entre as medidas de

espessuras nas mulheres que fizeram uso do contraceptivo em relagdo as nao-usudrias.
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4.3. PODER ESTATISTICO DO TESTE T DE STUDENT (PAREADOS)

O poder estatistico de um teste depende do tamanho da diferenca a ser
demonstrada; no caso desse estudo, utilizou-se o Teste t de Student na comparacgdo dos dois

métodos de leitura.

A Tabela 3 apresenta as médias, mais ou menos os desvios-padrdo e as

probabilidades obtidas a partir da aplicacdo do Teste t Student.

Nos Gréficos 4, 5 e 6, representa-se na abscissa a diferenca a ser demonstrada
como uma fracdo (em %) do valor médio absoluto da varidvel. Se, por exemplo, a média
das espessuras € 0,15mm e a diferenca a ser detectada seria de 0,015mm, o valor

correspondente no eixo x seria de 10%.

O poder estatistico dos calculos baseados em dados obtidos pelo sistema KS é
maior que em dados baseados em morfometria com micrometro ocular, tanto nas medidas

maiores, quanto nas menores e nas médias finais.

Resultados
41



1,200

PODER ESTATISTICO VS DIFERENGA A SER DETECTADA NAS
MEDIDAS MAIORES.
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Griafico 4: Poder estatistico vs diferenca a ser detectada nas medidas de maior espessura.
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1,000

PODER ESTATISTICO DOS CALCULOS BASEADOS EM DADOS OBTIDOS,
PELO KS400 E OCULAR MILIMETRADA, NAS MEDIDAS DE MENOR ESPESSURA.
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Griafico 5: Poder estatistico dos cdlculos baseados emdados obtidos, pelo KS400 e ocular

milimetrada, nas medidas de menor espessura.
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grupos

Comparacao do poder estatistico em relacdo a "média final"entre os
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Grafico 6: Comparagdo do poder estatistico em relagdo a “média final” entre os grupos

Comparando o poder estatistico, vemos novamente o maior poder estatistico

dos testes baseados em dados obtidos pelo sistema KS400.
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5.1. PAREAMENTO ENTRE OS DOIS GRUPOS

Os resultados antropométricos e demograficos mostram um rigoroso
pareamento das mulheres, minimizando a interferéncia de outros fatores que ndo o uso do

AMPD.

5.2. ESPESSURA DO EPITELIO VAGINAL

Uma imensa literatura que reporta a mais de 1000 referéncias refere-se ao tema
dos contraceptivos esterdides injetdveis, incluindo o acetato de medroxiprogesterona de

dep6sito (AMPD - Depo-provera®, Upjohn).

O conceito de contraceptivo de longa duragdo tem forte atragdo para muitos
grupos de mulheres pela comodidade posoldgica. Calcula-se que milhdes de mulheres, ao
redor do mundo, estejam usando atualmente contraceptivos injetaveis, principalmente nos
paises em desenvolvimento. Mesmo assim, continuam as controvérsias acerca de varios

problemas nao resolvidos sobre a sua utilizagao.

Viérios pesquisadores mostraram que hormonios promovem alteracdes
metabdlicas tanto em animais quanto em humanos (UNGCHUSAK et al., 1996; MARX
etal., 1996; NAGACHINTA et al., 1997,COSTELLO et al., 1994; MILLER et al., 2000).

Os resultados apresentados neste estudo mostraram que o uso prolongado de
AMPD esteve associado a um estado hipoestrogénico significante, quando comparado com

os valores normais obtidos ao meio da fase litea em controles.

Nao foi possivel detectar nenhuma redugdo na espessura do epitélio vaginal nos

dois métodos de analise utilizados.

