
BioSCI. | Curitiba | 2024 | 82 | e00062�

1

Artigo Original

Análise imunoistoquímica da expressão dos marcadores ALCAM e ALDH1 em pacientes 
com adenocarcinoma colorretal e associação com desfechos clinicopatológicos
Immunohistochemical analysis of the expression of ALCAM and ALDH1 markers in patients with 
colorretal adenocarcinoma and association with clinicopathological outcomes
Cecilia Neves de Vasconcelos1 , Carmen Austrália Paredes Marcondes Ribas1 , Rodrigo Ketzer Krebs1 , Ana Maria 
Waaga Gasser2 , Martin Gasser1 , Nicolau Gregori Czeczko1 , Janine da Silva Lima Delilo3 , Osvaldo Malafaia1

RESUMO
Introdução: O câncer colorretal apresenta alta mortalidade global e marcadores 
tumorais têm surgido como sinalizadores de diagnóstico, manejo e prognóstico. Novos 
marcadores estão sendo estudados. 
Objetivo: Verificar se há correlação da expressão por imunoistoquímica das proteínas 
ALCAM e ALDH1 em tecido com adenocarcinoma colorretal com as características 
epidemiológicas e clinicopatológicas, em particular o seu impacto na progressão de 
doença e no óbito. 
Método: Estudo observacional, unicêntrico, analítico, retrospectivo, através da 
investigação de pacientes submetidos à ressecção cirúrgica por câncer colorretal. 
Resultado: Foram avaliados 122 pacientes. Em relação a progressão, mostrou-se que 
nos indivíduos com ALCAM positiva (n = 40), 14/40 (35%) tiveram progressão, e para 
ALDH positiva (n = 54), 22/54 (40,7%). Para óbito, a análise da ALCAM positiva (n = 
40), 24/40 (60%) morreram, e ALDH1 positivo (n = 54), 33/54 (61,1%). 
Conclusão: A expressão imunoistoquímica dos marcadores ALCAM e ALDH1 não 
apresentou associação com a progressão de doença e óbito; também não foi possível 
observar relação de correspondência com os marcadores avaliados.
PALAVRAS-CHAVE: Câncer colorretal. ALCAM. ALDH1.

ABSTRACT
Background: Colorectal cancer has a high global mortality and tumor markers have 
emerged as diagnostic, management 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. ALDH1

Mensagem Central
Determinar a fase de progresso (estadio), 

a extensão e a gravidade de um tumor 
no momento do diagnóstico é essencial 
para que se estabeleça a estratégia do 
tratamento e para estimar a evolução 
da doença. Assim, estudar a correlação 
da expressão por imunoistoquímica das 
proteínas ALCAM e ALDH1 em tecido 
com adenocarcinoma colorretal podem 
auxiliar no impacto na progressão de 
doença e no óbito.

Perspectiva
Embora os estudos iniciais tenham 

apontado ALCAM e ALDH1 como 
potenciais marcadores prognósticos 
no câncer colorretal, ainda existem 
diversos pontos conflitantes como: 1) o 
evento progressão da doença de forma 
isolada; 2) o óbito, avaliado de forma 
também isolada, apresenta-se mais 
em pacientes com tumores primários 
de reto; 3) na metástase pulmonar, 
estadio clínico e marcador ALCAM 
apresentaram significância estatística, o 
que não ocorreu com ALDH1. Para a 
minimização desses pontos é necessário 
fazer refinamento na pesquisa dessas 
substâncias, de forma quantitativa e 
qualitativa, para assegurar resultados 
mais conclusivos.
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INTRODUÇÃO

O câncer colorretal (CCR) é a terceira causa 
mais comum de morte por câncer no mundo 
(mortalidade 8,9%). Os pilares de seu 

tratamento constituem-se de procedimento cirúrgico, 
quimioterapia e radioterapia. Embora procedimento 
cirúrgico possa ser potencialmente curativo, menos de 
25% dos casos são operáveis com taxas de recorrência 
de até 70%. Tumores inoperáveis, recidivas ou tumores 
metastáticos são tratados por quimioterapia paliativa, 
em geral.1 Apesar destes, o prognóstico de tumores 
metastáticos permanece reservado.2

Determinar a fase de progresso (estadio), a extensão 
e a gravidade de tumor no momento do diagnóstico 
é essencial para que se estabeleça a estratégia do 
tratamento e para estimar a evolução da doença. As 
classificações utilizadas para definir seu estágio são: grau 
de diferenciação celular, estadios clínico e patológico, 
acometimento de linfonodos e presença de metástase à 
distância.3

O câncer colorretal restrito à parede do intestino 
(estágios I e II) é potencialmente curável devido à 
detecção e tratamento precoces. Apresenta sobrevida em 
5 anos entre 70-90%. No entanto, a maioria dos países 
não possui programa de rastreamento que permita sua 
detecção precoce.4 Em contraste, a sobrevida média 
de 5 anos em estágio regional (estágio III) e distante 
(metastático; estágio IV) é de aproximadamente 50-70% 
e 10-14%, respectivamente.4 Estas taxas são atribuídas 
principalmente ao rompimento da parede intestinal pelo 
tumor e sua disseminação linfática para órgãos à distância 
através da corrente sanguínea. A incidência de CCR 
aumenta após os 50 anos de idade, com 90% dos casos 
estando dentro desta faixa etária.4,5

Assim, o objetivo deste estudo foi correlacionar a 
expressão por imunoistoquímica das proteínas ALCAM e 
ALDH1 em tecido com adenocarcinoma colorretal com as 
características epidemiológicas e clinicopatológicas dos 
pacientes, em particular o seu impacto na progressão de 
doença e no evento óbito.

