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RESUMO

Leite Cangucu A. Avaliaciio prognéstica da intensidade de achados de tumor budding em
pacientes com cancer de célon de estadio II. [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Funda¢do Antonio

Prudente; 2020.

INTRODUCAO: O Tumor Budding (TB) se refere a uma desdiferenciagio e perda de coesdo
tumoral e ¢ definida como a presenca de células isoladas ou aglomeradas com até 4 células
tumorais na fronte do tumor em andalise de microscopia. Os estudos prévios com a analise de
TB em Cancer Colorretal (CCR) nao sdao padronizados, além de incluirem pacientes de
estadiamentos patoldgicos variados. O International Tumor Budding Consensus Conference
(ITBCC), em 2016, propos um sistema de classificagdo para padronizar a avaliagdo patoldgica
do TB no CCR estadio II, como baixo, intermediario e alto TB. OBJETIVO: Avaliar a
Sobrevida Livre de Recidiva (SLR) em pacientes com CCR estadio II com base na classificacao
do ITBCC 2016 além da associagdo entre TB e caracteristicas clinico-patoldgicas.
METODOS: Entre 2007 e 2017, todos os casos de pacientes com CCR estadio II que
realizaram cirurgia no A.C.Camargo Cancer Center para ressec¢dao do tumor primario de célon
direito, transverso, colon descendente, sigmoide e reto foram revisados retrospectivamente
através de prontudrio médico eletronico. TB, grau histologico, invasdes perineural e vascular-
linfatica além do niimero de linfonodos do espécime foram revisados por patologistas. TB foi
classificado como baixo (B-TB), intermediario (I-TB) e alto (A-TB) de acordo com a nova
classificagdo do ITBCC2016. Fatores progndsticos foram avaliados pelo modelo de regressao
univariado e multivariado de Cox para SLR. RESULTADOS: Entre os 137 pacientes
incluidos, B-TB foi observado em 107 (78,1%), I-TB em 21 (15,3%) ¢ A-TB em 9 (6,6%). Em
um seguimento mediano de 69 meses, a mediana da SLR foi de 134 meses, com 14 pacientes
(10,2%) apresentando recidiva do tumor: 10 (9,3%) com B-TB, 2 (9,5%) com [-TB e 2 (22,2%)
com A-TB. A invasdao perineural foi mais comumente vista no grupo A-TB. Em andlise
multivariada, TB (A e I vs B; HR 2.6; P = 0,059) e ndo receber quimioterapia adjuvante (HR
3,7; P =0,020) foram associados independentemente a SLR. CONCLUSOES: Nesta série de
pacientes ocidentais, o grau de TB esteve associado a invasdo perineural € ao aumento do risco

de recaida da doenga.

Descritores: Neoplasias Colorretais. Prognosticos. Quimioterapia Adjuvante



ABSTRACT

Leite Cangugu A. [The prognostic influence of tumor budding in Western patients with

stage II colorectal cancer]. [Dissertagao]. Sdo Paulo: Fundagdao Antonio Prudente; 2020.

BACKGROUND: Tumor budding (TB) refers to loss of tumor cohesiveness and is defined as
isolated cells or a cell cluster of up to 4 tumor cells at the microscopic analysis. The
International Tumor Budding Consensus Conference (ITBCC) in 2016 proposed a scoring
system to standardize the pathology evaluation of TB in colorectal cancer (CRC) as high (H),
intermediate (I) and low (L) TB. OBJECTIVE: To evaluate the recurrence-free survival (RFS)
of stage II CRC patients (pts) as per the ITBCC 2016 classification and associations between
TB and clinic-pathological features. METHODS: Cases of stage II CRC undergoing surgery
with available tumor tissue underwent central pathology review for TB. Prognostic factors,
retrospectively retrieved from electronic medical charts, were evaluated in univariate and
multivariate analyses Cox regression analyses for RFS (primary endpoint). RESULTS: Among
137 patients included, L-TB was observed in 107 (78.1%), I-TB in 21 (15.3%) and H-TB in 9
(6.6%). In a median follow-up of 69 months, the median RFS was 134 months, with 14 patients
(10.2%) presenting tumor recurrence: 10 (9.3%) with L-TB, 2 (9.5%) with I-TB and 2 (22.2%)
with H-TB. Perineural invasion were more commonly seen in the H-TB group. In multivariate
analysis, TB (H and I vs L; HR 2.6; P = 0.059) and not receiving adjuvant chemotherapy (HR
3.7, P = 0.020) were independently associated with RFS. Adjuvant chemotherapy was
associated longer RFS (HR 3.7; P = 0.022). CONCLUSIONS: In this series of Western

patients, TB grade was associated with perineural invasion and increased risk of disease relapse.

Keywords: Colorectal Neoplasms. Prognosis. Chemotherapy, Adjuvant
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER COLORRETAL

O cancer colorretal (CCR) ¢ uma das principais causas de cancer no mundo.
Particularmente, o cancer de colon representa cerca de 70% dos casos dentro deste grupo. Para
o Brasil, estimam-se 20.520 casos novos de cancer de colon e reto em homens e 20.470 em
mulheres para cada ano no biénio 2020-2022. Esses valores correspondem a um risco estimado
de 19,63 casos novos a cada 100 mil homens e 19,03 para cada 100 mil mulheres. Globalmente,
o CCR representa o terceiro tipo de cancer mais comum em homens e o segundo em mulheres,
entretanto a incidéncia varia de acordo com caracteristicas geograficas !. As maiores taxas de
incidéncia estdo na Australia/Nova Zelandia, Europa, América do Norte ¢ Leste da Asia, ¢ as
taxas mais baixas sdo encontradas na Africa do Sul e Asia Central 2.

As taxas de incidéncia e de mortalidade por cancer de co6lon e reto variam amplamente
no mundo segundo o Indice de Desenvolvimento Humano (IDH), sendo identificados trés
padrdes de distribuicdo da doenga: (1) elevacdo de ambas as taxas nas mais recentes décadas
em paises que passaram por uma rapida transicdo econdmica, entre eles o Brasil; (2) aumento
da incidéncia e diminui¢do da mortalidade em paises com alto IDH, incluindo Canadé, Reino
Unido, Singapura e Dinamarca; ¢ (3) diminui¢do de ambas as taxas nos paises com IDH muito
elevado, como Estados Unidos, Japdo e Franca °.

A idade ¢ o maior fator de risco para o CCR esporadico. O cancer de intestino grosso ¢
incomum antes dos 40 anos; a incidéncia comeca a aumentar significativamente entre as idades
de 40 e 50 anos, e as taxas de incidéncia especificas por idade aumentam a cada década
subseqiiente >*.

O baixo status socioeconomico (BSE) também esta associado a um risco aumentado
para o desenvolvimento de CCR; Doubeni et al. > estimaram que o risco de CCR aumentaria
em aproximadamente 30% no menor quintil, em comparag@o com o quintil mais alto de status
socioecondomico. Comportamentos potencialmente modificaveis como inatividade fisica, dieta
ndo saudavel, tabagismo e obesidade sdo considerados responsaveis por uma propor¢ao
substancial (estimativas de um terco a metade) da disparidade socioecondmica no risco de CCR
de inicio recente. Outros fatores, particularmente as baixas taxas de acesso ao rastreamento em

paciente com BSE, contribuem para as diferengas no risco de CCR 2. No cenério



epidemiolégico brasileiro, Medeiros et al. %, em sua tese de doutorado, relacionou indicadores
socioeconomicos com incidéncia de cancer colorretal na populagao do municipio de Sao Paulo
e ¢ possivel especular que as caracteristicas socioecondmicas dos distritos exercem uma
influéncia sobre a ocorréncia ou a detec¢do de casos de cancer colorretal, embora nao se possa
estabelecer uma relacdo de causa-efeito.

