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RESUMO: A correlagdo entre diferentes padrdes de expressao celular do CEA e a quantificagcdo sérica do antigeno é assunto

controvertido. Objetivo: O objetivo do presente estudo foi verificar se o padrao de distribuicéo tecidual do CEA no carcinoma
colorretal, se correlaciona com seus niveis séricos. M éodo: Estudar am-se 24 pacientes portador es de adenocarcinoma colorretal,
com média deidade de 62,6 anos. A mensuracgéo séricafoi realizada por quimioluminescéncia. No estudo do padr ao dedistribuicéo
tecidual empregou-semétodoimunoistoquimico com atécnica daestreptavidina-biotina per oxidase, utilizando anticor posmonoclonais
anti-CEA. O padr 8o deexpressdo tecidual foi classificado em apical, citoplasmatico eestromal, segundo alocalizacdo predominante
do CEA. A intensidade da imunoexpressao foi classificada em leve, moder ada e forte. Empregou-se o teste de Mann-Whitney na
comparacdo dos niveisde CEA sérico, segundo o padr do de distribuicao tecidual e o grau histoldgico do tumor, o testede Kruskal-
Wallisparaanalisedevariancia e o teste de Spear man para avaliagdo da correlacdo entreasvariaveis estudadas, adotando-se nivel
designificancia de 5% (p<0,05). Resultados: Dois (8,3% ) doentes foram classificados no estadio A de Dukes, 12 (50,0%) no B e 10
(41,6%) no C. Os valores médios do CEA sérico nos doentes com tumores restritos a parede intestinal (A e B de Dukes) foram
significativamentemenor es que osdos doentescom comprometimento linfonodal (p = 0,0139). Nos 14 (58,3% ) enfermos com padr &0
apical de distribuicdo o valor médio de CEA sérico era de 4,0 ng/ml, enquanto nos 10 (41,6%) em que havia expressao do tipo
citoplasmatica o valor médio do CEA sérico era de 31,0 ng/ml (p = 0,0002). Independente da graduagao histolégica, tumores com
expressdo tecidual do tipo apical apresentavam valores séricos do CEA significativamente menores do que tumores com padr&o
citoplasmatico (p<0.05) Nao se encontrou padr 8o estromal de distribui¢do. Houve correlacéo estatisticamente significanteentre o
padrao de distribuicao tecidual, valores séricos do CEA e a classificagdo de Dukes. Conclusdo: Os resultados do presente estudo
permitem concluir que tumores com padrao de distribuicdo tecidual citoplasmatica cursam com valores séricos de CEA
significativamente mais elevados que tumores com padr&o de distribuicdo apical. Existe correlacdo positiva e estatisticamente
significante, entre os diferentes padrdesde distribuicdo celular do CEA, seusniveis séricos e o estadiamento da doenga.
Descritores: Neoplasias colorretais; Antigeno carcinoembrionario; Imunohistoquimica; Estadiamento de neoplasias.
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INTRODUCAO

O antigeno carcinoembrionério (CEA) foi
isolado pela primeira vez por Gold e Freedman em
19652 no intestino de fetos e de doentes portadores de
cancer colorretal. O CEA é umaimunoglobulina cuja
principal fungdo é promover a adesdo molecular
intercelular®*. Pesquisas que utilizam técnicas
imunoistoquimicasrevelaram que o CEA éum antigeno
habitualmente presente nas células da mucosa célica
normal e nas do carcinoma colorretal>s. A principal
diferencaentre o contetido de CEA nascélulasnormais
e neopl asicas aparenta ser muito mais quantitativa do
gue qualitativa®. Contudo, estudos ultraestruturais
demonstraram que existem diferencas no padréo de
distribuicdo celular do CEA quando se compara o
tecido normal com o neoplasico’.

Hamada e col .2, analisando por método imu-
noistoquimico doentes com adenocarcinomacolorretal,
verificaram que o padrdo de distribuicdo do CEA no
tecido neoplésico ocorria de trés formas distintas,
classificando-as em trés padrfes principais. apical,
citoplasmatico e estromal. No padr&o de distribuicdo
apical, o CEA é encontrado junto & membrana cito-
plasmatica na porcéo apical das células epiteliais
colicas voltadas para a luz glandular. No padrédo
citoplasmatico, o antigeno é encontrado em ambos 0s
polos celulares e na porgéo basolateral das células da
mucosa do cdlon, distribuindo-se em mais de 30% do
citoplasmacelular. No padréo de distribuicéo estromal,
além da coloracédo tecidual, o antigeno é demonstrado
em mais de 30% do estroma vizinho. Esses autores
sugeriram que os padrbes de distribuicdo
citoplasmaticae estromal, pelamaior proximidade com
0s vasos linféticos e sangiineos, permitiriam que o
CEA atingisse com mais facilidade a circulagdo
sistémicae, portanto, estariam relacionadoscom nivels
séricos do antigeno mai s el evados quando comparados
aos casos com distribuicéo apical®.

A identificacgo do CEA no tecido neoplésico
por meio de método imunoistoquimico, e sua
correlagdo com os valores séricos, tem sido estudada
com finalidade de se encontrar a |égica bioldgica da
relacdo entre afonte de producéo tecidual e seusniveis
circulantes®*2, Tai s estudos pretenderam, narealidade,
estabel ecer a dinémica capaz de explicar o potencial
diagndstico e, principalmente, o valor prognéstico dos
niveisde CEA pré-operatdrios encontrados no sangue®.
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A correlacdo entre a fonte de producéo tecidual,
analisada por métodos imunoistoquimicos, e os niveis
sangliineos do CEA apresenta resultados contro-
versos'®13, Enquanto algumas pesqui sas estabel eceram
estreita correlacdo entre fonte de producéo tecidual do
CEA e seu nivel sérico, em outras se verificou, até
mesmo, a existéncia de pequena porcentagem de
carcinomas colorretais, escassamente produtores de
CEA, que evoluem com valores séricos normais, nos
quais o seguimento dos doentes pela mensuracéo
sanguinea do antigeno ndo seria Util na deteccéo de
eventuais recidivast.

O objetivo do presente estudo foi avaliar, por
meio de técnica imunoistoquimica, se o padréo de
distribuicéo celular do CEA em doentes portadores de
carcinoma colorretal, encontra-se correlacionado com
o nivel sérico do antigeno e o estadiamento dadoenca.

