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TR resumo

Estomago Introducdo: Os linfomas géstricos primarios representam cerca de 50% dos linfomas ndo-Hodgkin
extranodais e de 2% a 8% das neoplasias malignas do estbmago. A maioria é formada pela prolifera-
¢do de linfécitos B, que ocorre a partir do tecido linféide associado a mucosa. Esse tecido, inexistente
ps3 no estbmago em condi¢bes normais, surge como conseqiiéncia de gastrite crénica, na maioria das
vezes associada a bactéria Helicobacter pylori. A inflamacao crénica provocada pela infec¢do bacteriana
parece sensibilizar linfécitos T, levando a estimulo constante de linfécitos B, que passam a proliferar
BCL-6 inicialmente em padrao reacional. Posteriormente surgem alteracdes genémicas nessas células, que
provocam ganho proliferativo, selecéo clonal e transformagéo neoplésica, dando origem a linfoma de
baixo grau. Alteracdes genéticas adicionais, como mutacdes em p53, podem induzir transformacéo
Imuno-histoguimica para alto grau. Material e métodos: Foram estudados 32 casos de linfomas gastricos: 15 de baixo e 17
de alto grau. Foram investigados sexo e idade dos pacientes, caracteristicas morfolégicas das lesdes,
indice de proliferacéo celular e colonizacado pelo Helicobacter pylori. Verificou-se a expressao de CD20,
Ki-67, p53, BCL-2 e BCL-6 por imuno-histoquimica. Resultados: Os linfomas gastricos ocorreram mais
freqlientemente em homens, e a faixa etaria mais elevada foi observada no grupo de baixo grau. Lesdes
linfoepiteliais foram observadas em 93% dos linfomas desse grupo. O indice de proliferacéo celular e a
expressdo do p53 foram mais elevados no grupo de alto grau. A expressdo do BCL-2 foi mais elevada
nos linfomas de baixo grau. Nao houve diferenca significante quanto a expressdo do BCL-6 nos dois
grupos. Conclusdo: Os resultados sugerem a participacdo dos genes p53 e BCL-2 na patogénese e na
evolucdo dos linfomas gastricos.
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Introduction: Primary gastric lymphomas account for 50% of the extranodal non-Hodgkin lymphoma and for 2% | Gastric lymphoma
to 8% of the malignant gastric neoplasms. Most of them arise from B lymphocytes proliferation of the mucosa- | . -
associated lymphoid tissue. This tissue is not present in stomach in normal conditions; it arises secondarily to
chronic gastritis, frequently associated to the bacterium Helicobacter pylori. Chronic inflammation of the bacterium
infection seems to induce T lymphocytes, leading to persistent stimulation of B lymphocytes that initially proliferate | pct-2
in a reactive fashion. After that, there are some genomic changes in the lymphoid cells, including BCL-2 and BCL-6
mutation inducing some proliferating gain, clonal selection and neoplastic transformation, originating the low-
grade gastric lymphoma. Additional genetic changes, like p53 mutation, can induce high-grade transformation. | Immunohistochemistry
Material and methods: We revised 32 cases of gastric lymphomas: 15 low and 17 high-grade. The age and the
gender of those patients were investigated. The morphological characteristics of the lesions and Helicobacter
pylori colonization were assessed. Immunohistochemistry to CD20, Ki-67, p53, BCL-2 and BCL-6 was performed.
Results: Gastric lymphomas occur more frequently in males and patients” age is more advanced in the low grade
group. Lymphoepithelial lesions were observed in 93% of this lymphoma group. The proliferative rate and p53
expression were greater in the high grade group. The BCL-2 expression was higher in the low grade lymphoma
group. There were no significant differences in BCL-6 expression in both groups. Conclusion: The results suggest
that genes P53 and BCL-2 play a role in the pathogenesis and evolution of gastric lymphomas.
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Introducgéo

Os linfomas nao-Hodgkin (LNH) extranodais repre-
sentam cerca de 8% dos LNH, sendo que a metade deles
ocorre no estdmago. Os linfomas géstricos primarios (LG)
constituem 2% a 8% das neoplasias malignas do 6rgéo@.
Séo classificados em categorias de baixo e alto grau de
acordo com o quadro histolégico e evolugdo clinica@®”.

