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RESUMDPO

Objetivo: Comparar os niveis séricos de CA19-9 e CEA e a expressao tecidual do CA19-9 e relaciond-los com os aspectos
morfolégicos do carcinoma colorretal. Métodos: Quarenta e cinco pacientes com carcinoma colorretal foram operados com coleta
de CEA e CA19-9 séricos pré-operatorios. Valores séricos de CEA = 5,0ng/mL e de CA19-9 = 37UI/mL foram considerados aumen-
tados. A avaliacdo da imunoexpressao do CA19-9 no tecido neoplasico foi realizada por meio de estudo imunoistoquimico com
anticorpo monoclonal anti-CA19-9. A intensidade de expressao do CA19-9 no tecido neoplasico foi semiquantificada em leve(+/
+++), moderada(++/+++), intensa(+++/+++) e ausente. Resultados: Os valores do CA19-9 sérico foram progressivamente maio-
res conforme o aumento da expressdo do CA19-9 no tecido neoplasico, porém sem significancia (p=0,06). O aumento do nivel sérico
do CA19-9 foi acompanhado de elevagao significante (p<0,001) do nivel sérico do CEA. O nivel sérico do CA19-9, a imunoexpressao
tecidual do CA19-9 e o nivel sérico do CEA ndo apresentaram associacao significante com caracteristicas morfologicas do carcinoma
colorretal. Conclusao: As expressoes sérica e tissular do CA19-9 demonstraram relacdo diretamente proporcional entre si, enquan-
to que os aspectos morfolégicos da neoplasia ndo tiveram influéncia no CEA e CA19-9 séricos ou na imunoexpressao do CA19-9

tissular.

Descritores: Carcinoma. Neoplasias colorretais. Marcadores biolégicos.

INTRODUCAO

Nos paises ocidentais, inclusive no Brasil, o carcinoma
colorretal é uma das neoplasias mais frequentes do
trato gastrointestinal. E considerado o 3° carcinoma mais
frequente no mundo e o0 2° em paises desenvolvidos'.

O estadiamento da neoplasia colorretal ¢, ainda,
o fator prognéstico mais consistente*>, porém tal informa-
¢ao nao &, habitualmente disponivel no pré-operatorio.

Para a tomada de decisdo de se submeter ou
ndo o doente operado de carcinoma colorretal a
guimioterapia pos-operatéria, € necessario selecionar os
enfermos com prognéstico desfavoravel, especialmente
aqueles com lesGes avancadas, e nesse particular, os
marcadores tumorais séricos podem ser instrumentos Uteis
para este proposito.

Devido sua baixa sensibilidade, os marcadores
tumorais séricos ndo sao utilizados para diagnostico preco-
ce e para a realizacao de varredura (screening) neoplasica®,

e sao utilizados, principalmente, para monitorizacdo do
doente apos o tratamento indicado - cirdrgico ou ndo -, e
para o diagndstico precoce da recidiva da neoplasia. Mes-
mo nos enfermos submetidos a resseccao da doenca pri-
maria com intencao curativa, a recidiva neoplasica pos-
operatoria é frequente causa de 6bito”2.

O antigeno CA19-9, identificado por Koprowski
et al.®, ¢ um dos marcadores mais utilizados no carcinoma
colorretal. Esse antigeno carboidratado citosélico é uma
lacto-N-fucopentose sializada, proteina da familia das
mucinas, relacionada com o antigeno monosializado do
grupo sanguineo Lewis* que se expressa sobre a membra-
na celular e no citosol do carcinoma colorretal humano. £
sintetizado normalmente pelas células dos ductos pancrea-
ticos e pelos epitélios colico, gastrico, da vesicula biliar,
endometrial e salivar'®'". Salces et al.'" sugeriram a utilida-
de do nivel sérico do CA19-9 para avaliar o grau de pro-
gressao da neoplasia, a radicalidade da operacdo ou a
deteccao da sua recidiva.

Trabalho realizado no Hospital do Servido Publico Estadual — HSPE — Francisco Morato de Oliveira, Sdo Paulo, SP, Brasil.
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Cirurgia da Faculdade de Medicina do ABC, Santo André, SP; 3 . Membro do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina do ABC,
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Os antigenos de carboidrato associados com tu-
mor sdo formados em associacdo com processo de
glicolizagdo encontrado essencialmente em todas as célu-
las neoplasicas. Os tumores que expressam niveis elevados
de determinados tipos de antigenos de carboidrato tumor-
associado apresentam maior incidéncia de metdastases e
de estadios mais avancados do que as neoplasias que ex-
pressam niveis mais baixos, o que se reflete em indices de
sobrevivéncia também menores’?. O CA19-9 tecidual foi
associado a maior incidéncia de acometimento linfonodal,
invasdo linfatica’® e metastases'.

Os objetivos desse estudo foram investigar a re-
lacdo entre o nivel sérico pré-operatério do CA19-9 com os
do CEA e com a distribuicao tecidual do CA19-9 em doen-
tes com carcinoma colorretal, correlacionando-os com os
aspectos morfoldgicos da neoplasia.

