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Resumo

Introducdo: O colangiocarcinoma distal (CCD) € um dos trés grandes subtipos de
colangiocarcinoma. Trata-se de uma neoplasia com um progndstico muito reservado, mesmo
apoés ressecdo curativa. Além disto, pela sua raridade, permanece consideravelmente mal
caracterizado. Pretendeu-se caracterizar e avaliar o impacto prognostico de marcadores
clinicos, anatomopatolégicos e imuno-histoquimicos em doentes com diagnostico de CCD

submetidos a ressecéo curativa.

Materiais e Métodos: Estudo de coorte retrospetivo, com base numa amostra de 37 doentes
com diagndstico histolégico de CCD, submetidos a duodenopancreatectomia cefalica entre
2008 e 2019. Verificou-se uma idade média de 69,19 (£9,92) anos, sendo 62,2% dos doentes
do sexo masculino. Além da avaliagdo clinica e patoldgica, procedeu-se a avaliagdo imuno-
-histoquimica para pesquisa de instabilidade de microssatélites e expressdo de HER2, CD44,
ALDH1 e CD56. Considerando-se significativos valores de p<0,05, procedeu-se a analise de
sobrevivéncia com recurso a curvas de Kaplan-Meier, comparacao dos resultados através do
teste de log-rank em analise univariada e regressao de Cox para hazards proporcionais em

analise multivariada.

Resultados: Com um follow-up mediano de 14+23,7 meses, constatou-se uma sobrevivéncia
global (SG) mediana de 16+2,8 meses e uma sobrevivéncia livre de doenga (SLD) mediana
de 14+5,2 meses. Verificou-se expressdo de CD44 e ALDH1, respetivamente, em 34,8% e
26,1% dos doentes. Em analise univariada, a ressec¢do de 6rgdos adjacentes (p=0,010),
complicacbes com grau de Clavien-Dindo igual ou superior a Il (GCDzlll) (p=0,003),
hemorragia pés-operatéria de grau C (HPOGC) (p=0,030), fistula biliar (p<0,001), margens de
ressecao positivas (MR+) (p=0,006) e a expressdo de CD44 (p=0,032) e ALDH1 (p=0,016)
tiveram impacto na SG. Com impacto na SLD, verificou-se a incidéncia de HPOGC (p=0,042),
fistula pancreéatica de grau C (p=0,022) e de deiscéncia da anastomose gastrojejunal
(p=0,042). Em analise multivariada, confirmaram-se como fatores independentes com impacto
na SG o GCDzlll (HR=6,64, p=0,042), as MR+ (HR=5,81, p=0,043), e a expresséo de CD44
(HR=0,089, p=0,033) e ALDH1 (HR=9,24, p=0,037).

Discussdo: Além de confirmar o valor prognéstico de marcadores extensamente
reconhecidos como tal pela literatura, o estudo demonstra o impacto das complicacdes pds-
-operatérias na SG e SLD, bem como a expressdo de CD44 e ALDH1 pelo CCD e o seu

impacto progndstico, realcando o importante papel das cancer stem cells no CCD.



Concluséo: O presente estudo revelou que GCDzlll, MR+ e a expressdo de CD44 e ALDH1
séo fatores de prognostico independentes no CCD. Deverao, portanto, ser considerados na
avaliacao e estratificacdo progndéstica dos doentes com CCD submetidos a ressecao curativa.

Palavras-Chave: Colangiocarcinoma, Fatores de Prognéstico, Duodenopancreatectomia,

Morbilidade, Imuno-histoquimica.

Abstract

Introduction: Distal cholangiocarcinoma (dCCA) is one of three subtypes of
cholangiocarcinoma. It has a dismal prognosis, even after curative resection, as well as a poor
characterization owing to its low incidence. The present study sought to evaluate the
prognostic value of clinical, pathological and immunohistochemical markers in patients

diagnosed with dCCA, after surgical resection.

Materials and Methods: A retrospective cohort study was conducted, with a sample of 37
patients with histological diagnosis of dCCA, after undergoing pancreaticoduodenectomy,
between 2008 and 2019. The patients had an average age of 69.19 (x9.92) years, being 62.2%
of them male. In conjunction with clinical and pathological assessment, immunohistochemical
evaluation was carried out to examine the existence of microsatellite instability and expression
of HER2, CD44, ALDH1 and CD56. Survival analysis was undertaken with Kaplan-Meier curve
analysis, with the results compared with a log-rank test in univariate analysis. A proportional

hazards Cox regression was also performed, for multivariate analysis.

Results: After a median follow-up of 14+23.7 months, the overall survival (OS) was of 16+2.8
months and the disease free survival (DFS) was of 14+5.2 months. CD44 and ALDH1
expression was observed in 34.8% and 26.1% of the evaluated tumours, respectively. In
univariate analysis, adjacent organ resection (p=0.010), a Clavien-Dindo classification = lll
(CDCz=lll) (p=0.003), grade C post-operative haemorrhage (GCPOH) (p=0.030), biliary fistula
(p<0.001), positive resection margins (R+) (p=0.006), and CD44 (p=0.032) and ALDH1
(p=0.016) expression were found to influence OS. Additionally, GCPOH (p=0.042), grade C
pancreatic fistula (p=0.022) and gastrojejunal fistula (p=0.042) were found to influence DFS.
In multivariate analysis, CDCzIll (HR=6.64, p=0.042), R+ (HR=5.81, p=0.043) and CD44
(HR=0.089, p=0.033) and ALDH1 (HR=9.24, p=0.037) expression, were established as

independent prognostic factors concerning OS.

Discussion: Aside from reinstating the value of prognostic factors extensively recognised as

such in literature, the study shows both the impact of post-operative morbidity in OS and DFS,



as well as the expression and prognostic value of CD44 and ALDH1 in dCCA, attesting the

important role of cancer stem cells in dCCA.

Conclusion: The current study shows that CDCzlll, M+ and CD44 and ALDH1 expression
have an important influence on OS of dCCA patients. As such, this parameters should be
considered in the evaluation and prognostic stratification of patients with dCCA undergoing

surgical resection.

Keywords: Cholangiocarcinoma, Prognostic Factors, Pancreaticoduodenectomy, Morbidity,

Immunohistochemistry.



Introducao

O colangiocarcinoma € uma neoplasia maligna com origem na arvore biliar. S&o
classificados em trés categorias, de acordo com a sua localizacdo anatomica: intra-hepéticos,
quando localizados a montante dos ductos biliares de segunda ordem, peri-hilares, quando
localizados entre os ductos biliares de segunda ordem e o ducto cistico, e distais, quando
localizados a jusante do ducto cistico e a montante da ampola de Vater (1). No seu todo,
representam 3% de todas as neoplasias gastrointestinais e, apesar de serem tumores
relativamente raros, com uma incidéncia global anual inferior a 6 novos casos por cada
100 000 habitantes, tem-se verificado um aumento do nimero de novos casos (2). Sao
tumores agressivos, com uma sobrevivéncia aos 5 anos ap6s o diagnostico na ordem dos 7-
20% (1). O colangiocarcinoma distal, em especifico, representa 20-30% dos casos de
colangiocarcinoma (1) e apresenta uma sobrevivéncia aos 5 anos ap6s o diagnéstico na
ordem dos 11% (3).

Séo neoplasias heterogéneas e complexas, em resultado da sua grande variabilidade
genética e epigenética e das mdltiplas interacdes entre células neoplasicas, cancer stem cells
e microambiente tumoral, o que lhes atribui um comportamento biolégico extremamente
agressivo (2). E precisamente esta heterogeneidade e agressividade bioldgica, aliadas a sua
apresentacdo indolente, diagnoéstico tardio e multiplos mecanismos de resisténcia a
terapéuticas convencionais, como a quimioterapia e radioterapia, que conferem aos

colangiocarcinomas um progndstico muito reservado (1, 2).

