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RESUMO

O colangiocarcinoma (CCA) € um tumor maligno originado no epitélio dos ductos
biliares, tem mau prognoéstico e pouca resposta & quimioterapia. E considerado o
segundo cancer primario mais comum no figado. Com o aumento em sua incidéncia
associado a falta de tratamento eficaz, pesquisas tem sido realizadas para identificar
fatores que possam interferir no progndstico e descobrir novos alvos terapéuticos.
Estudos internacionais ja demonstraram que a expressao do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) é fator relacionado a pior progndstico no CCA,
porém os resultados ainda sdo controversos. O objetivo desse trabalho foi avaliar a
expressao do EGFR, por meio de imunohistoquimica, e verificar sua associacdo com
fatores prognésticos e a sobrevida dos pacientes. Foram coletados dados clinicos e
laboratoriais de pacientes com diagndstico de colangiocarcinoma no periodo de
2008 a 2015, e as pecgas de ressecgao cirurgica (n=30) ou bidpsias (n=11) desses
pacientes foram submetidas a exame histolégico e estudo imunohistoquimico para
avaliar a expressao do EGFR. Nao houve diferenga significativa na proporgéao entre
homens (n=22) e mulheres (n=19). A média de idade dos pacientes foi de 58 anos,
variando de 28 a 83 anos. Houve menor proporgao de tabagistas, etilistas e de
célculos biliares. A expressao do EGFR foi considerada positiva em 28,6% dos
casos e nao esteve associada a classificagdo anatbmica e nem a arquitetura
polipdide ou nao-polipdide. Entre os 17 casos de CCA polipoides, 5 (29,4%) foram
positivos para o EGFR e 12 (70,6%) foram negativos. A expressao do EGFR esteve
associada aos casos mais avangados (estadios Ill e IV) e a menor sobrevida dos
pacientes (média de 14,4 meses nos positivos para o EGFR e 41,8 meses nos
negativos). A sobrevida global foi de 30,5 meses e a sobrevida em 12, 24 e 36
meses foi de 78,3%, 48,9% e 21,1%, respectivamente. Outros fatores que se
associaram a menor sobrevida foram a localizagao intra-hepatica dos tumores e o
baixo nivel sérico de bilirrubina (0 a 4 mg/dL). Concluimos que a expressao do
EGFR nos colangiocarcinomas esteve associada a pior prognostico, mas serao
necessarios estudos multicéntricos com maior niumero de casos para confirmar tal

achado e avaliar a real importancia desse receptor como alvo terapéutico.

Palavras-chave: Colangiocarcinoma; Cancer do trato biliar; Receptor do fator de

crescimento epidérmico; Progndstico; Sobrevida.
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ABSTRACT

Cholangiocarcinoma is a malignant tumor originated in the epithelium of the bile
ducts. Is the second commonest primary hepatic cancer. It shows poor prognosis
and poor response to chemotherapy. Today, with the increase in incidence and the
lack of effective treatment, there is an increased interest of research centers to
identify factors that may influence the prognosis of patients and to find possible
targets for cancer treatment. The expression of epidermal growth factor receptor
(EGFR) in these tumors has proved as bad prognostic factor in some international
studies, but the results are still controversial. The aim of this study was to evaluate
the expression of EGFR in patients with CCA, and its association with prognostic
factors and survival. Clinical and laboratory data and surgical specimens, resection
(n = 30) or biopsy (n = 11), of patients with CCA were analyzed. EGFR expression
was assessed by immunohistochemistry. There was no significant difference in the
proportion of men (n = 22) and women (n = 19). The average age of patients was 58
years, ranging from 28 to 83 years. There was a lower proportion of smokers,
alcoholics and gallstones. Overexpression of EGFR has occurred in 28.6% of cases.
The EGFR expression was not associated with anatomical classification nor the
papillary architecture or non-papillary. Among 17 cases of papillary CCA, 5 (29.4%)
were positive for EGFR and 12 (70.6%) were negative. The EGFR expression was
associated with more advanced cases (stages Ill and 1V) and lower patient survival
(median 14.4 months in positive for EGFR and 41.8 months in the negative). Overall
survival was 30.5 months and survival at 12, 24 and 36 months was 78.3%, 48.9%
and 21.1%, respectively. Other factors that were associated with lower survival were
intrahepatic location of tumors and low serum bilirubin levels (0-4 mg / dL). In
conclusion, EGFR expression in cholangiocarcinoma was associated with worse
prognosis, but will be necessary multicentric studies with larger number of cases to
confirm this finding and to assess the real importance of this receptor as a

therapeutic target.

Keywords: Cholangiocarcinoma; Cancer of the biliary tract; Epidermal Growth Factor

Receptor; Prognosis; Survivorship.
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1 INTRODUGAO

O colangiocarcinoma (CCA) é a segunda neoplasia maligna primaria mais
frequente no figado e representa cerca de 3% de todos os canceres
gastrointestinais(1). Tem origem do epitélio dos ductos biliares intra ou extra-
hepaticos. Foi descrito pela primeira vez por Durand-Fardel em 1840 e pode ser
dividido de acordo com sua localizagao em: intra-hepaticos (CCAIH), peri-hilares
(tumores de Klatskin - CCAPH) e distais (CCAD)(2). Na histologia, geralmente, sao
adenocarcinomas e se apresentam com graus de diferenciacdo e fendtipos
variaveis(3). Alguns fatores de risco para os colangiocarcinomas ja foram
estabelecidos, como infec¢des parasitarias, colangite esclerosante primaria, cistos
dos ductos biliares, hepatolitiase e algumas toxinas. Outros potenciais fatores de
risco incluem doenca inflamatéria intestinal, virus da hepatite B e C, cirrose hepatica,
diabetes mellitus, obesidade, alcoolismo, tabagismo e mutagdes genéticas(4). A
incidéncia do CCA vem crescendo nos ultimos anos, principalmente, na América do
Sul e Asia. O numero de casos novos diagnosticados por ano, chega a 16.000 no
Japao e 5.000 na América(5).

Uma maior atengao tem sido dedicada ao CCA, devido ao mau prognéstico,
somado a pouca eficacia das modalidades terapéuticas, especialmente, para
pacientes com doenga avancgada(6). O estadiamento, tamanho e grau de
diferenciagcao do tumor, margens de ressecgao e invasao angiolinfatica e perineural
tem sido descritos como fatores prognésticos(7). Entre os fatores que contribuem
para 0 mau prognostico, destaca-se o diagndstico em fase avangada da doencga, que
diminui a chance de cura pelo tratamento cirdrgico(8). Mais de 50% dos casos sao

diagnosticados em fase avancada, levando a uma sobrevida média geral de,
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aproximadamente, 7 a 8 meses(9). Pacientes que sdo submetidos a ressecgao
cirargica apresentam melhor progndstico, com indice de sobrevida em 5 anos em
torno de 30% e sobrevida média de 30 meses(7, 10).

O tipo histolégico do CCA também pode influenciar no progndstico. Dois tipos
de colangiocarcinomas s&o, atualmente descritos, os de crescimento intraepitelial e
os de crescimento intraductal, sendo que esses ultimos sdo menos comuns e
apresentam  prognéstico mais favoravel. As neoplasias intraductais
macroscopicamente podem ter crescimento exofitico ou polipbéide, e tém padrao
predominantemente papilifero no exame histolégico, podendo também apresentar
padrao tubular(11).

