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Abreviaturas

AJCC — American Joint Committee on Cancer.
CHUC - Centro Hospitalar Universitario de Coimbra.
CCR — Carcinoma Colorretal.

HR — Hazzard Ratio.

LODDS - Logarithm of the Ratio between metastatic and nonmetastatic nodes.

QTA — Quimioterapia Adjuvante.

TLS — Tertiary lymphoid structures.

Resumo

Introducdo: Apesar dos desenvolvimentos terapéuticos recentes, o0 carcinoma colorretal
(CCR) representa um grande problema de salde publica. A avaliagdo do microambiente
tumoral no CCR, através do Immunoscore®, tem registado importancia crescente nos ultimos
anos, no entanto, trata-se de uma ferramenta dispendiosa, que condiciona a sua
empregabilidade na pratica clinica corrente. O presente estudo propde-se a explorar a
viabilidade de uma analise histolégica menos onerosa em doentes submetidos a cirurgia por
esta neoplasia.

Métodos: Foi elaborado um estudo retrospetivo para avaliagdo da sobrevivéncia a 5 anos de
98 doentes, a maioria em estadio Ill, submetidos a cirurgia curativa por CCR no Centro
Hospitalar Universitario de Coimbra (CHUC). Avaliaram-se as suas informagdes clinicas e
anatomopatoldgicas e avaliou-se a sobrevivéncia com recurso a curvas de Kaplan-Meier e
regressao de Cox.

Resultados: A andlise elaborada demonstrou significancia estatistica na sobrevivéncia global
dos doentes para o alto grau de inflamacao do infiltrado tumoral (p=0,025), presenca de
metéstases ganglionares (p<0,001), padrdo de crescimento tumoral expansivo (p=0,049) e
estadio do sistema de estadiamento da AJCC. Tumores com alto grau de inflamacéo
apresentaram maior sobrevivéncia global na avaliacdo geral e no estadio Ill da AJCC
(p=0,011). Na avaliacéo de regressdo de Cox, a presenca de metastases ganglionares (N+)
e o alto grau de inflamacdo demonstraram significancia estatistica, Hazard Ratio de 4,145 e
0,406 respetivamente, sendo que este primeiro foi o fator independente com maior impacto
na sobrevivéncia global (p<0,001). A QTA ndo demonstrou beneficios nos outcomes dos
doentes em estadio lll.

Discusséo: O nosso estudo demonstra que havera beneficio na implementacgéo rotineira da
avaliacdo do infiltrado inflamato6rio intratumoral e a sua integracdo em algoritmos de
prognéstico de doentes com CCR, sem necessitar de recurso a tecnologia de patologia digital.
A coorte de doentes em estadio Il apresentou-se bastante heterogénea com diferentes niveis
de infiltrado e com respostas dispares a QTA, devendo, por isso, ser revistas as indicacdes
para a mesma a luz do perfil imune do doente. As conclusdes alcangadas sdo sobreponiveis
as presentes em estudos que recorreram a utilizagdo de patologia digital e encontram-se em
linha de conta com a evidéncia cientifica mais recente.

Conclusao: O presente estudo demonstrou utilidade na avaliacdo semi-quantitativa do
infiltrado inflamat6rio intratumoral em doentes com CCR, permitindo uma analise eficaz com
custos reduzidos, em detrimento de ferramentas mais dispendiosas para efetuar a mesma,
tais como o Immunoscore®.
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Abstract

Introduction: Despite recent therapeutical developments, colorectal cancer (CRC) still
represents a public health issue. The evaluation of the tumor microenvironment in CRC, using
the Immunoscore®, has been given increasing relevance in the last years; although it is an
expensive tool, which limits its application in the routinary clinical practice. The current study
aims to explore the viability of an alternative histological analyses with less costs in patients
submitted to surgery for this neoplasm.

Methods: A retrospective study was elaborated to assess the overall survival at 5 years of 98
patients, the majority in stage lll, submitted to surgery with curative intent for CRC at CHUC.
Clinical details and anatomopathological information were obtained and overall survival was
analyzed through Kaplan-Meier curves and Cox regression.

Results: The resulting analysis demonstrated that the variables high inflammation status of
tumor infiltrate (p=0,025), presence of lymph nodes metastases (p<0,001), expansive tumoral
growth pattern (p=0,049) and AJCC stage (p=0,001) had statistical significance in overall
survival. Tumors with higher inflammatory degree had better outcomes in the general analysis
and in subgroup AJCC Stage Il (p=0,011). The multivariate analysis showed that the presence
of lymph nodes metastases (N+) and the high inflammation status were of statistical relevance,
with Hazard Ratio of 4,145 and 0,406 respectively, the former pointed as the major
independent factor with impact (p<0,001) in the overall survival. Adjuvant chemotherapy did
not demonstrated benefits in the stage Il patients’ outcomes.

Discussion: Our study showed that the implementation of evaluation of the intratumoral
inflammatory infiltrate in routinary clinical practice, which do not need digital pathology tools,
namely in CRC patients’ prognostic algorithms is beneficial. Stage Ill cohort displayed great
heterogeneity with different levels of inflammatory response and with diverse responses to
adjuvant chemotherapy, leading to review of such indications given the patient’s immunological
profile. These results align with recent studies that use digital pathology.

