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RESUMO

Introducgdo: O céncer colorretal apresenta alta mortalidade global e marcadores
tumorais tém surgido como sinalizadores de diagnéstico, manejo e prognéstico. Novos
marcadores estdo sendo estudados.

Objetivo: Verificar se hd correlacdo da expressdo por imunoistoquimica das proteinas
ALCAM e ALDH1 em tecido com adenocarcinoma colorretal com as caracteristicas
epidemiolégicas e clinicopatolégicas, em particular o seu impacto na progresséo de
doenca e no ébito.

Método: Estudo observacional, unicéntrico, analitico, retrospectivo, através da
investigacdo de pacientes submetidos & resseccéo cirirgica por cancer colorretal.

Resultado: Foram avaliados 122 pacientes. Em relacdo a progresséo, mostrou-se que
nos individuos com ALCAM positiva (n = 40), 14/40 (35%) tiveram progresséo, e para
ALDH positiva (n = 54), 22 /54 (40,7%). Para ébito, a andlise da ALCAM positiva (n =
40), 24/40 (60%) morreram, e ALDH 1 positivo (n = 54), 33/54 (61,1%).
Conclusdo: A expressdo imunoistoquimica dos marcadores ALCAM e ALDH1 néo
apresentou associacdo com a progressdo de doenca e ébito; também néo foi possivel
observar relacdo de correspondéncia com os marcadores avaliados.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer colorretal. ALCAM. ALDH1.

Mensagem Central

Determinar a fase de progresso (estadio),
a extenséo e a gravidade de um fumor
no momento do diagndstico é essencial
para que se estabeleca a estratégia do
tratlamento e para estimar a evolugdo
da doenca. Assim, estudar a correlacgo
da expresséo por imunoistoquimica das
proteinas ALCAM e ALDHT em tecido
com adenocarcinoma colorretal podem
auxiliar no impacto na progresséo de
doenca e no dbito.

ABSTRACT

Background: Colorectal cancer has a high global mortality and tumor markers have
emerged as diagnostic, nanagement and prognostic indicators. New markers are being

studied.

Objective: To verify if there is a correlation between the immunohistochemical
expression of ALCAM and ALDH1 proteins in colorectal adenocarcinoma tissue with
epidemiological and clinicopathological characteristics, in particular their impact on
disease progression and death.

Method: Observational, single-center, analytical, retrospective study, through the
investigation of patients undergoing surgical resection for colorectal cancer.

Result: 122 patients were evaluated. Regarding progression, it was shown that
in individuals with positive ALCAM (n=40), 14/40 (35%) had progression, and for
positive ALDH (n = 54), 22/54 (40.7%). For death, the analysis of ALCAM positive (n =
40), 24/40 (60%) died, and ALDH1 positive (n = 54), 33/54 (61.1%).

Conclusion: The immunohistochemical expression of ALCAM and ALDH1 markers was
not associated with disease progression and death; it was also not possible to observe
a correspondence relationship with the evaluated markers.

KEYWORDS: Colorectal cancer. ALCAM. ALDH 1

Perspectiva
Embora os estudos iniciais  tenham
apontado  ALCAM e ALDHI como
potenciais  marcadores  progndsticos
no cancer colorretal, ainda existem
diversos pontos conflitantes como: 1) o
evento progresséo da doenca de forma
isolada; 2) o ébito, avaliado de forma
também isolada, apresenta-se mais
em pacientes com fumores primdrios
de reto; 3) na metdstase pulmonar,
estadio clinico e marcador ALCAM
apresentaram significancia estatistica, o
que ndo ocorreu com ALDHI. Para a
minimizacdo desses pontos é necessdrio
fazer refinamento na pesquisa dessas
substancias, de forma quantitativa e
qualitativa, para assegurar resultados

mais conclusivos.
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INTRODUCAO

cancer colorretal (CCR) é a terceira causa

mais comum de morte por céncer no mundo

(mortalidade 8,9%). Os pilares de seu
tratamento constituem-se de procedimento cirlrgico,
quimioterapia e radioterapia. Embora procedimento
cirdrgico possa ser potencialmente curativo, menos de
25% dos casos sdo operdveis com taxas de recorréncia
de até 70%. Tumores inoperdveis, recidivas ou tumores
metastdticos sd@o tratados por quimioterapia paliativa,
em geral." Apesar destes, o prognéstico de tumores
metastdticos permanece reservado.?

Determinar a fase de progresso (estadio), a extens&o
e a gravidade de tumor no momento do diagnéstico
é essencial para que se estabeleca a estratégia do
tratamento e para estimar a evolucdo da doenca. As
classificacdes utilizadas para definir seu estdgio sdo: grau
de diferenciacéo celular, estadios clinico e patolégico,
acometimento de linfonodos e presenca de metéstase &
disténcia.?

O cancer colorretal restrito & parede do intestino
(estdgios | e ) é potencialmente curdvel devido &
deteccdo e tratamento precoces. Apresenta sobrevida em
5 anos entre 70-90%. No entanto, a maioria dos paises
ndo possui programa de rastreamento que permita sua
deteccdo precoce.* Em contraste, a sobrevida média
de 5 anos em estdgio regional (estdgio lll) e distante
(metastdtico; estdgio 1V) é de aproximadamente 50-70%
e 10-14%, respectivamente.* Estas taxas sdo atribuidas
principalmente ao rompimento da parede intestinal pelo
tumor e sua disseminacdo linfética para érgdos & distancia
através da corrente sanguinea. A incidéncia de CCR
aumenta apds os 50 anos de idade, com 90% dos casos
estando dentro desta faixa etdria.*?

Assim, o objetivo deste estudo foi correlacionar a
expressdo por imunoistoquimica das proteinas ALCAM e
ALDH1 em tecido com adenocarcinoma colorretal com as
caracteristicas epidemiolégicas e clinicopatolégicas dos
pacientes, em particular o seu impacto na progresséo de
doenca e no evento ébito.

METODOS

Esta pesquisa foi redlizada no Programa de Pés-
Graduacdo em Principios de Cirurgia da Faculdade
Evangélica Mackenzie do Parand, em parceria com
Brigham and Women ‘s Hospital, Harvard Medical
School Molecular Oncology and Immunology and Renal
Division, Boston, USA. Ela foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Sociedade Evangélica Beneficente
de Curitiba, sob parecer CAAE 66365117.0.0000.0103,
estando de acordo com os preceitos da Resolucdo
466/12 do Conselho Nacional de Sadde/Ministério da
Saide (CNS/MS). E estudo observacional, unicéntrico,
analitico e refrospectivo.

