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“DISPOSITIVO DE AMOSTRAGEM DE CELULAS COLORRETAIS”

Campo da Invengao

A presente invengdo refere-se g um dispositivo pa-

ra coletar uma amostra de células esfol

iadas da superficie

mucosa colorretal de um individuo humano em um estojo que

compreende o dispositivo e a métodos de
las colorretais que usam o dispositivo.

Antecedentes da Invencgdo

O céncer colorretal esporadico
engas de ocorréncia mais freqiente e mort
colégicas que afetam as pessoas nos paisg
volvidos.

Um grande obstaculo para o disa

amostragem de célu-

(CRC) é uma das do-
rais das doengas on-

s ocidentais desen-

igndéstico precoce do

CRC & a auséncia de manifestagdes clinicas iniciais pronta-

L2

mente identificdveis na maioria dos casos. E s& nos estéa-

gios mais avangados da doenga, quando

formaram, que resultam em dor, sangran

tumores maiores se

ento e sintomas de

obstrugao, que a doenca & prontamente diagnosticada. Entre-

tanto, os esté&gios avancados da doencga estdo também associa-

dos a tumores invasores e metatdsticos. Assim, a detecgdo de

tumores colorretais antes dos estéagios

avancados da doenga

faria aumentar consideravelmente as probabilidades de inter-

vengao cirUrgica bem sucedida e as taxlas de sobrevivéncia

totais.

Na auséncia de indicag¢des clinjicas precoces, pron-

tamente identificdveis, a busca por métodos de triagem de

CRC adequados continuou durante décadas

hd atualmente técnica de triagem de CRC

. Infelizmente, nao

que combine invasao
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reduzida, simplicidade e baixo custo com

e especificidade. Dois métodos de triage

colonoscopia/sigmoidoscopia flexivel e

oculto fecal (FOBT) [Rennert, G. Recent
2003; 163: 248-253, Atkin, W. Scand. J. ¢
pl.) 2003, 237: 13-16, Walsh, J. M. e T
2003; 289: 1288-1296]. Entretanto, ambos

inconvenientes significativos.

A colonoscopia/sigmoidoscopia

rada um procedimento diagndstico precis¢ e seguro,

capacidade de invasdo, seu custo e a ex

alta sensibilidade
m para o CRC sdo a
testagem de sangue
Results Céncer Res.
sastroenterol. (Sup-
JAMA

erdiman, J. P.

5 estes métodos tém

flexivel é conside-
mas sua

igéncia de especia-

listas habilitados e experientes para realizar o procedimen-

to tornam seu uso na triagem de rotina impraticével. O mesmo

é verdadeiro para a colonografia tomogréfica computadorizada

(colonoscopia virtual) recém-introduzida

A FOBT é barata e simples, mas produz taxas ina-

ceitavelmente elevadas de resultados tanto negativos falsos

quanto positivos falsos. Apesar destas 1
atualmente o método de triagem escolhido

Tém sido investigados métodos

imitagdes, a FOBT é

para diagnosticar o

CRC com base em um indicador direto da presencga de tumor. Um

indicador que foi identificado é a anal
esfoliados. A esfoliacdo dos colondcitos

dimento espontidneo das células da camada

ise dos colondcitos
(isto &, o despren-

epitelial ordenada-

mente organizada da mucosa colénica) & u% mecanismo de reno-

vagado celular importante no intestino h

L. Gastroenterology 1977; 41:

dos colondcitos obtidos de lavagens coldnicas ou retais

umano [Eastwood, G.

122-15]. A andlise citoldgica

(is-
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to &, pela irrigacdo da mucosa colorreta
proximadamente 50 anos atrds [Bader, G. I
N. Cancer 1952; 5: 307-14]. Este trabalh
las neopléasticas esfoliadas morfologicame
riam ser detectadas em pacientes com CRC
todo de obtencdo destas amostras (um pro
coldénica invasivo) sofria das mesmas des3
doscopia/colonoscopia e exigia uma anali
lhada da amostra uma vez obtida.

A abordagem predominante para

las epiteliais esfoliadas tem sido a de

(g
«
€«
<
€«
[

11) foi realizada a-
M. e Papanicolau, G.
10 mostrou que célu-
=ante distintas pode-
'. Entretanto, o mé-
cedimento de lavagem
rantagens da sigmoi-

se citoldégica deta-

a obtencdo de célu-

isola-las das fezes

humanas. As fezes humanas foram identificadas como uma fonte

de tais células, uma vez que as células esfoliadas do epité-

lio coldnico podem ser excretadas em conjunto com outras

substéncias fecais.
As primeiras tentativas de u

isolados das fezes humanas para fins de

tilizar colonécitos

diagndstico e pes-

quisa comecaram cerca de 15 anos atrads por P.P. Nair e seus

colegas. Eles reivindicaram serem capazes de recuperar mi-

lhares de células esfoliadas “viaveis” de algumas gramas de

material fecal disperso utilizando um procedimento de isola-

mento baseado na centrifugagdo com gradiente de densidade

[Iyengar, V. et al., FASEB J 1991; 5: 347-350]. Entretanto,

estas reivindicag¢des ambiciosas geraram

dividas considera-

veis devido a pouca probabilidade da presenga de colondcitos

bem preservados em um ambiente anaerdbico agressivo, como o

encontrado nas fezes. Além disto, a evidéncia morfoldgica

apresentada em sua referéncia de 1991 n3o era convincente.
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P. P.
sua abordagem [Nair, P. et al., J. (Clin.
2003; 36 (5 Suppl.) S$84-893],

vango pratico com base nos resultados de
Entretanto, apesar da falta de

P. P. Nair e seus colegas, o uso da eV
fins de diagnéstico e pesquisa permanece
sa ativa, uma vez que ndo estd associad
vengado invasiva. Varios grupos tém empree
isolar material genético (DNA) derivadg
amostras de evacuagdo humana de modo a (¢
dimentos diagndsticos com o emprego de b
lares de malignidade. Embora o DNA dir
fezes homogeneizadas possa ser amplifica
to a presenga de alteragdes genéticas as
a auséncia de um biomarcador molecular 4
ro para o cancer resultou no uso de Varj
culares que refletem varias alteracgdes g
damente presentes em células malignas a
vamente elevadas. Varias abordagens, que
simulténea de varias mutagdes nos gene

combinada com andlise de marcador de mic

do descritas [Ahlquist, D. A. et al., Ga
119: 1219-1227, Dong, S. M. et al., J
Inst. 2001; 93: 858-865, Traverso, G. ¢
Med. 2002; 346: 311-320]. Alteracdes de

cal tém sido também consideradas como um

co potencial ([Muller, H. M. et al., Land

Nair e os membros de seu grupo mantém a validade de

Gastroenterol.

mas ndo produziram nenhum a-

seus estudos.
avangos prétiéos de
acuac¢cdao humana para
uma area de pesqui-
o a qualquer inter-
=ndido tentativas de
> de colondcitos de
desenvolverem proce-
iomarcadores molecu-
etamente isolado de
do e analisado quan-
ssociadas ao céancer,
nico altamente segu-
l0os marcadores mole-
enéticas estdo sabi-
freqiéncias relati-
propdem a detecgado
s APC, K-ras e pb53
ro-satélite, tém si-
stroenterology 2000;
Nair Natl. Cancer
>t al., N. Engl. J.
metilag¢do no DNA fe-
marcador diagndsti-
363:

ret 2004; 1283-
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1285] . Embora a detecg¢do de tumores colorretais por andlises

moleculares com varios objetivos parega exequivel, a valida-

de destes métodos para fins de triagem continua questionéavel

. - . g .
devido ao alto custo e a relativa complexidade dos procedi-

mentos de laboratdrio envolvidos.

A Dbusca de marcadores molecul

ares de CRC no DNA

extraido de amostras de evacuagdo homogeneizadas tem obscu-

recido a importéncia da coleta/isolamento inicial de colond-

citos esfoliados. E evidente, contudo, qlie a evacuagdo homo-

geneizada é um material dificil para extrag¢do do DNA humano.

Em particular, a abundéncia de bactériasg nas fezes pode in-

terferir com os procedimentos de recupers:

nécitos, e uma rapida danificagdo e dete

acdo do DNA em colo-

rioragdao do DNA ma-

mario ocorrem na presenga da flora bacteriana anaerdbica do

célon humano.
O desenvolvimento de abordagens

mento de colondcitos esfoliados tem sido

-

D

baseadas no isola-

lento devido parci-

almente a uma falta surpreendente de conhecimento sobre es-

foliagdo de células no intestino tanto em condig¢des fisioléd-

gicas normais quanto na doenga. As concep¢des atuais sobre a

esfoliagdo de colondcitos sdo ainda afetadas por uma velha e

ndo provada hipdétese que implica a esfoliagdo “obrigatdria”

de quase todos os colondcitos diferenciados quando de sua

migragdo para o epitélio luminal das criptas coldnicas (isto

€&, presume-se que deve haver milhdes de

colondécitos presen-

tes nas matérias fecais uma vez que a taxa de proliferacéio

de células do epitélio coldnico é elevada e todas as células

sdo finalmente esfoliadas). [Entretantg

4

esta se tornando
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evidente que a morte ou apoptose programada das células in

situ é pelo menos tdo importante quanto

P. A. et al., J. Cell Sci. 1994; 107:

H. e Gibson, P. R. Pathology 1999; 31: 2

A. et al., Hum. Pathol. 2000; 31: 51-5

3%569-3577,

a esfoliagdo [Hall,

Barkia, D.

