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	 INTRODUÇÃO

O colangiocarcinoma (CCA) é a segunda neoplasia 

maligna primária mais frequente no fígado 

e representa cerca de 3% de todos os cânceres 

gastrointestinais1. Tem origem do epitélio dos ductos 

biliares intra ou extra-hepáticos2. Foi descrito pela primeira 

vez por Durand-Fardel em 1840 e pode ser dividido, de 

acordo com sua localização, em intra-hepáticos, peri-

hilares (tumores de Klatskin) e distais3. Na histologia, 

geralmente, são adenocarcinomas e se apresentam com 

graus de diferenciação e fenótipos variáveis4. Alguns 

fatores de risco para os colangiocarcinomas já foram 

estabelecidos, como infecções parasitárias, colangite 

esclerosante primária, cistos dos ductos biliares, 

hepatolitíase e algumas toxinas. Outros potenciais 

fatores de risco incluem doença inflamatória intestinal, 

vírus da hepatite B e C, cirrose hepática, diabetes 

mellitus, obesidade, alcoolismo, tabagismo e mutações 

genéticas5. A incidência do CCA vem crescendo nos 

últimos anos6.

Maior atenção tem sido dedicada ao CCA 

devido ao mau prognóstico, somado à pouca eficácia 

das modalidades terapêuticas, especialmente, para 

pacientes com doença avançada7. Quimioterapia 

tem sido amplamente utilizada, porém, com baixa 

taxa de resposta7,8. O estadiamento, tamanho e grau 

de diferenciação do tumor, margens de ressecção e 
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R E S U M O

Objetivo: avaliar a expressão do receptor do fator de crescimento epitelial (EGFR) por meio de imuno-histoquímica, e verificar sua 

associação com fatores prognósticos e com a sobrevida dos pacientes operados por colangiocarcinoma. Métodos: a expressão imuno-

histoquímica de EGFR foi verificada em 35 peças cirúrgicas de colangiocarcinomas (CCA). Curvas de sobrevida foram obtidas pelo 

método de Kaplan-Meier. Resultados: expressão significativa de EGFR foi encontrada em dez (28,6%) de 35 CCA, oito com escore 

3 e dois com escore 2. Estágios avançados (III e IV) apresentaram maior expressão de EGFR (p=0,07). As características clínicas que 

mais estiveram associadas com a expressão positiva de EGFR foram o sexo feminino (p=0,06) e ausência de comorbidades (p=0,06). 

A sobrevida global aos 12, 24, 36 e 48 meses foi de 100%, 82,5%, 59% e 44,2%, respectivamente. A sobrevida de pacientes EGFR 

positivos aos 12, 24, 36 e 48 meses foi de 100%, 75%, 50% e 0%, enquanto que para EGFR negativos foi de 100%, 87,5%, 65,6% 

e 65,6%, respectivamente. Conclusão: a expressão do EGFR ocorreu em 28,6% dos casos estudados e esteve associada a menor 

sobrevida.

Descritores: Colangiocarcinoma. Genes erbB-1. Prognóstico. Análise de Sobrevida.
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invasão angiolinfática e perineural são descritos como 

fatores prognósticos9. Entre os fatores que contribuem 

para o mau prognóstico, destaca-se o diagnóstico em 

fase avançada da doença, o que diminui a chance de 

cura pelo tratamento cirúrgico10. Mais de 50% dos 

casos são diagnosticados em fase avançada, levando 

à sobrevida média geral de, aproximadamente, sete a 

oito meses10. Pacientes que são submetidos à ressecção 

cirúrgica apresentam melhor prognóstico, com índice de 

sobrevida em cinco anos de 30% e sobrevida média de 

30 meses11-13.

O receptor do fator de crescimento 

epidérmico (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 ligação à 

heparina (HB-EGF) e a anfirregulina, se acoplam nos 

domínios extracelulares desses receptores e iniciam 

uma cascata de sinalização intracelular, aumentando 

o potencial de proliferação celular, angiogênese e 

resistência à apoptose. A ativação do EGFR também 

prejudica a adesão célula-célula, por meio da 

desestabilização dos complexos juncionais (E-caderina, 

beta-catenina), o que contribui para a aquisição de 

motilidade e fenótipo invasivo14,15.