MÉTODOS
Esta pesquisa foi realizada no Programa de Pós-

Graduação em Princípios de Cirurgia da Faculdade 
Evangélica Mackenzie do Paraná, em parceria com 
Brigham and Women ‘s Hospital, Harvard Medical 
School Molecular Oncology and Immunology and Renal 
Division, Boston, USA. Ela foi aprovada pelo Comitê de 
Ética em Pesquisa da Sociedade Evangélica Beneficente 
de Curitiba, sob parecer CAAE 66365117.0.0000.0103, 
estando de acordo com os preceitos da Resolução 
466/12 do Conselho Nacional de Saúde/Ministério da 
Saúde (CNS/MS). É estudo observacional, unicêntrico, 
analítico e retrospectivo.

Foram estudados pacientes do Hospital Universitário 
Evangélico Mackenzie, Curitiba, PR, Brasil, que foram 
submetidos à ressecção cirúrgica por câncer colorretal 
e com prontuários acessíveis para consulta. Da mesma 
forma, era necessário haver disponibilidade dos 
blocos de parafina que confirmassem o diagnóstico 

adenocarcinoma colorretal e também serem submetidos 
às novas divisões. Foram excluídos pacientes menores 
de 18 anos, com diagnóstico de câncer colorretal não 
adenocarcinoma, impedimentos acerca das informações 
clinicoepidemiológicas 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 
não dispunham do bloco de parafina, 32 blocos possuíam 
amostra muito pequena da biópsia de adenocarcinoma, o 
que inviabilizou o fracionamento; 5 foram diagnosticados 
com câncer colorretal não adenocarcinoma; 19 
apresentavam dados clinicoepidemiológicos incompletos 
e em 12 não se pôde utilizar o bloco. Assim, a amostra final 
foi de 122 indivíduos com diagnóstico de adenocarcinoma 
colorretal e com informações clinicoepidemiológicas e 
blocos completos e disponíveis.

Realizou-se a seleção através de rastreio dos 
prontuários eletrônicos 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 mínima de amostra tumoral que permitisse 
cortes adicionais sem que fosse utilizado por completo o 
material. A seguir, realizou-se a revisão das respectivas 
lâminas por patologista. Esta etapa foi considerada como 
segunda avaliação, 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 lâminas H&E para os casos 
que não foram encontradas as lâminas, para confirmação 
de adenocarcinoma. Assim, estes blocos pertinentes e 
adequados, foram encaminhados à imunomarcação com 
ALCAM e ALDH.

Já para a pesquisa dos dados clinicoepidemiológicos 
além do sistema eletrônico de prontuários realizou-se 
contato telefônico com os pacientes ou suas famílias em 
casos de aquisição de informações extras. As informações 
foram distribuídas em tabela Excel® obedecendo o 
seguinte padrão: nome, data de nascimento, idade ao 
diagnóstico, gênero, telefone para contato, numeração do 
bloco de parafina, diagnóstico histológico, local do tumor 
primário, CID-10, data do diagnóstico, classificação 
TNM patológico, local de metástase ao diagnóstico (se 
presente), classificação TNM de acordo com AJCC/
UICC do Manual de Estadiamento de tumores 6a edição, 
estado da ressecção cirúrgica (R), progressão de doença 
(se presente), tempo livre de progressão (se presente), 
data da progressão (se presente), local de progressão 
(se presente), tempo de sobrevida em meses, evento óbito 
(se presente), tempo de seguimento, data de óbito (se 
presente), última consulta ambulatorial (se presente), e por 
fim, resultado da imunomarcação da ALCAM e ALDH.

Como variáveis, considerou-se a idade do diagnóstico, 
tabulou-se a faixa etária por décadas e, com o objetivo 
de aperfeiçoar a comparação, agruparam-se as seguintes 
décadas: menores de 50 anos, entre 50-65 e acima dos 
65 anos.Quanto ao gênero, classificou-se em masculino 
e feminino, conforme informado em seu prontuário. 
A topografia estava de acordo com informações do 
prontuário ou laudo da anatomia patológica em cólon 
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ascendente, transverso, descendente, sigmoide e reto. Em 
casos de informação incerta precisa, classificou- se como 
indeterminado. Optou- se por agrupar os pacientes de 
tumores de cólon ascendente e transverso. Desta forma 
obteve-se 4 grupos: cólon ascendente/ transverso, cólon 
descendente, sigmoide e reto.

Em casos de metástase no momento do diagnóstico, 
foi fixada sua localização: hepática, pulmonar, peritoneal 
ou outros locais (diferentes locais de metástase que não os 
já contemplados). Classificou-se os pacientes em estadio 
clínico 0 à IV, de acordo com classificação da American 
Joint Comission Cancer/Union for International Cancer 
Control (AJCC/UICC), Cancer Staging Manual 6a 
edição.

Documentou-se a progressão de doença a partir 
da evidência de recidiva local ou metástase à distância. 
Recidiva local referia-se aos pacientes que já possuíam 
critérios de cura e apresentaram doença no local da 
ressecção da doença primária em seu seguimento. 
Metástases referia-se à evidência de da neoplasia em 
outros sítios, como sítio cirúrgico (linfonodos, peritônio, 
órgãos contíguos) ou à distância (fígado, pulmão, 
peritônio ou outros locais) e foram avaliadas para sua 
inserção como progressão de doença local ou à distância. 
Calculou-se o tempo livre da doença em meses, levando 
em conta o período em que o paciente permaneceu sem 
sinais e sintomas da doença. O tempo de sobrevida foi 
determinado em meses e definido como do momento do 
diagnóstico do adenocarcinoma colorretal até o momento 
em que o paciente morreu. O tempo de seguimento foi 
determinado em meses e definido como do momento 
diagnóstico do adenocarcinoma colorretal até a data 
do último contato, por consulta médica ambulatorial 
ou contato telefônico. O estadiamento patológico foi 
realizado através do laudo de anatomia patológica, 
que subsidiou o estadiamento patológico (pTNM) pós-
operatório das lesões colorretais de adenocarcinoma 
utilizadas na pesquisa. Manteve-se como base a 6ª 
edição do AJCC, conforme utilizado à época no hospital.