A suspeita clinica ocorre quando surgem sinais e sintomas (hematoquezia, perda
ponderal, alteragdo em aspecto das fezes), ou pode ser descoberto na rotina através de exames
de rastreamento em pacientes de alto risco. Se o exame de sangue oculto nas fezes for positivo,
o proximo teste a ser realizado deve ser uma colonoscopia. Geralmente, devido a necessidade

J4

de analise histolégica, a maioria dos diagnosticos ¢ realizada através da realizacdo de
colonoscopia >%’.

Patologicamente, a vasta maioria dos canceres de célon e reto sdo adenocarcinomas. O
sistema TNM (Tumor, Node, Metastasis) ¢ utilizado para estadiamento e tem valor prognostico.
Na versao recente do sistema — oitava edicdo AJCC (2018), comparado com a versao de 2010,
o estagio Mlc foi introduzido para refletir a carcinomatose peritoneal como um fator de
prognostico adverso, e micrometastases nodais (aglomerados tumorais maiores que 0,2 mm em
diametro) sdo agora classificadas e quando presentes, conferem pior evolugdo, dado os
resultados de uma metanalise demonstrando um pior prognostico nestes pacientes ’.

Esta neoplasia ¢ considerada de bom prognostico se a doenca for diagnosticada em
estadios iniciais. De acordo com o banco de dados do Surveillance Epidemiology, and End
Results (SEER), a sobrevida (doenga-especifica) estimada em 5 anos pode variar entre taxas
acima de 95% para o estadio clinico (EC) I até valores ao redor de 30% para EC III. De acordo
com os dados coletados do SEER, a taxa de sobrevida global ¢ de aproximadamente 60%
quando avaliamos todos os estadios clinicos agrupados >*.

Dados mais recentes do banco de dados do SEER e outros registros ocidentais de cancer
sugerem que a incidéncia de CCR esta aumentando no grupo abaixo de 50 anos, enquanto esta
diminuindo em grupos populacionais mais velhos. Por isso, em 2018, a American Cancer
Society (ACS) emitiu uma recomendagdo “qualificada” para iniciar a triagem de pessoas com
risco geral de CCR aos 45 anos de idade, alterando a orientacdo prévia de avaliagdo aos 50

anos, recomendado por diretrizes antigas ®.



1.2 PATOGENESE

. Sequéncia Adenoma — Carcinoma

A maioria dos canceres colorretais (CCRs) surgem de adenomas, muitos dos quais sdo
polipos que progridem de pequenos (<8 mm) para grandes (> 8 mm) poélipos e, em seguida,
para displasia e cancer. Alteracdes neoplasicas resultam de defeitos genéticos hereditarios e
adquiridos &101112.13.14.15,

A progressdao do adenoma para o carcinoma, quando ocorre, ocorre em uma meédia de
pelo menos 10 anos, embora os polipos sejam normalmente removidos quando encontrados.
Polipos e canceres sao distribuidos aproximadamente uniformemente por todo o c6lon e reto,
mas tendem a ser mais proximais em mulheres e aumenta a incidéncia com a idade '°.

Lesdes planas e deprimidas sdo dificeis de detectar por colonoscopia e sdo reconheciveis
pela distor¢ao sutil do padrdo da mucosa e manchas especiais. Adenomas grandes e planos >8
mm podem ser mais propensos a conter alteragdes displasicas ou carcinoma do que os polipos
de tamanho semelhante .

A maioria dos poélipos colorretais ¢ adenomatosa ou hiperplasica, que nao podem ser
distinguidos de forma confidavel pela observagdo direta; a biopsia € necessaria para o
diagnostico. Polipos hiperplasicos geralmente ndo progridem para lesdes neoplasicas *1%!1,

Dois ter¢os dos polipos sao adenomas. Os adenomas sdo encontrados em mais de 30%
dos homens e 20% das mulheres, e a prevaléncia aumenta com a idade. Os p6lipos hiperplasicos
sdo responsaveis pela maioria dos polipos remanescentes e sdo tipicamente pequenos (<1 cm)
e distais. Eles geralmente ndo sdo pré-malignos, embora haja relatos de canceres decorrentes
de polipos hiperplasicos isolados. Uma sindrome rara, a polipose hiperplésica, estd associada a
um grande niimero de pélipos hiperplasicos e a um risco aumentado de CCR 2131415,

O intervalo de vigilancia com colonoscopia ¢ baseado no tamanho do pdlipo e
histologia. Em individuos com um a dois adenomas serrilhados sesseis (ASS) menores que 10
mm de tamanho sem displasia realizamos colonoscopia de vigilancia em 5 a 10 anos. Em
individuos com trés a quatro ASS menores que 10 mm, a colonoscopia de vigilancia € repetida
em trés a cinco anos. Em individuos com 5 a 10 ASS menores que 10 mm a colonoscopia de
vigilancia ¢ realizada em trés anos. Individuos com ASS maior ou igual a 10 mm, ASS com
displasia ou AST sdo gerenciados como adenomas avangados, com uma primeira colonoscopia
de vigilancia em trés anos '6!17:18:19:20,

O risco para ocorréncia de um CCR aumenta com o tamanho do adenoma, nimero e

histologia (por exemplo, os adenomas vilosos tem um risco maior do que os adenomas



tubulares) 12, O achado de um polipo adenomatoso sugere uma propensdo para formar
polipos, especialmente se for grande (>8 mm), e o paciente deve ser avaliado para outras lesdes
no célon e no reto. O nimero e os tipos de lesdes encontrados determinardo o intervalo
apropriado para a colonoscopia de vigilancia subsequente.

A remogdo de polipos adenomatosos previne o cancer. O National Polyp Study
acompanhou 1418 pacientes nos quais o exame colonoscopico levou a remogao de um ou mais
polipos. Durante um seguimento mediano de seis anos, a incidéncia de cancer de colon foi 88
a 90 por cento menor do que em pacientes relatados em outros estudos que tiveram polipos que
nio foram removidos e 76 por cento menor do que na populagio geral 3.

Segundo a classificacdo para tumores colorretais da AJCC, ano 2018, '* ao invadir a
camada lamina propria, considera-se um tumor in situ. Além da submucosa, estadio pT1, e além
da muscular propria, pT2. Ao invadir além da muscular propria até o tecido pericolico,
considera-se um estadio pT3, correspondendo ao estddio patologico II, na auséncia de
comprometimento linfonodal. Tumores que invadem o peritoneo visceral (pT4a) ou orgdos
adjacentes (pT4b) sdo também classificados como estadio patologico II, na auséncia de

linfonodos acometidos.

1.3 FATORES PROGNOSTICOS EM EC II

Devido a heterogeneidade de caracteristicas progndsticas em pacientes com cancer de
colon em estadiamento inicial, diversas avaliagdes histologicas ¢ moleculares estdo sendo
pesquisadas como fator de estratificacdo de risco e indicagdo de quimioterapia adjuvante no
cenario de cancer de célon EC II !5, Como exemplo do grau de heterogeneidade entre o
estagio patologico 11, vemos diferentes taxas de sobrevida, sendo a SG em 5 anos para o estagio
IIC de 58.4% (invasdo de 6rgios adjacentes) enquanto de 87.5% no estagio IIA (T3-N0)2!.

