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A Area Técnico-Cientifica de Anatomia Patoldgica, Citoldgica e Tanatoldgica da Escola Superior
de Tecnologia da Saude do Porto do Instituto Politécnico do Porto (ESTSP.IPP) criou um novo
projeto no ambito do diagndstico em Citologia - revista Citotech Online - Case Review, e vem,
desta forma, apelar a participacdo de todos, assim como a divulgacdo do projeto, junto de
potenciaisinteressados.

A Citotech Online - Case Review é uma publicacdo anual na area do diagndstico citoldgico. A
revista pretende divulgar a revisdo de casos que estabelecam uma relacdo entre a citopatologia
e aclinica. A apresentacao de casos desta indole, como sdo exemplo os casos apresentados nas
Reunides de Citologia da ESTSP.IPP fomenta, assim, o conhecimento e a eficiéncia na pratica de
screening e do diagndstico citoldgico. Adicionalmente, esta revista pretende constituir um meio
educativo e formativo.

Os critérios de aceitacdo de trabalhos para publicacdo sdo a pertinéncia, qualidade e
originalidade de casos de citologia ginecoldgica e ndo ginecoldgica. A aceitacao implica ideias e
conceitos inovadores e/ou apresentacdo de informacgdes relevantes com aplicacdo direta no
diagnéstico citopatoldgico, com especial impacto nos casos cujo diagndstico é, ainda, discutivel.

A Citotech Online - Case Review é uma revista com revisdao pelos pares (peer-review) de
citotécnicos e médicos patologistas com vasta experiéncia no diagndstico citoldgico.

A Citotech Online - Case Review encontra-se oficialmente anotada pela ERC (Entidade
Reguladora para a Comunicacdo Social), e segue o principio do livre acesso. A publica¢do nesta
revista ndo implica qualquer despesa nem para os autores, nem para a instituicdo que submete
o trabalho, sendo os mesmos publicados e disponibilizados na integra, de forma gratuita e
permanente através do site http://paginas.estsp.ipp.pt/citotechonline/

A data limite para submissdo de trabalhos no 12 nimero da Revista é 15 de Dezembro de 2014,
estando prevista a sua publicacdo em Marco de 2015.

InformagdGes acerca do processo e normas de submissao de trabalhos a Citotech Online - Case
Review encontram-se disponiveis em: http://paginas.estsp.ipp.pt/citotechonline/.



EDITORIAL

Caros leitores,
Regressamos com a edicdo n°18 da micron - Revista Técnica de Anatomia Patologica.

Para a Equipa Editorial da micron é um prazer publicar mais um nimero da nossa revista, que ao longo
destes anos tem procurado difundir a atividade cientifica desenvolvida pelos estudantes e profissionais
de Anatomia Patologica.

Pela primeira vez, a edicao da revista sera produzida apenas em formato digital, estando disponivel
gratuitamente para consulta no site da APTAP. Desta forma, a micron passa a estar completamente
acessivel a todos aqueles que se interessam pela area de Anatomia Patoldgica, sendo mais facil a
partilha de conhecimentos entre todos.

Neste nimero da revista sdo publicados trés artigos.
Dois deles sao Artigos Originais de Investigacao, um centrado na comparacao de diferentes técnicas
histoquimicas para evidenciacdo de mastocitos; e outro focado na pesquisa e analise filogenética do

gene daintegrase de fagos de Helicobacter pylori.

O terceiro artigo pretende apresentar um Caso Clinico, com o estudo de um caso de Carcinossarcoma
através de citologia ginecoldgica.

Mais uma vez, esperamos que a micron suscite o interesse de todos os leitores e contribua para o
constante enriquecimento técnico-cientifico dos estudantes e profissionais desta area.
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O Grupo de Interesse em Ciéncias Forenses (GICF) pretende representar e dinamizar a area das
Ciéncias Forenses, no ambito da Associacdo Portuguesa de Técnicos de Anatomia Patoldgica
(APTAP).

Os principais objetivos do GICF s&o:
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Patolégica estédo convidados a colaborar com o0 mesmo, através de sugestdes e intervindo na nossa
pagina do Facebook. SO desta forma sera possivel manter o grupo no ativo, conferindo-lhe
visibilidade e confianga.
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Azul de toluidina, giemsa e violeta de cresil
na evidenciacdao de mastocitos

investigacao
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1 - Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa (ESTeSL - IPL)
2 - Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital Curry Cabral (EPE)

Correspondéncia para Ana Sara Nogueira Ribeiro - e-mail: sararibeiro_2@hotmail.com

RESUMO

Os mastocitos sao células do sistema imunitario responsaveis pela defesa do organismo contra
diferentes agentes agressores externos. Para além da participacdo em inimeros processos fisioldgicos e
patologicos, os mastocitos podem ser eles proprios sede de patologias designadas de mastocitoses.
Percebendo a sua importancia em diversos processos e dada a necessidade da sua identificacao
especifica para a confirmacao de um diagnéstico, foram sendo apresentadas diferentes propostas para
a evidenciacao destas células através da coloracdo metacromatica dos seus granulos citoplasmaticos.
Com este trabalho pretendeu-se comparar a qualidade final das laminas histologicas coradas com azul
de toluidina, giemsa e violeta de cresil na evidenciacao de mastdcitos, em tecidos humanos fixados em
formol 10% e incluidos em parafina, determinando qual das coloracdes histoquimicas permite obter
melhores resultados.

Foram selecionados 20 blocos contendo fragmentos de tecido de diferentes 6rgaos humanos. De cada
bloco efetuaram-se 3 cortes, um para cada coloracao, num total de 60 laminas. Aavaliacao da qualidade
das laminas foi realizada por 2 avaliadores independentes, através da aplicacao de uma grelha de
avaliacao. Os dados recolhidos foram submetidos a procedimentos estatisticos para comparacao da
qualidade final de cada coloracao.