Conclusion: The present study demonstrates the utility of semi-quantitative assessment of
intratumoral inflammatory infiltrate in CRC patients, allowing for an effective analysis with
lesser costs, instead of other more expensive tools, such as the Immunoscore®.

Keywords

Immunoscore®; overall survival; colorectal cancer; immune infiltrate analysis.
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Introducdéo

O cancro colorretal apresenta-se como a terceira neoplasia com maior incidéncia em todo o
mundo [1,2,5,7]. Segundo dados da “World Cancer Research Fund International”, Portugal
ocupava o 7° lugar no ranking de incidéncia desta neoplasia em 2020, sendo que estatisticas
nacionais apontam para que esta tenha tido a maior incidéncia e com uma taxa de mortalidade
de 45%, segundo dados da Sociedade Portuguesa de Endoscopia Digestiva (SPED).

O estadiamento do cancro colorretal € um dos principais fatores de progndéstico do doente,
sendo que a classificacdo adotada para estes tumores é o sistema de estadiamento da AJCC,
com avaliacdo dos parametros: invasao local (T), invaséo ganglionar (N) e metastizacao (M).
No entanto, estudos internacionais apontam que esta classificacdo é insuficiente para a
correta avaliacdo do progndstico do paciente e caracterizagdo do comportamento tumoral [1-

3,5, 7-12].

Sabe-se atualmente que, para além das caracteristicas intrinsecas ao tumor e relativas ao
seu comportamento, a sua interagdo com o sistema imune do doente tem um papel relevante
no estabelecimento do prognéstico [1-3, 6,7,10]. O infiltrado inflamatorio presente na margem
invasiva do tumor tem demonstrado ao longo dos ultimos anos crescente importancia nos
outcomes dos doentes, nomeadamente no que respeita a imunidade adaptativa do doente, as
células linfocitarias [8,11,13-15]. Foi desenvolvido um software capaz de quantificar linfécitos
utilizando marcadores especificos, o Immunoscore®. Esta ferramenta permitiu uma analise
mais precisa e valida do infiltrado inflamatério tumoral e varios estudos confirmaram a
variancia na sobrevivéncia de subgrupos com diferentes graus de inflamagéao, sugerindo que
para niveis mais alto de Immunoscore® (maior inflamacéo) os doentes apresentavam maior
sobrevivéncia global, menor recorréncia de doenca e maior tempo de vida livre de doenca.

Recentemente, Pages et al [15] demonstraram, num estudo que envolveu 13 paises da
América do Norte, Europa e Asia, fruto de uma maior objetividade na quantificacdo do infiltrado
inflamatério por analise patolégica digital, a validade e precisdo do Immunoscore® com boa
capacidade de reproducao interoperador, até entdo um fator impeditivo da sua implementacéo
na préatica clinica corrente.

No entanto, existe resisténcia a utilizacdo rotineira desta ferramenta na pratica clinica,
derivado essencialmente da diferenciacdo e custos associados. Daqui resulta que ndo
existem ainda algoritmos estabelecidos que rednam a analise anatomopatologica
convencional e a avaliagdo do microambiente intratumoral.

Paralelamente, um estudo recente [25] demonstra que poderdo existir alternativas ao
Immunoscore®, pois este baseia-se na marcacao de linfocitos CD8+, quantificando assim o
namero destes linfcitos, que poderdo estar apenas quiescentes e como tal ndo desempenhar
papel no ataque imunolégico a neoplasia. Assim estes autores demonstraram que a avaliacdo
do desempenho de marcadores a jusante na cadeia de reacdo inflamatéria, granzima B e
CD68, que traduzem atividade citotdxica das células linfocitarias CD8+, terd capacidade
prognéstica igual a quantificacdo de CD8+ em estadios mais avancados e mesmo superior
em estadios mais iniciais, nomeadamente estadio Il.

Neste enquadramento, o presente trabalho propde-se a estudar se uma andalise menos
dispendiosa da densidade do infiltrado inflamatério em laminas de hematoxilina-eosina,
servindo como alternativa ao Immunoscore® mas seguindo 0S mesmo principios,
complementa a analise histologica convencional, com impacto de previsdo da sobrevivéncia
global.
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Materiais e Métodos
Estudo

Trata-se de um estudo retrospetivo em doentes submetidos a cirurgia com intuito curativo para
cancro colorretal entre 2016-2018 no CHUC. Excluiram-se doentes submetidos a
guimioterapia e radioterapia neoadjuvante, bem como doentes com tumores do reto, da
transicao reto-sigméidea, neoplasias in situ e do apéndice ileocecal.

O presente estudo teve autorizacdo da comissao de ética da instituicdo (CHUC 137-20).

