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H. pylori em bidpsias gastri mmdamwandmrqwﬁdadedema;ﬁ/mmmﬁo,mﬂbhdo
-a melhor identificacdo do MIcroorganismo.
mwmmmmmmmmpmﬂ. pylori. De cada uma
mmeMmemmxmmm-HmWEaﬁm Giemsa,
Sayeed, Leung, Warthin-Starry e Imunocitoquimica. Os resultados foram quantificados apos visualizacso
microscopica das laminas e consequente classificacdo através de uma gretha de avaliagdo construida pelos
Investigadores, compasta pelos criterias: Intensidade, contraste e preservacdo tecidular. Todos os dadas foram
posteriormente analisados no programa SPSS® 12.0. Os resultados obtidos para os scores médios finals (escala
0 a 32) roram: Sayeed com 16,817 Hematoxilina-Eosina com 17,650, Leung com 23,442; Warthin-Starry com
szmmn'WeamwlmumquUM'mmw& Com recurso ao teste estatistico
OneWay Anova mxmmmmwosmammmséommmwm
205 de todas as outras técnicas e que os resultados obtidos para as Técnicas de Giemsa, Warthin-Starry e Leung
S0 estatisticamente superiores aos obtidos para Sayeed e Hematoxilina-Eosing.

Conclul-se que a técnica de Imunocitoquimica representa o metodo mais indicado, dentro das técnicas em
estudo, para identificar o H. pylori de forma perceptivel e viavel. Dentro dos métodos histoguimicos a técnica de
Giemsa demonstra ser & majs indicada. Sugere-se para futuras trabalhos realizar um estude, no qual seria
mm-mwwmmmwsdemumwuﬂnzaemmwﬁmm
WMummmmwmmmwmm
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INTRODUCAO

O microorganismo, Helicobacter pylari (4. pylori), €
uma bactéria Gram negativa, hidrofébica e
microaerofilica, que coloniza o epitélio gastrico [2].
Quando visualizada em biopsias gastricas encontra-se
normalmente sob a forma de bacilos curvos €
espiralados, podendo o seu tamanho variar entre
2.5pm a 3.5um de comprimento e 0.5um a 1pym de
diametro [8]. Esta bactéria apresenta, ainda, uma
superficie lisa de pdlos arredondados, contendo multi-
plos flagelos unipolares [8].

A elevada Incidéncia e prevaléncia do Helicobacter
pylori na populagdo mundial, representa uma preocu-
pacdo iminente. E alarmante saber, que esta bactéria
promove niveis tao elevados de infeccao, mesmo quan-
do ndo existem as condi¢des de fransmissdo que 0
justifiquem [2]. Por outro lado, a dificil deteccdo e
erradicacao da mesma, garantem que o indice de
prevaléncia se mantenha futuramente tao elevado,
como o é nos dias de hoje. Actualmente, ja foi com-
provada a associacao da infeccao por H. pylori e ©
desenvolvimento de patologias graves do foro gastri-
co [13]. Estas podem ser desde gastrites agudas,
gastrites cronicas, metaplasias intestinais, displasias, até
carcinomas gastricos ou linfomas MALT [16]. Associ-
ando os padrdes epidemioldgicos ao facto deste
microorganismo ser altamente patogénico para os se-
res humanos, facilmente se compreende a pertinéncia
de investigagbes que tenham como campo de estu-
do, 0 H. pylori.

Deteccao do Helicobacter pylori

As variadas técnicas que permitem a identificacdo do
H. pylori, podem ser agrupadas em dois tipos de méto-
dos: ndo invasivos e invasivos. Incluem-se neste Uitimo
as técnicas que requerem a colheita de fragmentos da
mucosa gastrica por endoscopia, como, por exemplo,
a Histologia [2]. Como todas as outras técnicas de
deteccao do M. pylon, a Histologla apresenta vanta-
gens e desvantagens. Porém, € o (nico método que
estende a sua avaliagao para além da identificagdo do
microorganismo, 0 que se revela extremamente Uil
quando se quer contextualizar a infeccdo caracterizan-
do as lesdes da mucosa gastrica [2].
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Técnicas em Histologia

A avaliacdo histoldgica do H. pylori pode ser realizada
cOm O recurso a varias técnicas de coloragao que o
evidenciam. De acordo com a literatura consultada
[9,12,14] as técnicas de coloracao mais utilizadas se-
rao a Hematoxilina-Eosina (HE), Giemsa, Leung, Sayeed
e Warthin-Starry. Existe ainda a técnica
imunocitoquimica que recorre a interacgdes antigénio-
anticorpo.