Acoloracao de giemsa registou o score médio mais elevado (67,3+16,2), seguida da coloracao de violeta
de cresil (63,9+13,2) e da coloracao de azul de toluidina (63,4+17,7). No entanto, estas diferencas nao
foram estatisticamente significativas.

Embora as diferencas registadas nao tenham sido estatisticamente significativas, a proximidade
existente entre os valores médios obtidos para cada uma das coloracdes permite concluir que as
técnicas tém eficacia semelhante na evidenciacao de mastocitos.

PALAVRAS-CHAVE: Azul de toluidina, Giemsa, Mastocitos, Metacromasia, Violeta de cresil

INTRODUCAO

Os mastocitos sao células do sistema imunitario,
encontrando-se amplamente distribuidos pelo
tecido conjuntivo. Localizam-se
preferencialmente adjacentes a vasos
sanguineos e nervos, em tecidos linféides e na
proximidade de tecidos epiteliais,
nomeadamente na pele e tratos respiratorio e
gastrointestinal. Dada a sua presenca em tecidos
que contactam com o meio exterior, podem ser
considerados a primeira linha de defesa do
organismo, uma vez que se constituem como as
Unicas células efetoras do sistema imunitario
presentes nos tecidos [1-4].

A nivel morfologico, a sua caracteristica mais
relevante corresponde a presenca de numerosos
granulos secretores, distribuidos por todo o
citoplasma, sendo estas as estruturas celulares
que permitem a identificacdo histoquimica
destas células [4-6].

Atualmente sao reconhecidos como células
altamente complexas e que desempenham
multiplas funcdes bioldgicas de extrema
importancia, havendo crescente evidéncia que
aponta para a sua participacao em processos
neoplasicos [2,5,7].

Além da participacdo em inimeros processos,
quer fisiolégicos, quer patoldgicos, os
mastocitos, tal como todas as células do
organismo, podem ser eles proprios sede de
patologias, genericamente designadas de
mastocitoses.

Percebendo a importancia e o envolvimento dos
mastocitos em diversos processos patologicos e
dada a necessidade da sua identificacao
especifica tanto para a caracterizacao
histologica de um possivel processo patologico,
como para a confirmacdo de um diagndstico,
foram, ao longo do tempo, desenvolvidas varias
técnicas histoquimicas que permitissem a sua
evidenciacao em tecidos fixados em formol e
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incluidos em parafina. Entre elas destacam-se o
azul de toluidina, giemsa e violeta de cresil,
técnicas que possibilitam a identificacao destas
células através da coloracao dos seus granulos
citoplasmaticos [8-13].

Embora a técnica de azul de toluidina seja
considerada o gold standard, nao é
exclusivamente especifica para a evidenciacao
dos mastocitos. Neste contexto estao descritas e
validadas outras técnicas histoquimicas como a
coloracdo de giemsa, que possui inlmeras
aplicacdes no diagnostico anatomo-patoldgico e
que é uma coloracao frequentemente referida
como alternativa ao azul de toluidina, ou o
violeta de cresil. Contudo a sua aplicabilidade na
evidenciacao deste tipo celular continua pouco
estudada.

Assim, este estudo teve por objetivo determinar,
de entre as coloracoes azul de toluidina, giemsa
e violeta de cresil, a que permite obter laminas
histoldgicas com melhor qualidade final na
evidenciacdo de mastocitos, em tecidos
humanos fixados em formol 10% e incluidos em
parafina.

MATERIAL E METODOS

Casos em Estudo

Para a realizacao deste estudo experimental, foi
selecionado um total de 20 amostras histologicas
com presenca confirmada de mastdcitos, sendo
4 de cada um dos seguintes tecidos: pele, figado,
rim, estdbmago e tirdide. Para a selecdo dos
blocos foi apenas tida em conta a presenca de
mastocitos, ignorando-se outros fatores como a
presenca/auséncia de qualquer patologia, idade
e/ou género dos individuos. Os blocos
selecionados correspondiam a exames
realizados durante o mesmo ano. Com excecao
dos blocos que continham fragmentos de pele,
todos os outros diziam respeito a material de
necropsia.

Selecionou-se ainda, como controlo positivo,
uma amostra histoldgica de pele de um caso com
diagnostico confirmado de mastocitose.

Fixacao, Processamento e Microtomia

Por se ter recorrido a material de arquivo, as
etapas de fixacao e processamento nao foram
especificamente controladas para a realizacao
deste estudo. Assim, todas as amostras
histologicas utilizadas, foram previamente
fixadas e processadas de acordo com a
metodologia padrdao do laboratorio (formol
neutro tamponado a 10%, temperatura
ambiente, 24 a 48 horas para pecas cirlrgicas e
bidpsias, 1 a 2 semanas para material de
necropsia).

Apos confirmacao da presenca de mastocitos em
todos as amostras histolégicas utilizadas,
realizaram-se 3 cortes histoldgicos de cada bloco
selecionado, um por coloracao. Estes cortes
foram realizados a uma espessura de 3pum, tendo
sido colocado 1 corte por lamina, num total de 60
laminas (20 laminas por cada coloracao).
Procedeu-se de igual forma para a amostra
controlo.

Coloragoes

Cada coloracao foi realizada simultaneamente
nas respetivas laminas, incluindo a lamina de
caso controlo, para que todas fossem coradas
nas mesmas condicoes. As solucbes corantes
utilizadas foram: Toluidine blue O (C.I. 52040;
Certistain®, Merck) [14], Giemsa's azur eosin
methylene blue solution (C.I. 109204; Merck)
[15] e Cresyl violet acetate (C.lI. 105235,
Certistain®, Merck) [16].