No atual estado da arte, a ressecdo cirirgica completa permanece como a Unica
modalidade terapéutica considerada curativa (1, 2, 4, 5), que no colangiocarcinoma distal,
normalmente, passa por uma duodenopancreatectomia cefalica (1, 4, 5). No entanto, somente
um quarto a um terco dos doentes se apresentam em estadios passiveis de uma ressecéo
curativa no momento do diagnéstico (1, 2, 4). Além disto, mesmo nos doentes que sao
submetidos a uma ressecao curativa, as taxas de recidiva permanecem elevadas, com uma
sobrevivéncia aos 5 anos apos ressec¢ao entre 0s 27-37% para 0s colangiocarcinomas distais
(4). Destas reduzidas taxas de sobrevivéncia, surgiu a necessidade de desenvolver e
implementar terapéuticas adjuvantes eficazes, tendo sido, pela primeira vez, em 2019,
publicada uma guideline com recomendac¢fes face a instituicAo de quimioterapia e de
guimiorradioterapia em contexto adjuvante no colangiocarcinoma (6). No entanto, apesar da
melhoria dos tempos de sobrevivéncia livre de doenca (SLD) e de sobrevivéncia global (SG)
com a instituicdo das referidas recomendacdes (7, 8), os beneficios da quimioterapia no
colangiocarcinoma sé&o limitados, em resultado dos inimeros mecanismos de resisténcia que

0s colangiocarcinomas apresentam (1). Em conjunto com a elevada incidéncia de reacbes
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adversas medicamentosas associada a quimioterapia, estas limitagbes tém motivado a

investigacao de novas modalidades terapéuticas.

Recentemente, novas modalidades terapéuticas tém emergido, em alguns casos, até
implementadas. No entanto, embora apresentem resultados promissores (1, 9-11), ainda ndo
fazem parte da realidade clinica da esmagadora maioria dos centros de tratamento do
colangiocarcinoma. A sua implementagéo esta dependente ndo sé da necessidade de um
maior nivel de evidéncia cientifica face a eficacia e seguranca da sua utilizacdo, mas também
da caracterizacdo de marcadores que permitam a avaliacdo da aplicabilidade destas
modalidades terapéuticas. Em contexto adjuvante, necessitamos de marcadores que, além
de avaliar a sua aplicabilidade, permitam aferir o prognostico, de modo a determinar quais os
doentes com maior risco de recidiva e gue mais beneficiariam de terapéutica adicional, apés
ressecao curativa. S8o particularmente importantes marcadores clinicos, como a incidéncia
de morbilidade po6s-operatéria (12), marcadores anatomopatolégicos, como o estado das
margens de ressec¢do, envolvimento ganglionar e invasao microvascular e perineural (13, 14)
e marcadores imuno-histoquimicos, como a expressdao de HER2 e a instabilidade de
microssatélites, pesquisados sistematicamente em j& varias outras neoplasias (15, 16) e
marcadores de cancer stem cells, mais recentemente verificados como sendo expressos

pelos colangiocarcinomas (10, 17).

O colangiocarcinoma distal, em particular, € um subtipo consideravelmente mal
caracterizado de colangiocarcinoma. Em resultado da sua reduzida incidéncia, &,
normalmente, estudado em conjunto com os colangiocarcinomas peri-hilares, formando o
conjunto conhecido por colangiocarcinomas extra-hepaticos, ou em conjunto com as restantes
neoplasias da cabeca do pancreas, pela sua localizagdo anatémica e abordagem cirargica
extremamente semelhantes (13). No entanto, cada vez mais so evidentes as diferencas entre
0s varios subtipos de colangiocarcinoma, mediante a sua localizacdo anatémica, no que €
respeitante aos seus padrdes histolégicos e mesmo perfis mutacionais (1, 2). Efetivamente,
0os colangiocarcinomas distais sdo, na sua maioria, adenocarcinomas mucinosos e
apresentam perfis genéticos que sédo, em alguns pontos, mais préximos dos adenocarcinomas
pancreaticos e colorretais mucinosos do que dos colangiocarcinomas intra-hepéticos
periféricos, que sdo, maioritariamente, ndo mucinosos (1, 17). O esclarecimento destas
diferencas € imperativo e passa pela caracterizagdo pormenorizada de cada subtipo de
colangiocarcinoma. Deste modo, a caracterizagdo do colangiocarcinoma distal € uma lacuna

cuja colmatacgdo é fundamental.

Assim sendo, o presente estudo tem por objetivo avaliar o valor progndstico de

marcadores clinicos e anatomopatoldgicos no colangiocarcinoma distal submetido a
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duodenopancreatectomia cefélica e, além disto, avaliar a expressdo de marcadores imuno-
histoquimicos. Deste modo, pretende-se contribuir para a caracterizagcdo do
colangiocarcinoma distal como subtipo individual de colangiocarcinoma e para a criacdo de
um racional de aplicabilidade de novas modalidades terapéuticas, dirigidas aos marcadores

imuno-histoquimicos em estudo, em contexto adjuvante.



Materiais e Métodos

Desenho do Estudo

O presente estudo foi realizado nos Servicos de Cirurgia A e de Anatomia Patolégica
do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC), ap6s aprovacdo da Comissao de
Etica e Conselho Administrativo do CHUC (CHUC-123-20). Trata-se de um estudo de coorte
retrospetivo que incidiu na coorte de doentes com diagnostico estabelecido de
colangiocarcinoma distal e submetidos a duodenopancreatectomia cefélica com intencao
curativa, entre janeiro de 2008 e dezembro de 2019, no CHUC, centro de referéncia Portugués

para o tratamento de colangiocarcinoma.
Selecdo da Amostra

Os doentes que integram a amostra foram selecionados a partir da consulta da base
de dados do Servi¢co de Anatomia Patolégica do CHUC. Esta base de dados incluiu todos os
doentes submetidos a duodenopancreatectomia ceféalica no CHUC desde 2008. Na amostra
do presente estudo, foram incluidos todos os doentes com um diagnéstico histopatoldgico
confirmado de colangiocarcinoma distal, submetidos a duodenopancreatectomia cefalica
entre janeiro de 2008 e dezembro de 2019. Todos os doentes com diagndsticos
histopatoldgicos distintos foram excluidos. Foram excluidos ainda doentes com dados

clinicos e / ou patolégicos incompletos.

Finda a selegdo, foi reunida, entdo, uma amostra de 37 doentes. Os doentes
apresentavam uma idade média de 69,19 anos (+9,92), sendo 14 (37,8%) dos doentes do
sexo feminino. 13 doentes (36,1%) tinham histéria pessoal de diabetes (tabela 1).

Tabela 1 — Caracterizacdo da Amostra

Idade (N=37) 69,19 (+9,92)2
Sexo (N=37)

-Feminino 14 (37,8)b
-Masculino 23 (62,2)b
Diabetes (N=36)

-Diabéticos 13 (36,1)°
-N&o Diabéticos 23 (63,9)b

aMédia (desvio padrdo); P Frequéncia absoluta (percentagem)



Colheita de Dados

Os dados clinicos foram colhidos dos ficheiros clinicos dos doentes, registando-se
informacgdes demogréficas (idade e sexo), histéria pessoal de diabetes e apresentacgéo clinica
(ictericia, dor abdominal, nauseas e vOmitos, perda ponderal, colangite pré-operatoria,
dilatag&o biliar e/ou do canal de Wirsung e realizacéo de drenagem biliar). Além destes, ainda
se colheram dados relativos a avaliacao pré-operatoria, tais como a classificacao de estado
fisico da American Society of Anesthesiologists (ASA) (18), niveis de marcadores tumorais
(CA 19-9 e CEA) no momento dos estudos diagnésticos, estudos analiticos pré-operatérios
(proteina C reativa (PCR), hemoglobina (Hb), leucocitos, plaguetas, albumina, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), bilirrubina
total e lactato desidrogenase (LDH)). Por fim, colheram-se dados perioperatérios, como a
ressecao de Orgdos adjacentes, culturas biliares (obtidas a partir de bilis colhida no decorrer
da intervencdo cirargica), duragédo do internamento, readmissfes apos a alta e complicacdes

pés-operatérias.
Intervencédo Cirargica

Todos os doentes foram submetidos a duodenopancreatectomia cefalica classica (sem
preservacdo do piloro), com uma reconstrucao de Child ou em Y de Roux, s6 se tendo
procedido a ressecdo de 6rgdos adjacentes em trés doentes (8,1%). A linfadenectomia foi
realizada sistematicamente em todos os doentes, mas sem um nimero minimo de ganglios
pré-estabelecido. A avaliacdo extemporanea das margens biliar e pancreatica foi realizada
sistematicamente em cada intervencéo cirargica, tendo a ressecédo sido alargada nos casos
em que se verificou envolvimento das margens. Todas as intervencdes cirdrgicas foram

realizadas por cirurgides hepatobiliopancreaticos experientes, no CHUC.
Complicacfes P6s-Operatoérias

As complicacdes poés-operatorias foram classificadas segundo a classificacdo de
Clavien-Dindo (19). As hemorragias pds-pancreatectomia e fistulas pancreaticas foram
classificadas de acordo com as classificacfes desenvolvidas para o efeito pelo International
Study Group of Pancreatic Surgery (ISGPS) (20, 21). Tendo em conta a atualizacdo mais
recentemente publicada pela ISGPS, respeitante a classificacdo das fistulas pancreéticas, na
qual as fistulas pancreéticas de grau A foram definidas como fistulas bioguimicas, apenas os
graus B e C foram considerados para efeitos de analise no presente estudo (21). As fistulas
biliares foram definidas pela presenca de drenagem biliar pelo dreno. A deiscéncia da
anastomose gastrojejunal foi definida imagiologicamente e/ou intraoperatoriamente. As

infecdes abdominais foram definidas pela presenca de drenagem purulenta pelo dreno e/ou
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por evidéncia imagiolégica, acompanhadas pela elevacdo de marcadores inflamatorios
analiticos (elevacdo da PCR e leucocitose). A mortalidade perioperatoria foi definida como
mortalidade nos 30 dias apds a intervencao cirurgica.