O indicador mais importante apds ressec¢do do CCR ¢ o estddio patologico na
apresentacao. A invasao local para outros 6rgaos, determinado pelo estadiamento pT4, ¢ fator
de pior progndstico para SG e SLR em estadio II. Associado ao pT4, o numero de linfonodos
examinados menor que 12 figura como os dois maiores paramétros prognosticos com alto risco
para recorréncia da doenga no EC II ?2. Além destes, outras caracteristicas patologicas
importantes a serem avaliadas sdo: subtipo histologico, grau de diferenciacdo da neoplasia,
presenca de invasdo angiolinfatica e/ou perineural, apresenta¢do clinica com obstrucdo ou
perfuracdo, além da presenga de depositos tumorais no tecido adiposo. Outros determinantes

prognosticos sao o nivel sérico pré-operatério de antigeno carcinoembrionario (CEA),



instabilidade microssatélite (MSI) e o status mutacional RAS e BRAF, ainda que estes ultimos
ndo interfiram na indicacdo de adjuvancia !>,

Em um estudo retrospectivo com 119.363 pacientes com CCR, aqueles com doenca em
estadio Ila (pT3pNO) alcangaram SG em 5 anos de 84.7% comparado com 72.2% (p<0.001)
daqueles com estadio IIb (pT4pN0) >***. Em uma coorte prospectiva com 448 pacientes com
doenca em estadio II tratados com cirurgia, foi encontrada uma menor sobrevida livre de doenga
especifica em pacientes com acometimeto pT4a ou pT4b (HR 2.7; IC 95%: 1.1 — 6.2; p =0.02)
24 Esses achados colocam o estddio patologico T4 como uma das principais variaveis a serem
consideradas na indicac¢do de adjuvancia em CCR EC 1L

Amostragem linfonodal foi avaliado como fator prognostico em CCR estagio II. Estudo
prospectivo com 35.787 casos com pT3pNO encontrou o valor de corte minimo de 13
linfonodos examinados como amostragem para a cirurgia oncologica. A SG em 5 anos variou
de acordo com o niimero de linfonodos examinados. Com mais de 25 linfonodos examinados e
negativos, a SG em 5 anos foi de 86%, comparado a 64% na populacdo com um ou dois
linfonodos examinados e negativos 2°. Em outro estudo prospectivo, resseccdo de mais de 20
linfonodos negativos aumentou a SG em 5 anos para 87%, comparado a 73% do grupo de
pacientes com menos de 10 linfonodos ressecados e negativos (p<0.001)2°.

Em analise multivariada com 663 pacientes que realizaram ressec¢do do CCR, 54.8%
dos que possuiam invasao linfatica ou vascular desenvolveram metastases a distancia
comparado com 24.9% dos que ndo tinham microinvasdo (p<0.01) ?’. Invasdo perineural
permanece como fator de risco para recorréncia, apesar de pouco relatado nos estudos de CCR.
Em analise retrospectiva com 255 pacientes com CCR estadio Ila (pT3pNO0), invasdo perineural
foi relacionado a SLD e SG em 5 anos (HR 3.113; p=0.046; HR 9.395; p=0.019;
retrospectivamente) 2,

Quadros de obstrucdo ou perfuragdo colonica podem ocorrer isoladamente ou
conjuntamente ¢ ambos conferem pior prognostico, tanto em mortalidade perioperatoria quanto
em SG. No estudo INT-0035, pacientes com obstrucao colonica tiveram uma taxa de SG em 7
anos de 64% versus 75% naqueles pacientes sem obstrucdo (p < 0.05); nos pacientes com
perfuracdo, a SG em 7 anos foi de 59%, versus 73% naqueles sem perfuragio (p< 0.08) %°.
Obstrugao coldnica foi um fator independente de pior progndstico para SLR quando analisados
os dados de dois estudos randomizados, NSABP C01 e R0O1 (p=0.002)**. Em contrapartida, no
estudo de fase 3 MOSAIC, obstrugao foi fator de pior prognostico para SG em CCR estadio II
e III pela analise univariada (p < 0.001), mas ndo na analise multivariada (HR 1.32; IC 95%:

0.97 — 1.70; p=0.077) 3!. Desta forma, mesmo as variaveis obstru¢io e perfuracio nio sendo



avaliadas como fatores progndsticos na maioria dos estudos clinicos randomizados que testaram
quimioterapia adjuvante no CCR, os principais guidelines consideram como fatores de alto
risco para recorréncia da doenga 2.

A idade ¢ um fator prognostico para CCR esporadico que permanece controverso.
Analise da base de dados do Canada com 2801 pacientes com CCR, todos acima de 70 anos,
indicou que 68% com idade entre 70-79 anos e 24% com idade acima de 80 anos receberam
quimioterapia adjuvante. Nesta analise retrospectiva, todos os pacientes se beneficiaram de
forma equivalente. Entretanto, a indicacdo de tratamento adjuvante deve ser associada com o
indice de comorbidades de Charlson, garantindo que somente os pacientes que ndo tenham
comorbidades significantes, ou seja, com menor risco de sofrer complicagdes do tratamento
sistémico quimioterapico, recebam o tratamento adjuvante 2. Ainda nesta discussdo, devemos
ponderar que na maioria dos estudos randomizados os pacientes acima de 75 anos sdo pouco
representados ou excluidos.

A lateralidade do tumor primario foi avaliada como fator progndstico em CCR. Uma
metanalise, que incluiu 66 estudos com 1.437.846 pacientes, identificou que lateralidade
esquerda do tumor primério foi associado a reducdo do risco de morte independente do estadio
da doenga (HR 0.82; IC 95%: 0.79 — 0.84; p<0.001) *2. Outros estudos encontraram maior
sobrevida para pacientes com CCR de estadio II com tumores primarios localizados a direita,
independente do grau do tumor e histologia *>**33. Devido aos dados controversos na literatura,
o impacto da lateralidade no CCR ndo metastatico ainda permanece incerta.

Mutagdes em um dos varios genes de reparo do DNA sdo encontradas na sindrome de
Lynch (CCR hereditario sem polipose [HNPCC]) e em 15 a 20% dos canceres de colon
esporadicos. O status de deficiéncia de DNA MMR (Mismatch repair) pode ser identificado
por imuno histoquimica, com a perda de expressdo das proteinas de MMR (MLH1, MSH2,
MSH6 ou PMS2) ou por reacdo de polimerase em cadeia (PCR) pelo status MSI (instabilidade
microssatélite). Na doenga localizada, a determinacdo do status MSI/MMR em pacientes com
cancer de colon localizado tem tanto o objetivo prognoéstico e preditivo de beneficio a terapia
adjuvante como determinar uma potencial predisposi¢io genética 22. A assinatura genética
caracteristica dos tumores com deficiéncia de enzimas de reparo (AIMMR) é um alto nimero de
erros de replicagdo de DNA e altos niveis de DNA-MSI (instabilidade DNA), definidos como
instabilidade em >30 por cento dos locos microssatélites .

Entre os pacientes com CCR com estadios iniciais, os tumores com dMMR (MSI-H)

estdo associados a maior sobrevida em comparagdo aos que possuem proficiéncia (pMMR) /



microssatélites estaveis (MSS). A base biologica para esse achado ¢ desconhecida. O MSI ¢ um
dos fatores prognosticos clinicamente significativos no estadiamento 227

Além do melhor prognostico proporcionado pela AMMR em um tumor individualmente,
a maior parte dos dados disponiveis confirma que a quimioterapia baseada em fluorouracil
adjuvante ¢ menos benéfica para pacientes com tumores MSI-H (AIMMR). Em pacientes com
status de proficiéncia de MMR (pMMR), ndo hé perda de beneficio do uso de quimioterapia a
base de fluorouracil, e a mesma deve ser ofertada quando ocorrer a presenga de fatores de risco
para recorréncia. O status dMMR também identifica pacientes que podem se beneficiar de

imunoterapia no contexto de doenga metastatica 2%%37,

14 EVIDENCIAS DO USO DE TUMOR BUDDING COMO FATOR
PROGNOSTICO

Tumor budding (do inglés) [TB] ou brotamento tumoral se refere a desdiferenciagdo e
perda da coesividade do tumor e é definido como a presenca de células isoladas ou aglomeradas
com pelo menos cinco células na fronte do tumor na andlise microscopica ¢ pode ser
estratificado em TB peritumoral (PTB, células tumorais na fronte do tumor) ou intratumoral
(ITB, células tumorais em brotamento no centro do tumor). O PTB s6 pode ser avaliado em
pecas de ressec¢do endoscopica ou cirdrgica, enquanto o ITB pode ser avaliado em ambos,
biopsias e espécimes de ressecgdo 5.