Foram estudados pacientes do Hospital Universitdrio
Evangélico Mackenzie, Curitiba, PR, Brasil, que foram
submetidos & resseccdo cirlrgica por cdncer colorretal
e com prontudrios acessiveis para consulta. Da mesma
disponibilidade  dos

blocos de parafina que confirmassem o diagndstico

forma, era necessario haver

C

adenocarcinoma colorretal e também serem submetidos
as novas divisdes. Foram excluidos pacientes menores
de 18 anos, com diagndstico de cancer colorretal ndo
adenocarcinoma, impedimentos acerca das informacdes
clinicoepidemiolégicas e também inviabilidade de se obter
os referidos blocos de parafina (por dano pelo tempo ou
pouca amostragem).

A amostra inicial foi de 219 pacientes. Deste total, 29
ndo dispunham do bloco de parafing, 32 blocos possuiam
amostra muito pequena da bidpsia de adenocarcinoma, o
que inviabilizou o fracionamento; 5 foram diagnosticados
com cancer colorretal ndo adenocarcinoma; 19
apresentavam dados clinicoepidemioldgicos incompletos
e em 12 ndo se pdde utilizar o bloco. Assim, a amostra final
foi de 122 individuos com diagnéstico de adenocarcinoma
colorretal e com informacdes clinicoepidemiolégicas e
blocos completos e disponiveis.

Realizou-se a selecGo através de rastreio dos
prontudrios eletrdnicos do hospital (sistema PAGU)
utilizando os CID’s C18, C19, C20 e C21. O critério de
aceite para que o bloco fosse escolhido foi definido pela
necessidade minima de amostra tumoral que permitisse
cortes adicionais sem que fosse utilizado por completo o
material. A seguir, realizou-se a revisdo das respectivas
ldminas por patologista. Esta etapa foi considerada como
segunda avaliacdo, haja vista a primeira ter sido realizada
por especialista que emitiu o primeiro laudo; o do estudo
selecionou os blocos que apresentavam maior massa
tumoral nos casos em que havia mais de 1 bloco para ser
revisto e confeccionou novas laminas H&E para os casos
que ndo foram encontradas as l&minas, para confirmacdo
de adenocarcinoma. Assim, estes blocos pertinentes e
adequados, foram encaminhados & imunomarcacéo com
ALCAM e ALDH.

Ja para a pesquisa dos dados clinicoepidemiolégicos
além do sistema eletrénico de prontudrios realizou-se
contato telefénico com os pacientes ou suas familias em
casos de aquisicdo de informacdes extras. As informacdes
foram distribuidas em tabela Excel® obedecendo o
seguinte padrdo: nome, data de nascimento, idade ao
diagnéstico, género, telefone para contato, numeracéo do
bloco de parafing, diagnéstico histolégico, local do tumor
primério, CID-10, data do diagnéstico, classificacdo
TNM patolégico, local de metdstase ao diagnéstico (se
presente), classificacdo TNM de acordo com AJCC/
UICC do Manual de Estadiamento de tumores 6a edicéo,
estado da resseccdo cirdrgica (R), progresséo de doenca
(se presente), tempo livie de progressdo (se presente),
data da progressdo (se presente), local de progressdo
(se presente), tempo de sobrevida em meses, evento bito
(se presente), tempo de seguimento, data de ébito (se
presente), dltima consulta ambulatorial (se presente), e por
fim, resultado da imunomarcacdo da ALCAM e ALDH.

Como varidveis, considerou-se a idade do diagnéstico,
tabulou-se a faixa etaria por décadas e, com o obijetivo
de aperfeicoar a comparacdo, agruparam-se as seguintes
décadas: menores de 50 anos, entre 50-65 e acima dos
65 anos. %™ qo género, classificou-se em masculino
e feminino, conforme informado em seu prontuério.
A topografia estava de acordo com informacdes do
prontuério ou laudo da anatomia patolégica em cdlon
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ascendente, transverso, descendente, sigmoide e reto. Em
casos de informacdo incerta precisa, classificou- se como
indeterminado. Optou- se por agrupar os pacientes de
tumores de célon ascendente e transverso. Desta forma
obteve-se 4 grupos: célon ascendente/ transverso, célon
descendente, sigmoide e reto.

Em casos de metdstase no momento do diagnéstico,
foi fixada sua localizacdo: hepdtica, pulmonar, peritoneal
ou outros locais (diferentes locais de metéstase que néo os
i@ contemplados). Classificou-se os pacientes em estadio
clinico 0 & IV, de acordo com classificacdo da American
Joint Comission Cancer/Union for International Cancer
Control (AJCC/UICC), Cancer Staging Manual 6a
edicdo.

Documentou-se a progressGo de doenca a partir
da evidéncia de recidiva local ou metdstase & distancia.
Recidiva local referia-se aos pacientes que ja possuiam
critérios de cura e apresentaram doenca no local da
resseccdo da doenca primdria em seu seguimento.
Metdstases referia-se & evidéncia de da neoplasia em
outros sitios, como sitio cirtrgico (linfonodos, peritdnio,
érgdos contiguos) ou & distdncia (figado, pulméo,
periténio ou outros locais) e foram avaliadas para sua
insercdo como progressdo de doenca local ou a disténcia.
Calculou-se o tempo livre da doenca em meses, levando
em conta o periodo em que o paciente permaneceu sem
sinais e sintomas da doenca. O tempo de sobrevida foi
determinado em meses e definido como do momento do
diagnéstico do adenocarcinoma colorretal até o momento
em que o paciente morreu. O tempo de seguimento foi
determinado em meses e definido como do momento
diagnéstico do adenocarcinoma colorretal até a data
do dltimo contato, por consulta médica ambulatorial
ou contato telefénico. O estadiamento patolégico foi
realizado através do laudo de anatomia patolégica,
que subsidiou o estadiamento patolégico (pTNM) pés-
operatério das lesdes colorretais de adenocarcinoma
utilizadas na pesquisa. Manteve-se como base a 6¢
edicdo do AJCC, conforme utilizado & época no hospital.

