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Niveis séricos e imunoexpressao tecidual
do marcador CA 19-9 no carcinoma
colorretal e comprometimento linfonodal

Serum levels and tissue immunoexpression of CA 19-9 marker in
colorectal carcinoma and lymph node involvement

Mariane Martins Manso', Newton Eiji Kitamura?, José Roberto Martins de Souza®, José Eduardo Gongalves?,
Leandro Luongo Matos*, Ana Maria Amaral Antonio Mader®, Vera Luiza Capelozzi®, Jaques Waisberg'

Resumo

Introducéo: O carcinoma colorretal é uma das neoplasias mais incidentes nos paises ocidentais. E controverso se os niveis séricos e a imunoexpressao
tecidual do marcador tumoral CA 19-9 estdo relacionados com o comprometimento linfonodal e com a invasao linfatica no carcinoma colorretal. Casuistica e
métodos: Em 45 pacientes com carcinoma colorretal operados, o nivel de CA19-9 pré-operatério e aimunoexpressao do CA19-9 no tecido neoplésico foram
analisados. Valores de CA19-9 = 37 Ul/ml foram considerados aumentados. As amostras do tecido com carcinoma colorretal foram submetidas ao estudo
imunoistoquimico, com anticorpo monoclonal anti-CA19-9. A intensidade de expressao do CA19-9 na neoplasia foi semiquantificada em leve (+/+++),
moderada (++/++ +), intensa (+ + +/+ + +) ou ausente. Foram comparados os niveis séricos e a imunoexpressao tecidual do marcador CA19-9 com o
comprometimento linfonodal e a invasdo linfatica. Resultados: O nivel sérico e aimunoexpressao tecidual do CA19-9 ndo se relacionaram significantemente
com o comprometimento linfonodal (p = 0,49 e p = 0,45, respectivamente) ou com a invasao linfatica (p = 0,12 e p = 0,74, respectivamente). Conclusoes: 0

nivel sérico e a imunoexpressao tecidual do CA19-9 nao refletem o comprometimento linfonodal e a presenga de invasao linfatica no carcinoma colorretal.
Palavras-chave: Carcinoma; neoplasias colorretais; marcadores biolégicos de tumor; imunoistoquimica; prognéstico.

Abstract
Introduction: Colorectal carcinomais one of the most common tumors in Western countries. Itis controversial whether serumand tissue immunohistochemical

expression of tumor marker CA 19-9 are associated with lymph node involvement or lymphatic invasion in colorectal carcinoma. Methods: In 45
patients with colorectal carcinoma operated, the preoperative serum levels and immunoexpression of CA19-9 in tumor tissues were performed. Values
of CA19-9 = 37 Ul/ml were considered increased. Tissue samples with colorectal carcinoma were subjected to the immunohistochemistry study, with
monoclonal antibody anti-CA19-9. The severity of CA19-9 expression in the tumor was semiquantified as mild (+/4 + +), moderate (++/4 ++), intense
(+++/+++), or absent. We compared the serum levels and the tissue immunoexpression of CA19-9 marker with lymph node and lymphatic invasion.
Results: Serum level and tissue immunoexpression of CA19-9 did not correlate significantly with lymph node involvement (p = 0.49 and p = 0.45,
respectively) or with lymphatic invasion (p = 0.12 and p = 0.74, respectively). Conclusions: The serum level and tissue immunoexpression of CA19-9 do

not reflect the presence of lymph node involvement and the presence of lymphatic invasion in colorectal carcinoma.
Keywords: Carcinoma; colorectal neoplasms; tumor markers, biological; immunohistochemistry; prognosis.
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CA 19-9 e comprometimento linfonodal no carcinoma colorretal

Introducéao

Nos paises ocidentais, inclusive no Brasil, o carcinoma colorretal
é uma das neoplasias mais frequentes do trato gastrintestinal. £ consi-
derado o terceiro carcinoma mais frequente no mundo e o segundo, em
paises desenvolvidos'.

