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Artigo original

O antigeno carboidrato CA 19-9 poderia ser um biomarcador util
no diagndstico, prognostico e acompanhamento da obstrucao

baixa do trato urinario?

Could CA 19-9 be a useful biomarker in the diagnosis, prognosis, and prediction
of adequate relief in lower urinary tract obstructions?
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RESUMDPO

Introducao: a valvula de uretra posterior representa uma importante causa de doenca renal crénica na infancia. A identificacdo de
biomarcadores que monitorem danos renais precoces e o sucesso da desobstrucdo do trato urindrio podem reduzir o nimero de
pacientes que evoluem para insuficiéncia renal. Objetivo: avaliar o desempenho do biomarcador antigeno carboidrato CA 19-9 nas
obstrugdes parciais do trato urinario. Método: 46 ratas Wistar foram divididas em 5 grupos: grupo controle; grupo OIV: obstrucdo
infravesical; grupo OIVd: obstrucao infravesical com alivio da obstrucdo apés 7 dias; grupo OUu: obstrucdo ureteral unilateral; grupo
OUb: obstrucéo ureteral bilateral. O desempenho do CA 19-9 foi comparado a outro biomarcador, a Ngal. A dosagem de CA 19-9 e
Ngal na urina e no sangue, e os niveis de creatinina sérica foram avaliados nas ratas antes da cirurgia (TO) e ap6s 14 dias (T1). O grupo
OIVd foi submetido a uma coleta intermediaria (Ti). Resultados: a concentracao urinaria de CA19-9 aumentou nos grupos OIV,
OIVd e OUb; a elevacdo em T1 e Ti alcancou significancia estatistica em relacao ao valor de TO (p<0,05). As alteracdes no CA 19-9
urindrio foram mais expressivas nos grupos de obstrucdo infravesical (AUC 0,81). O alivio da obstrucao no grupo OIVd promoveu
reducdo do CA 19-9 urinario (p<0,05). Conclusdes: a concentracdo urinaria de CA19-9 aumentou na obstrucao parcial do trato
urinério. Seu melhor desempenho foi no grupo de obstrucao infravesical, no qual a elevacao foi detectada precocemente (6 dias de

pds-operatorio) com queda apos a retirada do fator obstrutivo.

Palavras-chave: Antigeno CA 19-9. Lipocalina-2. Obstrucao do Colo da Bexiga Urinaria.

INTRODUCAO

s obstrucdes congénitas do trato urinario inferior
A(Iower urinary tract obstruction - LUTO) e a bexiga
neurogénica, resultante de defeitos do tubo neural,
sdo doencas que causam obstrucdo do fluxo urinério e
podem evoluir para nefropatia obstrutiva (NO) e doenca
renal crénica (DRC)'. A vélvula de uretra posterior (VUP) é
a principal etiologia da LUTO?.

O primeiro sinal ultrassonografico de LUTO é
a distensdo da bexiga fetal (megacistis), diagnosticada
a partir de 11 semanas de vida intrauterina, outros
achados incluem a uretero-hidronefrose bilateral, bexiga
espessada e uretra posterior dilatada, esses ultimos
dois sinais correlacionam-se fortemente com a VUP,
juntos compdéem o Sinal do Buraco de Fechadura®. As
anormalidades do parénquima renal, identificadas na
ultrassonografia, como: aumento da ecogenicidade,
presenca de estruturas cisticas e afilamento, sugerem
maior gravidade na LUTO, principalmente quando
associadas ao oligoamnio®.

As principais preocupagdes com a LUTO
estdo relacionadas ao melhor momento da intervencao
cirurgica, se pré-natal ou poés-natal, e a previsdo de
progressao para DRC®. Nesse sentido, os biomarcadores
podem auxiliar na tomada de decisbes e melhorar o
prognéstico dos pacientes. O antigeno carboidrato CA
19-9 é um marcador de facil coleta e dosagem laboratorial
bem padronizada e, na literatura, tem-se mostrado
promissor como marcador de gravidade em obstrucoes
ureterais principalmente relacionados a Estenose da
Juncao Ureteropiélica (EJUP)®, mas ainda pouco estudado
nas obstrucdes infravesicais.