Avaliacdo Anatomopatolégica

Os dados relativos a avaliagdo anatomopatolégica foram recolhidos, apos consulta dos
relatérios histopatolégicos pré-existentes com reavaliacdo das laminas histopatolégicas (se
necessario), e incluiram o estado das margens de ressec¢do, grau de diferenciacao histolégica,
tamanho tumoral, nimero de ganglios linfaticos estudados, nimero de ganglios linfaticos
envolvidos (com célculo do racio ganglios linfaticos envolvidos/estudados), envolvimento
microvascular e perineural. Uma margem de ressecao positiva (R+) foi definida pela presenca
de células tumorais a um ou menos centimetros da margem de ressecdo. O grau de
diferenciagéo histologico foi classificado de acordo com o estipulado na classificagcdo da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS).

O estadiamento tumoral foi atualizado, nos casos em que tal se verificou necessario,

para a 82 classificagdo da American Joint Committee on Cancer (AJCC).

A avaliacdo imuno-histoquimica foi efetuada com recurso aos seguintes marcadores:
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, human epidermal growth factor receptor 2 (HER2), cluster of
differentiation 44 (CD44), aldehyde dehydrogenase 1 (ALDH1) e cluster of differentiation 56
(CD56).

A avaliacdo da instabilidade de microssatélites foi efetuada com a marcacao para
MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2. Em caso de manutencdo da expressao nuclear para todos os
marcadores, foi considerado que nao existia instabilidade de microssatélites. Em caso de
perda de expressdo para MLH1/PMS2 (em combinacdo), MSH2/MSH6 (em combinacgéao),
MSH6 ou PMS2 (isolados), seria considerada provavel mutagdo germinativa, e como tal,

instabilidade de microssatélites.

A expressao de CD44, ALDH1 e CD56 foi efetuada com inteng&o de dete¢céo de cancer
stem cells, tendo-se considerado que para expressédo destes marcadores em mais de 50%

das células tumorais, existia uma populacéo elevada de cancer stem cells.

A expressdo de HER2 foi avaliada de forma analoga & do carcinoma géstrico,
considerando-se como tendo expresséo significativa de HER2 todos os tumores com um
score de Ruschoff/Hofmann de +3, com um padréo de reatividade basolateral ou membranar

lateral forte e completa em 10% ou mais das células tumorais da peca cirurgica (15).
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As amostras foram observadas num microscopio 6tico — Nikon Eclipse 50i e as

imagens foram obtidas utilizando uma camara Nikon-Digital Sight DS-Fil.
Seguimento dos Doentes e Estabelecimento de Recidiva

Todos os doentes foram integrados hum programa de seguimento em consulta, com
monitoriza¢do dos niveis de marcadores tumorais e avaliagdo imagiolégica com tomografia
computorizada. Este seguimento foi realizado a cada 6 meses durante o primeiro ano apos a

intervencdo cirlrgica e anualmente dai em diante.

A recorréncia foi definida imagiologicamente, por tomografia computorizada (TC). Em
situacbes em que a avaliacdo imagiologica por TC se revelou duvidosa, recorreu-se a
tomografia por emissdo de positrbes com tomografia computorizada com 18F-FDG (PET/TC-
18F-FDG), ressonancia magnética (RM) e/ou avaliacdo histolégica. Apds estabelecimento de
um diagnéstico de recidiva, as decisdes referentes a gestao do doente, no que diz respeito a
terapéutica adicional e paliagéo, foram decididas em equipa multidisciplinar para cada caso

individual, de acordo com o state of the art.

O seguimento dos doentes, para fins do presente estudo, terminou em fevereiro de

2021, ou no momento da morte do doente.
Analise Estatistica

A andlise estatistica foi efetuada com recurso ao programa IBM SPSS versao 26.0
para o Windows (Armonk, NY: IBM Corp.), tendo-se definido significado estatistico para
p<0,05.

Os dados qualitativos foram expressos através da sua frequéncia absoluta e
percentagem e os dados quantitativos foram expressos através da média e desvio padrao, ou
através da mediana e amplitude interquartil, conforme apropriado, mediante as assimetrias na

distribuicao dos dados em cada variavel.

A analise da sobrevivéncia global e da sobrevivéncia livre de doencga foi realizada com
recurso as curvas de Kaplan-Meier, tendo sido os resultados comparados através do teste de

log-rank em analise univariada.

Procedeu-se, ainda, a andlise multivariada com recurso a regressdo de Cox para

hazards proporcionais.
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Resultados

Relativamente a apresentacdo clinica, 32 doentes (94,1%) apresentaram-se com
ictericia, 18 (52,9%) com dor abdominal, 12 (37,5%) com nduseas e/ou vomitos e 11 (35,5%)
com perda ponderal, como sintomas predominantes. Sete doentes (21,2%) desenvolveram
um quadro de colangite pré-operatéria. Constatou-se, ecograficamente e/ou com recurso a
tomografia computorizada abdominal, que 35 doentes (100,0%) apresentaram-se com
dilatacdo das vias biliares e cinco (15,6%) com dilatacdo do ducto de Wirsung. Em 18 doentes
(60,0%), foi colocada prétese para drenagem das vias biliares, tendo outros quatro doentes
(13,3%) sido submetidos a drenagem por colangiopancreatrografia retrégrada endoscépica
(CPRE), sem colocacdo de prétese, e outros dois doentes (6,7%) por colangiografia
percutanea transhepatica (CPT), também sem colocacdo de prétese. Em seis doentes

(20,0%), nao foi realizada drenagem biliar pré-operatéria (tabela 2).

No que diz respeito aos marcadores tumorais, os doentes apresentaram um CA 19-9
mediano de 74,50 U/L (16,00-307,75) e um CEA de 2,75 ng/mL (2,10-4,10). Quanto ao estudo
analitico realizado em contexto de avaliagdo pré-operatoria, os doentes apresentaram 0S
seguintes valores: PCR de 1,82 mg/dL (0,89-3,69), Hb de 11,85 g/dL (+1,59), leucécitos de
7,50 G/L (5,80-12,25), plaquetas de 277,54 G/L (+82,48), albuminemia de 3,29 g/dL (+0,68),
AST de 75,00 U/L (46,00-159,00), ALT de 82,00 U/L (58,00-130,00), FA de 263,50 U/L
(170,75-428,75), bilirrubina total de 8,71 mg/dL (x7,24) e LDH de 231,00 U/L (176,00-337,75).
Ainda em contexto de avaliacdo pré-operatdria, objetivou-se que trés doentes (8,3%)
apresentaram um score de ASA de |, 21 doentes (58,3%) um score de I, 11 doentes (30,6%)
um score de Il e um doente (2,8%) um score de IV (tabela 2).