Caracteristicas da amostra

Foram recolhidos dos processos clinicos dos doentes as seguintes variaveis: idade do doente,
tamanho do tumor e nimero de géanglios recolhidos, sendo posteriormente agrupados em 2
subgrupos (menor ou igual & mediana dos dados ou superior a esta); género, agrupado em
género masculino ou género feminino; localiza¢céo do tumor primario (cego, colon ascendente,
angulo hepatico célon transverso, angulo esplénico, colon descendente e colon sigmoide)
seguida por subclassificagdo simplificada em coélon direito, compreendendo os tumores do
c6lon desde a valvula ileocecal até ao angulo esplénico, exclusive, e em célon esquerdo,
compreendendo os tumores do angulo esplénico, inclusive, até ao coélon sigmoide;
componente T e N do sistema TNM, sendo o componente T subdividido em 4 classes (1, 2, 3
e 4) e o componente N em 7 classes (0, 1a, 1b, 1c, 2a, 2b e 3a), havendo posteriormente
simplificacdo do N em N+, traduzindo qualquer classe de N exceto a classe 0, ou N-,
equiparavel a classe 0; estadiamento AJCC com 4 classes (|, 11, lll e IV), classificadas segundo
a 82 edicao [21, 22].

Em cada amostra calculou-se ainda o LODDS através do logaritmo do ratio entre ganglios
com metastases e ganglios sem metastases.

Andlise Histopatoldgica

Amostras histologicas arquivadas de pecas tumorais foram revistas por um patologista
experiente sem conhecimento da informac&o clinica nem do outcome dos doentes. A revisdo
efetuou-se em laminas com coloracdo de hematoxilina-eosina.

As caracteristicas estudadas foram recolhidas e posteriormente classificadas. O tipo de
estroma tumoral foi analisado com base na frente desmoplasica extramural do tumor, sendo
gue foram classificadas como maduras, quando o estroma fibroso ndo continha estroma
mixoide ou quando as fibras de colagénio keloide-like eram constituidas por fibras finas e
maduras estratificadas, e como imaturas, quando o estroma fibrotico apresentava alteracdes
mixoides [20]. O padrao de crescimento tumoral foi classificado em padrao expansivo, quando
a margem do tumor se encontrava envolta numa bainha fibrosa, e padréo infiltrativo, quando
a frente tumoral avancgava de forma irregular [23]. O par&dmetro Budding tumoral agrupado em
classe Bd1 quando presentes até 5 Buds tumorais num campo de 0,785mm? ou Bd2 quando
presente mais de 5 Buds tumorais por 0,785mm? [16-18]. No grau de inflamacdo do
parénquima tumoral foi realizada uma andlise semi-quantitativa da densidade do infiltrado
inflamatério em microscopia. Este parametro foi subdividido em inflamac&do ausente, grau
ligeiro, moderado ou severo e posteriormente agrupados em graus de inflamacéo
simplificados em baixo grau, compreendendo a auséncia de inflamacéo e inflamacao ligeira,
e em alto grau, compreendendo esta a inflamag@o moderada a severa. Por fim, na avaliagdo
de TLS, classificaram-se as amostras quanto a auséncia ou presenca das mesmas [19].
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A Figura 1 ilustra imagens da analise histoldgica a nivel do grau de inflamacéao intratumoral e
padrao de crescimento tumoral.

Figura 1 — Imagens histolégicas em hematoxilina e eosina representativas de alto grau de inflamacao (ampliagcao
x20; esquerda), baixo grau de inflamagdo (ampliagdo x20; direita) e padrdo de crescimento tumoral expansivo
(ampliacé@o x100; inferior).

Anélise Estatistica

A analise estatistica foi efetuada através do programa SPSS verséo 27 para Windows. Um
valor de p <0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.

A sobrevivéncia global foi definida como o tempo, em meses, decorrido entre a intervencao
cirirgica e a morte do doente ou até a data de follow-up, correspondente a ultima entrada
registada no sistema informatico do CHUC. Recidiva foi definida como o reaparecimento da
neoplasia apos cirurgia, nomeadamente aumento dos valores de marcador tumoral CEA, em
meses.

A analise da sobrevivéncia foi realizada através da elaborag¢do de curvas de Kaplan-Meier,
submetidas posteriormente a teste de Log-rank para apreciar possiveis diferencas entre os
varios grupos. Utilizou-se, igualmente, curvas ROC para apreciagdo da sensibilidade das
variaveis estudadas em prever uma maior sobrevida. Por fim, obteve-se uma analise
multivariada com auxilio de uma regressao de Cox.

Os possiveis vieses de selecdo foram controlados por aleatorizacdo da selecdo dos 98
doentes e o viés de censura foi controlado através da andalise multivariada com recurso a
regressdo de Cox e revisdo dos processos clinicos dos doentes para confirmacdo da
sobrevida.
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Resultados

Caracteristicas da Amostra

A descricdo da amostra encontra-se no formato de tabela na sec¢cdo Material Suplementar.

A amostra recolhida engloba 98 doentes com mediana de idades de 71 anos (40-91),
pertencendo 69 (70,4%) destes doentes ao sexo masculino.

A localizacdo tumoral mais prevalente foi ao nivel do colon ascendente com 35 doentes
(35,7%), seguindo-se o collon sigmoide 26 (26,5%), célon transverso 11 (11,2%), cego 10
(10,2%), angulo hepatico 6 (6,1%), célon descendente 6 (6,1%) e angulo esplénico 4 (4,1%).
Utilizando a classificacdo simplificada, 63,3% dos tumores localizavam-se ao célon direito e
0s restantes 36,7% ao colon esquerdo.

