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RESUMO: Os antlgenos de superficie ABH foram estudados por
método 1muno-h|stoqu1m1co em 54 especu-n&s de cincer colorretal
e avaliados quanto i sua expressdo, distribuicdo no tumor e
localizagdo celular. Esses antigenos expressavam-se em 77,7% das
pecas, com distribuicdo difusa no tumor em 57,1% das vezes. Em
nivel celular, quando presentes, 0s antlgenos ABH localizavam-se
na superficie em 73,8% das vezes e intracelularmente em 16,7%
das neoplasias. Os pacientes cujos tumores expressavam Os anti-
genos ABH mostraram uma tendéncia a um melhor prognoéstico (P

= 0,06).
UNITERMOS: cancer colorretal; ABH antigenos

O céncer do intestino grosso é uma das neoplasias mais
freqiientes do mundo ocidental. Em alguns pafses, como
os Estados Unidos, a Austrilia, o Canad4 e a Inglaterra,
constitui-se no segundo céncer em prevaléncia, sendo
superado apenas pelo cancer do pulmdo'. No Brasil, o
cincer do intestino grosso é, excluindo-se os tumores de
pele, o quarto mais freqiiente em homens e o terceiro em
mulheres®,

Quando da ocasifo do diagnoéstico da neoplasia, ndo
raras vezes o enfermo j4 apresenta doenga metastética, Por
outro lado, entre os pacientes que sfo operados com
inten¢do curativa, encontram-se aqueles que apresentam
evolugdo desfavordvel, Dessa forma, é evidente que as
neoplasias de c6lon e reto apresentam um comportamento
biolégico ndo padronizado. Essa variabilidade de compor-
tamento pode ser compreendida, ao menos em parte,
através da andlise dos chamados fatores prognoésticos, que’
traduzem clinicamente a agressividade dos tumores. Ulti.
mamente, vem ganhando interesse o estudo de distintos
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antfgenos relacionados aos tumores, Tal fato tem sido
possfvel gragas ao desenvolvimento de modernas técnicas
imuno-histoquimicas, que permitem identificar alguns des-
ses antigenos nas células neopldsicas,

O presente trabatho foi elaborado com a finalidade de
se investigar as caracteristicas de expressio dos antfgenos
de superficie ABH e seu eventual valor prognéstico.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 54 portadores de céancer colorretal
operados entre 1977 e 1984, Trinta e um eram do sexo
masculino ¢ 25 do sexo feminino, com idade variando
entre 31 e 85 anos (média = 60,2 anos, mediana = 61,5
anos). O tempo de acompanhamento clfnico variou de 14
a 108 meses (média= 65,2 meses, mediana = 60,5 meses).
Os tumores apresentavam as seguintes localizages: ceco —
3; cblon ascendente — 3; angulo hepético — 1; coélon
transverso — 2; angulo esplénico — 3; c6lon descendente
— 2; colon sigméide — 9; retossigmoéide — 11; reto — 19;
ndo determinada(um de dois a quatro tumores sincrdnicos
- 3).

Os pacientes inclufdos neste estudo foram selecionados
ap6s preencherem os seguintes pré.requisitos: a) cirurgia
realizada com intengdo curativa; b) ginglios linfdticos
livres de comprometimento neopldsico A revisio histol6-
gica realizada por um Unico patologista; ¢) seguimento
minimo de dois anos ou até o 6bito do paciente, quando
relacionado com a doenga. Esse dltimo critério foi esco-
thido pelo fato de que pacientes com lesGes Dukes A e B
apresentam recidiva de doenga na sua quase totalidade nos
dois primeiros anos de evolugao®s *

Para o presente estudo, para que se pudesse obter
homogeneidade do material a ser investigado, os blocos de
parafina foram reprocessados tanto para oestudo por
hematoxolina-eosina quanto para a pesquisa imuno-histo-
qufmica. As ldminas inclufam cortes da lesqo primdria, das
margens cirdrgicas e dos ginglios linfdticos dissecados.
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Foram analisadas as caracterfsticas microscopicas dos
tumores, de acordo com os critérios definidos por Dukes
e Bussey® e Jass e cols.®, com a finalidade de se avaliar a
interferéncia dos fatores histopatoldgicos na evolu¢do dos
pacientes. A seguir estfo listados os aspectos estudados,
com as respectivas classificages empregadas:

a) Profundidade de invasdo pelo tumor: até camada
muscular, até camada externa ou serosa.

b) Padrdo de crescimento do tumor. expansivo, infil-
trativo,

¢) Formagdo de glindulas: tibulos simples, tabulos
complexos, padrdo tubular irregular, tibulos ausentes.

d) Grau de diferenciagdo celular: bem diferenciado,
moderadamente diferenciado, pouco diferenciado.