O tumor budding ja ¢ visto como fator prognostico em cancer de colon 38394041 E
associado a invasao linfatica e esta bem estabelecida sua relagdo com maior risco de metastase
linfonodal e pior prognéstico em termos de recorréncia e sobrevida global >#'42, Uma meta-
analise que incluiu 12 estudos com 1652 pacientes, o tumor budding de alto grau foi associado
com pior sobrevida global (SG) em 5 anos (Odds Ratio [OR] 6,25; intervalo de confianga de
95% [IC 95%], 4,04-9,67; P <0,00001). A diferencga absoluta em SG em 5 anos foi de menos
25% (95% CI, -18- - 33%, P <0,00001) entre os grupos de alto versus baixo grau de TB. Nestes
estudos, nio houve uma homogeneidade na avaliagio e categorizagio do TB *°.

Em uma coorte com 553 pacientes com CCR, 180 sujeitos com doenga em estadio 11
tiveram suas caracteristicas demograficas ¢ patologicas analisadas. Tumor budding foi
estatisticamente associado a estadio patologico mais avancado, estabilidade de microssatélites,
muta¢do no KRAS e aumento de mortalidade cancer-especifica. Em analise ajustada para outros

fatores progndsticos, os pacientes que apresentavam alto grau de TB (10 ou mais buds), tiveram



2,5 vezes maior mortalidade cancer-especifica do que os pacientes sem alto budding, o que
coloca a classificagdo do budding como uma questdo a ser considerada na avaliagdo
prognostica. Neste estudo, 10 ou mais buds foi associado a um pior prognostico *.

Em 2016, o International Tumor Budding Consensus Conference (ITBCC) padronizou
a avaliacdo do TB em pacientes com CCR estadio II. Neste consenso, especialistas associaram
os achados de anatomia patologica aos achados consistentes em literatura até entdo,
padronizando a avaliagdo do TB. De acordo com o ITBCC, trés grupos distintos sao formados
em relagdo a quantidade de buds identificados a microscopia, definidos desta forma: (1) Grupo
TB baixo: com até quatro buds no campo de avaliago; (2) Grupo TB intermediario: entre cinco
e nove buds; (3) Grupo TB alto: com mais de nove buds *!.

Em seu guideline, a American Society of Clinical Oncology (ASCO), incluiu o0 TB como
fator prognostico a ser avaliado dentre os pacientes com CCR estadio II. O American College
of Pathology (ACP), conforme guideline institucional, recomenda a inclusdo do niimero de
buds em todo laudo de cancer colorretal estadio II. Nas revisdes do TNM de 2017 ¢ ou na
AJCC de 2018 esta varidvel ainda ndo foi incluida como fator a ser avaliado nestas
circunstancias.

O tumor budding pode ser também potencialmente aplicado como um método
quantitativo adicional de progndstico para auxiliar no manejo terapéutico. Por exemplo,
pacientes com tumores colorretais pT1 ressecados de forma endoscopica e com budding tém
aumento do risco de metastases em linfonodos '®3°. Assim sendo, estes pacientes podem se
beneficiar de resseccdo cirurgica completa. J& em pacientes com tumores de estadio II, a
presenca de tumor budding de alto grau é um indicador de menor sobrevida livre de doenga e
global em comparagdo a budding de baixo grau ou sua auséncia. Portanto, neste caso, terapia
adjuvante poderia ser discutida. Em terceiro lugar, tumor budding intratumoral avaliado em
bidpsias pré-operatdrias pode ajudar a selecionar pacientes que se qualificam para terapia

neoadjuvante 373,

1.5 TRATAMENTO PADRAO PARA CCRDE EC II

Resseccdo cirargea ¢ a modalidade de tratamento priméario para CCR em estadio inicial
(estddio I a III) e a ferramenta mais poderosa para avaliar o prognostico apds cirurgia
potencialmente curativa é a anélise patolégica do espécime ressecado 4133843,

Quimioterapia paliativa baseada em 5-FU e leucovorin (LV), continuada até o

surgimento de toxicidade limitante ou progressdo de doenga, foi o tratamento base do CCR



metastatico (CCRm) por mais de 4 décadas, oferecendo SG inferiores a 12 meses *’. O
quimioterapico 5-FU é um andlogo da base nitrogenada pirimidinica uracila, sendo um
quimioterapico da classe das fluoropirimidinas. Difere desta base pela adi¢dao de fluoreto na
posicao do carbono 5, agindo como uma base pirimidinica falsa, interferindo com a sintese do
DNA 4748

Embora os pardmetros que determinem o estadio patoldgico sejam os preditores mais
fortes do resultado pds-operatorio, outras caracteristicas clinicas, moleculares e histologicas
podem influenciar o progndstico independente do estdgio. Entre os pacientes com doenca no
estadio IV, o progndstico estd mais intimamente ligado a localizagdo, extensdo da doenga
metastatica e presenca de marcadores moleculares, como por exemplo, a mutagdo BRAF
V600E.

Em cancer colorretal, o desfecho sobrevida livre de doenga foi comparado a sobrevida
global em 5 anos, principal desfecho primario nos estudos clinicos realizados até a década de
90. Na metanalise ACCENT, os desfechos de 18 estudos totalizando 20.898 pacientes com
cancer de colon estadio II e III que realizaram tratamento adjuvante foram avaliados. A
associagdo entre SLD em 3 anos com SG em 5 anos foi maior em pacientes com estadio III; a
correlacdo de HR nos estudos foi de 0.92 (IC 95%, 0.85 a 0.95) para estadio 11l e 0.70 (IC 95%,
0.44 a 0.80) para estadio II. Desta forma, a SLD em 3 anos se mostrou um desfecho substituto
confiavel, com alta correlagdo com SG em 5 anos, quando analisados os estudos com a maioria
dos pacientes de estadio III. A partir desta metandlise, SLD em 3 anos se tornou desfecho
substituto de SG em 5 anos, sendo adotado nos demais estudos com esta populacdo de pacientes
49

Desde o inicio dos anos 90, a terapia adjuvante com (5-FU) e levamisole (L), e mais
tarde com leucovorin (LV), tem sido o padrdo ouro de tratamento para pacientes com cancer de
colon estadio III e alguns casos selecionados de estadio II (considerados como de alto risco de
recidiva — pT4, perfurativo ou obstrutivo ou com invasio linfatica)*’. A oxaliplatina, derivado
da platina, foi avaliada em estudo de fase 3 incluindo pacientes com estadio II e III da doenca,
sendo adicionada ao tratamento adjuvante em pacientes com estadio III, apds beneficio em
sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenca (SLD) %,

O estudo QUASAR *, estudo de fase 3 que avaliou beneficio em sobrevida da terapia
adjuvante baseada em 5-FU para estadios II e III em cancer de colon com 3239 pacientes,
demonstrou que, para aqueles com doenga em estadio II, 5-FU associado a LV obteve 29% de
reducdo de risco de recorréncia (HR 0.71; IC 95%: 0.54 — 0.92; p=0.01) com tendéncia a melhor
SG (HR: 0.83; IC 95% 0.65 — 1.07). Neste estudo, 91% dos pacientes eram EC II, com a
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ponderagdo de que a média de linfonodos examinados desta populacdo foi 6. Com base neste
estudo, tratamento baseado em fluoropirimidina adjuvante por 6 meses pode ser considerado
em pacientes com cancer de colon EC II de alto risco.