A mediana do tamanho das pecas tumorais foi de 4 cm (1-14); de todos os doentes 57,14%
tiveram tumores com mais de 4 cm.

O numero de ganglios recolhidos para analise anatomopatoldgica teve uma mediana de 19
ganglios por amostra, variando de 3 a 54 ganglios recolhidos; Quarenta e quatro (44,9%)
doentes tiveram mais de 19 géanglios recolhidos. Calculou-se ainda o LODDS, sendo que a
mediana foi de 0,0001 (0,0001-0,59).

Segundo o método de estadiamento da AJCC 82 edicéo, 16 (16,3%) doentes encontravam-se
no estadio |, 46 (46,9%) no estadio I, 32 (32,7%) no estadio Ill e 4 (4,1%) no estadio IV. Em
termos de T 5 (5,1%) doentes foram classificados como T1, 13 (13,3%) como T2, 48 (49%)
como T3 e 32 (32,7%) como T4. Quanto ao N 64 (65,3%) doentes apresentavam NO (N-).

Quanto a variavel Tumor Budding 84 (85,7%) das amostras apresentavam Bb1 (budding low).
O padréo de crescimento tumoral expansivo esteve presente em 40 (40,8%) das amostras e
as restantes 58 (59,2%) apresentavam padrao infiltrativo. O tipo de estroma encontrado nas
amostras foi do tipo maduro em 64 (65,3%) e imaturo em 34 (34,7%).

O padrao inflamatério apresentou um grau ligeiro em 37 (37,8%) das amostras, grau
moderado em 31 (31,6%) e grau severo em 17 (17,3%), estando ausente em 13 (13,3%).
Aplicou-se uma escala simplificada para a variavel inflamagao, sendo que a classe “baixo
grau” compreende inflamacgao ausentes e ligeira e a classe “alto grau” inflamagao moderada
e severa, com 50 (51%) das amostras apresentavam um baixo grau de inflamacao.

A presenca de TLS nas amostras foi objetivada em 28 (28,6%) das amostras.

Sobrevivéncia Global

O tempo de follow-up teve uma mediana de 43,5 meses, variando entre 0 e 68 meses. Apenas
2 (2%) doentes desenvolveram recidiva do seu cancro. Vinte e sete (27,6%) doentes
faleceram dentre os quais 21 (21,4%) devido a complicagBes da doenca neoplasica.

A sobrevivéncia global estimada foi de 54,5 + 2,4 meses (IC95%: 49,8-59,1).

Da analise individual das variaveis, a existéncia de ganglios linfaticos com metastase
demonstrou pior sobrevivéncia, com sobrevida de 40,8 + 4,6 meses (IC95%: 31,8-49,7)
comparativamente a 61,3 + 2,2 meses (IC95%: 57,1-65,6) nos doentes sem metastases
(p<0,001; Figura 1).
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Figura 2 — Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal de acordo com a presenca ou auséncia
de Ganglios com Metastases

O padréo de crescimento tumoral expansivo apresentou impacto positivo na sobrevivéncia
global, tendo uma sobrevida de 56 + 31 meses (IC95%: 49,9-62,2), comparativamente a 51,3
+ 3,2 meses (IC95%: 45-57,5) nos doentes com padrao infiltrativo (p=0,049).

O grau de inflamacdo manifestou diferencas significativas, sendo que o alto grau de
inflamacdo se correlaciona com uma maior sobrevida comparando com o baixo grau de
inflamacdo, 60 + 2,7 meses (IC95%: 54,9-65,4) e 48 + 3,6 meses (IC95%: 41-55),
respetivamente, (p=0,025; Figura 2).
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Figura 3 — Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal de acordo com o grau de inflamacao

O sistema de estadiamento da AJCC demonstrou igualmente impacto na sobrevida, sendo
gue o aumento do estadio apresenta valores de sobrevivéncia progressivamente mais baixos
(estadio | 63,8 £ 2,8 meses (IC95%: 58,4-69,2); estadio Il 56,8 + 2,6 meses (IC95%: 51,7-62);
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estadio 11l 40,7 + 4,8 meses (IC95%: 31,4-50); estadio IV 53,3 £ 7,9 meses (IC95%: 37,9-
68,8); p=0,002; Figura 4).
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Figura 4 — Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal de acordo com o estadiamento da
American Joint Committee on Cancer

Os restantes parametros nao mostraram significancia estatistica. Quanto ao tipo de estroma
o0 tipo Maduro apresentou sobrevivéncia de 51,7 + 2,9 meses (IC95%: 46-57,3) comparado ao
tipo Imaturo com 58 *+ 3,8 meses (IC95%: 50,5-65,4) com p=0,245. A presenca de TLS
apresentou uma sobrevivéncia estimada de 58,1 + 2,1 (IC95%: 53,9-62,3) em oposi¢ao a sua
auséncia com sobrevivéncia de 52 + 3,1 meses (IC95%: 45,8-58,1), com p=0,262. Por ultimo,
doentes que foram submetidos a QTA apresentaram sobrevivéncia de 51,6 + 2,8 meses
(IC95%: 46-57,1) em comparacdo com 0s que ndo foram submetidos com 53,2 £ 3,7 meses
(1C95%: 46-60,4), com p=0,971.