METODO

A realizac&o deste trabalho foi aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Szo
Francisco em Braganca Paulista, tendo todos os
pacientes, apos esclarecimento dos objetivos da
pesquisa, assinado Termo de Consentimento concor-
dando em participar espontaneamente do estudo.

1. Casuistica

Foram estudados 24 doentes, com igual
namero entre homens e mulheres, portadores de
carcinomacolorretal, operados com intenc&o curativa,
no periodo de 2002 a 2003.

Utilizou-se o estadiamento de Dukes do
carcinomacolorretal, classificando como pertencentes
ao est&dio A, ostumores que se estendiam até acamada
muscular externa da parede intestinal; como Dukes B,
0s gue se estendiam por toda a parede intestinal
comprometendo inclusive o tecido adiposo adjacente;
e como C, quando havia comprometimento de
linfonodos, independente do nivel de penetracdo da
neoplasia na parede intestinal.

As caracteristicas clinicas e anatomo-patol 6-
gicas dos doentes sd0 mostradas na Tabela-1.

Consideraram-se como critério de exclusdo os
fumantes, a presenca de carcinomatose peritoneal,
portadores de doenca hepatica, e enfermos com
metéstases a distancia. Todos os doentes tiveram o
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Tabela 1 — Caracteristicas clinicas e andtomo-patol 6gicas
da casuistica

Sexo
Homens 12/24
Mulheres 12/24
Média de |dade (anos)
Homens 57,2 anos
Mulheres 68,0 anos
Gerd 62,6 anos
Localizacgo
Sigméide 11/24 (45.8%)
Reto 10/24 (41.6%)
Cdlon Ascendente 2/24 (8.3%)
Cdlon Transverso 1/24 (4.3%)
Estadiamento
Dukes
A 2/24 (8.3%)
B 12/24 (50.0%)
C 10/24 (41.6%)
Grau de diferenciagdo celular
Bem diferenciado 8/24 (33.3%)
M oderadamente diferenciado 14/24 (58.3%)
Pouco diferenciado 2/24 (8.3%)

diagndstico de adenocarcinomacolorretal confirmado
por dois patologistas experientes.

2 - Dosagem do Antigeno Carcinoembrionario

Amostras de sangue foram colhidas na sala
cirdrgica, antes do inicio da operagdo, por pungao
venosano membro superior, e encaminhadas deforma
imediata para a determinacdo do nivel do CEA
sangtiineo, por quimioluminescéncia, sendo o
resultado expresso em nanogramas por mililitro (ng/
ml). A mensuragdo do CEA foi sempre realizada no
mesmo laboratdrio pelo mesmo técnico, utilizando-se
kit de um tnico fornecedor. Foram considerados como
normais valores menores ou iguais a 5,0ng/ml.

3 - Exame Anatomo-Patol 6gico

Inicialmente realizou-se o estudo macros-
cOpi co dos espécimes extirpados, analisando-sealoca
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lizac&o do tumor, aspecto macroscopi co etamanho. Em
seguida para a realizacdo do estudo histopatol 6gico,
todos os espécimes cirlrgicos, previamente fixadosem
solucdo de formol a 10%, foram emblocados em
parafina. Trés cortes de 4um naperiferiado tumor para
obtencdo de areas com e sem neoplasia, foram obtidos
de cadabloco, sendo corados, inicialmente, pelatécnica
dahematoxilina-eosina para diagndstico microscopico
e avaliacéo do nivel de invasdo na parede, tipo
histol 6gico, grau de diferenciacdo celular e verificacdo
da presenca de linfonodos comprometidos pela
neoplasia.

4- Técnica lmunoistoquimica

Todos os espécimes, fixados em formalina e
emblocados em parafina, foram submetidos atrés cortes
adicionais de 4um, retirados da periferia do tumor e
depositados em |aminas previamente identificadas.
Inicialmente as |aminas foram desparafinadas por trés
banhos sucessivos de cinco minutosem xilol. Realizou-
se a reidratagdo, submergindo as laminas em alcool
absoluto a 95%, 80% e 50%, seguida de lavagem por
cinco minutos em agua corrente e posteriormente em
aguadestilada. Aslaminasforam entéo acondicionadas
em recipiente préprio e submersas em solugéo tamp&o
de fosfato de sédio 0,05 M e pH 7,2 (PBS) por 10
minutos e depois secas com papel filtro. Foi realizado
blogueio das peroxidases endégenas pel o gotejamento
deperdxido de hidrogénio 30V a3%, em camaralmida,
a temperatura ambiente, durante 10 minutos, seguido
de mais uma lavagem com PBS por 10 minutos.
Terminadas estas etapas, realizou-se a recuperagéo
antigénicanaqual asléminasforam acondicionadasem
cuba com solucao de citrato 10 mM, pH 6,0 e
submetidas em microondas (poténcia alta) durante 15
minutos (trés ciclos de cinco minutos cada, completando
0 recipiente com solugéo de citrato ao término de cada
ciclo). Ao fim desse processo, foram deixadas esfriar
por 20 minutos no interior do forno de microondas,
seguido de novalavagem com PBS por cinco minutos.
O anticorpo primério monoclonal anti-CEA (Dako
Cytomation®, Copenhagen, Dinamarca- Clone 11-7
IgG1) foi diluido na proporcéo de 1:800 em soro
albumina bovina (Sigma®, Saint Louis, EUA). Todas
as l&minas foram cobertas com cerca de 100 pL dessa
solucdo, mantidas por 30 minutos a temperatura
ambiente elevadas paracdmara imidaem refrigeracéo
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a4°C por 24 horas. Ap06s esse periodo de incubacgo, as
I&minas foram novamente lavadas com PBS por cinco
minutos, gotejadas com o anticorpo secundario (Dako
Cytomation®, Copenhagen, Dinamarca), nadiluicdo de
1:160 em PBS, e reservadas em cdmara Umida durante
umahoraatemperatura ambiente. A seguir, realizou-se
novalavagem com PBS por cinco minutos e aplicou-se
0 complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (Dako
Cytomation®, Copenhagen, Dinamarca) preparado no
momento de sua utilizagdo, na diluicdo de 1:100 em
PBS, por 45 minutos. Aslaminasforam reveladas, apis
nova lavagem com PBS por cinco minutos, usando-se
cromégeno (tetrahidrocloridrato de diaminobenzidina
DAB 10mgem 10 ml dePBS+ 3 ml de &guaoxigenada),
preparado cinco minutos antes de terminar o tempo de
exposi ¢ao ao complexo ABC, gotejado e permanecendo
sobre elas por trés minutos. Completado este tempo, as
l&minas foram lavadas em é&gua corrente destilada por
cinco minutos, contra-coradas com hematoxilina de
Harris por 30 segundos, e novamente lavadas em égua
corrente destilada por cinco minutos para em seguida
serem desidratadas, por submersio em etanol 50%, 80%,
95% e absoluto e em xilol, duas vezes por um minuto
cada. Finalmente aslaminasforam montadas, rotul adas
e mantidas em posi¢éo horizontal por 24 horas. O
controle daimunocoloragdo foi realizado com |aminas
confeccionadas, com a mesma técnica, sem adicao do
anticorpo primario.