¢) Tipos de tumor: tubular, viloso, mucinoso ¢ indife-
renciado, Quando presentes, mais de um padrdo foi
assinalado,

Tabela 1 — Aspectos histopatologicos dos tumores

Antigenos ABH no céncer colorretal — Cutait R e cols.
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f) Presenga de muco no tumor:. definida como a
porcentagem da 4drea do tumor examinado substitufda por
muco,

g8) Polaridade celular: facilmente discernfvel, pouco
discernfvel, indiscernfvel,

h) Necrose: ausente, presente.

i) Fibrose: intensa, moderada, pouca.

j) Invasdo vascular pelo tumor: ausente, presente.

1) Invasdo neural pelo tumor: ausente, presente,

A pesquisa dos antfgenos de superffcie ABH foi feita
em cortes dos blocos parafinados, empregando-se o méto-
do de imunoperoxidase, que utiliza anticorpo biotinado
antilectina em carneiro, e o complexo avidina biotina-pe-
roxidase, conforme descrito por Hsu e cols.”’ ®, Como
controle positivo utilizou-se lamina com tumor sabida-
mente expressando antfgenos ABH e, como controle
negativo, ldmina 4 qual ndo se adicionou o anticorpo
primdério.

Evolugdo*
Aspecto Variavel N
F D
Profundidade de invasio Dukes A 20 15 5
Dukes B 36 26 10
Padr8o de crescimento infiltrative 56 42 14
Expansivo 0 0 0
Formacgdo glandular Ausente 1 1 0
Tabulos complexos (TC) 35 29 6
Tubulos simples (TS) 1 1 0
TC+ TS 19 11 8
Grau de diferenciagfo Bem diferenciado 4 3 1
Moderadamente
diferenciado 50 38 12
Pouco diferenciado 2 1 1
Tipo de tumor Tubular (T) 34 23 11
Viloglandular (VG) 3 3 0
Indiferenciado (1) 3 3 0
Viloso (V) 4 3 1
T+ 9 8 1
VG+T 1 0 1
V+T 2 2 0
% Muco 0% 46 34 12
5% 4
10% 4
20% 2 8
Polaridade celuiar Bem discernfvel 39 28 11
Pouco discernfvel 10 8 2
Indiscernfvel 7 6 1
Presenca de necrose Ausente 23 17 6
Pouca 28 22 6
Moderada 5 3 2
Intensa 0 0 0
Presenca de fibrose Pouca 19 13 6
Moderada 34 27 7
Intensa 3 2 1
Invasdo vascular Positiva 0 0 0
Negativa 56 42 14
Invasfo neural Positiva 6 3 3
Negativa 50 39 1
Total 54

* F — favordvel D ~ desfavorédvel
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A expressfo dos antfgenos ABH foi estudada sob os
seguintes aspectos: quantidade global no tumor, distribui-
¢do preferencial no tumor e localizagdo intracelular, O
critério empregado para avaliar os antigenos ABH nos
espécimes examinados foi o da anélise semiquantitativa:

a) Quantidade global no tumor. ausentes, discreta,
pouca, média, muita.

b) Distribuicdo preferencial no tumor. ausentes, na
superficie, na profundidade, polar (no pélo oposto/luz
intestinal), difusa, irregular (focos irregularmente dispostos
pelo tumor).

¢) Localizacdo intracelular: ausentes, membrana (quan-
do na regifo apical das membranas das células), difusa
(espalhados pelo citoplasma de maneira regular ou irregu-
lar), polar (quando mais concentrados no pélo citoplasmé-
tico oposto 2 luz), irregular,

Todas as laminas preparadas por imunoperoxidase
foram examinadas por um sé patologista, o qual nfo tinha
conhecimento dos achados histopatolégicos do outro
patologista, e vice-versa,

Para que se pudesse verificar a significincia estatfstica
da associagdo entre as varidveis de interesse, foram
empregados os testes estatisticos de Pearson e, quando
pertinentes, o teste exato de Fisher®. O grau de signifi-
cancia estipulado foi de 5%.

RESULTADOS

Os achados quanto aos 11 parmetros histopatol6gicos
estudados e a evolugdo dos pacientes estdo representados
na Tabelz 1. A andlise estatfstica desses parametros nfo
mostrou interferéncia de nenhum deles quanto 2 evolugdo
dos pacientes, favorecendo a interpretagdo dos achados
quanto aos antfgenos ABH em relagdo 2 evoluggo.

As caracterfsticas de expressdo dos antfgenos ABH
estdo apresentadas na Tabela 2,

Tabela 2 — Caracter(sticas de express§o dos antfgenos ABH

Antlgenos ABH no céncer colorretal — Cutait R e cols.