Azul de toluidina

As laminas foram, inicialmente, desparafinadas
e hidratadas. De seguida foram coradas, durante
10 minutos a temperatura ambiente, com
solucao aquosa de azul de toluidina 0,1% e
lavadas em agua destilada. Por fim, as laminas
foram desidratadas, clarificadas e montadas em
Entellan®[17].

Giemsa

Apos desparafinacao e hidratacao, as seccoes
tecidulares foram coradas com a solucao de
giemsa a 20%, durante 1 hora a temperatura
ambiente. Concluido este passo, os cortes foram
diferenciados em alcool 95°, com controlo ao
microscopio. Apos esta diferenciacdo os tecidos
foram desidratados em alcool 100°, clarificados
em xilol e montados em Entellan®[18].

Violeta de cresil

As laminas, desparafinadas e hidratadas, foram
coradas com uma solucao de violeta de cresil a
1%, durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Seguidamente, as seccOes foram lavadas em
agua corrente e contrastadas com Van Gieson,
durante 6 segundos a temperatura ambiente. Por
ultimo, as laminas foram desidratadas em alcool
a 100°, clarificadas e montadas em Entellan®
[19].

Avaliacao das Laminas

Tendo em consideracao o objetivo tracado -
determinar a coloracdo histoquimica que
permite obter laminas histoldgicas com melhor
qualidade - foi construida uma grelha de
avaliacao, tendo-se considerado os seguintes
critérios: preservacao da morfologia do tecido,



intensidade da coloracao especifica, coloracao
inespecifica, contraste e observacao do detalhe
nuclear (Quadro 1). A grelha foi igualmente
construida com o intuito de permitir a conversao
da qualidade das laminas em dados
quantitativos, através da atribuicdo de um score
final a cada lamina. A grelha utilizada foi
previamente validada.

De forma a relevar a importancia relativa de
cada critério para a qualidade da coloracao
histoquimica, foram atribuidos diferentes
fatores de ponderacao (Quadroll).

Por ultimo, os scores finais calculados foram
multiplicados pelo fator de unificacao 2,5, de
forma a que a qualidade final das laminas fosse
convertida para uma escala de 0 a 100, em que 0
corresponde a pontuacado minima e 100 a
pontuacao maxima. Neste contexto, considera-
se que valores superiores ou iguais a 50
representam scores de qualidade positivos.

Preservacao
da Morfologia

do tecido

Intensidade
da coloracao
especifica

Métodos Estatisticos

Os dados obtidos foram analisados com recurso
ao software estatistico Statistical Package for
Social Sciences® (SPSS®) 17.0 para Windows. O
tratamento grafico dos resultados foi realizado
recorrendo ao SPSS® e ao Microsoft Office Excel®
2010.

Para a comparacao de resultados entre os grupos
(técnicas de coloracao) foi utilizado o teste
paramétrico One-way ANOVA, tendo-se
considerado um a=0,05.

Observacao
do detalhe
nuclear

Coloracao

inespecifica Contraste

Ausente e Presente e v?gzl:l?;;i;o
‘"Vall,‘da_ 2 Nula 1nval!1da_ & da coloracio ~ Nao observavel
avaliacao avaliacao i
< < especifica
- Fraca - - -
Nao influencia a q
Ausente mas Presente mas visualizacio da Observavel com
nao invalida a Moderada nao invalida coloraccéo pormenor
avaliacao a avaliacao A -
G C especifica limitado
- Forte - - -
SRS & Observavel com
P q Muito f A visualizagao da elevado
resente uito forte usente coloracdo cevado.
especifica P

Quadro | - Critérios de avaliacdo da qualidade das coloracées azul de
toluidina, giemsa e violeta de cresil na evidenciacdo de mastdcitos em fragmentos
histologicos

Fonte: Adaptado de Ferro, Amadeu. Técnicas imunocitoquimicas. Texto
Inédito. Lisboa: Escola Superior de Tecnologia da Satde de Lisboa; Area Cientifica
de Anatomia Patolégica, 2008.

Preservacdo | Intensidade

Observacao

Coloracao
inespecifica

da Morfologia | da coloracao
especifica

de detalhe
nuclear

Contraste
do tecido

Fator de
poderagao

Quadro Il - Fatores de ponderagdo atribuidos a cada um dos critérios
utilizados na avalia¢ao da qualidade das coloragoes azul de toluidina, giemsa
e violeta de cresil na evidenciagdo de mastécitos em fragmentos histologicos
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RESULTADOS

Em termos qualitativos, observou-se que todas
as técnicas de coloracdo permitiram distinguir os
mastocitos das restantes estruturas tecidulares.
As Figuras 1, 2 e 3 exemplificam o aspeto final de
cada coloracao, demonstrando os resultados
obtidos.

As laminas coradas pela técnica de giemsa
obtiveram o score médio mais elevado, seguidas
das laminas coradas pela técnica de violeta de
cresil e, por ultimo, das laminas coradas pela
técnica de azul de toluidina (Grafico ).
Relativamente ao desvio-padrao, a coloracao de
azul de toluidina apresenta o maior valor, 17,7,
seguida da coloracao de giemsa com 16,2. O
menor valor de desvio-padrao corresponde a
coloracao de violeta de cresil com 13,2.

Para os tecidos figado, rim e pele, a coloracdo de
giemsa obteve resultados superiores,
comparativamente com as coloracgdes de azul de
toluidina e de violeta de cresil. Relativamente
aos restantes tecidos utilizados, tirdide e
estomago, os melhores resultados foram obtidos
com a técnica de violeta de cresil. Contudo, as
diferencas obtidas entre os valores médios dos
scores finais € muito ténue entre as trés
coloracoes, em particular para as laminas de
tirdide e de estomago (Grafico ll).