30-238, Ahlquist, D.

7]. A relagdo entre

estes dois mecanismos principais de remogdo de células da

mucosa coldnica pode passar por alteragdes significativas na

neoplasia colorretal
verdade,
normais que levam as células a apopto

desregulados nos tumores malignos [Bedi

Res. 1995; b55: 1881-1816, Lacasse, E.

1998; 17: 3247-3259, Jass.

862-876, Oren, M. Cell Death Differ. 200

defeld, W. M. 2™ et al,, Ann. Surg. On

851] , do que resulta um potencial ap
cancerigenas consideravelmente reduzido.

be-se que a aderéncia das células tumoro

damente & medida que o cancer progride

al., Cancer Res. 1996; 56: 3605-3609, Hs
G. L. Dis. Colon Rectum 2001; 44: 876-88
al., J. Pathol. 2003; 201: 528-534]. Esf

importante para o espalhamento metastéati
colorretal a supressdo combinada de apop

aderéncia/comunicagdo intercelular faz

[Ahlguist, D. A. et al.

J. R. Gastroenterology 2002;

(supra)] . Na

estd agora provado gque oOs percursos reguladores

se estdo gravemente
A. et al., Cancer
C. et al., Oncogene
123:
431-442,

B; 10: Boe-

col. 2003; 10: 839-
optdético de células
Ao mesmo tempo, sa-
sas diminui acentua-
. [Yamamoto, H. et
2ier, J. e Nicolson,
4, Leeman, M. F. et
e Gltimo fendmeno é
O, mas na neoplasia
tose e diminuig¢do na

aumentar considera-

velmente as probabilidades de desprendimento de células ma-

lignas da superficie de tumores crescern

caso, as células tumorosas esfoliadas, a

1ites. Se este for o

lgumas das quais po-
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dem reter um potencial de proliferagdo,

as homélogas esfoliadas normais

(ndo tumorosas)

devem diferir de su-

por: 1) se-

rem mais abundantes devido a esfoliagdo flacilitada da super-

ficie tumorosa; e (ii)

cia” muito maior,

mais elevada a falta de oxigénio ([Graebeuy,

ture 1996; 379: 88-91].

entram em uma “camada mucocelular”

nada,

terem uma capacidade de

em particular devido

Quando da esfoliacgao,

“sobrevivén-
a uma resisténcia
Na-

T. G. et al.,

estas células

relatlivamente bem oxige-

que separa a mucosa coldnica do contelGdo fecal do in-

testino e se move permanentemente em sentido distal com o

fluxo de fezes [Ahlquist, D. A. et al.
A importancia da camada mucoc
ciona uma interface entre a mucosa colo

fecal do intestino,

(supra)]l.

elular, que propor-

rretal e o conteiddo

nao foi compreendida até recentemente.

Estudos experimentais indicaram que um DONA de boa qualidade

pode ser facilmente obtido da superficie

e utilizado para amplificagdo adicional e

de genes [Loktionov, A. e O’Neill, I.

1995; 6: 437-445]. Estas experiéncias it
o DNA extraido de colondécitos isolados d

cuagdes humanas

das fezes de ratos
andlise da mutagao
K. Int. J. Oncol.

1iciais sugeriam que

a superficie de eva-

(a superficie das evacuagdes pode ser consi-

derada como uma fragdo da camada mucocelular excretada com

as fezes) poderia ser utilizado na ané
desenvolvido um método de isolamento de

de amostras de evacuagdo total humana

lise molecular. Foi
células esfoliadas

pela eliminagdo por

lavagem das células da superficie das felzes resfriadas e pe-

la coleta delas por um procedimento de separac¢do imunomagné-

tica ]Loktionov, A. et al., Clin.

Cancer Res.

1998; 4: 337-
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342] . Embora o trabalho nesta diregdo temha sido inicialmen-

te planejado em termos de desenvolvimentp de uma andlise di-

agnéstica molecular para o CRC, parec

quantitativa simples do DNA derivado de

eu que uma anélise

colondbcitos da su-

perficie de evacuag¢des humanas poderia ser utilizada no di-

agndéstico e triagem de CRC, uma vez que p proporgao relativa

de DNA em pacientes com CRC era muito mais elevada em compa-

ragdo com a de individuos saudéaveis. Outros autores relata-

ram também propor¢des mais elevadas ou de células esfoliadas

[Dutra, S. K. et al., Gastroenterology

1995; 108 (Suppl.):

A463] ou de DNA [Villa, E. et al., Gastroenterology 1996;

110: 1346-1353] em amostras de evacuagad
geneizadas obtidas de pacientes com CRC
entre pessoas saudévelis e pacientes co
nesses estudos nao foram grandes o basts
sideradas validas em termos de diagndst
Loktionov et al (supra) puderam mostrar
diferenga notédvel entre pacientes com C
pregando um indice calculado referente
extraido de células isoladas da superfic
relagdo ao peso das evacuagdes (iIndice
ou SDNAI) .

O método de diagndéstico baseadq
to na patente norte-americana No. 6 187
ca e o0s resultados de suas tentativas
aparentemente uma abordagem muito efica

para a triagem de CRC, eles tinham varis

> dispersas ou homo-
, mas as diferencgas
m céncer observadas
ante para serem con-
ico. Por contraste,
a existéncia de uma
RC e individuos em-
& proporgao de DNA
ie de evacuagdes com

de DNA de evacuagao

b no SDNAI & descri-
546. Embora a técni-
iniciais realgassem
z, simples e barata

»s falhas considera-

veis (dificuldades aparentes de manejo total das evacuagdes
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e especialmente a impossibilidade da padronizagdo dos proce-

dimentos),
na pratica clinica. Tornou-se claro tamb
tivamente pequenos de células bem presezx
tidos da superficie de evacuag¢des human
[Bandaletova,

desta técnica et al.,

246) . Estes problemas, a dificuldade de

crucial, provocam sérias dividas com rel
nécitos esfoliados isolados de amostras
triagem de CRC em larga escala.

H& considerdvel evidéncia ind
mucocelular que cobre a mucosa retal hum
te rica em colondcitos esfoliados bem pr
to, o conteldo celular desta camada em p

rece ser muito mais elevado do que em

devido basicamente & presenga considerav

colondcitos malignos altamente resistentes.

células tumorosas de pacientes com CRC,
bem adaptadas a uma existéncia autdnoma,
titativamente um agregado de células ret
rios informes recentes que descrevem a

(anal, por exemplo) de células esfoliads

retais removidos [Jenner, D. C. et al.

1998; 41: 1432-1434, Wind, P. et al.,

1998; 41: 1432-1434, Isbister, W. H. D

81-83, Hyman, N. e Kida, M. Dis.

836, Abbasakoor, F. et al., Ann.

APMIS 2002;

Colon Rectum 2003;

R. Coll.

impedindo sua comercializagdo® e introdugdo séria

em que numeros rela-
rvadas podem ser ob-
as com a utilizacgao
110: 239-
padronizagdo sendo o

acdo ao uso de colo-

5 de evacuagado para

icando que a camada
ana & particularmen-
eservados. Além dis-

acientes com CRC pa-

individuos saudaveis

clmente aumentada de

Portanto, nas

que sdo muito mais
devem dominar quan-
va-

tais esfoliadas.

implantag¢do distal

s de tumores color-

, Dis. Colon Rectum

Dis. Colon Rectum

1g. Surg. 2000; 17:
43: 835-

Surg. Engl. 2004;

86: 38-39] corroboram fortemente esta hipdtese.
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O acesso direto & mucosa retal| é possivel pelo e-
xame retal digital de rotina com o dedo enluvado do examina-
dor. Entretanto, embora se possa obter contato com a camada
mucocelular retal pelo emprego desta manipulagdo simples,
sdo inevitéveis perdas significativas de lmaterial e a conta-
minagdo com o epitélio escamoso irrelevante do canal anal
durante a retirada do dedo do reto. Esfryegagos preparados a
partir das luvas utilizadas no exame retal mostram colondci-
tos bem preservados, combinados com um glto nivel de conta-
minagdo por células do epitélio escamoso.