Os érgaos nao-linféides, particularmente o intestino,
apresentam o chamado tecido linféide associado a mucosa
(MALT). Este é constituido basicamente pelas placas de
Peyer, linfécitos da lamina prépria, linfdcitos T intra-epiteliais
e linfonodos mesentéricos, que parecem estar envolvidos
na protecdo da mucosa. Contudo, alguns 6rgaos que ndo
contém tecido linféide em condi¢es normais, como o esto-
mago, a tiredide e as glandulas salivares, podem apresenta-
lo em condicdes patoldgicas, particularmente nos processos
inflamatérios. Nesses casos o infiltrado se denomina MALT
adquirido. No estémago, o MALT adquirido €, na maioria
das vezes, conseqiéncia de infeccéo pelo Helicobacter pylori
e pode dar origem ao linfoma do tecido linféide associado
a mucosa®. Em até 90% dos casos, esse tipo de linfoma
regride apds a erradicacdo da infeccdo®* 39,

Os linfomas gastricos de baixo grau do tipo MALT
(LGBG) sdo formados pela proliferacéo de pequenos linfoci-
tos que infiltram a mucosa e freqiientemente formam lesées
linfoepiteliais. Apresentam crescimento lento e podem
permanecer localizados no trato gastrintestinal por longo
periodo de tempo®“?. Os linfomas gastricos de alto grau
(LGAG) sdo principalmente linfomas difusos de grandes
células B; sédo freqlientemente extensos, ulcerados e tém
indice de proliferacao celular elevado, sendo muitas vezes
diagnosticados em estégios avancados®?. A coexisténcia de
dois componentes na mesma neoplasia pode ser indicativa
de que os linfomas de alto grau podem se originar de lin-
fomas de baixo grau previamente existentes©®.

Na patogénese dos LG parece ter importancia a ocor-
réncia de mutagdes em diversos genes@. Entre eles, des-
tacam-se o gene BCL-2, envolvido na apoptose celular®®,
o BCL-6, que participa na regulacdo da transcricdo e o
p53, um supressor de tumor envolvido na regulacdo da
proliferacdo celular®.

Este estudo tem como objetivos verificar faixa etaria,
sexo, aspectos morfolégicos, infeccdo pelo Helicobacter
pylori (Hp), indice de proliferacéo celular (IP) e expresséo
dos genes BCL-2, BCL-6 e p53 por imuno-histoquimica em
linfomas gastricos, comparando os resultados nos grupos
de baixo e alto grau.

Material e método

Foram avaliados retrospectivamente 32 casos de linfo-
mas gastricos primarios, diagnosticados por biépsia endos-
cOpica ou gastrectomia entre 1996 a 2002. Os casos foram
classificados de acordo com a Revised European-American
Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL)® e distribu-
idos em dois grupos. No primeiro, considerado de baixo
grau, foram incluidos 17 casos de linfoma extranodal de
células B da zona marginal do tecido linféide associado a
mucosa (linfoma MALT). No segundo grupo, considerado
de alto grau, foram incluidos 15 casos de linfoma difuso
de grandes células. Foram realizados cortes histoldgicos
no material previamente fixado em formol e incluido em
parafina. A coloracdo de H&E foi utilizada para avaliacdo
morfolégica e a de Giemsa, para pesquisa da bactéria
Helicobacter pylori.