Das culturas biliares, obtidas a partir da bilis colhida no decorrer da intervengéo
cirirgica, 10 doentes (27,0%) apresentaram uma cultura positiva, 12 doentes (32,4%)
apresentaram uma cultura negativa, sem isolamento de qualguer microorganismo, e em 15
doentes (40.5%) né&o foi realizada cultura biliar. Os doentes apresentaram uma duragéo meédia
do internamento de 21,96 dias (x13,79), tendo sete doentes (22,6%) sido readmitidos apés a
alta. Relativamente a complicacbes poés-operatérias, verificaram-se: infecdo da ferida
operatoria em seis doentes (16,7%), infecdo intra-abdominal em dois doentes (5,6%),
hemorragia pés-operatoria de grau B em um doente (2,8%) e de grau C em seis doentes
(16,7%), fistula pancreética de grau B em um doente (2,8%) e grau C em cinco doentes
(13,9%), fistula biliar em cinco doentes (13,9%), deiscéncia da anastomose gastrojejunal em
um doente (2,8%), tendo-se verificado complicagbes de outra natureza, tais como infecoes

nosocomiais, em 13 doentes (36,1%). Quanto a gravidade das referidas complica¢cbes, quatro
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Tabela 2 — Apresentacédo Pré-Operatéria e Caracterizacdo P6s-Operatdria

Apresentacao Clinica

-Ictericia (N=34) 32 (94,1)2
-Dor Abdominal (N=34) 18 (52,9)2
-Nauseas e/ou Vomitos (N=32) 12 (37,5)2
-Perda Ponderal (N=31) 11 (35,5)2
-Colangite Pré-Operat6ria (N=33) 7 (21,2)2
-Dilatagéo Biliar (N=35) 35 (100,0)2
-Dilatagdo Pancreatica (N=32) 5 (15,6)2
Drenagem Biliar (N=30)

-CPRE (sem proétese) 4 (13,3)2
-CPT (sem protese) 2 (6,7)2
-Colocada Protese 18 (60,0)2
-Néo Realizada 6 (20,0)2

Estudo Analitico

-PCR (mg/dL) (N=24)
-Hb (g/dL) (N=37)
-Leucécitos (G/L) (N= 37)
-Plaquetas (G/L) (N=37)
-Albumina (g/dL) (N=35)
-AST (U/L) (N=35)

-ALT (U/L) (N=37)

-FA (U/L) (N=36)
-Bilirrubina Total (mg/dL) (N=37)
-LDH (U/L) (N=34)

-CA 19-9 (U/L) (N=30)
-CEA (ng/mL) (N=30)

1,82 (0,89-3,69)b

11,85 (+1,59)°

7,50 (5,80-12,25)p
277,54 (+82,48)°

3,29 (0,68

75,00 (46,00-159,00)°
82,00 (58,00-130,00)°
263,50 (170,75-428,75)p
8,71 (+7,24)c

231,00 (176,00-337,75)P
74,50 (16,00-307,75)°
2,75 (2,10-4,10)

Score ASA (N=36)

i 3(8,3)

-1l 21 (58,3)2

-1 11 (30,6)2

-V 1(2,8)2
Cultura Biliar (N=37)

-Positiva 10 (27,0)2
-Negativa 12 (32,4)2
-N&o Realizada 15 (40,5)2
Duragéo do Internamento (N=26) 21,96 (£13,79)¢

a Frequéncia absoluta (percentagem);  Mediana (amplitude interquartil); ¢ Média (desvio padréo)



Tabela 2 — Apresentacdo Pré-Operatdria e Caracterizagdo Pos-Operatoria (continuacgao)

Readmissdo Hospitalar (N=36)

-Com Readmisséo 7 (22,6)2
-Sem Readmisséo 24 (77,4)2
Complicacdes Pds-Operatérias (N=36)
-Infecdo da Ferida Operat6ria 6 (16,7)2
-Infecéo Intra-Abdominal 2 (5,6)2
-Hemorragia P4s-Operatéria
-Grau A 0 (0,0)2
-Grau B 1(2,8)2
-Grau C 6 (16,7)
-Fistula Pancreética
-Grau B 1(2,8)2
-Grau C 5(13,9)2
-Fistula Biliar 5(13,9)2
-Deiscéncia da Anastomose Gastrojejunal 1(2,8)2
-Outras Complicactes 13 (36,1)2
Grau de Clavien-Dindo (N=36)
-l 4 (11,1)2
-1l 6 (16,7)2
-1l 5 (13,9)2
2V 4 (11,1)2
-V 6 (16,7)2
-Sem Complicagbes Pos-Operatdrias 11 (30,6)
Terapéutica Adjuvante (N=15)
-Realizada 9 (60,0)2
-Néo Realizada 6 (40,0)2

a Frequéncia absoluta (percentagem); P Mediana (amplitude interquartil); ¢ Média (desvio padrao)

doentes (11,1%) foram classificados como tendo um grau de Clavien-Dindo de I, seis doentes
(16,7%) com um grau ll, cinco doentes (13,9%) com um grau lll, quatro doentes (11,1%) com
um grau IV e seis doentes (16,7%) com um grau V, o que nos traduz um total de seis doentes
(16,7%) que morreram na sequéncia de complicacbes pds-operatorias, perfazendo a
totalidade da mortalidade perioperatéria. N&o se verificaram quaisquer complicagdes em 11
doentes (30,6%) (tabela 2).

Quanto a realizacdo de terapéutica adjuvante, dos 15 doentes para os quais foi

possivel recolher dados neste dominio, nove doentes (60,0%) foram submetidos a terapéutica
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adjuvante e seis doentes (40,0%) nado foram submetidos a qualquer modalidade de

terapéutica adjuvante (tabela 2).
Avaliacdo Anatomopatolégica e Imuno-histoquimica

Tendo em conta o estadiamento, definido pela AJCC, dois doentes (5,4%)
enquadraram-se no grupo |, 24 doentes (64,9%) no grupo Il, 11 doentes (29,7%) no grupo I,
com nenhum doente a enquadrar-se no grupo IV. Em termos de estadiamento pTNM, um
doente (2,7%) foi estadiados com um tumor T1, seis doentes (16,2%) com um tumor T2, 30
doentes (81,1%) com um tumor T3 e nenhum doente com um tumor T4. 21 doentes (56,8%)
tinham envolvimento ganglionar (N+) e 16 ndo revelaram qualquer ganglio estudado envolvido
(NO). Foram analisados, em média, 15,49 ( 7,22) ganglios linfaticos, dos quais uma mediana
de 1,00 (0,00-3,50) se verificaram envolvidos, perfazendo-se um racio de ganglios
envolvidos/estudados mediano de 0.08 (0,00-0,25). A avaliagdo da pega cirargica revelou que
a ressecgdo cirurgica foi completa (RO) em 19 doentes (51,4%), apresentando 18 doentes
(48,6%) uma ressecdo com margens positivas. Os tumores apresentaram um tamanho
mediano de 2,15 cm (1,50-2,55). Quanto ao grau de diferenciacdo histolégica, nove doentes
(29,0%) tinham tumores G1, 21 doentes (67,7%) tumores G2 e um doente (3,2%) um tumor
G3. 23 doentes (62,2%) apresentaram invasao microvascular e 30 doentes (81,1 %) invaséo
perineural (tabela 3).

A avaliagdo imuno-histoquimica demonstrou expressdo de CD44 por oito tumores
(34,8%) e de ALDH1 por seis tumores (26,1%), ndo tendo sido verificada a expressao de
HER2 e CD56 por nenhum tumor. Nao se verificou, igualmente, défice de expressdo das
proteinas do sistema de DNA Mismatch Repair (IMMR) (tabela 3) (Fig.1 e Fig. 2).

Tabela 3 — Caracterizacdo Anatomopatolégica e Imuno-histoquimica

Grupo de Estadiamento (N=37)

-l 2 (5,4%)2
-1l 24 (64,9%)2
-1l 11 (29,7%)2

vV 0 (0,0%)2
Estadiamento pT (N=37)

pT1 1 (2,7%)?

pT2 6 (16,296)2

T3 30 (81,1%)°
pT4 0 (0,0%)2

Ré&cio de Ganglios Envolvidos/Estudados (N=37) 0,08 (0,00-0,25)°

a Frequéncia absoluta (percentagem); P Mediana (amplitude interquartil)
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Tabela 3 — Caracterizagdo Anatomopatolégica e Imuno-histoquimica (continuagao)

Envolvimento Ganglionar (N=37)

-NO 16 (43,2%)2
-N+ 21 (56,8%)2
Estado das Margens (N=37)

-RO 19 (51,4%)2
-R+ 18 (48,6%)2
Tamanho Tumoral (cm) (N=32) 2,15 (1,50-2,55)°
Grau Histoldgico (N=31)

-G1 9 (29,0%)2
-G2 21 (67,7%)2
-G3 1 (3,2%)2
Invasdo Microvascular (N=37)

-Com Invasédo Microvascular 23 (62,2%)2
-Sem Invasao Microvascular 14 (37,8%)2

Invasao Perineural (N=37)
-Com Invaséo Perineural 30 (81,1 %)

-Sem Invaséo Perineural 7 (18,9%)2

Avaliacdo Imuno-histoquimica (Expressado do Marcador) (N=23)

-HER2 0 (0,0%)2
-Marcadores de Instabilidade de Microssatélites
-MLH1 23 (100,0%)2
-MSH2 23 (100,0%)a
-MSH6 23 (100,0%)2
-PMS2 23 (100,0%)2
-Marcadores de Cancer Stem Cells
-CD44 8 (34,8%)2
-ALDH1 6 (26,1%)?
-CD56 0 (0,0%)2

a Frequéncia absoluta (percentagem); ® Mediana (amplitude interquartil)

Fig. 1 — Avaliagcdo Imuno-histoquimica (CD44): A — Tumor sem expressdo imuno-histoquimica de
CD44 (40x); B — Tumor com expresséao imuno-histoquimica de CD44 (100x).