Hematoxilina & eosina

Esta coloracao tem por base a atracgao de cargas
opostas entre os tecidos e as moléculas dos corantes.
O H. pyiori, apesar de fracamente hematoxindfilo, pode
ser realmente identificado com a técnica de HE, no-
meadamentes se existir em grandes guantidades [5],
Assim, obtém-se 0s seguintes resultados: H. pylori
corado de roxo claro, nucleos marcados a roxo &
citoplasma corado de cor-de-rosa vivo.

Giemsa

A técnica de Giemsa pertence @ um grupo de colora-
cdes que tém 2 sua origem n3 coloragac de
Romanowsky, que, em 1891, obteve uma solucao de
Eosina Y e de Azul de Metileno axadado, que for inicial-
mente utilizada para identificar os parasitas da malana.
Nesta técnica, o Azul de Metileno cora o #. pylone os
nucleos das células de azul escuro, enquanto que a
Eosina Y marca o granulos ecsindfilos, os eritrocdtos e o
citoplasma das células de cor-de-rosa [15].

Segundo Cairns [1] 3 grande desvantagem desta téc-
nica & apresentar pouco contraste entre o
microorganismo € o tecido.

Leung

A técnica de Leung foi apresentada como um méto-
do rapido de coloracdo de H. pylori por Gibbon, Leung
& Vartanian [10]. Esta técnica baseia-se essencialmen-
te na aplicagac de dois corantes, o Amarelo de Alcido
e o Azul de Toluidina. Apds aplicacdo da coloragdo
obtém-se um corte histologico em que se podem
observar as bactérias a azul, o fundo a azul claro e as
mucinas a amarelo.

A grande vantagem desta técnica reside nas cores
que utiliza. Dado que, as bactérias se localizam prefe-
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rencialmente na zona do muco e que este se encon-
tra corado de amarelo, faclimente a marcagao azul que
identifica estes microorganismos sobressai. Mediante
a literatura consultada, esta € uma das técnicas mais
indicadas para a Identificacdo histologica do H. pylori
[12].

Sayeed

A técnica de Sayeed é bastante similar 3 técnica de
PAS [5], pois ambas tém como reagentes o acido
periddico, o reagente de Schiff e a Hematoxilina de
Harris. A principal diferenca reside na adicao do Azul
de Metileno ao protocolo da técnica de Sayeed. Des-
ta forma, & possivel distinguir o H. pyloria azul brilhan-
te, as mucinas a magenta e os nicleos a roxo. Numa
primeira analise, esta coloragao reine um padrao de
cores que podera promover uma boa visualizacao do
microorganismo e consequentemente facilitar a sua
identificacdo. No entanto, a sensibilidade e rapidez de
reaccao do Azul de Metileno provoca por vezes algu-
mas contrariedades, pela sobrecoloracdo das estrutu-
ras [5].

Warthin-Starry

Em 1920, Aldred Scott Warthin e Allen Chronister
Starry, demonstraram, através de uma impregnacao
argéntica, espiroquetas nos tecidos [18]. Esta técni-
ca, que teve por nome Warthin-Starry, conheceu mais
tarde outra aplicacao, tendo sido utilizada por um dos
primeiros cientistas a descrever o H. pylor, dado que
se constatou que permite uma boa observagdo des-
tes microorganismos [2].