Estudo imuno-histoquimico

O anticorpo AE1/AE3 (DAKO, 1:50) foi utilizado para
demonstracdo de lesdes linfoepiteliais e CD20 (DAKO,
1:100), para imunofenotipagem dos linfomas. O indice de
proliferacdo celular (IP) foi avaliado semiquantitativamente
pela expressdao nuclear de Ki-67 (anticorpo monoclonal
Novocastra NCL-Ki-67, diluicdo 1:200). Os casos foram sub-
divididos em dois grupos. No grupo 1, de IP baixo, foram
incluidos os casos nos quais o nimero de células positivas
foi menor que 25%. No grupo 2, de IP alto, foram incluidos
os casos com mais de 25% de células positivas. A expressdo
de p53 foi verificada utilizando-se anticorpo monoclonal
DAKO na diluicao de 1:100. Foram considerados positivos
os casos com mais de 5% das células com nicleo corado.
A proteina BCL-2 foi pesquisada pelo anticorpo monoclonal
Novocastra, diluicdo 1:50. O critério de positividade foi
a reatividade citoplasmatica em mais de 5% das células
neopléasicas. Para avaliacdo do BCL-6 foi usado anticorpo
monoclonal produzido pela Novocastra, na diluicdo 1:40.
Foram considerados positivos os casos com imunocoloracao
nuclear em 30% ou mais das células neoplasicas. A posi-
tividade em centros germinativos reacionais foi utilizada
como controle interno.

Foram utilizados como controles trés fragmentos de
tonsila palatina, para avaliacdo da expressdo dos oncogenes
em tecido linféide normal, e trés fragmentos de mucosa
gastrica obtidos por biépsia endoscépica com diagnéstico
de gastrite cronica ativa, para controle positivo da pesquisa
do Helicobacter pylori e avaliacao da expressao dos oncoge-
nes em processo inflamatério da mucosa géstrica.
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Na analise estatistica foi utilizado teste para uma propor-
¢do para avaliacao da significancia do sexo, infeccao pelo
Hp, presenca de lesdes linfoepiteliais e expressdo de p53,
BCL-2 e BCL-6. As variaveis idade, IP e expressdo dos genes
foram comparadas com o grau histolégico, utilizando-se
teste t unicaudal. A associagdo entre varidveis qualitativas
foi feita pelo teste qui-quadrado de Pearson.

Resultados

Avaliacido epidemioldgica

Dos 32 casos estudados, 22 (69%) eram do género
masculino e dez (31%), do feminino (p = 0,025). Dos ho-
mens, 11 tinham LGBG e 11, LGAG. A idade dos pacientes
foi em média de 64 anos nos linfomas de baixo grau e
56 anos nos de alto grau. Esses valores foram diferentes
estatisticamente (p = 0,038).

Avaliacdo morfolégica

Nos LGBG foi observada proliferacdo de pequenos
linfécitos, por vezes com aparéncia monocitdide, entre-
meando-se raros plasmdcitos. Os LGAG demonstraram
proliferacdo difusa de grandes células linféides, formadas
por nucleos arredondados e nucléolos proeminentes. Em
dez dos 17 casos de alto grau observou-se componente de
baixo grau associado, em geral localizado perifericamente.
Alguns casos apresentaram, ainda, alteracdes secundarias
como erosoes, ulceracdes, hiperplasia foveolar e regenera-
¢ao epitelial. Foram identificadas lesdes linfoepiteliais (LLE)
em 14 (93%) dos LG de baixo grau e em oito (47%) dos
LG de alto grau, diferenca estatisticamente significante (p
< 0,01). Nos ultimos, as LLE foram observadas no compo-
nente de baixo grau.

Figura 1 - Linfoma do tipo MALT (baixo grau) formado por linfécitos pequenos que
infiltram gldndulas formando lesdes linfoepiteliais (HE 100x)

Figura 2 - Linfoma difuso de grandes células B (alto grau). Células
predominantemente ndo-clivadas, com diferenciagdo centrobldstica (HE 400x)

Colonizagao por Helicobacter pylori

A pesquisa do Helicobacter pylori foi positiva em dez
(67%) dos linfomas de baixo grau e em oito (47%) dos de
alto grau. O estudo estatistico ndo demonstrou correlacéo
entre grau histol6gico e infeccdo (p = 0,06).

indice de proliferacio celular

Dos LGBG, dez (67%) apresentaram IP inferior a 25%.
Os LGAG apresentaram IP superior a 25% em 15 (88%)
casos. Ha associacdo positiva entre a expressao de Ki-67 e
grau histolégico (p < 0,01).

