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Fibronectina biliar no diagnéstico de estenoses biliares

Bile fibronectin in biliary stricture diagnosis
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Resumo

Introdugdo: Ainda, nio existe método ideal para o diagnéstico diferencial entre estenoses biliares malignas e
benignas. Este estudo visa a comparar a concentragio de fibronectina biliar nos pacientes com e sem estenose
biliar maligna. Métodos: Durante a pancreatocolangiografia retrégrada endoscépica (PCRE), foram coletadas
amostras de bile de 50 pacientes com estenose biliar extra-hepdtica maligna (40), benigna (10) e de 10 doentes sem
estenose biliar (grupo controle). A fibronectina total na bile foi determinada por ensaio imunoenzimdtico. A
concentragdo sérica de bilirrubina direta, fosfatase alcalina, gama glutamiltransferase, aspartato aminotransferase
e alanina aminotransferase foi determinada nos pacientes com estenose biliar antes da PCRE. O diagndstico final
foi definido por cirurgia, bidpsia ou acompanhamento clinico. Resultados: Os pacientes com neoplasia maligna
eram significativamente mais idosos (p= 0,02) e apresentaram niveis mais elevados dos testes bioquimicos
relacionados & colestase (p< 0,01). Nao houve diferenca significativa na concentragio de fibronectina biliar entre
os pacientes com estenose maligna (694,2 + 823,5 ng/ml), benigna (828,9 + 925ng/ml) e grupo controle (466,5 +
621,5 ng/ml), ou entre os pacientes com (721,2 + 836,6 ng/ml) e sem estenose (466,5 + 621,5 ng/ml). Conclusdes:
As médias de idade e de resultados de exames laboratoriais relacionados a colestase foram mais elevadas nos
pacientes com neoplasia maligna. A dosagem apenas da fibronectina total na bile ndo foi eficaz para diagndstico
diferencial das estenoses biliares.
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Abstract

Background: The methods currently available for differential diagnosis between benign and malignant biliary
strictures are suboptimal. This study aimed to compare bile fibronectin levels in patients with malignant biliary
stricture, benign stricture, and those without obstructive lesions. Methods: Bile samples were collected in 50
patients with malignant (40) and benign (10) extra-hepatic biliary stricture and 10 patients without biliary stricture
(control group) during endoscopic retrograde cholangiopancreatography (ERCP). Total bile fibronectin was determined
by enzymatic immunoassay. Direct bilirubin, alkaline phosphatase, gamma-glutamyltransferase, aspartate
aminotransferase, and alanine aminotransferase serum levels were determined in patients with biliary stricture
before ERCP. Final diagnosis was established by surgery, biopsy, or follow-up. Results: Patients with malignant
neoplasia were significantly older (p= 0.02) and had higher levels of biochemical tests related to cholestasis (p<
0.01). There was no significant difference in bile fibronectin level between patients with malignant stricture (694.2
+ 823.5ng/ml), benign stricture (828.9 + 925ng/ml), and controls (466.5 + 621.5 ng/ml), or between patients with
(721.2 £ 836.6 ng/ml) and without stricture (466.5 + 621.5 ng/ml). Conclusions: Mean age and laboratory levels
related to cholestasis were higher in patients with malignant neoplasia. Isolated determination of total bile fibronectin

was not efficient for the differential diagnosis of biliary strictures.
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INTRODUCAO

A fibronectina ¢ uma glicoproteina estrutural,
composta por duas subunidades quase idénticas,
amplamente distribuida na superficie das células, na
matriz extracelular, no plasma e outros liquidos
corporais."* Interage com outros componentes da matriz
extracelular além de estar envolvida em vdrias atividades
bioldgicas como adesio, motilidade e diferenciagio das
células, hemostasia e cicatrizagio de feridas.?