O estadiamento da neoplasia colorretal, de acordo com a Classifi-
cagdo de Tumores Malignos (TNM), é, ainda, o fator prognéstico mais
consistente’. Entretanto, a informagio progndstica fornecida pelo es-
tadiamento TNM ndo é, habitualmente, disponivel no pré-operatério.
Um fator prognéstico seguro pode ser de importante valor clinico na
terapia neoadjuvante planejada nesses pacientes.

O CA 19-9 foi identificado por Koprowski ez al.’. Esse antigeno
carboidrato 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 membrana celular e
no citosol de células de carcinomas’. E sintetizado normalmente pelas
células dos ductos pancreaticos e pelos epitélios colico, gastrico, da ve-
sicula biliar, endometrial e salivar’®.

O interesse na expressio do antigeno Lewis* em tecidos nor-
mais e em tumores ocorre porque este derivado sializado dos an-
tigenos Lewis pode atuar como marcador associado a tumores de
neoplasias gastrintestinais™'’. O nivel sérico deste marcador pode
aumentar nos carcinomas das vias biliares, estdmago, figado, mama
e intestino grosso”''.

O contetido de CA19-9 aumenta de forma progressiva a partir
dos niveis encontrados na mucosa célica, no adenoma e no carcino-
ma colorretal, sugerindo a utilidade do seu nivel sérico para avaliar
o grau de progressio da neoplasia, do radicalismo da operagio ou a
detecgdo da sua recidiva®'*".

O CA19-9 tecidual foi associado a maior incidéncia de acometi-

16,17

mento linfonodal, invasdo linfatica®® e metéstases'®"”, enquanto outros

autores nio identificaram esta relagio'™ .

O objetivo deste estudo foi analisar a relagdo entre os niveis
séricos pré-operatorios do CA19-9 e sua imunoexpressdo tecidual
com o comprometimento linfonodal e com a invasio linfatica, no

carcinoma colorretal.

Casuistica e métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
do Hospital do Servidor Publico Estadual de Sdo Paulo (IAMSPE) e
registrado sob o nimero 104/07.

As informagdes clinicas e morfolégicas foram obtidas por meio de
consultas em prontudrios hospitalares ou por entrevista com os pacien-
tes ou familiares nos retornos ambulatoriais.

Neste estudo, foram considerados critérios de inclusio pacientes
adultos com carcinoma colorretal, confirmado pelo estudo histopatol6-

gico da lesdo extirpada com intengdo curativa (auséncia de metastases

ndo-ressecdveis, retirada de, pelo menos 12 linfonodos e auséncia de
margens comprometidas na pega cirtrgica). Foram considerados cri-
térios de exclusio pacientes menores de 18 anos de idade, enfermos
submetidos a operagio de urgéncia e submetidos a neoadjuvéncia para
tratamento da neoplasia colorretal.

No periodo de outubro de 2006 a janeiro de 2008, foram estudados
45 pacientes consecutivos com carcinoma colorretal operados com in-
tengdo curativa no Servigo de Gastroenterologia Cirtirgica do Hospital
do Servidor Publico Estadual de S3o Paulo.

A média de idade dos pacientes estudados foi de 69,53 =
12,37 anos (41 a 91 anos), sendo 23 (51,1%) do sexo masculino e 22
(48,9%) do sexo feminino.

O estadiamento foi realizado pelo exame clinico e proctolégico
completos; determinagio sérica do CA19-9; colonoscopia com bi6p-
sia da lesdo e respectivo estudo histopatol6gico; enema opaco, quando
indicado; radiografia do térax; tomografia computadorizada de abdo-
me total e ultrassonografia abdominal. A classificagio do estadiamento
clinico-patolégico adotada foi a TNM 2002*.

Para a coleta do CA19-9 sérico, os enfermos foram submetidos
a pungio da veia cefalica do membro nio-dominante imediatamente
antes do inicio da operagdo. As amostras de sangue foram encaminha-
das de forma imediata para mensuragdo dos niveis séricos de CA19-9.
Adotou-se o nivel de corte (cut-off) para 0 CA19-9 = 37 UI/ml**.