H&, portanto, grande necessidade de coleta direta
de células epiteliais esfoliadas da superficie da mucosa re-
tal sem os problemas de perda de material e grave contamina-
gdo com outros tecidos no estdgio de rgmogdo da superficie
de coleta de células do reto. Tais células podem ndo sé uti-
lizadas na anélise quantitativa de células e DNA, mas também
investigadas quanto a presenga de biomarcadores de céncer
adicionais (proteinas, por exemplo) e finalmente avaliadas
em termos imuno-histoquimicos e citoldgicos.

Sumdrio da Invengao

De acordo com um primeiro aspecto da invengdo, é
apresentado um dispositivo de amostragem|de células colorre-
tais que compreende:

um elemento de insergdo colorretal gue tem uma ex-
tremidade de insergdo distal, uma extremidade proximal e um
cavidade interna que pode ser fechada;

uma membrana flexivel, tem uma superficie externa

de amostragem de célula e uma superficile interna, em que a
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membrana € presa, por vedagao, a extr

distal do elemento de insercdo e mantidal

interna;

de modo que,

cmidade de insercgdo

dentro da cavidade

durante o uso, a pressurizagdao da ca-

vidade interna até pelo menos uma primeira pressdo elevada

faga com que a membrana seja emitida ds
do elemento de insercao de modo a fazer
ficie mucosa colorretal e a pressurizaga
na até uma segunda pressdo reduzida faga
seja invertida e volte & cavidade interna

sercgao.

extremidade distal
contato com a super-
b da cavidade inter-
com que a membrana

do elemento de in-

O dispositivo supera as dificuldades com a amos-

tragem digital ao manter a membrana flex
mento de insercdo tanto quando da inserq
retirada, de modo que ndo haja perda de
tras ndo seja contaminada por células de
(como,

por exemplo, o epitélio escamoso)

Ao amostrar a superficie mug
dispositivo supera as dificuldades ass9
de evacuag¢des totais, gque incluem a natu
excremento, a baixa concentracdo das cél
niveis elevados de contaminagdo com maté
mente bactérias) e especialmente as difi
zagdo de métodos relacionadas a tais p
exemplo, a grande variabilidade do tamanl
das evacuagdes.

Embora o dispositivo seja inva

nos invasivo gque os dispositivos atual

rivel dentro do ele-
3o quanto quando da
material e a amos-

> outras superficies

osa diretamente, o
ciadas & amostragem
reza desagradéavel do
lulas obteniveis, os
ria fecal (especial-
culdades de padroni-
roblemas,

como, por

ho e da consisténcia

sivo, ele é& bem me-

mente utilizados na
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12 VAV

colonoscopia/sigmoidoscopia e ndo exige
operador habilitado e altamente treinado
até ser auto-administrado. E provavel g
de invasdo e a auséncia de riscos de comy
aceitagdo maior por parte dos pacientes.
vem, por sua vez,
a um custo mais baixo.

Em uma modalidade preferida da
de interna do elemento de insercdo, que
fechada.

Em uma modalidade preferida da
sitivo de amostragem de células compreend
Vos para a pressurizagdo da cavidade intsg
positivos sdo presos a extremidade prox
insergdo. De preferéncia, os dispositivos
da cavidade interna sdo presos ao dispos
de células por meio de uma véalvula (un
vedagdo, por exemplo) presente na extr
elemento de insercao.

Deve ficar entendido que os
pressurizagdo da cavidade interna podem
quer dispositivos adequados para aplica
a membrana fl

quido ou gas, por exemplo)

cia, os dispositivos para a pressurizaga
na compreendem uma fonte de ar comprim
uma bomba

(um bulbo, por exemplo).

De preferéncia, os dispositivos

Gdo da cavidade interna compreendem uma

ser operado por um

O dispositivo pode
ue o nivel reduzido
plicacdo levem a uma

Estas vantagens de-

permitir que mais amostragem seja feita e

invencdo, a cavida-

pode ser fechada, é

invencdo, o dispo-
He também dispositi-
2rna, em que os dis-
imal do elemento de
5 para pressurizagao
sitivo de amostragem

na valvula de auto-

emidade proximal do

dispositivos para a
compreender quais-
r um fluido (um 13i-
exivel. De preferén-
b da cavidade inter-
ido, uma seringa ou
5 para a pressuriza-

fonte de ar compri-
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mido que compreende um dispositivo mecéan

buir uma quantidade pré-definida de uma

levada e de uma segunda pressdo reduzida

de amostragem de células.

2414
e

¢ C

ico capaz de distri-
primeira pressdo e-

para o dispositivo

Esta modalidade tem a vantagem de

regular com precisao a pressdo no interior do elemento de

insercao,

reutilizado com um nuimero indefinido de

e o dispositivo mecénico tem

a vantagem de ser

dispositivos de a-

mostragem de células colorretais descartéaveis.

Mais preferivelmente,

os dispositivos para a pres-

surizagdo da cavidade interna compreendew uma seringa. O uso

de uma seringa permite tanto um funciona

ento simples quanto

o bombeamento de um volume fixo de ar para dentro da membra-

na flexivel (de preferéncia pelo menos u

aumento de dez ve-

zes no volume de ar presente na membrana flexivel). Por e-

xemplo, em uma modalidade da inveng¢ao na
100 ml é presa na extremidade proximal d
¢c3o, o émbolo da seringa pode ser ini
marca de 70-950 ml.
meira pressdo elevada pode ser, portanto
do-se o émbolo até sua extensdo maxima (
por exemplo), que encheria a membrana fl
de ar de 70-90 ml. Uma quantidade pré-de
da pressdo reduzida pode ser aplicada e
o émbolo da seringa de volta & sua ext

marca de 100 ml, por exemplo), O que int

flexivel na cavidade interna do elemento

modalidade preferida a seri]

da invencao,

um ou mais recursos de retencdo (locais

qual uma seringa de
> elemento de inser-

cialmente fixado na

Uma quantidade pré-definida de uma pri-

, aplicada empurran-
até a marca de 0 ml,
exivel com um volume
finida de uma segun-
n seguida puxando-se
ensdo maxima (até a
roduziria a membrana
de inserg¢do. Em uma

nga seria dotada de

de encaixe de pres-
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es do émbolo da se-

ringa em cada estdgio durante o uso (co%o, por exemplo, uma

posigdo antes da inserg¢do, uma durante a
a retirada) .

gado da cavidade interna ser uma seringa

A vantagem de o dispositiva

insercdo e uma apds
para a pressuriza-

€ que o dispositivo

de amostragem de células colorretais pode ser adaptado de

modo a adequar-se ao equipamento laborgtorial e hospitalar

comumente disponivel e descartéavel.
Em uma modalidade preferida da

superficie da superficie externa de amos

membrana flexivel é controlavel de maneira reproduzivel.

invengdo, a &area de
tragem de células da

Is-

to permite que a area de superficie fixa seja posta em con-

tato com a superficie mucosa colorretal
tendo-se assim uma coleta quantificével
das, que é correlacionada com a proporg
superficie da mucosa colorretal. De'pré
superficie é controlada pelos dispositiy

gao da cavidade interna. Isto permite qu

gue é amostrada,

ob-
de células esfolia-
ao presente sobre a
feréncia, a &area de

yOS para pressuriza-

e a area de superfi-

cie fixa seja posta em contato com a suerficie mucosa que &

amostrada.
Em uma modalidade preferida da
to de insergdo é adaptado para entrar em

de acesso retal. Esta modalidade tem a

que um tubo de acesso retal e um obturador,

turador em forma de oliva

invencgdo, o elemen-

contato com um tubo

vantagem de permitir

tal como um ob-

(um tubo de acesso retal e um ob-

turado conjugados sao comumente conhecidos como um proctos-

cdpio), sejam inseridos primeiro para

abrir a cavidade re-

tal, seguindo-se a retirada do obturador antes da insercgao
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do dispositivo de amostragem da invengdo. O dispositivo de
amostragem pode entdo permanecer mantido na posigao com o
tubo de acesso retal durante qualquer periodo de tempo que
seja necessario para se obter uma amostra. O obturador seria
entdo substituido uma vez removido o dispositivo de amostra-
gem, e o obturador e o tubo de acesso retal seriam retirados
juntos.
Em uma modalidade preferida da| invengdo, o elemen-
to de insergdo é configurado para permitir a auto-insergao.
Em tal modalidade, o elemento de insergd@o é inserido junta-
mente.com um tubo de acesso retal e, portanto, elimina a ne-
cessidade de um obturador (o elemento de insergdo tem uma
extremidade de insergdo distal arredonﬂada, por exemplo).
Esta modalidade apresenta a vantagem de gue o dispositivo de
amostragem da invengao pode ser auto-administrado, os pacij
entes podendo facilmente amostrar células esfoliadas de sua
mucosa retal, por exemplo. Nesta modalidade, considera-se
que o elemento de inserc¢do e o tubo de acesso retal sejam inse-
ridos e removidos juntos e sb separados mediante a remogao.
Em uma modalidade preferida da| inveng¢dao, a membra-
na flexivel forma um receptéculo gquando| mantida na cavidade
interna do elemento de insergdo, de modo que o fluido possa
ser adicionado. Esta modalidade da invengdo permitiria que
reagentes fossem adicionados ao disposiitivo de amostragem
depois de obtida uma amostra sem a necesgsidade de transferir
a amostra para um receptéculo separadg, perdendo-se assim
alguma parte do material da amostra.