A quimioterapia é largamente utilizada, mas com baixas taxas de resposta,
sendo dificil a realizagdo de ensaios clinicos randomizados e controlados devido a
baixa incidéncia desses tumores e pequena quantidade de pacientes em um unico
centro. A identificacdo de grupos de pacientes com subtipos mais agressivos e com
risco de menor sobrevida poderia contribuir para o desenvolvimento de opc¢des
terapéuticas mais eficazes.

Alguns inibidores de fator de crescimento epidérmico (EGF), anticorpos e
outras moléculas, como o erlotinib, gefitinib, cetuximab, panitumumab, trastuzumab
e lapatinib, vem sendo utilizados no tratamento dos canceres colorretais, de mama,
pulméo e de cabeca e pescog¢o, com resultados promissores, tendo como alvo o
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) ou do receptor do fator de
crescimento epidérmico humano 2 (HER 2)(9).

O EGFR é um receptor tirosina quinase da membrana celular codificado por
proto-oncogenes. Diferentes ligantes como o fator de crescimento epidérmico (EGF),
fator de crescimento de ligacdo a heparina (HB-EGF) e a anfirregulina, se acoplam

nos dominios extracelulares desses receptores e iniciam uma cascata de sinalizacao
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intracelular, que leva ao aumento do potencial de proliferacdo celular, de
angiogénese, resisténcia a apoptose e migragao (Figura 1), decorrente da ativagao
da transi¢ao epitélio-mesenquimal. Embora a transi¢ao epitélio-mesenquimal seja
essencial para a embriogénese normal e para processos de cicatrizagdo, sua
desregulagcédo pode induzir células cancerigenas a desenvolverem metastases. Ela
pode ser induzida por processos moleculares distintos, sendo um deles a ativacao
de receptores celulares, como o EGFR. No cancer de mama, ja foi mostrado que a
ativacdo do EGFR altera a expressao da E-caderina e da vimentina. A ativagao do
EGFR suprime a expressao da E-caderina, e, como consequéncia, as células
mudam do fendtipo epitelial para o mesenquimal. As cascatas de sinalizacido mais
comuns ativadas pelo EGFR sao PI3K/Akt, Ras/Raf/Mek e DAG/IP3 e sinalizacéo
CaM, que afetam o ciclo de progressdo celular, capacidade de apoptose,

angiogénese e motilidade tumoral(31, 32).
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Figura 1. Terapia-alvo em colangiocarcinoma. Chin J Cancer Res 2015(5).
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A superexpressdo do EGFR em células tumorais esteve relacionada a pior
prognostico em alguns estudos e € encontrada em até 80% dos colangiocarcinomas,
fazendo com que esse receptor seja um potencial alvo terapéutico nos portadores
desse tipo de neoplasia(12-14).

No presente trabalho analisou-se, por meio de imuno-histoquimica, a
expressdo do EGFR em pecgas de ressecgao cirurgica ou bidpsias de pacientes com

colangiocarcinoma.
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2 RELEVANCIA

Apesar do progresso no entendimento da fisiopatologia dos
colangiocarcinomas nos ultimos anos, esse conhecimento nao refletiu em melhora
significativa na sobrevida dos pacientes, principalmente, nos casos de tumores
irressecaveis(15).

O estudo da biologia molecular dos CCA, com identificagdo de potenciais
alvos para o tratamento quimioterapico, € essencial para tornar possivel a selecéo
de pacientes que poderiam se beneficiar do tratamento com farmacos especificos.

Além disso, ainda ndo existem estudos sobre a expressdo do EGFR em CCA
na populagdo brasileira. E importante sabermos se em nossa populagdo o
comportamento biolégico desses tumores é semelhante ao de outros paises, nos

quais ja foram melhor estudados.
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3 OBJETIVO

Avaliar o grau de expressdo imuno-histoquimica do EGFR em

colangiocarcinomas e verificar seu impacto na sobrevida dos pacientes.
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4 METODO

4.1 Aspectos éticos

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (COEP - UFMG). O numero de referéncia do projeto é:

CAAE - 37156714.6.0000.5149 (Anexo 5).

4.2 Pacientes

Foram selecionados todos os pacientes com diagndstico histolégico de
colangiocarcinoma, que foram submetidos a tratamento cirurgico no Servigo de
Cirurgia do Figado, Vias biliares, Pancreas e Bacgo, do Instituto Alfa de
Gastroenterologia (IAG) do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (HC-UFMG), no periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2015, gerando

um total de 41 pacientes, sendo 19 homens e 22 mulheres.

4.3 Coleta dos dados clinicos

Foi realizada coleta retrospectiva entre 2008 e 2010. A partir de 2010 a coleta
foi prospectiva conforme protocolo de pesquisa do Servico. Foram coletados os
seguintes dados dos prontuarios dos pacientes: sexo, idade, histéria pregressa,
histéria de tabagismo ou etilismo, presenga de calculos biliares, historia familiar para
neoplasia, tipo histolégico, estadiamento dos tumores e sobrevida apds o

tratamento. Os dados referentes a sobrevida foram obtidos pela consulta nos
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prontuarios ou por contato telefénico com os familiares, quando as consultas foram
interrompidas sem notificagao do obito .

Foram coletados dados referentes aos exames laboratoriais (bilirrubinas,
Ca19.9 e CEA). A classificagdao quanto a localizagdo anatémica dos tumores e o
estadiamento foram baseados na descricdo dos estudos radioldgicos (Tomografia
Computadorizada, Ressonancia Magnética e/ou Colangiopancreatografia por
Ressonancia Magnética) associados aos achados da descrigdo cirurgica e estudo
anatomopatolégico. As laminas, coradas em hematoxilina e eosina, foram revisadas
para obter-se a classificagdo histolégica (Tipo de crescimento) em polipdide e nao
polipdide. A classificagdo e estadiamento seguiram o padrdo TNM da AJCC/UICC
(American Joint Cancer Committee/Union for International Cancer Control — 72
edicao)(16, 17). A classificagdo TNM, detalhada de acordo com a classificagao

anatdémica, pode ser vista nos anexos 1, 2 e 3.

4.4 Amostras

As amostras de tecido foram obtidas de pecas de ressecgao cirurgica ou de
biépsias cirurgicas de colangiocarcinomas, processadas no Servico de Anatomia
Patolégica do HC-UFMG. Amostras de cancer de vesicula biliar e da ampola
hepatopancreatica (de Vater) ndo foram incluidas nesse estudo. Todas as amostras
foram fixadas em formaldeido a 10%, embebidas em parafina, cortadas em
fragmentos com espessura de 4 micrdmetros e coradas com hematoxilina e eosina
(HE).

Por apresentarem material insuficiente para analise, dos 41 pacientes com
CCA, seis casos, nos quais as bidopsias foram obtidas de metastases, tiveram que

ser excluidos da analise imuno-histoquimica, que foi realizada em 35 casos. Em
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todos esses pacientes, a analise histolégica e imuno-histoquimica foi realizada em
tecido representativo do sitio primario do tumor, constituidos por 30 pecas de

ressecgao cirurgica e 5 bidpsias.