Estes resultados estdo de acordo com os achados prévios de MAUCK et al.,
(1998), que mostraram dados semelhantes em mulheres expostas a uma unica dose de
(AMPD). Dezesseis mulheres foram submetidas a bidpsia um més antes e trés meses depois
da injecdo de AMPD. Neste estudo foram avaliados o nimero de camadas de células e a
espessura epitelial e ndo foram encontradas diferencgas significativas nas duas varidveis,

quando comparadas com os achados controles.
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"ZONDEK & FRIEDMAN, 1936, fizeram bidpsias vaginais em mulheres, em
diferentes periodos do ciclo menstrual, e ndo acharam nenhuma mudanca no nimero de
camadas epiteliais vaginais entre mulheres que menstruam, comparadas a mulheres com
amenorréia primdria ou secunddria. Neste estudo, nenhuma mulher era usudria de

contraceptivo hormonal.

Por outro lado, nos estudos de MILLER et al., (2000) com seguimento de seis
meses de uso do AMPD, a reducao do nivel de estrogenos, mostrou uma leve diminuicao,
porém, significativa do nimero de camadas de células do epitélio vaginal. A espessura,
entretanto, reduziu significativamente (p=0,005). Os autores concluem que essas pequenas

redugdes possivelmente comprometam a barreira vaginal para infecgdes.

Os achados do presente estudo também estdo em conflito com vdérios estudos
epidemiolégicos, 0s quais sugerem que o0 uso de contraceptivos injetiveis de
progestogénicos estd associado ao risco aumentado de transmissdao do HIV, atribuido a uma
diminuicdo da espessura do epitélio da mucosa vaginal causada pelo progestogénio
(UNGCHUSAK et al., 1996; NAGACHINTA et al., 1997). Essa reducdo epitelial pode
conduzir a ocorréncia de lesdes superficiais durante o coito e facilitar assim a transmissao

da doenca (COSTELLO et al., 1994).

O problema principal com os estudos epidemioldgicos que acharam um risco
aumentado de transmissdo de HIV, em usuarias de AMPD, é que eles foram realizados
entre trabalhadoras do sexo que apresentam varias caracteristicas que podem agir como
confundidoras da vinculagdo do uso do contraceptivo com o risco aumentado para infec¢ao

pelo HIV.

O numero de parceiros, sexo anal, compartilhamento de seringas e agulhas
estdo fortemente associados com a transmissdo de HIV. As caracteristicas especiais das
participantes desse estudo e as varidveis especificas, que tornam este grupo especialmente
susceptivel a contrair HIV, confundiriam facilmente os resultados e permitem ddvidas de

consisténcia dos mesmos.

" ZONDEK & FRIEDMAN, 1936, apud MILLER et al., (2000)
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A possibilidade de alteracdes, quando essas varidveis ambientais estdo
presentes, € reforcada pela auséncia de risco aumentado, informada por estudos entre
usudrias AMPD que ndo eram trabalhadoras do sexo e foram expostas a contaminacao pelo

HIV por parceiros sexuais HIV positivos (BULTERYS e al., 1994; KAPIGA et al., 1998).

A diminui¢do da espessura do epitélio vaginal € um efeito conhecido da

progesterona natural, durante a fase litea do ciclo menstrual normal.

A possibilidade de que os contraceptivos injetaveis, com uma unica substincia
ativa, o progestogénio, pudessem ter o mesmo efeito, foi reforcada pelos resultados em
macacas que apresentaram uma atrofia na mucosa vaginal durante uso de AMPD ou
implantes Norplant e um risco aumentado de transmissao de SIV (HILD-PETITO et al.,
1998; UNGCHUSAK et al., 1996; MARX et al., 1996). A luz destes achados, parece que
as mulheres ndo respondem aos progestogénios exdgenamente, com a atrofia do epitélio

vaginal de forma tdo acentuada quanto o visto em macacas rhesus.

A auséncia de um padrao para comparagdo da mucosa dos simios com a
mucosa normal das mulheres sugere que estes resultados, distintos entre as duas espécies,
nao sdo um artefato dos estudos. Embora a confirmacdo por outros investigadores seja
sempre requerida, os resultados lancaram divida sobre a utilidade do modelo simio e sobre

a validade dos estudos epidemioldgicos citados acima (NAGACHINTA et al., 1997).