Expressao dos genes p53, BCL-2 e BCL-6

A proteina produto do gene p53 foi positiva em um
(7%) dos LGBG e em 13 (76%) dos LGAG. A proteina BCL-2
foi expressa em 12 (80%) dos LGBG e em cinco (29%) dos
LGAG. Nestes, a expressdo de BCL-2 é observada em peque-
nos linfécitos do componente de baixo grau associado. A
proteina BCL-6 foi positiva em quatro (27%) dos LGBG e em
sete (41%) dos LGAG. Comparando-se a expressao desses
genes nos dois grupos, observou-se diferenca significante
de p53 (p < 0,01), porém nédo houve diferenca de BCL-2
(p=0,29) e BCL-6 (p = 0,67). Houve relacdo inversa entre
a expressdo de p53 e BCL-2 (p = 0,004).

Os linfomas gastricos (LG) apresentam particularidades
na sua patogénese, apresentacdo morfoldgica e evolucéo
clinica que os distinguem dos linfomas ndo-Hodgkin nodais.
Uma das particularidades é a estreita relacéo desse tipo de
neoplasia com a infeccdo pelo Helicobacter pylori? 39,
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ELIIERN A Demonstrativo de todos os parametros avaliados neste trabalho

Cod. Sexo Idade Grau Hp LLE CD20 Ki-67 p53 BCL-2  BCL-6
T1 M 75 B + + + 2 - + +
T2 M 73 B + + + 1 - + -
T3 M 61 A* + + + 1 - - -
T4 M 55 A* + Prej. + 2 + - -
T5 M 75 B + + + 2 - + +
T6 M 48 A* + + + 2 - - -
T7 M 54 A - Prej. - 2 + - -
T8 F 55 B + + + 1 - + -
T9 M 82 B - + + 1 - + -
T10 F 88 A - Prej. + 2 + - -
T11 M 50 A* + Prej. + 2 + - +
T12 M 73 B - + + 1 - + Prej.
T13 M 54 A + - + 2 - - -
T14 I 46 B + + + 1 - + +
T15 F 48 A + + + 2 + + +
T16 M 52 A* - + + 2 + - -
T17 M 62 B - + + 1 - + -
T18 F 58 A* - + + 2 + + +
T19 I 57 A* + + + 2 + - -
T20 F 52 A* - + + 2 + + +
T21 M 50 A Prej. Prej. + 2 + - +
T22 M 61 B + + + 2 + - +
T23 M 63 A* + + + 1 - + -
T24 M NI B Prej. Prej. + 1 - Prej. Prej.
T25 M 54 A Prej. Prej. + 2 + - -
T26 F 56 B Prej. + + 1 - + -
T27 M 49 B + + + 1 - + Prej.
T28 M 63 A* Prej. Prej. + 1 + + +
T29 M 83 B + + + 1 - Prej. -
T30 M 54 B + + + 2 - + -
T31 F 47 A - Prej. + 2 + - +
T32 F 64 B + + + 2 - + -

A: alto grau; B: baixo grau; A*: alto grau com componente de baixo grau associado; Prej.: avaliagéo prejudicada; M: sexo masculino; F: sexo feminino; NI: néo-informado; Cod.:
cddigo; +: resultado positivo; -: resultado negativo.

i1\ W- A Expressao de p53, BCL-2 e BCL-6 em linfomas gastricos primarios

LGBG LGAG AE
p53 1 (7%) 13 (76%) p<0,01
BCL-2 12 (80%) 5 (29%) p=0,29
BCL-6 4 (27%) 7 (61%) p=0,67

LGBG: linfoma gdstrico de baixo grau; LGAG: linfoma gdstrico de alto grau; AE: andlise estatistica comparativa da expressdo nos linfomas de baixo e alto graus.
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Figura 3 - Expressdo da proteina Ki-67 em linfoma de alto grau. Mais de 50% dos
nticleos sdo positivos (Ki-67 400x)

Figura 5 - Expressdo da proteina p53 em niicleos de grandes células do componente
de alto grau (seta clara) e auséncia de expresséo nas dreas de baixo grau (seta escura)
(p53 400x)