Dos 45 pacientes, em 29 (64,4%), a neoplasia estava localizada no
c6lon: 2 no ceco, 7 no cdlon ascendente, 2 no colon transverso, 2 no
célon descendente e 14 no sigmoide, além de 2 pacientes com neoplasia
sincrbnica, uma delas envolvendo sigmoide e c6lon transverso e outra
envolvendo sigmoide e célon ascendente. Em 16 (35,6%) enfermos, a
neoplasia estava localizada no reto. Vinte e oito (62,2%) pacientes apre-
sentaram lesdo com didmetro < 5,0 cm e em 17 (37,8%), o didmetro foi
=5,0 cm (Tabela 1). A média do ntimero de linfonodos extirpados dos
45 pacientes foi de 17,4 por pe¢a operatéria. Houve acometimento pelo
carcinoma colorretal dos linfonodos extirpados em 22 (48,9%) pacien-
tes. Em outros 23 (51,1%), os linfonodos da peca operatéria estavam
livres de acometimento neoplasico.

Para a realizagio do estudo histopatolégico, todos os espécimes
cirtrgicos, previamente fixados em solugdo de formol a 10%, foram
incluidos em blocos de parafina. Trés cortes de 4,0 pm foram obtidos
de cada bloco na periferia do tumor para obtengdo de dreas com e
sem tumor, sendo corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE)
para diagnéstico anatomopatolégico e avaliagdo do grau de invasio
da parede célica e do grau de diferenciagdo celular. A verificagdo de
comprometimento neoplasico dos linfonodos ressecados foi realizada
por meio de cortes corados por HE.

Para a realizagdo do estudo imunoistoquimico, todos os espécimes
previamente fixados em formol e incluidos em blocos de parafina foram
submetidos a dois cortes adicionais de 4 pm, depositados em laminas
previamente silanizadas. As laminas foram desparafinadas por trés ba-

nhos sucessivos de cinco minutos de xilol e trés banhos em etanol abso-
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luto. A seguir, foram acondicionadas em recipiente préprio e submersas
em solugdo tampio fosfato de sédio 0,05 M e pH = 7,2 (PBS) por dez
minutos. Foi realizado bloqueio das peroxidases endégenas pelo goteja-
mento de perdxido de hidrogénio 30 V a 3%, em cdmara timida, a tem-
peratura ambiente durante 10 minutos, seguido de mais uma lavagem
com PBS por 10 minutos. Terminada esta etapa, realizou-se a recupera-
¢do antigénica. As liminas foram acondicionadas em cuba com solugdo
de citrato 10 mM, pH = 6,0, e submetidas ao calor em banho-maria
em temperatura de 35°C por periodo de 40 minutos e, ao final deste
processo, foram deixadas para esfriar por 20 minutos em temperatura
ambiente, sendo realizada lavagem com PBS por cinco minutos.
Aslaminas 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 tampdo 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. Seguiram-se as etapas: lavagem em
tamp3o PBS com trés trocas de cinco minutos cada; incubagio com o
complexo ABC (StretABC-HRP®) diluido em tamp3o Tris, durante 30
minutos a temperatura ambiente; lavagem em tampdo PBS com trés
trocas de trés a cinco minutos cada; revelagio com solugdo de diamino-
benzidina (DAB) (Sigma®) a 0,6% e perdxido de hidrogénio de 0,06%.
As laminas foram lavadas em dgua corrente e destilada, e contracoradas
com hematoxilina de Harris por um minuto, e novamente lavadas em

agua corrente e destilada.

Tabela 1 - Valores dos niveis séricos normal (< 37 Ul/ml) e elevado (= 37 Ul/ml) do CA19-9 comparados com as varidveis morfoldgicas em

pacientes operados de carcinoma colorretal

CA19-9 < 37 Ul/ml (n = 35)

Local

Linfonodos Acometidos
Invaséo vascular/linfatica
Imunoexpressao do CA 19-9

Célon = 23 (65,7%)
Néo = 19 (54,3%)
Néo = 24 (68,6%)
0/+ = 16 (45,7%)

Reto = 12 (34,3%)
Sim = 16 (45,7%)
Sim = 11 (31,4%)
+4/+++ =19(54,3%) 0/+ = 1(10,0%)

CA19-9 = 37 Ul/ml (n = 10) p
Célon = 6 (60,0%) Reto = 4 (40,0%) 0,72
Nao = 4 (40,0%) Sim = 6 (60,0%) 0,49
Nao = 5 (50,0%) Sim = 5 (50,0%) 0,45

++/+++ =9(90,0%) 0,06

Ul: unidades internacionais; n: nimero de pacientes; M: masculino; F: feminino; 0: auséncia de expressao; +: expressao leve; ++: expressao moderada; + + +: expressao intensa.