Com relação aos dados do status pós-ressecção 
cirúrgica, utilizou-se o laudo da anatomia patológica para 
a sua definição, observando-se informações quanto à 
ressecabilidade e margens envolvidas. Para a informação 
do grau de diferenciação tumoral histopatológico utilizou-
se o laudo da anatomia patológica após ressecção 
cirúrgica, também de acordo com a mesma edição do 
AJCC.

Análise dos biomarcadores tumorais
Foi realizada através da técnica de tissue microarray 

(TMA), seguida de marcação por imunoistoquímica. 
Para a confecção dos blocos de parafina, utilizou-se o 
aparelho Tissue Tek Quick-ArrayTM, que continha pinças 
com diâmetros de 1-3 mm para a extração do fragmento 
desejado para ser submetido à imunoistoquímica, sendo 
utilizado na pesquisa a pinça de 2 mm.

Seguiram-se os seguintes passos, na montagem dos 
blocos multiamostrais: 1) seleção das áreas que continham 
maior representação da neoplasia nas lâminas coradas 
em H&E, e sinalizadas com caneta de retroprojetor; 
2) marcação desta sinalização no respectivo bloco 

de parafina, 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 marcação para o 
início da leitura das lâminas e nas demais foram anotados 
os números de registros dos casos; 4) bloco multiamostral 
confeccionado a partir de molde de parafina contendo 
60 orifícios com diâmetros de 2 mm cujo objetivo era 
seguir a ordem relacionada na planilha de Excel® 
criada; 5) extração da área marcada do bloco doador 
com o equipamento de TMA; 6) alocação nos orifícios 
correspondentes no molde de parafina, obedecendo a 
ordem criada na planilha Excel®; 7) na determinação 
do ponto inicial da leitura da lâmina a primeira célula, 
correspondente ao primeiro orifício deste molde, era 
destinado a tecido não relacionado ao estudo, neste caso 
fragmento de placenta; 8) molde emblocado em parafina; 
9) microtomia de 5 µm com material obtido colocado 
em lâminas Superfrost Plus (hidrofílica) para se iniciar a 
imunomarcação imunoistoquímica.

A técnica de imunoistoquímica foi realizada 
no instrumento Ventana Bench Mark Ultra TM com 
processamento 3 em 1 integrado. Nesse, as lâminas 
de TMA foram preparadas com desparafinização, re-
hidratação, recuperação antigênica com tampões Cell 
Conditioning 1 (pH alto) e Cell Conditioning 2 (pH baixo). 
Os anticorpos primários (Tabela 1) foram incubados por 
16-20 min em temperatura ambiente.

TABELA 1 — Descrição dos anticorpos primários com seus respectivos 
fabricantes

Biomarcador Anticorpo primário Fabricante

ALCAM clone EPR2759(2) Medaysis

ALDH ALDH1A1 clone 44 Medaysis

Em seguida, as lâminas eram submetidas à técnica 
da imunoperoxidase, sendo realizada a amplificação 
da marcação através do Kit ultra View Universal DAB 
Detection®. Após realizada a imunomarcação as lâminas 
de TMA foram laudadas e controles positivos internos e 
externos testaram a fidelidade das reações. As lâminas 
foram laudadas no microscópio Olympus CX31 por 2 
patologistas diferentes, em tempos diferentes. Os seguintes 
parâmetros foram usados para se laudar os tumores 
quanto à imunomarcação em: positiva ALCAM por 
presença de marcação na membrana citoplasmática e 
ALDH por presença de marcação no citoplasm; negativa, 
caso o anticorpo não fosse visualizado em nenhuma 
distribuição histológica; indeterminada, caso não houvesse 
a possibilidade de realizar a leitura da lâmina devido à 
má qualidade da amostra.

Análise estatística
Os dados foram analisados pelo programa 

computacional Stata/SE v.14.1. StataCorpLP, USA. Os 
resultados de variáveis quantitativas foram descritos por 
médias, desvios-padrão, medianas, e valores mínimos 
e máximos. Variáveis categóricas foram descritas por 
frequências e percentuais. Para a análise de fatores 
associado ao tempo até a progressão da doença (PEVENT) 
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foram ajustados modelos de Fine e Gray considerando-se 
o óbito como risco competitivo. Após o ajuste, a medida 
de associação estimada foi a subdistribution hazard 
ratio (SHR). Para a análise de sobrevida foram ajustados 
modelos de regressão de Cox e estimados os valores de 
hazard ratio. Para ambos os modelos o teste de Wald foi 
usado para avaliar a significância das variáveis. Valores 
de p < 0,05 indicaram significância estatística. Os dados 
foram analisados com o programa computacional Stata/
SE v.14.1. Stata Corp LP, USA.

RESULTADOS
A análise foi realizada com base nos dados de 122 

pacientes que tinham dados válidos para os marcadores. 
Foi considerado 1 tumor em cada paciente.

A idade variou de 20-91 anos, com média 61,9. 
Houve prevalência de doença na 5ª. e 6ª. décadas 
de vida (54,9%). Dos 122 avaliados, 63 eram homens 
(51,6%) e 59 mulheres (48,4%). A incidência decrescente 
por topografia, conforme classificação optado pelo grupo 
de pesquisa, ficou com a seguinte distribuição: 42 casos 
(35,9%) no cólon ascendente/transverso, 31 (26,5%) 
no sigmóide, 27 no reto (23,1%), 17 (14,5%) no cólon 
esquerdo. Em 5 não foi possível determinar a localização 
precisa, recebendo a classificação indeterminado.