5- LeituradasLaminas

Para analise microscoOpica utilizou-se
microscopio Optico comum, com magnificacéo final
de 200 vezes. Considerou-se, como reagdo positiva, a
coloracéo que ocorreu de modo difuso, com pontos de
intensidade vari&vei s e distribui¢do homogénea. Todas
aslaminasforam lidas por dois patol ogistas experientes
sem conhecimento prévio das caracteristicas clinicas
de cada doente, e com acesso somente aos seus proprios
resultados, osquais classificaram aexpresséo tecidual
do CEA segundo duasvariéveis. padrdo de distribui¢cdo
celular e intensidade de imunocol oragéo.

A leitura da imunocoloragdo foi sempre
realizada na regido de graduacao histotoldgica
(diferenciagéo celular) do tumor, definidapreviamente
no estudo convencional pelatécnicada hematoxilina
eosina. Assim, caso aneopl asiafosse consideradacomo
bem diferenciada, aleiturado padréo eintensidade de
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expressao tecidual obtida pelaimunoistoquimicaseria
realizada em uma area bem diferenciada. Adotou-se a
classificagdo proposta por Hamada e col 19858 paraa
definicdo do tipo de distribuicéo tecidual do CEA
encontrado naimunocoloracdo (Figura-1).

A intensidade de expressdo foi classificadaem
trés graus ap0s observacao de trés campos al eatorios,
posicionados sobre areas do tumor com a mesma
graduacéo histolégica: (1) leve (+/+++), quando a
coloracdo atingia até 30% das células; (2) moderada
(++/+++), quando a coloracdo estava presente de 30 a
70% das células; (3) forte (+++/+++), quando mais de
70% das células apresentavam a imunocol oragao.
Adotou-secomo valor individual paracadapatologista
a moda entre a leitura dos trés campos e como valor
final, amoda das leituras dos dois profissionais.

6 - Estudo Estatistico

Os dados obtidos com relacéo aos valores
séricos do CEA foram estudados comparativamente
pelos testes Mann-Whitney. Para andlise de variancia
empregou-se o teste de Kruskal-Wallis. Aplicou-se o
coeficiente de Spearman paraverificar aexisténciade
correlacdo significativa entre as variaveis estudadas,
fixando-se em 5% (p<0,05) o coeficiente pararejeicdo
da hipétese de nulidade em todos os testes adotados.

RESULTADOS

Foi possivel identificar a expressédo
imunoistoquimica tecidual do CEA nos 24 doentes
estudados. Em todos, a intensidade de expresséo
tecidual variava de célula para célula e de glandula
para glandula conforme o campo estudado; entretanto
0 mesmo padr&o de localizagdo era mantido na maior
parte do tecido sel ecionado. Damesmaformanotecido
normal, de todos os casos estudados, 0 antigeno era
identificado como umaténue camada, localizadajunto
amembrana citoplasmética no pélo apical das células
enaluz glandular (Figura 1-D).

O padréo de distribuicéo e a intensidade de
expressao tecidual obtidos nos 24 enfermos estudados
encontram-se rel acionados na Tabela-2.

A Tabela-3 mostra aintensidade de expresséo
tecidual do CEA obtidanapresente casuisticaparacada
um dos padrdes de distribuicdo tecidual encontrados.
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Figura 1 — Diferentes padrdes imunoistoquimicos de distribuicao tecidual do antigeno carcinoembrionario no
carcinoma colorretal e no tecido normal, revelado pelo anticorpo monoclonal especifico anti-CEA e contra-
corados pela Hematoxilina de Harris: A apical (200x); B citoplasmatico (200x); C estromal (400x), e D na

mucosa colica normal (200x).

Tabela 2 — Padré&o dedistribuigéo tecidual eintensidade de

expressao do CEA.

n %
Diagndstico Patol 6gico
Adenocarcinoma 24 100

Padr&o de distribuicdo tecidual paraCEA 24 100
Apical 14 58,3
Citoplasmética 10 47
Estromal - -

I ntensidade de imunocol oracéo
Leve 2 8,3
Moderada 17 70,8
Forte 5 20,8
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Tabela 3 — Imunocoloragéo positiva para o CEA tecidual
segundo o padrao dedistribuicdo tecidual eintensidade de
expressao.

Padr 8o dedistribuicdo tecidual n %
Apical 14 100
Leve 2 14,2
Moderada 10 71,6
Forte 2 14,2
Citoplasmética 10 100
Leve - -
Moderada 7 70,0
Forte 3 30,0
Estromal - -
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Os valores médios do CEA sérico ndo apre-
sentavam diferencas significantes, quando se
estudavam asvaridveis. sexo (p=0,1571); localizacéo
do tumor no colon ou reto (p= 0,4642); tipo
histol6gico mucoprodutor ou usual (p= 0,2453);
dimensBes mai ores ou menores que cinco centimetros
(p=0,0725).