Este estudo de intervencdo em modelo
experimental foi desenhado para comparar valores
urinarios e séricos do CA 19-9 em obstrucdes urinarias
parciais altas e baixas, e seu comportamento apds
desobstrucdo infravesical. Um segundo marcador, a
Lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos (Ngal),
relacionado a lesao renal e utilizado na monitorizacdo da
insuficiéncia renal aguda’, foi utilizado como comparador
ao CA 19-9.
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MATERIAL E METODOS

Os protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica Animal (CEUA UNINOVE n°
6575031019) e realizados de acordo com as diretrizes
institucionais.

Um total de 46 ratas Wistar adultas (230-
270 g) foram divididas em 5 grupos diferentes: grupo
controle (9 animais) - abertura e fechamento da parede
abdominal; grupo OIV (9 animais) - obstrucao infravesical
parcial por 14 dias; grupo OIVd (10 animais) - obstrucdo
parcial infravesical por 7 dias e depois desobstrucdo, com
eutanasia 14 dias apds a primeira cirurgia; grupo OUu
(9 animais) - obstrucao ureteral parcial, alta e unilateral
a direita por 14 dias; grupo OUb (9 animais) - obstrucdo
ureteral parcial, alta e bilateral por 14 dias.

Os procedimentos cirirgicos foram os seguintes:
apods anestesia do animal, a obstrucao infravesical (OIV) foi
realizada apds laparotomia mediana longitudinal inferior
e exposicdo cuidadosa da bexiga até o colo vesical com
visualizacdo da juncao ureterovesical e uretra. Um fio de
néilon 5-0 foi passado posteriormente a bexiga, sobre
um cateter intravenoso 20G (1,1x32mm) e amarrado
na superficie anterior da regiado infravesical. Em seguida,
o cateter foi retirado e verificamos a oclusao parcial da
bexiga com sua compressao e a saida de urina pela uretra.

Para o grupo OIVd a obstrucdo foi realizada
conforme descrito acima, mas uma alca do fio de nailon
utilizado para promover a obstrucao foi mantida presa ao
tecido subcutaneo para facilitar sua identificacdo. No 7°
dia de poés-operatdrio, esse fio de nailon foi removido, por
laparotomia inferior, para promover alivio da obstrucao
infravesical.

A obstrucdo ureteral parcial seguiu o modelo
proposto por ULM e MILLER (1962) modificado por outros
autores®''. Ap6s laparotomia mediana, identificamos
o rim, ureter e musculo psoas. Em seguida, envolvemos
o ureter direito logo abaixo da veia lombar inferior pela
sutura simples do musculo psoas com fio de prolene
5-0, sobre um cateter venoso 20G, causando obstrucdo
ureteral parcial. O mesmo procedimento foi adotado
no ureter esquerdo em animais submetidos a obstrucao
bilateral.

Os experimentos foram realizados de acordo
com o seguinte protocolo: Dia 0: os animais foram alojados

em gaiolas metabdlicas para coleta de urina para dosagem
de CA 19-9 e Ngal; Dia 1: os animais foram anestesiados,
uma amostra de sangue foi coletada para dosagem de
CA 19-9, Ngal e creatinina, e os procedimentos cirlrgicos
foram realizados de acordo com o grupo de alocacao do
animal; Dia 13: os animais foram novamente alojados em
gaiolas metabdlicas para coleta de urina para dosagem de
CA 19-9 e Ngal; Dia 14: os animais foram anestesiados
para coleta de sangue para dosagem de CA 19-9, Ngal e
creatinina; em seguida, foram submetidos a eutanasia e
remocao cirurgica de todo o trato urindrio. Apds a exérese
do trato urinario, os rins foram pesados (gramas) e medidos
longitudinalmente (milimetros). A bexiga também foi
pesada e medida do colo até a clpula (milimetros).

Os animais alocados no grupo OIVd tiveram uma
etapa extra. Esses animais no Dia 6 foram alojados em
gaiolas metabdlicas para coleta de urina para dosagem de
CA 19-9 e Ngal; no Dia 7, foram anestesiados e submetidos
a laparotomia para alivio da obstrucdo e coleta de sangue
para CA 19-9, dosagem de Ngal e creatinina.