Os progestogénios também foram suspeitos de causar mudangas na cérvix, mas
a hipdtese ndo foi confirmada. Em estudo recente com um grupo de usudrias de AMPD nao
houve aumento da prevaléncia de rompimento visivel do epitélio cervical ou ectrépio
cervical (KUHN et al., 1999). Também ndo foram observadas mudanga no nimero de
células de Langerhan’s em espécimes de parede vaginais e nenhuma mudanga no ectropio

cervical no trabalho de CONNOR et al., (1999).

BAHAMONDES et al., (1998); ORR-WALKER et al., (1998); SCHOLES
et al., (1999) e PERROTTI et al., (2001), estudando a associacdo de AMPD e osteoporose,
concluiram que mulheres que tinham usado o contraceptivo por periodos longos
apresentaram resultados semelhantes quanto a avaliagdo da densidade mineral Ossea,

comparadas a mulheres que nao tinham usado qualquer tipo de preservativo hormonal.
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Caso as interferéncias bioquimicas do AMPD mantenham a mesma coeréncia
quanto as suas interacdes bioldgicas no epitélio vaginal, tal qual no tecido 6sseo, obtém-se
um indicio favordvel para um uso mais seguro desta poderosa droga. Até que estudos sejam
levados a cabo, com um seguimento longo, bem além dos trés anos incluidos neste

trabalho, 0 assunto permanecera controverso.
Tem-se entdo, trés conclusdes distintas, conforme a pesquisa efetuada:

a) Na primeira, os resultados de MAUCK et al., (1998) foram obtidos, usando
AMPD por curtissimo tempo de trés meses além de indices de alteracdes no
epitélio vaginal, que ndo comprometeram a espessura da mucosa, ndo foram

encontrados sinais que comprometessem a sanidade das pacientes.

b) Na pesquisa desenvolvida por MILLER et al. (2000), os resultados obtidos
pelo uso do AMPD, por curto espaco de tempo (seis meses), indicaram que
existem lesdes induzidas na mucosa vaginal pelo uso do AMPD e

conseqiiente facilitacdo na aquisi¢do de DST's.

¢) E finalmente, nos resultados desse estudo, baseado nos dados cedidos por
BAHAMONDES et al. (2000), que utilizou AMPD por longo espaco de
tempo (entre 2 e 3 anos), mostraram semelhancas com os resultados de

MAUCK et al., (1998), ndo desabonando o uso do AMPD.

Assim, a partir das observagdes acima, uma hipdtese a ser investigada seria a de
que a medida da espessura do epitélio vaginal deveria ser executada em periodos de tempo
diferentes na mesma pessoa, podendo assim coletar amostras de todas as fases dos
respectivos ciclos hormonais, sejam fisiolégicos ou induzidos por droga. Esta forma, talvez,

seja a mais adequada para avaliar, com precisdo, as alteracdoes em cada periodo.

O uso do acetato de medroxiprogesterona de depdsito esteve associado com a
aquisicdo do HIV em diferentes circunstancias e freqii€ncias, em dois estudos BULTERYS
et al. (1994); KAPIGA et al. (1998). Por outro lado, em estudos com uma selecio mais
restrita, em clinica de planejamento familiar em Dar es Salaam, Tanzania, o uso de AMPD

ndo esteve constantemente associado a infec¢do de HIV KAPIGA et al. (1998).
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Acredita-se, contudo, que muitos fatores poderiam confundir a relagdo entre
HIV e AMPD, a soroconversdo do virus da imunodeficiéncia humana ou a soroprevaléncia
foi unida a infec¢do cervical, inflamacgdo, ectrépio; ulceras genitais, candida, e vaginosis
bacteriana. A maioria dos relatérios ndo proveu dados extensos sobre o contraceptivo ou
informacdo sobre a duragdo do uso do AMPD. Até mesmo um ajuste em andlise

multivariada, poderia ndo controlar adequadamente os dados, por confundir as variaveis.

A despeito da existéncia de literatura detalhada e revisada sobre a contracepcao
injetavel, esta continua gerando discussdo considerdvel e informacdes novas continuam
aparecendo na literatura a uma velocidade muito rdpida, gerando acaloradas discussoes ja

h4 duas décadas (FRASER & WEISBERG, 1981).