Virios autores demonstraram que a concentragio de
fibronectina em fluidos corporais como ascite, urina ou
sangue pode ser util na diferenciagio entre neoplasia maligna
e lesdo benigna, e poderia ser utilizada como um marcador
bioquimico de malignidade.*!* Alguns autores estudaram
a importincia da fibronectina na bile para o diagnéstico
de malignidade, com resultados animadores.>'"'?

Pacientes com obstrugio biliar sio submetidos
freqilentemente & pancreatocolangiografia retrégrada
endoscépica (PCRE) para diagndstico e drenagem. Os
métodos disponiveis durante PCRE para diagnéstico tecidual
da lesdo obstrutiva tém alta especificidade, mas baixa a
moderada sensibilidade.”® A coleta de bile ¢ ficil de ser
realizada durante a PCRE. Métodos diagnésticos baseados
na andlise bioquimica da bile poderiam se transformar em
ferramentas simples e eficazes para o diagndstico de
malignidade comprometendo os ductos biliares.

O objetivo deste estudo foi avaliar o papel da
concentragio de fibronectina na bile para o diagnéstico
diferencial dos pacientes com estenose biliar.
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MATERIAL E METODO

PACIENTES

A bile de pacientes consecutivos, com estenose do
ducto biliar extra-hepdtico, encaminhados ao setor de
endoscopia da UNIFESP para diagnéstico e/ou
tratamento, foi coletada da regido proximal 2 estenose
durante PCRE. Foram excluidos pacientes com tumores
periampulares visiveis endoscopicamente, estenoses que
nio permitiam a passagem de cateter e casos submetidos
4 introdugdo de prétese biliar antes do inicio do estudo.
O grupo foi constituido por pacientes com neoplasia
maligna (n=40) e estenose benigna (n=10). Foi, ainda,
coletada bile de 10 pacientes sem estenose biliar
submetidos & PCRE, para constituir o grupo controle.

O diagndstico etioldgico definitivo da estenose foi
baseado em achados cirdrgicos, diagndstico
citopatolégico da lesdo, infiltragdo de 6érgaos adjacentes
ou metdstases, ou durante o acompanhamento clinico
dos pacientes por pelo menos seis meses, com controle

por exames de imagem.

METobo

A PCRE foi realizada com técnicas habituais. Foi
coletada bile no inicio do procedimento, apds injegdo
de pequena quantidade de contraste para posicionar o
cateter acima da estenose. No grupo controle, a bile foi
aspirada na por¢io média do ducto biliar comum. A
bile foi colocada em tubos de vidro e estocada a -20°C
até a andlise, por periodo inferior a trés meses.



A fibronectina biliar foi determinada por ensaio
imunoenzimdtico de fase sélida (Takara Shuzo Co., Shiga,
Japao), baseado em método "sanduiche" com anticorpos
anti-fibronectina humana monoclonais de camundongo
em procedimento de duas fases. Para testar a precisio
da dosagem no liquido biliar, quantidades crescentes de
fibronectina padrdo foram adicionadas & concentragio
fixa de liquido biliar e a taxa de recuperagio foi de
97,3%. A variagio intra-ensaio do método foi de 5,4%
¢ a inter-ensaio menor do que 10%.

Antes da PCRE, nos pacientes com estenose biliar,
foi coletado sangue para a dosagem de bilirrubina direta
(BD), fosfatase alcalina (FA), gama glutamiltransferase
(GGT), aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT).

ETica

Foi obtido consentimento informado, por escrito, de
todos os pacientes antes do procedimento. O projeto de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa
do Hospital Sao Paulo/ UNIFESP, seguindo as diretrizes
da Declaragio de Helsinky de 1975, revisada em 1983.

ANALISE ESTATISTICA

As varidveis numéricas foram descritas por meio da
média e desvio padrio (M + DP). Todas as varidveis
foram comparadas entre os grupos através do teste ¢ de
Student ou por andlise de variincia. A relagio linear de
fibronectina biliar com BD, FA, GGT, AST e ALT foi
avaliada por meio do coeficiente de correlagio linear
de Pearson. Em todas as comparagbes, resultados de p
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inferiores ou iguais a 0,05 foram considerados
significativos.