Em uma modalidade preferida dal invenc¢do, a cavida-
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de interna do elemento de insergdo & dotada de dispositivos

de aderéncia.
levar a membrana flexivel na direc¢do das

interna do elemento de insercao uma vez

Esta modalidade da inveng¢do tem o efeito de

paredes da cavidade

obtida uma amostra,

e a aplicagdo da segunda pressdo reduzida leva a membrana

flexivel para dentro da cavidade interna do elemento de in-

sergao. Este recurso tem a vantagem de

proporcionar um re-

ceptéaculo estével quando enchido com liguido.

Em uma modalidade preferida da

to de inserg¢do é adaptado para entrar em

positivo de vedagdao para vedar o receptaculo.

ria que o dispositivo de amostragem, qu

invencdo, o elemen-
contato com um dis-
Isto permiti-

e contém a amostra,

fosse armazenado e transportado antes que outras andlises da

amostra fossem realizadas.
vedagdo é uma tampa rosqueada.
vantagem de vedar o receptéculo de modo a

amostra e também permitir a remogdo para

De preferéncia,

o dispositivo de

Uma tampa rosqueada tem a

prevenir a perda da

anédlise adicional.

Na modalidade na qual o dispositivo de amostragem

de células compreende dispositivos para
cavidade interna,
cédveis do elemento de insercgédo.
verter o dispositivo de amostragem em
compacto,
nado com muitos outros viais de anélise

¢Oes de triagem subseqUentes.

Sob um segundo aspecto da invengao,

os dispositivos sdo de

a pressurizagao da

preferéncia desta-

Isto tem a vantagem de con-

um vial de anéalise

que pode ser adequadamente tranSportado e armaze-

compactos para rea-

é apresentado

um estojo para coletar uma amostra da superficie mucosa co-

lorretal de um individuo humano, que compreende um disposi-
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tivo de amostragem de células colorreta
aqui e um tubo de acesso retal e opciona

O uso de um tubo de acesso ret

is conforme definido
lmente um obturador.

al tanto proporciona

uma insercdo mais confortidvel do dispogitivo de amostragem

quanto previne o contato entre o disposi

tivo de amostragem e

qualgquer superficie outra que ndo a superficie mucosa a ser

amostrada.
tal pode aliviar o desconforto da inserg

retal.

Em uma modalidade preferida da

pode compreender adicionalmente um lub

geléia lubrificante (geléia K-Y, por e
vantagem de proporcionar maior conforto
do obturador ou dispositivo de amostrage
vengao.

Em uma modalidade preferida da
dor é desengatado do tubo de acesso reta
obturador e do tubo de acesso retal cor
retal.

Em uma modalidade preferida da
compreende também um dispositivo de vedg
rosqueada, para entrar em contato com g
gao.

Em uma modalidade preferida ds
compreende também um ou mais reagentes,

de um tampdo permite a preparagdao da amo

se adicional.

Em uma modalidade preferida da invengao,

O uso de um obturador além do tubo de acesso re-

a0 do tubo de acesso

invengdo, o estojo
rificante, como uma
xemplo). Isto tem a

durante a insexrcao
2m de células da in-
invengdo, o obtura-
1 apds a insergao do
njugados na cavidade
1 invengdo, o estojo
A1Gao, como uma tampa
elemento de inser-
y invengdo, o estojo
O uso

com um tampao.

stra antes da anali-

o tampao




10

15

20

25

18 o ov

de modo que a fixac

pode estar presente na tampa rosqueada (
cante, por exemplo),
mento de inserg¢do libere o tampdo para d
(pela perfuragdo do pacote vesicante, po
suspender as células presentes sobre a
tragem da membrana flexivel antes da ana

Em uma modalidade preferida dé
€ um tampdo de lise de células que tem
sentar uma etapa-chave antes da extragac
dalidade alternativamente preferida da
um meio preservador de células que tem
tir andlises citoldgicas, bioquimicas e
aperfeicoadas na amostra de célula resu
cia,
(nut

mais componentes de cultura celular

cos, por exemplo) .

invengao,

como um pacote vesi-
rdo da tampa no ele-
entro do receptéculo
r exemplo) de modo a
superficie de amos-
lise adicional.
i invengdo, o tampao
a vantagem de apre-
do DNA. Em uma mo-
o tampdo é
5 vantagem de permi-
imuno-histoquimicas

ltante. De preferén-

o meio preservador de células é suplementado com um ou

rientes e antibidti-

Os versados na técnica entenderdo também que qual-

quer um dos dispositivos ou estojos descritos anteriormente

é adequado para amostrar tecido epitelia
citos, por exemplo)
retal humana.

Sob um terceiro aspecto da inv
um método de amostragem quantitativa deI
partir da superficie mucosa colorretal d
no sem contaminar a amostra pelo contatc
cie do corpo,

levar um dispositivo de amostr

uma superficie

1l esfoliado (colond-

a partir da superficie da mucosa color-

encdo, é apresentado
células esfoliadas a
e um individuo huma-

com outras superfi-

o qual compreende as etapds de:

agem, que compreende
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de amostragem de células sepa
midades da superficie mucosa colorretal

fazer contato prévio com qualquer outra

radas, até as proxi-

a ser amostrada, sem

Isuperficie do corpo;

pbr a superficie de amostragem de células em contato com a

superficie mucosa colorretal de modo qu
mostra da superficie mucosa; e

remover o dispositivo de amo

= seja obtida uma a-

stragem e a amostra

das proximidades da superficie mucosa sgem que a superficie

de amostragem de células separadas ou a

com qualquer outra superficie do corpo.

amostra faga contato

Este método engloba as etapas-chaves de amostrar

diretamente células esfoliadas de uma

assegura gque a amostra ndo seja contami
membrana de amostragem de células com o
corpo. A contaminagdo é evitada pela serp
de amostragem, em que a separagao pode
agdo de isolar ou pdr a parte a superfic

tes de pb-1la em contato com a superficie

apds a coleta das células da superficie

Sob um quarto aspecto da invengao,

um método de amostragem de células esf

superficie mucosa colorretal de um indiyiduo humano,

compreende as etapas de:
inserir um dispositivo de am

colorretais de acordo com a invenc¢ao na

superficie mucosa e
hada pelo contato da
utras superficies do
aracdo da superficie
ser definida como a
ie de amostragem an-
mucosa colorretal ou
mucosa colorretal.

€ apresentado
oliadas a partir da

o qual

ostragem de células

cavidade retal e le-

var o dispositivo até as proximidades da superficie mucosa

colorretal sem que a superficie externa

lulas da membrana flexivel faca contato

de amostragem de cé-

prévio com qualquer
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outra superficie do corpo;

pressurizar a cavidade iﬁterne
primeira pressdo elevada de modo que a me
emitida da extremidade distal do disposi

pSr a superficie mucosa color:
a superficie externa de amostragem de cé
modo que seja obtida uma amostra de cé
superficie mucosa colorretal;

aplicar uma segunda pressao

interna de modo que a membrana flexivel

2 até pelo menos uma
mbrana flexivel seja
tivo de amostragem;

retal em contato com
lulas da membrana de

tlulas esfoliadas da

reduzida & cavidade

seja invertida e a

amostra presente sobre a superficie de ﬂmostragem de células

da membrana volte & cavidade interna do
tragem de células; e

remover o dispositivo de amost

dispositivo de amos-

ragem de células das

proximidades da superficie mucosa colorretal e retirar o

dispositivo da cavidade retal sem que a
faga contato com qualquer outra superfic

Deve ficar entendido que o dis

membrana ou amostra
ie do corpo.

positivo de amostra-

gem de células pode exigir adicionalmente um tubo de acesso

retal ou sozinho ou juntamente com um ob
Assim,

método compreende adicionalmente as etap

turador.

em uma modalidade preferida da invengdo, o

as de:

inserir um dispositivo de ampstragem de células

colorretais de acordo com a invengdo e um tubo de acesso re-

tal conjugados na cavidade retal; e
remover o dispositivo de amost

tubo de acesso retal.

Em- uma modalidade preferida da

ragem e a amostra do

invengao, o método
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compreende
adicionalmente as etapas de:
inserir um tubo de acesso s
conjugados na cavidade retal;
retirar o obturador do tubo ds
de inserir um dispositivo de amostragem;
remover o dispositivo de amost
substituir o obturador por mej
retal; e
retirar o tubo de acesso retal

jugados da cavidade retal.