17



Fig. 2 — Avaliagcao Imuno-histoquimica (ALDH1): A — Tumor sem expressdo imuno-histoquimica de
ALDH1 (100x); B — Tumor com expresséo imuno-histoauimica de ALDH1 (40x).

Sobrevivéncia Global e Sobrevivéncia Livre de Doenca

Relativamente a SG, apos uma mediana de follow-up de 14+23,7 meses (0-116),
verificou-se que esta apresentou uma mediana de 16+2,8 meses (10,6-21,4), com 24,8% dos
doentes vivos ao final de 3 anos e 16,5% ao final de 5 anos. No que diz respeito a SLD, esta
revelou uma mediana de 14+5,2 meses (3,8-24,1) (Fig.3). Verificou-se recidiva tumoral em 15
(40,5%) dos doentes, tendo cinco doentes (13,5%) recidiva local, oito doentes (21,6%)
carcinomatose peritoneal, um doente (2,7%) recidiva ganglionar, nove doentes (24,3%)
metastizag&o hepética, quatro doentes (10,8%) metastizagdo pulmonar e dois doentes (5,4%)

metastizagéo 0ssea.

A Funcéo de Sobrevivéncia B  Funcéo de Sobrevivéncia
I Curva de Sobievivencia 1 Curva de Sobrevivéncia
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Fig. 3 — Curvas de Kaplan-Meier da sobrevivéncia global (A) e da sobrevivéncia livre de doenca
(B) da totalidade da amostra em estudo. SG, sobrevivéncia global; SLD, sobrevivéncia livre de
doenca.

Marcadores com Impacto na Sobrevivéncia Global e Sobrevivéncia Livre de Doencga

Em analise univariada, verificou-se que os seguintes fatores apresentaram impacto na
SG: ressecéao de Orgdos adjacentes (3,67 vs. 34,58 meses, p=0,010), grau de Clavien-Dindo
igual ou superior a lll (9,75 vs. 47,13 meses, p=0,003), hemorragia pos-operatéria de grau C
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(8,00 vs. 37,29 meses, p=0,030), fistula biliar (3,20 vs. 37,61 meses, p<0,001), margens de
ressecao positivas (13,72 vs. 52,10 meses, p=0,006), expressédo de CD44 (49,44 vs. 15,89
meses, p=0,032) e ALDH1 (7,67 vs. 36,39 meses, p=0,016) (tabela 4). Relativamente a SLD,
verificou-se que a hemorragia pos-operatoria de grau C (1,67 vs. 17,25 meses, p=0,042),

fistula pancreética de grau C (1,60 vs. 17,29 meses, p=0,022) e fistula gastrojejunal (2,00 vs.

16,90 meses, p=0,042) se associam a uma menor SLD (tabela 4).

Tabela 4 — Anéalise Univariada

Frequéncia Sobrevivéncia Sobrevivéncia
Absoluta (%) Global Livre de Doenca
) (P Value)? (P Value)?
Ressecao de Orgaos Adjacentes
(N=37)
-Sim 3(8,1) 0,010 0,100
-Nao 34 (91,9)
Grau de Clavien-Dindo (N=36)
< Grau lll 21 (58,3) 0,003 0,130
= Grau lll 15 (41,7)
Complicacbes Pés-Operatoérias
(N=36)
-Hemorragia P4s-Operatéria
<GrauC 30 (83,3) 0,030 0,042
>Grau C 6 (16,7)
-Fistula Pancreética
<GrauC 31 (96,1) 0,091 0,022
= Grau C 5(13,9)
-Fistula Biliar
-Sim 5(13,9) <0,001 0,342
-Nao 31(86,1)
-Deiscéncia da Anastomose
Gastrojejunal
-Sim 1(2,8) 0,598 0,042
-Nao 35 (97,2)
Estado das Margens (N=37)
-RO 19 (51,4%) 0,006 0,447
-R+ 18 (48,6%)
Marcadores de Cancer Stem Cells
(N=23)
-CDh44
-Expressa 8 (34,8) 0,032 0,596
-N&o expressa 15 (65,2)

a Teste de Log-Rank
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Tabela 4 — Anélise Univariada (continuagéo)

-ALDH1
-Expressa 6 (26,1) 0,016 0,715
-N&o expressa 17 (73,9)

a Teste de Log-Rank

Nenhum outro parametro apresentou impacto estatisticamente significativo na SG ou
na SLD (Anexo ).

Fatores de Prognéstico Independentes com Influéncia na Sobrevivéncia Global

A analise multivariada realizada confirmou que a incidéncia de complicacdes pos-
operatérias com um grau de Clavien-Dindo igual ou superior a lll (HR=6,64, [1,07;41,31],
p=0,042), margens de ressec¢do positivas (HR=5,81, [1,05;32,05] p=0,043), expressédo de
CD44 (HR=0,089, [0,01;0,82], p=0,033) e ALDH1 (HR=9,24, [1,14;74,76], p=0,037) se
estabelecem como fatores de progndstico independentes com influéncia na SG. A analise
multivariada confirmou também que, enquanto a incidéncia de complicagbes pds-operatorias
com um grau de Clavien-Dindo igual ou superior a lll, as margens de ressecao positivas e a
expressdao de ALDH1 pelos tumores tiveram um impacto negativo sobre o progndéstico,
associando-se a uma menor SG, a expressao de CD44 pelos tumores teve um impacto

positivo sobre o progndstico, associando-se a uma maior SG (tabela 5).

Tabela 5 — Analise Multivariada

HR?2 IC 95%" P Value®
Grau de Clavien-Dindo 2 1l 6,64 [1,07;41,31] 0,042
Hemorragia P6s-Operatéria Grau C 0,68 [0,06;7,64] 0,752
Fistula Biliar 4,67 [0,61;36,10] 0,139
Margens de Ressec¢do Positivas 5,81 [1,05;32,05] 0,043
Envolvimento Ganglionar 3,38 [0,61;18,45] 0,159
Invasdo Microvascular 7,49 [0,97;57,67] 0,053
Invaséo Perineural 0,234 [0,04;1,28] 0,093
Expresséo de CD44 0,089 [0,01;0,82] 0,033
Expresséo de ALDH1 9,24 [1,14;74,76] 0,037

aHazard Ratio; ° Intervalo de Confianca para o Hazard Ratio a 95%; ¢ Regressdo de Cox para Hazards

Proporcionais
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Discussao

O prognostico dos doentes com colangiocarcinoma distal, mesmo quando submetidos
a ressecao cirdrgica curativa, é reservado. Isto torna o estabelecimento de marcadores de
prognostico, que permitam o desenvolvimento de um racional de aplicabilidade de
terapéuticas adjuvantes, de extrema importancia. De facto, o presente estudo revelou uma
SG inferior a reportada pela maioria dos estudos, com uma SG mediana de 16+2,8 meses
(10,6-21,4) e uma SG mediana aos 5 anos de 16,55%. A meta-andlise de Yanming Zhou et
al.(13), publicada em 2015, reporta uma SG mediana de 33 meses e uma SG mediana aos 5
anos de 37%. Estudos mais recentes, centrados em populacdes ocidentais (3, 22), como 0
estudo de Marin Strijker et al. (3), publicado em 2019, reportam resultados mais proximos,
com uma SG mediana de 21,9 meses. Efetivamente, a idade mediana dos doentes do
presente estudo encontra-se mais préxima da reportada por Marin Strijker et al.(3) do que a
reportada por Yanming Zhou et al. (13). Além disto, no presente estudo, verificou-se uma
frequéncia de margens de ressecao positivas, invasdo microvascular e perineural superior &
constatada por Yanming Zhou et al. (13), cujo estudo em causa, inclusivamente, os estabelece

como tendo um impacto negativo no prognéstico dos doentes com colangiocarcinoma distal.