A Tabela-4 mostraos valores séricos do CEA
nos diferentes padrfes de imunoexpressao celular. Os
valores séricos encontrados nos doentes com padréo
apical de distribuicdo tecidual foram
significativamente menores do que os valores dos
doentes com padréo citoplasmatico de distribuicéo
celular (p= 0,0002). Enfermos com tumores restritos
aparede célica (Dukes A + B), apresentavam niveis
séricos de CEA significativamente menores que 0s
doentes classificados no estadio C de Dukes (p=
0,0139). Os valores séricos do CEA apresentavam
niveis mais elevados nos tumores pouco
diferenciados, guando comparados aos tumores com
menor graduagdo histol 6gica, ndo havendo diferencas
significantes quando se comparavam tumores bem
diferenciados e moderadamente diferenciados (p=
0,5840).

Tabela 4 — Média dos valores séricos do CEA segundo o
padréo de distribuicao tecidual, classificacido de Dukes e
grau histolégico da neoplasia.

Variaveis n CEA (ng/ml)
Padréo de distribuicéo tecidual
Apica 14 4,01*
Citoplasmaético 10 31,03
Estromal - -
Classificaggo de Dukes
A 2 2,90*
B 12 8,63*
C 10 25,72
Grau histol6gico
Bem diferenciado 8 14,21
Moderadamente diferenciado 14 13,38
Pouco diferenciado 2 32,75
* p< 0,05

§ Teste de Mann-Whitney
Padréo de distribuicao tecidual: * Apical< Citoplasmatico
Classificag@o de Dukes: *A+B< C
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Tabela 5 —Média dos val ores séricos do CEA relacionando
padréo de distribuico tecidual e o grau de diferenciacéo
celular.

Grau dediferenciacdo celular

CEA ng/ml
Bem Moderadamente  Pouco
diferenciado diferenciado diferenciado
Apical 2,28*% 2,61* 23,60
Citoplasmético 26,15 32,76 41,90

Estroma - - -

§ Teste de Kruskal-Wallis
*p< 0,05
*Bem diferenciado: Apical < Citoplasmético
*Moderadamente diferenciado: Apical < Citoplasmatico

A Tabela-5 mostra os val ores séricos do CEA
relacionados ao grau histolégico da neoplasia e ao
padrédo de distribuicdo tecidual detectado pela
imunoistoguimica. Nos tumores pouco diferenciados
amédiadosvalores séricosdo CEA encontrava-semais
elevada que nos tumores moderadamente ou bem
diferenciados com 0 mesmo padréo de expressdo
tecidual. Ostumores com padréo de di stribuicéo apical
bem diferenciados apresentavam valores séricos de
CEA semelhantes aos tumores moderadamente
diferenciados com o mesmo padr&o de distribuicéo
tecidual (p= 0,8772), porém menores quando
comparados as neoplasias pouco diferenciadas. Os
tumores com padrdo de distribuicao citoplasmaticabem
diferenciados apresentavam valores séricos do CEA
menores que ostumores moderadamente diferenciados
com o0 mesmo padréo de distribuicéo tecidual, sem
contudo existir diferencas significantes.(p= 0,8075).
Os tumores com padréo citoplasmatico bem e
moderadamente diferenciado também cursavam com
valoresinferiores aos dostumores pouco diferenciados.
Constatou-se ainda que entre os tumores bem
diferenciados, osenfermos com padréo de distribui¢éo
apical, apresentavam valores séricos do CEA
significativamente menores que os doentes com padréo
de distribuicéo citoplasmética (p= 0,0209). Damesma
forma, nostumores classificados como moderadamente
diferenciados, os doentes com padr&o de distribuicéo
do tipo apical apresentavam valores séricos do CEA
significativamente menores que os doentes com padréo
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Tabela 6 — Média dos val ores séricos do CEA relacionando
padréo de distribuicéo tecidual e intensidade de expressio
tecidual.

CEA ng/ml
I ntensidade de expressao tecidual
Leve M oderada Forte
Apical 2,25 4,48* 3,45
Citoplasmético - 37,87 15,06

Estroma - - -

§ Teste de Kruskal-Wallis
*p< 0,05
Intensidade de expressdo - Moderada: * Apical < Citoplasmatico

de distribuicdo tecidual citoplasmética (p= 0,0041). O
doente com tumor pouco diferenciado com padrdo de
distribuicéo tecidual do tipo apical apresentava valor
sérico do CEA inferior ao doente com padréo de
distribuicdo citoplasmatica.

A Tabela-6 mostra os valores médios do CEA
sérico nos diferentes padrdes de distribuicdo celular,
segundo aintensidade de expresséo tecidual do CEA.
Verificou-se que os doentes com padréo de distribuicdo
apical eintensidade de expressdo moderada apresenta-
vam niveis séricosdo CEA significativamente menores
gue os doentes com padrdo de distribuicgo do tipo
citoplasmatica (p= 0,0025). Os pacientes com padréo
de distribuicéo apical eintensidade de expresséo forte
também apresentavam valores de CEA inferiores aos
doentes com padréo citoplasmatico.

O estudo de correlagdo entre as multiplas
variaveis estudadas (Teste de Spearman) mostrou
correlacdo positiva e significante entre o padro de
distribuicdo tecidual do CEA eosniveisséricosdo CEA
(rs = 0,7694, p= 0,0001), entre padr&o de distribuicéo
tecidual do CEA eaclassificagdo de Dukes (rs=0,5555,
p= 0,0048) e, entre os niveis séricos do CEA e a
classificagdo de Dukes (rs = 0,5342, p= 0, 0072) .

DISCUSSAO

Nos Estados Unidos, o cancer colorretal
representa a segunda causa mais comum de morte por
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neoplasia entre 0os homens e a terceira entre as
mulheres®®. No Brasil, ocupa o terceiro posto como
causa mais comum de morte relacionada ao cancer e
sua incidéncia vem aumentando em comparacdo a
outros tipos de tumores que acometem o aparelho
digestivo®®. Apresenta maior incidéncia entre 50 e 70
anos de idade, podendo em 2 a6% dos casos acometer
a populagdo mais jovem!®t’. Com o aumento da
expectativa de vida a neoplasia colorretal vem ga-
nhando importanciacrescente no perfil damortalidade
por cancer em todo o0 mundo %6,

O prognostico da enfermidade encontra-se
diretamente relacionado ao conhecimento do maior
nimero de variaveis que possam identificar, com
seguranga, o risco do desenvolvimento de metastases.
Dentre elas, a presenca de células neoplasicas viaveis
na corrente sangliinea é condicdo indispensavel paraa
disseminacdo da doenca'’. O CEA é um antigeno
presente namaioriadas cél ulas neopl asicas dos doentes
com cancer colorretal e suapresencaem niveiselevados
na corrente sangliinea, durante o seguimento pos-
operatério, pode sugerir a existéncia de células
neoplésicas viaveis produtoras do antigeno*. Assim
sendo, o conhecimento detalhado darelagdo existente
entreafonte de producéo tecidual do CEA eadinémica
com gue o antigeno atinge a corrente sangliinea, séo
aspectos importantes para melhor compreensdo da
evolugdo do cancer colorretal.