Sob um quinto aspecto da invengao,

um método de amostragem de células esfo

mucosa colorretal de um individuo humano,

as etapas de:

~tal e um obturador

> acesso retal antes

ragem e a amostra;

10 do tubo de acesso

| e o obturador con-

€ apresentado

liadas da superficie

o qual compreende

inserir um tubo de acesso retal e um obturador na

cavidade retal por meio do canal anal;
retirar o obturador do tubo de

inserir um dispositivo de am

colorretais de acordo com a invencdo na

meio do tubo de acesso retal, sem que a
dispositivo de amostragem faga contato

superficie do corpo;

acesso retal;

ostragem de células
cavidade retal por
membrana flexivel do

com qualgquer outra

pressurizar a cavidade interna até uma primeira

pressdo elevada de modo que a membrana £

lexivel seja emitida

da extremidade distal do dispositivo de amostragem;

pdr a superficie mucosa colorretal em contato com

a superficie externa de amostragem de cé

lulas da membrana;
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obter uma amostra de células ¢
ficie mucosa colorretal;

aplicar uma segunda pressao
interna de modo que a membrana flexivel
amostra presente sobre a superficie de é
da membrana volte & cavidade interna do
tragem de células;

retirar o dispositivo de amost

cavidade retal por meio do tubo de aces

membrana
tato com qualquer superficie do corpo;
substituir o obturador por mei

retal; e

:sfoliadas da super-

reduzida & cavidade

seja invertida e a

mostragem de células

dispositivo de amos-

:ragem de células da

so retal, sem que a

flexivel do dispositivo de amostragem entre em con-

o do tubo de acesso

retirar o tubo de acesso retal e o obturador do

reto por meio do canal anal.

Deve ficar entendido que, enquanto o tubo de aces-

so retal permanece inserido na cavidade

positivo

jretal,

um outro dis-

de amostragem de células da invengdo pode ser in-

troduzido na cavidade retal. Por exemplp, pode ser introdu-

zido o primeiro dispositivo de amostragem de células,

compreende um tampdoc de lise de células

tragdo do DNA e a analise (quantificacg

quaisquer células amostradas. Em seguida,

zido um segundo dispositivo de amostragem de células,

que
para permitir a ex-
3o, por exemplo) de
pode ser introdu-

que

compreende um meio preservador de célullas para permitir a

andlise citolégica, biogquimica e
quaisquer células amostradas.

Sob um aspecto alternativo da

imuno-histogquimica

iinvenc¢ao,

de

é apresen-




10

15

20

25

23 :-\' .",-
2

tado um dispositivo de amostragem para
de uma superficie mucosa localizada dent

de um individuo, que compreende:

um corpo substancialmente cilindrico,

cavidade aberta na extremidade distal e

de ser fechada na extremidade proximal;

uma membrana flexivel mantida

coletar uma amostra

ro da cavidade retal

que tem uma

luma cavidade que po-

dentro do corpo

substancialmente cilindrico, que forma uma vedac3o que sepa-

ra a cavidade distal aberta da cavidad

e proximal gque pode

ser fechada; as duas superficies da membrana sendo a super-

ficie proximal e a superficie distal; e

dispositivos para inflacgdo e deflacgéo,

em que

o dispositivo para inflacdo p¢ode aumentar a pres-

sdao interna do fluido da cavidade proximal que pode ser fe-

chada quando fechada, fazendo com que aj

membrana vire do a-

vesso a partir da extremidade distal do corpo substancial-

mente cilindrico até que a superficie di

tre em contato com a superficie mucosa a

stal da membrana en-

ser amostrada; e

o dispositivo para deflacdo pode diminuir a pres-

sdo do fluido da cavidade proximal fechéda,

a membrana seja invertida,

fazendo com que

de modo que a membrana seja man-

tida dentro do corpo substancialmente cilindrico depois que

a superficie distal da membrana tiver en|
a superficie mucosa a ser amostrada.

Em uma modalidade preferida ds
Esta mo

sitivo de deflagdo & a valvula.

seria particularmente adequada para uso|

trado em contato com
2, invengao, o dispo-
dalidade da invencgao

com uma membrana e-
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lastica onde a pressd3o interna na cavidade proximal passivel
de fechamento fosse maior que a existente fora da cavidade.

Em uma modalidade preferida da invengdo, o dispo-
sitivo de deflag3o compreende a seringa conectada a valvula.

Sob um segundo aspecto alternativo da invengdo, &
apresentado um método de amostragem de cé€lulas esfoliadas de
uma superficie mucosa localizada dentro da cavidade retal de
um individuo humano, o qual compreende as etapas de:

levar um dispositivo de amostragem de acordo com a
invengdo até as proximidades da superficie mucosa sem que a
membrana de amostragem fag¢a contato prévio com qualgquer ou-
tra superficie do corpo;

aumentar a pressdo interna da cavidade proximal
fechada de modo que a membrana flexivel vire do avesso da
extremidade distal do dispositivo de amostragem;

pdr a superficie mucosa em contato com a superfi-
cie distal da membrana flexivel de modo|que seja obtida uma
amostra de células esfoliadas da superficie mucosa;

diminuir a pressdo interna da cavidade proximal
fechada de modo que a membrana flexivel |seja invertida e ela
e a amostra sejam mantidas dentro da cavidade distal aberta; e

remover o dispositivo e a amosftra das proximidades
da superficie mucosa sem gque a membrana, flexivel ou a amos-
tra faga contato com qualquer outra superficie do corpo.

Em uma modalidade preferida da invengdo, o método
compreende as

etapas de: |

prender uma fonte de ar comprimido & wvalvula e au-
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mentar a pressdo interna da cavidade pro
do-se a vélvula; ou prender uma seringa
a pressdo interna da cavidade proximal
o émbolo.

Em uma modalidade preferida
compreende as

etapas de:

diminuir a pressdo interna d
fechada abrindo-se a valvula; ou

diminuir a pressao interna d
fechada retirando-se o émbolo.

Em uma modalidade preferida da
compreende as etapas de:

adicionar um tampdo de lise
preservador de célula a cavidade distal
vo de amostragem; e

vedar a cavidade distal abert
amostragem.

Sob um terceiro aspecto altern
apresentado um método de amostragem de c
superficie mucosa localizada dentro da ¢
individuo humano, o qual compreende as e

inserir um tubo de acesso retsz
cavidade retal por meio do canal anal;

retirar o obturador da tubo de
inserir um dispositivo de amos
a invengdo na cavidade retal por meio dg

tal, sem que a membrana flexivel do dis

da

ximal fechada abrin-

8 valvula e aumentar

fechada inserindo-se

invencgdo, o método

a cavidade proximal

A cavidade proximal

. invengdo, o método
de células ou meio

aberta do dispositi-

a do dispositivo de

ativo da invencdo, é
€lulas esfoliadas da
ravidade retal de um
tapas de:

11 e um obturador na

acesso retal;
tragem de acordo com
b tubo de acesso re-

positivo de amostra-
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gem fagca contato com qualquer outra supe

ligar o dispositivo de amostra
para inflagdo;

aumentar a pressdao interna d
fechada de modo que a membrana flexive
extremidade distal do dispositivo de amog

pdr a mucosa retal em contato
ficie fixa da mucosa retal;

obter uma amostra de células
ficie da mucosa retal;

diminuir a pressao interna d
fechada de modo que a membrana flexivel
e a amostra sejam mantidas dentro da cav

retirar o dispositivo de amo
retal por meio do tubo de acesso retal
flexivel do dispositivo de amostragem e
qualquer superficie do corpo;

substituir o obturador por mej
retal;

retirar o tubo de acesso ret
cavidade retal por meio do canal anal;

adicionar um tampdo de lise
preservador de células a cavidade distal

vedar a cavidade distal abert
amostragem.

Sob um quarto aspecto alterna
apresentado um método de triagem e diag

lorretal que compreende gqualquer um dos

rficie do corpo;

gem a um dispositivo

a cavidade proximal
1l vire do avesso da
stragem;

com a area de super-

esfoliadas da super-

a cavidade proximal
seja invertida e ela
idade distal aberta;
stragem da cavidade

sem gue a membrana

rntre em contato com

lo do tubo de acesso

nl e o obturador da

de células ou meio

aberta; e

a do dispositivo de

tivo da invencédo, &

nose para cancer co-

métodos apresentados
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acima e que compreende também recuperar a amostrada coletada do

dispositivo de amostragem e realizar uma
Em uma modalidade preferida da

€ selecionada a partira da quantificagdo

andlise na amostra.
invengdo, a analise

do DNA, da extracgdo

do DNA seguida por sua quantificagdo e Jnélise molecular op-

cional,
micos.

quer um destes métodos serd aperfeigoa

investigagdo citoldgica/citoquimica e testes bioqui-

Deve-se observar que a exatiddao da triagem por qual-

da pela obtengdo de

uma amostra com baixos niveis de contaminadores e uma alta

concentragdo de células tiradas da supe
retal que é amostrada.