RESULTADOS

Os diagnésticos finais dos 40 pacientes com neoplasia
maligna foram adenocarcinoma de péincreas (18),
colangiocarcinoma (17), neoplasia de vesicula biliar (2),
metdstases (2) e carcinoma neuroenddcrino do pancreas
(1). Lesao benigna foi observada, apés um acompanhamento
de 17 a 39 meses, em 10 pacientes, pancreatite cronica (6)
e estenose inflamatéria secunddria a cdlculos biliares (4).
Os diagndsticos no grupo controle foram PCRE normal
(6) e cdlculos no ducto biliar comum (4).

Os pacientes com neoplasia maligna foram
significativamente mais idosos (p= 0,02), com média
de idade de 64 anos (42 a 82 anos), enquanto aqueles
com lesdo benigna apresentavam média de 54 anos (39
a 68 anos). Os exames laboratoriais dos pacientes no
momento da PCRE estdo representados na Tabela 1.
Foi observado que os pacientes com neoplasia maligna
apresentaram niveis mais elevados de FA, GGT, BD,
AST e ALT. Nao foi observada relagao linear entre
qualquer pardmetro sérico e a fibronectina biliar.

Nio houve diferenca estatiscamente significante dos
valores de fibronectina biliar quando os pacientes com
neoplasia maligna (694,2 + 823,5 ng/ml), lesdo benigna
(828,9 = 925 ng/ml) e do grupo controle (466,5 + 621,5
ng/ml) foram comparados (Tabela 2 e Figura 1), ou
quando os pacientes com estenose benigna ou maligna
(721,2 + 836,6 ng/ml) foram comparados ao grupo
controle (466,5 + 621,5 ng/ml).

Tabela 1. Exames laboratoriais dos pacientes com doenca maligna (40) e benigna (10)

Exames (valores normais) il Benigna p
M = DP M = DP

Fibronectina biliar (ng/ml) 694,2 = 823,5 828,9 = 925,0 NS
FA (50 - 250 U/1) 1728,4 = 1260,8 503,9 + 338,5 < 0,01
GGT (11- 49 U/I) 857,3 = 758,3 357,9 = 411,5 0,05
BD (0,1 - 0,4 mg/dl) 16,9 = 11,4 1,9 + 3,0 < 0,01
AST (< 38 U/I) 139,5 £ 76,2 56,4 + 36,9 < 0,01
ALT (< 41 U/l) 136,2 = 96,3 58,8 + 55,5 0,02

M + DP= média + desvio padrao, NS= ndo significativo, FA= fosfatase alcalina, GGT= gama glutamiltransferase, BD= bilirrubina direta, AST=
aspartato aminotransferase, ALT= alanina aminotransferase

Tabela 2. Exames laboratoriais dos pacientes com doenca maligna (40) e da combinagdo do grupo com doenga benigna com o grupo
controle (20)

Exames (valores normais) Maligna Benigna + Controle
M = DP M = DP i
Fibronectina biliar (ng/ml) 694,2 + 823,5 647,7 = 789,2 NS

M + DP= média + desvio padrdo, NS= nio significativo
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Figura 1. Fibronectina biliar dos pacientes com doenca maligna
(40), do grupo com doenga benigna (10) e do grupo controle (10)
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DISCUSSAO

Estenoses biliares com aspecto maligno podem ser
encontradas durante PCRE, mas a diferenciagdo precisa
entre etiologias benigna e maligna continua sendo um
desafio. A coleta de material para andlise durante PCRE
¢ a forma mais prética para determinagio do diagndstico
quando esta ¢ utilizada para avaliacdo, estadiamento e/
ou terapia paliativa, definitiva ou tempordria.'*

O quadro clinico dos pacientes com estenose biliar
geralmente tem valor limitado na defini¢io do
diagnéstico final."” Entretanto, a idade do paciente deve
ser considerada na formulagio da hipétese diagndstica.
No presente estudo, a média de idade dos portadores
de neoplasia maligna foi dez anos superior a daqueles
com lesdo benigna.