Com relacdo aos dados do status pds-resseccéo
cirdrgica, utilizou-se o laudo da anatomia patoldgica para
a sua definicdo, observando-se informacées quanto &
ressecabilidade e margens envolvidas. Para a informacdo
do grau de diferenciacéo tumoral histopatolégico utilizou-
se o laudo da anatomia patolégica apéds resseccdo
cirirgica, também de acordo com a mesma edicdo do
AJCC.

Andlise dos biomarcadores tumorais

Foi realizada através da técnica de tissue microarray
(TMA), seguida de marcacdo por imunoistoquimica.
Para a confeccdo dos blocos de parafing, utilizou-se o
aparelho Tissue Tek Quick-ArrayTM, que continha pincas
com diémetros de 1-3 mm para a extracdo do fragmento
desejado para ser submetido & imunoistoquimica, sendo
utilizado na pesquisa a pinca de 2 mm.

Seguiram-se os seguintes passos, na montagem dos
blocos multiamostrais: 1) selecdo das dreas que continham
maior representacdo da neoplasia nas |&minas coradas
em H&E, e sinalizadas com caneta de retroprojetor;
2) marcacdo desta sinalizacdo no respectivo bloco
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de parafing, intitulado como bloco doador; 3) criou-
se planilha Excel com os casos, semelhante a mapa
cartesiano com 10 colunas e 6 linhas, sendo que a primeira
célula ficava em branco pois servia de marcacdo para o
inicio da leitura das |&minas e nas demais foram anotados
os nimeros de registros dos casos; 4) bloco multiamostral
confeccionado a partir de molde de parafina contendo
60 orificios com diémetros de 2 mm cujo obijetivo era
seguir a ordem relacionada na planilha de Excel®
criada; 5) extracdo da drea marcada do bloco doador
com o equipamento de TMA; 6) alocacéo nos orificios
correspondentes no molde de parafing, obedecendo a
ordem criada na planilha Excel®; 7) na determinacéo
do ponto inicial da leitura da l&mina a primeira célula,
correspondente ao primeiro orificio deste molde, era
destinado a tecido ndo relacionado ao estudo, neste caso
fragmento de placenta; 8) molde emblocado em parafing;
9) microtomia de 5 pym com material obtido colocado
em laminas Superfrost Plus (hidrofilica) para se iniciar a
imunomarcacdo imunoistoquimica.

A técnica de imunoistoquimica foi realizada
no instrumento Ventana Bench Mark Ulra TM com
processamento 3 em 1 integrado. Nesse, as laminas
de TMA foram preparadas com desparafinizacéo, re-
hidratacdo, recuperacdo antigénica com tampdes Cell
Conditioning 1 (pH alto) e Cell Conditioning 2 (pH baixo).
Os anticorpos primdrios (Tabela 1) foram incubados por
16-20 min em temperatura ambiente.

TABELA 1 — Descricdo dos anticorpos primdrios com seus respectivos

fabricantes
ALCAM clone EPR2759(2) Medaysis
ALDH ALDHTA1 clone 44 Medaysis

Em seguida, as laminas eram submetidas a técnica
da imunoperoxidase, sendo realizada a amplificacdo
da marcacdo através do Kit ultra View Universal DAB
Detection®. Apés realizada a imunomarcacdo as laminas
de TMA foram laudadas e controles positivos internos e
externos testaram a fidelidade das reacdes. As laminas
foram laudadas no microscépio Olympus CX31 por 2
patologistas diferentes, em tempos diferentes. Os seguintes
parémetros foram usados para se laudar os tumores
quanto & imunomarcacdo em: positiva ALCAM por
presenca de marcacdo na membrana citoplasmdtica e
ALDH por presenca de marcacéo no citoplasm; negativa,
caso o anticorpo ndo fosse visualizado em nenhuma
distribuicdo histoldgica; indeterminada, caso néo houvesse
a possibilidade de realizar a leitura da ldmina devido &
md qualidade da amostra.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa
computacional Stata/SE v.14.1. StataCorplP, USA. Os
resultados de varidveis quantitativas foram descritos por
médias, desvios-padrdo, medianas, e valores minimos
e mdaximos. Varidveis categéricas foram descritas por
frequéncias e percentuais. Para a andlise de fatores
associado ao tempo até a progressdo da doenca (PEVENT)
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foram ajustados modelos de Fine e Gray considerando-se
o bbito como risco competitivo. Apds o ajuste, a medida
de associacdo estimada foi a subdistribution hazard
ratio (SHR). Para a andlise de sobrevida foram ajustados
modelos de regressdo de Cox e estimados os valores de
hazard ratio. Para ambos os modelos o teste de Wald foi
usado para avaliar a significéncia das varidveis. Valores
de p < 0,05 indicaram significéncia estatistica. Os dados
foram analisados com o programa computacional Stata/
SE v.14.1. Stata Corp LP, USA.

RESULTADOS

A andlise foi realizada com base nos dados de 122
pacientes que tinham dados vdlidos para os marcadores.
Foi considerado 1 tumor em cada paciente.

A idade variou de 20-91 anos, com média 61,9.
Houve prevaléncia de doenca na 59 e 6° décadas
de vida (54,9%). Dos 122 avaliados, 63 eram homens
(51,6%) e 59 mulheres (48,4%). A incidéncia decrescente
por topografia, conforme classificacdo optado pelo grupo
de pesquisa, ficou com a seguinte distribuicdo: 42 casos
(35,9%) no célon ascendente/transverso, 31 (26,5%)
no sigméide, 27 no reto (23,1%), 17 (14,5%) no célon
esquerdo. Em 5 néo foi possivel determinar a localizacdo
precisa, recebendo a classificacdo indeterminado.

Constatou-se que 87 (71,3%) dos pacientes néo finham
metdstase ao diagnéstico e 35 (28,7%) sim. O local mais
comum foi o figado com 24 casos (19,7%), seguido pelo
peritonio com 9 (7,4%), pulmdes com 5 (4,1%) e outros
locais com 10 (8,2%). Ao momento do diagnéstico de
cdncer primdrio, 13 pacientes apresentaram metdstase
para mais de 1 local.

De acordo com a UICC 6a edicdo, do total, 1 (0,8%)
era estadio 0, 14 (11,5%)

do |, 33 (27%) do I, 39 (32%) do Ill e 35 (28,7%).
O casos com comprometimento local (estadio O/1/
1) representaram 39,3% (48 casos), enquanto os com
envolvimento linfonodal e metastdtico (IIl/IV) de 60,7%
(74 casos).