METODOS

No periodo de outubro de 2006 a janeiro de 2008
foram estudados 45 doentes com carcinoma colorretal ope-
rados com intencdo curativa ou paliativa no Servico de
Gastroenterologia Cirdrgica do Hospital do Servidor Publico
Estadual de Sao Paulo - Francisco Morato de Oliveira. Nes-
te estudo, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
IAMSPE, foram considerados critérios de inclusao a presen-
ca de carcinoma colorretal confirmada pela andlise
histopatoldgica da lesao extirpada com intencao curativa
ou de modo paliativo. Foram excluidos pacientes menores
de 18 anos. O termo intencado curativa foi definido como
todo paciente sem sinais clinicos e radiolégicos de doenca
avancada no estadiamento pré-operatério. O termo paliati-
vo foi utilizado para designar procedimentos em que se
constatou a presenca de lesao neoplasica residual macro
Ou microscopica.

A média de idade dos doentes estudados foi de
69,53 +12,37 anos (41 - 101 anos), sendo 23 (51,1%) do
sexo masculino e 22 (48,9%) do sexo feminino.

O estadiamento foi realizado pelo exame clinico
e proctologico completos, determinacdo sérica do CEA e
do CA19-9, colonoscopia com biépsia da lesdo colorretal e
respectivo estudo histopatoldgico, enema opaco quando
indicado, radiografia do térax, tomografia computadorizada
de abdome e ultra-sonografia abdominal.

Para a coleta do CEA e do CA19-9 séricos, to-
dos os enfermos foram submetidos a puncao da veia cefélica
do membro ndo dominante imediatamente antes do inicio
da operacdo. As amostras de sangue foram encaminhadas
de forma imediata para mensuracdo dos niveis séricos de
CEA e CA19-9. Adotou-se o nivel de corte (cut-off) para o
CEA de =5,0ng/mL e para o CA19-9 de =37Ul/mL.

Para a realizacdo do estudo histopatolégico to-
dos os espécimes cirdrgicos, previamente fixados em solu-
¢do de formol a 10%, foram incluidos em blocos de parafi-
na. Trés cortes de 4 mm foram obtidos de cada bloco na
periferia do tumor, para obtencdo de areas com e sem
tumor, sendo corados pela técnica de hematoxilina-eosina

(HE) para diagndstico anatomopatolégico e avaliacdo do
grau de invasdo da parede célica e do grau de diferencia-
cao celular. A verificacdo de comprometimento neoplasico
dos linfonodos ressecados foi realizada por meio de cortes
corados por HE.

Para a realizacdo do estudo imunoistoquimico,
todos os espécimes previamente fixados em formol e inclu-
idos em blocos de parafina foram submetidos a dois cortes
adicionais de 4mm depositados em laminas previamente
silanizadas. As laminas foram desparafinadas por trés ba-
nhos sucessivos de cinco minutos de xilol e trés banhos em
etanol absoluto. A seguir, foram acondicionadas em recipi-
ente préprio e submersas em solucdo tampdao fosfato de
sédio 0,05M e pH 7,2 (PBS) por 10 minutos. Foi realizado
bloqueio das peroxidases enddgenas pelo gotejamento de
peréxido de hidrogénio 30V a 3%, em camara Umida a
temperatura ambiente durante 10 minutos, sequido de mais
uma lavagem com PBS por 10 minutos. Terminada esta
etapa, realizou-se recuperacdo antigénica. As laminas fo-
ram acondicionadas em cuba com solucao de citrato 10mM,
pH 6,0 e submetidas ao calor em banho-maria em tempe-
ratura de 35°C por periodo de 40 minutos e, ao final deste
processo, foram deixadas esfriar por 20 minutos em tem-
peratura ambiente, sendo realizada lavagem com PBS por
cinco minutos. As laminas foram coradas por meio da téc-
nica imunoistoquimica com anticorpo monoclonal anti-
CA19-9.

Foi utilizado o complexo estreptavidina-biotina-
peroxidase (ABC) adaptado as nossas condicbes laboratoriais.
As laminas foram incubadas com anticorpo especifico anti-
CA19-9 (GI-MA®, clone L2KGI2, Siemens Healthcare
Diagnostics Products Ltd., United Kingdom) diluido em
albumina bovina (Sigma®) durante 16 a 18 horas a 4°C. Em
seguida, foram lavadas em tampao PBS, com trés trocas de
trés a cinco minutos, e incubadas com anticorpo secundario
biotinilado (anti-IG) (Dako®) diluido em albumina bovina
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Sequiram-se
as etapas: lavagem em tampdao PBS com trés trocas de cin-
co minutos cada; incubagdo com o complexo ABC
(®StretABC-HRP) diluido em tampao Tris, durante 30 minu-
tos a temperatura ambiente; lavagem em tampao PBS com
trés trocas de trés a cinco minutos cada; revelacdo com solu-
cao de diaminobenzidina (DAB) (®Sigma) 0,6%, perdxido
de hidrogénio (H,0,)0,06%. As laminas foram lavadas em
agua corrente e agua destilada, e contra-coradas com
hematoxilina de Harris por um minuto, e novamente lava-
das em &gua corrente e dgua destilada.

O processo final de desidratacdo das laminas
obedeceu as seguintes passagens: etanol 80%, etanol 90%,
etanol absoluto, xilol 1, xilol 2 e xilol 3. Ap6s o processo de
imunocoloracao as laminas foram montadas com laminula
e resina.

