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(C) Comparacgéo da expressdo proteica de SMAD4 e TGF-B1
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(iCCA). Barras representam média e erro padrdo. (B) Padrdo
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VEGF-A (fator de crescimento endotelial vascular A) HIF-1a
(fator induzivel por hipdxia 1 alfa) e VEGF-R2 (receptor 2 do
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hepatico) e iCCA (colangiocarcinoma, subtipo intra-hepatico).
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(A-D) Expressdo génica de SMAD4 (mothers against
decapentaplegic homolog 4) e TGFB1 (fator de crescimento
transformador beta 1) e proteica de SMAD4 e TGF-B1 (fator de
crescimento transformador beta 1) para cada tipo de
diferenciacdo celular em ACDP (adenocarcinoma ductal
pancredtico), eCCA (colangiocarcinoma, subtipo extra-
hepatico) e iCCA (colangiocarcinoma, subtipo intra-hepatico).
A cruz branca representa média. (E) Padrdo de marcacdo de
TGF-B1 em amostras moderadamente diferenciadas de ACDP,

eCCA e iCCA. As barras de tamanho representam 20 pm.

Expressdo génica de PIK3CA (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
3-quinase, subunidade catalitica alfa) e PTEN (fosfatase e
homélogo de tensina) e proteica de p100a. (fosfatidilinositol-
4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade catalitica alfa) e PTEN
para cada tipo de diferenciacdo celular em ACDP
(adenocarcinoma ductal pancreatico), eCCA
(colangiocarcinoma, subtipo extra-hepético) e iCCA
(colangiocarcinoma, subtipo intra-hepatico). A cruz branca

representa média.

(A-D) Expressdo génica de TGFB1 (fator de crescimento
transformador beta 1) para cada tipo de invasdo e metastase em
ACDP (adenocarcinoma ductal pancreatico), eCCA
(colangiocarcinoma, subtipo extra-hepatico) e iCCA
(colangiocarcinoma, subtipo intra-hepatico). (E-F) Expresséo
proteica de TGF-B1 (fator de crescimento transformador beta 1)
em invasao perineural e metastase em ACDP, eCCA e iCCA.

A cruz branca representa média.

Expressdo génica de VEGFA (fator de crescimento endotelial

vascular A), TGFBL1 (fator de crescimento transformador beta
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Figura 13.

Figura 14.

1) e KDR (receptor com dominio de insercdo de quinase) e
proteica de VEGF-R2 (receptor 2 do fator de crescimento
endotelial vascular) para cada estadiamento em ACDP
(adenocarcinoma ductal pancreatico), eCCA
(colangiocarcinoma, subtipo  extra-hepético) e iICCA
(colangiocarcinoma, subtipo intra-hepatico). A cruz branca

representa média.
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pancreatico), eCCA (colangiocarcinoma, subtipo extra-
hepético) e iCCA (colangiocarcinoma, subtipo intra-hepatico).

As sombras indicam intervalo de confianca de 95%.
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potencial discriminatério da expressdo génica e proteica de
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colangiocarcinoma dos subtipos extra (eCCA) e intra-hepatico
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transformador beta 1. VEGFA e VEGF-A = fator de
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RESUMO

Introducdo — O adenocarcinoma ductal pancreatico (ACDP) e o colangiocarcinoma
(CCA), classificado em extra-hepatico (eCCA) e intra-hepéatico (iCCA), sdo neoplasias
malignas biliopancreaticas, com desafio no diagndstico diferencial pelas semelhancas
anatomopatoldgicas. Objetivos — Analisar expressdo génica e proteica das vias da
carcinogénese PIK3CA/PTEN, SMAD4/TGF-1 e VEGF-A/VEGF-R2/HIF-10.em CCA
e ACDP e a associacdo com caracteristicas anatomopatolégicas, visando identificar
marcadores para diagndstico diferencial. Casuistica e Métodos — Foram estudados 67
individuos: 22 pacientes com ACDP, 17 com eCCA e 13 com iCCA,; e controles sem
neoplasias: sete amostras de tecido do ducto biliar (DBNN) e oito de tecido do ducto
pancreatico (DPNN). Para analise de expressdo génica (RT-gPCR) e proteica (imuno-
histoquimica/lImageJ/HistoScore) foram utilizadas amostras de tecido fresco ou
emblocado em parafina. Admitiu-se valor significante para P<0,05. Resultados — Houve
semelhanca para sexo e idade entre os pacientes, mas mostraram maior faixa etaria versus
controles (P<0,05). Prevaleceu estadiamento I/11 para ACDP e I11/IV para CCA e invasdo
linfatica em ACDP (P<0,05), tumor moderadamente diferenciado destacou-se em todos
0s grupos. Observou-se superexpressao génica de PIK3CA, PTEN, SMAD4, TGFB1,
VEGFA e KDR nos pacientes versus controles (P<0,02), enquanto HIF1A foi
superexpresso apenas em iCCA (P=0,006). No entanto, observamos semelhanca entre
pacientes, exceto para TGFB1, aumentado em iCCA versus ACDP e eCCA, assim como
VEGFA e KDR em iCCA versus ACDP (P<0,05). A marcacéo proteica de p110a e PTEN
apresentou predominancia citoplasmatica em todos os grupos tumorais. Por outro lado,

SMAD4 mostrou negatividade na maioria dos grupos, embora eCCA tenha apresentado
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predominancia para marcacdo citoplasméatica. Ainda, TGF-B1 apresentou expressdo
proteica notavelmente mais acentuada em ACDP do que os demais tipos de cancer.
VEGF-A, VEGF-R2 e HIF-1a mostraram padrdes varidveis de marcagdo entre os grupos,
com destaque para negatividade de HIF-la em iCCA. A expressdo proteica foi
semelhante entre os grupos, entretanto, houve diferenca (P<0,05) na expresséo génica e
proteica para: diferenciagdo celular pouco (HIF1A e TGFB1l: iCCA > ACDP) e
moderadamente diferenciadas (KDR e TGFB1: iCCA > ACDP); invasdo vascular,
linfatica e perineural (TGFB1: iCCA > ACDP); perineural (TGF-p-1: ACDP > eCCA);
metéstase (TGF-B-1: ACDP > iCCA) e estadiamento I1I/1V (VEGFA, TGFB1, KDR:
ICCA > ACDP; TGFB1: iCCA > eCCA; VEGF-R2: ACDP>eCCA). Observou-se
correlagéo positiva (P<0,05) moderada entre PIK3CA e PTEN em eCCA e iCCA; SMAD4
e TGFB1 em ACDP e iCCA; e VEGFA e HIF1A em ACDP e eCCA, e forteem iCCA. A
andlise discriminatoria revelou que a expressdo génica de TGFB1 teve o melhor
desempenho na diferenciacdo de iCCA de ACDP. Para a classificacdo entre iCCA e
eCCA, TGFB1 e VEGFA foram os melhores indicadores. A expressao proteica de TGF-
B1 e SMAD4 foi clinicamente relevante para diferenciar o e€CCA do ACDP. Conclusdes
— A expressdao génica e proteica diferencial destes biomarcadores associa-se as
caracteristicas anatomopatolégicas em neoplasias malignas biliopancreaticas. A
expressdo proteica de SMAD4 e TGF-B1 apresenta-se com potencial para discriminar e

classificar estas doencas.

Palavras-chave: Colangiocarcinoma; Adenocarcinoma Ductal Pancreatico; Expressao

Génica; Expressdo Proteica.
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ABSTRACT

Introduction — Pancreatic ductal adenocarcinoma (ACDP) and cholangiocarcinoma
(CCA), classified as extrahepatic (eCCA) and intrahepatic (iCCA), are biliopancreatic
malignant neoplasms, posing a challenge in differential diagnosis due to their
anatomopathological similarities. Objectives — To analyze gene and protein expression
of the carcinogenesis pathways PIK3CA/PTEN, SMAD4/TGF-B1, and VEGF-A/VEGF-
R2/HIF-1a in CCA and ACDP, and their association with anatomopathological
characteristics, aiming to identify markers for differential diagnosis. Casuistry and
Methods — A total of 67 individuals were studied: 22 patients with ACDP, 17 with eCCA,
and 13 with iCCA; and controls without neoplasms: seven samples of biliary duct tissue
(BDNN) and eight of pancreatic duct tissue (PDNN). For gene (RT-gPCR) and protein
(immunohistochemistry/ImageJ/HistoScore) expression analysis, fresh or paraffin-
embedded tissue samples were used. A significant value was considered for P<0.05.
Results — There was a similarity in sex and age among patients, but they showed a higher
age range compared to controls (P<0.05). Stage I/ll prevailed in ACDP and IlI/IV in
CCA, with lymphatic invasion in ACDP (P<0.05). Moderately differentiated tumors
predominated in all groups. Gene overexpression of PIK3CA, PTEN, SMAD4, TGFB1,
VEGFA, and KDR was observed in patients versus controls (P<0.02), while HIF1A was
overexpressed only in iCCA (P=0.006). However, similarity was observed among
patients, except for TGFB1, which was increased in iCCA versus ACDP and eCCA, as
well as VEGFA and KDR in iCCA versus ACDP (P<0.05). Protein marking of p110a and
PTEN showed cytoplasmic predominance in all tumor groups. On the other hand,

SMAD4 was negative in most groups, although eCCA showed predominance for
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cytoplasmic marking. Additionally, TGF-B1 protein expression was notably more
pronounced in ACDP than in other cancer types. VEGF-A, VEGF-R2, and HIF-1a
exhibited variable marking patterns among groups, with HIF-1a negativity highlighted in
ICCA. Protein expression was similar among groups; however, there was a difference
(P<0.05) in gene and protein expression for: poorly differentiated cells (HIF1A and
TGFBL1: iCCA > ACDP) and moderately differentiated cells (KDR and TGFB1: iCCA >
ACDP); vascular, lymphatic, and perineural invasion (TGFB1l: iCCA > ACDP);
perineural (TGF-B1: ACDP > eCCA); metastasis (TGF-B1: ACDP > iCCA), and stage
I/IvV (VEGFA, TGFB1, KDR: iCCA > ACDP; TGFB1: iCCA > eCCA; VEGF-R2:
ACDP > eCCA). A moderate positive correlation (P<0.05) was observed between
PIK3CA and PTEN in eCCA and iCCA; SMAD4 and TGFB1 in ACDP and iCCA; and
VEGFA and HIF1A in ACDP and eCCA, and strong in iCCA. Discriminatory analysis
revealed that TGFB1 gene expression had the best performance in differentiating iCCA
from ACDP. For classification between iCCA and eCCA, TGFB1 and VEGFA were the
best indicators. TGF-p1 and SMAD4 protein expression was clinically relevant for
differentiating eCCA from ACDP. Conclusions — The differential gene and protein
expression of these biomarkers is associated with the anatomopathological characteristics
in biliopancreatic malignant neoplasms. SMAD4 and TGF-B1 protein expression shows

potential for discriminating and classifying these diseases.

Keywords: Cholangiocarcinoma; Pancreatic Ductal Adenocarcinoma; Gene Expression;

Protein Expression.
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1. INTRODUCAO

1.1 Neoplasias Malignas Biliopancreaticas: Colangiocarcinoma e
Adenocarcinoma Ductal Pancreatico

O sistema biliopancreético € constituido pelo trato biliar, pancreas e ductos
subdivididos em ductos biliares intra-hepaticos e extra-hepaticos, além de vesicula biliar.
E formado por tecido conjuntivo fibroso denso e seu limen revestido por uma Unica
camada de epitélio simples cuboidal a colunar alto, cujas células sdo chamas de
colangiocitos (1-3). O trato biliar € responsavel por secretar e absorver diversas
substancias, como agua e eletrdlitos, assim como, modificar a fluidez e transportar a bile
(2,4). Por outro lado, 0 pancreas possui um complexo sistema de ductos, revestidos por
células epiteliais ductais pancreaticas, que atuam transportando enzimas digestivas, que
sdo produzidas pelas células epiteliais acinares (5).