Efetuou-se uma andlise das variaveis padrdao de crescimento (Figura 9), tipo de estroma
(Figura 10), grau de inflamacé&o (Figura 11) e presenca de TLS (Figura 12) no estadio Ill da
classificacdo da AJCC, tendo desta avaliacdo resultado que apenas o grau de inflamacéo
apresentou significAncia estatistica. Doentes com alto grau de inflamacdo demonstraram
maior sobrevida que doentes com baixo grau, 53,3 + 4,9 meses (IC95%: 43,6-62,9)
comparando com 30,5 £ 5,9 meses (IC95%: 19-59,1) com p=0,011, respetivamente. A
sobrevivéncia dos doentes com padrao expansivo foi de 45,8 + 7,1 meses (IC95%: 31,9-59,7)
comparado a 35,3 + 5,5 meses (IC95%: 24,4-46,1) no padrao infiltrativo com p=0,068. Os
doentes com tipo de estroma maduro sobreviveram em média 37,1 + 5,6 meses (IC95%: 26,1-
48,2) enquanto os com tipo imaturo sobreviveram 46,4 + 7,7 meses (IC95%: 31,2-61,5) com
p=0,177. Os doentes em que se observou a presenca de TLS sobreviveram em média 52,7 +
2 meses (IC95%: 48,7-56,6), enquanto que a auséncia de TLS resultou numa sobrevivéncia
média de 37,2 £ 5,7 meses (IC95%: 25,9-48,4) com p=0,274. Dentro da analise ao estadio I,
investigou-se a influéncia da QTA nos subgrupos de inflamacéo simplificada (baixo grau e alto
grau), tendo sido encontrada diferenca significativa na sobrevivéncia do subgrupo néo
submetido a QTA (Figura 13). No subgrupo submetido a QTA, os doentes com baixo grau de
inflamacéo sobreviveram 36,6 £ 6,4 meses (1C95%:24,1-49,1) enquanto que os com alto grau
sobreviveram 49,2 + 8 meses (IC95%: 33,6-64,9) com p=0,214; no subgrupo ndo submetido
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a QTA, os doentes com baixo grau de inflamacao sobreviveram 15,8 + 8,5 meses (1C95%: 0-
32,3) comparativamente a 57,7 + 1,9 meses (IC95%: 53,9-61,4) no alto grau, p=0,025.
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Figura 5 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal em estadio Il de acordo com o grau de
inflamacéo

A analise multivariada (Tabela 1) com regressdo de Cox mostrou que o estado N+
apresentava um HR de 4,145 (p=0.01, 1C95%: 1,82-9,45), confirmando a presenca de
ganglios metastaticos como principal fator de mau prognostico. A presenca de maior grau de
inflamacao apresenta-se como fator protetor com um HR de 0,406 (p=0,037, IC95%: 0,17-
0,945).

Tabela 1 - Analise Multivariada

B \ df | Sig. Exp(B)

Padréo -0,914 1 0,052 0,401
Inflamacao

simplificada -0,902 1 0,037 0,406

N+ 1,422 1 0,001 4,145

Das variaveis que demonstraram significancia estatistica foram aplicadas outra andlise com
curvas ROC procurando estabelecer um cut-off a partir do qual as variaveis demonstrem maior
especificidade para menores valores de sobrevida global.

A analise de curvas ROC aponta para um poder de discriminagdo aceitavel com AUC = 0.705
(p=0.002) para o ratio entre ganglios com metastases e ganglios sem metastases. Um poder
discriminativo fraco para o niumero de ganglios com metastases, AUC= 0,699 (p=0,003) e o
tamanho dos tumores, AUC=0,561 (p=0,362). Nao foi encontrado poder discriminativo para
LODDS, AUC =0,460 (p=0.680).

Foi igualmente elaborada analise ROC dentro do subgrupo de doentes em estadio Ill da
AJCC analisando as variaveis Numero de ganglios com metastases (AUC=0,640, p=0,185)
e Raio ganglios metastizados/ganglios sem metastases. (AUC=0,673, p=0,101).

Restantes tabelas e gréaficos da andlise encontram-se na sec¢do Material suplementar.
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Discussao

Pela sua prevaléncia, o CCR continua a ser alvo de varios estudos a nivel mundial. Estudos
esses que demonstraram a imprecisdo do modelo de estadiamento convencional em prever
a sobrevivéncia destes doentes e estabelecer prognésticos [1-3,5,7-12].

O estudo do microambiente, quer intratumoral quer na margem invasiva do tumor,
nomeadamente através da aplica¢cdo do Immmunoscore®, tem ganho importancia nos altimos
anos com eficacia demonstrada em estudos a nivel global [8,11,13-15]. De entre estes dois
preditores, a analise do microambiente intratumoral demonstra ter maior implicacdo em
termos prognoésticos. No entanto, a sua empregabilidade na pratica corrente ainda sofre
resisténcias em muito devido ao custo das técnicas.