A leitura de todas as laminas foi sempre realiza-
da de modo conjunto por dois patologistas experimentados
na interpretacao imunoistoquimica. A reacdo foi conside-
rada positiva quando a expressdo ocorreu de modo difuso,
com distribuicdo homogénea. A intensidade de expressdo
do CA19-9 nas areas neoplasicas foi semi-quantificada em
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cada éarea de diferenciacdo tumoral em leve (+/+++), mo-
derada (++/+++), intensa (+++/+++) e ausente. Areas de
diferentes graus de diferenciacao celular foram avaliadas
em varredura, sempre que presentes nas laminas (figuras
1a e 1b).

As variaveis consideradas para analise estatistica
foram idade, sexo, localizacao, diametro, presenca de in-
vasdo vascular linfatica e/ou venosa, presenca de acometi-
mento linfonodal, presenca de infiltracdo neural, grau de
diferenciacdo celular, profundidade de invasao na parede
intestinal, presenca de metastases sincrénicas, estadiamento
TNM, recidiva, niveis séricos de CA19-9 e CEA e
imunoexpressdo do CA19-9 tecido do carcinoma colorretal.

O nivel de significancia adotado foi de 5% (p =
0,05). Foram realizados calculos paramétricos e nao
paramétricos, de acordo com a natureza das variadveis e o
N de cada grupo estudado.

Os modelos estatisticos foram: média aritmética
e respectivo desvio-padréo, porcentuais, teste t de Student,
teste de Mann-Whitney, teste exato de Fisher, analise de
variancia (Anova), segundo um critério de classificacdo e
calculo de concordancia e discordancia. O programa esta-
tistico utilizado foi: SPSS for Windows 16.0 (SPSS Inc., USA).

RESULTADOS

Os valores médios séricos do CEA sérico e do
CA19-9 foram, respectivamente, de 51,6+241,4ng/mL e
120,5+440,6Ul/mL. O CEA sérico estava elevado em 15
(33,3%) doentes com carcinoma colorretal e o CA19-9
séricoem 10(22,2%). Oito (17,7 %) doentes apresentaram
elevacao de ambos marcadores. Os doentes com elevacao
do CA19-9 sérico apresentaram correlagao significante
(p<0,001) com a elevacdo do CEA sérico.

Em relacdo a imunoexpressao do CA19-9 no te-
cido neoplasico colorretal, cinco (11,1%) doentes apresen-
tavam imunoexpressao ausente e os valores médios do CEA
e do CA19-9 foram, respectivamente, 3,8+2,6ng/mL e
2,8+2,9Ul/mL; 12 (26,7 %) doentes tinham imunoexpressao

Figura 1 - A - Fotomicrografia de imunoexpressdo positiva representada pelo colorido acastanhado no citoplasma das células neopldsicas do
carcinoma colo-retal (imunoistoquimica CA 19-9, 400x). B - Fotomicrografia de imunoexpressdo fortemente positiva no citoplasma
das células neoplésicas do carcinoma colorretal da transicdo carcinoma-mucosa adjacente e fracamente positiva na mucosa
adjacente (imunoistoquimica CA 19-9, 400x).

relacao com os aspectos morfoldgicos da neoplasia

leve e os valores médios do CEA e do CA19-9 foram, res-
pectivamente, 2,8+2,9ng/mLe 11,1£11,1UI/mL; 17 (37,8%)
doentes exibiam imunoexpressao moderada e os valores
médios do CEA e do CA19-9 foram, respectivamente,
102,1+381,1ng/mL e 167,3£584,1Ul/mL; 11 (24,4%) do-
entes tinham imunoexpressao intensa e os valores médios
do CEA e do CA19-9 foram, respectivamente,
48,4+125,6ng/mLe 221,0£521,6Ul/mL. Todos os doentes
com imunoexpressao do CA19-9 tecidual ausente apresen-
tavam niveis normais de CA19-9 sérico. A imunoexpressao
tecidual do CA19-9 no carcinoma colorretal apresentou
tendéncia (p=0,06) de aumento de sua intensidade confor-
me ocorreu aumento do seu nivel sérico. Dos 45 doentes,
em 29 (64,4%) a neoplasia estava localizada no célon -
dois no ceco, sete no colon ascendente, dois no célon trans-
verso, dois no célon descendente, 14 no sigmoide -, além
de dois doentes com neoplasia sincrénica, uma delas en-
volvendo sigmdide e célon transverso e outra envolvendo
sigmoide e célon ascendente. Em 16 (35,6 %) enfermos, a
neoplasia estava localizada no reto.

Foi realizada neoadjuvancia com radioterapia e
guimioterapia (radioterapia de 5040cGy em 28 fracdes de
180cGy e quimioterapia com 5-fluoracil 1000mg/m?dia nos
primeiros cinco dias e nos ultimos cinco dias da radiotera-
pia) em quatro doentes com lesdo localizada no reto mé-
dio ou baixo.

O nivel sérico do CA19-9, o nivel sérico do CEA
e a imunoexpressao tecidual do CA19-9 nao apresentaram
relacdo com as variaveis diametro da lesdo, acometimento
linfonodal, invasao vascular sanguinea e/ou linfatica, infil-
tracdo neural, grau de diferenciacdo celular e presenca de
metastases sincronicas (Tabelas 1 a 3).