Dentre as neoplasias malignas  biliopancreéticas, destacam-se 0
colangiocarcinoma (CCA) e o adenocarcinoma ductal pancredtico (ACDP), cujas
semelhancas anatomopatoldgicas dificultam o diagndstico diferencial devido as suas
origens embrionarias em comum, sobreposicdo anatdmica e analogias fenotipicas (1,6).
Caracterizado como um grupo heterogéneo de tumores malignos que se originam das
células epiteliais dos ductos biliares, CCA subdivide-se nos tipos intra-hepatico (iCCA)
e extra-hepatico (eCCA) que inclui o colangiocarcinoma perihilar (pCCA), quando ocorre
préximo ao hilo hepatico, e distal (dCCA), posicionando-se mais abaixo no colédoco,
préximo ao pancreas (7,8). Estes trés subtipos juntos correspondem a aproximadamente
3% das neoplasias gastrointestinais. Sao o segundo tipo mais frequente de cancer primario
de figado (8), sendo que cada subtipo tem fatores de risco, sinais clinicos, tratamento e

progndstico distintos (8,9).
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Destacam-se como principais fatores de risco para CCA, as infec¢Ges pelos virus
da hepatite B e C, sendo este ultimo mais especificamente associado ao iCCA. Além
disso, a presenca de hepatolitiase, malformagdes congénitas e cistos no trato biliar, bem
como, a sindrome metabdlica, também aumentam o risco para essa doenca. Embora
menos comuns no Brasil, a infeccdo por vermes hepéticos e a colangite esclerosante
primaria também estdo associadas ao desenvolvimento do CCA. Em relagéo aos habitos
de vida, tabagismo e o alcoolismo s&o cofatores significativos para o surgimento da
doenca. Adicionalmente, fatores ambientais, como a ingestéo de alimentos contaminados
por nitrosaminas e a exposi¢ao a substancias como amianto, dioxinas e cloretos de vinila,
também estéo relacionados ao aumento do risco de CCA (10).

Embora seja um cancer raro, a incidéncia e a mortalidade por CCA aumentou no
mundo todo nas Gltimas décadas (7). E geralmente diagnosticado em estagios avancados,
devido a falta de sintomas especificos na fase inicial e auséncia de estratégias de
rastreamento (11). Contudo, eCCA causa ictericia como sintoma principal, o que ocorre
devido a obstrucédo das vias extra-hepaticas e retencdo da bile. Por outro lado, ictericia é
caracteristica de iCCA em estagios mais avancados. Outros sintomas de CCA em estagios
avancados incluem dor abdominal, ndusea, perda de peso e anorexia (7,12).

O microambiente tumoral de CCA é caracterizado por diversos tipos de células e
componentes acelulares (13). A matriz extracelular é constituida principalmente de
colageno, fibroblastos associados ao cancer (CAFs) e uma variedade de células
inflamatorias como neutrofilos, macréfagos e células T (14). InteracGes entre o
microambiente tumoral e o epitélio tumoral favorecem a proliferacdo celular e o
crescimento do tumor, em especial, pela atuagdo dos CAFs (7). Desse modo, € possivel

gue o ambiente tumoral surja em decorréncia do microambiente regenerativo durante a
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reparacdo dos ductos biliares, de maneira semelhante a outras doencas pré-malignas como
a colangite esclerosante primaria e fibrose hepatica congénita (15).

Quanto as caracteristicas microscopicas, CCA classifica-se como adenocarcinoma
produtor de muco e apresenta estroma desmoplésico associado a reacfes inflamatorias
(16). Além disso, em nivel histologico, CCA é semelhante a outros adenocarcinomas
metastaticos com origem priméria extrabiliar, como por exemplo o péancreas, 0 que
dificulta o diagnostico por exames histopatoldgicos, visto que ainda ndo ha painéis de
marcadores imuno-histoquimicos especificos para essa doenga (11).

O tratamento padrdo para CCA é a ressec¢do cirurgica, embora seja reservada
apenas paraiCCA e pCCA. O diagnostico e tratamento do subtipo dCCA sdo semelhantes
aos tipos de cancer da cabeca do pancreas. A probabilidade de sobrevida em cinco anos,
apos a ressec¢do ndo ultrapassa 40% (17). Em relacdo ao tratamento quimioterapico, a
maioria dos pacientes com dCCA é tratada com gemcitabina e uma pequena parcela com
gemcitabina e cisplatina em conjunto (18). Adicionalmente, diversas outras terapias para
essa doenca estdo sendo estudadas (17).

A propésito, destaca-se entre os adenocarcinomas de pancreas, o0 ACDP que se
origina das células epiteliais dos ductos pancreéticos, cuja incidéncia tem aumentado nos
ultimos anos, sendo mais comum em idosos (19,20). Representando mais de 90% dos
casos de cancer de pancreas, geralmente, é diagnosticado em estagios avangados, com
metastases ja presentes. Devido as respostas inadequadas ao tratamento, a sobrevida dos
pacientes é geralmente inferior a um ano, tornando-o a sétima causa de morte por cancer
no mundo (19,20). No Brasil, é estimado cerca de 80 mil mortes por cancer pancreatico
entre 2025 e 2029 (21). Portanto, é fundamental o desenvolvimento de estratégias mais

eficazes de detec¢do, diagndstico e tratamento para essa doenca.
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A maioria dos pacientes € considerada inoperavel no momento do diagnostico,
devido ao estagio avancado e a presenca de metéstases. Alguns sintomas comuns incluem
dor nas costas, perda de peso e apetite, inicio de diabetes e ictericia indolor (20,22). Para
avaliar lesGes pancreéticas sdlidas sdo utilizados exames de imagem como ressonancia
magnética, tomografia computadorizada e ultrassonografia endoscépica. No entanto, os
exames histopatoldgicos continuam sendo o padrdo-ouro no diagndstico dessa doenca
(20,22).

No que diz respeito aos aspectos histopatoldgicos, o ACDP geralmente apresenta
estruturas ductais e glandulares envoltas por um estroma denso e desmoplasico,
juntamente com outros componentes néo celulares (20,22,23). O microambiente tumoral
de ACDP ¢ altamente heterogéneo, caracterizado pela presenca de CAFs, células
pancredticas estreladas e diversas células do sistema imunoldgico (23). Embora ainda seja
objeto de debate se 0 microambiente tumoral promove ou reduz a progresséo do cancer e
a resisténcia as terapias; os fibroblastos associados ao cancer desempenham um papel
importante na reducdo da apoptose e no estimulo a proliferacdo e migracdo das células
cancerosas (22,23).

Além disso, a presenca de células T reguladoras, macrofagos e células supressoras
derivadas de mieloides contribui para a criagdo de um ambiente imunossupressor,
inibindo a fung&o dos linfocitos T CD8, que reconhecem e eliminam as células cancerosas
(23). Adicionalmente, as células do microambiente tumoral interagem entre si e secretam
fatores de crescimento como TGF (fator de crescimento transformador) e VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular) (22). Assim, a compreensdo dos fatores envolvidos no

microambiente tumoral do ACDP, bem como, seus mecanismos de agdo, podem
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contribuir para a identificacdo de biomarcadores diagnosticos e o desenvolvimento de
novas terapias.

No contexto do ACDP, a ocorréncia de metastases distantes € facilitada devido a
localiza¢do abdominal central do pancreas, a auséncia de uma cépsula de 6rgéo definida
e & presenca de vasos circundantes (5,22). Para ser considerado um adenocarcinoma
invasivo, sdo necessarios critérios como a disposicdo aleatoria de glandulas neoplasicas,
invasdo vascular e perineural, variagdo nuclear em uma Unica glandula, presenca de
mitoses atipicas, entre outros (20).

Considerado padrdo ouro, a maioria dos pacientes com ACDP recebe como
tratamento quimioterapia baseada apenas em gemcitabina (18). No entanto, tratamentos
recentes que incluem a combinacdo de gemcitabina com nab-paclitaxel tém mostrado
significativo aumento na sobrevida de pacientes em estagio IV. Além disso, evidéncias
apontam o FOLFIRINOX (5-fluorouracil, leucovorina, oxaliplatina e irinotecano) como
a terapia quimioterapica mais eficaz para o tratamento de ACDP avangado e metastatico

(22).

1.2 Diagnostico de Neoplasias Malignas Biliopancreaticas

O diagnostico distinto entre ACDP e CCA € de extrema importancia para a
definicdo das opgOes terapéuticas. Pacientes com diagndstico ambiguo podem néo
receber o tratamento ideal, resultando na falta de beneficios esperados do tratamento (24).
Devido as suas origens embrionarias em comum, sobreposi¢do anatbmica e analogias
fenotipicas, ACDP e CCA compartilham diversas caracteristicas histopatologicas (6,25).
Entre os subtipos de CCA, o extra-hepatico dCCA é o mais dificil de diferenciar do

ACDP, muitas vezes sendo tratado como uma Unica entidade. No entanto, trata-se de
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doencas distintas, com caracteristicas diferentes, como prognostico mais favoravel para
0 dCCA em relagdo ao ACDP e beneficios associados a terapia adjuvante no ACDP, mas
ndo no dCCA. Isso corrobora a ndo aplicabilidade dos mesmos tratamentos para ambas
as doencas, embora as abordagens cirurgicas sejam semelhantes, exigindo estratégias de
manejo distintas (18). Desse modo, apesar das tecnologias de analises 6micas ampliarem
0 conhecimento sobre estas doencas, revelando perfis gendmicos e transcricionais com
diversas diferencas, algumas similaridades em nivel molecular ainda necessitam ser
esclarecidas (6).

Nesse contexto, embora ndo existam marcadores definitivos para diferenciar
ACDP de estruturas ductais benignas, o biomarcador mais utilizado para auxiliar o
diagndstico de ACDP ¢é o antigeno carboidrato 19-9 (CA 19-9). No entanto, ha vérias
desvantagens associadas, incluindo resultados falso-positivos em pacientes com ictericia
por obstrucdo dos ductos biliopancreaticos devido a doencas benignas (20,26-28) ou
condicdes como tireoidite, diabetes mellitus e doencas autoimunes (27). Além disso, 0s
valores de sensibilidade e especificidade do CA 19-9 sdo limitados (28,29). Estudos
recentes exploram alternativas, como a combinacéo do CA 19-9 com outros marcadores,
mas conclusdes definitivas ainda ndo foram alcangadas (26). O CA 19-9, em conjunto
com o antigeno carcinoembrionario (CEA), também é utilizado para monitorar a resposta
a terapia em canceres biliar (28). Por fim, a perda da expressdo do supressor tumoral
SMAD4 (mothers against decapentaplegic homolog 4) e expressao aberrante de p53
(proteina de tumor 53), embora ndo sejam exclusivas desse tipo de cancer, estdo presentes
em mais de 50% dos ACDPs e associadas a pior prognostico (20,23).

Adicionalmente, a analise da expressdo sérica da trombospondina-2 (THBS2),

uma glicoproteina com implicacbes na angiogénese e apoptose, juntamente com o
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marcador CA 19-9, mostrou potencial no diagnostico diferencial entre ACDP e dCCA,
em comparacgdo com individuos saudaveis ou com lesdes benignas, que exibiram niveis
reduzidos para ambos os biomarcadores. No entanto, foi observada semelhanca na
expressdo sérica de THBS2 e CA 19-9 entre pacientes com dCCA e ACDP (30).

Exames de imagem como a ultrassonografia transabdominal, tomografia
computadorizada e ressonancia magnética séo a primeira abordagem ndo invasiva para
avaliacdo de pacientes com ictericia e diagnostico de causas de obstrugdo dos ductos
biliares (31). Entretanto, o diagnostico de CCA utilizando abordagens ndo invasivas é
impreciso, sendo necessaria confirmacao histologica (7).

Ainda nesse contexto, um estudo identificou 236 metabolitos séricos alterados em
pacientes com eCCA e 280 em ACDP quando comparados aos controles. Além disso,
mais de 60 metabdlitos séricos estavam alterados na comparacao entre eCCA e ACDP,
com este Gltimo apresentando niveis mais elevados. Entretanto, as expressdes com
diferencas significativas demonstraram valores de sensibilidade e especificidade

medianos, destacando a necessidade de validacdo de suas utilidades clinicas (28).