4.5 Imuno-histoquimica

4.5.1 Preparacao das laminas

As laminas foram, inicialmente, processadas com pepsina e acido cloridrico a
37 °C por 30 minutos para a recuperagao antigénica e, apos, foi feito o bloqueio da
peroxidase enddgena e o de proteinas. Em seguida, foi realizada a incubagdo com
o anticorpo primario (EGFR - clone 3G7 — Invitrogen — diluigdo 1:100) por 16 a 18
horas (incubacao overnight).

Em seguida, o anticorpo foi retirado, colocado o polimero e as laminas foram
incubadas em cadmara umida por 30 minutos, a temperatura ambiente. Feita a
retirada do polimero, prosseguiu-se com a adigdo do cromégeno DAB, que foi
retirado apds ocorrida a reagdo. Quando a reacao foi positiva, observou-se
coloracdo marrom no sitio do antigeno. Em seguida, fez-se contra-coloragdo em HE
e montagem das laminas com meio transparente. O protocolo detalhado da imuno-

histoquimica pode ser visto no anexo 4.

4.5.2 Analise imuno-histoquimica

Todas as laminas foram avaliadas por um patologista com experiéncia em
analise imuno-histoquimica, sem conhecimento prévio das informagdes clinicas e

patolégicas dos pacientes.
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A intensidade da expressdo do EGFR foi definida conforme escore
previamente descrito, baseado no trabalho de Yoshikawa et al (17):
= 0 :sem marcagdo da membrana celular ou marcagdo da membrana em 10%
ou menos das células tumorais;
*» 1+ : marcagao fraca e parcial da membrana em mais de 10% das células
tumorais;
» 2+ : marcagdo moderada e completa da membrana em mais de 10% das
células tumorais;
» 3+ : marcagado forte e membrana completa em mais de 10% das células
tumorais.
Nos casos com intensidade variavel, a intensidade predominante foi
selecionada para o escore final. Escores 2+ e 3+ foram definidos como positivos

para expressao da proteina(18).

4.6 Analises estatisticas

A analise descritiva dos dados foi feita por meio de medidas de tendéncia
central, dispersdo e amplitude para variaveis continuas, quais sejam: média e desvio
padrao; mediana (percentil 50) e intervalo interquartilico (percentis 25 e 75); valores
minimo e maximo. A analise descritiva para as variaveis categéricas foi feita por
meio de distribuicdo das frequéncias absolutas e relativas em cada categoria.

Ainda na analise descritiva, com a finalidade de testar a homogeneidade nas
categorias de cada variavel estudada, foi efetuado um teste de Qui-quadrado (n>4)
ou teste exato de Fisher (n<5), considerando a existéncia de igualdade nas
categorias das variaveis como hipétese nula (Ho). Assim, para variaveis com duas

categorias, a hipétese nula considerada foi que haveria proporgao (pr) igual a 50%
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em cada categoria (Ho: pr=0,5); para trés categorias, Ho: pr=0,33; para quatro
categorias, Ho: pr=0,25.

Para comparar a distribuicdo das categorias das variaveis de estudo segundo
niveis de EGFR (negativo e positivo) foi feito o teste t de Student para as variaveis
continuas, com distribuicdo gaussiana, e o teste do Qui-quadrado para as variaveis
categoricas (n>4) ou teste de Fisher (n<5).

A analise de sobrevida teve como variavel dependente a ocorréncia de obito
em relagao ao tempo, o qual foi mensurado em meses. Foram excluidos os casos de
Obitos de pacientes ocorridos em até 30 dias do pds-operatério. Constituiram-se
curvas de sobrevida para as variaveis pelo método de Kaplan-Meier; na comparacéao
entre grupos para cada variavel, utilizou-se o teste Logrank e o teste de Wilcoxon.
Foram obtidos, ainda, para os pacientes em geral e por categorias: tempo médio de
sobrevivéncia média com o respectivo intervalo de 95% de confianga; o tempo
mediano de sobrevivéncia e respectivo intervalo interquartilico; e sobrevida
(percentual de sobreviventes) aos 12, 24 e 36 meses. Foram obtidos a densidade de
incidéncia do o6bito (taxa instantdnea de mortalidade), geral, e por categorias das
variaveis de interesse.

Em todas as andlises, o nivel de significancia considerado foi de 5% (p<0,05).
No caso das analises segundo EGFR, apenas variaveis com completitude superior a
70% foram analisadas. Em se tratando das analises de sobrevida, apenas
resultados cujas diferengas entre curvas de Kaplan Meier foram significativas foram

mostradas.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais

A Tabela 1 mostra as caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais
dos pacientes com CCA. Nao houve diferenga significativa na proporgao entre
homens (n=22) e mulheres (n=19). A idade média dos pacientes foi de 58 anos,
variando de 28 a 83 anos. Houve menor proporgao de tabagistas, de etilistas e de
presenca de calculos biliares.

Trinta pacientes foram submetidos a ressecg¢do cirdrgica com intengéao
curativa e os outros onze foram submetidos a cirurgia paliativa ou apenas bidpsia.
Foram realizadas 8 (26,66%) hepatectomias direitas, 2 (6,66%) trissegmentectomias
direitas e 9 (30%) hepatectomias esquerdas, associadas a ressecgao do segmento
um, 4 (13,33%) bissegmentectomias (trés incluindo os segmentos 2 e 3 e uma dos
segmentos 6 e 7). Foram realizadas ainda, 6 (20%) duodenopancreactectomias e
uma (3,33%) ressecc¢ao isolada da via biliar extra-hepatica.

A Tabela 2 mostra as caracteristicas anatomoclinicas dos CCA. De um total
de 41 casos de colangiocarcinomas, 11 (26,8%) eram intra-hepaticos, 22 (53,7%)
peri-hilares e 8 (19,5%) distais. Em relacdo ao estadiamento TNM, T igual a um foi
significativamente inferior a 25% e T igual a quatro foi superior a 25%. Ao iniciarem
o tratamento, 5 (12,2%) pacientes estavam com doenga no estadio |, 11 (26,8%) no
estadio I, 8 (19,5%) no estadio lll e 17 (41,5%) no estadio IV. Entre esses, 17 eram
polipdides e 18 n&o-polipdides. Margens cirurgicas livres de neoplasia foram
observadas em 17 (56,7%) pacientes. Linfonodos positivos foram identificados em
10 (33,3%) pacientes. O EGFR foi positivo em 10 (28,6%) e negativo em 25

(71,4%) pacientes.
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Tabela 1. Frequéncias absolutas e relativas das caracteristicas demograficas,

com

clinicas, marcadores biolégicos e oncolégicos dos pacientes
colangiocarcinoma.
Variaveis Total Valores de p
(n=41)
Idade
Média (DP) 58,8 (12,6) NA
Mediana (11Q) 59 (52; 68)
Minimo; Maximo 28; 83
Género (n; %)
Masculino 22 (53,7) 0,755
Feminino 19 (46,3)
Tabagismo (n; %)
Nao 26 (72,2) 0,008
Sim 10 (27,8)
Etilismo (n; %)
Nao 30 (83,3) <0,001
Sim 6 (16,7)
Comorbidades (n; %)
Nao 21 (56,8) 0,511
Sim 16 (46,2)
Medicamentos (n; %)
Nao 7 (38,9) 0,481
Sim 11 (61,1)
Histéria familiar para cancer (n; %)
Nao 17 (58,6) 0,353
Sim 12 (41,4)
Calculos biliares (n; %)
Nao 29 (80,6) <0,001
Sim 7 (19,4)
CA 19.9 U/mL
Média (DP) 666,4 (1232,7)
Mediana (11Q) 113 (12; 931) NA
Minimo; Maximo 1,4; 5430
CEA ng/mL
Média (DP) 2,7 (1,8)
Mediana (11Q) 2,6 (1,3; 3,5) NA
Minimo; Maximo 0,5; 8,0
Bilirrubina mg/dL
Média (DP) 6,7 (6,6)
Mediana (11Q) 5,0 (0,6; 10,1) NA
Minimo; Maximo 0,2; 23,5
Bilirrubina mg/dL
0a4 mg/dL 16 (47,1) 0,089
4a10 mg/dL 9 (26,5) 0,398
= 10 mg/dL 9 (26,5) 0,398
CA199 > 37 (n; %)
Nao 9 (34,6) 0,168
Sim 17 (65,4)
Tratamento (n; %)
Paliativo 11 (26,8) 0,004
Ressecgao 30 (73,2)