Este estudo, porém, ndo deu uma resposta decisiva, por ser uma coorte
transversal, ndo tdo poderosa quanto uma coorte longitudinal, a qual cada mulher é seu
proprio controle. Tal estudo estd exigindo um maior nimero de voluntdrios e
investigadores;pois mais tempo e recursos serdo necessarios, mas € possivelmente, o tinico

modo para que uma resposta definitiva possa ser dada a esta pergunta.

Fatores sociais também afetam a taxa de mudanca de parceiros sexuais, o que
pode promover o crescimento epidémico dramaticamente. Tais fatores incluem a facilidade
de sexo comercial, a presenca de casas que fornecem “crack® e cocaina (FRASER &
WEISBERG, 1981). A exposicdo a fatores de riscos sOcioambientais indica uma
vulnerabilidade social que, em grande parte, é conseqii€éncia da m4 distribui¢do de recursos

sociais € economicos.

Portanto, no tocante a aquisicdo de DST / AIDS, aparentemente, foram a
promiscuidade, a miséria, a falta de esclarecimentos das populacdes fatores de grande

relevancia, mais que as eventuais formulacdes de contraceptivos orais ou injetiveis.

As conclusdes que os trabalhos supracitados oferecem, deixam uma
considerdvel margem de duvidas e questionamentos, apesar dos resultados animadores,
uma vez que ndo fecham a questdo ou encerram o caso de milhdes de mulheres, em todo o

mundo que usam este preparado farmacoldgico com a ‘certeza’ dos seus efeitos benéficos.
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Cabe a pesquisa que possui instrumentos, manter uma constante vigilancia, e uma
incessante busca desta certeza, em prol das usudrias. A proposta de mensuragdo digital dos
dados manuais deste trabalho foi tentar oferecer novas opgdes que sirvam como
instrumentos de afericdo ou de complementacdo diagndstica, para participar deste

contingente de pesquisadores que buscam incessantemente uma resposta definitiva.

5.3. METODOS DE MEDIDAS DE ESPESSURA

Para a afericdo de um dado real e confidvel se faz imperativo cercar-se de todo
os aparatos matematicos e estatisticos. Uma das ferramentas que se tem hoje a disposi¢ao,
com facilidade, sao os programas de estatisticas para computadores, os “softwares”, que

sdo bastante interativos, facilitando sua utilizacdo numa escala muito grande.

O poder estatistico, ndo calculado em muitos trabalhos e ndo mencionado em
outros tantos, pode provocar conclusdes equivocadas, tornando-os algumas vezes trabalhos

sem importancia cientifica.

As distribui¢des das diferentes medidas morfométricas de todas as pacientes
foram avaliadas com o Teste de Kolmogorov-Smirnov, que compara as distribui¢des em
questdo com a curva de GAUSS. Como uma distribui¢do, a média fina obtida pela
morfometria com ocular, € significativamente (p =0,03) diferente da curva de GAUSS,

usaram-se, para cilculos que visam todas as pacientes, métodos ndo paramétricos.

Subdividindo em grupos de pacientes usudrias e ndo-usudrias de hormonio,
porém, todas as distribuigdes mostraram uma aproximag¢do no minimo satisfatéria da

distribuicao de GAUSS. Portanto aplicaram-se testes paramétricos.

Compreende-se que, com tantas facilidades tecnoldgicas, utiliza-las € boa
pratica cientifica, para se certificar de que as informacdes que se oferecem, sdo confidveis e
de valor, para que se tornem ferramentas em outros trabalhos. Desta forma acredita-se que
os célculos do poder estatisticos destes dados serviram de afericdo aos achados que se

expos.
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A morfometria executada por “software”, no nosso caso o KS400, ¢
seguramente uma ferramenta na captura, analise e processamento de imagem, visto o grau

de precisdo em que a imagem € analisada.

Partindo-se do principio de que a imagem ¢ desmontada em sua forma mais
primitiva, o pixel, toda e qualquer nuance naquele elemento, sera criteriosamente analisado,

suplantando assim as limita¢des do olho humano.