1.2.1 Diagnostico diferencial por imuno-histoquimica

No diagnostico de rotina empregando imuno-histoquimica, os biomarcadores
mais comumente utilizados sdo o antigeno carcinoembrionario (CEA), citoqueratinas
(CK) CK7, CK20 e CA 19-9, juntamente com caracteristicas clinicas e histologicas. No
entanto, todos esses marcadores sdo expressos de forma similar, ou muito variavel no
caso de CK20, em CCA e ACDP, o que dificulta a distin¢cdo entre estas neoplasias

malignas (20,25,32,33).
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Outros biomarcadores tém sido estudados com o objetivo de definir um painel
mais especifico para diferenciar estas doencas. A mucina 1 (MUCL1), por exemplo, é um
marcador que promove adeséo celular em tecidos estranhos e ndo é expressa em ductos
biliares normais, mas possui alta expressao em eCCA e neoplasias intraepiteliais
pancredticas. Embora possa ser utilizado para mapear a progressao do tecido tumoral, ndo
é capaz de diferenciar CCA de ACDP. O mesmo padrdo € observado para a mucina 4
(MUC4) (20,25).

Ainda, um estudo demonstrou que a caderina neural (N-caderina) apresentou
expressdo diminuida em metéstases de ACDP em figado em comparacdo com CCA, o
que poderia auxiliar na diferenciacdo dessas doencas em conjunto com outros
biomarcadores, embora com confiabilidade a ser confirmada. Contudo, o estudo em
questdo ndo discriminou os subtipos de CCA durante a analise (34). Outros autores
realizaram essa distin¢cdo e observaram expressdo significativamente reduzida de N-
caderina em metastases hepéticas de ACDP, quando comparado a iCCA. Entretanto,
houve semelhanca entre ACDP e eCCA. O mesmo estudo demonstrou que a caderina
epitelial (E-caderina), outro membro da familia das caderinas, apresenta expressao
semelhante para ACDP e todos os subtipos de CCA (33).

Ainda neste contexto, S100P (proteina P de ligag&o ao célcio S100) é uma proteina
que desempenha um papel na diferenciacéo e proliferagéo celular e foi identificada como
altamente especifica para tumores biliopancreaticos. Todavia, tanto eCCA quanto ACDP
apresentam semelhancgas na expressao desta proteina (25). Por outro lado, um estudo
mostrou que o uso em conjunto dos marcadores S100P, pVVHL (supressor de tumor de
Von Hippel-Lindau), MUC5AC (mucina-5AC) e CK17 pode ser util no diagnéstico

diferencial de iICCA e ACDP, embora o subtipo extra-hepatico ndo tenha sido
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considerado (35). Outro estudo também sugeriu a proteina anexina (ANXA) A10 como
um biomarcador na discriminagéo entre iCCA e ACDP, no entanto, ndo incluiu os outros
subtipos de CCA (36).

Ainda, outros pesquisadores observaram sensibilidade e especificidade em torno
de 35-66% para ANXA10 na diferenciacdo de iCCA, ACDP e vice-versa, em metastases
hepéticas. Outros biomarcadores estudados (ANXALl e ANXAL3) ndo mostraram
capacidade de diferenciar as neoplasias malignas. E possivel que, se interpretados em
conjunto, esses biomarcadores possam se tornar candidatos ao diagndéstico diferencial de
iICCA e ACDP. No entanto, sdo necessarios mais estudos que incluam o subtipo eCCA
em suas analises (37). Ainda, nesse contexto, um estudo comparou a expressdo de
ANXA10 entre dCCA e cancer de cabeca do pancreas e descobriu menor frequéncia de
positividade desse marcador em dCCA, assim como de CK17. Nesse caso, 0 valor para
sensibilidade e especificidade de CK17 para discriminacdo entre cancer de cabeca do
pancreas e dCCA foi em torno de 70%, enquanto para ANXA10 variou de 80% a 50%,
respectivamente. No entanto, sdo necessarios outros estudos para validar esses resultados
(24).

Outro estudo, empregando o método Machine Learning (ML) para analise de
dados, demonstrou que CK7, CK19, BerEP4 (molécula de adesdo de células epiteliais) e
CEA policlonal, guando combinados com MUC1 e CA19-9, podem caracterizar o perfil
imuno-histoquimico de iCCA. Além disso, sugeriu que WT1 (proteina tumoral de Wilms)
poderia ser um marcador diferencial para iICCA (38). No entanto, esses resultados
também necessitam de validagdo por meio de outros estudos. Além disso, a caracterizagao
exclusiva do perfil imuno-histoquimico de iICCA ndo ¢é suficiente para distinguir eCCA

de ACDP, o que continua sendo o principal desafio deste campo de estudo.
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Desse modo, é reconhecido que o microambiente tumoral desempenha um papel
crucial na carcinogénese de CCA e ACDP. O estudo do perfil molecular do ambiente
tumoral pode contribuir na identificagdo de biomarcadores para diagndstico e a criagao
de tratamentos personalizados para essas doencas (20,39). Em resumo, até 0 momento,
os resultados conclusivos para a definicdo de um painel imuno-histoquimico ou
marcadores isolados para diferenciar ACDP de CCA, especialmente, o subtipo extra-
hepatico, sdo escassos. Compreender 0s mecanismos envolvidos na carcinogénese e suas
acbes no microambiente tumoral pode contribuir para a identificacio de novos

marcadores para o diagndstico diferencial dessas doencas.

1.3 Biomarcadores Moleculares da Carcinogénese

1.3.1 Via PI3K/PTEN e regulacgéo do ciclo celular

O ciclo celular consiste em uma série de eventos de extrema importancia para o
desenvolvimento de organismos e suas condi¢cdes patologicas. Neste contexto, a
fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) é uma familia de enzimas que atuam em diversas
funcBes do ciclo celular, como diferenciacdo, crescimento, motilidade, proliferacéo e
sobrevivéncia celular, que, por sua vez, estdo diretamente relacionadas a carcinogénese.
A desregulacgéo e sinalizacdo exacerbada de PI3K estdo associadas a uma variedade de
doencas, tais como diabetes, distlrbios neuroldgicos e imunoldgicos, doencas
cardiovasculares, crescimento descontrolado de tecidos e cancer (40,41).

A familia PI3K é dividida em quatro classes, com base em sua estrutura e funcao,
variando de | a IV, sendo a Classe | subdividida em duas subclasses, Pl 3-quinases de
classe 1A e P1 3-quinases de classe IB. A subclasse Pl 3-quinases de classe IA é composta

por trés subunidades cataliticas e cinco subunidades regulatorias. Entre as subunidades
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cataliticas, destaca-se a enzima pll10a, uma proteina citoplasméatica oncogénica
codificada pelo gene PIK3CA (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade
catalitica alfa), localizado na posicdo 3726.32 do genoma humano. Em resposta a
estimulos de diversos fatores de crescimento ou oncogenes, essa proteina, em complexo
com p85, sua subunidade regulatéria, utiliza ATP (adenosina trifosfato) para catalisar a
fosforilacdo do anel de inositol de PIP, (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato), um lipidio
presente na membrana celular e no complexo de Golgi, pertencente a familia dos
fosfatidilinositéis. Essa familia esta envolvida na organizacdo de vias de sinalizagdo,
dindmicas do citoesqueleto, regulacdo do trafego intracelular, entre outras fungdes
celulares (40-43). Como resultado da fosforilagdo, PIP3 (fosfatidilinositol-3-fosfato) é
formado (Figura 1).

Em seguida, PIP3 atua como segundo mensageiro ao se ligar ao dominio PH
(homologia pleckstrin) de AKT (proteina quinase B), causando fosforilacdo na Thr308
(treonina na posicdo 308) pela proteina PDK1 (piruvato desidrogenase quinase 1) e na
Ser473 (serina na posicdo 473) por mTORC2 (complexo mTOR 2). Por fim, AKT tem
diversos alvos envolvidos em diversas funcbes como metabolismo, crescimento,
sobrevivéncia, proliferacdo, apoptose, motilidade e migracdo de células cancerigenas
(40,41,43) (Figura 1).

Nesse contexto, em condi¢bes celulares normais, PIPs € rapidamente
metabolizada por fosfatases lipidicas, com destaque para PTEN (fosfatase e homélogo de
tensina), uma proteina codificada pelo gene PTEN localizado na posi¢do 10g23.31 do
genoma humano. Esta proteina reverte a fosforilagdo em PIP3, encerrando a sinalizacéo

de PI3K. No entanto, devido & atividade aumentada de oncogenes, ativacdo mutacional
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de PI3K ou perda da funcdo de PTEN, células cancerigenas apresentam quantidade
aumentada de PIP3 (40,41,44) (Figura 1).

MutagOes em genes da PI3K ocorrem com frequéncia em canceres humano, como
alteracdes em PIK3CA em dCCA (6,41). Todas as formas oncogénicas de PI3K tém sua
atividade aumentada em comparacdo a forma ndo oncogénica (45). Foi observado que a
via de PI3K ¢é ativada em céncer pancreético, demonstrando expressdo aumentada de
pl10a em ACDP em relacédo as células adjacentes ao tumor (46), assim como expressao
reduzida de AKT fosforilada na ocorréncia de expressdo aumentada de PTEN (44). Além
disso, neoplasias malignas pancredaticas apresentam maior numero de mutacdes em
PIK3CA, em comparagdo com tumores hepaticos (40). Portanto, é possivel esperar

padrdes distintos de expressao e invasdo para o gene PTEN em CCA e ACDP.
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Figura 1. Via PISK/PTEN de regulacdo do ciclo celular. Estimulos ativam pl110a
(fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade catalitica alfa), que catalisa a
conversdo de PIP; (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) em PIP; (fosfatidilinositol-3-fosfato).
PIP3 ativa AKT (proteina quinase B), afetando funcGes celulares. A proteina PTEN

(fosfatase e homologo de tensina) regula PIPs. Feita em Biorender.com.
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1.3.2 Via TGF-p/SMAD4 de sinalizagdo e transducéo de sinal

A via TGF-p/SMAD4 desempenha um papel fundamental em diversos processos
bioldgicos, como diferenciacdo celular, apoptose, migracdo e progressdo tumoral, ao
mediar a transducdo de sinal da membrana celular para o nucleo. Codificada pelo gene
TGFB1 (fator de crescimento transformador beta 1), localizado em 19913.2 no genoma
humano, a proteina citoplasméatica TGF-B1 (fator de crescimento transformador beta 1)
atua como supressora tumoral, induzindo a apoptose de células pré-malignas e é secretada
por uma variedade de células em todo o organismo. Por outro lado, SMAD4 é uma
proteina citoplasmatica e nuclear codificada pelo gene SMAD4, localizado em 18q21.2
no genoma humano, e pertence a uma familia de proteinas responsaveis pela transdugéo
de sinais extracelulares para o nlcleo (47,48).

Diante de alta taxa de proliferagéo celular, a sinalizagdo TGF-B/SMAD4 ¢ ativada,
desencadeando efeitos citostaticos e induzindo mecanismos prd-apoptéticos (47). No
entanto, ao longo da progressdao do cancer, as células tumorais tornam-se insensiveis a
TGF-B1, o que resulta na diminui¢do da resposta imunologica do organismo contra as
células tumorais, favorecendo a angiogénese e a invasao (47,48). Dessa forma, niveis
séricos elevados de TGF-p durante o diagnostico de ACDP podem indicar um prognéstico
desfavoravel (49).

A principal via de sinalizacdo desse biomarcador (Figura 2) inicia-se quando
TGF-pB1 se liga ao TP-R (receptor para o fator de crescimento transformador beta) do tipo
I, que recruta e fosforila o complexo TB-RI. Este complexo, por sua vez, fosforila
SMAD2/3. Em seguida, SMAD2/3 forma um complexo se ligando a SMAD4 e séo

translocados para o nucleo, onde se ligam ao DNA no elemento de ligagdo & SMAD
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(SBE) e recrutam fatores transcricionais importantes na supressdo de tumores
(47,48,50,51) (Figura 2).

Ainda, nesse contexto, foi evidenciado o envolvimento da via PI3K/AKT/mTOR
na regulacdo da sinalizacdo de TGF-B/SMAD4. A inativagdo de PISK/AKT/mTOR
impacta a migracdo celular e a transicdo epitelial-mesenquimal mediada por TGF-p
(48,50,51). Alem disso, a superexpressao de AKT suprime a fosforilagdo de SMAD3
mediada pelo receptor T-BR do tipo II (52).