Do total de casos, 43 (35,2%) apresentaram recidiva
ou progressdo da neoplasia, enquanto 79 (64,8%) néo,
sendo que 14 tinham progresséo da doenca em mais de
um 6rgdo. O local mais comum da progresséo foi para o
figado, com 16 casos (13,1%), seguido pelo periténio, com
13 casos (10,7%) e pulmdo com 12 (9,8%). Outros locais
totalizaram 20 (16,4%). Houve aumento de pacientes
com progressdo da doenca ao longo do tempo. O tempo
mediano de sobrevida estimado pelo método de Kaplan-
Meier foi de 30 meses no grupo estudado, com variacdo
de 0-85,7 meses. Do total de 122 pacientes, 68 (55,7%)
morreram. Nos demais, houve mediana de seguimento de
35,9 meses (Tabela 1). A mediana do tempo de sobrevida
dos pacientes que evoluiram ao ébito foi de 15,6 meses.

TABELA 1 — Tempo de seguimento durante o periodo estudado

»
I 28 I N O
54

Nao 399 359 020 101 277
Sim (tempo de sobrevida) 68 18,6 15,6 0 857 172
Todos 122 28,0 22,5 0 101 24,8

C

Em relacdo ao estadiamento patolégico, observou-
se predominio dos casos pT3 com 71 (58,2%) pacientes,
pNO com 52 (42,6%) e pMx com 72 casos (59%)
pacientes (Tabela 2).

TABELA 2 — Distribuicdo dos pacientes conforme TNM

plis 1 0,8
pll (o] 0
pr2 16 131
pr3 71 58,2
T4 28 23
Bidpsia 6 49
PNx 8 6,6
pNO 52 42,6
pN1 37 303
pN2 21 17,2
Bidpsia 4 3,3
pMx 72 59
pMO 13 10,7
pM1 33 27
Bidpsia 4 515;
Total 122 100

Em relacdo ao status da resseccdo cirdrgica, 85 (72%)
foram classificados como RO (resseccdo completa), 23
(19,5%) como R1 (tumor residual microscépico), e 10
(8,51%) como R2 (tumor residual macroscépico). Do total
da amostra, 4 ndo puderam ter seus dados avaliados
neste critério.

Quanto ao grau de diferenciacdo houve predominio
de tumores moderadamente diferenciado com 101
amostras (82,8%), seguido pelos pouco diferenciados
com 10 (8,2%) e bem diferenciados com 8 (6,6%). Do
total, 2,4% foram de indeterminados.

Imunomarcacdo com ALCAM e ALDH1

Apés revisdo histopatoldgica, confeccdo de TMA
e reacdo de imunoistoquimica de ALCAM e ALDH],
avaliou-se sua expressdo em tecido com carcinoma
colorretal. A positividade de ALCAM foi de 32,8% (n =
40), enquanto ALDH foi de 44,3% (n = 54, Tabela 3).
Néo foi observado significéncia estatistica na presenca
ou auséncia dos marcadores ALCAM e ALDH em relacdo
4 idade, ao diagndstico dos pacientes, ao género,
ao grau de diferenciacéo, ao estadiamento clinico ou
metdstases em qualquer sitio.

TABELA 3 — Imunomarcacdo com ALCAM e ALDH1

Negativo 54 44,3
Positivo 40 32,8
Inconclusivo 28 23

Negativo 41 33,6
Positivo 54 44,3
Inconclusivo 27 22,1

Avaliacdo de fatores associados & progressdo de
doenca

A andlise ndo mostrou significancia estatistica para
presenca ou auséncia de marcacdo do ALCAM e
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ALDH. Também ndo se encontrou diferenca estatistica
ao relacionar tempo de progressdo da doenca com
idade ao diagnéstico, género, grau de diferenciacdo,
topografia priméria do tumor, estadiamento clinico ao
diagnéstico, presenca ou ndo de metdstases e margem
de resseccdo cirrgica comprometida (resseccéo R1 e
R2, Tabela 4).

TABELA 4 — Andlise univariada para o evento progresséo da doenca

| voievel | Classicocio | o | %] o' ] sur] icos% |

<50 22 10(455)
Idade noldx 50065 45 17(378) 0300 067 031143
>65 55 16(291) 0124 054 025-118
Fem 59 16 (271)
Género
Masc 63 27(429) 0127 1,63 0,87-304
Bem diferenc 8 3(375)
Caweb Moderado 101 39(386) 0738 109 042-338
diferenciacéo
Pouco diferenc 10 1(10,0) 0,360 0,34 0,04-336
Célon direito/ 1 12(286)
fransverso

Topografiadovmor  celon esquerdo 17 5(294) 0,681 127 041-389

primédrio* *
Retossigméide 31 12(38,7) 0,495 1,31  0,60-288
Reto 27 12(444) 0332 147 068-319
Nao 7 39(333)

Metéstase pulmonar
Sim 5 4(80,0) 0019 433 127-147
Néo 98  34(347)

Metéstase hepdtica
S 24 9(375) 0557 126 058-272
Néo 13 40(354)

Metéstase peritoneal
Sim 9 3(333) 0,806 086 0,27-280

Metéstase para Nao n2. 41(366)

outros sifios S 10 2(2000 0531 064 016-259

Presenca de Néo 87  30(34,5)

meféstase i 35 13(371) 0360 137 070-269
o/I 15 5(33,3)

UG Il 33 10(30,3) 0572 0,75 0,28-2,00
1l 39  16(410) 0394 150 059-385
\% 85 12(34,3) 0,662 125 046-344
o/1/I 48 15(312)

UICC agrupado
/v 74 28(378) 0085 168 093-305
RO 85  31(365)

dieiue e sere 23 8(348) 0739 114 053-248

cirdrgica
R2 10 3(30,00 0944 095 026-355
Operagéo 105 30(28,6)

Tratamento
Outros 17 13(76,5) <0001 330 188-579
Negativo 54 20(37,0)

ALCAM Positivo 40  14(350) 0607 084 043-1,65
hgarehse 28 9(321) 0938 097 044-212
Negativo 4] 10 (24,4)

ALDH1 Posifivo 54 22(407) 082 164 079-340
hgerehse 27 1(407) 0060 230 097-550

SHR =subdistribution hazard ratio; IC95% = 95% confidence interval; modelo de Fine e Gray e teste