Por sua vez, no que toca a SLD, verificou-se uma mediana de 14+5,2 meses (3,8-
24,1), um panorama muito mais préximo do que se encontra presentemente reportado (23-
25). Com efeito, até os padrdes de recidiva que se constataram foram idénticos aos
atualmente descritos, com o figado como o local mais comum de metastizacdo a distancia,
seguindo-se a carcinomatose peritoneal e a metastizacdo pulmonar (23, 24). O Unico ponto
particularmente divergente da literatura no que diz respeito ao padrédo de metastizacdo é
referente a recidiva ganglionar, que se verificou somente num doente. Esta divergéncia, no
entanto, ndo se refletira numa reducgédo real na incidéncia de recidiva ganglionar, mas sim
numa auséncia de confirmacdo do envolvimento de ganglios linfaticos descritos como tendo
significado incerto na avaliagdo dos doentes e que nédo foram, portanto, estabelecidos como

casos de recidiva ganglionar efetiva.

No que diz respeito a mortalidade perioperatoria, composta exclusivamente por casos
de mortalidade subsequente a complicacdes poés-operatérias, constata-se que foi
consideravelmente superior & reportada na literatura (12, 13, 26). No entanto, assentando o
presente estudo numa amostra que ndo é composta por doentes consecutivos, o valor
percentual de mortalidade perioperatéria podera estar sujeito a um viés de sele¢do importante.
De facto, foi excluido do estudo um numero consideravel de doentes perdidos para follow-up
imediatamente apos a alta do internamento motivado pela intervencao cirlrgica em causa,

doentes estes que, ndo tendo morrido em internamento, terdo sobrevivido além dos 30 dias
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apos a intervencao. Este viés torna-se ainda mais evidente quando atentamos na morbilidade
pbds-operatoéria verificada, que se enquadrou inteiramente no que se encontra atualmente
reportado na literatura (12, 27, 28). Mais ainda, é de referir que a maioria destes casos de

mortalidade se verificarem em individuos com mais de 70 anos.

Em 8,1% dos doentes integrantes da amostra do presente estudo, foi necessario
proceder a ressec¢édo de 6rgaos adjacentes, fator este que, inclusivamente, revelou ter impacto
na SG. Este impacto foi também constatado por Laetitia Courtin-Tanguy et al. (29). Podera
ficar a dever-se ndo s6 ao facto de a ressecéo de 6rgaos adjacentes traduzir uma doenca de
base que é, por defeito, localmente mais avancada, mas também ao facto de a ressecao de
orgaos adjacentes implicar uma maior agressividade cirtrgica e morbilidade. Com efeito, dos
trés doentes em que se procedeu a resse¢do de orgéos adjacentes, dois apresentavam um
estadiamento T3, dois apresentavam margens de resse¢ao positivas, e todos apresentaram

complicacdes pos-operatdrias com grau de Clavien-Dindo igual ou superior a lll.

No que concerne a morbilidade p6s-operatdria, tal como foi ja referido, constatou-se
um cenario em plena concordancia com o que se reporta na literatura (12, 27, 28).
Inclusivamente, verificou-se que a incidéncia de complicacdes pds-operatdrias com grau de
Clavien-Dindo igual ou superior a lll, hemorragia pés-operatéria de grau C e fistula biliar
apresentaram impacto na SG, e que a incidéncia hemorragia pés-operatéria de grau C, fistula
pancreatica de grau C e de deiscéncia da anastomose gastrojejunal apresentaram impacto
na SLD. Além disto, a ocorréncia de complicagbes com grau de Clavien-Dindo igual ou
superior a lll foi estabelecida como fator independente com impacto na SG, em analise
multivariada. Com efeito, o impacto da morbilidade pds-operatéria no prognéstico a longo
prazo dos doentes com colangiocarcinoma ja foi verificada por outros autores, tais como
Stefano Andrianello et al. (12). Além de demonstrar uma maior incidéncia de complicacdes
pés-operatérias nos doentes submetidos a duodenopancreatectomia cefélica por
colangiocarcinoma distal, Stefano Andrianello et al. (12) constatou que a incidéncia de fistulas
pancreaticas apresentavam um impacto mais significativo na SG dos doentes com
colangiocarcinoma distal do que nos doentes com adenocarcinoma pancreatico. Stefan
Buettner et al. (28), por sua vez, demonstrou que as infe¢cdes da ferida operatoria e loca
cirirgica apresentam impacto negativo sobre a SLD, postulando uma base fisiopatologica
para este impacto. Com base em varios estudos que demonstram o papel fundamental do
sistema imunitério no colangiocarcinoma, mais concretamente, das populagées de linfécitos
intratumorais e mediadores inflamatdérios (30, 31), Stefan Buettner et al. (28) prop6e que as
infecbes da ferida operatoria e loca cirdrgica induzem alteracdes inflamatérias que facilitam o

desenvolvimento de doenga metastética. Efetivamente, ja em 2003, foi compilada por Coffey
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et al. (32) um conjunto de evidéncia que demonstra o impacto que a morbilidade cirdrgica,
associada a ressecao de tumores solidos, tem sobre a progressao de doencga residual. Coffey
et al. (32) realgca, em particular, o papel critico das células Natural Killer (NK), cuja atividade
anti-tumoral se verifica reduzida no periodo pés-operatério. Apesar de Coffey et al. (32) néo
incidir no colangiocarcinoma em particular, o papel das células NK no colangiocarcinoma tem
ja sido alvo de caracterizacdo e estudo. Foi ja verificado por Martin-Sierra et al. (33) que a
infiltracdo tumoral de células NK, CD8* e CD56" no colangiocarcinoma € inferior a que se
verifica no carcinoma hepatocelular, propondo que tal podera, em parte, explicar o pior

prognéstico do colangiocarcinoma em rela¢do ao do carcinoma hepatocelular.

A elegibilidade para instituicdo de terapéutica adjuvante é também condicionada pela
incidéncia de morbilidade pés-operatéria. Mais ainda, para a maioria dos doentes do presente
estudo, a decisdo de instituicdo de terapéutica adjuvante foi tomada em reunido de decisédo
multidisciplinar, ficando os esquemas terapéuticos e 0s préprios agentes a serem empregues
a decisdo da equipa, mediante cada caso individual. Isto, porque a evidéncia cientifica
disponivel, até entdo, ndo permitia um consenso quanto aos melhores regimes a instituir.
Somente em 2019, foi publicada, pela American Society of Clinical Oncology, uma guideline
para a instituicdo de terapéutica adjuvante nos tumores das vias biliares submetidos a
ressec¢do (6). Com base no ensaio clinico randomizado de fase Il BILCAP (7), passou-se a
recomendar um esquema de capecitabina aos doentes com tumores das vias biliares
submetidos a ressecdo curativa. Ja para os doentes com tumores das vias biliares com
margens de ressecdo microscopicamente invadidas, passou-se a recomendar, com base no
ensaio prospetivo de braco tnico SWOG0809 (8), um esquema de quimiorradioterapia. Assim
sendo, apesar de no presente estudo ndo se ter verificado impacto estatisticamente
significativo da instituicéo de terapéutica adjuvante na SG ou SLD, considerando o reduzido
namero de doentes para os quais foi possivel recolher dados face a sua instituicéo e a grande
variabilidade na escolha dos mesmos, este resultado estara, com certeza, sujeito a
enviesamento de selecéo, ndo refletindo o seu real impacto, constatado pela mais atual e

cada vez mais relevante evidéncia cientifica.