As comparacoes dos marcadores séricos e
urinarios foram realizadas no tempo inicial ou basal
(tempo 0 ou TO) e no dia 14 (tempo 1 ou T1), e um valor
intermediario (Ti), antes (urina) e durante (sangue) o alivio
da obstrucao, foi realizado para o grupo OIvd.

Realizamos um estudo imuno-histoquimico,
utilizando o anticorpo priméario CA 19-9 (clone: 1116-NS-
19-9, Dako Corporation AS, Califérnia, EUA), em 29 rins e
13 bexigas para demonstrar a expressdo de CA 19-9 e seu
local de producéo .

A andlise estatistica foi realizada utilizando
o pacote de software SPSS versao 26.0 (IBM SPSS Inc.,
Chicago, IL) e GraphPad Prism 9.2.0 (Califérnia, EUA).
A distribuicdo dos dados e a avaliacdo da normalidade
foram realizadas por meio do teste de Shapiro-Wilk. A
analise descritiva das varidveis quantitativas com dados
paramétricos foi realizada com média e desvio padrdo e
comparada pelo teste t de Student. Quando foi incluida
a avaliacdo de mais de duas amostras, utilizou-se o
teste de variancia ANOVA com pods-teste de Bonferroni.
Os dados ndo paramétricos foram descritos como
mediana e intervalo interquartil e tratados com o teste
de Mann Whitney ao comparar dois grupos ou o teste
de Kruskal-Wallis ao analisar mais de dois grupos com
pos-teste de Dunnett. O teste de Wilcoxon foi utilizado

Rev Col Bras Cir 49:e20223304 2



Shida

O antigeno carboidrato CA 19-9 poderia ser um biomarcador til no diagndstico, progndstico e acompanhamento da obstrugéo baixa do trato urindrio?

para determinar a diferenca dos parametros pré e pos-
operatérios. As curvas Caracteristicas de Operacdo
do Receptor, curvas ROC, foram desenhadas com o
objetivo de avaliar as propriedades diagnosticas dos
biomarcadores nos grupos estudados nos quais, houve
significancia na elevacao e/ou na queda dos niveis dentro
do mesmo grupo. A determinacdo do valor de corte foi
realizada com o indice de Younden'.

A drea sob a curva (AUC) foi considerada
satisfatoria acima de 0,70. Valores de p menor que 0,05
(p<0,05) foram considerados significativos.

O numero de animais necessario para cada
grupo foi calculado pelo programa G-power 3.1.92

(Statistical Power Analyses for Windows and Mac
encontrado no site http://www.gpower.hhu.de/) e
método estatistico ANOVA, para intervalo de confianca
de 80% e erro alfa de 5%.

RESULTADOS

Na avaliagdo macroscopica do trato urinario
foram consideradas as seguintes medidas: tamanho
longitudinal do rim, distancia entre colo vesical e cupula
vesical, espessura do parénquima renal e detrusor e
peso dos rins e bexiga. Os resultados para 0s grupos sao
mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - VValores médios da anatomia macroscopica dos grupos obstruidos em comparacdo com as medidas encontradas no grupo controle.

Tamanho longitudinal (mm) Peso (q) Parénquima (mm)  Detrusor

Grupos
(mm)

RD RE B RD RE B RD RE B
Controle 16,2+1,3  15,5%1,7 9,7+2,1 1,1+0,1 1,1+£0,1 1,1£0,1 4,2+1,0 3,8+0,8 0,8+0,3
o 17,5£3,2  17,5%2,1 18 147 2* 1,2+0,2 1,1+0,17 0,8+0,7* 4,7«1,1 3,2+0,5 1,4+1,6
Olvd 17,8+2,2 17,2+£1,8 14,1£3,6* 1,1+0,8 1,1£0,1  0,3x0,2* 4,2+1,1 4,8+1,3 0,9+0,5
OUu 19,3+2,9* - - 1,3£0,1* - - 51+1,5 - -
OuUb 18,5+2,2* 18,6+2,2* - 1,1+0,1 1,1+0,2* - 4,3+1,0 4,0+0,6 -

Legenda: OIV: obstrugdo infravesical, OIVd: obstrucéo infravesical sequida por desobstrucdo; OUu: obstrucdo ureteral unilateral;, OUb: obstrugdo
ureteral bilateral; RD: rim direito; RE: rim esquerdo, B: bexiga; g: gramas, mm: milimetros; *p<0,05.