A comparacdo dos valores absolutos entre as medidas feitas com ocular
milimetrada e com o sistema KS400 mostra que as maiores espessuras das medidas feitas
pelo KS, sdo menores que as obtidas pelo micrometro ocular, apresentando uma diferenca

média 0,12mm; p<0,0001; Teste de Wilcoxon.

Nao houve diferenca entre os valores das espessuras menores, conforme mostra
o Teste de Wilcoxon um de p = 0,63. Constatou-se, porém uma diferenca entre as ‘médias

finais’ (diferenca média = 0,09; p<0,0001; Teste de Wilcoxon).

Por ter sido feita apenas uma medida maior € menor, na medida simples com
ocular milimetrada, ndo se pode garantir que estas medidas sejam a maior € menor do
espécime, por ser um dado subjetivo, dependendo da habilidade do patologista de
coordenar o conjunto de informagdes. Decerto, elas sdo proximas do desejado, pois nao
houve diferenca estatistica significante. Houve, no entanto, grande diferenca no poder do
teste de avaliacdo, Teste t de Student, que mostrou grande superioridade na andlise digital

sobre a convencional.

Os dados para a andlise digital foram obtidos, em principio da mesma forma,
porém com uma diferenca logistica, de que o material contido na lamina foi ‘varrido por
uma camara CCD’ na sua totalidade, subdividido em imagens que ocupassem todo o campo
da ocular, capturado pela camera, e enviadas ao “software” KS400, medidas através de uma

‘macro’ pré-estabelecida.

Analisados da mesma forma, sua maior e menor espessura além das trés outras

medidas selecionadas de forma aleatdria, em cada campo ocular.
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Além do ganho em tempo na execu¢do das medidas, com minima possibilidade

de erro, pulam-se todas as etapas de anotacgdes, calculos e graficos.

Utilizando-se o “software” KS400, pelo seu conjunto de ferramentas, € possivel

garantir que medidas sejam feitas de forma inequivoca.

Utilizando-se métodos manuais, sdo necessdrias varias etapas mecanicas como
marcar o campo, mudar a objetiva, fazer a medida com ocular milimetrada, realizar os

calculos de conversdes e anotagdes de dados.

Para se realizar tantas medidas quanto as propostas neste trabalho, cinco
medidas por campo, de forma manual, o tempo e quantidade de dados dificultariam o
andamento do trabalho, havendo também maior possibilidade de erro. Caso seja utilizado o
padrdo ouro vigente, o tempo consumido com os passos de cada processo, inviabilizaria a

prética laboratorial para um grande numero de casos .

z

Utilizando-se, porém de um ‘“software” adequado, o trabalho é realizado
rapidamente, com grande quantidade de informac¢des, melhorando o poder do teste

estatistico, que € essencial ao trabalho de pesquisa.

Na comparacdo entre os resultados obtidos pela medida manual e pela medida
interativa com o “software”, ndo houve diferenca estatistica significante. No entanto, o
poder, calculado pelo Teste t de Student, demonstrou a superioridade da andlise digital

sobre a convencional.

Ao finalizar este trabalho, conclui-se que esta nova vertente de congregar
recursos de informadtica, na afericdo de dados cientificos conseguidos através dos métodos
tradicionais, oferece, substrato para que se possa ndo so avaliar, mas melhorar o padrao
estabelecido, produzindo trabalhos de melhor qualidade, ou seja, que realmente tenham

valor cientifico.
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Conclui-se que ndo hd atrofia significativa do epitélio vaginal nas pacientes
usudrias de AMPD, por longo periodo de tempo e que através dos estudos e dos testes
estatisticos realizados, o método digital mostrou-se superior, em relacdo ao poder

estatistico, sobre o método convencional.
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SUMMARY



Depot medroxyprogesterone acetate (DMPA) is a contraceptive with depot
effect widely used in the world. It has been claimed that this drug could change the vaginal
mucosa and thus increase the risk of infectious disease transmission for instance of the
human — immunodeficiency virus (HIV). In animal experiments it had been shown that
DMPA injections thinned the vaginal epithelium and thus enhanced the Simian

immunodeficiency virus infection (SIV) clinical studies are contradictory.