Paradoxalmente, embora o estdmago seja o local mais
acometido por linfoma MALT, ndo se observa tecido linféide
no 6rgao em condi¢des normais. Esse tecido surge em conse-
qliéncia de gastrite associada ao Hp, que é identificada em até
90% dos casos de LG de baixo grau®?, sugerindo uma ligacdo
direta entre ambos@?. Dados obtidos por estudos morfolé-
gicos, biologia molecular e em experimentos com animais
tém mostrado que a infeccdo pelo Hp tem papel importante
na patogénese e na progressao dos LG MALT(3 20,

Outro forte indicativo da relacdo do linfoma MALT
com o Hp é o fato de que o LG pode involuir com o tra-
tamento da infeccao®s 3#3®, Arima e Tsudo® observaram,
também, regressao de linfoma do tipo MALT associado
a tireoidite de Hashimoto, ap6s tratamento de Hp em
paciente com cancer géstrico. Os autores sugeriram que
a bactéria pode estar implicada na patogénese de linfo-

Figura 4 - Expressco de BCL-2 em componente de baixo grau (seta). Negativo em
grandes células linféides (BCL-2 100x)

mas MALT extragastricos, mesmo considerando que a
pesquisa de Hp por PCR no linfoma da tiredide tenha sido
negativa®. Também observaram regressao concomitante
de linfoma MALT gastrico e laringeo ap6s erradicacdo do
Hp e propuseram — para pacientes com linfomas MALT
extragastricos — endoscopia digestiva com bidpsia gas-
trica e posterior tratamento do Hp, nos casos positivos.
Neste estudo a média de idade dos pacientes com LGAG
foi de 64,8 anos, enquanto que a média foi de 56,1 anos
nos LGBG. A diferenca é estatisticamente significante
(p = 0,038) e demonstra que os LGBG ocorreram em
pacientes mais velhos. Esse resultado é diferente do ob-
servado por Yoshino et al.“%, que encontraram LGBG em
pacientes mais novos. Tal inversdo da faixa etéria pode,
supostamente, ser conseqliéncia de fatores patogenéti-
cos regionais, ou ainda, devida a variacdes relacionadas
ao tamanho amostral.

Foi observada uma freqiiéncia significantemente maior
de LG em homens (p = 0,025), compativel com dados
obtidos anteriormente®* ', Contudo, outros autores ob-
servaram predominancia no sexo feminino®?.

A pesquisa do Hp foi positiva em dez (67%) LGBG
e oito (47%) LGAG. Nos Ultimos havia componente de
linfoma MALT associado. A analise estatistica desses
resultados demonstrou que a infeccdo nao foi elevada
(p = 0,06). Também ndo houve diferenca na presenca
de infeccdo pelo Hp entre os LG de alto e os de baixo
grau (p = 0,276), e entre os positivos e negativos do
grupo de baixo grau (p = 0,09). De acordo com alguns
autores, a positividade para o Hp em LG é elevada®*
2, entretanto outros ndo encontraram altos indices de
colonizacéo pela bactéria nos casos estudados®. Nesses
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casos, os pacientes podem ter sido submetidos a trata-
mento da infeccdo anteriormente a gastrectomia ou a
bidpsia. O fato de o linfoma infiltrar a mucosa géstrica
no local examinado também pode provocar resultado
falso-negativo na pesquisa pelo método histolégico. Ou-
tra alteracdo freqlientemente observada em associacdo
com LG é a metaplasia intestinal da mucosa gastrica,
que também pode prejudicar a pesquisa do Hp®. O
fato de a positividade ser maior nos LGBG pode indicar
que a bactéria esté presente na fase inicial do LG e pode
desaparecer com a progressdo para alto grau®. Alguns
autores postulam que a presenca de Hp parece ndo ser
obrigatéria para transformacdo em alto grau®.

O indice proliferativo (IP), avaliado pela expresséo da
proteina Ki-67, foi mais alto nos LGAG. A andlise estatistica
mostrou associacdo positiva entre o grau histoldgico e a
expressao de Ki-67 (p = 0,005). Valores semelhantes foram
observados por outros autores-3”). Pode ser considerado,
portanto, que os LG, ao se transformarem de baixo para
alto grau, adquirem caracteristicas morfol6gicas distintas
e maior indice de proliferacéo celular.