Este estudo conseguiu demonstrar o beneficio de abordar o microambiente imunolégico
intratumoral através de uma avaliagdo pouco dispendiosa do infiltrado inflamatério e grau de
inflamacdo. Desta avaliagdo em laminas de hematoxilina-eosina da inflamacdo tumoral
resultou uma diferenca significativa entre o subgrupo com alto grau de inflamacédo e baixo
grau de inflamac&o, sendo que no primeiro observou-se aumento da sobrevida global quer na
andlise geral da amostra, quer na analise dentro do estadio Ill da AJCC. Estes resultados
estdo de acordo com a evidéncia cientifica mais recente gque associa maiores niveis de
infiltrado inflamatdrio tumoral, nomeadamente células T, com melhores outcomes, como
sobrevivéncia livre de doenga, tempo até recidiva e sobrevivéncia global [2-6, 9-15].

A mais recente evidéncia sugere que doentes em estadio Il da AJCC beneficiariam de uma
revisdo das indicagbes para QTA, dependendo do grau de inflamacgéo apresentado. Para altos
valores de Immunoscore® demonstrou-se que individuos submetidos a QTA apresentavam
maiores valores de sobrevivéncia global e de sobrevivéncia livre de doenca [3,7].
Contrariamente, em doentes com baixos valores de Immunoscore®, a QTA nao demonstrou
diferenca significativa nos outcomes estudados. Consequentemente, afirmou-se que as
indicacBes para QTA deveriam incluir uma analise do infiltrado tumoral, tendo altos valores de
Immunoscore® sido apontado como preditor de bom progndstico. Daqui resultaria que os
doentes com baixos niveis poderiam ser poupados de serem submetidos a QTA que nao
demonstra melhoria na sua sobrevivéncia e que, por outro lado, aumenta morbilidades. A
analise feita neste estudo ndo conseguiu reproduzir totalmente estes resultados; no estadio
Il os doentes submetidos a QTA com alto grau de inflamacdo demonstraram melhor
sobrevivéncia global que os submetidos a QTA com baixo grau de inflamacéo, no entanto,
sem significancia estatistica. Esta discordancia podera advir de um baixo nimero de doentes
estudados neste estadio, sendo que os doentes submetidos a QTA com alto grau de
inflamacdo apresentaram melhor sobrevivéncia global e, portanto, com aumento do nimero
de doentes estudados poderia demonstrar significAncia. Este facto vem sustentar os
resultados de outros estudos que especulam o beneficio de QTA apenas em tumores
selecionados, antevendo que doentes com valores mais altos de Immunoscore®, poderdo
beneficiar mais terapéuticas adjuvantes, comparativamente a menores valores que
aparentam menor resposta [3,7].

A escala simplificada de grau de inflamac&o juntamente com o status N+ destacaram-se como
variaveis com impacto independente na andlise multivariada efetuada. O grau de inflamacgéo
demonstrou impacto prognéstico positivo, corroborando achados em outros estudos que
classificam esta variavel como melhor preditor independente dos outcomes ja referidos [2-6,
8-10, 13-15].

Paralelamente, a andlise de sobrevivéncia realizada veio confirmar outros indicadores de
progndstico ja previamente estabelecidos, como o numero de ganglios com metastases,
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apresentando um impacto progndstico negativo, o padréo de crescimento tumoral expansivo,
associado a uma maior sobrevivéncia e o estadiamento da AJCC, observando-se que a
sobrevivéncia dos doentes € progressivamente menor a medida que apresentam estadio mais
elevado [21-23]. De salientar que no referente a variavel estadiamento da AJCC neste estudo,
o estédio Il demonstrou piores outcomes que o estadio IV, situagdo derivada do facto de a
este Ultimo subgrupo pertencerem apenas 4 doentes comparativamente a 32 no estadio .

A analise de concordéancia com curvas ROC aponta para uma boa capacidade discriminatéria
do ratio entre ganglios metastizados e ganglios sem metastases e uma capacidade preditiva
do numero de ganglios mais fraca. Esta constatacdo é também corroborada por outros
estudos que apontam para que o fator mais determinante a nivel da avaliacdo ganglionar
aquando do estudo anatomopatoldgico é o ratio mais do que o numero de ganglios afetados,
equivalente a presenca de N+ [24]. O mesmo estudo indica que os LODDS seréo, igualmente,
bons preditores de sobrevivéncia, facto ndo constatado neste estudo, atribuindo-se ao nimero
insatisfatério de ganglios recolhidos em algumas pecas anatomopatoldgicas.

O nosso estudo apresenta por certo algumas limitagcdes. Nos estudos mais recentes na area
do Immunoscore®, o objetivo principal decorre da evidéncia de um aumento do tempo até
recidiva dos doentes analisados com maior grau de inflamacdo tumoral, no entanto, neste
estudo ndo foi este o0 objetivo aplicado, pois dos 98 doentes selecionados apenas 2
desenvolveram recidiva durante o decorrer da analise. A avaliacdo das pecas tumorais foi
efetuada por um anatomopatologista em laminas de hematoxilina-eosina. O estudo de Pagés
F, et al [15] sugere que avaliagbes realizadas nestas condicbes apresentam fraca
reprodutibilidade, constituindo uma analise subjetiva. Porém, atendendo a maior
acessibilidade e boa acuidade discriminativa demonstrada nesta andlise, mais estudos serdo
requeridos para estabelecer o grau de reprodutibilidade da mesma.