%

de Wald, p < 0,05;" = excluidos 3 pacientes que fiveram grau de diferenciacgio indeterminado; ** =
excluidos 5 pacientes que fiveram topografia indeterminada

Entretanto, ao relacionar tempo de progresséo da
doenca com o tratamento instituido, observou-se que
pacientes submetidos ao tratamento néo cirirgico (SHR
3,30; 1,88 — 5,79) apresentaram menor sobrevida (p <
0,001). Também se observou pior prognéstico quando
existia doenca metastdtica para pulmdo (SHR 4,33;
1,27 - 14,7, p < 0,05). A avaliagéo da progressdo
de doenca conforme imunomarcacdo ndo mostrou
relevancia estatistica. A andlise univariada mostrou nos
individuos com ALCAM positiva (n = 40), 14/40 (35%)
tiveram progressdo, p = 0,607, SHR 0,84 (IC: 0,43-1,65)
e para ALDH positiva (n = 54), 22/54 (40,7%) tiveram
progressdo, p = 0,182, SHR 1,64 (IC: 0,79-3,40). A

avaliagdo da progressdo de doenca conforme o estadio
UICC agrupado ndo mostrou relevéncia estatistica.

Avaliacdo de fatores associados ao 6bito

Nesta avaliacdo néo foi encontrada significancia
estatistica entre presenca ou auséncia da marcacdo dos
marcadores estudados. A andlise univariada mostrou
individuos com ALCAM positiva (n = 40), 24/40(60%),
p=0,789, SHR 0,93 (IC: 0,54- 1,60) evoluirem ao ébito,
diferente do ALDH1 positivo (n = 54), 33/54 (61,1%), p
=0771, SHR 1,09 (IC: 0,62-1,90).

Entretanto, os com tumores pouco diferenciados (HR
17,6; 3,5 — 88,6), estadio clinico avancado (UICC HlI/1V,
HR 2,52; 1,49 — 4,25), e evento progressdo de doenca
(HR 5,91; 3,37 - 10,4) mostraram maior relacéo com Sbito
(p <0,001). Nos casos dos com tumores primdrios de reto
(HR 2,25; 1,13 - 4,48), metéstase hepdtica ao diagnéstico
(HR 2,02; 1,17 - 3,47) e margem de resseccéo cirirgica
comprometida (resseccdo R1, HR 2,00; 1,08 - 3,70),
esta associacdo também foi observada, com significancia
estatistica (p < 0,05, Tabela 5).

TABELA 5 — Avaliacdo de fatores associados ao dbito

Variaiel Classi n % de dbitas P HR X 95%

Idade no dx <50 22 9 (40,9%)

50265 45 26(57 8% 0,587 1,3 058-2,64

265 55 33(600%) 0,110 1,83 087-384
Género Masculino 63 32(508%)

Femining 59 36(610%) 0,134 1,4 089-234
Grau de diferenciagio®  Bem diferenc ] 2 (25,0%)

Moderada 101 58(57.4%) 0,078 3,55 087-145

Pouco diferenc 10 7 (70,0%) 0,001 175 35-836
l‘j;’:;;gf.'i‘“m“' Retossigmoide 31 13(419%)

Cdlon

direitoftransverso 2 13l452%) 0,556 1,24 051-251

Célon esquerdo 17 11(64,7%) 0,125 1,88 084-420

Reto 27 22(815%) 0,071 2,25 113-448
Metdstase pulmanar Nio 117 65(55 5%

Sim 5 3 (60,03} 0714 1.2 039-3.98
Metstase hepatca Nio EE] 50(510%)

Sim 24 18(750%) 0,011 2,02 117-347
Metastase peritoneal Nio 113 62154 3%)

Sim 9 5 (66,73 0,512 1,32 057-3p7
Metdstases em outios Nio
sitios 112 62(554%)

Sim 10 6 (60,0%) 0,075 2,17 092-511
Presencade metastase  Nao 87 33 (50 %)

Sim 3s 24(685%) 0,004 2,12 127-3,52
uicC o/l 15 7 (46,75

1 33 15(454%) 0,616 0,79 032-1,.96

u 39 23(590%) 0,114 1,98 0,85-4,64

v 35 23(657%) 0,052 2,33 0,99-5.45
uicc oA/ 48 22(458%)
agrupado v 74 46162 2%) 0,001 2,52 1,49 -4,25
Status de resseccio &0
cirirgica 85 42(494%)

R1 23 14(603%) 0,028 2,00 198370

R2 10 8 (80,03 0,103 1,58 0,88 -4,02
Tratame nto Crurga 105 57(543%)

Outrgs 17 110647%) 0,527 17 054-236
Evento de progress & Nio 79 41(519)

sim 43 27(628) <0,001 5,91 337-104
ALCAM 3 Negative (ref) 54 31(574)

Positive 40 24(500) 0,789 0,93 054-1,60

Incanclusivo 28 13(464) 0,710 1,13 059-2,19
ALDH1 Ne gative (ref) 41 20(4858)

Pasitive 54 33(614) 0,771 1,09 062-1,90

27 15(555) 0,102 1,76 089-3.48

* = Modelo de regressdo de Cox e teste de Wald, p < 0,05; a varidvel Evento de progressdo foi
incluida como tempo- dependente;* = excluidos 3 pacientes que fiveram grau de diferenciacéo
indeterminado; ** = excluidos 5 pacientes que tiveram topografia indeferminada.

Avaliacdo de fatores associados ao tempo de segui-
mento e sobrevida

Essa associacdo mostrou tendéncia da mediana de
seguimento maior em estadios clinicos mais precoces (O

/1 /I, Tabela 6).

TABELA 6 — Tempo de seguimento

Tempo de seguimento (meses)
319

0/1 15 30,1 137 63,6 177
I B 44,2 47,5 0,03 101 30,5
il 39 20,5 15,6 0 832 18,5
v 35 19,4 15,6 0,03 857 20,0
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A sobrevida em 5 anos para o estadio 0/1/1l foi
de 48,5%, e 23,2% para estadios lll/1V (Tabela 7). Do
grupo acompanhado, 68 pacientes (55,7%) morreram.