Teste de Mann-Whitney.

Tabela 2 - Relagao entre a imunoexpressao do marcador CA19-9 no tecido neoplésico e as varidveis morfoldgicas dos pacientes operados de

carcinoma colorretal

CA 19-9 — Imunoexpresséao tecidual

0/+ (n = 17) ++/+++ (n = 28) P
Local Colon = 11 (64,7%) Reto = 6 (35,3%) Colon = 18 (64,3%) Reto = 10 (35,7%) 0,99
Linfonodos Acometidos Nao = 6 (35,3%) Sim = 11 (64,7%) Nao = 17 (60,7%) Sim = 11(39,3%) 0,12
Invasdo Vascular/ linfatica Nao = 10 (58,8%) Sim =7 (41,2%) Nao = 19 (67,9%) Sim = 9 (32,1%) 0,74

CA 19-9 sérico (Ul/ml) < 37 (n = 16) (94,1%)

=37 (n = 1) (5,9%)

<37(n=19)(67,9%) =37 (n=29)(32,1%) 0,06

0: auséncia de expressao; +: expressao leve; + +: expressao moderada; ++ +: expressao intensa; n: nimero de pacientes; Ul: unidades internacionais; M: masculino; F: feminino.

Teste de Mann-Whitney.

Figura 1 - Fotomicrografia de imunoexpressao positiva representada pelo colorido acastanhado no citoplasma das células neoplésicas do car-
cinoma colorretal (imunoistoquimica com anticorpo anti-CA19-9, aumento de 200x).
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A anilise microscopica das laminas foi realizada com o auxilio de
microsc6pio dptico comum, com lente objetiva de 100x e magnificagio
final de 200x. A leitura de todas as laminas foi sempre realizada por
patologista experiente na interpretagio imunoistoquimica.

A reagdo foi considerada positiva quando a expressdo ocorreu de
modo difuso, com distribui¢do homogénea. Os controles positivos fo-
ram cortes do centro germinativo de tonsila normal. Nas laminas usadas
como controle negativo, subtraiu-se o anticorpo primario da reagdo.

A intensidade de expressdo do CA 19-9 nas dreas neoplasicas foi
semi quantificada em dreas representativas da neoplasia como leve
(+/+++), moderada (++/+++), intensa (+++/+++) e ausente.
Areas de diferentes graus de diferenciagio celular foram avaliadas em
varredura, sempre que presentes nas laminas (Figura I).

O nivel de significAncia adotado foi de 5% (p = 0,05). Foram reali-
zados calculos paramétricos e ndo-paramétricos, de acordo com a natu-
reza das varidveis e o n de cada grupo estudado. Os modelos utilizados
foram: média aritmética e respectivo desvio padrdo; cdlculo de percen-
tuais; teste do ¢ ndo-pareado (¢ de Student); teste ndo-paramétrico da
soma por postos (Mann-Whitney) e teste exato de Fisher. O programa

estatistico utilizado foi o SPSS for Windows 16.0 (SPSS Inc., USA).

Resultados

O valor médio do CA19-9 sérico foi de 120,5 + 40,6 UI/mL. Em
10 (22,2%) pacientes foram encontrados valores elevados (= 37,0 UL/
mL) de CA19-9 sérico (Tabela 1). Nestes pacientes, seis (60%) apresen-
taram neoplasias de célon e quatro (40%) neoplasias do reto (Tabela ).
Todos os pacientes, com imunoexpressio do CA19-9 tecidual ausente,
apresentavam niveis normais de CA19-9 sérico.