Constatou-se que 87 (71,3%) dos pacientes não tinham 
metástase ao diagnóstico e 35 (28,7%) sim. O local mais 
comum foi o fígado com 24 casos (19,7%), seguido pelo 
peritônio com 9 (7,4%), pulmões com 5 (4,1%) e outros 
locais com 10 (8,2%). Ao momento do diagnóstico de 
câncer primário, 13 pacientes apresentaram metástase 
para mais de 1 local.

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

do I, 33 (27%) do II, 39 (32%) do III e 35 (28,7%).
Os casos com comprometimento local (estadio 0/I/
II) representaram 39,3% (48 casos), enquanto os com 
envolvimento linfonodal e metastático (III/IV) de 60,7% 
(74 casos).

Do total de casos, 43 (35,2%) apresentaram recidiva 
ou progressão da neoplasia, enquanto 79 (64,8%) não, 
sendo que 14 tinham progressão da doença em mais de 
um órgão. O local mais comum da progressão foi para o 
fígado, com 16 casos (13,1%), seguido pelo peritônio, com 
13 casos (10,7%) e pulmão com 12 (9,8%). Outros locais 
totalizaram 20 (16,4%). Houve aumento de pacientes 
com progressão da doença ao longo do tempo. O tempo 
mediano de sobrevida estimado pelo método de Kaplan-
Meier foi de 30 meses no grupo estudado, com variação 
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 evoluíram ao óbito foi de 15,6 meses.

TABELA 1 — Tempo de seguimento durante o período estudado

Óbito
Follow-up óbito (meses)

n Média Mediana Mín Max DP

Não 54 39,9 35,9 0,20 101 27,7

Sim (tempo de sobrevida) 68 18,6 15,6 0 85,7 17,2

Todos 122 28,0 22,5 0 101 24,8

Em relação ao estadiamento patológico, observou-
se predomínio dos casos pT3 com 71 (58,2%) pacientes, 
pN0 com 52 (42,6%) e pMx com 72 casos (59%) 
pacientes (Tabela 2).

TABELA 2 — Distribuição dos pacientes conforme TNM

pTis 1 0,8

pT1 0 0

pT2 16 13,1

pT3 71 58,2

pT4 28 23

Biópsia 6 4,9

pNx 8 6,6

pN0 52 42,6

pN1 37 30,3

pN2 21 17,2

Biópsia 4 3,3

pMx 72 59

pM0 13 10,7

pM1 33 27

Biópsia 4 3,3

Total 122 100

Em relação ao status da ressecção cirúrgica, 85 (72%) 
foram classificados como R0 (ressecção completa), 23 
(19,5%) como R1 (tumor residual microscópico), e 10 
(8,51%) como R2 (tumor residual macroscópico). Do total 
da amostra, 4 não puderam ter seus dados avaliados 
neste critério.

Quanto ao grau de diferenciação houve predomínio 
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.

Imunomarcação com ALCAM e ALDH1
Após revisão histopatológica, confecção de TMA 

e reação de imunoistoquímica de ALCAM e ALDH1, 
avaliou-se sua expressão 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). 
Não foi observado significância estatística na presença 
ou ausência dos marcadores ALCAM e ALDH em relação 
à idade, ao diagnóstico dos pacientes, ao gênero, 
ao grau de diferenciação, ao estadiamento clínico ou 
metástases em qualquer sítio.

TABELA 3 — Imunomarcação com ALCAM e ALDH1

ALCAM n %

Negativo 54 44,3

Positivo 40 32,8

Inconclusivo 28 23

ALDH1 n %

Negativo 41 33,6

Positivo 54 44,3

Inconclusivo 27 22,1

Total 122 100

Avaliação de fatores associados à progressão de 
doença

A análise não mostrou significância estatística para 
presença ou ausência de marcação do ALCAM e 
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ALDH. Também não se encontrou diferença estatística 
ao relacionar tempo de progressão da doença com 
idade ao diagnóstico, gênero, grau de diferenciação, 
topografia primária do tumor, estadiamento clínico ao 
diagnóstico, presença ou não de metástases e margem 
de ressecção cirúrgica comprometida (ressecção R1 e 
R2, Tabela 4).

TABELA 4 — Análise univariada para o evento progressão da doença

Variável Classificação n % p* SHR IC 95%

Idade no dx

< 50 22 10 (45,5)

50 a 65 45 17 (37,8) 0,300 0,67 0,31 – 1,43

> 65 55 16 (29,1) 0,124 0,54 0,25 – 1,18

Gênero
Fem 59 16 (27,1)

Masc 63 27 (42,9) 0,127 1,63 0,87 – 3,04

Grau de 
diferenciação*

Bem diferenc 8 3 (37,5)

Moderado 101 39 (38,6) 0,738 1,19 0,42 – 3,38

Pouco diferenc 10 1 (10,0) 0,360 0,34 0,04 – 3,36

Topografia do tumor 
primário**

Cólon direito/
transverso

42 12 (28,6)

Cólon esquerdo 17 5 (29,4) 0,681 1,27 0,41 – 3,89

Retossigmóide 31 12 (38,7) 0,495 1,31 0,60 – 2,88

Reto 27 12 (44,4) 0,332 1,47 0,68 – 3,19

Metástase pulmonar
Não 117 39 (33,3)

Sim 5 4 (80,0) 0,019 4,33 1,27 – 14,7

Metástase hepática
Não 98 34 (34,7)