Inibidores de fator de crescimento epidérmico, 

anticorpos e outras moléculas, como o erlotinib, 

gefitinib, cetuximab, panitumumab, trastuzumab e 

lapatinib, vêm sendo utilizados no tratamento dos 

cânceres colorretais, mama, pulmão e cabeça e pescoço, 

com resultados promissores, tendo como alvo o EGFR 

ou o receptor do fator de crescimento epidérmico 

humano 2 (HER2)11,16. A superexpressão do EGFR em 

células tumorais esteve relacionada a pior prognóstico 

em alguns estudos, sendo encontrada em até 80% dos 

colangiocarcinomas, fazendo com que esse receptor 

seja um potencial alvo terapêutico nos portadores desse 

tipo de neoplasia16-19 .

O papel do EGFR em doenças hepáticas 

malignas ainda é pouco entendido. A identificação de 

grupos de pacientes com subtipos mais agressivos e 

com risco de menor sobrevida poderia contribuir para o 

desenvolvimento de opções terapêuticas mais eficazes. 

Para melhor entendimento sobre o significado clínico 

do EGFR no colangiocarcinoma, o objetivo principal do 

presente trabalho foi avaliar o grau de expressão imuno-

histoquímica do EGFR e verificar sua associação com 

fatores clinico-patológicos e sobrevida de pacientes 

submetidos a tratamento cirúrgico.

	 MÉTODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de 

Ética institucional com o seguinte número de referência: 

CAAE - 37156714.6.0000.5149. No período de janeiro de 

2008 a dezembro de 2015 foram selecionados pacientes 

submetidos a tratamento cirúrgico e com diagnóstico 

histológico de colangiocarcinoma. Foram coletados os 

seguintes dados dos pacientes: sexo, idade, história 

pregressa, história de tabagismo ou etilismo, presença 

de cálculos biliares, história familiar para neoplasia, 

tipo histológico, estadiamento dos tumores e sobrevida 

após o tratamento. Os exames laboratoriais analisados 

foram bilirrubinas e Ca19.9. A classificação quanto à 

localização anatômica dos tumores e o estadiamento 

foram baseados na descrição dos estudos radiológicos 

(Tomografia Computadorizada, Ressonância Magnética e/

ou Colangiopancreatografia por Ressonância Magnética) 

associados aos achados da descrição cirúrgica e estudo 

anatomopatológico. As lâminas, coradas em hematoxilina 

e eosina (HE), foram revisadas para obter-se a classificação 

histológica em polipoide e não polipoide. A classificação 

e estadiamento seguiram o padrão TNM da AJCC/UICC 

(American Joint Cancer Committee/Union for International 

Cancer Control - 7a edição)20,21.

Foram incluídos pacientes cujas amostras de 

tecido foram obtidas de peças de ressecção cirúrgica 

ou de biópsias cirúrgicas de colangiocarcinomas. 

Consideraram-se como critérios de exclusão, 

amostras de câncer de vesícula biliar e da ampola 

hepatopancreática (de Vater) e casos de biopsias nas 

quais o material foi insuficiente para análise (seis casos). 

Todas as amostras foram fixadas em formaldeído a 

10%, embebidas em parafina, cortadas em fragmentos 
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Nos casos com intensidade variável, a 

intensidade predominante foi selecionada para o escore 

final. Escores 2+ e 3+ foram definidos como positivos 

para expressão da proteína.

A análise estatística foi realizada utilizando-

se o pacote estatístico Stata para o Mac 2016. Para 

comparar-se a distribuição das categorias das variáveis 

do estudo segundo a expressão de EGFR (negativo 

e positivo), foi realizado o teste t de Student para as 

variáveis contínuas, e o teste do Qui-quadrado ou Teste 

de Fisher para as variáveis categóricas. A análise de 

sobrevida teve como variável dependente a ocorrência 

de óbito em relação ao tempo, o qual foi mensurado 

em meses. Foram excluídos os casos de óbitos de 

pacientes ocorridos em até 30 dias do pós-operatório. 