Breve Descrigdo das Figuras

A invengdo serd agora descrits
plo apenas, com referéncia aos desenhos
A Figura 1 mostra uma vista g
de um dispositivo de amostragem de célul
A Figura 2 mostra uma represen
um dispositivo de amostragem de células
tivos para pressurizagdo compreendem uma
A Figura 3 mostra uma represen
um dispositivo de amostragem de células
os dispositivos para pressurizagdao compl
ar comprimido.

A Figura 4 mostra os componen

rficie mucosa color-

2, a titulo de exem-
anexos, nos quais:
»m corte transversal
as da invengao.
tacdo esquemdtica de
no qual os disposi-
seringa.

tacdo esquemética de

da inveng¢do no qual

reendem uma fonte de

tes necessarios para

amostrar células esfoliadas da superficie mucosa colorretal

de um individuo humano.
A Figura 5 mostra um exemplo d

tragem de células esfoliadas da superfic

e um método de amos-

ie mucosa colorretal
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de um individuo humano que utiliza

tivos mostrados nas figuras 1-4.

qualquer

um dos disposi-

A Figura 6 mostra um exemplo das etapas que podem

seguir o método mostrado na figura 5.

Descrigdo Detalhada da Invengao

Descrigdo de modalidades de amgstragem de células

O dispositivo de amostragem de

é projetado para insergdo em uma cavidade retal.

tivo compreende um elemento de insergao

lindrico 1 com uma cavidade interna 3, £

células da figura 1
O disposi-
substancialmente ci-

cchada na extremida-

de de insercdo distal 2 por uma membrana flexivel e resili-

ente 4, que é presa,

extremidade distal 2.
membrana 4 é mantida dentro da cavidade
ser emitida da cavidade 3 quando a cavid
por dispositivos 7 (mostrados mais detal
2) . A membrana 4 tem uma superficie de a
5, que na posigdo de repouso mostrada na
ficie interna, mas quando a membrana & s
cie externa, e uma superficie oposta 6

repouso € a superficie externa, mas que

cie interna quando a membrana é emitidal

de nitrilo,
extremidade proximal 34, a cavidade 3 é

vula de auto-vedagdo 18, a qual o dispos

gcao 7 é adaptado para ser fixado.
A modalidade da invengado na qu

ra pressurizagdo da cavidade interna 7

a4 maneira de vedagio,

latex ou uma substéncia a bpase de borracha.

ao elemento 1 na

Na posigdo mostrada na figura 1, a

3 e é adaptada para
ade 3 & pressurizada
lhadamente na figura
mostragem de células
figura 1 é a super-
emitida & a superfi-
, Qque na posigao de
se torna a superfi-
A membrana é feita
Na
fechada por uma val-

itivo de pressuriza-

al o dispositivo pa-

€ uma seringa inte-

134
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grada é mostrada na figura 2, que mostra

também esquematica-

mente as etapas necessérias para a amostragem de célula es-

foliadas da superficie mucosa colorretal

mano (Figuras 2A-2D).

de um individuo hu-

A Figura 2A mostra uma representagdo do dispositi-

vo de amostragem de células antes da inserg¢do em uma cavida-

de retal.

substancialmente conforme descrito na figura 1.

tem um émbolo 23, que desliza, & maneira

go de um cilindro 32 da seringa 7 de modo a

dentro da cé@mara interna 33 da seringa 7.

A seringa 7 & presa a um elemento de insergdo 1

A seringa

de vedagao, ao lon-
alterar o volume

O émbolo 23 da se-

ringa 7 é fixado de modo que 70 ml de ar estejam presentes

dentro da cé@mara 33 da seringa 7.

A Figura 2B mostra uma representagdo do dispositi-

vo de amostragem de células uma vez inserido em uma cavidade

retal. O émbolo 23 da seringa foi compl
que faz com que a membrana flexivel 4

volume de 70 ml. A membrana flexivel

ctamente apertado, o
seja inflada até um

4 inflada faz entao

contato com a superficie mucosa colorretal de um individuo

humano de modo que quaisquer células esfjoliadas sejam trans-

feridas para a superficie externa da membrana flexivel 4.

A Figura 2C mostra uma representagdo do dispositi-

vo de amostragem de células uma vez amostradas as células

esfoliadas e antes da remogdo da cavidade retal.

O émbolo 23

da seringa 7 & retraido de modo que 80 ml de ar estejam pre-

sentes dentro da cé@mara da seringa 7.
uma pressdo reduzida dentro da cémara,

membrana flexivel 4 seja reintroduzida

[sto cria, portanto,
que faz com que a

na cavidade interna
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do elemento de insergdo 1 e adira firmemente &s paredes la-
terais do elemento de insergdo 1. A guantidade de pressao
reduzida pode ser pré-quantificada pela presenga de dois e-
lementos de retengdo de encaixe de pressfo 24 (apenas um dos
quais é mostrado na figura 2C). Os elementos de encaixe de
pressdo 24 sdo bragos presentes no émbolo 23 da seringa 7
que sao localizados em orificios no cillindro 32 da seringa
7. A finalidade dos elementos de encaixe de pressdo 24 é a
de impedir a retirada do émbolo 23 da seringa 7.

A Figura 2D mostra uma representagao do dispositi-
vo de amostragem de células depois da |remogdo da cavidade
retal e antes da andlise das células. A extremidade de in-
serc¢do distal do elemento de insergdo 1 | dotada de uma ros-
ca que é adaptada para alojar uma tampa rosqueada 8 com 20
mm de didmetro. A tampa 8 pode ter um pacote vesicante que
contém um tampdo de modo que, ao se atarraxar a tampa 8 no
elemento de insercdo 1, o tampdo seja liberado para dentro
do receptéaculo formado pela membrana flexivel 4 esvaziada.
Depois de atarraxada a tampa 8 no elemento de insergdo 1, a
seringa 7 pode ser destacada do elemento de inserg¢dao 1, de
modo a permitir que o elemento de insergdo 1 seja convertido
em um vial de anédlise compacto, o qual, juntamente com uma
série de outros viails, pode ser acondicionado e enviado a um
laboratério para andlise das células.

A modalidade da invengdo na qual o dispositivo pa-
ra pressurizagdao da cavidade interna 7 €& uma fonte de ar
comprimido é mostrada na figura 3. Esta|figura mostra esque-

maticamente um dispositivo mecé&nico 9, que é uma bomba acio-
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nada por um motor elétrico

(ndo mostrado)

«Tac
ceac
L]
a
€
cedaecae
[}
[ 4
[
4

[
«
«
[ 4

capaz de distribu-

ir doses repetidas de uma primeira pressdo elevada seguida

por uma segunda pressao reduzida mediante a ativagdo do ga-

tilho 14.

O dispositivo mecénico 9 é capaz de fixagdo em um

elemento de inserg¢do 1 substancialmentle conforme descrito

nas figuras 1 e 2 por meio de um posici
tipo de estalido 16 presente no disposi
coopera com um ressalto posicionador 17
sergao 1. Uma valvula de auto-vedacao
elemento de inserg¢do 1 de modo a assegur
ja mantida dentro do elemento de inserg3
gamento do dispositivo mecdnico 9. O el
compreende palhetas 19, que sdo projet

contato com um proctoscdpio e sdo rosqu

dade de inserg¢ado distal de modo a alojar

onador de encaixe do
tivo mecédnico 9, que

no elemento de in-
18 esta presente no
ar que a pressdo se-
o 1 gquando do desli-
emento de insercgdo 1
adas para entrar em

eadas 20 na extremi-

em uma tampa rosque-

ada 9, que tem um pacote vesicante 21 qu contém um tampao.

O dispositivo mecénico 9 é projetado g
bateria e pode ser recarregado por um f
gia através de uma tomada de carga 12. C
co 9 compreende um filtro de admissdo ¢
borracha 13 e tem também um comutador 1li
dos emissores de luz 10 e 11, que indic
tivo 9 estd pronto e quando o ciclo da
aplicagdes de pressdo estdo completas.

Quando em uso,

cénico 9 pelo punho 13 do cabo do tipo

ara ser ativado por
ornecimento de ener-
dispositivo mecéni-
le ar 25, um cabo de
ga-desliga 15 e dio-

am quando o disposi-

s primeira e segunda

o usuério segura o dispositivo me-

de pistola de borra-

cha e prende o dispositivo 9 ao elemento de insercdo 1. O

elemento de insergdo é em seguida inserido na cavidade re-
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tal, onde entra em contato com um proct
palhetas 19,
aperfeicgoada.

usudrio ao apertar o gatilho 14, o que

oscdpio por meio das

O Qgue permite uma consisténcia de penetragédo
Uma primeira pressido elevada é aplicada pelo

flaz com que o ar seja

introduzido no dispositivo mecdnico 9 através do filtro de

admissdo de ar 25,

que é entdo comprimido e faz com gque a

membrana flexivel seja emitida da extremidade distal do ele-

mento de insergdo 1 de modo a fazer contato com a superficie

mucosa colorretal. Uma segunda pressdo yeduzida é em seguida

aplicada pelo usuario ao apertar o gatjilho 14 uma segunda

vez, o que faz com que a membrana flexi
Uma
mostragem das células,
do do proctoscépio e o dispositivo mecan
elemento de insercdo 1 e a pressido dentn
sergdo 1 é mantida por meio da valvula
Uma tampa rosqueada 8, que tem um tampao
te vesicante 21, ?ode ser entdo atarraX
no elemento de insercdo 1, fazendo com g
berado para dentro do receptéaculo formad
xivel esvaziada. O dispositivo mecénic
reutilizado ao ser preso a elementos d
guentes.