Sim 24 9 (37,5) 0,557 1,26 0,58 – 2,72

Metástase peritoneal
Não 113 40 (35,4)

Sim 9 3 (33,3) 0,806 0,86 0,27 – 2,80

Metástase para 
outros sítios

Não 112 41 (36,6)

Sim 10 2 (20,0) 0,531 0,64 0,16 – 2,59

Presença de 
metástase

Não 87 30 (34,5)

Sim 35 13 (37,1) 0,360 1,37 0,70 – 2,69

UICC

0/I 15 5 (33,3)

II 33 10 (30,3) 0,572 0,75 0,28 – 2,00

III 39 16 (41,0) 0,394 1,50 0,59 – 3,85

IV 35 12 (34,3) 0,662 1,25 0,46 – 3,44

UICC agrupado
0/I/II 48 15 (31,2)

III/IV 74 28 (37,8) 0,085 1,68 0,93 – 3,05

Status de ressecção 
cirúrgica

R0 85 31 (36,5)

R1 23 8 (34,8) 0,739 1,14 0,53 – 2,48

R2 10 3 (30,0) 0,944 0,95 0,26 – 3,55

Tratamento
Operação 105 30 (28,6)

Outros 17 13 (76,5) <0,001 3,30 1,88 – 5,79

ALCAM

Negativo 54 20 (37,0)

Positivo 40 14 (35,0) 0,607 0,84 0,43 – 1,65

Inconclusivo 28 9 (32,1) 0,938 0,97 0,44 – 2,12

ALDH1

Negativo 41 10 (24,4)

Positivo 54 22 (40,7) 0,182 1,64 0,79 – 3,40

Inconclusive 27 11 (40,7) 0,060 2,30 0,97 – 5,50
SHR =subdistribution hazard ratio; IC95% = 95% confidence interval; modelo de Fine e Gray e teste 
de Wald, p < 0,05;* = excluídos 3 pacientes que tiveram grau de diferenciação indeterminado; ** = 
excluídos 5 pacientes que tiveram topografia indeterminada

Entretanto, ao relacionar tempo de progressão da 
doença com o tratamento instituído, observou-se que 
pacientes submetidos ao tratamento não cirúrgico (SHR 
3,30; 1,88 – 5,79) apresentaram menor sobrevida (p < 
0,001). Também se observou pior prognóstico quando 
existia doença metastática para pulmão (SHR 4,33; 
1,27 – 14,7, p < 0,05). A avaliação da progressão 
de doença conforme imunomarcação não mostrou 
relevância estatística. A análise univariada mostrou nos 
indivíduos com ALCAM positiva (n = 40), 14/40 (35%) 
tiveram progressão, p = 0,607, SHR 0,84 (IC: 0,43-1,65) 
e para ALDH positiva (n = 54), 22/54 (40,7%) tiveram 
progressão, p = 0,182, SHR 1,64 (IC: 0,79-3,40). A 

avaliação da progressão de doença conforme o estadio 
UICC agrupado não mostrou relevância estatística.

Avaliação de fatores associados ao óbito
Nesta avaliação não foi encontrada significância 

estatística entre presença ou ausência da marcação dos 
marcadores estudados. A análise univariada mostrou 
indivíduos com ALCAM positiva (n =  40), 24/40(60%), 
p = 0,789, SHR 0,93 (IC: 0,54- 1,60) evoluírem ao óbito, 
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 clínico avançado (UICC III/IV, 
HR 2,52; 1,49 – 4,25), e evento progressão de doença 
(HR 5,91; 3,37 – 10,4) mostraram maior relação com óbito 
(p < 0,001). Nos casos dos com tumores primários de reto 
(HR 2,25; 1,13 – 4,48), metástase hepática ao diagnóstico 
(HR 2,02; 1,17 – 3,47) e margem de ressecção cirúrgica 
comprometida (ressecção R1, HR 2,00; 1,08 – 3,70), 
esta associação também foi observada, com significância 
estatística (p < 0,05, Tabela 5).

TABELA 5 — Avaliação de fatores associados ao óbito

* = Modelo de regressão de Cox e teste de Wald, p < 0,05; a variável Evento de progressão foi 
incluída como tempo- dependente;* = excluídos 3 pacientes que tiveram grau de diferenciação 
indeterminado; ** = excluídos 5 pacientes que tiveram topografia indeterminada.

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

Essa associação mostrou tendência da mediana de 
seguimento maior em estadios clínicos mais precoces (0 
/ I / II, Tabela 6).

TABELA 6 — Tempo de seguimento

Tempo de seguimento (meses)

UICC n Média Mediana Mínimo Máximo Desvio-padrão

0 / I 15 31,9 30,1 1,37 63,6 17,7

II 33 44,2 47,5 0,03 101 30,5

III 39 20,5 15,6 0 83,2 18,5

IV 35 19,4 15,6 0,03 85,7 20,0
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A sobrevida em 5 anos para o estadio 0/I/II foi 
de 48,5%, e 23,2% para estadios III/IV (Tabela 7). Do 
grupo acompanhado, 68 pacientes (55,7%) morreram.

TABELA 7 — Tempo de sobrevida global e classificação conforme 
estadiamento clínico

Percentual de sobrevda

Tempo 0 / I / II III / IV Geral

Diagnóstico 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%

Avaliação de fatores associados aos biomarcadores
Nesta amostra, ALCAM marcou positivo em 16 casos 

em doença local (estadio 0, I, II), sendo que destes, 5 
(31,2%) evoluíram ao óbito. Nos casos de presença de 
metástase linfonodal ou à distância (estadio III e IV), 
observaram-se 24 casos com ALCAM positivo, e 19 
(79,2%) deles morreram. Apesar de valores relevantes, 
estes dados não obtiveram significância estatística 
(Tabela 8).