A técnica de Warthin-Starry baseia-se na deposigao
de sais de prata que, apos a sua conversdo em forma
melalica, permitem a visualizacdo da estrutura preten-
dida. Caso a amostra seja positiva para H. pylor, esta
bactéria, assinalada a preto, ira sobressair no meio das
estruturas tecidulares marcadas a amarelo palido e a
castanho claro [4]. No entanto, existe a possibilidade
da propria técnica conferir uma aparéncia granular aos
organismos, o que pode ser confundido com precipi-
tado de prata [15]. Além destes factores, o Warthin-
Starry € dispendioso, moroso e prejudicial para o meio
ambiente. Por fim, apresenta uma marcagao que des-
vanece com o tempo, exigindo observacao imediata
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das 1aminas ou, em alternativa, o seu armazenamento
em local frio e escuro [5].

Imunocitoquimica

A Imunocitoguimica (ICQ) é uma metodologia utiliza-
da para diagnéstico em cortes histologicos, cujo me-
canismo se baseia nas reacgOes antigénio-anticorpo.
Neste trabalho foi utilizado o soro policlonal Rabbit anti-
Helicobacter Pylori (diluicdo 1/500) da DaKoCytomation
(B0471) com recurso ao método de recuperagao
antigénica por calor, utilizando-se uma panela de pres-
sao (2 minutos) em conjunto com o tampao borico
0,02M a pH 7.0 [11). Foi aplicada a técnica do polimero
indirecto com peroxidase/DAB — LabVision Corporation
TL-060-HL.

O crescente uso desta técnica de detecgao do
microorganismo, esta relacionado com o facto de pro-
mover uma elevada intensidade de marcagao, pelo
que demonstra melhorar o racio de identificacao da
bactéria ap6s tratamento, mesmo quando a
histoquimica e a cultura apresentam resultados fal-
sos-negativos [6]. Outra vantagem que a ICQ apre-
senta reside no reconhecimento das denominadas
formas cocoides do Helicobacter pylori [3]. Assim
sendo, tendo por base estes fundamentos teoricos,
que indicam a obtencdo de uns bons resultados pela
marcagao ICQ, justifica-se a sua comparagao com as
técnicas em estudo, ja fundamentadas anteriormen-
te.

Objectivos

Todos os factos referidos anteriormente justificam a

constante procura de técnicas de deteccdo do .

pylori, nomeadamente em Anatomia Patologica, ca-

pazes de [dentificar o microorganismo de forma per-

ceptivel e fidvel, E fulcral o desenvolvimento destas

técnicas, uma vez que constituem o ponto de partida

para a erradicacdo da bactéria e de certo modo, as

patologias a ela associadas.

Assim, foi decidido realizar um estudo que conta com

o objectivo geral;

© Investigar a utilizagao das ténicas de detec¢ao do
H. pylori em bidpsias gastricas.

Foi também constituido o seguinte objectivo especifi-

co:
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© Identificar qual das técnicas de detecgao do H.
pylori em biopsias gastricas em estudo, promove a
melhor qualidade de coloracao/imunomarcacio,
permitindo a melhor identificagdo do
microorganismo.

MATERIAL E METODOS

No contexto deste estudo de caso com vertente ex-
perimental, denominaram-se de variaveis independen-
tes as técnicas de histoquimica (H&E, Giemsa
modificado, Leung, Sayeed e Warthin-Starry) e de
imunohistoquimica (marcacao anti-H.pylori). De acor-
do com a sua natureza, sao igualmente dassificadas
como sendo qualitativas e nominais, dado que se re-
ferem a categorias ndo quantificaveis. A varidvel de-
pendente, no estudo em causa, corresponde a
qualidade final da coloragao/imunomarcacao. Para a
materializacao desta variavel composta concorrem 0s
parametros de intensidade, contraste e preservacao
tecidular. Pelo facto desta varidvel promover dados
observaveis e quantificaveis, sera classificada como
sendo quantitativa, continua e de intervalo.

Procedimentos

A seleccao do material histologico (biopsias gastricas)
necessario para o estudo teve por base as existéncias
dos anos de 2004 e de 2005, tendo sido escolhidos
o0s 40 casos que apresentavam maior presenca de A,
pylor. Fol realizado o corte histoldgico de cada caso
com uma espessura entre 2 a 3um recorrendo a um
microtomo de corredica (Leica SM200R).