O CEA é formado por um conjunto de
glicoproteinas semel hantes, pertencentesafamiliadas
imunoglobulinas, com peso molecular de 200 kDa, cuja
principal funcéo € promover aadesdo intercelulars18,
Trata-se de glicoproteina produzida por tumores
originérios do tecido endodérmico, em especial os da
mucosado célon, que possui determinantes antigénicos
localizados na fragdo protéica da molécula formada
por cadeias polipeptidicas simples, sendo o
componente carboidrato composto principal mente por
frutose, manose, galactose, N-acetilglucosamina e N-
acetil-gal actosaminat®19-22,

Ascélulasdamucosacdlicasintetizam o CEA
de maneira continua a partir de suas por¢oes basais.
Em virtude de umaorientacdo de migragéo polarizada,
caracteristica das células epiteliais especializadas, o
antigeno atravessa o citoplasma através das cisternas
de Golgi associando-se a membrana citoplasmaticana
regido apical da célula, para a partir dai ser em parte
eliminado para a luz intestinal "8. Nas células
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neopléasicas do cancer colorretal existe perda da
orientac&o de migracéo polarizada, ocorrendo comisso
inversdo do padréo de distribui¢do do antigeno no
citoplasma celular. O fendmeno da perda de migragéo
polarizada fica mais evidente a medida que a célula
neoplasica se torna cada vez menos diferenciada’. A
incapacidade de eliminar o CEA para luz intestinal,
decorrente do fendmeno de inversdo de migragéo
polarizada, acarreta maior concentracdo do antigeno
no interior da célula, facilitando sua difusdo para o
estroma tecidual e consegiientemente para circulagdo
sistémica. Acredita-se que o fenémeno dainversdo de
migragéo polarizada, por facilitar a passagem do CEA
para a corrente sangiinea seja uma das explicacoes
plausiveis para valores séricos do antigeno, mais
elevados nos portadores de carcinoma colorretal 8.

A possibilidade de deteccéo do CEA no sangue
por técnicas de radioimunoensaio, quimiolumi-
nescéncia e, mais recentemente, por técnica imuno-
enzimética com boa sensibilidade, permitiu que a
mensuracao séricado antigeno passasse aser utilizada
de forma rotineira no acompanhamento de doentes
portadores de cancer colorretal. Dessamaneira, haveria
apossibilidade de se estabel ecer uma correlagdo entre
afonte de producéo tecidua e o nivel sérico do CEA.

A mensuragdo sérica do CEA vem sendo
utilizada com vérios propdésitos. Por apresentar baixa
especificidade, ja que pode encontrar-se elevado em
diversas condi¢des benignas, 0 CEA néo é empregado
como método diagndstico. A dosagem do antigeno
possui importante papel no acompanhamento poés-
operatdrio dos enfermos portadores de cancer
colorretal, podendo ao elevar-se ser indicador do
surgimento de recidivas®. A manutencdo de valores
sanguiineos elevados ap0s a extirpacao do tumor pode
ser indicativa de resseccdo cirurgica incompleta?.
Ainda existem controvérsias quanto ao valor da
mensuracao pré-operatéria do CEA como variavel de
importancia prognéstica, principal mente nos estadios
iniciais da doenca #%, A presenca do CEA nas fezes
tornaatraente a possibilidade de que sua quantificacdo
fecal possa vir a ser utilizada como método de
rastreamento do céncer colorretal %

A diferencano contelido de CEA entre células
normais e neoplasicas parece ser muito mais
quantitativa do que qualitativa e sua expressao
imunoistoquimica tecidual pode sofrer variacGes
dependendo do método de analise empregado®. No
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estudo do carcinoma colorretal em espécimes
congel ados, adeteccao imunoi stoquimicado CEA pode
atingir até 100% das células da mucosa do intestino
grosso®. De outro modo, quando a mensuracéo € feita
em tecidos previamente fixados, o CEA éidentificado
em aproximadamente 60% das células neoplésicas e
em apenas 14% das células normais®. A especificidade
do anticorpo primario anti-CEA, empregado natécnica
imunoistoquimica, é outravariavel relacionadaamaior
capacidade de identificagdo do CEA nostecidos®. Ao
considerar-se 0s 24 doentes avaliados no presente
estudo, apesar de empregar-se material fixado, pbde-
se identificar a presenca do CEA em todos, tanto no
tecido normal quanto no neoplasico, sugerindo que a
dificuldade na identificagdo do antigeno no material
fixado possa estar relacionada com a técnica
imunoi stoquimica empregada.

Em todos os enfermos foi possivel observar
diferencas tanto no padréo de distribuic&o tecidual
guanto na intensidade de expressdo do antigeno,
guando se comparava tecido normal com neoplasico.
Na mucosa célica normal o CEA eraidentificado no
polo apical dacélulajunto amembrana citoplasmatica
e no interior da luz glandular, geralmente como uma
ténue camada, de coloragdo acastanhada e com
intensidade de expressédo classificada como leve
(Figura1-D). Este padr&o de distribuic&o identificado
no tecido normal, bem como a leve intensidade de
expressdo, parece reforgar as evidéncias de que na
célula normal existe uma producéo tecidua limitada
com orientagcdo de polaridade definida no sentido da
luz intestinal.