Notas: as somas nas categorias das variaveis sao diferentes devido a ocorréncia de valores

n&do encontrados (missing), NA: ndo se aplica.
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Tabela 2. Frequéncias absolutas e relativas das caracteristicas anatomoclinicas dos
colangiocarcinomas.

Variaveis Total Valores de p
(n=41)

Classificagao Anatdémica (n; %)

Intra-hepatico 11 (26,8) 0,069

Peri-hilar 22 (53,7) 0,078

Distal 8 (19,5) 0,062

T (n; %)

1 4 (9,8) 0,024

2 14 (34,2) 0,176

3 4 (9,8) 0,024

4 19 (46,3) 0,002

Estadiamento (n; %)

I 5(12,2) 0,058

I 11 (26,8) 0,790

11 8 (19,5) 0,416

v 17 (41,5) <0,015

T<3(n; %)

1e2 18 (43,9) 0,532

3e4d 23 (56,1)

Estadiamento < 3 (n; %)

lell 16 (39,0) 0,211

lelv 25 (61,0)

Margens (n; %)

Negativas 17 (56,7) 0,585

Positivas 13 (43,3)

Tipo de crescimento (n; %)

Polipoide 17 (48,6) 0,856

N&ao-polipéide 18 (51,4)

N (n; %)

Negativos 20 (66,7) 0,067

Positivos 10 (33,3)

EGFR (n; %)

Negativo 25 (71,4) 0,017

Positivo 10 (28,6)

Notas: as somas nas categorias das variaveis sao diferentes devido a ocorréncia de valores

nao encontrados (missing)
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5.2 Expressao do EGFR pela imuno-histoquimica

Houve expressdo significativa do EGFR em 10 (28,6%) dos 35
colangiocarcinomas, sendo escore 3 em oito pacientes (Figuras 2, 3) e escore 2 em
dois pacientes (Figura 4). Em 25 pacientes (71,4%) a expressdo do EGFR foi
negativa, sendo escore 1 em cinco pacientes (Figura 5) e escore zero em 20
pacientes (Figura 6). A figura 7 mostra, em conjunto, as intensidades e escores

atribuidos aos CCA.
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Figura 2. Imuno-histoquimica para o EGFR em CCA intra-hepatico nodular. (a)
Coloragdo pela HE mostrando proliferagdo intensa dos ductos. (b) Expressao
uniforme do EGFR em mais de 50% do tumor. (¢, d) Detalhes da expressdo do
EGFR que é forte e com membrana completa, escore 3.
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Figura 3. Imuno-histoquimica para o EGFR em CCA intra-hepatico polipdide. (a)
Coloragdo pela HE mostrando crescimento intraductal do tumor com arquitetura
papilifera. (b, ¢) Expressdo membranar difusa do EGFR em mais de 50% do tumor.
(d) Expresséo forte, membrana completa do EGFR, escore 3.
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Figura 4. Imuno-histoquimica para o EGFR em CCA no colédoco distal. (a)
Coloragdo pela HE mostrando crescimento exofitico polipéide com arquitetura
papilifera. (b) Expressdo difusa em mais de 50% do tumor, de intensidade
moderada. (c) Detalhe de uma papila na qual observa-se um eixo central e células
cilindricas com nucleos alongados e hipercromaticos dispostos em fila na regiao
basal da célula, o citoplasma é abundante e rico em mucina (HE). (d) Moderada
expressado do EGFR, membrana completa, escore 2.
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Figura 5. (a) Imuno-histoquimica para o EGFR em CCA peri-hilar. (a) Fraca
expressdao em mais de 50% do tumor. (b, ¢) Areas tubulopapiliferas com fraca
expressao do EGFR. (d) Membrana incompleta, escore 1.
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Figura 6. Imuno-histoquimica para o EGFR em CCA distal. (a) Coloragao pela HE
mostrando lesdo ocupando o lumen do ducto. Observar a parede do ducto e tecido
pancreatico. (b) Expressdo negativa de EGFR em 100% do tumor. (c¢) Detalhe da
arquitetura papilifera (HE). (d) Expressao negativa do EGFR, escore zero.



~ MODERADO

NEGATIVO

Figura 7. Intensidade de expressdao do EGFR em CCA. Cortes corados pela
HE a esquerda (a,c,e,g) e imuno-histoquimica para o EGFR a direita (b,d,f,h).
(b) Membrana completa, forte, escore 3. (d) Membrana completa, moderada,
escore 2. (f) Membrana incompleta, fraco, escore 1. (h) Negativo, escore
zero.

36
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5.3 Expressao do EGFR em relacdo as  variaveis
clinicopatoloégicas

A tabela 3 mostra a expressao do EGFR em relacao as variaveis de interesse
em 35 casos de colangiocarcinoma. As caracteristicas clinicas dos pacientes que
tiveram maior associacdo com a expressao positiva foram sexo feminino (p = 0,06) e
auséncia de comorbidades (p = 0,07) .

Em relacdo ao CCA, a expressdao de EGFR nao esteve associada a
classificagao anatémica intra-hepatica (Figuras 8 e 9), peri-hilar (Figura 10) ou extra-
hepatica (Figura 11), nem ao tipo de crescimento polipdide (Figuras 9 e 11) ou nao-
polipdide (Figuras 8 e 10). Entre os 17 casos de colangicarcinomas polipdides, 5
(29,4%) foram positivos para o EGFR e 12 (70,6%) foram negativos. Entre os casos
polipdides, 5 eram papilomatose e, desses, quatro eram negativos € um positivo
para EGFR. Quanto ao estadimaneto TNM, aqueles com CCA em estadios mais
avancgados lll e IV tiveram maior expressdo do EGFR (p = 0,071). O Acometimento

linfonodal (Figura 11 d) ndo esteve associado a expressao desse biomarcador.



Tabela 3. Expressdo do EGFR em relagao as variaveis clinicopatoldgicas.