Other studies, however could [---------—-—-- find charges.

The difference between these studies might be due to the study design, choose
of the patients or, simply due to the morphometric methods used. In order to clarify the last
topic we compared two different methods of morphometric evaluation of vaginal

epithelium of women after prolonged use of DMPA.

Twenty users and 20 paired non-users of 150 mg DMPA as a contraceptive
method (for at least 2 years and no more than three years) participated the study. A biopsy
was taken was taken, fixed in a 4% aqueous formaldehyde solution, and paraffin-
embedded. Routine sections were stained by haematoxylin-eosin. Morphometric evaluation

was done in following way:

1) manual morphometry: Using a eye piece graticule in the ocular the observer
measured the minimum and maximum thickness of the epithelium, as well as

the thickness at three points randomly chooses “at convenience”;

2) Interactive morphometry: Images of the vaginal epithelium were digitalized
by the KS400 system. Then a binary image, contrasting the vaginal
epithelium, was selected and an algorithm especially written for this purpose
determined the values of minimum, maximum and three randomly chosen

areas automatically.

For the final analysis we defined the variable “final mean* as the arithmetic
mean of the sum built up from the minimum value, maximum value and three randomly

values of epithelial thickness.
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In our comparison between the two methods, we could clearly show the
superiority of the test power based on the calculus done by interactive morphometry on
digitized images. Since in these comparisons the case numbers and the proportions of the
differences to be detected were identical, the latter can only be explained by a smaller
variability of the measurements, or in other words greater precision of the measurements of

an individual case.

In summary studies based on interactive morphometry of digitized images may
reveal more test power and therefore provide more reliable results than investigations based

on manual ocular micrometry.
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Gelear D
MSload "depol0x"

limgload "testel1.bmp",1

showwindow "Editor",1

MBok " SEPARAR A IMAGEM"

Gmerge 1,255
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binfill 3,4

showwindow "Editor",1

MBok "SEPARAR 0S DEPO MAIORES"
# showwindow "Editor",0

Gmerge 4,0
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Imagem 1: Programa KS400, mostrando os passos pré-estabelecidos de uma ‘macro’.
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2 GelearD

3 MSload "depol0x"

4 limgload "caurelio\pastaj 1\11u.jpc |

5 showwindow "Editor',1

6 MBok" SEPARAR A IMAGEM"

:
8 GclearD
9 Ildislev1,2,32,1371

10 binscrap 2,3,0,1000,0

Imagem 2:Tela do computador que mostra drea com artefato, que devera ser excluida do

processo, por ser impropria para a medicao.
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| Display - 1 (6407480)

==
imgdelete "'
Gelear 0
MSload "depol0x"
limgload "c:\aurelio'|
showwindow "Edito|
MBok " SEPARAR A B
Gmerge 1,255
Gelear 0 |
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binscrap 2,3,0,1000]
hinfill 3,4
showwindow "Edito|
MBok "SEPARAR 0!]
# showwindow "Edil|
Gmerge 4,0
Gelear 0
I MSmeasmask 4,1, ]
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MBok "DEPO ALEAT]
imgdisplay 4

showwindow "Edito |
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# showwindow "Edil|

A e e A

Imagem 3: A ‘macro’ avanga e mostra a execu¢do da funcdo “dislev”’, que favorece

demarcar regides na imagem, excluindo defeitos. (item 9).
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Imagem 4: Passo seqiiente, o histograma que permite a segmentacao(binariza¢ao).
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L 8 Gclear D
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11 binfill 3,4
B = 12 showwindow "Editor,1
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14 ¥ showwindow "Editor'.0
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Imagem S: Mostra a binarizacdo da imagem, que € a sua transformacdo em linguagem
computacional ou de maquina. Reduz a imagem ao pixel, sua forma mais
primitiva. Abaixo, tabela para aonde os valores numéricos migram

automaticamente, a cada operacdo executada pela ‘macro’.
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