Figura 1 - Seccdo de pele corada com a coloragdo de azul
de toluidina. Granulos dos mastdcitos (setas) corados
metacromaticamente de violeta/purpura. (400X)

Figura 2 - Secgdo de pele corada com a coloragdo de giemsa.
Granulos dos mastdcitos (setas) corados metacromaticamente
de violeta/purpura. (400X)

=

Figura 3 - Secgdo de pele corada com a coloracao
de violeta de cresil.Grdnulos dos mastdcitos (setas)
corados metacromaticamente de violeta/purpura. (400X)
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0 10 20 30 40

50 60 70 30 a0 100
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Grafico I- Valores de média e desvio-padrdo do score final obtidos cada coloragdo histoquimica em estudo

(ANOVA; p>0.05).

oAzul de Toluidina ©DOGiemsa OVioleta de Cresil

100

a0

70.9 6o 4

Score Final

Figado Rim

63.4 62,8 63.8 634 63,1 638

Fele Tirgide Estémago

Grdfico Il - Valores médios do score final obtidos para cada coloracdo histoquimica em estudo, por tipo de tecido.

DISCUSSAO

Os mastdcitos sao células do sistema imunitario
muito pouco estudadas em Anatomia Patoldgica,
area em que a pesquisa e o estudo deste tipo
celular estdao praticamente restringidos a
confirmacao do diagnostico de mastocitoses,
realizada, na maioria das vezes, com recurso a
técnica de coloracdo de azul de toluidina.
Contudo, a importante funcao destas células em
inimeros processos fisiologicos e patologicos,
bem como a crescente evidéncia da participacao
destas células em processos neoplasicos parece
estar a despertar o interesse da comunidade
biomédica [2,5,7].

No que se refere aos resultados obtidos, de modo
geral, todas as coloracdes apresentaram scores
de qualidade de coloracao positivos (>50), o que
permite afirmar que as trés técnicas de
coloracao estudadas podem ser utilizadas na
evidenciacao histoquimica dos mastocitos para
fins diagnosticos. A proximidade verificada entre
as trés coloracoes, e o facto de as diferencas ndao
apresentarem significado estatistico, deixa
transparecer uma qualidade semelhante na
distincao destas células, em tecidos fixados em
formol 10% e incluidos em parafina.

Jano que se refere a distribuicao dos resultados,
a coloracao de violeta de cresil foi a que obteve
menor desvio-padrao, seguida da coloracao de

09



10

giemsa e da coloracao de azul de toluidina.
Neste sentido, apesar de a coloracao de giemsa
ter obtido a melhor média, o menor desvio-
padrao verificado para a técnica de violeta de
cresil deixa transparecer, no nosso ponto de
vista, uma maior consisténcia e homogeneidade,
caracteristicas que estdao na base de resultados
mais fiaveis.

Havendo, assim, diferentes alternativas de
qualidade semelhante no que a evidenciacdo
histoquimica de mastocitos diz respeito, a
escolha da técnica de coloracao a utilizar podera
prender-se com outros fatores, nomeadamente:
disponibilidade de reagentes, custo relativo ou o
tempo disponivel para a realizacao da técnica.
Quanto a disponibilidade de reagente, a técnica
de giemsa pode apresentar vantagem
relativamente aos outros dois corantes, dadas as
inUmeras utilidades deste corante em Anatomia
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INTRODUCAO

0 carcinossarcoma uterino, ou tumor miilleriano misto maligno, € um tumor raro, que compreende 2-5%
dos tumores malignos do Utero, com origem nos canais embrionarios denominados canais muillerianos,
que dao origem aos componentes epitelial e mesenquimatoso do 6rgao.0 carcinossarcoma tem mau
progndstico e a taxa de sobrevida aos 5 anos é de 33-39% [1-3].

Desenvolve-se geralmente em mulheres pos-menopausa, com idade superior a 60 anos, sem
antecedentes ginecologicos, com maior incidéncia em mulheres obesas, hipertensas, nuliparas e/ou
diabéticas. A sintomatologia inclui piometra, hemorragia vaginal, dor abdominal e massa abdominal
[3,4].

Existe uma frequéncia aumentada apos a terapéutica com tamoxifeno, com uma incidéncia de 17 em
cada 100 000 mulheres.O Tamoxifeno atua como anti-estrogénio na mama, no entanto, dados clinicos
demonstram que tem um efeito estrogénico no endométrio. O aparecimento da neoplasia endometrial
pode ter um longo periodo de laténcia, e por esse motivo recomenda-se a monitorizacdao das mulheres

[5].

INFORMACAO CLINICA

O caso em estudo diz respeito a uma mulher de
68 anos, com antecedentes pessoais de menarca
aos 12 anos, ciclos regulares, uma gravidez e um
parto, sem antecedentes de patologia
ginecologica e hipertensao arterial moderada ha
10 anos. Foi-lhe diagnosticada uma neoplasia do
reto em 2002 no hospital da area de residéncia,
onde realizou quimioterapia e radioterapia
neoadjuvante, tendo a partir dessa data
vigilancia ginecoldgica regular. Em 2012
apresentou um quadro clinico de dores pélvicas e
metrorragias, sendo realizada uma tomografia
computorizada na qual se observou aumento das
dimensdes da cavidade endometrial, com
espessamentos nodulares no corpo e no istmo e
com envolvimento do colo e do fornix esquerdo
da vagina. Em 2013, ap6s uma bidpsia do
endométrio com diagnostico de carcinossarcoma
endometrial, foi referenciada ao Instituto
Portugués de Oncologia de Lisboa Francisco
Gentil. Na consulta de ginecologia foi efetuada
colheita para analise citologica do colo uterino e
foi detetado por palpacdo um ganglio inguinal, o
qual posteriormente foi estudado por citologia
aspirativa por agulha fina, tendo como
diagnostico metastase ganglionar de neoplasia

maligna pouco diferenciada, compativel com
carcinossarcoma endometrial. Como parte da
rotina de admissao de novos doentes, as laminas
da biopsia do hospital da area de residéncia
foram revistas, tendo sido diagnosticada uma
neoplasia maligna bifasica com componente
epitelial de tipo adenocarcinoma pouco
diferenciado (carcinossarcoma). A doente foi
novamente encaminhada para o hospital da area
de residéncia para realizar quimioterapia, pelo
que se desconhece o seguimento.