O nivel do CEA sérico apresentou tendéncia de
aumento de seus valores com o estadiamento TNM mais
avancado, porém n&o foi significante (p=0,058). O nivel do
CA19-9 sérico ndo apresentou relacdo com o estadiamento
TNM (p=0,90). A comparacao da imunoexpressao tecidual
do CA19-9 no tecido neoplésico classificada como ausen-
te/leve ou moderada/intensa com o estadiamento TNM ndo
foi significante (p=0,45).
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Tabela 1 — Valores do CEA sérico comparado com variaveis biodemograficas e morfolégicas em doentes operados de carcinoma
colorretal.

CEA < 5,0ng/mL (N=30) CEA > 5,0ng/mL (N=15) p =
|dade 71,53 + 13,12 anos 65,53 + 9,93 anos 0,12633 ns
Sexo M=16 (53,3%) F=14 (46,7%) M=7 (46,7%) F=8(53,3%) 0,75753 ns
Local Coélon=20 (66,7%) Reto=10 (33,3%) Coélon=9 (60,0%) Reto=6 (40,0%) 0,74630 ns
Diametro <5cm=20 (66,7 %) >5cm=10 (33,3%) <5cm=8(53,3%) >5cm=7 (46,7%)  0,51667 ns
Neoadjuvancia N=27 (90,0%) S=3(10,0%) N= 14 (93,3%) S=1(6,7%) 0,99999 ns
Linfonodos
Alinfonodos Acometidos N=18 (60,0%) S=12 (40,0%) N=5(33,3%) S=10 (66,7 %) 0,12045 ns
Invaséo Vascular Sanguinea N=24 (80,0%) S=6(20,0%) N=9 (60,0%) S=6(40,0%) 0,17360 ns
Invasdo Vascular Linfatica N=22 (73,3%) S=8(26,7%) N=7 (46,7 %) S=8(53,3%) 0,10452 ns
Invasdo Neural N=26 (86,7 %) S=4(13,3%) N=11 (73,3%) S=4(26,7%) 0,40995 ns
Grau de Diferenciacao Celular I/P=2 (6,7%) M/B=28 (93,3%) I/P=0(0,0%) M/B=15 (100,0%) 0,54545 ns
Profundidade de Invasdo de Parede T1/T2=10 (33,3%) T3/T4=20 (66,7%) T1/T2=2 (13,3%) T3/T4=13 (86,7%) 0,28329 ns
Metastase N=29 (96,7 %) S=1(3,3%) N=10 (66,7 %) S=5(33,3%) 0,01168 *
CEA Sérico 2,04 + 1,20ng/ml 150,77 + 409,20ng/ml 0,05026 ns
CA 19-9 Sérico 15,11 + 24,25Ul 331,39 + 733,17Ul 0,02140 *
CA 19-9 Dicotomizado <37U1=28 (93,3%) >37UI=2 (6,7%) <37Ul=7 (46,7%) >37U1=8 (53,3%) 0,00093 *
Tecido Dicotomizado 0/+=14 (46,7%) ++/+++=16(53,3%) 0/+=3(20,0%) ++/+++=12(80,0%) 0,10973 ns

Ul: unidades internacionais; ns: ndo significante; *: significante; M: masculino; F: feminino, N: ndo; S: sim, I: indiferenciado, P: pouco
diferenciado;, M: moderadamente diferenciado; B: bem diferenciado; O: auséncia de expressdo do CA19-9; +: expressao leve, ++:
expressao moderada, +++: expressao intensa.

O tempo médio de acompanhamento dos doen-  ausente em dois (20,0%) doentes, leve em dois (20,0%),
tes com carcinoma colorretal foi de 18+9,65 meses (1 a34  moderada em dois (20,0%) e intensa em quatro (40,0%).
meses). Ocorreu recidiva tumoral em 10 (22,2 %) doentes.
A recidiva tumoral foi peritoneal em trés (30,0%) doentes,

locorregional em quatro (40,0%) e hepatica em trés (30,0%). DISCUSSAO
O valor médio do CEA sérico foi de 7,8+15,6ng/mL e o
CA19-9 sérico foi de 257,1£763,6Ul/mL. Nestes doentes, a Estudos'™'” relataram que a expressdo do antigeno

imunoexpressdao do CA19-9 no tecido neoplasico estava CA19-9 em tumores colorretais é indicador Util da

Tabela 2 — Valores do CA19-9 sérico comparado com variaveis biodemogréaficas e morfologicas em doentes operados de carci-
noma colorretal.