No grupo OIV, observamos no momento da
laparotomia para eutanasia, a dilatacdo de todo trato
urinario, mas as alteracoes mais evidentes em relacdo ao
grupo controle foram o tamanho (p<0,05) e peso (p<0,05)
da bexiga. No grupo OIVd, mesmo com menor tempo de
obstrucao infravesical (7 dias), sequido por desobstrucao,
o tamanho e o peso vesical foram significantemente
maiores quando comparado ao grupo controle (p<0,05,
para ambos, tamanho e peso). No grupo com OUu, o
peso e o tamanho do rim direito foram significativamente
maiores que do grupo controle (p<0,05). Enquanto
na OUb, o tamanho renal foi maior que o controle
tanto a direita como a esquerda (p<0,05), e o peso foi
significativamente maior a esquerda (p<0,05).

A Figura 1A apresenta a distribuicdo dos
valores urinarios de CA 19-9 (UuCA 19-9) para todos os
grupos. Observamos elevacdo, ap6s obstrucdo, dos
valores urinarios do CA 19-9 em todos 0s grupos, com

significancia estatistica no aumento do CA 19-9 entre
T0 e T1 nos grupos OIV e OUb (p<0,05). As curvas ROC
desses grupos sdo mostradas na Figura 2.
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Figura 1. (A) Comparacado das concentracbes urinarias de CA19-9, ini-
ciais (0) e apds o procedimento cirdrgico (1 e i) nos grupos: Controle, Obs-
trucao Infravesical (OIV) e Obstrugdo Infravesical sequida de desobstrucdo
(OIVd) analisados com teste de Wilcoxon. Os grupos Obstrugdo Ureteral
unilateral (OUu) e Obstrucao Ureteral bilateral (OUb) foram avaliados com
o teste t para amostras pareadas. (B) comparacdo das concentragoes uri-
narias de CA 19-9, inicial (0), intermedidrio (i) e apds a desobstrucao (1)
no grupo OIVd utilizando o teste de Wilcoxon.

Rev Col Bras Cir 49:€20223304 3



Shida

O antigeno carboidrato CA 19-9 poderia ser um biomarcador Util no diagndstico, prognéstico e acompanhamento da obstrucdo baixa do trato urinario?

No grupo OIVd, houve aumento significativo
da uCA 19-9 entre TO e Ti (p<0,05), e apds a retirada
da obstrucdo do trato urinario observou-se diminuicao,
entre Ti e T1 (p<0,05) (Figura 1B). A curva ROC relativa a
gueda de uCA 19-9 apds a desobstrucao é mostrada na
Figura 2.
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Figura 2. Curvas ROC determinadas pela elevacdo da concentracéo do
CA19-9 urindrio apds a obstrucdo nos grupos: OV [AUC de 0,81 (95%
do intervalo de confianca de 0,61 a 1) e valor de corte de 2,67 IU/mL];
OUb [AUC de 0,77 (95% de IC 0,54 a 1) e valor de corte de 3,68 IU/mL];
OIVd [AUCde 0,71 (95% IC 0,47 a 0,94) e valor de corte de 2,79 IU/mL].
No grupo OIVd queda, a curva ROC demonstra a diminuicédo dos niveis
de CA 19-9 urindrio apds a desobstrucao [AUC de 0,73 (95% de IC 0,50
a 0,95) e valor de corte de 2,53 IU/mL].

Os valores do marcador urinario Ngal (uNgal)
foram comparados entre os animais do mesmo grupo
nos tempos ja descritos. Observamos aumento do valor
de uNgal nos grupos OIV, OIVd e OUb, com significancia
estatistica apenas no grupo OIV (p<0,05). Também houve
gueda desse marcador apds a desobstrucdo no grupo
OIVd, mas nao foi significativa. (Figura 3).

Nao houve alteracbes significativas nos niveis
séricos de CA 19-9 e Ngal. Também nao foi observado
aumento significativo da creatinina sérica nos grupos
submetidos a obstrucdo do trato urinario.