Componentes necessarios para a
gem de células por toque-impressio.

Os componentes necessarios pa;

células esfoliadas a partir de uma supe

retal de um individuo humano s3o apresen

vel volte & cavidade

vez completada a a-

o elemento de insergdo 1 é desengata-

ico 9 é destacado do
o do elemento de in-
de auto-vedagao 18.
gue contém um paco-
rada em uma rosca 20
ue o tampdo seja li-
o pela membrana fle-
o 9 pode ser entao

e insercdo 1 subse-

técnica de amostra-

ara a amostragem de

rficie mucodsa color-

tados na figura 4.

sl
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i)
pela utilizagdo de um

tubo de acesso retal 29,
cagdo de um instrumento existente para e
cébpio 22, por exemplo).
em um tubo rigido (com um cabo)

30,

O acesso a mucosa ratal

que pode

wwe ® -

e
et

«

L}

¢

a

4

.

pode ser obtido

ser uma modifi-

xame retal (o retos-

O tubo de acesso retal 29 consiste
equipado com um obturador

que apresenta uma superficie em forma de oliva e inin-

terrupta que facilita a introdugdo do tubo de acesso retal

29 no reto através do canal anal.
ii) O dispositivo de amo
mostrado na figura 4
€ substancialmente conforme de

tem um di@metro externo compativel com o

tubo de acesso retal, isto é, na faixa d

iii) Uma fonte de ar comprimig
porcionar um meio para a pressurizagdo
Os dispositivos para pressurizagdo 7 pq
seringa (conforme descrita na figura 2
(conforme descrita na figura 3) ou um m

comprimido (mini-cilindro). A pressdo d

dispositivo de amostragem de células
da/controlada ou utilizando-se um volume

de seringa simples) ou atingindo-se um
ar fixo (uma valvula de precisdo seria
finalidade) .

iv)
co (tampdos diferentes devem ser utilizsa

diferentes, tal como extragdo de DNA

stragem de células 1

scrito na figura 1 e
didmetro interno do
e 15-20 mm.

lo 7 serve para pro-
da cavidade interna.
pdem compreender uma
), uma bomba de ar
ini-recipiente de ar
o ar no interior do
pode ser limita-
de ar fixo (solugdo

nivel de pressdao do

necessaria para esta

Uma garrafa ou tubo com um tampdo 35 especifi-

dos para finalidades

ou RNA ou isolamen-
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1c

to/separagdo de células para andlise adi

v) Uma tampa hermética 8 para
mostragem de células
células/proteinas se uma extracdo imedia
feita, para procedimentos de isolamento
cialmente,
for utilizado imediatamente,

como, por

do consultdrio médico/clinica até o labo;

Os componentes necessarios par
dem ser desenvolvidos de modo a serem ut
tojo descartével, que deve incluir todos
merados com a excegdo da fonte de ar ¢
ser utilizada repetidamente.

Descrigdo da técnica de amostz:
toque-impressdo (manipulacgdes retais)

A Figura 5 mostra um exemplo
tragem de células por toque-impressdo p:

esfoliadas da superficie mucosa colorre

humano utilizando-se qualquer um dos di

e e
L3 BN a4

cional) .

o dispositivo de a-

(necesséaria para as reagdes de lise de

ta de DNA ou RNA for

de células e, espe-

para armazenamento/transporte do material se ndo

exemplo, transporte
ratério) .

8 o procedimento po-
ilizados como um es-
Oos componentes enu-
omprimido, gque pode

ragem de células por

da técnica de amos-
ara amostrar células
tal de um individuo

spositivos mostrados

nas figuras 1-4. Este procedimento é si#ples e nenhum trei-

namento especial em proctologia ou endoscopia €& necessario

para que o operador o execute. Ele pode

profissional médico qualificado (GP,

enfermeira,

ser executado por um

etc.) em um

consultdério médico local ou na residéncia do paciente ou po-

de ser até auto-administrado pelo paciente.

A Figura ©5A mostra

transversal da anatomia do reto humano 28,

e da camada mucocelular colorretal 27.

esqguematicamente

um corte

do canal anal 26

Deve-se observar que
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qualgquer contato do dispositivo de amost

o epitélio escamoso do canal retal pod

40

L O

LK 33
« 1

e«

Lede L
«

ragem de células com

e resultar tanto em

perda de material gquanto na contaminagdo da amostra com O

epitélio escamoso do canal anal.

O procedimento comega com a ir
de acesso retal 29, semelhante a um reto
rador 30 no lugar no reto 28 (figura 3§
apropriado pode ser utilizado no proced

para facilité&-lo e diminuir o desconfor

Ptroducéo de um tubo
scépio, com um obtu-
3B) . Um lubrificante

imento de introdugdo

to do paciente, que

pode ser causado por este estdgio iniciall do procedimento.

Uma vez introduzido o tubo de

gura 5C) e removido o obturador 30, o ad

retal é obtido e a camada mucocelular 27

acesso retal 29 (fi-
esso direto & mucosa

se abre.

O elemento de insercdo 1 é inkroduzido no tubo de

acesso retal 29 de modo que a borda superior do elemento de

insercdo seja localizada imediatamente a
bo de acesso retal (figura 5D).
E aplicada uma primeira press3

a membrana flexivel coletora de modo a

contato com a camada mucocelular retal

27,

cima da borda do tu-

o elevada, que infla

se pbdr a membrana em

de modo a se ob-

ter a amostragem de células por toque-impressdo (figura 5E).

O dispositivo é deixado nesta posicdo durante aproximadamen-

te 10-15 segundos de modo a se obter uma melhor aderéncia de

células esfoliadas e materiais obtidos

mucocelular a membrana coletora.

de células da camada

A Figura O5F mostra a aplicagdo de uma segunda

pressao reduzida,

que ela volte a sua posigdo inicial COT

que esvazia a membrana flexivel e faz com

o material coletado
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31 sobre a superficie externa de amostragem de células.

O elemento de insercdo 1 é removido do tubo de a-

cesso retal 29 e tomado para outras manipula¢des e andlises.

O obturador 30

€ reinstalado no tubo de acesso retal 29,

movido do reto 28

(manipulacdes retais)

(pode ser utilizado um npvo,

re-lubrificado)

e o tubo 29 é re-

(ver a figura 5G). O procedimento completo

ndo deve levar mais que dois minutos.

Processamento das células coletadas

A Figura 6 mostra um exemplo das etapas que podem

seguir o método mostrado acima para as
devem ser completadas imediatamente apdsd
las de modo a se evitar a secagem da me
células. A etapa (a) mostra o dispositi
células 1 com as células esfoliadas 31 s

xivel coletora de células apds a coleta

partimento de topo do dispositivo de amo

enchido com um volume fixo de um tampac

lisa ou suspende as células esfoliadas

figuras 5A-5G, que
a coleta das célu-
:mbrana de coleta de
vo de amostragem de
obre a membrana fle-
de células. O com-
stragem de células é
35 especifico, que

Etapa (b)). Tampaos

de lise de células ou meios preservadores de células dife-

rentes podem ser utilizados em procedimgntos de extragdo de

DNA ou RNA, tampdos/meios especiais devem ser utilizados em

aplica¢des que exigem o isolamento das c

elulas. O dispositi-

vo de amostragem de células é preparado para transporte ou

armazenamento de amostras por ser hermet

uma tampa rosqueada 8 segura (etapa (c))

tendido que,

tém um pacote vesicante, entdo a etapa

icamente fechado com

, mas deve ficar en-

quando a tampa rosqueada tem um tampao gue con-

(b)

pode ser omitida.

O dispositivo pode ser armazenado ou transportado para ou-
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tros procedimentos a jusante par;

gem/diagndstico e/ou pesquisa (etapa (d)

Analise de amostras

1 fins de tria-

) .