ACHADOS CITOLOGICOS

A amostra citologica foi colhida em meio liquido
(ThinPrep®), processada e corada com coloracao
de Papanicolaou. No exame microscopico
observa-se um fundo com detritos celulares e
sangue (Figura 1), células bem preservadas do
tipo intermediario e parabasal, correspondendo
a epitélio exocervical atrofico, e agregados
tridimensionais de células epiteliais com limites
mal definidos, nlcleos pleomérficos,
hipercromaticos, nucléolos proeminentes e
cromatina grosseira (Figura 2). Existiam também
agregados de células atipicas fusiformes, por
vezes multinucleadas e com nucleos
pleomorficos (Figuras 3 e 4).
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Figura 1 - ThinPrep (Papanicolaou, 10x).

Figura 2 - ThinPrep (Papanicolaou, 40x).

Figura 3 - ThinPrep (Papanicolaou, 40x).

Figura 4 - ThinPrep (Papanicolaou, 40x).

DISCUSSAO

Aetiologia do carcinossarcoma nao € consensual,
existindo dois principais modelos teoricos para
explicar a sua origem: i. Teoria monoclonal
(Teoria da Colisao), que sugere a colisao entre
dois tumores de diferentes componentes dando
origem ao carcinossarcoma; ii. Teoria policlonal,
que compreende a Teoria da Combinacao e
Teoria da Conversao, sendo a ultima a mais
apoiada. Na Teoria da Combinacdo uma célula
estaminal tumoral é diferenciada em
componente epitelial, sofre estimulacao pela
proteina transforming growth factor beta (TGF-
B) no componente mesenquimatoso, que se
funde com o componente epitelial, originando o
carcinoma. Na Teoria da Conversao, o
componente epitelial sofre uma diferenciacao
metaplasica, da qual surge o componente
mesenquimatoso [3,4].

Apresenca de metastases € um importante fator
de prognostico ocorrendo em cerca de 70% dos
pacientes. O carcinossarcoma do Utero
metastiza mais frequentemente para o pulmao
(49%), peritoneu (44%), ganglios linfaticos
pélvicos ou para-aorticos (35%), glandula supra-
renal ou 0sso (19%), com uma taxa de sobrevida
de 2 anos. E discutido qual o componente mais
agressivo e mais propenso a metastizar, sendo
este um problema ainda sem solucao [2].

Devido a rapida progressao desta neoplasia, a
primeira acdo terapéutica indicada é a
histerectomia total com salpingo-ooforectomia
bilateral, linfadenectomia pélvica, dissecacao
dos ganglios aodrticos e bidpsia omental. A
radioterapia adjuvante permite um controlo
local das recidivas, contudo sem alterar a
sobrevivéncia. A elevada taxa de recorréncias e
metastizacao a distancia tornam estes tumores
candidatos a terapéutica sistémica. Geralmente
a cirurgia complementa-se com quimioterapia
adjuvante. No entanto, nao existem estudos que
comprovem a sua eficacia terapéutica, sendo
realizado consoante as caracteristicas
especificas de cada caso [2,3,5].

O carcinossarcoma pode sobre-expressar
recetores de tirosina quinase como o Her-2,
EGFR ou c-Kit. Acompreensao dos processos que
envolvem estas proteinas reguladoras do ciclo
celular podem no futuro melhorar o progndstico
deste tumor, sugerindo potenciais alvos
terapéuticos [6-8].

Apesar das caracteristicas morfologicas
observadas favorecerem o diagnostico de
adenocarcinoma, a presenca de células
fusiformes atipicas, com nucléolos evidentes,
permitiu a identificacado de um componente
mesenquimatoso (Figura5).
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Figura 5a - Meio liquido ThinPrep (Papanicolaou, 10x).

A existéncia de dois componentes, com origens
distintas (epitelial e mesenquimatoso), sao
caracteristicas morfoldogicas do
carcinossarcoma, tal como confirmado pela
biopsia onde se efetuou imunomarcacao com o
anticorpo anti-citoqueratina 7. Foi observada
marcacao especifica na componente do tumor
que corresponde a diferenciacao glandular, ndo
existindo marcacéao nas células fusiformes, o que
revela as duas componentes do tumor (Figuras 6
e7).

Figura 7 - Imunohistoquimica (Citoqueratina 7, 10x).

Outubro de 2014

Figura 5b - Ampliagdo do componente
mesenquimatoso.
- Meio liquido ThinPrep (Papanicolaou, 40x).

A imunohistoquimica é uma técnica essencial no
diagnodstico do carcinossarcoma permitindo a
diferenciacao dos dois componentes que
constituem este tumor. Como as células mais
comuns do componente mesenquimatoso sao os
rabdomioblastos, a reacao positiva do anticorpo
anti-desmina permite identificar a
diferenciacao muscular do tumor. No entanto, a
diferenciacdo condrocitaria ou adipocitaria do
componente mesenquimatoso pode ser
evidenciada com o anticorpo anti-S100. A
evidenciacao do componente epitelial pode ser
demonstrado pelos anticorpos anti-
citoqueratina 7, acima referido, e anti-
Epithelial Membrane Antigen (EMA) [7,8,10].
Este tumor faz diagndstico diferencial com
tumores distintos: o adenocarcinoma
endometrial e o sarcoma puro, sendo as
caracteristicas de ambos observadas em
diferentes areas no carcinossarcoma.