Os antfgenos ABH (Fig. 1) expressaram-se em 77,7%
dos 54 tumores examinados, com intensidades varidveis, A
distribuicdo no tumor foi difusa em 57,1% dos espécimes
onde se identificaram esses antigenos e irregular ou locali-
zada em dreas especfficas em 48,9% das vezes,

Em nivel celular, quando presentes, os antfgenos ABH
localizaram-se preferencialmente na membrana das células,
em 73,8% dos casos (Fig. 2). Em 16,7% das neoplasias, os
antfgenos ABH expressaram-se no interior do citoplasma
(Fig. 3).

Todas as manifestagGes dos antigenos ABH estudadas
foram analisadas em relagdo a evolugdo dos pacientes, nfo
tendo sido possfvel demonstrar associagdes estatisti-
camente significantes entre essas varidveis. Porém, obser-
vou-se entre o0s pacientes que nfo expressavam esses
antfgenos uma tendéncia a um melhor progndstico
(p = 0,06).

.

Fig. 1 — Antigenos de superficie ABH no tumor com mucosa
adjacente normal (imunoperoxidase, x 20).

~ Evolucdo*
Caracterlstica Varigvel N (%) F (%) D (%)
Expressdo Ausente 12 (22,2) 11 (91,7) 1 (8,3)**
N =54 Presente 42 (77,8) 28 (66,7) 14 (33,3)
Intensidade de express&o disc reta 10 (23,8} 6 (60 ) 4 (40 )
N=42 Pouca 9 (21,4) 5 {65,6) 4 (44,4)
Média 12 (28,6) 7 (58,3) 5 (42,7)
Muita 11 (26,2) 10 (90,9) 1(91)
Distribuicdo preferencial no tumor Superf(cie 4 ( 9,5) 4 (100) 0(0 )
N =42 Profundidade 3(7,1 0o(0 ) 3(0 )
Difusa 24 (57,2) 17 (70,8} 7 (29,2)
Irregular 11 (26,2) 7 (63,6) 4 (36,4)
Localizagdo nas células Membrana 31 (73,8) 20 (64,5) 11 (35,5)
N = 42 Citoplasma 7 (16,7} 5 (71,4} 2 (28,6)
Polar 0(0 ) 0(0 ) 0(0 )
irregular 4(95) 3 {75,0) 1 (25,0}

* F — favorével
D — desfavordvel
**p =006
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Fig. 2 — Antigenos de superficie ABH localizando-se nas membra-
nas celulares (imunoperoxidase, x 100).

Fig. 3 ~ Antigenos de superficie ABH localizando-se difusamente
em citoplasma (imunoperoxidase, x 100).

DISCUSSAO

Os antigenos de superffcie do sistema ABH foram
inicialmente reconhecidos em hemdcias'®, sendo mais
tarde identificados como componentes de membranas
celulares de vérios tecidos''s '%. Além disso, esses
antfgenos foram também descritos em tumores de bexi-
ga'?, estomago'“s !5 célon e reto’®s 17/ 18 pulmdes'®,
pancreas' ® e cérvix uterino'®,

Em céancer colorretal, os primeiros estudos dos antige-
nos ABH foram conduzidos com técnicas de aderéncia de
hemécias'® 1'% %Y e de reagGes de aglutinagdo e
imunofluorescéncia' ¢/ 2! Essas técnicas, entretanto, apre-
sentavam baixa sensibilidade, mormente para o antigeno
H, que ¢ a substincia precursora para a formagdo dos
antfgenos A ¢ B2%, Mesmo com o emprego da imunopero-
xidase cldssica ndo se detectou alta positividade de
expressdo dos antfgenos ABH?3, o que pode ser explicado
por uma perda considerdvel do antigeno H durante os
processos de fixag@o e de desparafinagdo’®.

De fato, foi apenas com os métodos empregando
aglutininas de Ulex europeus (UEA) que, bem recente-
mente, Yonezawa e cols.2®, Shoentag e cols.?®, Yuan e

Antigenos ABH no céncer colorretal — Cutait R e cols. vo¥S 9

cols?” Cordon-Cardo e cols.2® alcangaram sensibilidade

suficiente para identificar, de maneira mais adequada, os
antfgenos ABH nos adenocarcinomas colorretais, Esses
autores observaram positividade em 77,5 a 95% dos casos,
No presente estudo, onde se empregou a técnica da
imunoperoxidase pelo complexo avidina-biotina, os antige-
nos de superffcie ABH foram constatados em 77,8% das
lesGes.