Sdo reconhecidas delecbes de SMAD4 em varios tipos de cancer, incluindo ACDP,
onde foram descritas pela primeira vez, e CCA (20,23,48). A inativacdo de SMAD4
acarreta modificacdes na sinalizacdo de TGF-B, 0 que esta associado ao favorecimento da
tumorigénese (47). No entanto, a frequéncia de alteracdes nesse gene é notavelmente
maior em neoplasias malignas pancreaticas em comparacdo a CCA (20,23,48), o que pode

resultar em diferentes padrdes de expressdes génica e proteica neste tipo de cancer.
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Figura 2. Via TGF-B/SMAD4 de sinalizagdo e transdugdo de sinal. TGF-B1 (fator de
crescimento transformador beta 1) se liga ao receptor TB-R (receptor para o fator de
crescimento transformador beta) do tipo II. O complexo TB-RI fosforila SMAD (mothers
against decapentaplegic homolog) 2/3, que, em conjunto com SMADA4, transloca-se para
0 nucleo. Em seguida, ligam-se ao SBE (elemento de ligacdo a SMAD) para recrutar

fatores transcricionais relacionados a supressao tumoral. Feita em Biorender.com.
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1.3.3 Via VEGF-A/HIF-1a/VEGF-R2 na angiogénese mediada por hipdxia

A angiogénese € o0 processo de formacdo de novos vasos sanguineos a partir de
vasos pré-existentes. Devido ao seu papel importante no transporte de nutrientes aos
tecidos, é considerada fundamental na manutencdo da homeostase. No entanto, o
crescimento desordenado destes vasos pode contribuir com diversos processos
patoldgicos, como cancer e, consequentemente, metéstases (53,54). Em estagios iniciais
da progressdo tumoral, os tumores sdo pequenos e avasculares. Contudo, em razéo do
aumento da demanda metabdlica, ocorre o desenvolvimento de uma vascularizacdo
tumoral exclusiva, desencadeada por fatores de crescimento liberados pelas células
cancerigenas e outras células no microambiente tumoral (55).

Nesse contexto, membro da familia VEGF, o VEGF-A (fator de crescimento
endotelial vascular A) é uma glicoproteina codificada pelo gene VEGFA, localizado no
cromossomo 6p21.1 humano, que desempenha papel central na regulacdo de processos
moleculares da angiogénese em contextos fisiologicos e patologicos (53,54). Além disso,
expresso predominantemente em células endoteliais, VEGF-R2 (receptor 2 do fator de
crescimento endotelial vascular), codificado pelo gene KDR (receptor do dominio de
insercdo da quinase), localizado em 4912 no genoma humano, é o principal receptor para
VEGF-A. A sua ativagdo promove mitose e permeabilidade de células endoteliais, assim
como proliferagdo, migracdo, invasdo a tecidos circundantes e sobrevivéncia celular
durante a angiogénese (53,54).

Por meio da via de sinalizacdo notch, ocorre aumento da expressédo de DLL4
(delta-like 4), entre outros ligantes, o que induz as células endoteliais tip cells (células de
ponta) a formarem filopddios em resposta ao VEGF. Entdo, o aumento da sinalizagdo

notch reduz a expresséo de VEGF-R2, desencadeando assim um mecanismo de feedback
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negativo (53) (Figura 3). Apesar de ndo ser notadamente vascularizado, ACDP secreta
VEGF-A, além de expressar VEGF-R2 em linhagens celulares. Esses biomarcadores
desempenham papéis importantes no desenvolvimento tumoral, visto que altos niveis de
VEGF-A e VEGF-R2 estdo correlacionados com recidiva e mau prognoéstico em ACDP
(56).

Ressalta-se que o crescimento tumoral estd intimamente relacionado a
estimulagdo da angiogénese. Nesse contexto, é bem estabelecido que a microvasculatura
tumoral apresenta diferengas estruturais e funcionais, como aumento de vazamento,
formato tortuoso e outras caracteristicas aberrantes (54,55). Além disso, embora seja
produzido em diversas células, o contexto de hipdxia devido ao crescimento tumoral é o
principal regulador de sua expressdo, mediada por fatores induziveis por hipoxia (HIF)
(53,54). Desse modo, a disfuncédo da vasculatura estimulada por VEGF reduz a eficiéncia
do fluxo sanguineo tumoral acarretando hipdxia e consequente aumento na producéo de
VEGF (55).

Uma das caracteristicas mais marcantes do microambiente tumoral € a hipoxia.
Dentre os fatores induziveis por hipoxia, ressaltasse HIF-1a (fator induzivel por hipdxia
1 alfa), o principal regulador deste estado, essencial para a expressdo génica em célula
hipdxicas e codificado pelo gene HIF1A (fator induzivel por hipdxia 1, subunidade alfa).
Em condigdes normais de oxigénio, HIF-1a ¢ degradado pelo sistema proteassomo. No
entanto, em condicdes de hipdxia, fatores importantes para sua degradacdo séo regulados
negativamente, resultando em estabilizag8o e translocacéo para o ndcleo. O HIF-1a, no
nacleo, desempenha funcbes essenciais na transcricdo de diversos genes, incluindo o

VEGF-A e TGFB (57).
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N&o obstante, AKT, um intermediario na via de PI3K, desempenha papel
fundamental na biologia regulada por VEGF das células endoteliais, por meio da
sobrevivéncia, proliferacdo e permeabilidade. Além disso, PI3K pode ser ativado por
VEGF-A por meio da ligacgéo direta de PI3K em Y1175 (residuo de tirosina na posi¢do
1175) de VEGF-R2. Em consequéncia desta ativacdo, a AKT exerce um papel
fundamental na regulacdo das células endoteliais, afetando sua sobrevivéncia,
proliferacdo e liberagdo de metaloproteinases (MMPs) (54).

Niveis adequados de VEGF-A e HIF-1a sdo importantes para o desenvolvimento
pancreatico normal. Contudo, altas expressdes de HIF-1a inibem a diferenciagdo de
celulas progenitoras enddcrinas pancreaticas, ao mesmo tempo em que regulam
positivamente e negativamente diversos genes relacionados a viabilidade celular,
proliferacdo, migracdo, angiogénese, invasdo, crescimento tumoral e resisténcia a
quimioterapia (58).

Além disso, VEGF esta superexpresso na maioria dos tipos de cancer humano e
tem associacdo com invasdo e metastase (53,58). Por outro lado, alta expressdo de HIF-
la ¢é encontrada em CCA (59), especialmente, em seu subtipo intra-hepatico, em
comparacao ao tecido saudavel (60). O subtipo extra-hepéatico pode apresentar marcagédo
principalmente na borda invasiva do tumor (61). Entretanto, ACDP pode exibir padrbes
de marcacéao heterogéneos para HIF-1a. (62).

Estudos sobre as express6es comparativas de VEGF-A, HIF-1a. ¢ VEGF-R2 em
ACDP e CCA, considerando seus subtipos, assim como a associa¢do com caracteristicas
anatomopatoldgicas, sdo escassos. No entanto, esta investigacdo comparativa pode

contribuir significativamente para o entendimento dos mecanismos subjacentes a hipdxia
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e angiogénese destes tumores. Além disso, pode auxiliar na identificacdo de

biomarcadores especificos que caracterizem estas doencas.
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Figura 3. Mecanismos de regulacdo da angiogénese tumoral. A ativacdo do VEGF-R2
(receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular) promove a mitose e
permeabilidade das células endoteliais, enquanto a sinalizacdo notch induz as células de
ponta a formarem filopddios em resposta ao VEGF-A (fator de crescimento endotelial
vascular A). O aumento da sinalizacdo notch resulta na reducédo da expressdo de VEGF-

R2, estabelecendo um feedback negativo regulatério. Adaptada de Biorender.com (63).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar comparativamente a expressdao génica e proteica de biomarcadores
envolvidos em vias da carcinogénese em CCA e ACDP, e sua associagdo com
caracteristicas anatomopatoldgicas, visando identificar marcadores de classificacdo e

diagnostico diferencial destas doencas.

2.2 Objetivos Especificos
1. Analisar comparativamente a expressdo génica de PIK3CA, PTEN, SMAD4 e TGFB1,
VEGFA, HIF1A e KDR em tecido tumoral de pacientes com eCCA, iCCA e ACDP.
2. Analisar comparativamente a expressao proteica e respectiva localizagdo subcelular de
p110a, PTEN, SMAD4 ¢ TGF-B1, VEGF-A, HIF-1a e VEGFR-2 em tecido tumoral de
pacientes com eCCA, iCCA e ACDP.
3. Verificar a associacdo da expressdo génica e proteica dos referidos biomarcadores com
caracteristicas anatomopatoldgicas do tecido tumoral de eCCA, iCCA e ACDP.
4. Avaliar a capacidade classificatdria da expressao génica e proteica em tecido tumoral

dos referidos biomarcadores na discriminacédo entre eCCA, iCCA e ACDP.
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3. CASUISTICA E METODOS

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade
de Medicina de S&o José do Rio Preto (FAMERP) (CAAE: 56674322.1.0000.5415) e da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) (CAAE: 67005822.8.0000.5404);

conduzido em conformidade com a Declaracgéo de Helsinque.

3.1 Casuistica

Trata-se de um estudo retrospectivo. Os grupos de pacientes e controles foram
constituidos mediante critérios rigorosos de selecdo, considerando o diagnéstico padréo-
ouro por imuno-histoquimica (IHQ). Neste sentido, foram coletadas 30 amostras de
tecido de CCA fixadas em formalina e embebidas em parafina (FFPE), sendo 17 eCCA e
13 iCCA, além de 22 amostras de tecido FFPE de ACDP, armazenadas nos Setores de
Patologia do Hospital de Base (HB) da FAMERP e da Faculdade de Ciéncias Médicas
(FCM) da UNICAMP, no periodo de 2004 a 2023. As neoplasias malignas ainda nao
haviam invadido os demais 6rgaos do sistema biliopancreético, dificultando o diagnostico
de origem primaria destas doencas. O diagndstico de CCA e ACDP foi realizado de
acordo com as diretrizes de pratica do College of American Pathologists, baseado na
classificacdo de tumores da Organizacdo Mundial da Sadde (WHO Classification of
Tumours). A confirmacdo da ndo invasdo aos demais Orgdos foi realizada utilizando
exames de imagem (tomografia computadorizada, ressonancia magnética e
colangioressonancia), bem como, por meio dos laudos anatomopatol6gicos dos pacientes.

Os respectivos grupos controles foram constituidos por sete amostras de tecido de
ducto biliar ndo neoplasico (DBNN) fresco e FFPE de individuos diagnosticados com

colelitiase submetidos a cirurgia eletiva de colecistectomia por videolaparoscopia no
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Setor de Cirurgia Geral do HB/FAMERP, no periodo de 2019 a 2021, sem sinais clinicos,
bioguimicos e histopatologicos de CCA e/ou ACDP, e 8 amostras FFPE de ducto
pancreatico ndo neoplésico (DPNN) de individuos submetidos a necrdpsia, no Servico de
Verificagdo de Obitos do HB/FAMERP, em 2023, sem sinais clinicos, bioguimicos e
histopatoldgicos de CCA e/ou ACDP.

Optou-se por amostras de tecido fresco de ducto biliar coletadas durante cirurgia
eletiva de colecistectomia por videolaparoscopia como grupo controle de CCA, tendo em
vista a dificuldade em obter amostras de ductos biliares ndo neoplésicos para controle,
uma vez que os pacientes encaminhados para necrépsia nem sempre apresentam vesicula
biliar e ductos biliares disponiveis e viaveis para coleta.

Foi realizado o corte das amostras dos referidos tecidos em micrétomo rotativo
manual (Leica Biosystems™, Wetzlar, Alemanha), seguido de confeccdo de laminas
histoldgicas e identificacdo das regides tumorais por duas médicas patologistas. As
laminas com as amostras de tecido ductal biliar e pancreatico ndo neoplasicos foram
demarcadas considerando as regides contendo ductos ndao neoplasicos.