Constituíram-se curvas de sobrevida para as variáveis 

pelo método de Kaplan-Meier; na comparação entre 

grupos para cada variável, utilizou-se o teste Logrank. 

Em todas as análises, o nível de significância considerado 

foi de 5% (p<0,05).

	 RESULTADOS

Não houve diferença significativa na proporção 

entre homens (n=17) e mulheres   (n=18). A média de 

idade dos pacientes foi de 58 anos, variando de 28 a 83 

anos. Houve menor proporção de tabagistas, de etilistas 

e de cálculos biliares (Tabela 1).

Os seguintes procedimentos com intenção 

curativa foram realizados  em 30 pacientes: oito 

(26,66%) hepatectomias direitas, duas (6,66%) 

trissegmentectomias direitas e nove (30%) 

hepatectomias esquerdas,   associadas à ressecção do 

segmento um, quatro (13,33%) bissegmentectomias 

(três incluindo os segmentos dois e três e uma dos 

segmentos seis e sete). Foram realizadas ainda, seis 

(20%) duodenopancreactectomias e uma (3,33%) 

ressecção isolada da via biliar extra-hepática.

com espessura de quatro micrômetros e coradas com 

hematoxilina e eosina.

A análise histológica e imuno-histoquímica 

foram realizadas em tecido representativo do sítio 

primário do tumor, constituídos por 30 peças de 

ressecção cirúrgica com intenção curativa e cinco 

biópsias. As lâminas foram, inicialmente, processadas 

com pepsina e ácido clorídrico a 37ºC durante 30 

minutos para a recuperação antigênica e, logo após, foi 

feito o bloqueio da peroxidase endógena e de proteínas. 

Em seguida, foi realizada a incubação com o anticorpo 

primário (EGFR - clone 3G7 - Invitrogen - diluição 

1:100) por 16 a 18 horas (incubação overnight). Na 

sequência, o anticorpo foi retirado, colocado o polímero 

e as lâminas foram incubadas em câmara úmida por 30 

minutos, à temperatura ambiente. Após a retirada do 

polímero, prosseguiu-se com a adição do cromógeno 

3,3’  Diaminobenzidina  tetrahidrocloreto (DAB) que foi 

retirado após a reação. Quando a reação foi positiva, 

observou-se coloração marrom no sítio do antígeno. Em 

seguida, fez-se contra-coloração em HE e montagem das 

lâminas com meio transparente.

Todas as lâminas foram avaliadas por 

um patologista com experiência em análise imuno-

histoquímica, sem conhecimento prévio das informações 

clínicas e patológicas dos pacientes. A intensidade 

da expressão do EGFR foi definida conforme escore 

previamente descrito, baseado no trabalho de Yoshikawa 

et al.22: 

•	 0: sem marcação da membrana celular ou 

marcação da membrana em 10% ou menos 

das células tumorais;

•	 1+: marcação fraca e parcial da membrana 

em mais de 10% das células tumorais;

•	 2+: marcação moderada e completa da 

membrana em mais de 10% das células 

tumorais;

•	 3+: marcação forte e membrana completa 

em mais de 10% das células tumorais.
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Tabela 1. Expressão do EGFR em relação às variáveis clinicopatológicas.

Variáveis
EGFR Total Valor p

Negativo
(n=25; 71,4%)

Positivo
(n=10; 28,6%)

35 (100) 0,017

Idade
(média; DP) (n=35)

59,5 (12,6) 56,2 (13,7) 0,496

Sexo (n; %)
Masculino
Feminino

15 (88,2)
10  (55,6)

2 ( 11,8)
8 (44,4)

17 (100)
18 (100)

0,060

Tabagismo (n; %)
Não
Sim

14 (63,6)
8 (80,0)

8 (36,4)
2 (20,0)

22 (100)
10 (100)

0,440

Etilismo (n; %)
Não
Sim

17 (65,4)
5 (83,3)

9 (34,6)
1 (16,7)

26 (100)
6 (100)

0,637

Comorbidades (n; %)
Não
Sim

10 (55,5)
13 (86,7)