EGFR Total Valor p

Variaveis

Negativo Positivo

(n=25; 71,4%) (n=10; 28,6%) 35(100,0) 0,017
Idade (média; DP) (n=35) 59,5 (12,6) 56,2 (13,7) 0,496
Género (n; %)
Masculino 15 (88,2) 2(11,8) 17 (100,0) 0,060
Feminino 10 (55,6) 8 (44,4) 18 (100,0)
Tabagismo (n; %)
Nao 14 (63,6) 8 (36,4) 22 (100,0) 0,440
Sim 8 (80,0) 2 (20,0) 10 (100,0)
Etilismo (n; %)
Nao 17 (65,4) 9 (34,6) 26 (100,0) 0,637
Sim 5(83,3) 1(16,7) 6 (100,0)
Comorbidades (n; %)
Nao 10 (55,5) 8 (44,5) 18 (100,0) 0,070
Sim 13 (86,7) 2(13,3) 15 (100,0)
Histéria familiar (n; %)
Nao 10 (71,4) 4 (28,6) 14 (100,0) 0,683
Sim 7 (58,3) 5(41,7) 12 (100,0)
Calculos (n; %)
Nao 17 (65,4) 9 (34,6) 26 (100,0) 0,637
Sim 5(83,3) 1(16,7) 6 (100,0)
Classificagao anatémica (n; %)
Intra-hepatico
Peri-hilar 6 (60,0) 4 (40,0) 10 (100,0)
Distal 15 (83,3) 3(16,7) 18 (100,0) 0,185

4 (57,1) 3(42,9) 7 (100,0)
CA199 (n; %)
=37 U/mL 5 (55,5) 4 (44,4) 9 (100,0) 0,999
<37 U/mL 8 (61,5) 5(38,5) 13 (100,00)
Bilirrubina (n; %)
0 a4 mg/dL 8 (57,1) 6 (42,9) 14 (100,0) 0,151
4a10 mg/dL 5(71,4) 2 (28,6) 7 (100,0)
>10 mg/dL 8 (88,8) 1(11,1) 9 (100,0)
Tratamento (n; %)
Paliativo 4 (80,0) 1(20,0) 5(100,0) 0,999
Ressecgao 21 (70,0) 9 (30,0) 30 (100,0)
T (n; %)
1e2 15 (83,3) 3(16,7) 18 (100,0) 0,146
3e4d 10 (58,8) 7 (41,2) 17 (100,0)
N
Negativo 15 (75) 5 (25) 20 (100) 0,331
Positivo 6 (60) 4 (40) 10 (100)
Estadiamento (n; %)
lell 14 (87,5) 2 (12,5) 16 (100,0) 0,071
e lv 11 (57,9) 8 (42,1) 19 (100,0)
Tipo de crescimento (n; %)
Polipéide 12 (70,6) 5(29,4) 17 (100,0) 0,999
Nao-polipdide 13 (72,2) 5(27,7) 18 (100,0)
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Figura 8. Colangiocarcinoma  intra-hepatico  n&o-polipéide. = Tomografia
computadorizada do figado em corte axial (a) e coronal (b), mostrando CCA nos
segmentos 4a e 4b (setas). Observa-se dilatacdo das vias biliares a esquerda.
Delimitacdo do figado esquerdo de cor escura (c), devido a isquemia pelo
acometimento circunferencial do ramo esquerdo da veia porta pelo tumor, que tem
aparéncia nodular (d). Aspecto microscopico do CCA corado pela HE (e), mostrando
intensa proliferagdo dos ductos, que expressam forte marcacdo de membrana pelo

EGFR na imuno-histoquimica (f).
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5000 um

Figura 9. Colangiocarcinoma intra-hepatico polipdide. (a) Ressonancia Magnética
em corte axial do figado mostrando lesdo nos ductos intra-hepaticos segmentares a
direita (seta). (b) Corte coronal mostrando tumor que preenche o lumen dos ductos
segmentares e se estende até a regiao proximal do ducto hepatico direito (seta). (c)
Aspecto macroscopico da lesdo com crescimento exofitico e polipdide, ocupando
grande extensédo intraductal. (d) Colangiorressonéancia evidenciando interrupgdo do
fluxo biliar e dilatacdo das vias biliares, em local correspondente a lesao vista em c.
(e) visdo ampliada do tumor ocupando o lumen de ductos segmentares menores
(seta). (f) Aspecto microscopico mostrando o tumor ocupando o lumen dos ductos
(HE).
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Figura 10. Colangiocarcinoma peri-hilar n&o-polipdide. (a) Colangiorressonancia
magnética mostrando dilatacdo das vias biliares intra-hepaticas e falha de
enchimento na regido da confluéncia dos ductos hepaticos direito e esquerdo (seta).
(b, c) Proliferacdo dos ductos com arquitetura predominantemente tubular (HE). (d)
Expressao fraca do EGFR na imuno-histoquimica.
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Figura 11. CCA polipoide do colédoco distal. (a) Aspecto macroscépico do tumor
que apresenta crescimento exofitico (seta). (b) Observa-se tumor com arquitetura
papilifera ocupando o lumen do ducto (HE). (c¢) Detalhe da arquitetura papilifera
(HE). (d) Metastase em linfonodo retrocoledociano (seta) (HE).
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5.4 Analise de Sobrevivéncia

Ocorreram 8 ébitos (19,5%) nos 30 primeiros dias do pds-operatério. Ao final
do tempo de acompanhamento, 15 (40,5%) pacientes estavam vivos e 22 (59,5%)
mortos. A média de sobrevida foi de 29,9 meses (DP=17,2) e a mediana (11Q) foi de
20 meses (13, 33) (minimo 2; maximo 81).

A tabela 4 mostra a sobrevida dos pacientes de acordo com as variaveis que
tiveram impacto na sobrevida. A sobrevida global foi de 30,5 meses e a sobrevida
em 12, 24 e 36 meses foi de 78,3%, 48,9% e 21,1%, respectivamente (Tabela 4 e
Figura 12). A expressao positiva para o EGFR foi relacionada a menor sobrevida
média (14,4 meses X 41,8 meses) (Tabela 4 e Figura 13). Menor sobrevida foi
observada para os pacientes com tumores intra-hepaticos e maior para os distais
(Tabela 4 e Figura 14). Os niveis menos elevados de bilirrubinas se relacionaram a
menor tempo de sobrevida (Tabela 4, Figura 15). Estadiamentos mais avangados (llI

e V) tiveram tendéncia significativa quanto a menor sobrevida (Tabela 4, Figura 16).
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Tabela 4. Sobrevida dos pacientes de acordo com as variaveis que tiveram impacto

na sobrevida.