A impressdo existente de que a auséncia de expressio
desses antfgenos estd associada a um pior prognéstico é
decorrente dos trabalhos iniciais realizados com métodos
de baixa sensibilidade'S: ¢, '7: 1° Nas publicagdes
onde os antfgenos ABH foram estudados com o método
mais sensfvel do UEA, em apenas uma delas’® procu-
rou-se associar a expressdo do antigeno H com a evolugdo,
mas o0 nGmero pequeno de casos desse estudo ndo
permitiu que se firmassem conclusGes a respeito, No
presente estudo, embora sem alcangar significancia estatis-
tica, observou-se no material avaliado uma tendéncia para
um melhor prognéstico quando os antigenos ABH ndo se
manifestaram, o que abre uma nova perspectiva para a
andlise desses antigenos,

Na mucosa cblica normal, os antigenos ABH estio
habitualmente expressos no colo direito, mas muito pouco
presentes no colon esquerdo’ 7 27, 28, 29 Portanto, o
padrdo de normalidade para esses antigenos ¢ distinto de
acordo com a regifo anatdmica do codlon. A andlise da
evolugdo apenas para as leses situadas no c6lon esquerdo
mostrou que 90,9% dos pacientes, cujos tumores se
encontravam nessa localizagdo e que ndo expressavam 0s
antigenos ABH, apresentavam bom prognéstico, contras-
tando com os 67,7% que, expressando os antigenos,
tiveram evolugdo favordvel, Ainda que no c6lon esquerdo
a auséncia de antigeno ABH demonstre uma tendéncia
para um melhor prognéstico, ndo houve confirmagdo
estatfstica para esse fenomeno. De qualquer forma, é
razodvel supor que a ndo expressfo dos antigenos ABH
nos tumores de célon esquerdo signifique uma condi¢do
de semelhancga entre eles e a mucosa normal. Assim, os
mecanismos que regulam a atuagdo das glicosil-transfera-
ses, que s30 as enzimas que promovem a sintese dos
antigenos H, A e B*° atuariam de maneira semelhante no
tumor e na mucosa normal, nfo manifestando fenotipica-
mente alteragGes da membrana celular neoplésica para esse
antigeno.

A distribui¢fo dos antigenos ABH pelo tumor, aspecto
esse ndgo descrito por outros autores, foi também aqui
estudada. Esses antfgenos, quando presentes, apresentaram
um padrfo de distribuicdo heterogéneo, Esta situagdo
pode representar uma caracterizagdo do conceito de
heterogeneidade fenotipica de expressio antigénica das
células neoplasicas®! ou a existéncia de distintos clones
celulares dentro do mesmo tumor??2.

Um outro aspecto estudado foi quanto a localizagdo
intracelular dos antigenos ABH. Com os métodos de
imunoperoxidase que empregam o UEA, os antigenos
ABH foram identificados na membrana celular e, as vezes,
também no citoplasma®3: 26 27, 2% No material
avaliado, a presen¢a de antigenos ABH no citoplasma
pode ser especulada como um excesso de produgdo desses
antfgenos ou, entdo, como decorrente de um bloqueio das
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transferases que regulam a utilizagdo do antigeno H como
precursor dos antigenos A e B, causando um actmulo de
antfgeno H no citoplasma, o qual se cora pela técnica
imuno-histoqufmica empregada,

A associagdo entre a localizagdo do antigeno H nas
células e o grau de diferenciacdfo foi analisada por
Schoentag e col?®, que descreveram esse antigeno, em
les6es moderadamente diferenciadas, como posicionado
apenas na membrana ou na regido apical do citoplasma,
Este achado diferiu, em parte, do observado no presente
estudo, onde nas lesdes de moderado grau de diferencia-
¢fo os antigenos ABH foram encontrados na membrana e
em todo o citoplasma, A’ andlise estatfstica, contudo, no
mostrou valor prognéstico desse aspecto para os pacientes
estudados.

Ao terminar, pode-se dizer que os achados deste
trabatho abrem a perspectiva de se conhecer melhor o
comportamento bioldgico do cancer colorretal através do
sistema ABH e, portanto, estimulam o prosseguimento de
investigagOes concernentes a este intrigante tema,

CUTAIT R, ALVES V, BORGES JLA, LOPES LC, SINGER 1J,
CUTAIT D, GOFFI F, AVERBACH M & CAPONE E -
A contribution to the study of ABH surface antigens in colorectal
cancer.

SUMMARY: ABH surface antigens were studied in 54 colorectal
cancer specimens and evaluated according to: their expression,
tumor distribution, cell location. ABH antigens expressed in 77.7%
of the tumors, presenting difuse distribution in the tumor in
57.1% of the cases. When expressed, the ABH antigens were
located in the cell surface in 73.8% and intracellular in 16.7%.
Patients who did express ABH antigens showed a tendency to a
better prognosis (P = 0.06)
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