As coloragoes foram realizadas segundo o0s protocolos
recolhidos nos Servicos de Anatomia Patolagica do
Hospital de Sdo José e do Hospital de Santa Maria. De
modo geral, esta etapa foi realizada em método ma-
nual, com excepgao de trés técnicas, a téenica de
H&E, a técnica de Giemsa e a técnica de 1CQ. Optou-
se por realizar as duas primeiras técnicas no aparetho
de coloragdo (Leica Autostainer XL) por ser ja proce-
dimento habitual no Hospital onde decorreu a fase
empirica. A técnica de Imunocitoquimica fol executa-
da numa cdmara de Incubacdo especial
(ThermoShandon Sequenza), de modo a diminuir a
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discrepancia entre os tempos de aplicacdo dos soros
entre as varlas laminas. No final de cada técnica, as
laminas foram montadas num aparelho de montagem
de laminas (Micron CT M6).

Instrumentalizacdo

A medicao das variaveis consiste em aplicar regras pre-
cisas na elaboragao dos métodos e instrumentos para
medir caracteristicas ou atributos, No presente estu-
do, o objectivo & quantificar cada um dos parametros
(intensidade, contraste, preservagao tecidular) que
contribuem para a variavel dependente, tendo-se
optado pela utilizacdo de uma escala diferencial se-
mantica que permite a obtencao de resultados sob a
forma de dados quantitativos em escala de intervalo.
Na falta de definicdes objectivas de cada um dos
parametros em andlise os investigadores decidiram
formula-los sob a forma de construtos que sao con-
ceitos especiailmente inventados pelo investigador
ou adaptados por ele, com um objectivo cientifico
preciso.

Assim temos:

1, Intensidade - Capacidade de promover a
visualizacdo do H. pyiori de forma evidente e distin-
tiva das estruturas tecidulares envolventes. Para a
medicdo do pardmetro intensidade aplicou-se uma
escala que apresentava 5 unidades de avaliacdo, pos-
terlormente ordenadas de 0-4 pontos. Foram ape-
nas etiquetados os extremos, de modo que o zero
significard a auséncia de intensidade e o quatro o
maximo do fendmeno. A Figura 1 esquematiza o ins-
trumento de medida utilizado na avaliagao desta

propriedade.

Fig. 1: Escala da intensidade

"” ‘;r

2. Contraste — Capacidade de uma segunda cor fa-
cultar a visualizacado mais evidente do H. pylorj, quan-
do de outra forma nado existiria, A medicdo desta
propriedade efectuou-se através de uma metodologia
equivalente a anteriormente descrita.

3. Preservacao Tecidular — Capacidade de preser-
vagao dos seguintes achados: arquitectura tecidular;
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detalhe citoplasmatico; detalhe nuclear e limites celu-
lares bem definidos [9]. A medicdo desta propriedade
‘efectuou-se através de uma metodologia equivalente
as anteriormente descritas.

Optou-se por atribulr factores de ponderacé@o a cada
um dos parametros, de modo a diferenciar a sua im-
portancia no fenomeno em estudo. Relativamente a
intensidade, esta consiste na propriedade mais
indicativa quando se pretende distinguir uma boa téc-
nica de uma ma técnica de coloracao/marcacdo. As-
sim sendo, no final da avaliacao de cada ldmina, acerca
deste parametro, multiplicou-se o score obtido, pelo
factor de ponderagdo 4. Em relacdo ao parametro
contraste foi decidido atribuir o factor de ponderacio
3, uma vez que foi considerado menos importante do
que a intensidade para definicdo da qualidade de uma
técnica. Apesar de um bom contraste permitir a rapi-
da e fadil visualizagdo do microorganismo, nunca € tao
significativo como uma boa intensidade do

cutidos, dado que o objectivo principal pretende a
identificacdo correcta do microorganismo.
Desta forma obteve-se a seguinte formula final:

Score final =
4.(intensidade)+3.(contraste)+(preservacio tecidular)

Posteriormente cada caso foi avaliado quanto & intensi-
dade, contraste e preservacao tecidular nas seis técni-
cas em estudo — H&E, Giemsa, Sayeed, Leung, WS e
ICQ - por trés observadores independentes. No final
calculou-se @ média de cada score atribuido pelos in-
vestigadores e aplicou-se o respectivo factor de pon-
deragao, sendo em seguida aplicadas as metodologias
estatisticas consideradas apropriadas, tendo sempre
como base o nivel de significancia a=0,05.