Densidade de

Sobrevivéncia (tempo em

Percentual de

incidéncia do meses) Sobreviventes
CCA obito/Taxa de meses
mortalidade (por Média (IC 95%) Mediana 12 24 36
mil pessoas- (nQ)
meses)
Total 30,5 29,9 (17,2) 20 (13;33) | 78,3 48,9 21,1
Classificagao
Anatémica
Intra-hepatico 67,4 14,3 (8,1; 20,5) 16 (6; 20) 55,6 18,5 0,0
Peri-hilar 24,6 31,9 (18,5; 45,3) | 30 (14;33) | 91,3 62,2 22,2
Distal 16,9 61,5 (23,3; 99,7) | 81 (3; 81) 75,0 75,0 75,0
Estadiamento
lell 21,6 40,6 (16,1;65,1) | 33 (17;81) | 100,0 | 71,4 25,5
lelV 38,6 23,0 (9,9; 36,0) 20 (12; 25) | 68,2 35,0 17,5
EGFR
negativo 16,9 41,8 (17,3;66,3) | 33 (17;81) | 100,0 | 75,0 26,8
positivo 58,8 14,4 (7,9; 20,9) 14 (4; 20) 62,5 16,4 0,0
Bilirrubina
(mg/dL)
0Oa4 69,6 12,2 (8,2; 16,2) 12 (6; 17) 491 0,0 0,0
4a10 29,9 30,7 (14,4;47,1) | 25(14;33) | 100,0 | 66,7 22,2
>10 11,1 64,0 (30,9; 97,3) | 81 (30;81) | 100,0 100,0 | 60,0
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Figura 12. Curva de sobrevida geral, pelo método de kaplan Meier, em pacientes
com colangiocarcinomas.
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Figura 13. Curva de sobrevida pelo método de Kaplan Meier, em pacientes com
colangiocarcinoma, de acordo com a expressao positiva ou negativa de EGFR.
Teste de igualdade de curvas: Log-Rank p=0,007, Wilcoxon p=0,010.
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Figura 14. Curva de sobrevida pelo método de Kaplan Meier, em pacientes com
colangiocarcinoma, segundo a classificagdo anatdmica. Teste de igualdade de
curvas: Log-Rank p=0,034, Wilcoxon p=0,139.
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Figura 15. Curva de sobrevida pelo método de Kaplan Meier, em pacientes com
colangiocarcinoma, segundo os niveis séricos de bilirrubinas. Teste de igualdade de
curvas: Log-Rank p=0,002, Wilcoxon p=0,008.
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Figura 16. Curva de sobrevida pelo método de Kaplan Meier, em pacientes com
colangiocarcinoma, estadios | e Il versus lll e IV (TNM, AJCC). Teste de igualdade
de curvas: Log-Rank p=0,098, Wilcoxon p=0,078.
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6 DISCUSSAO

A expressao dos receptores dos dois fatores de crescimento, EGFR e HER2,
da familia ErbB, tem sido estudada em diferentes tipos tumorais e ja levou a
utilizacdo de terapias-alvo com inibidores ou anticorpos especificos destes
receptores no cancer colorretal, de mama, pulmao e de cabeca e pescocgo. Até o
momento, a utilizacdo de anticorpos monoclonais e inibidores da tirosina quinase, tal
como cetuximab, trastuzumab, erlotinib, gefitinib, ainda esta sendo pesquisada em
outros tipos de canceres. No cancer do trato biliar, a expressdo de EGFR, em geral,
ocorre em pequenos grupos de pacientes. Yoshikawa et al, recentemente,
descreveram a expressdao desses receptores em uma coorte de 236 casos de
cancer do trato biliar ressecados (18). Harder et al estudaram a expressao de EGFR
e de HER2 em um grande grupo de pacientes com tumores avangados e
irressecaveis do trato biliar. Os resultados desses autores sugerem que o teste de
rotina e direcionamento terapéutico do HER2 parece nao ser util em pacientes com
cancer do trato biliar, enquanto o EGFR como alvo, pode ser promissor (9).

Chiorean et al, em estudo de fase Il, testaram Erlotinib e Docetaxel em
carcinoma hepatocelular e cancer avancado do trato biliar e concluiram que para
que haja uma melhoria significativa na sobrevida, o tratamento, provavelmente,
devera ser individualizado de acordo com o perfil molecular e genético dos
tumores(19).

A expressao do EGFR, em estudos prévios, ocorreu em até 80% dos casos
de cancer do trato biliar, e tem sido associada com a maior agressividade desses
tumores(5, 9, 18). Em nosso estudo, a expressdao do EGFR foi considerada positiva
em 28,6% dos casos e, apesar de nao ter havido significancia estatistica,

constatamos maior indice de expressao nos tumores em estadios mais avangados,
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ocorrendo em 42,1% dos tumores em estadio Ill/IV versus 12,5% dos tumores em
estadio I/ll (p = 0,071), traduzindo caracteristica de fendtipo agressivo em vigéncia
de doenca invasiva. Uma hipotese € de que o tumor passe a expressar mais o
EGFR ao atingir estadios mais avancados. A andlise de sobrevida também
corroborou com a hipotese de que a expressdao do EGFR se relaciona a pior
prognostico, ja que os pacientes considerados positivos tiveram significativamente
menor sobrevida em relagdo aos negativos (14,4 vs 41,8 meses de sobrevida
média).

Esses achados, previamente apontados, podem ser explicados pelo trabalho
de Clapéron et al, que demonstraram que o eixo do EGF/EGFR é um potente indutor
da transicdo epitélio-mesenquimal, um dos principais fatores moleculares
associados com a progressao do colangiocarcinoma (9). Sabe-se que a ativacéo do
EGFR interfere na adesdo intercelular, desestabilizando o complexo E-
caderina/beta-catenina, promovendo a transi¢ao epitélio-mesenquimal, que contribui
para aumentar a capacidade de migragao e invasao e a resisténcia a apoptose(20,
21).

De forma semelhante, Hoffmann et al encontraram pior progndéstico em
pacientes com expressao de EGFR, com média de sobrevida de apenas 8,5 meses,
enquanto pacientes com baixa expressao tiveram uma média de sobrevida maior do
que trés anos(13). A associagao significativa do EGFR com a sobrevida pode ajudar
a selecionar estratégias de tratamento mais eficientes para pacientes com CCA.

A obtencao do escore para leitura da marcacdo do EFGR, em nosso estudo,
teve como referéncia o trabalho de Yoshikawa et al, que considerou marcagao
completa ou incompleta da membrana citoplastmatica (18). Harder et al utilizaram
uma outra forma para a obtencéo do escore e obtiveram uma porcentagem maior de

superexpressao do EGFR (9). Segundo Harder et al, os tumores foram considerados
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negativos quando menos que 10% de células cancerosas foram marcadas,
independente da intensidade na membrana (9). No trabalho desses autores, a
expressao de EGFR esteve ausente em 39,3% (22/56) dos pacientes, enquanto que
a expresséo fraca (+) foi observada em 21,5% (12/56), a expressdo moderada (++)
em 23,2% (13/56) e intensa (+++) em e 16% (9/56). Talvez o fato de termos utilizado
uma forma diferente para a obtencao do escore, possa ser a razdo de termos obtido
resultados inferiores (28,6%) aos desses autores. Além disso, Harder et al. (9)
realizaram a pesquisa em bidpsias de casos avancados e irressecaveis de
carcinoma do trato biliar, sem fazer distingdo entre carcinoma da vesicula biliar e
colangiocarcinoma dos ductos biliares, enquanto em nosso trabalho, foram
estudados apenas pacientes com carcinoma dos ductos biliares e em diferentes
estadios.

Yoshikawa et al mostraram uma superexpressdo em 26.4% dos
colangiocarcinomas extra-hepaticos e em 17,7% dos intra-hepaticos. Esses autores
consideraram apenas duas localizagbes anatdbmicas, incluindo os carcinomas peri-
hilares no grupo dos CCA extra-hepaticos(18). Em nosso estudo, o carcinoma peri-
hilar foi considerado separadamente e a expressao de EGFR foi de apenas 16,7%
nesse grupo, menor do que nos demais. Harder et al encontraram uma taxa de
57,9% nos extra-hepaticos e de 25% nos intra-hepaticos(9). Em nosso estudo a
expressdo nos CCA extra-hepaticos foi de 42,9%. Essas divergéncias podem ser
explicadas pelas diferentes maneiras de classificacdo anatdbmica adotadas, que
ainda sao controversas na literatura, sobretudo em relagédo ao colangiocarcinoma
extra-hepatico.