TABELA 7 — Tempo de sobrevida global e classificacdo conforme
estadiamento clinico

Percentual de sobrevda
0/1/1 /v

Diagnéstico 100% 100% 100%

1 ano 85,00% 70,20% 76,20%
2 anos 80,60% 45,40% 60,60%
3 anos 59,60% 33,00% 44,40%
5 anos 48,50% 23,20% 34,40%

Avaliac@o de fatores associados aos biomarcadores

Nesta amostra, ALCAM marcou positivo em 16 casos
em doenca local (estadio O, I, 1l), sendo que destes, 5
(31,2%) evoluiram ao Sbito. Nos casos de presenca de
metdstase linfonodal ou & distancia (estadio Il e 1V),
observaram-se 24 casos com ALCAM positivo, e 19
(79,2%) deles morreram. Apesar de valores relevantes,
estes dados n&o obtiveram significdncia estatistica
(Tabela 8).

TABELA 8 — Relacdo da expressdo do marcador ALCAM com
estadio clinico

n
Negativo 24 13 (54,2%)

0/lell Positivo 16 5(31,2%) 0,056 0,36 0,13-1,03
Inconclusivo 8 4(500%) 0938 105 034-323
Negativo 30 18(60,0%)

eIV Positivo 24 19(79,2%) 0290 1,43 0,74-2,79

Icondusvo 20 9(450% 0879 107 047242
* = Modelo de regresso de Cox ¢ feste de Wald, p < 0,05

A amostra ALDH1 marcou positivo em 27 casos em
doenca local (estadio O, I, ll), sendo que destes, 20
(74,1%) morreram. Nos casos de presenca de metdstase
linfonodal ou & disténcia (estadio Il e IV), observaram-se
27 casos com ALDH1 positivo, e 12 (48,1%) morreram.
Apesar de valores relevantes, estes dados n&o obtiveram
significéincia estatistica. O inconclusivo foi relevante

(Tabela 9).

TABELA 9 — Relac&o da expressdo do marcador ALDH1 com estadio

clinico

Lo | Cosst {0 ] wdestios | ot [ e | icosn
Negativo 28 17 (60,7%)

o/lell PosifivO 27 20(741%) 0216 154  078-3,04
Inconclusivo 19 9 (47,4%) 0,676 1,20 0,52 -2,76
Negativo 13 3(23,1%)

elV Resine 27 13(481%) 0389 174  049-6]11
Inconclusivo 8 6(75,0%) 0,015 5,66 1,39 -23,1

*Modelo de regressdio de Cox e teste de Wald, p < 0,05

Avaliacdo de concordéancia entre ALCAM e ALDH1
e multivariada

A concordancia entre eles mostrou-se fraca, com
22,1% de concordéncia em ambos positivos (n = 27) e
22,1% (n = 27) em ambos negativos de um total de 122
pacientes avaliados. Na andlise multivariada entre os
fatores metdstase pulmonar, estadio clinico e marcador

C

ALCAM observou-se significancia estatistica na presenca
de metdstase pulmonar. J& na andlise multivariada entre
os fatores metdstase pulmonar, estadio clinico e marcador
ALDH1 né&o se observou significéncia estatistica.

Andlise multivariada sem a presenca dos marcadores

Ao se redlizar a andlise multivariada dos fatores idade,
progressdo da doenca, topografia do tumor primdrio,
status pds-resseccdo cirlrgica, estadio clinico e presenca
de metdstase evidenciou-se que havia significancia
estatistica na idade acima de 65 anos, presenca de
progressdo da doenca e resseccdo cirdrgica incompleta
ou tumor residual. Ao se realizar a andlise multivariada
dos fatores idade, progressdo da doenca, status pds-
resseccdo cirlrgica, estddio clinico e positividade da
ALCAM constatou-se significéncia estatistica na idade
acima de 65 anos, presenca de progressdo da doenca
e resseccdo cirdrgica incompleta ou tumor residual.
Conforme andlise multivariada relacionando  idade,
evento progressdo, status pds- resseccdo cirirgica, estadio
clinico e positividade da ALDH1 constatou-se significancia
estatistica na idade acima de 65 anos e presenca de
progressdo da doenca.

DISCUSSAO

A idade dos pacientes no momento do diagnéstico
do céncer colorretal é fator muito importante para avaliar
medidas de rastreio em politicas de sadde. Diversos
estudos cldssicos mostram baixa incidéncia abaixo dos
50 anos, sendo a idade mediana ao diagndstico em
torno de 70 anos em paises desenvolvidos. No entanto,
no presente estudo observou-se idade média de 61,9
anos. Com relacdo & distribuicdo dos pacientes por
faixa etdria verificou-se o diagnéstico em 18% dos casos
na populacdo abaixo dos 50 anos, grande parcela na
faixa entre 50-65, que representa 36,9% dos casos e, na
faixa acima, 45,1%. Esse dado é importante pois pode
representar sinal de alerta de que o cancer colorretal se
apresenta com tendéncia de surgimento cada vez mais
precoce. A demonstracdo de aparecimento abaixo dos
50 anos de forma significativa pode ter efeito sobre os
programas de rastreamento, que hoje preconizam exames
complementares a partir dos 50 anos na populacdo
geral.®”

Embora seja descrito que mutacdes no gene BRCA
estejam relacionadas com aumento do risco de céncer
colorretal, com alguns estudos trazendo a hipdtese de que
mulheres de forma geral teriam também risco aumentado,
os resultados deste estudo mostraram distribuicdo
similar entre homens e mulheres, com leve desvio para o
género masculino (51,6%). Os estudos epidemiolégicos
populacionais mostram distribuicdo semelhante  (49-
52% homens), o que sugere a possibilidade de causas
diferentes de acordo com o género, pois se alguns fatores
aumentam o risco no género feminino, outros aumentariam
no masculino.®"

Outro dado que corrobora com a ideia de que o
mecanismo etiolégico pode ser diferente entre homens
e mulheres, é a diferenca significativa na localizacdo
do tumor. Enquanto e especialmente em mulheres mais
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velhas, a porcdo mais acometida é o célon proximal, nos
homens a maioria envolve o célon distal e reto. Os dados
aqui apresentados mostram distribuicdo menor no célon
proximal (35,9%) em relacdo ao distal e reto que, quando
comparados com outros estudos, apresentam variagdes
ndo significativas.>71%13