A metanélise IMPACT B2 ndo mostrou beneficio de quimioterapia adjuvante em CCR
EC II. Um total de 1016 pacientes de 5 estudos randomizados foram avaliados. A taxa de SG
em 5 anos foi 82% no grupo quimioterapia adjuvante versus 80% no grupo controle (HR 0.86,
90% IC 0.68-1.07, p=0.057) e a sobrevida livre de evento (SLE) em 5 anos foi 76% no grupo
quimioterapia adjuvante e 73% e no grupo seguimento (HR 0.83, IC 90% 0.72 - 1.07).
Entretanto, essas diferencas ndo foram significativas °'.

A avaliagdo imuno histoquimica para proteinas dos genes do reparo (MMR) trouxe a
busca por um perfil molecular que caracterize pacientes com CCR EC II com maior risco de
recidiva. Andlise de estudos prévios, em pacientes com estadio II da doenca, evidenciou que
aqueles com dMMR (MSI-H) ndo derivam beneficio com o tratamento adjuvante baseado em
fluoropirimidina 32-33-54:3%-36,

Os estudos NSABP C01 e C02 compararam quimioterapia adjuvante versus cirurgia
isolada em 1409 pacientes com CCR, sendo 705 com EC II, sendo que estes estudos trazem
resultados contrapostos. Enquanto que o NSABP C01 ndo apresentou beneficio em SG com a
quimioterapia adjuvante (Taxa de SG em 5 anos 75% versus 72%, nos grupos quimioterapia
adjuvante e cirurgia isolada, respectivamente, p = 0.73), o NSABP 02 apresentou superioridade
da quimioterapia em infusdo venosa portal perioperatoria comparado a cirurgia isolada em CCR
EC II (SG em 5 anos de 88% no grupo quimioterapia versus 76% no grupo cirurgia isolada,
p=0.005)>*.

O estudo MOSAIC foi desenhado para avaliar o beneficio em SLD com a adigao de
oxaliplatina a terapia adjuvante padrao até entdo, 5-FU e LV, em pacientes com EC Il e III. Em
uma andlise exploratoria de pacientes com EC II de alto risco, foi identificado uma tendéncia
para beneficio em SLD em 5 anos com terapia a base de oxaliplatina (FOLFOX4) em
comparagdo com SFU+LV, mas sem ganho de sobrevida global em sua atualizagdo de 10 anos
(HR para SLD 0.79, IC 95%: 0.55-1.13; HR para SG 0.89, IC 95%: 0.60-1.32). Neste estudo,
pacientes com EC II de alto risco foram aqueles que apresentaram as seguintes caracteristicas:
pT4, perfuragdo intestinal, obstrugdo intestinal, tumor pouco diferenciado, invasdo venosa ou
menos de 10 linfonodos examinados.*!

Desta forma, a luz do conhecimento gerado até entdo, a realizacdo de quimioterapia
adjuvante em EC II ¢ discutivel. A heterogeneidade deste grupo de pacientes deve ser

considerada e avaliar os fatores de alto risco para recorréncia se mostra fundamental.
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2 JUSTIFICATIVA

Dessa forma, em vista (1) dos avangos no conhecimento sobre o componente de tumor
budding e sua correlagdo com progndstico em paciente com cancer colorretal em estadio inicial,
(2) a heterogeneidade dos estudos que utilizaram diferentes pontos de corte para determinar a
presenca de tumor budding, (3) auséncia de estudos que avaliaram o prognéstico de tumor
budding frente outros fatores prognoésticos recentemente discutidos, como lateralidade e MSI,
(4) avaliacao da influéncia preditiva a terapia sistémica, propomos um estudo para avaliar as
caracteristicas e os desfechos clinicos em pacientes com cancer colorretal estadio II de acordo

com a classificagdo quantitativa de tumor budding de acordo com o ITBCC 2016.
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OBJETIVOS

Analisar o grau de TB, de acordo com o ITBCC 2016, agregando os graus intermediario
e alto de TB versus o baixo, relacionando ao progndstico em pacientes com cancer

colorretal estadio II numa coorte ocidental em termos de Sobrevida Livre de Recidiva

(SLR).

Avaliar a relacdo entre TB e caracteristicas clinicas e patologicas.
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4 DESFECHOS E METODOS

4.1 DESFECHOS

4.1.1 Primario

Sobrevida Livre de Recidiva: conceituado como tempo entre o procedimento cirirgico
até a recidiva da doenga (recidiva confirmada por exame radioldgico ou bidpsia) ou morte, o
que ocorrer primeiro. Elevacdo isolada de CEA (Antigeno Carcinoembrionario) e/ou novo

tumor primario ndo foram considerados recidiva.

42 METODOS

O protocolo utilizado neste estudo estd em conformidade com a diretriz ética de 1975
da Declaragdo de Helsinki e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa-CEP, protocolo

2633/18 (Anexo 1).

4.2.1 Desenho

Estudo primadrio, analitico, longitudinal, unicéntrico e retrospectivo, com coleta de
dados a partir de prontudrio médico eletronico e revisdo dos materiais anatomopatologicos
arquivados no Departamento de Anatomia Patologica. A revisdo anatomopatologica foi

realizada por dois patologistas.

4.2.2 Casuistica

Casos de pacientes potencialmente elegiveis foram selecionados do registro hospitalar
e da lista administrativa de casos operados no A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2007
a2018.

Critérios de elegibilidade:

Critérios de inclusio:
o Diagnostico de adenocarcinoma confirmado histologicamente;
. Idade maior ou igual a 18 anos;

° Sitios primarios colon direito, transverso, esquerdo, sigmoide e reto;



4.2.3
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Estadiamento patolégico II (AJCC versao 6 e 7);
Operados no servigo de Cirurgia Oncolédgica do A.C.Camargo Cancer Center;
Material de biopsia preservado no arquivo da Anatomia Patoldgica para completa

revisao pelos Patologistas.

Critérios de exclusao:
Os pacientes que sO realizaram procedimento cirurgico mas ndo fizeram seguimento
clinico no A.C.Camargo Cancer Center ap0s a cirurgia;

Material de anatomopatologico insuficiente para analise.

Coleta de informacgdes clinicas, patolégicas e de sobrevida

Foram coletadas, de forma retrospectiva, informagdes provenientes de dados clinicos,

contidos em prontuario médico do paciente a respeito das caracteristicas clinicas,

histopatologicas e desfecho clinico.

As caracteristicas clinicas e histopatoldgicas incluidas para a analise foram:

e sexo (masculino e feminino);

e histdria de etilismo ou tabagismo;

e comorbidades ao diagndstico (graduadas de acordo com o Indice de comorbidade
de Charlson ajustado pela idade);

e medicagdes utilizadas ao diagnostico;

e idade no dia da cirurgia;

e performance status segundo a classificacdo de Eastern Cooperative Oncology
Group (ECOG);

e  historia familiar;

e presenca de sindrome hereditaria familiar conhecida;

e indice de massa corporea pré-cirirgico;

e lateralidade do tumor (sendo colon direito definido do ileo distal até a flexura
esplénica; colon esquerdo, da flexura esplénica até o reto; reto)

e presenga de abdome agudo obstrutivo/perfurativo;

e grau de diferenciagdo da célula tumoral (bem a moderadamente diferenciado e
pouco diferenciado);

e profundidade de comprometimento tumoral (pT2, pT3 e pT4);

e envolvimento linfonodal (quantidade de linfonodos ressecados na cirurgia);
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e invasdo linfatica ou vascular ou perineural (presentes ou ausentes);

e CEA pré-cirurgico e pds-cirurgico;

e avaliacdo de instabilidade microssatélite (através da expressdo imuno histoquimica
de proteinas de reparo do DNA — proficiente ou deficiente);

e status de mutacdo em BRAF V600E (mutado ou selvagem), através do resultado da
imunohistoquimica, quando disponivel;

e status de mutacdo em RAS (mutado ou selvagem, através do resultado de
sequenciamento por NGS [Next Generation Sequence], quando disponivel);

e classifica¢do de tumor budding (se positivo — classificados como baixo grau [B-
TB]; grau intermediario [I-TB]; ou alto grau [A-TB]));

e realizacdo de quimioterapia (se positivo, qual esquema utilizado; se negativo,
motivo da nao realizacdo do mesmo);

e recorréncia da doenga;

e locais de recorréncia da doenca;

e data da recorréncia;

e data da morte;

e data da tltima avaliacdo e status do mesmo.