TABELA 8 — Relação da expressão do marcador ALCAM com 
estadio clínico

ALCAM Classif n % de óbitos p* HR IC 95%

0/I e II

Negativo 24 13 (54,2%)

Positivo 16 5 (31,2%) 0,056 0,36 0,13 – 1,03

Inconclusivo 8 4 (50,0%) 0,938 1,05 0,34 – 3,23

III e IV

Negativo 30 18 (60,0%)

Positivo 24 19 (79,2%) 0,290 1,43 0,74 – 2,79

Inconclusivo 20 9 (45,0%) 0,879 1,07 0,47 – 2,42
* = Modelo de regressão de Cox e teste de Wald, p < 0,05

A amostra ALDH1 marcou positivo em 27 casos em 
doença local (estadio 0, I, II), sendo que destes, 20 
(74,1%) morreram. Nos casos de presença de metástase 
linfonodal ou à distância (estadio III e IV), observaram-se 
27 casos com ALDH1 positivo, e 12 (48,1%) morreram. 
Apesar de valores relevantes, estes dados não obtiveram 
significância estatística. O inconclusivo foi relevante 
(Tabela 9).

TABELA 9 — Relação da expressão do marcador ALDH1 com estadio 
clínico

ALDH1 Classif n % de óbitos p* HR IC 95%

0/I e II

Negativo 28 17 (60,7%)

Positiv0 27 20 (74,1%) 0,216 1,54 0,78 – 3,04

Inconclusivo 19 9 (47,4%) 0,676 1,20 0,52 – 2,76

III e IV

Negativo 13 3 (23,1%)

Positive 27 13 (48,1%) 0,389 1,74 0,49 – 6,11

Inconclusivo 8 6 (75,0%) 0,015 5,66 1,39 – 23,1
*Modelo de regressão de Cox e teste de Wald, p < 0,05

Avaliação de concordância entre ALCAM e ALDH1 
e multivariada

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

ALCAM observou-se significância estatística na presença 
de metástase pulmonar. Já na análise multivariada entre 
os fatores metástase pulmonar, estadio clínico e marcador 
ALDH1 não se observou significância estatística.

Análise multivariada sem a presença dos marcadores
Ao se realizar a análise multivariada dos fatores idade, 

progressão da doença, topografia do tumor primário, 
status pós-ressecção cirúrgica, estádio clínico e presença 
de metástase evidenciou-se que havia significância 
estatística na idade acima de 65 anos, presença de 
progressão da doença e ressecção cirúrgica incompleta 
ou tumor residual. Ao se realizar a análise multivariada 
dos fatores idade, progressão da doença, status pós-
ressecção cirúrgica, estádio clínico e positividade da 
ALCAM constatou-se significância estatística na idade 
acima de 65 anos, presença de progressão da doença 
e ressecção cirúrgica incompleta ou tumor residual. 
Conforme análise multivariada relacionando idade, 
evento progressão, status pós- ressecção cirúrgica, estadio 
clínico e positividade da ALDH1 constatou-se significância 
estatística na idade acima de 65 anos e presença de 
progressão da doença.

DISCUSSÃO
A idade dos pacientes no momento do diagnóstico 

do câncer colorretal é fator muito importante para avaliar 
medidas de rastreio em políticas de saúde. Diversos 
estudos clássicos mostram baixa incidência abaixo dos 
50 anos, sendo a idade mediana ao diagnóstico em 
torno de 70 anos em países desenvolvidos. No entanto, 
no presente estudo observou-se idade média de 61,9 
anos. Com relação à distribuição dos pacientes por 
faixa etária verificou-se o diagnóstico em 18% dos casos 
na população 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 câncer colorretal se 
apresenta com tendência de surgimento cada vez mais 
precoce. A demonstração 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 população 
geral.6,7

Embora seja descrito que mutações no gene BRCA 
estejam relacionadas com aumento do risco de câncer 
colorretal, com alguns estudos trazendo a hipótese de que 
mulheres de forma geral teriam também risco aumentado, 
os resultados deste estudo mostraram distribuição 
similar entre homens e mulheres, com leve desvio para o 
gênero masculino (51,6%). Os estudos epidemiológicos 
populacionais mostram distribuição semelhante (49-
52% homens), o que sugere a possibilidade de causas 
diferentes de acordo com o gênero, pois se alguns fatores 
aumentam o risco no gênero feminino, outros aumentariam 
no masculino.8-11

Outro dado que corrobora com a ideia de que o 
mecanismo etiológico pode ser diferente entre homens 
e mulheres, é a diferença significativa na localização 
do tumor. Enquanto e especialmente em mulheres mais 
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velhas, a porção mais acometida é o cólon proximal, nos 
homens a maioria envolve o cólon distal e reto. Os dados 
aqui apresentados mostram distribuição menor no cólon 
proximal (35,9%) em relação ao distal e reto que, quando 
comparados com outros estudos, apresentam variações 
não significativas.2,9,12,13

Diversos estudos mostraram associação de formas 
mais agressivas da doença no cólon proximal, e pior 
prognóstico em mulheres, já que são mais propensas a esta 
localização. Dentre os fatores que podem justificar essa 
diferença de comportamento, está a possível diferença 
entre os mecanismos etiológicos e fatores relacionados ao 
próprio diagnóstico, como a maior chance de resultado 
colonoscópico falso negativo nos tumores de cólon 
proximal. No entanto, o resultado do presente estudo não 
mostrou diferença significativa da progressão da doença, 
tanto em relação à localização quanto ao gênero. Pelo 
contrário, os dados foram mais próximos de um risco 
maior de em homens, porém não de forma significativa 
estatisticamente (SHR 1,63; IC 0,87-3,04).4,8,12