Diversos estudos mostraram associacdo de formas
mais agressivas da doenca no célon proximal, e pior
prognéstico em mulheres, j& que sGo mais propensas a esta
localizac&o. Dentre os fatores que podem justificar essa
diferenca de comportamento, estd a possivel diferenca
entre os mecanismos etioldgicos e fatores relacionados ao
préprio diagnéstico, como a maior chance de resultado
colonoscépico falso negativo nos tumores de célon
proximal. No entanto, o resultado do presente estudo ndo
mostrou diferenca significativa da progressdo da doencg,
tanto em relacdo & localizacdo quanto ao género. Pelo
contrario, os dados foram mais préximos de um risco
maior de em homens, porém ndo de forma significativa
estatisticamente (SHR 1,63; IC 0,87-3,04).4812

A progressdo da doenca, nesta andlise, foi
caracterizada como nova evidéncia de doenca apés o
primeiro tratamento, seja como recidiva local, piora no
estadiamento TN ou ainda aparecimento de metdstases.
Nesta amostra, 35,2% dos pacientes tiveram algum
tipo de recorréncia do tumor em até 5 anos, sendo que
ndo foi possivel observar picos de incidéncia, ou sejq,
a recorréncia teve distribuicdo linear. Os dados sobre
recorréncia variam na literatura entre 23-45% entre os
pacientes submetidos & resseccdo com intencéo curativa.
Esse nimero levanta vdrias hipdteses tanto sobre a
fisiopatologia da recorréncia, fatores que podem estar
associados com aumento ou diminuicdo desse risco, e
também quanto ao acompanhamento pés-cirirgico."

Em relacdo aos fatores que poderiam ter influéncia
sobre a progress@o da doenca, ndo se obteve resultados
significativamente estatisticos em relacdo & localizacdo
do tumor, grau de diferenciacdo tumoral, estadiamento
clinico, presenca ou ndo de metdstases & distancia ou
nivel de resseccdo tumoral (RO, R1 e R2). Associacdo
significativa encontrada foi em relacdo & presenca de
metdstase pulmonar (SHR 4,33; IC 1,27-14,7). Além disso,
foi observado importante correlacdo da progressdo da
doenca com a modalidade de tratamento primdrio (SHR
3,30; IC 1,88- 5,79); porém, esta variavel apresenta um
viés por ser dependente do estadiamento clinico.

Wilhelmsen et al.’”® mostraram que indmeros fatores
podem estar relacionados & recorréncia, como mutacdes
no gene K-ras, instabilidades microssatélites, entre outras.
Seu estudo propde subdivisdes dentro dos estadiamentos
clinicos, baseados na resposta do tratamento, para melhor
definir o risco de recorréncia nesses pacientes especificos.
Alguns autores estudaram associacdes que possam
reduzir o risco de progressdo da doenca, como uso de
estatina apds o primeiro tratamento, mas os resultados néo
mostraram impacto na progressdo em si, embora tenham
efeito na sobrevida global.* '8

Em relacdo aos marcadores analisados, ndo foi
possivel afirmar que existe relacdo prognéstica em sua
expressdo. Com relacdo & ALCAM (CD166) os resultados
mostraram que a minoria dos tumores apresentava sua

C

expressdo, de forma diferente ao encontrado na literatura.
No entanto, ndo caracterizou-se de forma especiﬂcc a
expressdo quantitativa e o sitio celular detalhado.”?

A maioria dos estudos que avaliaram associacdo
da ALCAM com prognéstico ndo apresentaram dados
relativos & progressdo da doenca. Estes resultados
mostraram que n&o houve correlacéo significativa entre a
expressdo de ALCAM e a recorréncia (SHR 0,84; IC 0,43
- 1,65). Lugli et al.”” obteve resultados semelhantes, onde
ndo houve significéincia estatistica na correlagdo com
recorréncia local ou metdstases.”

A expressdo de ALDH1 é encontrada em 70-80%
dos canceres colorretais, segundo estudos prévios. Porém,
nesta amostra encontrou-se ALDH1 positiva em 44,3% de
122 casos. Uma possivel explicacdo para essa diferenca
foi o elevado nimero de amostras inconclusivas para
ALDH1 (11%, 27 casos), ou sejq, a dificuldade técnica de
se obter esse resultado pode ter subestimado o nimero de
casos com positividade para ALDH1.20-2%

A relacdo da expressdo de ALDH1 com a recorréncia
da doenca apresenta alguns resultados néo significativos
estatisicamente e outros mostrando relacdo de risco
aumentado que, quando agrupados em metandlise,
correlacionam a ALDH1 com pior taxa de sobrevida livre
de doencaem 5 anos, ou seja, mais eventos de recorréncia.
Nossos resultados ndo mostraram significéncia estatistica
nessa associacdo, mas sugerem que, se agrupados com
outros estudos, podem reforcar a correlacdo de ALDH1
com maior progressdo da doenca (SHR 1,64; IC 0,79-
3,40).%

Embora poucos fatores tenham demonstrado
correlacdo significativa  estatisticamente com eventos
de progressdo da doenca, os ébitos mostraram mais
associacdes. Estes resultados sugerem impacto maior de
outros fatores relacionados & idade (comorbidades por
exemplo) na sobrevida desse grupo de pacientes do que
a progressdo da doenca.

Ao andlisar-se toda a amostra os fatores de maior
impacto no risco de bito em 5 anos foram grau de
diferenciacdo tumoral com neoplasia pouco diferenciada
(HR 17,6; IC 3,5-88,6), localizacdo do tumor no reto (HR
2,25;1C 1,13-4,48); a progressdo de doenca na forma ou
recidiva local foi o fator de maior impacto no risco de ébito
em 5 anos (HR 5,91; IC 3,37-10,4). Além destas varidveis,
a presenca de metdstase hepdtica também relacionou-se
ao bbito (HR 2,02; 1,17- 3,47). A correlacdo entre aidade
aumentada e menor sobrevida concorda com diversos
estudos recentes; porém, ainda existe controvérsia sobre a
provavel causa dessa correlacdo, se seriam comorbidades
associadas, grau de diferenciacdo do tumor, ou fator de
risco isolado.?>%

Diversos estudos tém explorado as potenciais
diferencas em relacdo & sobrevida entre os tumores
localizados no lado direito e esquerdo. Nesta amostra,
tumores localizados no reto tiveram pior progndstico em
relacdo & sobrevida quando comparados aos outros
locais (HR 2,25; IC 1,13-4,48).