Quanto aos exames laboratoriais, observamos que
os testes que avaliam colestase estavam significativamente
mais elevados no grupo com estenose maligna. A maior
diferenca entre os grupos foi evidenciada na dosagem
de BD. De acordo com a andlise estatistica, nio houve
correlagio entre os valores de BD e os outros testes
(FA, GGT, AST e ALT). No estudo de Buffet et al.',
envolvendo 100 pacientes com doengas biliopancredticas
de etiologias maligna e benigna, a média dos valores de
bilirrubinemia também foi significativamente maior em
neoplasia maligna do que em lesdo benigna.

Kérner et al.? utilizaram o método time-resolved
[fluorescence immunoassay para a determinagio da
fibronectina biliar e compararam a concentragio de
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fibronectina biliar entre dois grupos, o de pacientes com
neoplasia maligna dos ductos biliares e o de pacientes
com colangiografia normal ou com cdlculos biliares. As
altas sensibilidade (89%) e especificidade (96%) da
concentragio de fibronectina total encontradas para o
diagnéstico de carcinoma dos ductos biliares
fortaleceram a hipétese de que a origem da fibronectina
fosse a regido tumoral.

No presente estudo, inicialmente comparamos a
concentragdo de fibronectina biliar, determinada por
imunoensaio enzimdtico, entre um grupo com estenose
biliar maligna e outro que apresentava estenose benigna.
Como nio observamos diferenca na concentragio de
fibronectina biliar entre os grupos estudados, cogitamos
a possibilidade de a estenose, independentemente de
sua etiologia, influenciar os niveis de fibronectina. Assim,
optamos por adicionar, ao estudo, pacientes sem
estenose biliar, ou seja, que apresentavam PCRE normal
ou com cdlculos biliares. Da mesma forma, nio
observamos diferenca na concentragio de fibronectina
biliar entre os pacientes com estenose (benigna ou
maligna) ¢ aqueles do grupo controle.

Achados semelhantes foram observados por Chen
et al."?, que também nio conseguiram diferenciar
estenoses biliares benignas e malignas ou mesmo
portadores de colelitiase, pela dosagem de fibronectina
total. Os autores compararam a concentragio de
fibronectina biliar, também dosada por meio de
imunoensaio enzimdtico, em trés grupos, o de pacientes
com célculos biliares, o de pacientes com estenose biliar
benigna e o de pacientes que apresentavam
colangiocarcinoma. No entanto, Chen et al."?
encontraram concentragoes estatisticamente diferentes
nos trés grupos com nfveis mais elevados nos pacientes
com carcinoma, quando utilizaram a concentra¢io
relativa da fibronectina biliar, que foi calculada dividindo
a concentragio absoluta de fibronectina pela
concentrac¢io dos 4cidos biliares na bile coletada. Os
autores sugeriram que a correlagio fibronectina/sal biliar
seria um mérodo diagnéstico melhor para as estenoses
malignas, com sensibilidade e especificidade maiores.

Embora a fibronectina seja um reagente inflamatdrio
de fase aguda, a capacidade de concentragio biliar pode
ser também prejudicada por processos flogisticos,
freqiientemente associados & presenga de cédlculos
biliares. Portanto, a avaliagio da concentragio relativa
de fibronectina contribuiria, provavelmente, para melhor
eficdcia diagndstica.'” Chen et al.'* encontraram niveis
intermedidrios da concentragao relativa de fibronectina
no grupo com cdlculos biliares em relagdo aos pacientes
com estenose benigna e colangiocarcinoma (p< 0,05).

Concluindo, as médias de idade e de resultados de



exames laboratoriais relacionados 4 colestase foram mais
elevadas no grupo com neoplasia maligna. Nossos
resultados confirmam que a dosagem isolada da
fibronectina total na bile ndo ¢ eficaz para diagnéstico
diferencial das estenoses biliares.
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