8 (44,5)
2 (13,3)

18 (100)
15 (100)

0,070

História familiar (n; %)
Não
Sim

10 (71,4)
7 (58,3)

4 (28,6)
5 (41,7)

14 (100)
12 (100)

0,683

Cálculos (n; %)
Não
Sim

17 (65,4)
5 (83,3)

9 (34,6)
1 (16,7)

26 (100)
6 (100)

0,637

Classificação (n; %)
Intra-hepático
Peri-hilar
Distal

6 (60,0)
15 (83,3)
4 (57,1)

4 (40,0)
3 (16,7)
3 (42,9)

10 (100)
18 (100)
7 (100)

0,185

CA19.9  (n; %)
>37U/ml
<37U/ml

5 (55,5)
8 (61,5)

4 (44,4)
5 (38,5)

9 (100,0)
13 100,00)

0,999

Bilirrubina (n; %)
0 a 4 mg/dl
4 a 10 mg/dl
>10mg/dl

8 (57,1)
5 (71,4)
8 (88,8)

6 (42,9)
2 (28,6)
1 (11,1)

14 (100,0)
7  (100,0)
9  (100,0)

0,151

Tratamento (n; %)
Paliativo
Ressecção

4 (80,0)
21 (70,0)

1 (20,0)
9 (30,0)

5 (100,0)
30 (100,0)

0,999

T (n; %)
1 e 2
3 e 4

15 (83,3)
10 (58,8)

3 (16,7)
7 (41,2)

18 (100,0)
17 (100,0)

0,146

N
Negativo
Positivo

15 (75)
6 (60)

5 (25)
4 (40)

20 (100)
10 (100)

0,331

Estadiamento (n; %)
I e II
III e IV

14 (87,5)
11 (57,9)

2 (12,5)
8 (42,1)

16 (100,0)
19 (100,0)

0,071

Tipo de crescimento (n; %)
Polipoide
Não-polipoide

12 (70,6)
13 (72,2)

5(29,4)
5 (27,7)

17 (100,0)
18 (100,0)

0,999
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A tabela 1 mostra a expressão do EGFR 

em relação às variáveis de interesse nos 35 casos de 

colangiocarcinomas. Houve expressão significativa do 

EGFR em dez (28,6%) dos 35 colangiocarcinomas, 

sendo escore 3+ em oito pacientes e escore 2+ em dois 

pacientes. Em 25 pacientes (71,4%), a expressão do EGFR 

foi negativa, sendo escore 1+ em cinco pacientes e escore 

0 em 20 pacientes.

As características clínicas dos pacientes que 

tiveram maior associação com a expressão positiva foram 

sexo feminino (p=0,06) e ausência de comorbidades 

(p=0,07). Quanto ao estadiamento TNM, aqueles com 

CCA em estádios mais avançados, III e IV, tiveram 

maior expressão do EGFR (p=0,071). A figura 1 mostra, 

em conjunto, as intensidades e escores atribuídos aos 

colangiocarcinomas.

Figura 1. Intensidade do EGFR nos colangiocarcinomas. Coloração pela HE à esquerda (a, c, e, g) e imuno-histoquímica para EGFR à direita (b, d, f, 
h). (b) Membrana completa, forte, escore 3. (d) Membrana completa, moderado, escore 2. (f) Membrana incompleta, fraco, escore 1. (h) Negativo, 
escore 0.

A sobrevida global dos pacientes aos 12, 24, 36 

e 48 meses foi de 100%, 82,5% (IC: 45,1-95,5), 59% 

(IC: 22,9-82,8) e 44,2% (IC: 11,9-73,2), respectivamente. 

A sobrevida dos pacientes com tumores EGFR-positivos 

aos 12, 24, 36 e 48 meses foi de 100%, 75% (IC: 12,8-

96,1), 50% (IC: 5,8-84,5%), e 0%, enquanto a dos 

pacientes EGFR-negativos foi de 100%, 87,5 (IC: 38,7-

98,1), 65,6% (IC: 15,7-90,9) e 65,6% (IC: 15,7-90,9%), 
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respectivamente. A sobrevida dos pacientes com tumores 

EGFR positivos foi inferior à dos pacientes EGFR negativos, 

sem significância estatística (p=0,328) (Figura 2).