Por se tratar de um tumor raro é fundamental
que as suas caracteristicas sejam do
conhecimento dos profissionais que intervém no
diagnostico citologico, de forma a assegurar uma
correta identificacao da neoplasia, cuja
dificuldade de diagnostico nao reside em
caracteriza-la como maligna, mas sim em
determinar a sua bidiferenciacao.
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RESUMO

A bactéria Helicobacter pylori infeta o estomago de aproximadamente metade da populacdo humana
estando associada ao desenvolvimento de adenocarcinoma gastrico e outras patologias gastricas. A
terapéutica com antibidticos é ineficaz em aproximadamente 20 a 30% dos pacientes, devido
principalmente a resisténcia aos antibidticos, tornando necessario o desenvolvimento de novas
terapéuticas. A terapéutica fagica consiste na utilizacao de bacteriéfagos para provocar a lise celular,
sendo um processo alternativo a fim de evitar a resisténcia aos antibioticos.

Pretende-se pesquisar por PCR o gene da integrase de fagos de H. pylori de forma a compreender a
prevaléncia de profagos nesta espécie e determinar a distribuicdo geografica e/ou a patologia
associada a estirpes integrase positivas. Em estirpes positivas para o gene que codifica a integrase
foram pesquisados outros genes profagicos, como a primase.

Em 866 estirpes isoladas de doentes com origem e patologias diversas foi feita a amplificacao por PCR e
sequenciacao do gene da integrase de fagos de H. pylori. As estirpes positivas para o gene da integrase
foi feita amplificacdo por PCR e sequenciacdao de outros genes do profago. Efetou-se a analise
filogenética e estatistica de todas as sequéncias obtidas.

A pesquisa por PCR do gene da integrase do fago mostrou uma prevaléncia de 19,3%. A analise
filogenética da integrase demonstrou haver clusters de estirpes de acordo com a regido geografica. Os
resultados mostram haver associacao da presenca de profagos em estirpes isoladas de doentes com
Ulcera péptica.

Os resultados reforcam a abundancia de sequéncias de profagos em H. pylori.

PALAVRAS-CHAVE: Helicobacter pylori, Profagos

INTRODUCAO dos pacientes, tornando necessario o
desenvolvimento de novas terapéuticas. A
Helicobacter pylori terapéutica fagica consiste na utilizacao de

Abactéria Helicobacter pylori infeta o estdmago
de aproximadamente metade da populacao
humana e esta associada ao desenvolvimento de
gastrite, Ulcera péptica, adenocarcinoma
gastrico e linfoma MALT (Tecido Linfoide
Associado a Mucosa) gastricos [1].

Apesar da infecao por H. pylori na maioria dos
individuos (aproximadamente 70%) permanecer
assintomatica, 10 a 20% poderdao vir a
desenvolver Ulcera péptica e 1 a 2% cancro
gastrico ao longo da vida [2]. Desde o
aparecimento desta associacao variados aspetos
daimunopatogénese tém sido estudados [3].
Aterapéutica utilizada, atualmente, é composta
por dois antibioticos e um inibidor da bomba de
protoes, tendo o tratamento uma duracao
habitual de 7 dias [2]. No entanto, devido
principalmente a existéncia de bactérias
multiresistentes a antibidticos, a terapéutica
com antibioticos € ineficaz em cerca de 20 a 30%

bacteri6fagos para provocar a lise celular, sendo
um processo alternativo a fim de evitar a
resisténcia aos antibioticos [4, 5].

Bacteriofagos (Fagos)

Os bacteriofagos sao virus cujos hospedeiros sao
bactérias.Os bacteridéfagos, que infetam
Helicobacter pylori, possuem cadeia dupla de
DNA e pertencem a ordem Caudovirales.
Pertencem a familia Siphoviridae, quando
apresentam cauda longa e nao contratil [6] ou a
familia Podoviridae, se a cauda for curta e,
também, nao contratil [7].

A infecao por fagos inicia-se com a adsorcao a
recetores da superficie bacteriana. Os fagos
tendem a ligar-se a estirpes especificas
injetando os seus acidos nucleicos no citoplasma
do hospedeiro. Apos este ponto pode seguir duas
vias, o ciclo litico ou o ciclo lisogénico,
provocando a lise da bactéria hospedeira ou
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integrando-se no genoma bacteriano,
respectivamente [8].

Apds a integracao do genoma fagico no genoma
da bactéria, o fago passa a ser designado profago
e abactéria de bactéria lisogénica [9].

MATERIAL E METODOS

Estirpes de H. Pylori

Foram utilizadas 866 estirpes de H. pylori para
pesquisa do gene da integrase de fagos de H.
pylori. As estirpes pertencem as colecoes do
Laboratorio Nacional das Infecdes
Gastrointestinais do Departamento de Doencas
Infeciosas do Instituto Nacional de Salde Dr.
Ricardo Jorge, da Université Bordeaux Segalen
(Franca) e do Rabin Medical Center do Beilinson
Hospital (Israel).

A cultura inicial de H. pylori foi efetuada
descongelando as estirpes. Foram utilizados
meios seletivos e nao seletivo MHA (Mueller-
Hinton Agar) com 5% de sangue (Biogerm,
Portugal) e incubadas em condicdes de
microaerofilia durante 24h ou 48h.

Na pesquisa por PCR do gene da integrase de
fagos de H. pylori das 866 estirpes isoladas de
doentes de origem geografica diferente, 686
eram de origem europeia, 60 de origem africana,
119 de origem asiatica e 1 de origem americana.
Em relacao a patologia associada 218 provieram
de doentes com Ulcera péptica, 415 com
gastrite, 76 com adenocarcinoma gastrico, 63
linfoma MALT e em 94 nao foi possivel aceder a
informacao de qual a patologia associada.