CA 19-9 < 37Ul ( N=35) CA 19-9 > 37Ul  ( N=10) p =
|dade 68,77 + 13,05 anos 72,20 + 9,68 anos 0,44575 ns
Sexo M=19 (54,3%) F=16 (45,7%) M=4 (40,0%) F=6 (60,0%) 0,49077 ns
Local Colon=23 (65,7%) Reto=12 (34,3%) Cdblon=6 (60,0%) Reto=4 (40,0%) 0,72592 ns
Diametro <5cm=22 (62,9%) >5cm=13(37,1%) <5cm=6 (60,0%) >5cm=4 (40,0%) 0,99978 ns
Neoadjuvancia N=31 (88,6%) S=4(11,4%) N= 10 (100,0%) S=0(0,0%) 0,56072 ns
Linfonodos Acometidos N=19 (54,3%) S=16 (45,7%) N=4 (40,0%) S=6 (60,0%) 0,49077 ns
Invasdo Vascular Sanguinea N=27 (77,1%) S=8(22,9%) N=6 (60,0%) S=4 (40,0%) 0,41815 ns
Invasdo Vascular Linfatica N=24 (68,6%) S=11(31,4%) N=5 (50,0%) S=5(50,0%) 0,45502 ns
Invasdo Neural N=31 (88,6%) S=4(11,4%) N=6 (60,0%) S=4 (40,0%) 0,05926 ns
Grau de Diferenciacao Celular  1/P=1(2,9%) M/B=34 (97,1%) I/P=1(10,0%) M/B=9 (90,0%) 0,39899 ns
Profundidade de Invasdo de Parede T1/T2=10 (28,6%)  T3/T4=25 (71,4%) T1/T2=2 (20,0%) T3/T4=8 (80,0%) 0,70539 ns
Metastase N=31 (88,6%) S=4(11,4%) N=8 (80,0%) S=2 (20,0%) 0,60033 ns
CEA Sérico 48,85 + 266,46ng/mL 61,27 + 129,19ng/mL 0,88791 ns
CEA Dicotomizado <5,0=28 (80,0%) >5,0=7 (20,0%) <5,0=2 (20,0%) >5,0=8 (80,0%)  0,00093 *
CA 19-9 Sérico 10,22 + 7,66Ul 506,66 + 857,90Ul 0,00101 *
Tecido Dicotomizado 0/+=16 (45,7 %) ++/+++=19 (54,3%) 0/4+=1(10,0%) ++/+++=9(90,0%) 0,06399 ns

UI: unidades internacionais; ns: ndo significante; *: significante; M: masculino; F: feminino; N: ndo, S: sim; I: indiferenciado, P: pouco diferenciado; M: moderadamente
diferenciado,; B: bem diferenciado, 0: auséncia de expressdao do CA19-9; +: expressao leve; ++: expressdo moderada, +++: expressao intensa.
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Tabela 3 — Imunoexpressdo do CA19-9 no tecido com neoplasia colorretal comparado com variaveis biodemograficas e
morfoldgicas em doentes operados de carcinoma colorretal.

CA 19-9 Tecidual (0/+) (N=17) CA 19-9 Tecidual (++/+++) (N=28) p=
|dade 69,71 + 11,90 anos 69,43 + 12,45 anos 0,94286 ns
Sexo M=9 (52,9%) F=8 (47,1%) M=14 (50,0%) F=14 (50,0%) 0,99999 ns
Local Colon=11 (64,7%) Reto=6 (35,3%) Colon=18 (64,3%) Reto=10 (35,7%) 0,99999 ns
Diametro <5ecm=11(64,7%) >5cm=6(35,3%) <5cm=17 (60,7%) >5cm=1139,3%) 0,99999 ns

N=16 (94,1%)
N=6 (35,3%)
N=12 (70,6%)
N=10 (58,8%)
N=15 (88,2%)
1/P=1(5,9%)
T1/12=3(17,6%)

Neoadjuvancia

Linfonodos Acometidos
Invasdo Vascular Sanguinea
Invasao Vascular Linfatica
Invasdo Neural

Grau de Diferenciacao Celular
Profundidade de Invasdo de Parede

S=1(5,9%)
S=11(64,7%)
S=5(29,4%)

S=7 (41,2%)

S=2 (11,8%)
M/B=16 (94,1%)
T3/T4=14 (82,4%)

N=25 (89,3%) S=3(10,7%) 0,99999 ns
N=17 (60,7 %) S=11(39,3%) 0,12994 ns
N=21 (75,0%) S=7 (25,0%) 0,74278 ns
N=19 (67,9%) S=9 (32,1%) 0,74883 ns
N=22 (78,6%) S=6 (21,4%) 0,68996 ns
I/P=1(3,6%) M/B=27 (96,4%) 0,99999 ns

T1/T2=9 (32,1%)  T3/T4=19 (67,9%) 0,48803 ns

Metastase N=15 (88,2%) S=2 (11,8%) N=24 (85,7%) S=4(14,3%) 0,99999 ns
CEA Sérico 3,12 + 2,79ng/mL 81,05 + 304,36ng/mL 0,29918 ns
CEA Dicotomizado <5=14 (82,4%) >5=3(17,6%) <5=16 (57,1%) >5=12 (42,9%) 0,10973 ns
CA 19-9 Sérico 8,72 + 10,10Ul 188,43 + 551,08UlI 0,18783 ns
CA 19-9 Dicotomizado <37=16 (94,1%) >37=1(5,9%) <37=19 (67,9%) >37=9 (32,1%) 0,06399 ns

0: auséncia de expressao do CA19-9; +: expressao leve; ++: expressdo moderada; +++: expressao intensa, Ul: unidades internacionais; ns: ndo significante; *: significante;
M: masculino; F: feminino; N: ndo; S: sim; I: indiferenciado, P: pouco diferenciado, M: moderadamente diferenciado; B: bem diferenciado.

agressividade da neoplasia e do prognéstico dos doentes.
A perda da capacidade das células tumorais para sintetizar
ou liberar o CA19-9 pode ser uma explicagao para niveis
variaveis de CA19-9 no tecido. Outras possiveis explica-
¢oes incluem a distribuicdo irregular das lesdes e presenca
de vastas areas necroticas dentro dos tumore'. Por outro
lado, Arends et al.’® e Nakagoe et al” relataram que a
presenca do CA19-9 tecidual nos carcinomas
gastrointestinais nao esta relacionada com os parametros
de importancia prognéstica. A relagcdo entre a expressao
do CA19-9 tecidual e o comportamento metastatico da
neoplasia colorretal permanece, ainda, obscura.