Nos portadores de cancer colorretal iden-
tificaram-se dois padrdes principais de distribuicdo
tecidual do CEA: apical e citoplasmatico. Encontrou-
se 0 padréo apical de distribuicdo em 58,3% (14/24) e
o citoplasmatico em 41,7% (10/24) dos enfermos
(Figura 1A e B), nédo se observando padréo de
distribuicéo do tipo estromal. Este fato provavel mente
se deva ao pequeno nimero de casos estudados e a
dificuldade em se diferenciar o padréo estromal de
distribuicdo do CEA, da coloragdo de células
neopléasicas que invadiam o estroma tecidual (Figura
1C). Nas regides onde existia grande infiltracdo da
membrana basal por células neoplésicas ou necrose
tecidual, havia areas restritas onde talvez o padréo de
expressdo tecidual estromal pudesse ser considerado,
entretanto o padréo de distribuic&o tecidual adotado
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paraaleituraimunoistoquimicafoi aguele encontrado
nas éreas definidas previamente pela coloragéo
convencional. A dificuldade em se diferenciar os
principais padrdes de distribuicdo tecidual do CEA,
vem fazendo com que sejam propostas diversas
classificacdes que adotam critérios de expressao
diferentes, tanto na distribui¢do quanto naintensidade
de expresséo. Esta falta de uniformidade causa muita
confusdo nainterpretacdo dos resultados descritos nos
mais diferentes estudos'>3%°,

A pesqguisa rotineira do padréo de expressido
tecidual do CEA tem sido preconizada, pois permitiria
aumentar a eficiéncia da mensuragéo sanguinea do
antigeno como fator prognoéstico nos doentes
portadores de cancer colorretal 213, No presente estudo,
verificou-se que doentes com padréo de distribuicdo
tecidual do tipo apical, apresentavam niveis séricos de
CEA significativamente menores que os pacientescom
padréo de distribuicdo citoplasmética (p=0,0002). Os
doentes com padrdo de distribuicdo apical
apresentavam nivelsmédios de CEA sérico de 4,01 ng/
ml o que é concordante com os resultados de outros
autores que encontraram valores inferiores a 10 ng/
ml&3*. Da mesma forma, doentes com padréo
citoplasmatico de distribuicdo do CEA apresentavam
valores séricos médios de 31,00 ng/ml, resultado
semel hante aos de pesqui sas que encontraram valores
maiores do que 10 ng/ml&12%,

Ao estudar-se a intensidade de expressao
tecidual do CEA nas areas neoplasicas, verificou-se
que dos 14 doentes que apresentavam padréo de
distribuicdo apical, dois mostravam intensidade de
expressao leve 10, intensidade moderada e dois, forte.
Cabe destacar que, apesar do padréo de distribuicéo
tecidual apical assemelhar-se ao do tecido normal, nos
14 enfermos a intensidade de expressao tecidual
detectada era nitidamente mais intensa quando
comparada a do tecido normal, sugerindo maior
capacidade de producdo do CEA pelacélulaneoplésica
(Figura 1 A). Nos 10 doentes com padréo
citoplasmético, ndo houve intensidade de expressdo
leve, existindo sete com intensidade moderada e trés,
forte. Estes achados sugerem que a maior intensidade
de expressio tecidual do CEA no padréo citoplasmatico
dedistribuicdo talvez estejarel acionadando sd amaior
capacidade de producédo do antigeno pela célula
neoplasica, mas também ao maior acumulo
citoplasmético decorrente da menor capacidade da
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célula cancerosa em eliminar o antigeno para a luz
intestinal (inverséo da polaridade).

O padré&o apical de distribuicdo tecidual do
CEA em doentes com céncer colorretal vem sendo
relacionado a menores niveis de CEA sérico e portal,
quando comparado aos padrdes de distribuicdo
citoplasmatica e estromal 23%32, Os resultados da
presente casuistica parecem confirmar estas suspeitas.
Dos 14 doentes com cancer colorretal cujo padrao de
distribuicéo tecidual do CEA foi classificado como
apical, 12 apresentavam intensidade de expresséo
moderada ou forte e, mesmo assim, 0s niveis séricos
de CEA foram menores quando comparados aqueles
dos doentes com padrdo citoplasmatico que
apresentavam a mesma intensidade de expressdo (p =
0,0008). E possivel que os menores niveis de CEA
sérico nos doentes com padréo de distribuicéo do tipo
apical ocorresse, pois apesar de existir importante
concentracdo tecidual do CEA no polo apical dacélula,
amaior parte do antigeno estaria sendo eliminada para
a luz intestinal, resultando em menor contingente
drenado para a circulagdo sangliinea. Estes achados
sugerem que o padrdo de distribui¢ao tecidual nacélula
neopl &si capossaestar téo relacionado apresencado CEA
no sangue e nas fezes, quanto a prépria capacidade de
producéo tecidual . Pesquisas que rel acionem o contetido
sérico e feca do CEA em individuos sadios e em
portadores de cancer colorretal com diferentes padres
de distribuicao tecidual ainda merecem ser realizadas.

Ja se demonstrou que a maior concentragéo
do CEA no citoplasma celular e no estroma tecidual
do carcinoma colorretal, em virtude de atingir com
maior facilidade a circulacdo sistémica, geramente €
acompanhadade val ores séricos mais el evados®, Sete
dos 10 enfermos com padrdo de distribuicdo tecidual
citoplasmatica apresentavam intensidade de expressdo
classificada como moderada e em trés ela era forte.
Verificou-se que esses, doentes apresentavam valores
médiosde CEA sérico significativamente maiselevados
gue os doentes com distribuic&o do tipo apical com a
mesma intensidade de expressao (p = 0,0005),
reforcando a idéia de que o padrédo de distribuicdo
tecidual encontra-se mais relacionado a valores
elevados de CEA sérico do que a intensidade de
producdo. No momento estamosiniciando estudo com
maior nimero de casos em que aquantificacdo do CEA
tecidual esta sendo mensurada por meio de método
morfométrico computadorizado e através de
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espectrometria de massa. O objetivo desse estudo é
verificar, de forma mais precisa, se 0s niveis séricos
do CEA encontram-se mais relacionados a capacidade
produtora da célula neoplasica ou a dificuldade em
secretar 0 antigeno para a luz intestinal devido ao
fendmeno de inversdo da polaridade de migracéo.