Os dados do perfil demogréafico (sexo e idade) e anatomopatol6gico (grau do
tumor, invasdes, metastase — em linfonodo — e estadiamento) foram obtidos por meio de

prontuérios informatizados ou laudos anatomopatol6gicos.

3.2 Métodos

3.2.1 Extracdo de RNA Total e RT-gPCR

O RNA total das amostras de tecido emblocado de CCA, ACDP, e DPNN foi
extraido utilizando o kit ReliaPrep™ FFPE Total RNA Miniprep System (Promega,

Madison, Wisconsin, EUA) de acordo com o manual do fabricante. O RNA total das
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amostras de tecido fresco de DBNN foi extraido utilizando TRIzol™ Reagent
(Invitrogen™, Waltham, Massachusetts, EUA), de acordo com o manual do fabricante.

Em seguida, a concentragéo e pureza do RNA total foram quantificadas utilizando
0 equipamento NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
EUA), segundo o manual do fabricante. Foi realizada diluigdo do RNA total e sintese de
cDNA (DNA complementar) por meio do kit High-Capacity cDNA® (Applied
Biosystems™, Waltham, Massachusetts, EUA) utilizando o termociclador Esco
Technologies — Swift™ Maxi Thermal Cyclers, em concentracdo final de 5 ng/ul. Por fim,
foi realizada a reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR)
utilizando 10 pl TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems™), 8 ul de
UltraPure™ DEPC-Treated Water (Invitrogen™), 1 ul de TagMan™ Gene Expression
Assay (Applied Biosystems™) e 1 pl de cDNA, por meio do equipamento StepOnePlus™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems™). As amostras foram processadas a 50 °C
por dois minutos, 95 °C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 15 segundos e
60 °C por um minuto, de acordo com o protocolo do fabricante.

Foram utilizadas as seguintes sondas de hidrélise TagMan™ Gene Expression
Assay (Applied Biosystems™): PIK3CA: Hs00907954 m1, PTEN: Hs02621230 si,
SMAD4: Hs00929647_m1, TGFGB1: Hs00998133_ml, VEGF-A: Hs00900055 m1,
HIF1A: Hs00153153 ml1 e KDR: Hs00911700 ml. Foram utilizados o0s genes
reguladores ACTB (actina beta) (Hs01060665 g1) e RPLPO (subunidade PO da proteina
ribossémica do pedinculo lateral) (Hs99999902 m1). A expressdo génica foi calculada
por meio do método 244Ct (64), transformada em log, 2 24Ct e apresentada como

mudanca de dobra (fold-change, FC).
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3.2.2 Imuno-histoquimica, Anélise de Imagens e Expressao Proteica

As expressdes proteicas foram analisadas por meio da técnica de IHQ. As
amostras FFPE foram cortadas em laminas silanizadas, na espessura de 3 pm em
micrétomo rotativo manual (Leica Biosystems™). Em seguida, as laminas foram
submetidas a estufa a 60 °C durante 12 horas para fixagdo das amostras.

Inicialmente, foi realizada desparafinacdo das amostras em banhos de xilol e
alcool. A seguir, foi realizada recuperacdo antigénica com as laminas submersas em
solugdo tampéo, de acordo com o Quadro 1, seguido de descanso em temperatura
ambiente (TA) por 20 minutos. Apds recuperacdo antigénica, foram realizadas duas
lavagens de cinco minutos com tampédo PBS (tampéo fosfato-salino) (pH 7,4). Em
sequida, foi realizado bloqueio das peroxidases com duas lavagens de 20 minutos em
peroxido de hidrogénio (H202) a 10% em metanol, em camara escura. Entdo, foram
realizadas duas lavagens de cinco minutos com tampéo PBS (pH 7,4). Apos, foi realizado
o0 bloqueio das proteinas inespecificas de acordo com o Quadro 1.

Em seguida, foi realizada incubagcdo dos anticorpos-primarios PIK3CA
Monoclonal Antibody (H.843.0, Invitrogen™), (diluicdo 1:100), PTEN Monoclonal
Antibody (17.A, Invitrogen™) (diluicdo 1:100), SMAD4 Monoclonal Antibody (4089-
MSM1-P1, NeoBiotechnologies) (diluicdo 1:50), TGF-B1 Monoclonal Antibody (TB21,
Invitrogen™) (diluicdo 1:100), VEGF-A Polyclonal Antibody (STJ96473, St. John’s
Laboratory) (diluicdo 1:100), HIF-1a Monoclonal Antibody (H1alpha67, Invitrogen™)
(diluigéo 1:50) e VEGF-R2 Monoclonal Antibody (CD309, AbboMax) (dilui¢do 1:100)
por overnight em geladeira. Todos diluidos em solu¢do PBS + BSA (albumina sérica

bovina) a 1%.
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Ap0s incubacdo dos anticorpos primarios e trés lavagens de cinco minutos com
tampdo PBS (pH 7,4), foram incubados os anticorpos secundarios Novocastra™ Post
Primary ou Abcam® Reveal HRP Conjugate, a depender do host do anticorpo primario,
por 1 hora. Em seguida, foram realizadas trés lavagens de cinco minutos com tampao
PBS (pH 7,4). Na etapa seguinte, foi realizada incubagdo do polimero Novolink™
Polymer por 1 hora. Entéo, foi realizada revelagdo com DAB (3,3'-diaminobenzidina)
Novocastra™ DAB Chromogen, na diluicdo 1:20 em substrato Novolink™ DAB Substrate
Buffer, de acordo com o Quadro 1. O tempo de revelagéo foi padronizado de acordo com
tecido controle positivo para cada biomarcador (Figura 4), escolhido sob consulta ao The
Human Protein Atlas (65). Por fim, foi realizada a contra coloracdo com hematoxilina
durante um minuto, seguido de lavagem com &gua destilada para a retirada de
hematoxilina residual, passagem em bateria de alcoois e xildis e montagem das laminas
com laminulas e meio de montagem Entellan™ (Merck, Darmstadt, Alemanha).

As laminas foram escaneadas em aumento de 40X por meio do escaner Olympus
BX61VS Research Slide Scanner (Olympus Corporation, Shinjuku, Téquio, Japdo), com
camera ALLIED Vision Pike F505C VC50 (Allied Vision Technologies, Stadtroda,
Thuringia, Alemanha) acoplada, adaptadores U-TV0.5XC-3 (Olympus Corporation) e U-
TLU (Olympus Corporation) e Control Box BX-UCB (Olympus Corporation).

Em seguida, as imagens foram recortadas em 150 pum por 200 pm, em
quintuplicata, de modo a representar toda a extensdo da lamina, por meio do software
OLYMPUS OIyVIA (versdo 3.4.1). Os cortes foram avaliados por um médico
patologista, visando confirmar a captura de células neopléasicas na imagem. O
processamento e analise dos cortes foram realizados com o software, de dominio publico,

ImageJ 1.53t (versdo 64-bit) (66).



68

A contagem de pixels, porcentagem de marcagdes muito positivas, positivas,
pouco positivas, negativas, assim como a classificacdo da marcacgéo foram analisadas por
meio do plugin de acesso aberto IHC Profiler (67), compativel com ImageJ, conforme o
tipo de marcacdo, podendo ser citoplasmatica ou nuclear. Em caso de marcagdes
citoplasmaticas, o plugin realizou uma deconvolucdo da imagem e disponibilizou um
histograma da quantidade e valor dos pixels, assim como, a porcentagem de marcacoes
muito positivas, positivas, pouco positivas, negativas e a classificacdo da marcacéo. Por
outro lado, em caso de marcacao nuclear, o plugin realizou a deconvolucgéo da imagem
juntamente de um ajuste automético de limiar (threshold), que foi mantido nas
configuracdes originais, visando padronizagéo dos resultados.

A expressdo proteica foi quantificada pelo método HistoScore (68), em que 0s
valores semiquantitativos da IHQ cléssica foram convertidos em valores quantitativos,
baseado na intensidade da coloragdo e na porcentagem de células coradas informados
pelo plugin IHC Profiler, podendo variar de 0 a 300. Nesse caso, é dividido em quatro
categorias de imuno-histoquimica relatadas em células percentuais: células coradas
negativas (0), fracas (1+), moderadas (2+) e fortemente (3+), que sdo equivalentes a
porcentagem de marcacBGes negativas, pouco positivas, positivas e muito positivas
informadas pelo plugin IHC Profiler. Para cada imagem obtida dos casos, um HistoScore
foi calculado da seguinte forma: HistoScore = 0 X
% células negativamente coradas) + (1 X % células fracamente coradas) + (2 X
% células moderadamente coradas) + (3 X % células fortemente coradas).

Os valores de HistoScore de cada uma das trés imagens obtidas de um caso foram

utilizados para mensurar o valor médio da expressao proteica da amostra do paciente.



69

Quadro 1. TampOes, temperaturas e tempos utilizados nas etapas de recuperacao

antigénica, boqueio de proteinas inespecificas, revelagio com DAB (3,3-

diaminobenzidina) e contra colora¢do com hematoxilina para cada proteina analisada por

meio de imuno-histoquimica.

Recuperacéo Bloqueio Proteinas Revelagéo Contra coloracao
Proteina
Antigénica Inespecificas com DAB com hematoxilina
Citrato (pH 6,0) PBS + Leite desnatado
pl110a 5min 40seq
95 °C por 1h 30min
Citrato (pH 6,0) PBS + Leite desnatado
PTEN 10min 40seg
95 °C por 1h 30min
Tris-EDTA (pH 9,0) PBS + BSA 1%
SMAD4 5min 1min
98 °C por 1h30 1h
Tris-EDTA (pH 9,0) PBS + Leite desnatado
TGF-B1 Imin 1min
98 °C por 1h30 45min
Citrato (pH 6,0) PBS + Leite desnatado
VEGF-A 10min 40seg
95 °C por 1h 30min
Citrato (pH 6,0) PBS + BSA 1%
HIF-1a 5min 2min
98 °C por 1h30 45min
Citrato (pH 6,0) PBS + BSA 5%
VEGF-R2 5min 2min
98 °C por 1h 30min

p110a=fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade catalitica alfa. PTEN= fosfatase e homologo
de tensina. TGF-B1=fator de crescimento transformador beta 1. SMAD4=mothers against decapentaplegic
homolog. VEGF-A=fator de crescimento endotelial vascular A. HIF-1a=fator induzivel por hipéxia 1 alfa.

VEGF-R2=receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular.
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Figura 4. Marcac6es imuno-histoquimicas de tecidos controle positivos para VEGF-A
(fator de crescimento endotelial vascular A), HIF-1a (fator induzivel por hipoxia 1 alfa),
VEGF-R2 (receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular), pll0a
(fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade catalitica alfa), PTEN (fosfatase e
homdlogo de tensina), SMAD4 (mothers against decapentaplegic homolog 4) e TGF-B1

(fator de crescimento transformador beta 1). As barras de tamanho representam 20 pum.
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3.2.3 Anélises estatisticas

Os dados foram analisados quanto a normalidade de seus residuos por meio do
teste de Shapiro-Wilk (69). A homogeneidade das variancias foi analisada pelo teste de
Levene (70). Os resultados de varidveis continuas com distribuicdo normal foram
reportados como média (M) + erro padrdo (EP). Por outro lado, os resultados de variaveis
continuas sem distribuicdo normal foram reportados como mediana (Mdn), minimo e
maximo.

Para comparagdo da expressdo génica com controle relativo, foi utilizado teste t
de uma amostra. Na comparacao entre dois grupos, utilizou-se teste de Mann-Whitney.
Em comparacdes entre trés grupos foi utilizado Anélise de Variancia (ANOVA), com
post-hoc de Bonferroni ou teste de Kruskall-Wallis, com post-hoc de Dunn para multiplas
comparacdes e ajuste de Benjamini-Hochberg para os valores de P (71). Para a analise de
variaveis categoricas, foi aplicado o teste exato de Fisher e residuos padronizados
ajustados (>|2,0|) para comparacao entre grupos. Nas analises de correlacdo, utilizou-se o
coeficiente de correlacdo de Spearman. Foi realizada regressdo logistica binaria para
predicdo de caracteristicas anatomopatologicas por meio das expressdes dos
biomarcadores (72).