Figura 2. Curvas de sobrevida obtidas pelo método de Kaplan-Meier 
(p=0,328), em pacientes com colangiocarcinomas positivos e negativos 
para o EGFR.

	 DISCUSSÃO

A expressão dos receptores dos dois fatores 

de crescimento, EGFR e HER2, da família ErbB, tem 

sido estudada em diferentes tipos tumorais e já levou à 

utilização de terapias-alvo com inibidores ou anticorpos 

específicos destes receptores no câncer colorretal, 

mama, pulmão e cabeça e pescoço16. Até o momento, 

a utilização de anticorpos monoclonais e inibidores da 

tirosina quinase, tais como cetuximab, trastuzumab, 

erlotinib, gefitinib, ainda está sendo pesquisada em outros 

tipos de câncer. No câncer do trato biliar, a expressão 

de EGFR, em geral, ocorre em pequenos grupos de 

pacientes. Yoshikawa et al., recentemente, descreveram 

a expressão desses receptores em neoplasias malignas 

do trato biliar ressecadas22. Harder et al. estudaram a 

expressão de EGFR e HER2 em um grupo de pacientes 

com tumores avançados e irressecáveis do trato biliar. Os 

resultados desses autores sugerem que o teste de rotina 

e direcionamento terapêutico do HER2 parece não ser 

útil em pacientes com câncer do trato biliar, enquanto 

o EGFR como alvo, pode ser promissor11. Chiorean et 

al., em estudo de fase II, testaram Erlotinib e Docetaxel 

em carcinoma hepatocelular e câncer avançado do trato 

biliar e concluíram que, para que haja uma melhoria 

significativa na sobrevida, o tratamento, provavelmente, 

deverá ser individualizado de acordo com o perfil 

molecular e genético dos tumores23.

A expressão do EGFR em CCA, em estudos 

prévios, ocorreu com variabilidade de 8,1% a 81% e 

tem sido associada com a maior agressividade desses 

tumores16-19. Em nosso estudo, a expressão do EGFR foi 

considerada positiva em 28,6% dos casos e, apesar de 

não ter havido significância estatística, constatamos maior 

índice de expressão nos tumores em estádios avançados, 

ocorrendo em 42,1% dos tumores estádios III/IV versus 

12,5% dos tumores estádios I/II (p=0,071), traduzindo 

característica de fenótipo agressivo na vigência de doença 

invasiva. Uma hipótese é de que o tumor passe a expressar 

mais o EGFR ao atingir estádios avançados. A análise de 

sobrevida também corroborou com a hipótese de que 

a expressão do EGFR se relaciona a pior prognóstico, já 

que os pacientes considerados positivos tiveram menor 

sobrevida em relação aos negativos.

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 transição epitélio-mesenquimal, um dos 

principais fatores moleculares associados à progressão 

do colangiocarcinoma24. Sabe-se que a ativação do 

EGFR interfere na adesão intercelular, desestabilizando 

o complexo E-caderina/beta-catenina, promovendo a 

transição epitélio-mesenquimal, o que contribui para 

aumentar a capacidade de migração, invasão e resistência 

à apoptose24,25. De forma semelhante, Hoffmann et 

al. encontraram pior prognóstico em pacientes com 

expressão de EGFR, com média de sobrevida de apenas 

8,5 meses, enquanto pacientes com baixa expressão 

tiveram média de sobrevida maior do que três anos17. 

A associação significativa do EGFR com a sobrevida 

pode ajudar a selecionar estratégias de tratamento mais 

eficientes para pacientes com CCA.

A obtenção do escore para leitura da marcação 

do EGFR, em nosso estudo, teve como referência o 

trabalho de Yoshikawa et al.22, que consideraram 

marcação completa ou incompleta da membrana 

citoplasmática. Segundo Harder et al., os tumores foram 

considerados negativos quando menos que 10% de 
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células cancerosas foram marcadas, independente da 

intensidade na membrana10. No trabalho desses autores, 

a expressão de EGFR esteve ausente em 39,3% (22/56) 

dos pacientes, enquanto que a expressão fraca (1+) foi 

observada em 21,5% (12/56), a expressão moderada 

(2+) em 23,2% (13/56) e intensa (3+) em 16% (9/56).  