Apesar da World Health Organization (WHO) incluir os colangiocarcinomas
peri-hilares e distais na modalidade extra-hepatica, sabe-se que possuem diferentes

comportamentos bioldgicos e respondem de forma distinta a quimioterapia e, talvez,
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por essa razao, devessem ser classificados separadamente. Em uma revisao
sistematica, Wiggers et al mostraram diferengas significativas na expressdo de
biomarcadores entre os colangicarcinomas intra-hepaticos e os extra-hepaticos,
sendo mais relevantes nos marcadores que sao potenciais alvos de terapias
sistémicas (EGFR, c-erB-2 e VEGF-A), sugerindo que devem ser tratados como
tumores distintos(22). Ja Ercolani et al classificaram os CCA em trés subgrupos
(CCAIH, CCAPH e CCAD) e concluiram que os colangiocarcinomas parecem ser o
mesmo tipo de tumor, mas dependendo da localizagdo, apresentam diferentes
propriedades para invadir estruturas adjacentes, o que também pode influenciar no
progndstico(23). Nossos resultados corroboram com esta conclusédo, uma vez que a
localizacdo anatdmica implicou em diferentes desfechos quanto a sobrevida, apesar
de a correlagdo com a expressao do EGFR nao ter tido diferenga significativa entre
as trés localizagoes.

Em relagao a bilirrubina, os niveis séricos mais baixos foram relacionados a
menor sobrevida, provavelmente, devido ao fato de os CCAIH em fases iniciais, ndo
cursarem com ictericia, por nao obstruirem a via biliar principal e nem o hilo
hepatico. O fato de, geralmente, serem assintomaticos nos estagios iniciais, por nao
obstruirem a via biliar principal, pode ter contribuido para o diagndstico tardio e,
consequentemente, pior progndstico (24).

Os desafios para o desenvolvimento de terapias direcionadas para os CCA
incluem, ndo sé a heterogeneidade desses tumores, mas também a raridade dos
casos quando comparados a outros tumores sélidos, além do pouco interesse da
industria farmacéutica (15).

Algumas limitagbes podem ser notadas em nosso estudo. A realizagdo da
pesquisa em um unico centro limitou o tamanho da amostra, ja que se trata de uma

doenca, relativamente, rara. E esse fato pode ter sido responsavel por ndo termos
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conseguido mostrar significancia estatistica em alguns achados do estudo. A alta
mortalidade pds-operatéria no tratamento do colangiocarcinoma, prejudicou a
analise de sobrevida. E a falta de informagdes nos prontuarios dos pacientes
admitidos entre 2008 e 2010 também prejudicou a analise de alguns dados.

Estudos multicéntricos, com maior nimero de casos, serdo necessarios para
comprovar a influéncia da expressdo do EGFR no progndstico dos pacientes com
colangiocarcinoma e mostrar o potencial desse receptor como alvo terapéutico.

Sabe-se que existem outros fatores que podem influenciar no potencial de
agressividade desses tumores e no prognostico dos pacientes, como, por exemplo,
o tipo histologico. Os colangiocarcinomas apresentam tipos histoldgicos variados e
podem ser do tipo nodular e/ou esclerosante, ou se apresentar com crescimento
predominantemente intraductal polipdide com diferentes fendtipos, sendo que cada
subtipo apresenta comportamento biolégico distinto. Com isso, pretende-se dar
continuidade a essa pesquisa, classificando os diferentes tipos histolégicos, por
meio de imuno-histoquimica, assim como aprofundar em outros potenciais
marcadores biomoleculares no CCA. E, dessa forma, adquirir melhor conhecimento
sobre essa enfermidade (11, 25-28).

Pesquisas também estdo sendo feitas para se obter uma melhor
caracterizagado génica desses tumores. Tecnologias avangadas tem sido utilizadas
para fornecer maior compreensdo sobre sua patogénese, contribuindo para o

desenvolvimento de modalidades diagndsticas e terapéuticas (29, 30).
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7 CONCLUSAO

A expressdo do EGFR ocorreu em 28,6% dos colangiocarcinomas estudados
e esteve associada a menor sobrevida dos pacientes. Outros fatores que também
tiveram impacto negativo na sobrevida dos portadores de colangiocarcinoma, foram

a localizagao intra-hepatica do tumor e o estadiamento avangado.
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9 ANEXOS

ANEXO 1

ESTADIAMENTO TNM/AJCC PARA COLANGIOCARCINOMA INTRA-HEPATICO

Tumor primario (T)c:

TX Tumor primario nao pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ (tumor intraductal)

T1 Tumor solitario sem invasao vascular

T2a Tumor solitario com invasao vascular

T2b Multiplos tumores, com ou sem invasao vascular

T3 Tumores penetrando o peritbnio visceral OU acometendo estruturas
hepaticas locais por invasao direta

*» T4 Tumor com invasao periductal

Linfonodos regionais (N):
» NX Linfonodos regionias ndo podem ser avaliados
= NO Auséncia de metastases em linfonodos regionais
= N1 Presencga de metastases em linfonodos regionais

Metastases a distancia (M):

= MO Auséncia de metastases a distancia
= M1 Presenca de metastases a distancia

Estadio:
» Estadio 0 - Tis NO MO
» Estadio | - T1 NO MO
» Estadio Il - T2 NO MO
» Estadio lll - T3 NO MO
» Estadio IVA - T4 NO MO / Qualquer T N1 MO
» Estadio IVB - Qualquer T Qualquer N M1
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ANEXO 2

ESTADIAMENTO TNM/AJCC PARA COLANGIOCARCINOMA PERI-HILAR

Tumor primario (T)c:

Tx Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor confinado ao ducto biliar, com extensao até a camada muscular ou
tecido fibroso

T2a Tumor ultrapassa a parede do ducto biliar até o tecido adiposo adjacente
T2b Tumor invade o parénquima hepatico adjacente

T3 Tumor invade ramo unilateral da veia porta ou da artéria hepatica

T4 Tumor invade a veia porta ou seus ramos bilateralmente; ou artéria
hepatica comum; ou ramo biliar secundario bilateral; ou ramo biliar secundario
unilateral com acometimento contralateral da veia porta ou da artéria hepatica

Linfonodos regionais (N):

NX Linfonodos regionias ndo podem ser avaliados

NO Auséncia de metastases em linfonodos regionais

N1 Presencga de metastases em linfonodos regionais (linfonodos ao longo do
ducto cistico, ducto biliar comum, artéria hepatica e veia porta

N2 Metastases em linfonodos periadrticos, pericavais, da artéria mesentérica
superior e/ou tronco celiaco

Metastases a distancia (M):

MO Auséncia de metastases a distancia
M1 Presenca de metastases a distancia

Estadio:
» Estadio 0 - Tis NO MO
» Estadio | - T1 NO MO
» Estadio Il - T2A-B NO MO
» Estadio llIA - T3 NO MO
» Estadio llIB - T1-3 N1 MO
» Estadio IVA - T4 NO-1 MO
» Estadio IVB - Qualquer T N2 MO / Qualquer T Qualquer N M1
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ANEXO 3

ESTADIAMENTO TNM/AJCC PARA COLANGIOCARCINOMA EXTRA-HEPATICO

Tumor primario (T)c:

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor confinado ao ducto biliar

T2 Tumor ultrapassa a parede do ducto biliar

T3 Tumor invade a vesicula biliar, pancreas, duodeno ou outros 6rgaos
adjacentes, sem acometer o tronco celiaco ou a artéria mesentérica superior
T4 Tumor invade o tronco celiaco ou a artéria mesentérica superior

Linfonodos regionais (N):

NX Linfonodos regionias ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastases em linfonodos regionais
N1 Presencga de metastases em linfonodos regionais

Metastases a distancia (M):

MO Auséncia de metastases a distancia
M1 Presenca de metastases a distancia

Estadio:

VVVYVYVYVYYVYY

Estadio 0 - Tis NO MO

Estadio IA - T1 NO MO

Estadio IB - T2 NO MO

Estadio IIA - T3 NO MO

Estadio IIB-T1 N1 MO /T2 N1 MO /T3 N1 MO
Estadio Ill - T4 Qualquer N MO

Estadio IV - Qualquer T Qualquer N M1
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ANEXO 4

ROTEIRO DE IMUNO-HISTOQUIMICA (EGFR)

Colocar as laminas em Xilol 01 por 15 minutos. (desparafinizar).
Colocar as laminas em Xilol 02 por 15 minutos.