Quando a analise do potencial discriminatorio para classificacdo das neoplasias
malignas por meio da expressdo génica e proteica, foi utilizada curva ROC (Caracteristica
de Operagédo do Receptor). Os resultados foram descritos como ponto de corte (cutoff),
area sob a curva (AUC), sensibilidade, especificidade e intervalo de confianca de 95%
(1C 95%) pelo teste de DeLong (73).

As andlises estatisticas foram realizadas, utilizando a linguagem de programacéo

R (74,75), bem como, diversas fungdes auxiliares (76-79). Os graficos foram
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confeccionados utilizando ggplot2 (80) e ggpubr (81). Admitiu-se significancia para
valores de P<0,05. Além disso, neste estudo, o tamanho amostral reduzido, embora uma

limitacdo, ndo impediu a andlise estatistica dos dados.
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4. RESULTADOS

4.1 Perfil Demografico e Anatomopatoldgico

Neste estudo, foram analisadas 22 amostras de tecido tumoral de pacientes com
ACDP (42,3%), 17 com eCCA (32,7%) e 13 com iCCA (25%), o que indicou proporgdes
semelhantes para os trés grupos (P=0,309).

Observamos semelhanga para sexo em todo os grupos (P=0,732). Houve
semelhanca na idade de ACDP (Mdn= 60 anos) comparado com eCCA (Mdn = 58,5,
anos; P=0,422) e iCCA (Mdn = 60; P=0,434), assim como entre eCCA e iCCA (P=0,413).
Por outro lado, na comparacao entre pacientes e controles, ACDP e DPNN (Mdn = 56
anos) apresentaram faixa etaria semelhante (P=0,393). No entanto, pacientes com eCCA
(Mdn=58,5 anos) e iCCA (Mdn=60 anos), mostraram idade aumentada em comparacao
a DBNN (Mdn=33 anos; P=0,033 e P=0,019, respectivamente) (Tabela 1).

Houve maior frequéncia dos estagios | ou Il em amostras de ACDP (70%),
enquanto para iCCA e eCCA prevaleceram o0s estagios Il ou IV (85,7% e 83,3%,
respectivamente) (P=0,012; Tabela 2). Quanto a diferenciacdo celular, observou-se
semelhanca na frequéncia de tumor bem, moderadamente e pouco diferenciado em todos
os grupos (P=0,929), assim como, presenca e auséncia de invasao vascular (P=0,213),
perineural (P=0,201) e metastase (P=0,859; Tabela 2). Por outro lado, para ACDP
destacou-se presencga de invasao linfatica (81,8%), enquanto para eCCA predominou
auséncia de invasao (63,6%) (P=0,019; Tabela 2). Para iCCA, observamos semelhanca
nas frequéncias de presenca e auséncia deste tipo de invasdo, em decorréncia dos residuos

ajustados padronizados (|1,217|).
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Tabela 1. Perfil demografico de pacientes com adenocarcinoma ductal pancreatico (ACDP) e colangiocarcinoma dos subtipos extra (eCCA)
e intra-hepatico (iCCA), ducto pancreatico ndo neoplasico (DPNN) e ducto biliar ndo neoplasico (DBNN).

Caracteristica ACDP?*  eCCAP iCCA® DPNNY DBNN® P
(n=22) (n=17) (n=13) (n=08) (n=07) axb axc bxc axd bxe cxe
Sexo, % (n)
Masculino 59,1 (13) 47,1(08) 53,8(07) 50(04) 71,4(05) 0,732
Feminino 40,9 (09) 52,9 (09) 46,2(06) 50(04) 28,6 (02)

Idade em anos

Mediana (n) 60(22) 585(14) 60(13) 56(08)  33(07)
Minimo—-Maximo 44-78 41-79 4574 0469 2065 0422 043 0413 0393 0033 0019
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Tabela 2. Caracteristicas anatomopatoldgicas de pacientes com adenocarcinoma ductal
pancredtico (ACDP) e colangiocarcinoma dos subtipos extra (eCCA) e intra-hepético
(iCCA).

Caracteristica ACDP eCCA ICCA P
(n=22) (n=17) (n=13)

Estadiamento

I oull 70 (14) 16,7 (01) 14,3 (01) 0.012

Il oulV 30 (06) 83,3 (05) 85,7 (06) ’
Diferenciacdo Celular, % (n)

Bem diferenciado 27,3 (06) 25 (03) 25 (02)

Moderadamente diferenciado 59,1 (13) 50 (06) 50 (04) 0,929

Pouco diferenciado 13,6 (03) 25 (03) 25 (02)
Invasdo Vascular, % (n)

Presente 77,3 (17) 44,4 (04) 77,8 (07) 0.213

Ausente 22,7 (05) 55,6 (05) 22,2 (02) '
Invasdo linfatica, % (n)

Presente 81,8 (18) 36,4 (04) 44,4 (04) 0.019

Ausente 18,2 (04) 63,6 (07) 55,6 (05) '
Invasdo Perineural, % (n)

Presente 77,3 (17) 62,5 (05) 44,4 (04) 0.201

Ausente 22,7 (05) 37,5 (03) 55,6 (05) ’
Metéstase, % (n)

Presente 61,9 (13) 64,3 (09) 54,5 (06) 0.859

Ausente 38,1 (08) 35,7 (05) 45,5 (05)
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4.2 Expressdo Geénica e Proteica de p110a (PIK3CA) e PTEN (PTEN)

Houve superexpressdo de PIK3CA em ACDP (M=3,6+0,63; n=21), eCCA
(M=3,14+0,55) e iCCA (M=3,57+0,85), na compara¢do com controle relativo (P<0,01,
para todos). O mesmo ocorreu para PTEN com superexpressdo em ACDP (M=2,5+0,52;
P<0,001), eCCA (M=1,54+0,57; P=0,02) e iCCA (M=2,72+0,93; P=0,013). Além disso,
na comparacgao entre os trés grupos, observamos semelhanca na expressdo de PIK3CA
(P=0,862), assim como de PTEN (P=0,416) (Figura 5A).

A analise por IHQ (Figura 5B) mostrou marcacdo citoplasmatica de p110o em
13/20 (65%) casos de ACDP, co-expressao citoplasmaética e difusa em 01/20 (5%), apenas
difusa em 02/20 (10%) e negativa em 04/20 (20%). Para eCCA, predominou a marcagéo
citoplasmatica de p110a (07/09; 77,8%), assim como, em iCCA (06/07; 85,7%), enquanto
0S Ccasos negativos representaram 22,2% (02/09) e 14,3% (01/07), respectivamente. Em
relacdo aos controles, DPNN apresentou marcagdo negativa de forma predominante
(02/03; 66,7%), assim como DBNN (03/03; 100%), enquanto Cco-expressao
citoplasmatica e nuclear ocorreu em apenas um caso (1/03; 33,3%) de DPNN.

Quanto a marcacdo proteica de PTEN (Figura 5B), a co-expressao citoplasmatica
e nuclear predominou em ACDP (07/17; 41,2%), assim como, em iCCA (04/06; 66,7%)
e DBNN (02/03; 66,7%). Por outro lado, marcacdo negativa destacou-se em eCCA
(04/09; 44,4%) e DPNN (03/03; 100%), mas foi observada também em ACDP (05/07;
29,4%) e DBNN (01/03; 33,3%). A marcagdo apenas citoplasmatica representou 33,3%
(02/06) dos casos de ICCA, 22,2% (02/09) de eCCA e 23,5% (04/17) em ACDP. A
marcacgdo nuclear foi observada apenas em ACDP (01/17; 5,9%).

Adicionalmente, foi observada expressdo proteica de pll0a (Figura 5C),

semelhante para ACDP (Mdn=1,54; n=19), eCCA (Mdn=1,36; n=09), iCCA (Mdn=3,12;
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n=07), DPNN (Mdn=0,17; n=03) e DBNN (Mdn=0,08; n=03) (Kruskal-Wallis, P=0,09).
Da mesma forma, encontramos semelhanca na expressao proteica de PTEN em ACDP
(Mdn=4,86; n=17), eCCA (Mdn=2,31; n=09), iICCA (Mdn=5,97; n=06), DPNN

(Mdn=7,81; n=03) e DBNN (Mdn=4,35; n=03) (Kruskal-Wallis, P=0,82).
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Figura 5. (A) Comparacdo da expressao génica de PIK3CA (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade catalitica alfa) e PTEN
(fosfatase e homdlogo de tensina) em adenocarcinoma ductal pancreatico (ACDP), subtipos de colangiocarcinoma extra (eCCA) e intra-
hepatico (iCCA). Barras representam média e erro padrdo. (B) Padrdo mais frequente de marcacdo na analise imuno-histoquimica de p100a.
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80

4.3 Expressédo Génica e Proteica de TGF-p1 (TGFB1) e SMAD4 (SMAD4)

Houve superexpresséo de SMAD4 (Figura 6A) em ACDP (M=2,9+0,62; n=20),
eCCA (M=2,74%0,71; n=17) e iICCA (M=4,28+0,66; n=13), na comparagdo com o
controle relativo (P<0,01, para todos). Da mesma forma, foi observada superexpressao
de TGFB1 em ACDP (M=3,22+0,68; n=18), eCCA (M=453+0,53; n=16) e iCCA
(M=7,83+£0,69; n=13), comparado ao controle relativo (P<0,01, para todos). A
comparagdo entre os pacientes mostrou semelhanca na expressdao de SMAD4 nos trés
grupos (ANOVA, P=0,258). No entanto, houve expressédo acentuada de TGFB1 em
ICCA, comparado com ACDP (P<0,0001), e com eCCA (P<0,001) (ANOVA, P<0,0001).

Em relacdo a andlise proteica por IHQ (Figura 6B) prevaleceu marcacao negativa
para SMAD4 em ACDP (10/18; 55,6%), iCCA (03/06; 50%), DPNN e DBNN (02/03;
66,7%, para ambos), mas apenas 10% (1/10) dos casos de eCCA. Em eCCA destacou-se
a marcacao citoplasmatica (08/10; 80%), também observada em ACDP (06/18; 33,3%),
DPNN (01/03; 33,3%) e iCCA (01/06; 16,7%). A co-expressao citoplasmatica e nuclear
foi observada principalmente em iCCA (02/06; 33,3%) e DBNN (01/03; 33,3%), assim
como, em eCCA (01/10; 10%) e ACDP (01/18; 5,6%).

Quanto & analise proteica por IHQ de TGF- B1 (Figura 6B), destacou-se a forma
negativa de marcacdo principalmente em DBNN (03/03; 100%), assim como, em DPNN
(02/03; 66,7%) iICCA (04/07; 57,1%) e eCCA (04/10; 40%) que mostrou frequéncia
semelhante para marcacdo citoplasmatica (04/10; 40%), também observada em outros
grupos. Nesse caso, destacou-se ACDP, com marcagdo citoplasméatica em 57,9% (11/19)
dos casos, além de DPNN (01/03; 33,3%) e iCCA (02/07; 28,6%). A co-expressao
citoplasmatica e nuclear foi observada em ACDP (04/19; 21,1%) e iCCA (01/07; 14,3%),

enquanto a marcacao nuclear apenas em eCCA (02/10; 20%).
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Adicionalmente, observou-se expressdo proteica de SMAD4 (Figura 6C)
semelhante para ACDP (Mdn=0,68; n=18), eCCA (Mdn=2,16; n=10), iCCA (Mdn=0,52;
n=06), DPNN (Mdn=0,48; n=03) e DBNN (Mdn=1,41; n=03) (Kruskal-Wallis, P=0,14).
Em contrapartida, houve aumento de expressao proteica de TGF-B1 (P=0,04. Kruskal-
Wallis), particularmente, em ACDP (Mdn=15,8; n=19) e DPNN (Mdn=4,26; n=03),
comparado a eCCA (Mdn=0,59; n=10), iCCA (Mdn=0,45; n=07) e DBNN (Mdn=0,25;
n=03), no entanto, as comparagdes par-a-par reportaram semelhanca entre 0s grupos

(P>0,05, para todos) (Figura 6C).