A utilizagdo do anticorpo AE1/AE3 permitiu melhor
visualizacdo das lesdes linfoepiteliais (LLE), ao corar es-
truturas epiteliais infiltradas pelo linfoma. A identificacdo
dessas lesdes no exame histoldgico é importante para o
diagndstico de linfoma do tipo MALT®, entretanto elas
podem também ocorrer em linfoma folicular primério do
estbmago®®. A freqliéncia dessas lesdes nos LGBG foi mais
estatisticamente significante (p < 0,01). Parte dos LG de alto
grau apresentou LLE, mesmo sem haver componente de
baixo grau associado. Nesses casos observou-se infiltracao
e destruicdo de estruturas epiteliais por linfécitos grandes
e atipicos, ao contrario dos LG MALT de baixo grau onde
as LLE sdo formadas por pequenos linfécitos.

A identificacdo de lesdes linfoepiteliais no componente
MALT de baixo grau associado a LGAG é importante por
constituir fator progndstico favoravel, o que permite dis-
tinguir dois subtipos histolégicos desse grupo de LG. Um
grupo seria o linfoma de alto grau com LLE, com bom
prognéstico, e o outro, o linfoma difuso de grandes células
nao-associado a linfoma MALT de baixo grau, que apresenta
pior prognéstico®.

Neste trabalho foi observada expressdo baixa da
proteina p53 em LGBG e alta nos LGAG, diferenca esta
estatisticamente significante (p < 0,01). A perda da funcéo

do p53 é comumente causada por mutacdo de um alelo
e perda do outro (fendmeno caracterizado como perda
da heterozigosidade, defeito genético comumente en-
contrado em vdrias neoplasias humanas), o que contribui
para o desenvolvimento e a progressdo dessas doencas.
A expressdo da proteina p53 ndo depende somente da
mutacdo no gene. Eventos pés-transcricionais, como a
formacdo de complexos com proteinas celulares ou virais,
podem estender a vida média da proteina p53 selvagem,
resultando em superexpressao®.

A expresséo da proteina BCL-2 foi maior em LGBG. No
componente de baixo grau observado em dez LGAG, a
BCL-2 foi positiva, fendmeno também observado anterior-
mente®?. O crescimento lento do linfoma de baixo grau
poderia estar relacionado a expressdo de BCL-2(". Na
transformacéo para alto grau, as células do linfoma podem
deixar de expressar BCL-209,

Aandlise estatistica da expressao inversa das proteinas p53
e BCL-2 neste estudo mostrou que ha associacéo entre as duas
variaveis (p = 0,004), achados compativeis com a maioria dos
trabalhos consultados, que descreveram positividade elevada
da p53 nas lesdes de alto grau e da BCL-2 nas de baixo grau®®.
Nos linfomas LGBG que sofrem transformag@o para alto grau
tende a ocorrer correlacdo inversa entre a expressao de BCL-
2 e p53. A positividade da proteina p53 aumenta quando a
positividade da proteina BCL-2 diminui e o grau histolégico
avanca. Esses resultados sugerem que a expressdo de BCL-2
e de p53 participa da transicdo de tumores de baixo para
alto grau™®. Mutagdes nesses genes podem alterar o indice
apoptdtico e proliferativo das células®.

A diferenca de expressdo da proteina BCL-6 entre os
grupos de baixo e alto grau ndo foi significante (p = 0,67),
resultado ndo-concordante com o de outros autores que
encontraram frequéncia significantemente maior de resul-
tados negativos em linfomas de baixo grau®”.

A demonstracdo da expressdo alterada dos genes p53,
BCL-2 e BCL-6 em cortes histolédgicos permite supor que
ocorre participacdo deles na patogénese dos LG, entretanto
a relacdo entre eles e os mecanismos pelos quais esses ge-
nes atuam ainda ndo estdo esclarecidos. Da mesma forma,
ndo esté totalmente esclarecida a participacdo da bactéria
Helicobacter pylori na génese dessas neoplasias, a qual pode
ndo ser identificada rotineiramente em parte dos casos, no
momento do diagnéstico.
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