Os tumores foram estadiados de acordo com tamanho, comprometimento linfonodal e
presenga de metastase segundo os critérios definidos pelo American Joint Commitee on Cancer
(AJCC 6" e 7" edigdes). Ressaltamos que a revisdo anatomopatoldgica de invasdes perineural,
linfatica e vascular, nimero de linfonodos ressecados, grau histologico ¢ tumor budding foi
realizada por 2 patologistas experientes. Na ocorréncia de duvidas, eles discutiam os achados

para se chegar num consenso.

4.2.4 Técnicas utilizadas para classificacio de Tumor Budding

Selecionamos uma bidpsia por paciente e, para cada caso, foram revisadas as ldminas
de H&E (hematoxilina-eosina) para selecionar o bloco de parafina mais representativo para
analise do budding tumoral. O microscopio utilizado nas analises do budding foi o Olympus
BX51.

Foram selecionados blocos cujos tecidos ndo apresentavam artefatos de autdlise ou

sinais de processamento inadequados.
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A presenga de células tinicas ou pequenos aglomerados de até cinco células na front do
tumor ¢ considerada como brotamento tumoral peritumoral (PTB). Seguindo a recomendagao
do ITBCC 2016 utilizamos os seguintes critérios para avaliar o tumor budding:

e acontagem de buds e a pontuacgdo foram realizadas nas se¢des de H&E;

e o tumor budding foi relatado selecionando-se um “hotspot” apos a revisao de todas

as laminas disponiveis. O niimero total de buds foi avaliado em uma area de 0,785
mm?2, a qual corresponde ao campo de 20x em alguns microscopios;
e o numero total de buds e um escore de trés niveis (com base na area de campo de

0,785 mm?2) foram relatados: baixo (0-4 buds), intermediario (5-9 buds) e alto (10

ou mais buds).
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Figura 1 - Exemplos de diferentes graus de tumor budding (hotspot = 0.785 mm?) baseado no

ITBCC 2016: a) Tumor budding baixo grau; b) Tumor budding grau intermediario; c) Tumor budding alto grau.
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4.2.5 Analise Estatistica

Os dados foram coletados em planilha de ® Excel e inseridos na plataforma institucional
REDCap, sendo analisados no programa SPSS IBM v24.0.

A analise descritiva das varidveis continuas serd apresentada em média, mediana, além
das frequéncias absoluta e percentual.

A associagdo das variaveis qualitativas categoricas serd analisada através do teste qui-
quadrado (x?) e teste exato de Fisher. Analises de associacdo serdo realizadas entre o grau de
tumor budding: alto versus intermediario versus baixo grau.

Definiu-se sobrevida livre de recidiva como o intervalo entre a data da cirurgia até
recorréncia da doenca ou morte, o que ocorresse primeiro. A recorréncia foi confirmada por
biopsia ou exame radiologico. Elevacao sérica de antigeno carcinoembrionario e/ou novo tumor
primdrio nao foram considerados recidiva.

Os dados de sobrevida foram avaliados através do método ndo paramétrico de Kaplan-
Meier. A comparacdo entre as curvas de sobrevida livre de doenga dos pacientes com tumor
budding alto, intermediario ¢ baixo foi realizada pelo teste ndo paramétrico de log-rank. A perda
de seguimento ou a auséncia da informagao foi considerado como dado censurado.

A associagdo entre presenca de alto TB sobre a sobrevida livre de doenca foi avaliada
utilizando modelo de riscos proporcionais de Cox, obtendo-se valor de Hazard Ratio (HR),
permitindo identificar valor prognostico de cada variavel sobre o desfecho.

O modelo univariado utilizou as variaveis: Tumor Budding, Indice de comorbidades de
Charlson, Lateralidade, Idade, Status T, Invasdo Vascular-Linfatica, Invasdao Perineural,
Diferenciagdo Tumoral, Instabilidade Microssatélite, Realizagdo de Terapia Adjuvante. As
variaveis que apresentarem valor p inferior a 0,10 no modelo univariado, foram incluidas na
avaliacdo multipla.

O menor valor de alfa (nivel de significancia) escolhido para rejeitar a hipotese nula na

comparagdo entre grupos € na analise multivariada foi 0,05.

4.2.6 Consideracoes Eticas

O estudo foi realizado de acordo com o protocolo, as diretrizes de Boas Praticas Clinicas
da Conferéncia Internacional de Harmonizagao (ICH GCP) e as leis e requisitos regulatdrios
locais aplicaveis. O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica Local (protocolo 2633/18).
Havia o risco de perda de confidencialidade, caso os dados de pacientes fossem identificados,

porém foram tomadas medidas para evitar que isto ocorresse.
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5 RESULTADOS

Os dados clinico-demograficos de 189 pacientes foram analisados. Destes, 137 foram
elegiveis para o estudo. Os motivos de exclusdo foram: 1) 38 pacientes excluidos devido
material insuficiente para revisdo anatomopatologica; 2) 14 pacientes excluidos devido
auséncia de seguimento no A.C.Camargo Cancer Center por mais de 2 anos apds o

procedimento cirurgico (Figura 2).

189 pacientes analisados

Motivos de exclusdo:
- 38 pacientes por auséncia de
material anatomopatolégico para
revisdo
- 14 por auséncia de seguimento
no ACCCC por 2 anos apos a
cirurgia

137 pacientes elegiveis para o
estudo

Figura 2 - Pacientes avaliados e numero de pacientes elegiveis para o estudo apos analise de

critérios de exclusdo.
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A mediana de seguimento da populagdo geral foi de 69 meses (IC 95% 64-73) e a
mediana de sobrevida livre de recidiva de 134 meses (IC 95% 103-164). Do total de 137
pacientes, cento e sete (78,1% da amostra) tiveram suas pegas cirtirgicas classificadas como
baixo grau de tumor budding (B-TB); Vinte e um (15,3%) como intermediario (I-TB) e nove
(6,6%) com alto grau (A-TB). Setenta e sete individuos (56,2%) eram do sexo masculino, o
mais prevalente em todos os grupos. A idade mediana da populagdo geral ao diagnostico foi 61
anos (Tabela 1).

Em todos os trés grupos, houve prevaléncia de lateralidade esquerda com 71 casos totais.
A proporcao da doenca T4 foi de 17,5% dos casos. Invasdo perineural foi positiva em seis
(5,6%), quatro (19,0%) e cinco (55,6%) pacientes nos grupos B-TB, I-TB e A-TB,
respectivamente, e foi relacionada ao aumento do grau de TB (p < 0,001; Tabela 1).

A andlise da instabilidade microssatélite das proteinas de reparo de DNA por imuno
histoquimica foi realizada em 82 pacientes (59,8% da amostra) sendo doze pacientes com perfil
deficiente (Tabela 1). Terapia sistémica adjuvante foi realizada em 50 (36,5%) pacientes; e esta

variavel se relacionou com o grau de TB (P=0.042; Tabela 1).



Tabela 1 - Tumor budding e caracteristicas clinico-patoldgicas.