Pesquisa por PCR do Gene da Integrase de
Fagos de H. Pylori

Os primers utilizados para a integrase, primase e
para a regiao do fim do fago foram desenhados
com base no alinhamento dos genomas de uma
estirpe de Helicobacter acinonychis, de H. pylori
B45 e H. pyloriB38.

Na reacao de PCR para a pesquisa do gene da
integrase foi utilizado tampao 1X (Promega),
dNTPs a 0,2 pM (New England BiolLabs), cloreto
de magnésio a 0,09 mM (Promega), primers a
0,48 pM (Invitrogene), Taq polimerase a 1,25 U
(Promega), 1 pL de DNA de H. pylori e a mesma
mix, mas sem adicao de DNA como controlo
negativo.

A desnaturacao aconteceu durante 4 min a 94°C,
cada reacao foi amplificada em 35 ciclos: 30
segundos a 94°C, 30 segundos de hibridizacao a
58°C e 60 segundos a 72°C. A extensao continuou
por 7 minutos, também, a 72°C.

Apds a reacao de PCR foi feita eletroforese em
gel de agarose (Sigma Life Science) a 2%
(Figura 1), usando como controlo positivo a
estirpe B45, que é positiva para o gene da

integrase, primase e fim do fago, e como
controlo negativo a mix de PCR mas sem a adicao
de DNA.

Figura 1 - A) 1: Marcador', 2: CP, 3 e 6: (+) integrase, 4 e 5:
(-)integrase, 7: CN.
B) 1: Marcador’, 2: CP, 3: (-) primase, 4: (+) primase
e 5: CN.
C) 1: Marcador’, 2: CP, 3: (-) fim do fago, 4: (+) fim
do fago e 5: CN.

'Marcador 1kb DNA Ladder

*Marcador 100pb DNA ladder

CP: Controlo positivo;

(+): estirpe positiva para o gene da integrase (ou primase ou regido do fim do fago);
(-): estirpe negativa para o gene da integrase(ou primase ou regido do fim do fago);
CN: Controlo negativo

As estirpes positivas para o gene da integrase
foram purificadas e sequenciadas (Stabvida,
Portugal) em ambas as cadeias (Figura 2). Para a
purificacao do produto de PCR foi utilizada a
resina (Spharyl S400 High Resolution, GE
Healthcare) e as colunas (lllustraTM MicrospinTM
columns, GE Healthcare).
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Figura 2 -Arvore filogenética do gene da integrase neighbor-joing

method, kimura two-parameter model (1000 réplicas). Estirpes

isoladas de pacientes com diferentes patologias: .

C - Adenocarcinoma, G - Gastrite, M - Linfoma MALT e U - Ulcera

Péptica.
Apos a purificacdo procedeu-se ao controlo
positivo da purificacdao fazendo uma
eletroforese para confirmar a presenca de DNAe
enviar para sequenciacao. Foi feita a
quantificacdo da concentracao do DNA com o
Qubit dsDNAHS Assay Kit (Invitrogene).



Pesquisa por PCR do Gene da Primase e Fim do
Fago de Fagos de H. Pylori

Todas as estirpes com a sequéncia de integrase
positiva foram, também, testadas quanto a
presenca de outros genes fagicos, primase e fim
do fago.

Na reacao de PCR para a pesquisa do gene da
primase e da regiao do fim do fago foi utilizado
tampao 1X (Promega), dNTPs a 0,2 uM (New
England BioLabs), cloreto de magnésio a 0,09 mM
(Promega), primers a 0,48 uM (Invitrogene), Taq
polimerasea 1,25 U (Promega), 1 uLde DNAde H.
pylori e a mesma mix, mas sem adicao de DNA
como controlo negativo.

Os restantes procedimentos foram semelhantes
aos descritos para o gene da integrase, exceto
que neste caso a hibridizacao decorreu a 63°C.

Andlise Filogenética das Sequéncias de H.
pylori

A analise filogenética das sequéncias de
integrase foi obtida utilizando o software MEGA
5.05 e o método neighbor-joining e o modelo
Kimura two-parameter [10].

Analise Estatistica das Sequéncias de H. Pylori
A analise estatistica das estirpes estudadas foi
feita utilizando o teste do Qui-quadrado e o teste
de Fisher.

RESULTADOS

Prevaléncia de Profagos em Helicobacter
pylori

A pesquisa por PCR do gene da integrase do fago
mostrou uma prevaléncia de 19,3%. Nos
resultados globais da amplificacao por PCR, das
866 estirpes analisadas, 3,5% foram positivas
para a presenca do gene da integrase e da
primase, 2,9% foram positivas para presenca do
gene da integrase e do fim do fago. Apenas 0,8%
das estirpes foram, simultaneamente, positivas
para a presenca dos 3 genes estudados,
integrase, primase e fim do fago.

Analise Estatistica

No presente estudo esta analise foi utilizada
para tentar compreender se existe associacao
entre a patologia e/ou origem e a positividade
para o gene daintegrase, primase e fim do fago.
No teste do qui-quadrado em que se testou a
independéncia [11] entre patologia associada as
estirpes de H. pylori e presenca do gene da
integrase obteve-se um valor p=0,0479. Este
resultado sugere que existe associacao
estatistica entre a patologia e a presenca do
gene da integrase. O valor que mais parece
contribuir para esta associacdo € a Ulcera
péptica.

No teste do qui-quadrado em que se testou a
independéncia entre patologia associada as
estirpes de H. pylori testadas e presenca da
regiao do fim do fago obteve-se um valor
p=0,0555 (maior que 0,05). Este resultado
significa que, apesar de estar proximo do limite,
com os dados que temos nao existe associacao
estatistica entre a patologia e a presenca da
regiao do fim do fago. O valor que mais parece
contribuir para esta aproximacao ao valor limite
de associacao é Ulcera péptica.