Deve-se enfatizar que a técnica apresenta um grau

muito mais elevado de padronizagdo em c
abordagens existentes. O uso de um dis
pressdo/volume de ar padréo,
leta inflada (a &rea de contato com a cd
tal pode variar,
da com outras maneiras obter células e
exemplo, técnicas baseadas em evacuagde
drdo de tampdo adicionado apds o proced

de células criam condigdes muito favo

omparagdo com outras

spositivo padrdo com

drea padrido da membrana de co-

mada mucocelular re-

mas esta variag¢do € negligencidvel compara-

sfoliadas, como, por

:s) e quantidade pa-
imento de amostragem

raveis para anélise

comparativa ou dos nimeros de células ou das quantidades de

substéncias obtidas das células (DNA, po
(a) Analise de amostras para

cdncer colorretal

r exemplo) .

fins de triagem de

A triagem do céncer colorretdal implica uma ampla

avaliagdo, baseada na populagdo (defin
individuos que ndo apresentam queixas p3
sintomdticos (precoces na maioria dos ca
tratamento oportuno pode reduzir a mort
condigdo.
aplicabilidade simult&nea em milhares/mi

i) Dado que hé& fortes indics

consideravelmente mais elevadas de colon

do de colondécitos na camada mucocelulaj

ida pela idade), de
ra revelar casos as-
da doenga,

sos) cujo

alidade causada pela

Um pré-requisito necessdrio para o método é sua

1lhdes de pessoas.
1cOes de quantidades
16bcitos e DNA deriva-

r retal de pacientes

com céancer colorretal em comparagdo com individuos isentos
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de tumores,
reta de colondécitos esfoliados e materi

londécitos pode proporcionar um teste de

«cCccc
<
1

é muito provavel que a técnica de amostragem di-

ails derivados de co-

triagem simples para

céncer colorretal com base na quantificagdo direta da quan-

tidade de DNA extraido das células.

Para esta abordagem, o

tampdao inicial utilizado imediatamente ﬂpés a amostragem das

células deve ser um tampdo de lise de

procedimento de extragdo de DNA selecjionado.

~rélulas utilizado no

A adigdo do

tampdao deve proporcionar uma lise de céllulas eficaz e a pre-

servagdo do material que contém DNA durante a transportagao

até um laboratdrio exclusivo e
de armazenamento.
cionado com base em sua aplicabilidade

rendimento operacional, isto €&,

deve ser

(provavelmente) algum periodo

O método de extracdo de DNA deve ser sele-

para anédlise de alto

compativel com sis-

temas robdticos de manejo de liquido de véarios canais. Os

valores exatos das quantidades de DNA g

tados “positivos”, “negativos” e “duvid
ser determinados em tentativas clinicas.

ii) As etapas iniciais semelh
DNA podem ser aplicadas & anédlise de m3
de céncer colorretal. As células amostrs
to de toque-impressdo devem apresentar
lhor qualidade em comparagdo com as técd

pregadas de extragdo de DNA de amostras

ue definem os resul-
psos” do teste devem
antes da extragao de
rcadores moleculares
idas pelo procedimen-
um DNA de muito me-
nicas atualmente em-

de evacuagao. A am-

plificagdo PCR deste DNA pode ser feita sem quantificagdo

precisa de sua quantidade. A anélise Lolecular com vVarios

objetivos é considerada como uma oOpgao

colorretal,

na triagem do céancer

mas ela pode ser mais demorada e dispendiosa
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comparada com a anédlise quantitativa din

o DNA extraido para quantificagdo direta

€< e
L4
1
[

11448 ¢

q
L3
L}

eta. Ao mesmo tempo,

pode ser certamente

utilizado para amplificagdo PCR na andlise diagndéstica adi-

cional de casos quantitativamente “pos
sos” .

iii)

fico de colonbécitos de células de outryos tipos,

aplicados métodos de separagao (como, poO
imunomagnética ou com gradiente de dens
obter maior pureza da populagdo de cél

para a andlise. Para isto,

preservadores de células que contém antibidticos

Em caso de necessidade de

itivos” ou “duvido-
isolamento especi-
podem ser
r exemplo, separagao
idade) de modo a se

ulas de colondcitos

podem ser apllicados alguns meios

(alguma

presenga de bactérias no material coletado é impossivel de

evitar) e agentes mucoliticos. Os colond

ser entdo utilizados em diferentes tipos de andlise,

como extragdo e quantificagdo de DNA, ex
da de amplificacdo PCR,

bioquimicos de céncer,

citos isolados podem
tais

tragdo de DNA segui-

anédlise de marchdores moleculares e

avaliagdo citoldgica/citoquimica e

contagem direta de células (duvidosa Jm termos de triagem

devido a baixa velocidade e alto custo).

(b) Diagnose de céncer colorretal

O uso diagndéstico de testes é

viduos que apresentam algumas queixas es

tificados como sofrendo de uma condicgido.

pacientes sdo muito menores que os esQg
triagem.

(i) A gquantificagdo direta de

da em individuos que apresentam queixas

focalizado em indi-
pecificas e j& iden-
Os grupos-alvo de

erados para fins de

DNA pode ser aplica-

gue indicam possi-
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vels condigdes colorretais.
(ii) A extragdo de DNA seguida
e da anédlise molecular pode ser Util tarn

da diagnose 1inicial quanto para procedi

avangados (avaliagdo da agressividade dg

dade & quimioterapia para tumores metastaticos,

etc.).

1ii) O isolamento das células
em outras andlises tanto moleculares qua
investigagdo citoldgica (células tumoros

folégicos especificos)

colonécitos esfoliados em pacientes com

da amplificac¢do PCR
1to para confirmagao
i mentos diagndsticos
cancer, sensibili-

prognose,

pode ser utilizado
nto biogquimicas, e a

As com aspectos mor-

pode ser facilmemnte encontrada entre

CRC.




REIVINDICACOES

1. Dispositivo de amostragem de células colorre-
tais, compreendendo:
um elemento de insercao colorretal (1), que tem
5 uma extremidade de insercao distal (2), uma extremidade pro-
ximal (34) e uma cavidade interna que pode ser fechada (3);
uma membrana flexivel (4), que tem uma superficie
externa de amostragem de células (5) e uma superficie inter-
na, em gque a membrana € presa, a maneira de vedacao, a ex-

10 tremidade de insercdo distal do elemento de insercdao e quan-
do mantida dentro da cavidade interna forma um receptdculo
tendo uma superficie de amostragem de células no interior do
mesmo, O receptdculo sendo aberto para a extremidade de in-
sercao do elemento de insercao;

15 de modo que, gquando em uso, a pressurizacao da ca-
vidade interna até pelo menos uma primeira pressao elevada
faz com que a membrana seja emitida da extremidade distal do
elemento de insercao de modo a fazer contato com a superfi-
cie mucosa colorretal e a pressurizacao da cavidade interna

20 através da valvula de auto-vedacao até uma segunda pressao
reduzida faz com que a membrana seja invertida e volte a ca-
vidade interna do elemento de insercao;

CARACTERIZADO por o dispositivo compreender ainda
dispositivos (8) para vedar a extremidade de insercao para

25 formar uma cavidade fechada posicionada dentro da cavidade
interna do elemento de insercdo e definida pela superficie
de amostragem de células da membrana flexivel e os meios de

vedacao.
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2. Dispositivo, conforme definido na reivindicacgao
1, CARACTERIZADO pelo fato de que a membrana flexivel ¢
eldstica e é construida a partir do nitrilo, do latex ou de
uma substancia a base de borracha.

5 3. Dispositivo, conforme definido em qualgquer uma
das reivindicagdes anteriores, CARACTERIZADO por compreender
também dispositivos (7) para a pressurizacao da cavidade in-
terna, em que os dispositivos sao presos a valvula de auto-
vedacao presente na extremidade proximal do elemento de in-

10 sercao.

4. Dispositivo, conforme definido na reivindicacao
3, CARACTERIZADO pelo fato de gque os ditos dispositivos para
pressurizacao da cavidade interna compreendem uma fonte de
ar comprimido.

15 5. Dispositivo, conforme definido em qualgquer uma
das reivindicacgdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de
que o elemento de insercao é adaptado para entrar em contato
com um tubo de acesso retal.

6. Dispositivo, conforme definido em qualgquer uma

20 das reivindicacgdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de
que o fluido pode ser introduzido na cavidade fechada forma-
da pela membrana flexivel e os dispositivos de vedacao.

7. Dispositivo, conforme definido em qualgquer uma
das reivindicacgdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de

25 que a cavidade interna do elemento de insercao é fornecida

com dispositivos de aderéncia.
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8. Dispositivo, conforme definido em qualgquer uma
das reivindicacgdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de
que os dispositivos de vedacgcdo sao tampas rosqueadas.

9. Dispositivo, conforme definido em qualgquer rei-

5 wvindicacdao de 3 a 8, CARACTERIZADO pelo fato de que os dis-
positivos para a pressurizacao da cavidade interna sao des-

tacdveis do elemento de insercéao.
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FIGURA 1
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FIGURA 3
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FIGURA 4

Petigdo 870170089507, de 21/11/2017, pag. 19/22



Petigao 870170089507, de 21/11/2017, pag. 20/22



FIGURA 6
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