A progressão da doença, nesta análise, foi 
caracterizada como nova evidência de doença após o 
primeiro tratamento, seja como recidiva local, piora no 
estadiamento TN ou ainda aparecimento de metástases. 
Nesta amostra, 35,2% dos pacientes tiveram algum 
tipo de recorrência do tumor em até 5 anos, sendo que 
não foi possível observar picos de incidência, ou seja, 
a recorrência teve distribuição linear. Os dados sobre 
recorrência variam na literatura entre 23-45% entre os 
pacientes submetidos à ressecção com intenção curativa. 
Esse número levanta várias hipóteses tanto sobre a 
fisiopatologia da recorrência, fatores que podem estar 
associados com aumento ou diminuição desse risco, e 
também quanto ao acompanhamento pós-cirúrgico.14,15

Em relação aos fatores que poderiam ter influência 
sobre a progressão da doença, não se obteve resultados 
significativamente estatísticos em relação à localização 
do tumor, grau de diferenciação tumoral, estadiamento 
clínico, presença ou não de metástases à distância ou 
nível de ressecção tumoral (R0, R1 e R2). Associação 
significativa encontrada foi em relação à presença de 
metástase pulmonar (SHR 4,33; IC 1,27-14,7). Além disso, 
foi observado importante correlação da progressão da 
doença com a modalidade de tratamento primário (SHR 
3,30; IC 1,88- 5,79); porém, esta variável apresenta um 
viés por ser dependente do estadiamento clínico.

Wilhelmsen et al.15 mostraram que inúmeros fatores 
podem estar relacionados à recorrência, como mutações 
no gene K-ras, instabilidades microssatélites, entre outras. 
Seu estudo propõe subdivisões dentro dos estadiamentos 
clínicos, baseados na resposta do tratamento, para melhor 
definir o risco de recorrência nesses pacientes específicos. 
Alguns autores estudaram associações que possam 
reduzir o risco de progressão da doença, como uso de 
estatina após o primeiro tratamento, mas os resultados não 
mostraram impacto na progressão em si, embora tenham 
efeito na sobrevida global.14-18

Em relação aos marcadores analisados, não foi 
possível afirmar que existe relação prognóstica em sua 
expressão. Com relação à ALCAM (CD166) os resultados 
mostraram que a minoria dos tumores apresentava sua 

expressão, de forma diferente ao encontrado na literatura. 
No entanto, não caracterizou-se de forma específica a 
expressão quantitativa e o sítio celular detalhado.19-21

A maioria dos estudos que avaliaram associação 
da ALCAM com prognóstico não apresentaram dados 
relativos à progressão da doença. Estes resultados 
mostraram que não houve correlação significativa entre a 
expressão de ALCAM e a recorrência (SHR 0,84; IC 0,43 
– 1,65). Lugli et al.19 obteve resultados semelhantes, onde 
não houve significância estatística na correlação com 
recorrência local ou metástases.19

A expressão de ALDH1 é encontrada em 70-80% 
dos cânceres colorretais, segundo estudos prévios. Porém, 
nesta amostra encontrou-se ALDH1 positiva em 44,3% de 
122 casos. Uma possível explicação para essa diferença 
foi o elevado número de amostras inconclusivas para 
ALDH1 (11%, 27 casos), ou seja, a dificuldade técnica de 
se obter esse resultado pode ter subestimado o número de 
casos com positividade para ALDH1.20-23

A relação da expressão de ALDH1 com a recorrência 
da doença apresenta alguns resultados não significativos 
estatisticamente e outros mostrando relação de risco 
aumentado que, quando agrupados em metanálise, 
correlacionam a ALDH1 com pior taxa de sobrevida livre 
de doença em 5 anos, ou seja, mais eventos de recorrência. 
Nossos resultados não mostraram significância estatística 
nessa associação, mas sugerem que, se agrupados com 
outros estudos, podem reforçar a correlação de ALDH1 
com maior progressão da doença (SHR 1,64; IC 0,79-
3,40).24

Embora poucos fatores tenham demonstrado 
correlação significativa estatisticamente com eventos 
de progressão da doença, os óbitos mostraram mais 
associações. Estes resultados sugerem impacto maior de 
outros fatores relacionados à idade (comorbidades por 
exemplo) na sobrevida desse grupo de pacientes do que 
a progressão da doença.

Ao analisar-se toda a amostra os fatores de maior 
impacto no risco de óbito em 5 anos foram grau de 
diferenciação tumoral com neoplasia pouco diferenciada 
(HR 17,6; IC 3,5-88,6), localização do tumor no reto (HR 
2,25; IC 1,13-4,48); a progressão de doença na forma ou 
recidiva local foi o fator de maior impacto no risco de óbito 
em 5 anos (HR 5,91; IC 3,37-10,4). Além destas variáveis, 
a presença de metástase hepática também relacionou-se 
ao óbito (HR 2,02; 1,17- 3,47). A correlação entre a idade 
aumentada e menor sobrevida concorda com diversos 
estudos recentes; porém, ainda existe controvérsia sobre a 
provável causa dessa correlação, se seriam comorbidades 
associadas, grau de diferenciação do tumor, ou fator de 
risco isolado.25,26