Akamine et al."? verificaram que o nivel sérico
do antigeno CA19-9 aumentou de acordo com a intensida-
de da expressao imunoistoquimica do CA19-9 no tecido
neoplasico colorretal. No presente estudo, o CA19-9 sérico
mostrou tendéncia (p=0,06) de correlacdo de seus niveis
com a intensidade de imunoexpressao do CA19-9 no carci-
noma colorretal. Este fato pode sugerir algum grau de faci-
lidade de acesso do CA19-9 produzido pela neoplasia a
corrente sanguinea, podendo o marcador alcancar esta via
por drenagem venosa e/ou linfatica. Da mesma forma,
Nakayama et al.’® observaram que doentes com
imunoexpressao do CA19-9 tecidual ausente nao
apresentaram niveis séricos elevados de CA19-9, o que
também foi observado no presente estudo. Aqui o CA 19-
9 sérico estava aumentado em 10 (22,2%) doentes, resul-
tado semelhante ao encontrado por outros autores?*?! e a
elevacao do CA19-9 sérico apresentou correlacao
significante com a elevacao do nivel sérico do CEA.

Nozoe et al?? encontrou nas neoplasias de reto,
nivel sérico mais elevado, porém nao significante de CA19-
9. Na atual série, também se encontrou tendéncia (p=0,054)
de valores maiores do CA19-9 sérico nos carcinomas loca-

lizados no reto. Esta diferenca de niveis séricos do CA19-9
entre o colon e reto pode ser explicada devido a presenca
de lesées mais infiltrativas no reto e pelo fato da drenagem
retal poder ocorrer pelos sistemas porta e cava inferior e o
acesso do marcador a circulacdo portal permite sua
metabolizacdo pelo figado e a reducao de seus niveis
circulantes, exceto, provavelmente, na presenca de
metastases hepaticas produtoras de CA19-9.

Nakayama et al.'* e Nakagoe et al.*® ndo en-
contraram relacao significante da localizacdo da neoplasia
com a imunoexpressao tecidual do CA19-9, resultados con-
cordantes com os do presente estudo.

Existe discordancia na literatura a respeito da
relacdo entre os niveis séricos do CA 19-9 e o diametro do
carcinoma colorretal. Chen et al?* e Sasaki et al?® nao
encontraram relacao do nivel sérico do CA19-9 com o dia-
metro da lesdo colorretal, o que ocorreu também na atual
série onde os doentes com carcinomas com diametro <
5,0cm e = 5,0cm tiveram niveis de CA19-9 sérico seme-
lhantes (p=0,99). Porém, Nakayama et al.* e Nozoe et
al.? encontraram niveis significantemente maiores de CA19-
9 sérico em tumores com diametro > 5,0cm.

Em relacdo a imunoexpressao tecidual do CA19-
9, este estudo ndo encontrou relacdo significante com o
diametro das lesdes colorretais, achado idéntico ao de ou-
tros autores'’%.

No presente estudo, nao foi encontrado relacao
significante entre o CA19-9 sérico e o acometimento
linfonodal, resultado semelhante ao de Sasaki et al.?> Por
sua vez, Zheng et al.** e Nozoe et al.*2 encontraram maior
acometimento de linfonodos em doentes com CA19-9 sérico
elevado.

Nakayama et al.'® relataram correlacao
significante da imunoexpressao tecidual CA19-9 com a pre-
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senca de linfonodos acometidos. No presente estudo, esta
relacdo ndo foi significante (p=0,12), assim como a da
imunoexpressao com a presenca de linfonodos acometidos
pela neoplasia e a presenca de invasao linfatica microscé-
pica. Esta divergéncia nos resultados pode ser devido a di-
ferenca entre as casuisticas. Na atual série, a maioria dos
doentes ndo tinha comprometimento linfonodal, o que vocé
ter influenciado o resultado. Estudos'*?22> sugeriram que a
presenca de invasao vascular angiolinfatica ndo esté relaci-
onada com os niveis séricos de CA19-9. O mesmo resulta-
do foi encontrado em relacdo a imunoexpressao tecidual
do CA19-9 neste trabalho, resultado também observado
por Nakayama et al.">.

O presente estudo encontrou niveis séricos ele-
vados, porém nao significantes do CA19-9 na presenca de
invasao neural em doentes com carcinoma colorretal. J4 a
imunoexpressdo tecidual do CA19-9 foi semelhante nos
doentes com ou sem presenca de invasdo neural. Nao foi
possivel realizar o cotejamento destes achados com o de
outros autores devido a pequena quantidade de publica-
¢des que avaliaram a invasao neural.

Em relacdo ao grau de diferenciacdo celular,
Zheng et al.?®, Chen et al.%¥, Sasaki et al.> e Nozoe et al.??
nao encontraram diferenca significante quando compara-
ram esta variavel com os niveis séricos de CA19-9, resulta-
dos semelhantes aos aqui apresentados.