A imunoexpressao foi classificada como positiva
ou negativa para o CA 19-9; assim, a positividade nos
rins variou de 62,5% no grupo OUb, 83,3% no grupo
controle, 87,5% no grupo OIV e 100% nos grupos Olvd

e OUu. A positividade na bexiga foi de 50% no grupo
OIvd, 75% grupo OUb e 100% nos grupos controle e
OIV (Figura 4).
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Figura 3. (A) Comparagdo das concentragoes urinarias de Ngal, inicial
(0) e apds o procedimento cirdrgico (1 e i), em cada grupo (método esta-
tistico: teste t para amostras pareadas). (B) Curva ROC determinada pela
elevagdo da concentragao urinéria da Ngal do grupo OIV [AUC de 0,72
(95% intervalo de confianca 0,48 a 0,96) e valor de corte de 1101,68
pg/mL].

Figura 4. Imuno-histoquimica de tubulo renal e bexiga. (A) expressao
do CA19-9 (cor amarronzada) nas células tubulares renais (aumento
de100X) e (B) na ldmina prdpria vesical (@aumento de 40X).

DISCUSSAO

Modelos experimentais de obstrucdo do trato
urinario (OTU) tém permitido um melhor entendimento
da patogénese da nefropatia obstrutiva, pois permitem
o controle do tempo, gravidade das lesdes renais
e uniformidade nas alteracdes estruturais sem a
interferéncia de fatores de confusdo como comorbidades
ou toxinas, além de possibilitar a remocdo da causa
inicial (obstrucao) em diferentes intervalos de tempo’=.

Encontramos evidéncias, no trato urinario,
de alteragbes macroscopicas secundarias a obstrucao
ao fluxo de urina, caracterizadas por distensdo vesical
e uretero-hidronefrose, além de maior tamanho e peso
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da bexiga nos animais do grupo OIV e grupo OIVd
em relacdo ao grupo controle. O peso e o tamanho
renal das ratas com obstrucdo ureteral também
foram significativamente maiores em relacdo ao grupo
controle. Assim, demonstrou-se a eficacia dos modelos
experimentais empregados. Parametros semelhantes
foram utilizados, na literatura, na descricdo da eficiéncia
da obstrucao experimental do colo vesical em ratos'.

Uma melhor compreensdo do mecanismo de
lesao renal em OTU indica que biomarcadores liberados
pelo alongamento epitelial tubular podem fornecer
informacoes valiosas sobre a lesdo obstrutiva durante a
infancia™ . Através de uma revisdo da literatura sobre
marcadores em OTU, evidenciamos a expressao imuno-
histoquimica do biomarcador CA 19-9, originalmente
um marcador para neoplasias, no citoplasma de células
tubulares renais e sua elevacao sérica e/ou urinaria foi
descrita em pacientes com obstrucao ureteropélvica
(UPQ)'"1° sem doencas malignas associadas.

Poucos estudos possivel
correlacao entre CA 19-9 e LUTO. Um estudo mediu os
niveis de CA 19-9 urindrio em gestantes com fetos com
VUP e identificou um aumento significativo em relagao
as gestantes controle, que foi relacionado a um maior
diametro anteroposterior da pelve renal fetal?.

Neste trabalho, o aumento dos valores de
CA 19-9 urinario nos grupos submetidos a obstrucdo
infravesical foi mais expressivo quando comparado
as obstrucdes ureterais, como pode ser observado no
gréfico da Figura 1.

As curvas ROC indicaram eficacia na elevacao
do uCA 19-9. Nos grupos OIV, OIVd e OUb a AUC foi
de 0,81, 0,71 e 0,77, respectivamente, e de 0,73 no
grupo OIVd para queda apdés desobstrucdo. O valor
de uCA 19-9 no grupo OIVd foi capaz de identificar
significdncia e eficacia na elevagdo inicial, ap6s 6
dias de obstrucdo, mostrando-se importante como
marcador de precocidade. Nesse mesmo grupo, houve
declinio da concentracdo urinaria de CA 19-9 apds o
alivio da obstrucdo, o que pode ser importante para o
acompanhamento clinico e/ou pés-operatoério de LUTOs.

A simulacdo de EJUP unilateral (grupo OUu),
apesar do aumento dos valores de CA19-9, nao
apresentou diferenca estatisticamente significante.
Assim, pode-se ponderar que a obstrucao bilateral, por

investigaram a

ser mais grave, provoca maior aumento dos valores
urinarios de CA 19-9.