Benedix et al.” ofirmaram que, apesar de metdstases
a distancia serem mais comuns nos tumores & esquerda, a
sobrevida é significativamente pior no lado direito, quando
agrupados por estadiamento clinico. Outros estudos
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mostram resultados similares, porém contrastam com
publicacdo recente que, utilizando dados multicéntricos,
mostrou auséncia de diferenca estatisticamente significativa
entre os dois grupos, com excecdo ao estadiamento 3.7
Além disso, é possivel que as diferencas encontradas sejam
devido & outras varidveis possivelmente dependentes
da localizacdo do tumor, como grau de diferenciacdo
e diferencas imunolégicas, pois os resultados mostram
associacdo apenas em andlises univariadas, ndo sendo
encontradas publicacdes com andlises multivariadas.™

Concordando com a literatura, o estadiamento clinico
no diagnéstico foi um importante fator de risco para
o ébito em 5 anos, com pacientes estadio Il e IV tendo
um risco 2,52 vezes maior (IC 1,49-4,25). Esse dado
reforca a importancia do diagnéstico precoce; porém,
mesmo com os programas de rastreamento vigentes, mais
da metade (60,4%) dos pacientes foi diagnosticada jé&
nos estadiamentos mais avancados (Ill e 1V). Esse dado
é semelhante ao de paises emergentes, como mostra,
por exemplo, estudo da Maldsia onde 58,6% também
se encontravam nos estddios tardios no momento do
diagnédstico.??

Regides desenvolvidas apesar de apresentarem as
maiores incidéncias do cdancer colorretal, tém também
as maiores taxas de sobrevida em 5 anos. O diagndstico
precoce tem grande influéncia nessa estatistica, pois
apenas 25% aproximadamente sdo diagnosticados nos
estadiamentos mais avancados.**

Neste estudo a expressdo de ALCAM (CD166) nédo
mostrou correlacdo estatisticamente significativa com a
sobrevida global, concordando com o encontrado por
Lugli et al.” que utilizaram a maior amostra encontrada na
literatura. Embora nesta metandlise tenha sido demonstrada
a associacdo da ALCAM com pior prognéstico (HR 1.4
IC 1,05-3,58), a existéncia de estudos contraditérios
e limitrofes pesam mais para a auséncia de impacto do
CD166 do que para sua utilizacdo como marcador
prognéstico independente.®%20.2

Uma possivel explicacdo para os resultados conflitantes
¢ a falta de padronizacdo na pesquisa da ALCAM no
c@ncer colorretal, embora o primeiro estudo que investigou
a associacdo prognéstica j@ tenha observado diferencas
nessa expressdo em diferentes sitios da mesma célulq,
podendo mascarar os resultados obtidos de forma menos
especifica. Outro aspecto apresentado pela ALCAM ¢
relacéo ndo linear ao grau de diferenciacdo celular, o que
pode indicar a necessidade de aplicacdo de algum fator de
correcdo em sua expressdo de acordo com a classificacdo
histolégica para esclarecimento do padréo evolutivo. No
entanto, os resultados aqui apresentados mostraram o
mesmo padrdo de expressdo se estratificados de acordo
com o estadiamento clinico. Quando comparado aos
estddios | e Il apresentou HR 0,36 (IC 0,13 - 1,03) e HR
1,43 (0,74 — 2,79) nos estddios Il e V. 43234

A associacdo de ALCAM com outros tipos de céncer e
os resultados que, embora controversos, mostram relacdo
com progndstico nos pacientes com cdncer colorretal
mantém essa proteina como potencial biomarcador com
relevéncia clinica; porém, os vieses ainda sdo grandes para
estabelecé-la como forte marcador prognéstico.?'353¢

C

Os resultados também n&o mostraram associacdo
significativa da ALDH1 com a sobrevida global dos
pacientes (HR 1,09; IC 0,62 - 1,90). Estudos anteriores
o mostraram como forte marcador de ébito em até 5
anos, porém sua expressGo apresenta subgrupos com
caracteristicas especificas e, da mesma forma que ocorre
com a ALCAM, os resultados podem ser contaminados
pela falta de especificidade na técnica de pesquisa.?%?

O refinamento da ALDH1 para melhor andlise
em relacdo & sobrevida deve ser realizado de forma
quantitativa e qualitativa, separando em subgrupos para
identificacdo mais especifica do seu papel como marcador
tumoral. Fitzgerald et al.¥ mostraram que mesmo entre os
casos com expressdo positiva de ALDH 1, existe diferenca
significativa entre a expresséo alta e baixa. Outros autores
afirmaram que ALDH1 deve ser dividida em subgrupos
de acordo com seu sitio especifico de expressdo celular.
O mecanismo exato da acdo dela na patogénese do
céncer colorretal ndo é conhecido, porém diversos estudos
correlacionam sua expressdo com grau de invas@o local e
metdstases linfonodais.?243337-3

Perspectivas futuras

Embora os estudos iniciais tenham apontado ALCAM e
ALDH1 como potenciais marcadores progndsticos no céncer
colorretal, ainda existem diversos pontos conflitantes entre
os estudos. Estes pontos sdo: 1) o evento progressdo da
doenca de forma isolada, os casos de metdstase pulmonar
e os que n&o foram tratados cirurgicamente apresentam pior
desfecho; 2) o dbito, avaliado de forma também isoladg,
apresenta-se mais em pacientes com tumores primdrios de
reto, estadio clinico avancado (caracterizado por doenca
linfonodal e metastdtica presentes), margens cirdrgicas
comprometidas, presenca de metdstase hepdtica, e tumores
com grau histolégico pouco diferenciados; 3) metdstase
pulmonar, estadio clinico e marcador ALCAM apresentaram
significéncia estatistica, o que ndo ocorreu com ALDH 1. Para
a minimizacdo desses pontos é necessdrio fazer o maximo
refinamento na pesquisa dessas substancias, de forma
quantitativa e qualitativa, para que os resulfados possam ser
conclusivos.

CONCLUSOES

A expressdo por imunoistoquimica dos marcadores
ALCAM e ALDHT ndo apresentou associacdo com as
caracteristicas epidemiolégicas e clinicopatolégicas
avaliadas. Em relagdo & progressdo de doenca e ao
evento ébito também néo foi possivel observar relacdo
de correspondéncia com os marcadores avaliados.
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