Grau de Tumor Budding

Intermediario

~ Baixo TB Alto TB
Paramétros n=107(78.1%) _ 21T(1135.3%) n=9 (6.6%) P
Sexo
Masculino 60 (56.1) 11 (52.4) 6 (66.7) 0.769
Feminino 47 (43.9) 10 (47.6) 3(33.3) ’
Idade (min-max) 61 (25-91) 61 (39-93) 57 (37-72) 0.192
Indice
Comorbidade
Chalrson
>6.0 21 (19.6) 6 (29.6) 0(0.0) 0227
<6.0 86 (80.4) 15 (71.4) 9 (100.0) ’
Localizacao do
Tumor
Cdlon direito 31 (29.0) 5(23.8) 2(22.2)
Coélon esquerdo 54 (50.5) 11 (52.4) 6 (66.7) 0.924
Reto 22 (20.6) 5(23.8) 1(11.1)
T Stage
T3 89 (83.2) 17 (81.0) 7(77.8) 0.768
T4 18 (16.8) 4(19.0) 2(22.2) )
Numero de LN
avaliados (min- 23 (8-98) 22 (14-78) 20 (7-49) 0.976
max)
Invasido Linfatica-
Vascular
Negativa 98 (91.6) 17 (81.0) 9 (100.0) 0237
Positiva 9(8.4) 4 (19.0) 0(0.0) ’
Invasio Perineural
Negativa 101 (94.4) 17 (81.0) 4 (44.4) <0.001
Positiva 6 (5.6) 4(19.0) 5(55.6) ’
Diferenciacio
Tumoral
Gl 5@4.7) 0 (0.0) 0(0.0) 0710
G2+ G3 102 (95.3) 21 (100.0) 9 (100.0) ’
CEA
préoperatorio,
ng/mL
<40 54 (56.8) 6 (40.0) 3(33.3) 0.252
>4.0 41 (43.2) 9 (60.0) 6 (66.7) ’
Status MSI
Proficiente 54 (83.1) 10 (90.9) 6 (100.0) 0.730
Deficiente 11 (16.9) 1(9.1) 0 (0.0) ’
Tratamento
adjuvante
Realizado 40 (37.4) 4(19.0) 6 (66.7) 0.042
Nido Realizado 67 (62.6) 17 (81.0) 3(33.3) ’

Nota 1: Dados em N° (%) ao menos que indicado de forma diferente.

Abreviagoes: CEA, antigeno carcinoembriondario; LN, linfonodo; MSI, instabilidade microssatélite.
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A incidéncia de recorréncia foi de 9,3%, 9,5% e 22,2% nos grupos B-TB, I-TB e A-TB,
respectivamente. Os sitios de recorréncia da doenga foram figado, pulmao e linfonodo no B-

TB; pulmao no I-TB; e locorregional e linfonodo no grupo de A-TB (Tabela 2).

Tabela 2 - Sitios de recorréncia de acordo com o agrupamento de TB.

Sitios de Baixo TB Intermediario TB Alto TB
recorréncia n=10/107 (9.3% / n=2/21(9.5%/15.3%) n=2/9222%/6.6%)
78.1%)

Locorregional 0 (0%) 0 (0%) 1 (11.1%)
Linfonodos 2 (1.9%) 0 (0%) 1 (11.1%)
Figado 6 (5.6%) 0 (0%) 0 (0%)
Pulmao 2 (1.9%) 2 (9.5%) 0 (0%)
Recorréncia Total 10 (9.3%) 2 (9.5%) 2 (22.2%)

Nota 2: Dados em N° (%) ao menos que indicado de forma diferente.
Abreviagoes: TB, tumor budding.

° Analise SLR

A estimativa de SLR por Kaplan Meier em cinco anos dos grupos de TB baixo,
intermediario e alto foi de 98%, 88,3% e 66,7%, respectivamente (Valor p 0,160), Figura 3;
Quando agrupamos o [-TB com A-TB (21,9% da amostra) observa-se uma taxa de 88,3% neste

grupo (I + A-TB) versus 98% no grupo B-TB (Valor p 0,057) Figura 4.
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o Fatores prognosticos significativos para SLR

Desta forma, os grupos I-TB e A-TB, quando agrupados, foram marginalmente
associados a SLR com base na analise univariada usando o modelo de regressao Cox (HR 2,54;
p 0,067). Entre os outros fatores progndsticos pré-especificados, o indice Charlson superior a
seis e ndo ter realizado terapia sistémica adjuvante foram correlacionados com SLR (Tabela 3).
Outros fatores nao foram significativos, incluindo T4, lateralidade, invasao linfatica-vascular,
invasdo perineural e grau histologico. A analise multivariada foi realizada com base nas
variaveis que apresentaram valor p inferior a 0,10 no modelo univariado, sendo elas: Tumor
Budding, Indice de Charlson, Idade e Realizagdo de tratamento sist€émico. A variavel T4 teve
entrada forgada, por ser uma variavel conhecidamente influente neste cenario. Assim, a analise
multivariada revelou que TB intermediario e alto (HR, 2,6; 95% CI1 0,9 a 7,1; P = 0,05) além
de ndo realizar terapia sistémica adjuvante (HR, 3,7; 95% CI 1,2 a 11,3; P = 0,02) foram

independentemente relacionados ao SLR (Tabela 3).



Tabela 3 - Modelo univariado e multivariado de regressdo de Cox para Sobrevida Livre de
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Recorréncia.
Univariado Multivariado
Paramétros No. HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P
Tumor Budding
Baixo TB 107 1 1
I+ATB 30 2.54 (0.93-6.90) 0.067 2.61 (0.96-7.11) 0.059
Indice de Charlson
<6.0 110 1 1
>6.0 27 3.48 (1.20-10.0) 0.021 2.47 (0.81-7.46) 0.109
Lateralidade
Coélon direito 38 1
Colon esquerdo 71 0.98 (0.34-2.82) 0.978
Reto 28 0.34 (0.03-3.05) 0.338
Idade 137 1.03 (0.99-1.08) 0.091 1.01 (0.96-1.06) 0.695
T Stage
T3 113 1 1
T4 24 0.84 (0.24-2.93) 0.787 1.56 (0.35-6.93) 0.553
Invasao Linfatica-
Vascular
Negativa 124 1
Positiva 13 0.38 (0.05-2.93) 0.357
Invasao Perineural
Negativa 122 1
Positiva 15 1.14 (0.32-4.01) 0.832
Diferenciacio Tumoral
G2+ G3 132 1
Gl 5 0.78 (0.09-6.46) 0.821
Status MSI*
Proficiente 70 1
Deficiente 12 0.58 (0.07-4.57) 0.613
Tratamento adjuvante
Realizado 87 1 1
Nao realizado 50 0.27 (0.09-0.82) 0.022 3.73 (1.22-11.3) 0.020

Nota 3: Dados em No. (%) ao menos que indicado de forma diferente.
Abreviagdes: HR, hazard ratio; LN, linfonodo; MSI, instabilidade microssatélite. * 82 amostras foram
analisadas para instabilidade microssatélite.
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6 DISCUSSAO

Nesta série retrospectiva de pacientes operados consecutivamente com CCR estadio II,
na andlise utilizando a classificagao patologica do ITBCC, I-TB e A-TB, agrupados, foi
significativa e independentemente relacionado a SLR, com 2,6 vezes mais chance de recidiva
da doenca. Enquanto pacientes cujo CCR com A-TB foram tumores mais associados com
invasdo perineural, o A-TB ndo foi associado a outras caracteristicas prognosticas, como
tumores pT4. Os esquemas de terapia sist€émica adjuvante dos cinquenta pacientes que os
realizaram foram a base de fluorouracil, porém, nove pacientes realizaram protocolos que
incluiam oxaliplatina.