@

IS

Expresséo Génica (Log2FC) e
N o

o

SMAD4

Versus controles, P<0,01

ANOVA, P=0,258

B il W
o N B

Expressdo Génica (Log2FC)

o N A O @

)
44‘\

w

TGFB1
o .
Versus controles, P<0,01 g
O
%]
P=0,00021 "
P=0,0018 z
8
10
P=0.44 &
8
12}
o
o
@

SMAD4

Kruskal-Wallis, P=0,14

»

.

[ o
.

g m=am B ==

@
o

(2]
o

Expresséo Proteica (HistoScore)
n B
o o

82

TGF-p1

Kruskal-Wallis, P=0,04

»

X
##ﬂ_a_

TGF-1

ACDP eCCA iCCA

ACDP

ACDP eCCA iCCA

eCCA

ACDP DPNN eCCA iCCA DBNN

ACDP DPNN eCCA iCCA DBNN
DBNN

v O i P
" A N A 4
v B w3
p SN
;v i ¢ '\\wl\

z LRSS

Y ""

3 2 7t

R %4
": < .T‘ ‘t ”h

¥ & 43
TR S
g T

% ;
- 'A'l
- o e

L et s
t ',/I —

Figura 6. (A) Comparagdo da expressdo génica de SMAD4 (mothers against decapentaplegic homolog 4) e TGFB1 (fator de crescimento

transformador beta 1) em adenocarcinoma ductal pancreatico (ACDP), subtipos de colangiocarcinoma extra (eCCA\) e intra-hepatico (iCCA).

Barras representam média e erro padrdo. (B) Padrdo mais frequente de marcacao na analise imuno-histoquimica de SMAD4 e TGF-B1 (fator

de crescimento transformador beta 1) em ACDP, eCCA, iCCA, ducto pancreatico ndo neoplasico (DPNN) e ducto biliar ndo neoplasico
(DBNN). As barras de tamanho representam 20 um. (C) Comparacgéo da expressao proteica de SMAD4 e TGF-f1 em ACDP, eCCA, iCCA,
DPNN e DBNN. A cruz branca representa média.
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4.4 Expressdo Génica e Proteica de VEGF-A (VEGFA), HIF-1a (HIF1A) e
VEGF-R2 (KDR)

A anélise da expressdo génica mostrou superexpressao de VEGFA e KDR em
tecido tumoral dos trés grupos de pacientes, comparado aos respectivos controles
relativos (P<0,01, para todos) (Figura 7A). Nesse caso, para VEGFA em ACDP
(M=1,43%0,5; n=21), eCCA (M=1,9+0,51; n=17) e iCCA (M=3,73+0,82; n=13) e KDR,
respectivamente, (ACDP: M=2,44+0,5; n=19; eCCA: M= 3,7+0,72; n=14; iCCA:
M=5,4+0,64; n=13). Por outro lado, houve superexpressdo de HIF1A apenas em iCCA
(M=2,85+0,87; n=13; P=0,006), enquanto eCCA (M=1,13+0,68; n=17) e ACDP
(M=0,51%0,74; n=22) mostraram semelhanca com o controle relativo (P>0,05, para
ambos).

Na comparagéo entre 0s trés grupos, a expressdo génica de VEGFA mostrou-se
acentuada em iCCA, comparado com ACDP (P=0,048), mas semelhanga nas demais
comparagfes. O mesmo ocorreu para KDR (P=0,0026). Para HIF1A houve semelhanca
na comparacao entre os trés grupos (ANOVA, P=0,119) (Figura 7A).

Quanto a andlise proteica por IHQ para VEGF-A (Figura 7B), destacou-se a
marcacdo difusa principalmente em ACDP (08/16; 50%) e eCCA (06/10; 60%),
ocorrendo ainda em iCCA (01/05; 20%) e DPNN (01/03; 33,3%). A forma negativa de
marcacdo foi representada também em todos os grupos, principalmente nos controles
DPNN e DBNN (01/03; 33,3%, para ambos) e ACDP (05/16; 31,2%), além de iCCA
(01/05; 20%) e eCCA (01/10; 10%). As marcacdes de citoplasma e co-expressao
citoplasmatica e difusa foram observadas apenas no grupo com ACDP (01/16; 6,2%, para
ambos), que mostrou também marcacdo nuclear (01/16; 6,2%), evidenciada

principalmente nos grupos controles (DBNN: 02/03; 66,7% e DPNN: 01/03: 33,3%),
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enquanto a co-expressao nuclear e difusa destacou-se em iCCA (03/05; 60%) e eCCA
(03/10; 30%).

Em relacéo a analise proteica por IHQ para HIF-1a (Figura 7B), destacou-se a
forma negativa representada em 100% das amostras de DPNN (02/02), observada ainda
em ICCA (03/07; 42,9%), ACDP (05/12; 29,4%) e eCCA (01/06; 16,7%). Esses trés
grupos de pacientes apresentaram tambeém co-expressdo citoplasmatica e nuclear,
principalmente eCCA (03/06; 50%), seguido de ACDP (07/12; 41,2%) e iCCA (02/07;
28,6%), enquanto para DBNN em 100% (02/02) das amostras. A marcac¢ao citoplasmatica
foi observada apenas nos grupos eCCA (02/06; 33,3%) e ACDP (05/12 — 29,4%).

Para a marcacao proteica de VEGF-R2 por IHQ (Figura 7B), prevaleceu a co-
expressdo citoplasmatica e nuclear em amostras de ACDP (05/18; 27,8%), eCCA (04/09;
44,4%), iCCA (03/06; 50%) e do grupo controle DBNN (02/03; 66,7%). Observou-se
também marcacdo citoplasmatica isolada nos pacientes, com destaque para eCCA (04/09;
44,4%), seguido de ACDP (05/18; 27,8%) e iCCA (01/06; 16,7%), assim como, no grupo
controle DPNN (01/03; 33,3%), enquanto a marcacdo nuclear isolada foi detectada
apenas nos grupos com ACDP e iCCA (16,7% para ambos; 03/18 e 01/06,
respectivamente). A forma negativa de marcacdo destacou-se nos grupos controles DPNN
(02/03; 66,7%) e DBNN (01/03; 33,3%), seguido de ACDP (04/18; 22,2%), iCCA (01/06;
16,7%) e eCCA (01/09; 11,1%).

Adicionalmente, os biomarcadores proteicos (p110a, PTEN, SMAD4, TGF-B1,
VEGF-A, HIF-1a ¢ VEGF-R2) e seus respectivos padrdes de marcagdo subcelular séo
apresentados em conjunto em um painel demonstrando a distribuicdo nos grupos de

pacientes e controles (Anexo 1).
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A andlise da expressdo proteica (Figura 7C) mostrou valor de VEGF-A
particularmente amentado em amostras de eCCA (Mdn=29,1; n=10) e iCCA (Mdn=29,3;
n=04), assim como em DPNN (Mdn=2,2; n=03), comparado a ACDP (Mdn=0,85; n=14)
e DBNN (Mdn=0,44; n=03), embora sem significancia (Kruskal-Wallis, P=0,24). Quanto
a HIF-1a, houve semelhanga na expressdo proteica entre ACDP (Mdn=11,3; n=16),
eCCA (Mdn=19,9; n=06), iICCA (Mdn=13,2; n=07), DPNN (Mdn=16,8; n=02) e DBNN
(Mdn=28,2; n=02) (Kruskal-Wallis, P=0,74). Para VEGF-R2, foram observados também
valores elevados em tecido tumoral de pacientes (ACDP: Mdn=15,6; n=18;
eCCA:(Mdn=14,2; n=09; ICCA: Mdn=12,7; n=06) e no grupo controle DBNN
(Mdn=23,7; n=03), comparado a DPNN (Mdn=0,82; n=03), contudo, sem significancia

(Kruskal-Wallis, P=0,16).
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Figura 7. (A) Comparacdo da expressdo génica de VEGFA (fator de crescimento
endotelial vascular A), HIF-1a (fator induzivel por hipoxia 1 alfa), HIF1A (fator induzivel
por hipoxia 1 alfa) e KDR (receptor com dominio de inser¢cdo de quinase) em
adenocarcinoma ductal pancreadtico (ACDP), subtipos de colangiocarcinoma extra
(eCCA) e intra-hepético (iCCA). Barras representam média e erro padrdo. (B) Padrédo
mais frequente de marcacdo na analise imuno-histoquimica de VEGF-A (fator de
crescimento endotelial vascular A), HIF-1a (fator induzivel por hipoxia 1 alfa) e VEGF-
R2 (receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular) em ACDP, eCCA, iCCA,
ducto pancreatico ndo neoplasico (DPNN) e ducto biliar ndo neoplasico (DBNN). As
barras de tamanho representam 20 um. (C) Comparacao da expresséo proteica de VEGF-
A, HIF-1a ¢ VEGF-R2 em ACDP, eCCA, iCCA, DPNN e DBNN. A cruz branca

representa media.
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4.5 Expressdo Génica e Proteica e Associagdo com Diferenciacdo Celular

Ao identificar padrdes de marcacdo proteica distintos a depender de cada tipo de
diferenciacdo celular, realizamos anélises comparativas entre amostras bem, moderadamente e
pouco diferenciadas para cada biomarcador. Nesse sentido, amostras pouco diferenciadas,
mostraram expressao génica aumentada de HIF1A (Mdn=5,17; n=02) e TGFB1 (Mdn=7,21;
n=02) em iCCA, comparado com ACDP (HIF1A: Mdn= -1,20; n=03 e TGFB1: Mdn=2,19;
n=03) (P=0,038 e P=0,031, respectivamente; Figuras 8B e 9B). Para amostras moderadamente
diferenciadas, 0 mesmo ocorreu quanto a expressao de KDR (iCCA: Mdn=6,43; n=04 e ACDFP:
Mdn=2,53; n=12; P=0,035) (Figura 8C) e TGFB1 (iCCA: Mdn=7,92; n=04 e ACDP:
Mdn=3,27; n=12; P=0,0265) (Figura 9B). Os demais marcadores apresentaram expressao
génica semelhante entre os grupos (P>0,05; Figuras 8-10).

Em relacdo a expressdo proteica, TGF-B1 mostrou-se particularmente elevado em
ACDP para amostras moderadamente diferenciadas (Mdn=15,8; n=11), embora tenha sido
estatisticamente semelhante a eCCA e iCCA (P>0,05; Figura 9D). Nesse sentido, a avaliacdo
da frequéncia de marcacdo para essa proteina mostrou predominancia citoplasmatica em ACDP
(63,3%; n=11), negativa em eCCA (50%; n=06) e citoplasmatica em iCCA (50%; n=04).
Importante ressaltar que a intensidade de marcacdo de TGF-1 em ACDP foi notavelmente
mais acentuada do que em eCCA. Entretanto, as diferencas observadas nas frequéncias ndo
foram estatisticamente relevantes (P=0,119; Figura 9E). Os demais biomarcadores

demonstraram semelhanca quanto a expressdo proteica (P>0,05; Figura 8-10).
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Figura 8. Expressao génica de VEGFA (fator de crescimento endotelial vascular A), HIF1A
(fator induzivel por hipoxia 1 alfa) e KDR (receptor com dominio de inser¢do de quinase) e
proteica de VEGF-A (fator de crescimento endotelial vascular A) HIF-1a (fator induzivel por
hipoxia 1 alfa) e VEGF-R2 (receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular) para cada
tipo de diferenciacdo celular em ACDP (adenocarcinoma ductal pancreatico), eCCA
(colangiocarcinoma, subtipo extra-hepatico) e iCCA (colangiocarcinoma, subtipo intra-

hepatico). A cruz branca representa média.
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Figura 9. (A-D) Expressdo génica de SMAD4 (mothers against decapentaplegic

homolog 4) e TGFBL1 (fator de crescimento transformador beta 1) e proteica de SMAD4

e TGF-B1 (fator de crescimento transformador beta 1) para cada tipo de diferenciacdo

celular em ACDP (adenocarcinoma ductal pancreatico), eCCA (colangiocarcinoma,

subtipo extra-hepatico) e iCCA (colangiocarcinoma, subtipo intra-hepatico). A cruz

branca representa média. (E) Padrdo de marcacdo de TGF-B1 em amostras
moderadamente diferenciadas de ACDP, eCCA e iCCA. As barras de tamanho
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Figura 10. Expressdo génica de PIK3CA (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase,
subunidade catalitica alfa) e PTEN (fosfatase e homologo de tensina) e proteica de p100a.
(fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade catalitica alfa) e PTEN para cada
tipo de diferenciacdo celular em ACDP (adenocarcinoma ductal pancreatico), eCCA
(colangiocarcinoma, subtipo extra-hepatico) e iCCA (colangiocarcinoma, subtipo intra-
hepético). A cruz branca representa média.
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4.6 Expressdo Génica e Proteica e Associagdo com Invasido Vascular,
Linfatica, Perineural e Metéastase