Em relagdo a imunoexpressdo do CA19-9 no tecido neoplasico
colorretal, cinco (11,1%) pacientes apresentavam imunoexpressdo au-
sente e, neles, o valor médio do CA19-9 foi de 2,8 + 2,9 UI/mL. Em
12 (26,7%) pacientes, a imunoexpressio foi considerada leve e o valor
médio do CA19-9 foide 11,1 = 11,1 UI/mL. Em 17 (37,8%) pacientes,
aimunoexpressdo foi moderada e o valor médio do CA19-9 foi de 167,3
+ 54,1 UI/ml. Em outros 11 (24,4%) pacientes, a imunoexpressdo foi
intensa e o valor médio do CA19-9 foi de 221,0 = 21,6 UI/mL. Nos
pacientes com neoplasia de c6lon, a imunoexpressdao do CA19-9 no te-
cido neoplasico foi a seguinte: em 4 (13,8%) pacientes foi ausente; em
7 (24,1%) foi leve; em 11 (38,0%) foi moderada e em outros 7 (24,1%)
foi intensa. Nas neoplasias de reto, a imunoexpressdo do CA19-9 foi
ausente em um (6,3%) paciente; leve em cinco (31,2%); moderada em
seis (37,5%) e intensa em quatro (25,0%).

Vinte e trés (51,1%) pacientes tinham linfonodos comprometidos
e, em 22 (48,8%), os linfonodos estavam livres de invasdo pelo carcino-
ma colorretal (Tabelas 1 e 2). Nos pacientes com linfonodos infiltrados
pela neoplasia, o valor médio do CA19-9 sérico foi de 138,0 £ 53,4 UL/
mL. Nos pacientes sem linfonodos infiltrados pela neoplasia, o valor

médio do CA19-9 sérico foi de 103,8 + 68,8 UI/mL. Nio se observou

diferenga significante (p = 0,49) em relagdo & presenca de linfonodos
acometidos e a elevagio do nivel sérico do CA19-9 (Tabela 1).

Em 17 (37,8%) pacientes havia invasio vascular linfatica consta-
tada no exame anatomopatolégico da pega extirpada, enquanto que,
em 28 (62,2%) enfermos, nio foi verificada invasdo vascular linfatica
(Tabelas 1 e 2). Nos pacientes com invasdo vascular linfatica pelo car-
cinoma colorretal, o valor médio do CA19-9 sérico foi de 184,3 = 60,5
UI/mL. Nos enfermos sem invasdo vascular linfatica, o valor médio
do CA19-9 sérico foi de 85,3 = 39,0 UI/mL. A presenca de invasdo
vascular linfitica ndo apresentou relagdo significante com o aumento
do CA19-9 (p = 0,45) (Tabela 1).

A imunoexpressio do CA19-9 no tecido neopldsico nos pa-
cientes com linfonodos infiltrados pela neoplasia se apresentou au-
sente em 4 (18,2%) pacientes; leve em 7 (31,8%); moderada em 5
(22,7%) e intensa em 6 (27,3%). A imunoexpressdo do CA19-9 no
tecido neoplasico nos pacientes sem invasdo linfonodal apresentou-
se ausente em | (4,4%), leve em 5 (21,7%), moderada em 12 (52,2%)
e intensa em outros 5 (21,7%). A intensidade da imunoexpressio
do CA19-9 nio apresentou relagdo com a presenca de linfonodos
acometidos (p = 0,12) (Tabela 2).

A imunoexpressio do CA19-9 no tecido neoplasico nos pacien-
tes com invasdo linfatica pelo carcinoma colorretal foi a seguinte: em
3 (18,7%) foi ausente; em 4 (25,0%), leve; em 3 (18,8%), moderada
e em 6 (37,5%), intensa. Nos pacientes sem invasdo linfatica, a imu-
noexpressiao do CA19-9 no tecido neopldsico nestes pacientes foi a
seguinte: em 2 (6,9%), ausente; em 8 (27,6%), leve; em 14 (48,3%),
moderada e em 5 (17,2%), intensa. A intensidade da imunoexpressio
do CA19-9 nio apresentou relagdo com a invasdo vascular linfatica

(p = 0,74) (Tabela 2).