Aimunoexpressdo do CA19-9 também nao mos-
trou relacao significante com o grau de diferenciacdo celu-
lar, o que também foi relatado por Nakayama et al.’>.

A literatura é divergente em relacdo aos resulta-
dos entre o nivel sérico de CA19-9 e a profundidade de
invasao de parede. Nakayama et al.’® e Zheng et al.?° en-
contraram valores significantemente elevados de CA19-9
sérico conforme a maior profundidade de invasao da pare-
de colorretal, o que nao foi observado por Nozoe et al.?? e
pelo presente estudo.

Nakayama et al.”® ndo encontraram relagdo
significante entre a profundidade de invasao visceral e o
grau de imunoexpressao tecidual do CA19-9, resultado se-
melhante ao verificado na atual série. Estes resultados po-
dem ser considerados conflitantes, uma vez que ha ten-
déncia de ocorrer maiores niveis séricos de marcadores
tumorais conforme aumenta a profundidade de invasao e
o tamanho da massa tumoral?. Nesta csuistica, a maioria
dos doentes (67 %) foi classificada como T3/T4 e nenhum
T1, ou seja, uma amostra provavelmente adequada de
doentes para avaliar a profundidade de invasao e seria es-
perado valores séricos de CA19-9 e imunoexpressao tecidual
do CA19-9 mais expressivos, porém este fato ndo ocorreu.

No tocante a classificacdo TNM, este estudo nao
obteve correlacdo com os niveis séricos de CA19-9, resul-
tado semelhante ao encontrado por Chen et al.?%, Zheng et
al.®® e Nozoe et al??, por sua vez encontraram relacdo
significante dos niveis séricos do CA19-9 e do CEA com o
estadiamento mais avancado na classificacdo de Dukes.

No presente estudo, comparando-se a
imunoexpressao tecidual do CA19-9 no tecido neoplasico
classificada como ausente/leve ou moderada/intensa, ndo

se encontrou resultados significantes. Por outro lado,
Morales-Gutiérrez et al.?” mostraram que a imunoexpressao
tecidual do CA19-9 tecidual aumenta progressivamente
conforme o estadiamento de Dukes torna-se mais avanca-
do. Na atual série, 48,8% dos doentes foram classificados
como estagios I/ll, ou seja, estagios considerados ndo avan-
cados e apenas 13,3% dos doentes em estagio IV, o que
pode ter influenciado os resultados.

Na presente série, o tempo médio de acompa-
nhamento pos-operatdério foi de 18 meses (1 a 34 meses) e
22,2% dos doentes apresentaram recidiva do carcinoma
colorretal neste periodo. Nakayama et al.’* e Zheng et al.?°
encontraram recidivas significantemente maiores em do-
entes com niveis séricos pré-operatorios elevados de CA19-
9. Nakayama et al.’® encontraram ainda, relagcao
significante entre o CA19-9 sérico pré-operatério e a
imunoexpressao tecidual do CA19-9 com a recidiva da
neoplasia, principalmente a hematogénica. Nakagoe et al."
relataram que a elevacao pré-operatdria no nivel sérico de
CA19-9 era preditor independente da recidiva do tumor
dos doentes com carcinoma colorretal, mesmo sem com-
prometimento linfonodal e que tinham sido tratados com
resseccao curativa. Morales-Gutiérrez et al.?’ sugeriram que
arecidiva do carcinoma colorretal é significantemente maior
nas neoplasias de reto e a probabilidade de recidiva au-
menta progressivamente com a maior intensidade de
imunoexpressao tecidual do CA19-9.

Takada et al.?® relataram que o antigeno CA19-
9 serve como ligante especifico para a molécula de adesao
endotelial de leucécito (ELAM-1), o que pode ajudar as
células tumorais na adesdo as células circulantes e,
consequentemente, iniciar o processo metastatico. O
antigeno CA19-9 pode estar envolvido no processo de
angiogénese tumoral influenciando o rapido crescimento
do tumor e das metastases. Esta pode ser uma das razoes
principais devido a qual os casos com niveis séricos mais
elevados de CA19-9 mostraram frequéncia maior de
metdastases e, consequentemente, pior prognoéstico?®.
Nakagoe et al.Zrelataram que o CA19-9 sérico é forte-
mente associado a metdastases a distancia. No presente
estudo, ndo se constatou relacdo do CA19-9 sérico e da
imunoexpressdo do CA19-9 tecidual com a incidéncia de
metastases. Sequindo o raciocinio que conforme aumenta
a profundidade de invasao e o tamanho da massa, aumen-
tam os niveis séricos dos marcadores tumorais 2, é espera-
do que neoplasias em estagios mais avancados tenham
maiores chances de recidiva e metastases, ja que sdo con-
sideradas doencas sistémicas.

Estudo conduzido por Shimono et al.'® utilizou o
método imunoistoquimico para determinar a
imunoexpressdo do CA19-9 em 149 pacientes com cancer
colorretal primario. Oitenta e seis (56%) tumores marca-
ram positivamente, e 22 (15%) revelaram teste padrao for-
temente expressado. Nestes casos, o CA19-9 nao foi so-
mente marcado nas areas apicais e citoplasmaticas de cé-
lulas do tumor, mas igualmente no estroma. Constatou-se
que os doentes com CA19-9 acentuadamente expressado
sobrevivem significantemente menos do que aqueles com
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0 marcador negativo ou marcado somente na area apical
das células do tumor. Por outro lado, Nakagoe et al.> ndo
encontraram diferenca significante de sobrevivéncia em
relacdo a imunoexpressao tecidual do CA19-9.