A respeito dos marcadores anatomopatologicos, varios estudos foram ja conduzidos
no sentido de avaliar o seu impacto prognéstico. Inclusivamente, foram j& publicadas duas
meta-andlises neste tema (13, 14). Deste modo, encontram-se j& estabelecidos e aceites pela
comunidade cientifica marcadores anatomopatol6gicos com impacto na SG dos doentes
submetidos a ressecéo curativa por colangiocarcinoma distal. De entre estes, destacam-se o
estado das margens de ressecado, a metastizacdo ganglionar e a invasao perineural e vascular

como os marcadores para 0s quais ha maior consenso e evidéncia do seu impacto prognéstico
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(13, 14, 25). O presente estudo, no entanto, apenas confirmou o estado das margens de
ressecao como tendo impacto na SG, tendo-se estabelecido como marcador de progndstico
independente, em andlise multivariada. Isto realca a importancia da realizacdo de exame
extemporaneo das margens de ressecdo, para garantir, com maior certeza, uma ressecao
completa. Nos doentes que integram a amostra do presente estudo, contudo, verificou-se uma
elevada incidéncia de margens positivas, o que podera dever-se, por exemplo, & maior
incidéncia de doenca localmente invasiva. Com efeito, dos 18 doentes que apresentaram
margens positivas, 17 apresentavam um estadiamento T3 ou superior. A auséncia de impacto
que se verificou para os restantes marcadores pode ser explicada, também, por varios
motivos. No que diz respeito ao envolvimento ganglionar, real¢a-se a grande variabilidade no
namero de ganglios recolhido em cada linfadenectomia e, consequentemente, estudado. O
racio de ganglios linfaticos envolvidos/estudados, no entanto, também n&o apresentou
impacto no prognostico, apesar de alguns estudos o estabelecerem como um marcador de
prognéstico mais fidedigno do que a contagem de ganglios linfaticos envolvidos, nao téao
dependente do numero total de ganglios excisados (34). Deste modo, no que concerne a
auséncia de impacto que se verificou para o envolvimento ganglionar, invasdo microvascular
e perineural, temos ainda a considerar o tamanho amostral como limitag&o importante para a

correta avaliagdo do seu verdadeiro impacto.

Além da avaliagdo do impacto prognéstico de marcadores clinicos e
anatomopatol6gicos, o presente estudo propds-se a avaliar a expressao e impacto na SG e
SLD de marcadores imuno-histoquimicos, recentemente identificados como potenciais alvos
de acdo terapéutica. Atualmente, a investigacdo de novas terapéuticas para o
colangiocarcinoma esta centrada em 3 grandes dominios: terapéuticas dirigidas a alvos
moleculares (1, 9), imunoterapia com immune checkpoint inhibitors (1, 11) e, mais
recentemente, terapéuticas dirigidas as cancer stem cells (10). Deste modo, procedeu-se a
pesquisa de instabilidade de microssatélites e expressdo de HER2 e dos CD44, ALDH1 e

CD56, marcadores de cancer stem cells.

A pesquisa conduzida, até ao momento, reporta que a prevaléncia de instabilidade de
microssatélites no colangiocarcinoma é reduzida, particularmente nos colangiocarcinomas
extra-hepéticos, para os quais a frequéncia de niveis elevados de instabilidade de
microssatélites estd na ordem dos 5% (35). No presente estudo, procedeu-se ndo a pesquisa
direta de instabilidade de microssatélites, mas sim a pesquisa de dMMR, marcador indireto
de instabilidade de microssatélites. Nao se tendo verificado dMMR em nenhum dos tumores
avaliados, conclui-se que, tal como reporta a literatura referente aos colangiocarcinomas

extra-hepaticos, também no colangiocarcinoma distal a prevaléncia de instabilidade de
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microssatélites sera reduzida. No entanto, apesar da reduzida prevaléncia de instabilidade de
microssatélites e dAMMR no colangiocarcinoma, a pesquisa sistematica da sua presenca &
cada vez mais consensual e recomendada (36). Estudos recentes mostram que tumores com
niveis elevados de instabilidade de microssatélites apresentam uma suscetibilidade
consideravel a imunoterapia com immune checkpoint inhibitors. Mais recentemente, 0 ensaio
clinico de fase Il KEYNOTE-158, que incluiu 22 doentes com colangiocarcinoma, demonstrou
0 beneficio do tratamento com Pembrolizumab, um anti-programmed death-1 immune
checkpoint inhibitor, em doentes com niveis elevados de instabilidade de microssatélites ou
dMMR (16).

Os resultados promissores das terapéuticas dirigidas ao HER2, em outros tumores,
levou a pesquisa da sua expressdo e impacto prognéstico no colangiocarcinoma (9). A
expressao de HER2, no entanto, revela-se rara (37). Com efeito, apesar de alguns estudos
mostrarem que a sua expressao, de entre os varios tipos de colangiocarcinoma, é mais
frequente nos colangiocarcinomas distais (37), no presente estudo, ndo se verificou a sua
expressao em nenhum dos tumores avaliados. Embora rara, o seu impacto negativo na
sobrevivéncia livre de doenca foi recentemente constatado por Caterina Vivaldi et al. (38)
defendendo o seu uso na estratificacdo do progndstico dos doentes com colangiocarcinoma.
O estudo da expressdo de HER2 e do seu impacto no progndstico nos doentes com
colangiocarcinoma permanece, mesmo assim, limitado, carecendo de coortes de maiores

dimensodes e maiores niveis de evidéncia.

De entre os marcadores imuno-histoquimicos estudados, os marcadores referentes as
cancer stem cells foram os que revelaram resultados mais promissores. Em 2015, Vincenzo
Cardinale et al. (17) demonstrou que as cancer stem cells compdem mais de 30% da massa
tumoral dos colangiocarcinomas, contrariamente a propor¢cdo mais reduzida verificada na
maioria dos tumores sélidos, que estd na ordem dos 3%. Estabeleceu, assim, os
colangiocarcinomas como “stem cell-based” (17). Desde entdo, verificou-se um crescente
interesse no estudo do papel das cancer stem cells no colangiocarcinoma, tendo-se ja reunido
um corpo de evidéncia consideravel (10). Atualmente, é, de facto, consensual o seu papel
basilar na oncogénese, comportamento biolégico e resisténcia terapéutica no
colangiocarcinoma (1, 2), que em muito se deve a enorme plasticidade tumoral e processos
de transicao epitélio-mesénquima para os quais as cancer stem cells contribuem (1, 10, 39).
No presente estudo, a analise imuno-histoquimica revelou, com efeito, sobre-expresséo de
CD44 e ALDH1 em, respetivamente, 34,8% e 26,1% dos tumores analisados. De facto, estes
marcadores revelaram-se fatores de progndstico independentes com impacto na SG. No que

diz respeito ao ALDH1, o presente estudo vem confirmar os resultados reportados por Ze-Yu
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Shuang et al. (40), que confirmou ndo s6 a importancia do ALDH1 como marcador funcional
de cancer stem cells no colangiocarcinoma, como também verificou que este se estabelecia
como marcador de prognéstico independente com impacto na SG. J& no que diz respeito ao
CD44, os resultados revelaram-se mais contraditorios face ao que se encontra presentemente
publicado. Apesar de a maioria dos estudos verificar um impacto negativo do CD44 na SG e
SLD (41-43), verificou-se que, na presente amostra, o CD44 apresentou um impacto positivo
sobre a SG, com uma hazard ratio de 0,089 [0,01;0,82]. Este impacto positivo sobre o
prognéstico, no entanto, podera dever-se ao facto de a maioria dos tumores que verificaram
expressao de CD44 serem localmente pouco invasivos, com uma estadiamento T2 ou inferior
e margens de ressecao livres em mais de metade dos casos. Relativamente ao CD56, ndo se
verificou a sua expressdo em qualquer um dos tumores avaliados. Apesar de ja ter sido
verificado, por Gutgemann et al. (44) que o CD56 podera representar um papel importante na
diferenciagéo entre lesdes biliares benignas e malignas, com uma clara associa¢gdo com as
lesBes biliares malignas, a evidéncia de que dispomos atualmente face ao papel do CD56 no
colangiocarcinoma é extremamente limitada, impondo-se a necessidade de investigacdes
futuras. Com efeito, os resultados que se reportam no presente estudo, no que diz respeito a
expressao de marcadores imuno-histoquimicos de cancer stem cells, vém precisamente
vincar a necessidade de estudos futuros, com coortes de maiores dimensdes e estratificacdo
da amostra de acordo com os varios subtipos de colangiocarcinoma, a fim de sedimentar o
papel dos presentes marcadores na caracterizacdo das populacdes de cancer stem cells de

cada subtipo de colangiocarcinoma e estabelecer o seu impacto prognadstico.

Por fim, é importante referir que os resultados e conclusdes do presente estudo
deverdo ser lidos a luz do seu reduzido tamanho da amostra e das limitagdes inerentes a

natureza retrospetiva do estudo, nomeadamente a potencial presenca de vieses de sele¢do.
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Conclusao

O colangiocarcinoma distal permanece uma neoplasia com um progndstico pouco

favoravel, mesmo apdés ressecao curativa com duodenopancreatectomia cefélica.