Conclusao

O presente estudo confirma que a avaliagdo do microambiente tumoral tem impacto
prognostico na sobrevida global dos doentes com CCR. A maiores graus de inflamacéo
correspondeu maior sobrevida global, enquanto menor inflamacgéo local se correlacionava
com menor sobrevida global.

Pode-se apreciar que a avaliacdo semi-quantitativa efetuada € uma alternativa viavel a
sofisticac@o técnica utilizada no Immunoscore®, sendo uma analise menos dispendiosa
passivel de empregabilidade na pratica rotineira.

Atendendo as limitacbes do trabalho, sdo necessarios mais estudos com maior nimero de
ganglios estudados e por forma a efetuar avaliagbes mais rigorosas e objetivas.
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Material Suplementar

Tabela 1- Estadiamento de AJCC 82 Edi¢céo (Adaptado de AJCC Cancer Staging Manual, 8th Edition. Springer
International Publishing. 2017).

I T1-T2 0 0
Il T3-T4 0 0
1] Qualquer T N positivo 0
[\ Qualquer T Qualguer N 1

Tabela 2 - Analise Descritiva da Amostra

Numero de
doentes (%)

Parametros

<71 50 (51,02)
>71 48 (48,98)

Masculino 69 (70,4)
Feminino 29 (29,6)

Célon direito 62 (63,3)
Célon esquerdo 36 (36,7)

Cego 10 (10,2)

Colon Ascendente 35 (35,7)
Colon Descendente 6 (6,2)

Colon Transverso 11 (11,2)
Angulo Hepéatico 6 (6,2)

Angulo Esplénico 4 (4,1)
Sigmoide 26 (26,5)
| T |
<4 42 (42,86)
>4 56 (57,14)
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<19 54 (55,1)
>19 44 (44,9)

5(5)
13 (13,3)
48 (49)
32 (32,7)

A W N P

0 64 (65,3)
la 14 (14,3)
1b 8(82)
1c 2 (2)
2a 5(5.1)
2b 4 (4,1)
3a 1 (1)

Positivo 64 (65,3)
Negativo 34 (34,7)

| 16 (16,3)

Il 46 (46,9)
11 32 (32,7)
\Y; 4(4,1)

Bd1 84 (85,7)
Bd2 14 (14,3)

Expansivo

Infiltrativo

40 (40,8)
58 (59,2)
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Maduro

Imaturo

Ausente
Ligeira
Moderada

Severa

Baixo grau

Alto grau

Ausente

Presente

64 (65,3)
34 (34,7)

13 (13,3)
37 (37.8)
31 (31,6)
17 (17,3)

50 (51)
48 (49)

70 (71,4)
28 (28,6)

08

Sobrevivéncia
Cumulativa

0.4

0,2

0,0+

/

Figura 1 - Sobrevivéncia Global de Doentes operados por carcinoma colorretal

)
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)
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Tabela 3- Sobrevivéncia Global de doentes operados por carcinoma colorretal

Tabela 4 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal de acordo com a presenca ou
auséncia de Ganglios com Metastases

N- 61,3 2,2 57,1 65,6
N+ 40,8 4,6 31,8 49,7

Log-Rank 16,9 1 <0,001
1,07 qhh Azul - padrdo expansivo
; . Verde - padrdo infiltrativo

Sobrevivéncia
Cumulativa

0,0

T T T
o 20,00 40,00 €0,00

Tempo de Follow-up (meses)

Figura 2 — Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal de acordo com o padréo de Crescimento
tumoral
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Tabela 5 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal de acordo com o padrédo de
crescimento tumoral.

Padrao Expansivo 56,0 3,1 49,9 62,2
Padrao Infiltrativo 51,3 3,2 45 57,5

Log-Rank 3,9 1 0,049

107 Azul - estroma maduro

Verde - estroma imaturo

Sobrevivéncia
Cumulativa

Tempo de Follow-up (meses)

Figura 3 — Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal de acordo com o tipo de estroma tumoral

Tabela 6 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal de acordo com o tipo de
estroma tumoral

Maduro 51,7 2.9 46,0 57,3

Imaturo 58,0 3,8 50,5 65,4

Log-Rank 1,4 1 0,245
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Tabela 7 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal de acordo com o grau de
inflamacéao

Baixo Grau 48,0 3,6 41,0 55,0
Alto Grau 60,1 2,7 54,9 65,4

Log-Rank 5,0 1 0,025
1,04 Azul - Auséncia
Verde - Presenca
0,8
< <
2 os
€=
S S
o E
oS
((,3) @) 0,4
0,24
0,0
I ) 1 1
00 20,00 40,00 60,00

Tempo de Follow-up (meses)

Figura 4 — Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal de acordo com a presencga de Tertiary
lymphoid structures

Tabela 8 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal de acordo com a presenca de
Tertiaty lymphoid structures

Ausente 52,0 3,1 45,8 58,1
Presente 58,1 2,1 53,9 62,3
Log-Rank 1,3 1 0,262

24
Rui Eduardo Correia Barreto 2017269473



1,07 Azul - com quimioterapia
- adjuvante
-  Verde - sem quimioterapia
adjuvante

069

Sobrevivéncia
Cumulativa

0.4

0,2+

0,09

T T T T
oo 2000 40,00 80,00

Tempo de Follow-up (meses)

Figura 5 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal submetidos a quimioterapia adjuvante.