A avaliagdo do TB em CCR teve inicio em populagdes orientais e incluiam pacientes de
todos os estadios da doenca. Em estudo publicado em 1993, analisou o TB em 663 pacientes
japoneses, com CCR estéadio I a III, com procedimentos cirurgicos realizados entre 1970 a 1985.
Sua analise foi realizada com hematoxilina-eosina e conceituou budding como um aglomerado
de 1 a 4 células, com a classificagdo de negativo/leve versus moderado/grave. Os resultados
mostraram que TB moderado/grave estava associado a 7.27 vezes maior chance de ocorréncia
para metastases, OR 7.27 (4.93 a 10.73), e um OR 9.83 (6.60 a 14.64) para recorréncia local ou
a distancia 7. Outro estudo que incluiu 182 pacientes com CCR estadio I e II, a analise de TB
foi baseada na avaliagdo de imunohistoquimica. Neste estudo, eles dividiram os pacientes entre
os que apresentavam 0 a 24 buds versus os que apresentavam 25 ou mais buds. O maior nimero
de budding foi associado a um OR 9.07 (3.13 a 26.28) para ocorréncia de recidiva local ou a
distancia %,

Nossos dados sdo consistentes com dados de publicacdes anteriores que identificaram o

[ 4044:46,56.57.58 'Em nosso conhecimento,

TB como fator prognoéstico para SLR no CCR estéadio |
este estudo representa a maior série de TB em pacientes ocidentais com CCR estadio II de
acordo com a nova classifica¢ao internacional de TB.

O ITBCC 2016 foi um marco para a analise de tumores iniciais em CRC. Apods a
padronizagdo sugerida pelo consenso, os laudos anatomopatologicos trazem obrigatoriamente
a analise padronizada do tumor budding, importante ferramenta de estratificagdo de risco para
recorréncia e ocorréncia de metastase.

O estudo SACURA *, publicado em 2018, também avaliou o TB de acordo com a

classificagdo do ITBCC 2016. Eles examinaram a influéncia do TB nos desfechos relacionados
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ao tumor entre 991 pacientes japoneses com CCR estadio II. Diferentemente dos nossos
achados, o estudo SACURA observou que o estadio patologico T4 e a invasao linfatica vascular
positiva estavam associadas ao A-TB. A avaliacdo da invasao perineural nao foi realizada no
estudo SACURA. Em nosso estudo, a invasdo perineural positiva foi associada ao A-TB. Em
nossa analise, lateralidade ndo se mostrou um fator relacionado a sobrevida livre de recidiva.
Tanto no SACURA quanto no nosso estudo, ndo houve associagdo entre lateralidade e TB. Da
mesma forma, a recidiva do tumor ocorreu em quase 25% e 22% dos pacientes com A-TB no
SACURA e no nosso estudo, respectivamente, em um periodo de seguimento semelhante (60 e
69 meses, respectivamente).

Quanto a sobrevida, os pacientes com [-TB e A-TB incluidos no SACURA alcangaram
SLR em 5 anos de 85,1% e 74,4%, respectivamente. Em nossa populagdo, o agrupamento de
pacientes com [-TB e A-TB alcangou uma taxa de SLR de 5 anos de 66,7%. Tais diferencas
nos resultados entre nossa amostra de pacientes ocidentais e o estudo japonés podem refletir
diferengas desconhecidas no prognoéstico entre as populagdes ou por causa de nossa amostra
mais reduzida.

Uma andlise posterior, ndo planejada, do TB de pacientes com CCR estéadio II incluidos
no estudo QUASAR alcangou uma amostra de 979 pacientes. Este estudo investigou o papel
adjuvante do 5FU na doenca em estadio II . Apesar de ndo utilizar a nova classificacio
ITBCC, em um seguimento de 120 meses, dos 979 pacientes, houve 35% de recidiva da doenca
em pacientes com alto grau de buds (alto grau definido como acima de 10 buds por campo de
1,23/mm?) e, segundo o estudo, houve uma tendéncia ndo significativa para o aumento da
eficacia da quimioterapia no grupo com maior nimero de buds (P = 0,12). Dado o pequeno
numero de eventos de recidiva em nosso estudo, nao foi possivel examinar se a quimioterapia
adjuvante diminuiu a recorréncia em pacientes com [-TB e A-TB.

O TB, definido como células unicas ou pequenos grupos de até cinco células tumorais
no front invasivo do tumor, ¢ um fenémeno histologico bem documentado no CCR e ¢
considerado o primeiro passo no processo de metastase da doenga %162, Estudos comparando
o perfil molecular das células do budding com as células tumorais centrais mostraram
diferengas em relacdo a expressio de proteinas de adesdo celular %% Um estudo utilizando
sequenciamento de RNA mostrou a predominancia do tipo molecular epitelial nas células
centrais do tumor, enquanto as células do budding mostravam um perfil molecular
mesenquimal, indicando que o fundo molecular niio é constante em todo o tumor .

Avancos em técnicas de sequenciamento abriram uma nova porta para identificar

biomarcadores especificos, criando uma plataforma de medicina personalizada no CCR. Na
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doenca avangada, vias de ativagdo celular por mutagdes nos oncogenes RAS, RAF, e
amplificacdes em EGFR, ERBB2 ¢ MET possibilitaram formular estratégias de terapias alvo
66.67 O MSI desempenha papel preditivo e prognéstico importante em CCR. Estudos em cendrio
adjuvante mostram que MSI-H (alta instabilidade microssatélite) ndo responde bem a terapia
adjuvante, ao contrario de pacientes que sdo MSS (estabilidade microssatélite). Em estudo
retrospectivo com 59.475 pacientes com CCR estadio II, pacientes com MSS tiveram beneficio
em terapia adjuvante com impacto em sobrevida (HR 0.54, IC 95% 0.43-0.70; p <0.001). Em
contrapartida, ndo houve beneficio em sobrevida com o uso de quimioterapia adjuvante em
pacientes com MSI-H (HR 0.81, IC 95% 0.38-1.78; p < 0.595) ®8. Em nosso estudo, a anélise
de MSI nao foi realizada em todos os pacientes; na analise univariada nao se relacionou a SLR.

Na avaliag¢ao da doenca localizada, além do TB, diversas outras estratégias estdo sendo
testadas como possiveis fatores prognosticos e preditivos de recidiva no CCR estagio I,
justamente para auxiliar na decisdo da quimioterapia adjuvante nesse cendrio. Plataformas
genéticas, avaliagdes moleculares de DNA tumoral circulante (ctDNA), expressao
imunohistoquimica de CDX2, immunoscore, dentre outros.

Nosso estudo ¢ limitado por seu desenho retrospectivo, embora o viés de selecdo possa
ter sido minimo porque registramos todos os pacientes consecutivos no nosso banco de dados
cirargico. O perfil de instabilidade microssatélite foi realizado em 59.8% dos pacientes; sua
avaliacdo se tornou protocolo padrao nos ultimos anos e, infelizmente, nao pudemos reavalia-
lo durante nossa revisdo patoldgica devido a restrigdes or¢amentdrias. Aspectos positivos do
nosso estudo incluem uma amostra consecutiva de pacientes, um longo seguimento dos
pacientes, revisao patologica de todos os casos por dois patologistas, e traz dados importantes

sobre o TB em pacientes com CCR em uma populagdo ocidental.
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, I-TB e A-TB foram associados com pior SLR em relagdo a B-TB em
pacientes com CCR estadio II. O A-TB também foi associado a uma maior taxa de invasao
perineural. O TB deve ser avaliado e sistematicamente discutido como um possivel fator de
risco para recorréncia da doenca em pacientes com CCR EC II. No entanto, a recomendacgao de

quimioterapia adjuvante baseada no TB deve ser avaliada em estudos maiores.
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