O presente estudo demonstrou que a incidéncia de complicagdes pds-operatorias com
grau de Clavien-Dindo igual ou superior a lll, a presenca de margens de ressecao positivas e
a expressdo de CD44 e ALDH1 se estabelecem como fatores independentes com impacto na
sobrevivéncia global dos doentes com colangiocarcinoma distal. Por este motivo, estes fatores
deverdo ser tidos em conta na avaliacdo e estratificacdo do progndéstico dos doentes,
podendo, eventualmente, contribuir para a criacdo de um racional de aplicabilidade de

terapéuticas adjuvantes.

Demonstrou-se, igualmente, a expresséo de CD44 e ALDH1 pelo colangiocarcinoma
distal, expondo a sua potencial importancia na caracterizagdo das populagdes de cancer stem

cells no colangiocarcinoma distal.
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Anexo 1 - Analise Univariada

Anexos

Frequéncia Sobrevivéncia | Sobrevivéncia
Absoluta (%) | Global Livre de
(P Value)? Doenca
(P Value)?
Idade (N=37)
< 65 Anos 12 (32,4) 0,704 0,160
> 65 Anos 25 (67,6)
Sexo (N=37)
-Feminino 14 (37,8) 0,564 0,267
-Masculino 23 (62,2)
Diabetes (N=36)
-Diabéticos 13 (36,1) 0,775 0,370
-Néao Diabéticos 23 (63,9)
Apresentacao Clinica
-Ictericia (N=34)
-Sim 32 (94,1) 0,059 0,584
-N&o 2 (5,9)
-Dor Abdominal (N=34)
-Sim 18 (52,9) 0,605 0,108
-N&o 16 (47,1)
-NAuseas e/ou Vémitos (N=32)
-Sim 12 (37,5) 0,352 0,705
-N&o 20 (62,5)
-Perda Ponderal (N=31)
-Sim 11 (35,5) 0,191 0,191
-N&o 20 (64,5)
-Colangite Pré-Operat6ria (N=33)
-Sim 7(21,2) 0,359 0,180
-Nao 26 (78,8)
-Dilatacao Biliar (N=35)
-Sim 35 (100,0) - -
-N&o 0 (0,0)
-Dilatagdo Pancreética (N=32)
-Sim 5 (15,6) 0,185 0,424
-Nao 27 (84,4)
Drenagem Biliar (N=30)
-Realizada 24 (80,0) 0,457 0,730
-N&o Realizada 6 (20,0)

@ Teste de Log-Rank
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Anexo 1 — Analise Univariada (continuacéo)

Estudo Analitico
-PCR (mg/dL) (N=24)
< 0,5 mg/dL
20,5 mg/dL
-Hb (g/dL) (N=37)
< 11,8 g/dL
> 11,8 g/dL
-Leucécitos (G/L) (N= 37)
<10,0G/L
=>10,0 G/L
-Plaquetas (G/L) (N=37)
<385 G/L
> 385 G/L
-Albumina (g/dL) (N=35)
<3,5¢g/dL
> 3,5 g/dL
-AST (U/L) (N=35)
<35 U/L
=35 U/L
-ALT (U/L) (N=37)
<45 U/L
=45 U/L
-FA (U/L) (N=36)
< 150 U/L
=150 U/L
-Bilirrubina Total (mg/dL) (N=37)
< 1,2 mg/dL
>1,2 mg/dL
-LDH (U/L) (N=34)
<220 U/L
=220 U/L
-CA 19-9 (U/L) (N=30)
<37 U/L
> 37 U/L
-CEA (ng/mL) (N=30)
< 5,4 ng/mL
25,4 ng/mL

4 (16,7)
20 (83,3)

18 (48,6)
19 (51,4)

24 (64,9)
13 (35,1)

32 (86,5)
5 (13,5)

22 (62,9)
13 (37,1)

6 (17,1)
29 (82,9)

6 (16,2)
31 (83,8)

6 (16,7)
30 (83,3)

7 (18,9)
30 (81,1)

15 (44,1)
19 (55,9)

13 (43,3)
17 (56,7)

25 (83,3)
5 (16,7)

0,334

0,901

0,683

0,901

0,747

0,197

0,331

0,974

0,430

0,889

0,097

0,745

0,443

0,113

0,092

0,130

0,335

0,818

0,651

0,912

0,210

0,669

0,583

0,906

@ Teste de Log-Rank
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Anexo 1 — Analise Univariada (continuacéo)

Score ASA (N=36)

<l 24 (66,7) 0,375 0,287
> lI 12 (33,3)
Ressecao de Orgédos Adjacentes
-Sim 3(8,1) 0,010 0,100
-Nao 34 (91,9)
Cultura Biliar (N=37)
-Positiva 10 (45,5) 0,615 0,496
-Negativa 12 (54,5)
Duracéo do Internamento (N=26)
<15 dias 11 (42,3%) 0,424 0,677
= 15 dias 15 (57,7%)
Readmissédo Hospitalar (N=36)
-Com Readmissao 7 (22,6) 0,422 0,727
-Sem Readmissao 24 (77,4)
Complicagcbes Pés-Operatorias
(N=36)
-Infecdo da Ferida Operatdria
-Sim 6 (16,7) 0,072 0,208
-Néo 30 (83,3)
-Infecéo Intra-Abdominal
-Sim 2 (5,6) 0,342 0,395
-N&o 34 (94,4)
-Hemorragia P4s-Operatéria
<GrauC 30 (83,3) 0,030 0,042
= Grau C 6 (16,7)
-Fistula Pancreética
<GrauC 31(96,1) 0,091 0,022
= Grau C 5(13,9)
-Fistula Biliar
-Sim 5 (13,9) <0,001 0,342
-N&o 31 (86,1)
-Deiscéncia da Anastomose
Gastrojejunal
-Sim 1(2,8) 0,598 0,042
-Nao 35(97,2)

a Teste de Log-Rank
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Anexo 1 — Anédlise Univariada (continuacéo)

-Outras Complicactes

-Sim 13 (36,1) 0,814 0,425
-N&o 23 (63,9)
Grau de Clavien-Dindo (N=36)
< Grau lll 21 (58,3) 0,003 0,130
= Grau lll 15 (41,7)
Terapéutica Adjuvante (N=15)
-Realizada 9 (60,0%) 0,062 0,930
-N&o Realizada 6 (40,0%)
Grupo de Estadiamento (N=37)
< Grau lll 26 (70,3) 0,223 0,081
= Grau lll 11 (29,7)
Estadiamento T (N=37)
<T3 7 (18,9) 0,080 0,222
>T3 30 (81,1)
Envolvimento Ganglionar (N=37)
-NO 16 (43,2%) 0,994 0,838
-N+ 21 (56,8%)
Réacio de Ganglios
Envolvidos/Estudados (N=37)
<0,2 24 (64,9) 0,548 0,336
>0,2 13 (35,1)
Estado das Margens (N=37)
-RO 19 (51,4%) 0,006 0,447
-R+ 18 (48,6%)
Tamanho Tumoral (cm) (N=32)
<3cm 26 (81,3) 0,143 0,587
=23 cm 6 (18,8)
Grau Histoldgico (N=31)
< Grau G2 9 (29,0) 0,334 0,443
2 Grau G2 22 (71,0)
Invasdo Microvascular (N=37)
-Com Invaséo Microvascular 23 (62,2%) 0,550 0,417
-Sem Invaséo Microvascular 14 (37,8%)
Invaséo Perineural (N=37)
-Com Invaséo Perineural 30 (81,1 %) 0,585 0,419

-Sem Invasao Perineural

7 (18,9%)

a Teste de Log-Rank
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Anexo 1 — Anédlise Univariada (continuacéo)

Avaliacdo Imunohistoquimica

(N=23)
-HER2
-Expressa

-N&o expressa

-Marcadores de Instabilidade de

Microssatélites

-MLH1

-Expressa

-N&o expressa
-MSH2

-Expressa

-N&o expressa
-MSH6

-Expressa

-N&o expressa
-PMS2

-Expressa

-N&o expressa

-Marcadores de Cancer Stem Cells

-CDh44
-Expressa
-N&o expressa
-ALDH1
-Expressa
-N&o expressa
-CD56
-Expressa

-N&o expressa

23 (100,0)
0 (0,0)

23 (100,0)
0 (0,0)

23 (100,0)
0 (0,0)

23 (100,0)
0 (0,0)

23 (100,0)

0 (0,0)

8 (34,8)

15 (65,2)

6 (26,1)
17 (73,9)

0 (0,0)
23 (100,0)

0,596

0,715
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