Tabela 9 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal submetidos a quimioterapia adjuvante

N&o 53,2 46,0 60,4
Sim 51,6 46,0 57,1

Log-Rank 0,001 1 0,971

Tabela 10 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal de acordo com o
estadiamento da American Joint Committee on Cancer.

Estédio | 63,8 2,8 58,4 69,2
Estédio Il 56,8 2,6 51,7 62,0
Estédio 11l 40,7 4,8 31,4 50,0
Estédio IV 53,3 7,9 37,9 68,8
Log-Rank 15,376 3 0,002
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107 Azul - padréo expansivo

Verde - padréo infiltrativo

Sobrevivéncia
Cumulativa

T T T
00 20,00 40,00 60,00

Tempo de Follow-up (meses)

Figura 6 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal em estadio Il de acordo com o padréo de
crescimento tumoral

Tabela 11 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal em estadio Il de acordo com o padréo
de crescimento tumoral

Padrédo Expansivo 45,8 7,1 31,9 59,7
Padréo Infiltrativo 35,3 55 24,4 46,1
Log-Rank 3,3 1 0,068

107 ~ Azul - estroma maduro

- Verde - estroma imaturo

Sobrevivéncia
Cumulativa

T T T
00 20,00 4000 60,00

Tempo de Follow-up (meses)

Figura 7 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal em estadio Il de acordo com o tipo de
estroma tumoral.
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Tabela 12 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal em estadio Il de acordo com o tipo de
estroma tumoral

Maduro 37,1 5,6 26,1 48,2

Imaturo 46,4 7,7 31,2 61,5

Log-Rank 1,8 1 0,177

Tabela 13 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal em estadio Il de acordo com o grau de
inflamagéo

Baixo Grau 30,5 5,9 19,0 59,1

Alto Grau 53,3 49 4,9 62,9

Log-Rank 6,5 1 0,011

107 Azul - auséncia

Verde — presenca
0,84
067

0,2

Sobrevivéncia
Cumulativa

0,0

T T T T
oo 20,00 40,00 60,00
Tempo de Follow-up (meses)

Figura 8 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal em estadio Il de acordo com a presenca
de Tertiary lymphoid structures
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Sobrevivéncia Cumulativa

Tabela 14 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal em estadio Il de acordo com a
presenca de Tertiary lymphoid structures

N&o 37,2 5,7 25,9 48,4
Sim 52,7 2,0 48,7 56,6
Log-Rank 1,2 1 0,274
107 1,04 Azul- baixo
© graude
. inflamagao
0,5 § |
! = 08 Verde — alto
© grau de
] h
. g —————+—+ inflamacéo
I S 05
@)
o
[S]
047 (g 0,49
2
>
(O]
0,2 o)
o 029
- 4 U‘)

0,0

T T
20,00 40,00

T
60,00

Tempo de Follow-up (meses)

0,04

00

T T
20,00 40,00

T
60,00

Tempo de Follow-up (meses)

Figura 9 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal em estadio Il de acordo com o grau de

inflamag&o submetidos a quimioterapia (direita) ou néo (esquerda)

Tabela 15 - Sobrevivéncia de doentes operados por carcinoma colorretal em estadio Il de acordo com o grau de
inflamagé&o submetidos a quimioterapia.

NZo Baixo Grau 15,8 8,5 <0,001 32,3
Alto Grau 57,7 1,9 53,9 61,4
Sim Baixo Grau 36,6 6,4 24,1 49,1
Alto Grau 49,2 8,0 33,6 64,9

Log-Rank

Nao

50

0,025

Log-Rank

Sim

15

0,214
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Tabela 16 - Analise ROC Ratio ganglios metastizados/ganglios sem metéstases

AUC Desvio Padréo Sig.
0,705 0.066 0.002
10 -

7
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Figura 10 - Analise ROC Ratio ganglios metastizados/ganglios sem metastases

Tabela 17 - Analise ROC Numero de ganglios metastizados

AUC Desvio Padrao Sig.
0,699 0.066 0.003
10
0.8
% 0,6
©
e}
3
2 o
()
n
0,29
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00 02 04 06 08 10
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Figura 11 - Analise ROC Numero de ganglios metastizados

Tabela 18 - Analise ROC Tamanho do tumor

AUC

Desvio Padrao

Sig.

0,561

0.072

0.362
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Figura 12 - Analise ROC Tamanho tumor

Tabela 19 - Analise ROC LODDS

AUC Desvio Padréo Sig.
0,460 0.093 0.680
10
08 |
o ol Ilr_
ie] |
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Figura 13 - Analise ROC LODDS

Tabela 20 - Anélise ROC Estadio Ill Numero de ganglios metastizados

AUC

Desvio Padréao

Sig.

0,640

0.104

0.185
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Figura 14 - Analise ROC Estadio Ill Nimero de ganglios metastizados

Tabela 21 - Analise ROC Estadio Ill Ratio ganglios metastizados/ganglios sem metastizados

AUC Desvio Padrdo Sig.
0,673 0.099 0.101
10
08
% 08
]
o
3
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Figura 15 - Analise ROC Estadio Ill Ratio ganglios metastizados/ganglios sem metastases
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