Discussao

O CA19-9 sérico e, mais recentemente, a imunoexpressio do
CA19-9 no tecido de carcinomas colorretais foram estudados para auxi-
liar a estimativa de prognéstico e para correlaciona-los com os aspectos
morfolégicos da neoplasia com intuito de orientar a programagio do
tratamento de cada paciente??.

Nakayama ez a/."” ndo encontraram pacientes com CA19-9 eleva-
do quando a imunoexpressio do CA19-9 tecidual foi ausente, e seme-
lhante resultado foi encontrado no presente estudo. Nakayama et a/.'>*
observaram que os niveis séricos médios do antigeno CA19-9 aumen-
taram de acordo com a intensidade da expressdo imunoistoquimica do
CA19-9, no tecido neoplasico colorretal.

Ueda, Shimada e Urakawa®” examinaram o significado clinico
dos niveis séricos pré-operatérios de CA19-9 em 206 pacientes com
carcinoma colorretal operado. Em 52 (25,2%) pacientes, o nivel séri-
co do CA19-9 estava aumentado (> 37 U/mL) antes do tratamento
cirtirgico. Todos estes pacientes com CA19-9 aumentado tinham car-

cinoma avangado e incidéncias significantemente elevadas (91,3%) de
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invasdo do tumor na musculatura prépria e de envolvimento linfatico
(54,5%). Esses autores notaram que a incidéncia de metéstases hepati-
cas e de doenga avangada no grupo de pacientes, com niveis elevados
de CA19-9, era significantemente mais elevada do que aquelas no gru-
po de CA19-9 normal (38,5 versus 6,5% e 42,9 versus 14,8%, respecti-
vamente). A sobrevivéncia de longo prazo do grupo com nivel sérico
elevado de CA19-9 foi significantemente pior (p < 0,0001) do que
aquela dos pacientes do grupo com nivel sérico normal de CA19-9. Os
autores concluiram que o nivel sérico elevado do CA19-9 no pré-ope-
ratério € indicador ttil da presenga de metdstases hepdticas e de pior
progndstico, nos pacientes com carcinoma colorretal. No presente es-
tudo, 0 CA19-9 sérico estava aumentado em dez (22,2%) pacientes; o
nivel sérico médio foi de 120,5 + 440,6 UT/mL.

Em relagdo a localizagio do carcinoma colorretal, Nozoe er al.””
encontraram, nas neoplasias de reto, niveis séricos mais elevados, po-
rém ndo-significantes (p = 0,47) de CA19-9. Na atual série, também
ndo foram encontrados valores maiores do CA19-9 sérico no reto. Esta
diferenga de niveis séricos do CA19-9 entre o célon e reto poderia ser
explicada devido a presenga de lesdes mais infiltrativas no reto, e pelo
fato da drenagem retal poder ocorrer pelos sistemas porta e cava in-
ferior e a drenagem do célon ser praticamente exclusivamente portal.
Nakayama et a/.** e Akamine ez a/.”® n3o encontraram relagdo signifi-
cante da localizagio da neoplasia com a imunoexpressio tecidual do
CA19-9, resultados concordantes com os do presente estudo.

No presente estudo ndo foi encontrada relagio significante entre o
nivel sérico elevado do CA19-9 e 0 acometimento linfonodal, resultado
semelhante ao encontrado por Sasaki ez al.”. Porém, outros autores™*
encontraram major acometimento de linfonodos em pacientes com
CA19-9 sérico elevado. Nakayama et al."” encontraram correlagio sig-
nificante (p < 0,01) da imunoexpressdo tecidual CA19-9 com a presen-
ca de linfonodos acometidos. No presente estudo, esta relagio nio foi
significante, assim como a presenca de invasio linfitica microscépica.

A razdo pela qual os pacientes com cincer colorretal avangado
apresentam niveis mais elevados séricos de CA19-9 ainda ndo estd
completamente esclarecida. Takada ez a/.*' relataram que o antigeno

CA19-9 serve como ligante especifico para a molécula de adesdo en-
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dotelial 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
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