RESULTADOS

' : microorganismo. Finalmente em relacdio ao pardmetro

preservacao tecidular foi atribuido o factor de ponde- Depois de aplicadas as técnicas em estudo as laminas
. ragao 1. Considerou-se que este nao apresentava o obtidas (Fig. 2) foram avaliadas pelo painel de obser-
“9 mesmo grau de importancia que os anteriormente dis- vadores independentes.
8
E

Técnica de Giemsa. 400X

Técnica de Warthin-Starry. 400X Técnica de 1CQ. 400X
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Técnica de Sayeed. 400X

Fig: 2: Exemplos de imagens micrascdpicas obtidas apds aplicacao das diferentes téenicas,




Os resultados obtidos para os “scores” finais, foram
dassificados numa escala de 33 unidades numeradas
de 0 (minimo) a 32 (maximo). Assim, localizam-se por
ordem crescente: a técnica de Sayeed com 16,817;
3 técnica de H&E com 17,650; a técnica de Leung
com 23,442; a técnica de Warthin-Starry com 23,733;
2 técnica de Glemsa com 24,383; e a técnica de ICQ
com 30,108 (Fig. 3).

B s w 5 B 25 0

I Fig. 3: Valores médios dos scores finais.

Em termos de dispersao de resultados podemos verifi-
car que a técnica de ICQ foi aquela que apresentou
maior homogeneidade de resultados, uma vez que os
Seus scores extremos s30 muito praximos, sendo o seu
maximo 31,667 e o seu minimo 27,666. Esta técnica
apresenta ainda uma ligeira assimetria negativa ou
enviesada a direita, como se pode observar pela locali-
za¢3o da mediana no respectivo diagrama de caixas.

As tecnicas de Giemsa e H&E apresentam, igualmen-
te, alguma assimetria negativa ou enviesada a direita,
porém no que conceme a dispersao dos resultados,
ambas demonstram maior discrepancia que a ICQ, tal
como se pode comprovar pelos seus extremos (29,000
de maximo e 20,000 de minimo para o Giemsa, e
24,333 de maximo e 13,333 de minimo para a H&E).
Finalmente pode-se observar que as coloracdes de
Leung, Warthin-Starry e Sayeed foram aquelas que
tiveram maiores dispersdes nos resultados obtidos.
Estes resultados s3o justificados pelos valores dos res-
pectivos extremos maximos e minimos, sendo eles,
29,667 e 15,000 para o Leung, 29,000 e 14,666 para
o Warthin-Starry, e 25,000 e 9,667 para o Sayeed.
Relativamente a simetria dos dados, o Leung e o
ou enviesada a direita, enquanto que o Sayeed apa-
renta ter uma caixa de bigodes simétrica (Fig. 4).
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Fig. 4: Diagrama de Caixas para os "scores” finals de cada
técnica.

A aplicacao do teste One-Way-ANOVA apresentou
um nivel de significancia de 0.000. Este valor indica
que existem diferencas estatisticamente relevantes
entre as medias dos “scores” finais, nas técnicas em
estudo. Os valores obtidos com a aplicagdo do tes-
te post-hoc HSD de Tukey (Tabela I) destacados a
negrito permitem constatar que as técnicas apre-
sentam as seguintes relagdes:
Os resultados obtidos para a ICQ s3o estatistica-
mente superiores aos de todas as outras técnicas.
* Os resultados obtidos para as Técnicas de Giemsa,
Warthin-Starry e Leung s3o estatisticamente su-
periores aos obtidos para Sayeed e HE.
N3c existem diferengas estatisticamente relevan-
tes entre Giemsa, Warthin-Starry e Leung.
© Nao existem diferengas estatisticamente relevan-
tes entre HE e Sayeed.