Existem duvidas se o0 padrdo de distribuicdo
tecidual e os niveis séricos do CEA nos doentes
portadores de carcinomacol orretal também possam estar
relacionadosao grau histol 6gico do tumor (diferenciagdo
celular) 892, Evidenciou-se que a maioria dos doentes
portadores de tumores bem diferenciados e com padréo
dedistribuicdo do tipo apical cursavacom nivelsséricos
baixos de CEA. Por outro lado, portadores de tumores
moderadamente ou pouco diferenciados e de padréo
citoplasmético ou estromal cursavam com niveis séricos
elevados. Entretanto, ja se demonstrou que a medida
gue aneoplasia torna-se cada vez mais indiferenciada,
pelo distanciamento progressivo da célula normal
especializada, perderia a capacidade de producéo
tecidual do CEA™4%, Dessa forma, nos tumores
indiferenciados poderia ocorrer uma menor producéo
tecidual do CEA, fazendo com que sua mensuracéo
Séricapossuisse menor importanciano seguimento pos-
operatério'.

Na presente casuistica, quando se compararam
os valores séricos do CEA, nos diferentes graus de
diferenciagdo do tumor, verificou-se que ndo havia
diferenca significante entre os doentes portadores de
tumores bem ou moderadamente diferenciados (p =
0,5849). Apesar de dois doentes portadores de tumores
pouco diferenciados apresentarem em média valores
séricos do CEA mais elevados que os doentes com
tumores bem ou moderadamente diferenciados, em
virtude do tamanho da amostra o estudo comparativo
ficou prejudicado. Ao se estudar o grau histoldgico do
tumor e o padrdo de distribuicdo tecidual do CEA,
relacionando-os com a média dos niveis séricos do
antigeno, verificou-se que, dosoito doentescom tumores
bem diferenciados, quatro apresentavam distribuicéo do
tipo apical e quatro, citoplasmética. Comparando-se os
valores séricosdo CEA nessesdoentes observou-se que
os doentes com tumores bem diferenciados com padréo
de distribuicdo apical apresentavam valores séricos
significativamente menores que os doentes com padréo
citoplasmatico (p = 0,0209). Dos 14 doentes portadores
de tumores moderadamente diferenciados, nove
apresentavam padréo de distribuicdo do tipo apical e
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cinco, citoplasmética. Comparando-se 0svalores séricos
do CEA nessesdoentes constatou-se que osdoentescom
tumores moderadamente diferenciados com padréo de
distribuicdo apical apresentavam valores séricos
significativamente menores que os doentes com padréo
citoplasmatico (p = 0,0041). Dos dois doentes com
tumores pouco diferenciados, um apresentava padréo
apical de distribuicao tecidual e outro citoplasmético.
O doente com padrao api cal apresentavavalor sérico do
CEA menor que o doente com padréo citoplasmatico.

Ao seestudar o padrdo de distribuicao tecidua
do CEA e o grau histolégico do tumor, relacionando-
0S com 0s niveis séricos do antigeno, verificou-se que
dos 14 doentes com distribuicdo apical, quatro
apresentavam neoplasia bem, nove moderadamente e
um pouco diferenciada. Ao se analisar os valores do
CEA sérico nestes doentes constatou-se, apesar de se
tratar de um Unico caso, que o doente com neoplasia
pouco diferenciadaapresentavaniveisséricosbemmais
elevados em relagdo aqueles que possuiam tumores
moderadamente ou bem diferenciados. Os enfermos
com padrdo de distribuicdo apical, portadores de
tumores bem diferenciados apresentavam em meédia
valores séricos de CEA semel hantes aos doentes com
padréo apical e portadores detumores moderadamente
diferenciados (p =0,7383).

Dos 10 pacientes com padrdo de distribuicéo
tecidual dotipo citoplasmética, quatro eram portadores
de tumores bem diferenciados, cinco moderadamente,
e apenas um pouco diferenciado. Doentes com padréo
de expresséo tecidual do tipo citoplasmatica e
portadores de tumores bem diferenciados apresentavam
em média valores séricos do CEA menores quando
comparados aqueles portadores de tumores
moderadamente diferenciados, sem contudo existirem
diferencas significantes (p = 0,8065). O Unico doente
com carcinoma pouco diferenciado e com padréo de
expressdo tecidual citoplasmatico apresentavanivel de
CEA sérico bem mais elevado, quando comparado ao
dos doentes com tumores bem ou moderadamente
diferenciados; todavia, como se tratava de um Unico
enfermo, a avaliagdo fica comprometida.

A importanciado padrdo dedistribuicéo tecidua
nos valores séricos do CEA ficou evidente quando se
constatou que, independente do grau histolégico da
neoplasia, foi possivel demonstrar nos doentes com
expressdo tecidud dotipo apicd, valoresmédiosdo CEA
serico, significativamente menores do que os valores
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dos doentes com expressdo tecidual de padréo
citoplasmatico. Estes resultados sugerem que o padréo
de expressdo tecidual possa influir de maneira até
mesmo mais importante que o grau histolégico da
neoplasia nos valores sanguiineos do CEA. Contudo, é
importante destacar que grau de diferenciacéo celular
do cancer colorretal € definido como o grau dominante
nalaminaestudada, cabendo lembrar que em um mesmo
tumor é possivel encontrarem-se areas bem,
moderadamente e até mesmo pouco diferenciadas. Com
ointuito detentar padronizar aleiturae estabelecer uma
relacéo mais rea entre os valores séricos encontrados
com o padr&o imunoistoquimico dedistribui¢do tecidua
do CEA, o local selecionado para interpretacdo da
l&mina foi aquele com a graduag&o histologica
previamente definida pela técnica histolégica
convencional. Estudos relacionando os diferentes
padrfes de expressdo tecidua de um mesmo tumor com
osvaoresséricosdo CEA aindamerecem ser redlizados,
com objetivo de verificar se 0s niveis sangliineos do
antigeno sdo determinados pelo grau histol6gico mais
prevalente ou pelo maior grau encontrado. Da mesma
forma, pesquisasrelacionando o contetido sérico efecal
do CEA emindividuos sadiose em portadores de cancer
colorretal com diferentes graduactes histol 6gicas, ainda
merecem ser realizadas com o objetivo de verificar se
tumores com mesma graduagdo histol6gica, mas com
padrbesde distribuicdo distintos, apresentam diferencas
nos niveis séricos e fecais do CEA.