Colocar as laminas em alcool absoluto 01 por 5 minutos. (hidratar)
Colocar as laminas em alcool absoluto 02 por 5 minutos.

Colocar as laminas em Alcool 90 por 5 minutos.

Colocar as laminas em Alcool 80 por 5 minutos.

Lavar as laminas em agua corrente por 10 minutos.

© N o o bk~ wDdh =

Colocar as laminas na solugao de pepsina+HCI* (cuvete) em estufa 37°C por 30
minutos.

*100 mL de agua destilada + 1 mL HCI + 100mg de pepsina

9. Colocar as laminas em PBS (pH 7-7,5) por 5 minutos.

12. Colocar as laminas em PBS por 5 minutos.

13. Colocar as laminas no bloqueio da Peroxidase endégena [H202 (10 Vol.) /
CH30H na proporg¢ao 1/10] por 5 minutos. Procedimento realizado trés vezes;

14. Colocar as laminas em PBS por 5 minutos.

15. Colocar as laminas em PBS por 5 minutos.

16. Enxugar delicadamente as laminas com papel higiénico e contornar os cortes
com a caneta DAKO PEN;

17. Colocar as laminas na camara umida e cobrir os cortes com gotas de soro
normal*. Em seguida, tampar a cadmara e deixar por 10 minutos;

*Large volume ultra V Block — Ref.: TA 015 VB — Lot.: AUB 60719 — Lab Vision.

18. Escorrer 0 soro e enxugar as laminas delicadamente com papel higiénico;

19. Pipetar o anticorpo primario (EGFR — clone 3G7 - Invitrogen — diluicdo 1:100) e
incubar as laminas na camara umida por 16 a 18 horas (incubagao overnight);

20. Retirar o anticorpo primario e lavar as laminas com PBS por 5 minutos;

21. Colocar as laminas em PBS por 5 minutos;

22. Colocar 50uL de Advance™ HRP Link e incubar na cdmara umida por 30

minutos, a temperatura ambiente;
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23.

Colocar as laminas na camara umida e cobrir os cortes com 50 uL do polimero*.

Tampar a cAmara umida e deixar por 30 minutos.
*(Advance HRP Polymer — Ref.: K406889).

24.
25.
26.

Retirar o Polimero e colocar as laminas em PBS por 5 minutos.
Colocar as laminas em PBS por 5 minutos.

Dentro da capela de fluxo laminar, cobrir as Iaminas com DAB utilizando uma

micropipeta. Retirar o DAB apds a reacgédo (tecido amarronzado). Tempo de

incubacao de 1 a 2 minutos;

OBS.: O DAB é diluido com solugéo de peréxido (1 ml de solugédo + 1 gota de DAB).

27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.

Descartar o DAB no local apropriado;

Lavar as laminas em agua corrente por 5 minutos;

Colocar as laminas em hematoxilina filtrada por 3 segundos;

Lavar as laminas em agua corrente por 10 minutos;

Colocar as laminas em Alcool 80 por 5 minutos (Desidratacdo da amostra);
Colocar as laminas em Alcool 90 por 5 minutos;

Colocar as laminas em alcool absoluto 02 por 10 minutos;

Colocar as laminas em alcool absoluto 01 por 10 minutos;

Colocar as laminas em Xilol 01 por 2 minutos;

Colocar as laminas em Xilol 02 por 2 minutos;

Montar a lamina com meio de montagem ERV-Mount/Entellan;
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ANEXO 5

VP opte,
& UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
i £ COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP
3*7::-»‘*&\

Projeto: CAAE — 37156714.6.0000.5149

Interessado(a): Prof®. Vivian Resende
Departamento de Cirurgia
racuidade de hMedicina-UrFmMG —

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 26 de novembro de 2014, o projeto de pesquisa intitulado "Analise
imunoistoquimica e perfil génico do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) no colangiocarcinoma" bem como
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado aoc COEP um

ano apos o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

@ Ccrym Wec/euaas “ore
-
rof®. Dr’. Telmfa Campos Medeiros Lorentz

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres, Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 - Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepi@prpg.ufme.br




ANEXO 6

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIAE A U F m G
OFTALMOLOGIA

ATA DA DEFESA DA DISSERTACAO DO ALUNO
RODRIGO VIEIRA GOMES

Realizou-se, no dia 09 de maio de 2016, as 14:00 horas, Faculdade de Medicina da
UFMG, da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de dissertacéo, intitulada
EXPRESSAO DO RECEPTOR DO FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMICO
(EGFR) COMO FATOR PROGNOSTICO NO COLANGIOCARCINOMA, apresentada
por RODRIGO VIEIRA GOMES, nimero de registro 2014659693, graduado no curso
de MEDICINA, como requisito parcial para a obtencdo do grau de Mestre em
CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A OFTALMOLOGIA, a seguinte Comissao
Examinadora: Prof(a). Vivian Resende - Orientador (UFMG), Prof(a). Marcos Bettini
Pitombo (UERJ), Prof(a). Cristiano Xavier Lima (UFMG).

A Comissao considerou a dissertagdo:

(X) Aprovada

( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por

mim e pelos membros da Comissé&o.
Belo Horizonte, 09 de maio de 2016.

A e iy . é
Prof(a). Vivian Fésjende ( Doutora )

//////// //7

of(a) Marcgs Bettini Pitombo ( Doutor )
ProLe) @10 Xavier Lima ( Doutor )
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ANEXO 7

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

OFTALMOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A U F m G

FOLHA DE APROVACAO

EXPRESSAO DO RECEPTOR DO FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMICO
(EGFR) COMO FATOR PROGNOSTICO NO COLANGIOCARCINOMA

RODRIGO VIEIRA GOMES

Dissertagio submetida & Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
P6s-Graduagdo em CIENCIAS APLICADAS A ClRUR(xIA E A OFTALMOLOGIA como
requisito para obtengdo do grau de Mestre em CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A
OFTALMOLOGIA, érea de concentragdo ANATOMOFISIOPATOGENIA CIRURGICA,

Aprovada em 09 de maio de 2016, pela banca constituida pelos membros:
k/’/"%\/\, 4 nnn.g
Prof(a). Vivian Resende - Orientador

UFMG

Gl

of(a) Manos Bemx Pnombo

Belo Horizonte, 9 de maio de 2016.
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