No teste do qui-quadrado em que se testou a
independéncia entre a origem geografica das
estirpes de H. pylori testadas e presenca da
regiao do fim do fago obteve-se um valor p=
0,0789, nao existindo associacdo estatistica
entre a origem e a presenca da regiao do fim do
fago. Os restantes parametros analisados nao
apresentaram associacao estatistica.

Analise Filogenética do Gene da Integrase

A analise filogenética das sequéncias dos
produtos de PCR do gene da integrase originou
uma arvore filogenética com 4 clusters (grupos
de sequéncias com semelhanca entre si) (Figura
2).

Foi feita comparacdo com sequéncias do gene da
integrase presentes noutras espécies de
Helicobacter, como H. cetorum (isolado de
mamiferos marinhos), que se encontram
situadas em posicoes mais extremas da arvore
filogenética. O nome das estirpes termina com
uma letra que designa a patologia associada a
essa estirpe.

A analise filogenética do gene da integrase
demonstrou haver clusters de estirpes de acordo
com a regidao geografica, nao ocorrendo, a
mesma situacao em relagdo as patologias.

Andlise Filogenética do Gene da Primase

Foi estudado em que clusters as estirpes
positivas para o gene da primase (Figura 3) se
localizavam, e se se localizavam nos mesmos
clusters da arvore filogenética da integrase, ou
seja, se analisando um gene diferente os clusters
se mantinham. Por exemplo, relativamente as
sequéncias de origem asiatica KHP30, 1961 e
KHP40 que estavam no cluster C da arvore
filogenética para analise do gene da integrase,
também, na arvore filogenética para a analise do
gene da primase aparecem juntas, dai que nesta
figura tenha sido adotada a mesma identificacao
declusterC.

De um modo semelhante as estirpes que nesta
figura aparecem agrupadas e identificadas com
um B, significa que, também, estavam juntas na
arvore filogenética para analise do gene da
integrase e pertenciam ao cluster B.
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Figura 3 - Arvore filogenética do gene da primase, neighbor-joing method, kimura two-parameter model
(1000 réplicas). Estirpes isoladas de pacientes com diferentes patologias: C-Adenocarcinoma, G-Gastrite,

M-Linfoma MALT e U-Ulcera Péptica.

O cluster B apresenta 3 estirpes estudadas, duas
delas de origem portuguesa e uma de origem
sueca.

Andlise Filogenética da Regido do Fim do Fago

Foi, também, estudado em que clusters estas
estirpes, positivas para a regiao do fim do fago,
se localizam e se se localizavam nos mesmos

clusters da arvore filogenética da integrase, ou
seja, se analisando um gene diferente os clusters
se mantinham (Figura 4). Esta verificou-se ser
uma hipotese verdadeira. Sendo utilizado o
mesmo esquema de anotacao.
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Figura 4 - Arvore filogenética da regido do Fim do Fago, neighbor-joing method, kimura two-parameter mode
(1000 réplicas). Estirpes isoladas de pacientes com diferentes patologias: C-Adenocarcinoma, G-Gastrite,

M-Linfoma MALT e U-Ulcera Péptica.



DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os resultados reforcam a informacao da
abundancia de sequéncias profagicas em H.
pylori [7]. A generalidade das sequéncias parece
pertencer a profagos remanescentes integrados
no genoma bacteriano, uma vez que na maioria
dos casos as estirpes sao positivas para um gene
mas nao o sao para os restantes genes fagicos.
Apenas 0,8% das estirpes sao, simultaneamente,
positivas para a presenca dos genes da integrase,
primase e fim do fago.

Na pesquisa por PCR pesquisou-se um gene do
inicio, um gene do meio e a regiao do fim do fago
para que fosse possivel efetuar uma primeira
avaliacdo sobre a existéncia de profagos
completos, cuja confirmacao esta dependente
da sequenciacao completa do genoma do
profago.

Aanalise filogenética mostrou existirem clusters
de acordo com a origem geografica das estirpes,
uma vez que nos clusters pode-se observar que
as estirpes de origem asiatica estao agrupadas e

0 mesmo se passa com as restantes diversas
origens geograficas.

As estirpes foram isoladas de doentes com
diferentes patologias, mas as diferentes
patologias aparecem distribuidas em todos os
clusters, ou seja, nao existe agrupamento por
patologia. Apesar de filogeneticamente nao se
encontrar nenhuma discriminacao de acordo
com a patologia, as estirpes que sao
provenientes de doentes que tinham ulcera
péptica tém mais frequentemente profagos
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integrados do que as estirpes provenientes de
pacientes com outras patologias. O que pode
sugerir uma associacao entre a presenca do
profago e o desenvolvimento da Ulcera péptica.
Este aspeto é importante pois existem espécies
de bactérias em que a existéncia de profagos
esta associada a viruléncia (como por exemplo a
difteria e toxinas da colera), em que os profagos
codificam fatores de viruléncia que aumentam a
amplitude do hospedeiro e promovem a evasao
do sistema imunitario [12].

A analise estatistica mostrou haver associacao
entre a presenca do gene da integrase e Ulcera
péptica. A analise da associacao entre regiao do
fim do fago e Ulcera péptica apresenta um valor
p limite. Pode ser esclarecida esta possivel
associacdo aumentando o numero de estirpes
testadas.

Estudos futuros impdem a sequenciacao
completa de estirpes que foram positivas para a
presenca do gene da integrase, primase e fim do
fago numa tentativa de encontrar mais profagos
completos integrados no genoma de H. pylori.
Outro estudo possivel sera a procura de genes
que apresentem uma acao terapéutica
importante como, por exemplo, os genes das
lisinas fagicas, que podem ser utilizados na
terapia fagica.
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