O estadio anatomo-patol6gico do tumor
também vem sendo relacionado com os niveis séricos
do CEA, pois a medida que a neoplasia invade
progressivamente aparede cdlica, 0 acesso do antigeno
a corrente sangliinea encontra-se facilitado devido a
infiltragdo venosae linfatica®*. Quanto maisavangado
0 estédio da classificagdo de Dukes, maiores sdo 0s
valoresencontradosdo CEA sérico®. Jase demonstrou
gue neoplasias com estadios mais avangados da
classificacdo de Dukes estdo mais comumente
associadas aos padrdes citoplasmatico e estroma de
distribuicdo tecidual eavaloresde CEA sérico elevados
81235, Tokunaga e col.®, estudando 49 portadores de
carcinoma colorretal, nos quais a neoplasia invadia a
camada submucosadaparede cdlica, verificaram queo
comprometimento linfonodal ndo ocorria em doentes
com padréo de expressdo do tipo 4pico-luminal,
ocorrendo, contudo, em 11,6% dostumores com padréo
de distribuicéo citoplasmatico e em 16,7% dos
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estromais. Os resultados obtidos no presente estudo
parecem estar de acordo com esses achados. Dois dos
24 doentes em gque a neoplasiafoi estagiada como A da
classificacdo de Dukes, apresentavam valoresmédiosde
CEA sérico de 2,90 ng/ml, j4 os classificados como B e
C gpresentavam em médiavaloresde 13,43 ng/ml € 32,60
ng/ml, respectivamente. Quando secompararam osniveis
sericos do CEA em doentes com tumores restritos a
parede cdlica (estadios A e B de Dukes), com aqueles
em quejaexistiacomprometimento linfonodal, verificou-
se que os valores séricos do antigeno eram
significativamente menores nos enfermos com doenca
restrita a parede cdlica (p = 0,0139). Estes resultados
sugerem gue o grau de penetracdo do tumor na parede
intestinal, além da quantidade de massa produtora do
antigeno e da presenca de tecido produtor de CEA fora
da parede cdlica, também possa estar relacionado aos
niveis séricos do antigeno. Cabe destacar que néo foi
possivel demonstrar-se diferencas significantes (p=
0,0725) guando se comparavam tumores maiores ou
menoresque ¢inco centimetros, talvez devido ao tamanho
daamostra.

Os valores séricos do CEA podem sofrer
influénciade multiplasvaridveis e dentre asanalisadas,
foi possivel encontrar-se correlagdo positiva e
significante, entre o padrédo de expressdo
imunoi stoquimicatecidual do CEA, seusniveis séricos
e 0 estadio dadoencasegundo aclassificagdo de Dukes.

Osresultadosiniciaisdo presente estudo, apesar
do pegueno nimero de doentes avaliados, sugerem que
osdiferentespadres dedistribuicdo tecidual encontram-
serelacionadosaos nivel s sangliineos pré-operatérios do
CEA, ao estadiamento anatomo-patolégico e,
indiretamente, ao progndstico dadoenca. A determinacéo
das caracteristicas de distribuicéo tecidual do CEA pode
dessa maneira, incrementar a importancia da dosagem
sérica do antigeno como fator progndstico nos doentes
portadores de carcinoma colorretal. Estudos com maior
nimero de enfermos e com maior tempo de seguimento
pos-operatério devem ser empreendidos, com o intuito
de verificar se 0 padréo de distribuicéo tissular do CEA
pode ser considerado como variavel independente no
progndstico dos doentes portadores de cancer colorretal.

CONCLUSAO

Considerando a metodologia empregada, 0s
resultados do presente estudo permitem concluir que
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tumores com padrdo citoplasmatico de distribuicdo correlacdo positiva, e estatisticamente significante,
tecidual do CEA apresentam valores séricos do entre os diferentes padrdes de distribuicdo celular do
antigeno significativamente mais elevados que 0s CEA, seus niveis séricos e estadiamento da doenca
tumores com padréo de distribuicéo apical, equeexiste segundo a classificagdo de Dukes.

SUMMARY: Thecorrelation between different cell expression patternsof CEA and the quantities of thisantigen in serum isstill a
controversial subject. Objective — The objective of the present study was to verify whether there is a correlation between the
distribution pattern of CEA in theneoplastictissueand CEA levelsin serum. Method — Twenty-four patientswith colorectal cancer
were studied. Their mean age was 62.6 years. The measurement of CEA in serum was done by quimioluminiscence technique. To
study thetissue expression patter n, theimmunohistochemical method with the streptavidin-biotin peroxidasetechniquewasutilized
with the use of anti-CEA monoclonal antibodies. The tissue expression pattern was classified as apical, cytoplasmic or stromal,
accor ding tothe predominant localization of the CEA distribution in the neoplastictissue. Theintensity of theimmunoexpression of
CEA in the neoplastic tissue was classified as dight, moderate or strong. The Mann-Whitney test was used to compare the CEA
levelsin serum with the tissue distribution pattern and histological tumor grade. The Kruskal-Wallis test was used to variance
analysisand Spear man test was used to analyzethe correlation among the studied variables. The significance level of 5% (p<0.05)
was adopted. Results - Two patients (8.3% ) were classified in Dukesstage A, 12 (50.0%) in B and 10 (41.6%) in C. Themean CEA
valuesin serum in patientswith tumorsrestricted tothe intestinal wall (DukesA + B) were significantly lower than did thetumors
with lymph node involvement (p=0.0139). I n the 14 patients (58.3%) who presented an apical tissue expression pattern, the mean
CEA value in serum was 4.0 ng/ml, whilein the 10 patients (41.6%) with expression of cytoplasmic type, the mean CEA valuein
serum was 31.0 ng/ml (p=0.0002). | ndependent of the histological grade, thetumorswith tissue expression of apical type presented
CEA valuesin serum that were significantly lower than did the tumors with the cytoplasmic pattern (p<0.05). No patients were
found to havethestromal pattern of CEA distribution. Therewasa statistically significant correlation between thetissue expression
pattern, CEA valuesin serum and the Dukes classification. Conclusion — Theresults from the present study allow concluding that
tumors with the cytoplasmic pattern of CEA distribution presented serum values of the antigen significantly higher than apical
pattern. Thereisapositive and statistically significant correlation between thedifferent cell distribution patternsof CEA, itslevels
in serum and the staging of the disease.

Key words: Colorectal neoplasm; Carcinoembryonic antigen; |mmunohistochemistry; Neoplasm staging.
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