Na analise imuno-histoquimica dos tecidos
do trato urinario, identificamos a presenca de CA 19-9
em bexigas de ratas controle e dos grupos obstruidos.
Assim, se considerarmos a bexiga como provavel local de
producdo de CA 19-9, além dos j& conhecidos tubulos
renais e mucosa da pelve renal, podemos explicar a boa
sensibilidade deste marcador nas obstrucoes vesicais
observadas neste estudo.

Na avaliagdo da uNgal
comparativo,

como marcador
apés o
procedimento de obstrucdo do trato urinario, com
significancia apenas no grupo OIV. A diminuicdo da
uNgal apés a desobstrucdo do grupo OIVd também
ndo foi significativa. As concentracdes urinarias do CA
19-9 elevaram-se significativamente em 3 dos 4 grupos
obstruidos e sua queda também foi expressiva com a
desobstrucdo, demonstrando, neste estudo, um melhor
desempenho quando comparado a uNgal.

As dosagens séricas de marcadores apresentam
resultados conflitantes na literatura, pois o CA 19-9
sérico tem sido descrito como significativamente
elevado na OTU; porém, nao foi alterada no sangue de
pacientes com hidronefrose em diversos estudos?'-?2.
Nossos resultados nao identificaram diferencas nos
valores sanguineos de CA 19-9 e Ngal, antes e ap6s a
obstrucdo, entre os diferentes grupos e na avaliacao
com o grupo controle.

observamos seu aumento

CONCLUSOES

Neste estudo, pode-se concluir que o
desempenho do CA 19-9 urinario como marcador foi
superior nas obstrucdes uretrais e ureterais bilaterais.
A elevacdo urindria de CA 19-9 foi evidenciada
precocemente, com seis dias de obstrucao infravesical.
Houve um declinio na concentracao urinaria de CA 19-9
apo6s a desobstrucao, o que pode ser importante para o
acompanhamento clinico e/ou poés-operatoério de LUTOs.

Afacilidade de uso do uCA 19-9 e os resultados
observados neste trabalho indicam a importancia de
estudos prospectivos em humanos na investigagao deste
biomarcador como ferramenta auxiliar na tomada de

decisdo para conduta expectante ou para intervencao
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cirdrgica precoce em OTUs; contribuir para a definicao
do sucesso ou nao do alivio da obstrucdo ou como

critério na indicacao de intervencdes fetais na presenca
de OTU congénita.

ABSTRACT

Introduction: posterior urethral valves represent an important cause of childhood chronic kidney disease. The identification of
biomarkers that indicate early kidney damage and even adequate clearance could reduce how many patients head towards kidney
failure. Objective: this study evaluated how this easy-analysis biomarker (CA 19-9) could help identifying potential renal damage and
adequate clearance in obstructive uropathies. Methods: 46 female Wistar rats were divided into 5 groups, with different patterns of
partial urinary tract obstruction: group control; group OIV: infravesical obstruction,; group OIVd: infravesical obstruction with reversion,
obstruction relief 7 postoperative days later; group OUu: unilateral ureteral obstruction,; group OUb: bilateral ureteral obstruction. The
CA 19-9s performance was compared to another biomarker: Ngal. Determination of basal CA 19-9 and Ngal in urine and blood and
serum creatinine levels was performed in the rats prior to surgery (T0) and after 14 days (T1). Group OIVd underwent intermediate (Ti)
collection before clearance. Results: the urinary concentration of CA 19-9 increased in groups OIV, OIVd and OUb, elevation at T1 and
Ti, reached statistical significance compared to the TO value (p<0,05). Changes in urinary CA 19-9 were more expressive in infravesical
obstruction groups (AUC 0.81). Obstruction relief in group OIVd promoted significant urinary CA 19-9 reduction (p<0,05) in the final
evaluation. Conclusions: CA 19-9 urinary concentration increased in partial urinary tract obstruction. Its best performance was in the
bladder neck obstruction group, in which the elevation was detected early (6 days after infravesical obstruction) and the CA19-9 urinary
concentration declined after clearance.

Keywords: CA 719-9 Antigen. Lipocalin-2. Urinary Bladder Neck Obstruction.
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