No tocante a imunoexpressdo do tecido
neoplasico do CA19-9, a deteccdo e quantificacdo de um
marcador com diferentes reagentes podem nao produzir
resultados idénticos, mesmo que estes reagentes sejam
utilizados em formatos similares do ensaio. Teste especifi-
co para marcador individual, mesmo se realizado de forma
uniforme, pode ser interpretado de maneira diferente com
a utilizacao de diferentes sistemas de andlise de sinal. Va-
rios métodos de escore de imunocoloracdo foram propos-
tos. A mesma lamina pode ser lida por microscopia de luz
com a interpretacdo humana ou por computador. Poder-
se-ia considerar apenas coloracao nuclear e ignorar todos
os outros padrées de coloracado (por exemplo, citosolicas
ou membrana) ou vice-versa. Em algumas escalas, consi-
dera-se apenas que as células sao positivas ou negativas.
Em outras, a intensidade de coloracao esta consignada com
a percentagem de células positivas coradas por
imunoistoquimica para criar indice ou escore. A compara-
cao de resultados entre estas duas analises separadas po-
deria conduzir a conclusdes bastante diferentes.

O significado clinico e biolégico do marcador
detectado em associacdo com uma célula (por exemplo,
no citosol ou membrana) pode ser muito diferente do que
o do mesmo marcador quando é visto como um fator solu-
vel em fluidos. Os resultados obtidos a partir de bidpsia por
aspiracao por agulha podem ser diferentes daqueles utili-
zando a mesma analise de células idénticas coletadas em
amostra de bidpsia de maiores dimensdes, na qual a ar-

ABSTRACT

relacdo com os aspectos morfolégicos da neoplasia

quitetura do tecido é preservada. Diferentes estratégias de
modelos de preparacdo e armazenamento das amostras
podem alterar radicalmente os resultados do ensaio. Mui-
tos ensaios de marcador tumoral - especialmente aqueles
gue sao baseadas em reacbes antigeno-anticorpo -, sdo
muito mais sensiveis em espécimes frescos ou congelados.
Em tecidos fixados, a “sobrevivéncia” do antigeno pode
variar de acordo com os diferentes fixadores. Os ensaios
podem ser influenciados ndo s6 pelo fixador ou tipos de
anticoagulantes utilizados na preparacao da lamina, mas
também pelas condicdes de armazenamento, bem como
pela duracdo do armazenamento. Para muitos marcadores
soluveis, ciclos de congelamento e descongelamento mul-
tiplos podem diminuir a reatividade das células, dependen-
do do ensaio especifico. Mesmo que os métodos de coleta
e armazenamento sejam padronizados, as diferencas de
amostragem podem alterar substancialmente os resulta-
dos®.

O presente estudo encontrou aumento progressi-
vo do grau de imunoexpressao tecidual do CA19-9 confor-
me ocorreu aumento dos niveis séricos do CA19-9, porém
ndo significante. O nivel sérico do CA19-9 e a
imunoexpressao tecidual do CA19-9 nao apresentaram re-
lacdo com as varidveis morfolégicas do carcinoma colorretal.
E possivel que a intensidade de imunoexpressdo tecidual
do CA19-9 possa predizer pior progndstico em doentes com
estadiamento ndo avancado (estadios | e Il) e sugerir a re-
alizacdo de tratamento radio e quimioterapico mais agres-
sivo. Julga-se ser importante a padronizacdo do estudo
imunoistoquimico e da leitura da imunoexpressao tecidual
do marcador CA19-9 para esclarecer-se o papel bioldgico
do marcador CA 19-9 no carcinoma colorretal.

Objective: To compare sera levels of CEA and CA19-9 and tissular expression of the CA19-9 and to correlate these with
morphological features of the colorectal carcinoma. Methods: Forty five patients with colorectal carcinoma underwent surgical
treatment following measurement of pre-operative levels of CA19-9 and CEA. Sera levels of CEA = 5.0ng/ml and CA19-9 = 37Ul
were deemed high values. Evaluation of CA19-9 immunoexpression in neoplastic tissue was carried through by means of
immunohistochemical study with monoclonal antibody anti-CA19-9. The intensity of expression of CA19-9 in neoplastic areas was
semi-quantified in each area of tumor differentiation into mild(+/+++), moderate(++/+++), intense(+++/+++) or absent. Results:
Sera CA19-9 values were progressively higher in the presence of elevated CA19-9 immunoexpression in colorectal carcinoma tissue,
although not significant (p=0.06). Increased sera CA19-9 levels were found to be associated with significantly elevated (p<0.001)
sera CEA levels. Levels of sera CA19-9, tissular immunoexpression of CA19-9 and sera levels of CEA presented no significant
association with morphological features of the colorectal carcinoma. Conclusion: Sera and tissular levels of the CA19-9 marker
exhibited, each other, a directly proportional relationship. The morphological features of the neoplasia had no influence on sera CEA
or CA19-9 levels or tissular immunoexpression of CA19-9.

Key words: Carcinoma. Colorectal Neoplasias. Biologicals Markers.
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