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

Benedix et al.27 afirmaram que, apesar de metástases 
à distância serem mais comuns nos tumores à esquerda, a 
sobrevida é significativamente pior no lado direito, quando 
agrupados por estadiamento clínico. Outros estudos 
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mostram resultados similares, porém contrastam com 
publicação recente que, utilizando dados multicêntricos, 
mostrou ausência de diferença estatisticamente significativa 
entre os dois grupos, com exceção ao estadiamento 3.27-30 
Além disso, é possível que as diferenças encontradas sejam 
devido à outras variáveis possivelmente dependentes 
da localização do tumor, como grau de diferenciação 
e diferenças imunológicas, pois os resultados mostram 
associação apenas em análises univariadas, não sendo 
encontradas publicações com análises multivariadas.12

Concordando com a literatura, o estadiamento clínico 
no diagnóstico foi um importante fator de risco para 
o óbito em 5 anos, com pacientes estadio III e IV tendo 
um risco 2,52 vezes maior (IC 1,49-4,25). Esse dado 
reforça a importância do diagnóstico precoce; porém, 
mesmo com os programas de rastreamento vigentes, mais 
da metade (60,4%) dos pacientes foi diagnosticada já 
nos estadiamentos mais avançados (III e IV). Esse dado 
é semelhante ao de países emergentes, como mostra, 
por exemplo, estudo da Malásia onde 58,6% também 
se encontravam nos estádios tardios no momento do 
diagnóstico.25

Regiões desenvolvidas apesar de apresentarem as 
maiores incidências do câncer colorretal, têm também 
as maiores taxas de sobrevida em 5 anos. O diagnóstico 
precoce tem grande influência nessa estatística, pois 
apenas 25% aproximadamente são diagnosticados nos 
estadiamentos mais avançados.4,31

Neste estudo a expressão de ALCAM (CD166) não 
mostrou correlação estatisticamente significativa com a 
sobrevida global, concordando com o encontrado por 
Lugli et al.19, que utilizaram a maior amostra encontrada na 
literatura. Embora nesta metanálise tenha sido demonstrada 
a associação da ALCAM com pior prognóstico (HR 1.94; 
IC 1,05-3,58), a existência de estudos contraditórios 
e limítrofes pesam mais para a ausência de impacto do 
CD166 do que para sua utilização como marcador 
prognóstico independente.3,19,20,21

Uma possível explicação para os resultados conflitantes 
é a falta de padronização na pesquisa da ALCAM no 
câncer colorretal, embora o primeiro estudo que investigou 
a associação prognóstica já tenha observado diferenças 
nessa expressão em diferentes sítios da mesma célula, 
podendo mascarar os resultados obtidos de forma menos 
específica. Outro aspecto apresentado pela ALCAM é 
relação não linear ao grau de diferenciação celular, o que 
pode indicar a necessidade de aplicação de algum fator de 
correção em sua expressão de acordo com a classificação 
histológica para esclarecimento do padrão evolutivo. No 
entanto, os resultados aqui apresentados mostraram o 
mesmo padrão de expressão se estratificados de acordo 
com o estadiamento clínico. Quando comparado aos 
estádios I e II apresentou HR 0,36 (IC 0,13 – 1,03) e HR 
1,43 (0,74 – 2,79) nos estádios III e IV.4,32-34

A associação de ALCAM com outros tipos de câncer e 
os resultados que, embora controversos, mostram relação 
com prognóstico nos pacientes com câncer colorretal 
mantém essa proteína como potencial biomarcador com 
relevância clínica; porém, os vieses ainda são grandes para 
estabelecê-la como forte marcador prognóstico.21,35,36

Os resultados também não mostraram associação 
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 óbito em até 5 
anos, porém sua expressão apresenta subgrupos com 
características específicas e, da mesma forma que ocorre 
com a ALCAM, os resultados podem ser contaminados 
pela falta de especificidade na técnica de pesquisa.20,24

O refinamento da ALDH1 para melhor análise 
em relação à sobrevida deve ser realizado de forma 
quantitativa e qualitativa, separando em subgrupos para 
identificação mais específica do seu papel como marcador 
tumoral. Fitzgerald et al.37 mostraram que mesmo entre os 
casos com expressão positiva de ALDH1, existe diferença 
significativa entre a expressão alta e baixa. Outros autores 
afirmaram que ALDH1 deve ser dividida em subgrupos 
de acordo com seu sítio específico de expressão celular. 
O mecanismo exato da ação dela na patogênese do 
câncer colorretal não é conhecido, porém diversos estudos 
correlacionam sua expressão com grau de invasão local e 
metástases linfonodais.21,24,33,37-39

Perspectivas futuras
Embora os estudos iniciais tenham apontado ALCAM e 

ALDH1 como potenciais marcadores prognósticos no câncer 
colorretal, ainda existem diversos pontos conflitantes entre 
os estudos. Estes pontos são: 1) o evento progressão da 
doença de forma isolada, os casos de metástase pulmonar 
e os que não foram tratados cirurgicamente apresentam pior 
desfecho; 2) o óbito, avaliado de forma também isolada, 
apresenta-se mais em pacientes com tumores primários de 
reto, estadio clínico avançado (caracterizado por doença 
linfonodal e metastática presentes), margens cirúrgicas 
comprometidas, presença de metástase hepática, e tumores 
com grau histológico pouco diferenciados; 3) metástase 
pulmonar, estadio clínico e marcador ALCAM apresentaram 
significância estatística, o que não ocorreu com ALDH1. Para 
a minimização desses pontos é necessário fazer o máximo 
refinamento na pesquisa dessas substâncias, de forma 
quantitativa e qualitativa, para que os resultados possam ser 
conclusivos.

CONCLUSÕES
A expressão por imunoistoquímica dos marcadores 

ALCAM e ALDH1 não apresentou associação com as 
características epidemiológicas e clinicopatológicas 
avaliadas. Em relação à progressão de doença e ao 
evento óbito também não foi possível observar relação 
de correspondência com os marcadores avaliados.
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