O fato de termos utilizado uma forma diferente para a 

obtenção do escore pode ser a razão de termos obtido 

resultados inferiores (28,6%) aos desses autores. Além 

disso, Harder et al.11 realizaram a pesquisa em biópsias 

de casos avançados e irressecáveis de carcinoma do 

trato biliar, sem fazer distinção entre carcinoma da 

vesícula biliar e colangiocarcinoma dos ductos biliares, 

enquanto que em nosso trabalho, foram estudados 

apenas pacientes com carcinoma dos ductos biliares e 

em diferentes estádios.

Yoshikawa et al. mostraram uma 

superexpressão em 26,4% dos colangiocarcinomas 

extra-hepáticos e em 17,7% dos intra-hepáticos. 

Esses autores consideraram apenas duas localizações 

anatômicas, incluindo os carcinomas peri-hilares no 

grupo dos CCA extra-hepáticos22. Em nosso estudo, o 

carcinoma peri-hilar foi considerado separadamente, e 

a expressão de EGFR foi de apenas 16,7% nesse grupo, 

menor que nos demais. Harder et al. encontraram taxa de 

expressão de 57,9% nos extra-hepáticos e de 25% nos 

intra-hepáticos11. Em nosso estudo, a expressão nos CCA 

extra-hepáticos foi de 42,9%. Essas divergências podem 

ser explicadas pelas diferentes maneiras de classificação 

anatômica adotadas, que ainda são controversas na 

literatura, sobretudo em relação ao colangiocarcinoma 

extra-hepático.

Apesar de a World Health Organization (WHO) 

incluir os colangiocarcinomas peri-hilares e distais na 

modalidade extra-hepática20,21, sabe-se que possuem 

diferentes comportamentos biológicos e respondem de 

forma distinta à quimioterapia. Em revisão sistemática, 

Wiggers et al. mostraram diferenças significativas na 

expressão de biomarcadores entre colangicarcinomas 

intra-hepáticos e extra-hepáticos, sendo mais relevantes 

nos marcadores que são potenciais alvos de terapias 

sistêmicas (EGFR, c-erB-2 e VEGF-A), sugerindo que devem 

ser tratados como tumores distintos26. Já Ercolani et al. 

classificaram os CCA em três subgrupos (intra-hepáticos, 

peri-hilares e extra-hepáticos) e concluíram que os 

colangiocarcinomas parecem ser o mesmo tipo de tumor, 

mas, dependendo da localização, apresentam diferentes 

propriedades de invasão de estruturas adjacentes, o 

que também pode influenciar no prognóstico27. Nossos 

resultados corroboram com esta conclusão, uma vez que 

a localização anatômica implicou em diferentes desfechos 

quanto à sobrevida, apesar de a correlação com a 

expressão do EGFR não ter tido diferença significativa 

entre as três localizações.

Os desafios para o desenvolvimento de 

terapias direcionadas para os CCA incluem, não só a 

heterogeneidade desses tumores, mas também a raridade 

dos casos quando comparados a outros tumores sólidos, 

além do pouco interesse da indústria farmacêutica19. 

Algumas limitações podem ser notadas em nosso estudo. 

A realização da pesquisa em um único centro limitou o 

tamanho da amostra, já que se trata de uma doença, 

relativamente, rara. E esse fato pode ter sido responsável 

por não termos conseguido mostrar significância 

estatística em alguns achados do estudo.

Concluímos que a expressão do EGFR ocorreu 

em considerável número de colangiocarcinomas estudados 

e esteve associada à menor sobrevida dos pacientes. 

Estudos com maior número de casos serão necessários 

para comprovar a influência da expressão do EGFR no 

prognóstico dos pacientes com colangiocarcinoma e 

mostrar o potencial desse receptor como alvo terapêutico.
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