DISCUSSAO

Através da andlise dos resultados, verifica-se que a
ICQ é a técnica em estudo que apresenta o score
médio, mais elevado. Por outro lado, esta é também,
a téonica que demonstra menor dispersao dos dados.
Tal facto permite constatar que a ICQ promove resul-
tados pouco discrepantes entre si.
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Téonca Técnica Diferenca de Médias Valor
0 ) {I-J) 2
Giemsa H&E 6,733 . 0,000
Sayeed 7,566 0,000
Leung 0,941 L o7
Warthin-Starry 065 0,937
1cQ -5,724 0,000
HA&E ~ Giemsa -6,733 0,000
Sayeed 0,833 0,836
Leung -5,791 0,000
Warthin-Starry -6,083 | e,000
1cQ -12,458 0,000
Sayeed ‘ Giemsa 7,566 0,000
HAE 0,833 0,83
Leung -6,625 0,000
Warthin-Starry 6,916 0,000
L - 1cQ -13,201 0,000
Leung Glemsa 0,941 0,753
H&E 5,791 0,000
Sayeed 5,625 0,000
Wartsin-Starry 0,291 0,99
1cQ -6,666 0,000
Warthin-Starry Giemsa -0,650 | 0,937
H&E 6,083 0,000
‘Sayeed 6,916 0,000
teung 0,291 0,995
1cQ -6,374 0,000
1cQ Giemsa 5,724 0,000
H&E 12,458 0,000
Sayeed 13,201 0,000
Leung 6,666 0,000
[ Warthin-Starry 6,374 0,000

I Tabela I: Teste post-hoc HSD Tukey, relativamente as técnicas em estudo.

Assim, esta demonstra ser a técnica com maior con-
sisténcia de resultados e a mais indicada para identifi-
Car 0 MICroorganismo nos casos em estudo.

A seguir 2 ICQ, parece haver um grupo de técnicas
histoquimicas (Giemsa, Warthin-Starry e Leung), que
garantem a deteccdo do AH. pylori com a mesma
fiabilidade. Apesar de inferiores 3 1CQ, o referido gru-
pe ndo deixa de apresentar “scores” médios bastan-
tes superiores ao valor central da escala de avaliagao
(16,000).

Por Gltimo, encontram-se as coloracdes de H&E e de
Sayeed, como sendo as menos indicadas, das técni-
cas em estudo, para identificar 0 microorganismo em
questao. No entanto, estas também constituem uma

opgao valida para detectar o H. pylori, uma vez que os
seus "scores” médios se situam acima do valor central
da escala ja referida.

Apesar de existirem alguns estudos sobre este as-
sunto, nao foi identificado qualquer trabalho que com-
parasse as mesmas técnicas de histoquimica e de
imunoctoquimica, que aqui & proposto relacionar. Este
seu caracter inovador representa um dos factores
que justifica a relevancia da presente investigacao.
Os resultados obtidos neste trabalho encontram eco
na literatura consultada, uma vez que, segundo al-
guns autores [2,6], o Giemsa constitui a técnica
histoquimica de eleigdo neste ambito e a ICQ o mé-
todo de maior fiabilidade. Ainda relativamente a este
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parametro, ressalva-se que as técnicas de Warthin-

Starry e de Leung parecem constituir duas boas al-

ternativas.

O presente estudo apresentou algumas limitagdes

na sua execugao. Apesar de ndo ter sido possivel

ultrapassa-las, serao aqui explicitadas, para que em
futuros trabalhos, possam ser superadas. Deste modo,
surgiu como principal limitacao desta pesquisa:

@ As escalas de medidas nao estdo validadas poden-
do estar mais sujeitas a alguma subjectividade de
aplicacdo por parte dos avaliadores;

Paralelamente, é possivel sugerir algumas ideias para

futuros trabalhos, cujo ambito de estudo esteja re-

lacionado com este:

= Realizar um estudo, no qual seriam investigados
os resultados das seis técnicas aqui contempla-
das, em biopsias gastricas com intensa, modera-
da e fraca quantidade de K. pylori SO assim,
sera possivel condluir guanto a aplicabilidade das
técnicas em causa, em amostras tecidulares com
menores quantidades de microorganismo.

= Validar uma escala de quantificacao para resulta-
dos de ICQ e para téoicas de Histoquimica.
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