Realizamos analise de regressdo logistica para predizer a presenca de invasdo
vascular, linfatica, perineural e metéstase, considerando a expresséo génica e proteica dos
referidos biomarcadores, contudo, ndo houve relacdo entre essas variaveis (P>0,05, para
todos). Entretanto, observou-se superexpressdo génica de TGFB1 em iCCA na presenca
de invasao vascular (Mdn=7,27; n=07; P=0,012), linfatica (Mdn=9,72; n=04; P=0,023),
perineural (Mdn=9,72; n=04; P=0,026), assim como presenca (Mdn=8,67; n=06;
P=0,031) e auséncia (Mdn=7,63; n=05; P=0,003) de metéstase, comparado com ACDP
(Figuras 11A-D). Adicionalmente, expressdo proteica aumentada de TGF-B1 em ACDP
na presenca de invasdo perineural (Mdn=29,7; n=14), quando comparado com eCCA
(Mdn=0,62; n=05; P=0,033), e presenca de metastase (Mdn=22,8; n=03), quando

comparado com iCCA (Mdn=0,9; n=06; P=0,022) (Figura 11E-F).
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Figura 11. (A-D) Expressao génica de TGFB1 (fator de crescimento transformador beta 1) para cada tipo de invasdo e metastase em ACDP
(adenocarcinoma ductal pancreatico), eCCA (colangiocarcinoma, subtipo extra-hepatico) e iCCA (colangiocarcinoma, subtipo intra-
hepético). (E-F) Expressédo proteica de TGF-B1 (fator de crescimento transformador beta 1) em invasdo perineural ¢ metastase em ACDP,

eCCA e iCCA. A cruz branca representa média.
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4.7 Expressdo Génica e Proteica e Associagdo com Estadiamento do Cancer

Para a andlise comparativa entre os estagios das neoplasias malignas, amostras
com estagios | ou Il foram unidas em um mesmo grupo, assim como amostras de estagios
Il ou IV. Desse modo, amostras com estagios | ou Il apresentaram semelhan¢a na
expressdo génica para todos os biomarcadores (P>0,05, para todos). Entretanto, houve
superexpressdo de VEGFA (Mdn=4,18; n=06), TGFB1 (Mdn=6,35; n=06) e KDR
(Mdn=4,99; n=06) em iCCA, quando comparado com ACDP (VEGFA: Mdn= -0,92;
n=05. TGFB1: Mdn=3,29; n=04. KDR: Mdn=2,54; n=05) em amostras com estagios IlI
ou IV. O mesmo ocorreu na comparacdo entre eCCA (Mdn=4,21; n=04) e iCCA para
TGFB1 (P<0,05, para todos) (Figura 12A-C). Os demais marcadores apresentaram
semelhanca em todas as comparagdes (P>0,05, para todos).

Quanto a expressdo proteica, VEGF-R2 mostrou expressao acentuada em ACDP
(Mdn=23,4; n=05), comparado com eCCA (Mdn=12,4; n=03) em amostras com est&gios
Il ou IV (P=0,02) (Figura 12D). As amostras com estagios | ou Il mostraram semelhanca

em ACDP, eCCA e iCCA para todos os biomarcadores (P>0,05 para todos).
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Figura 12. Expressao génica de VEGFA (fator de crescimento endotelial vascular A), TGFB1 (fator de crescimento transformador beta 1) e
KDR (receptor com dominio de insercdo de quinase) e proteica de VEGF-R2 (receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular) para
cada estadiamento em ACDP (adenocarcinoma ductal pancreatico), eCCA (colangiocarcinoma, subtipo extra-hepatico) e ICCA

(colangiocarcinoma, subtipo intra-hepatico). A cruz branca representa média.
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4.8 Correlagoes

Quanto a correlacdo entre a expressdao génica dos biomarcadores, observamos
correlagdo positiva moderada entre PIK3CA e PTEN em eCCA (R=0,59; n=17; P=0,014) e
ICCA (R=0,65; n=13; P=0,018). Entretanto, isso ndo foi observado em ACDP (Figura 13A).
Por outro lado, houve correlacéo positiva moderada entre SMAD4 e TGFB1 em ACDP (R=0,65;
n=18; P=0,004) e iCCA (R=0,64; n=13; P=0,022), contudo, isso ndo foi observado em eCCA
(Figura 13B).

Com relacdo a expressdo génica de VEGFA e HIF1A, observou-se correlacdo positiva
moderada em ACDP (R=0,69; n=21; P<0,001) e eCCA (R=0,58; n=17; P=0,015), e correlacdo
forte em iICCA (R=0,90; n=13; P<0,0001) (Figura 13C). Destacou-se também correlacdo
positiva moderada entre KDR e VEGFA em ACDP (R=0,50; n=19; P=0,029), por outro lado,
ICCA (R=0,79; n=13; P=0,002) apresentou forte correlacdo positiva (Figura 13D).

Para a expressdo proteica, ndo foi observada correlacéo entre os biomarcadores (P>0,05,

para todos).
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Figura 13. Graficos de dispersao e coeficientes de correlacdo de Spearman (R) para correlacdo
entre expressdo genica de PIK3CA (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade
catalitica alfa) e PTEN (fosfatase e homdlogo de tensina), SMAD4 (mothers against
decapentaplegic homolog 4) e TGBF1 (fator de crescimento transformador beta 1), VEGFA
(fator de crescimento endotelial vascular A) e HIF1A (fator induzivel por hipoxia 1 alfa) e KDR
(receptor com dominio de insercdo de quinase) em ACDP (adenocarcinoma ductal pancreético),
eCCA (colangiocarcinoma, subtipo extra-hepatico) e iCCA (colangiocarcinoma, subtipo intra-

hepético). As sombras indicam intervalo de confianca de 95%.
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4.9 Potencial Discriminatorio dos Biomarcadores na Classificacdo Tumoral

Na andlise do potencial discriminatério da expressdo génica observamos resultado
satisfatorio na classificacdo de iCCA em relacdo a ACDP para TGFB1 (AUC=0,88; Sens.:
84,6%; Espec.. 77,7%), VEGFA (AUC=0,74; Sens.. 69,2%; Espec.: 80,9%), HIF1A
(AUC=0,70; Sens.: 84,6%; Espec.: 59,1%) e KDR (AUC=0,83; Sens.: 61,5%; Espec.: 94,7%),
destacando TGFB1 como principal candidato (Tabela 3; Figura 14A).

Por outro lado, PIK3CA, PTEN e SMAD4 apresentaram valores abaixo daqueles
relevantes clinicamente. Para a classificagcdo entre iCCA e eCCA, destacou-se a expressao
génica de TGFB1 (AUC=0,86; Sens.: 100%; Espec.: 68,7%) e VEGFA (AUC=0,72; Sens.:
76,9%; Espec.: 76,5%) (Tabela 3; Figura 14B), enquanto PIK3CA, PTEN, SMAD4, HIF1A e
KDR mostraram valores clinicamente ndo relevantes. Ainda, todos os biomarcadores na
classificacdo entre eCCA e ACDP apresentaram valores abaixo daqueles clinicamente
relevantes.

Em relacdo ao poder discriminatério da expressdo proteica, foram observados valores
satisfatorios de VEGF-A (AUC=0,82; Sens.: 75%; Espec.: 92,9%; P=0,045), pll0a
(AUC=0,72; Sens.: 100%; Espec.: 47,4%; P=0,049) e de TGF-B1 (AUC=0,78; Sens.: 100%;
Espec.: 52,6%; P=0,003) na classificacdo de iCCA e ACDP (Tabela 3).

Destacou-se na classificagéo entre eCCA e ACDP a expressdo proteica de SMAD4
(AUC=0,77; Sens.: 90%; Espec.: 66,6%; P=0,003), VEGF-A (AUC=0,74; Sens.: 50%; Espec.:
100%; P=0,033) e TGF-B1 (AUC=0,76; Sens.: 90%; Espec.: 68,4%; P=0,003) (Tabela 3;
Figura 14D). As demais proteinas apresentaram valores abaixo daqueles clinicamente
relevantes. Em relacdo a classificacdo entre iCCA e eCCA todos os biomarcadores

apresentaram valores nédo relevantes clinicamente.
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Tabela 3. Valores de ponto de corte (cutoff), area sob a curva (AUC), intervalo de confianca

de 95% (IC 95%), sensibilidade e especificidade para o potencial discriminatério das

expressdes génicas e proteicas de biomarcadores da carcinogénese para classificacdo de

adenocarcinoma ductal pancreatico (ACDP) e colangiocarcinoma dos subtipos extra (eCCA) e

intra-hepético (iCCA).

ICCA versus ACDP
Gene cutoff AUC  IC 95% Sen5|2/|(:|dade Especificidade % P
TGFB1  >574 0,88 0,76-0,99 84,6 77,7 <0,0001
VEGFA  >3,77 0,74 0,54-0,93 69,2 80,9 0,018
HIF1A >0,9 0,70 051088 84,6 59,1 0,037
KDR >5,1 083 0,68-0,98 61,5 94,7 <0,0001
Proteina cutoff AUC 1C 95% Sen3|2/|(!|dade Especificidade % P
pl00a  >0,87 0,72 0,50-0,94 100 47,4 0,049
TGF-p1 <1435 0,78 0,60-0,97 100 52,6 0,003
VEGF-A >256 0,82 0,51-1,0 75 92,9 0,045
eCCA versus ACDP
Proteina cutoff AUC 1C 95% Sen3|2/|(:|dade Especificidade % P
SMAD4 >0,96 0,77 0,59-0,95 90 66,6 0,003
TGF-p1 <241 0,76 0,59-0,94 90 68,4 0,003
VEGF-A >396 0,74 0,52-0,95 50 100 0,033
ICCA versus eCCA
Gene cutoff AUC  1C 95% Sen5|2/|(:|dade Especificidade % P
TGFB1  >456 086 0,73-1,0 100 68,7 <0,0001
VEGFA >349 0,72 051-0,93 76,9 76,5 0,037

TGFB1 e TGF-B1 = fator de crescimento transformador beta 1. VEGFA e VEGF-A = fator de

crescimento endotelial vascular A. HIF1A = fator induzivel por hipoxia 1 alfa), KDR = receptor

com dominio de insercdo de quinase. SMAD4 = mothers against decapentaplegic homolog 4.
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Figura 14. Curva ROC (Caracteristica de Operacdo do Receptor) do potencial

discriminatorio da expressdo génica e proteica de biomarcadores da carcinogénese para

classificacdo de adenocarcinoma ductal pancreéatico (ACDP), e colangiocarcinoma dos
subtipos extra (eCCA) e intra-hepatico (iCCA). TGFB1 e TGF-B1 = fator de crescimento
transformador beta 1. VEGFA e VEGF-A = fator de crescimento endotelial vascular A.

HIF1A = fator induzivel por hipoxia 1 alfa), KDR = receptor com dominio de insercao de

quinase. SMADA4 = mothers against decapentaplegic homolog 4.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo evidencia-se em tecido tumoral de pacientes com neoplasias
biliopancreéticas (ACDP e CCA) superexpressao dos oncogenes PIK3CA, VEGFA, KDR
e HIF1A (apenas em iCCA) e supressores tumorais PTEN, SMAD4, TGFB1, comparado
com os tecidos ndo neopléasicos. Trata-se de genes com func@es distintas em diversas vias
incluindo angiogénese, proliferacdo, migragéo, invaséo e sinalizacdo celular e apoptose.
Por outro lado, houve semelhanca das respectivas expressdes proteicas entre 0s grupos de
pacientes e com os controles. Entretanto, as analises de expressao proteica demonstraram
padrdo heterogéneo na marcacdo celular, identificando proteinas que podem diferenciar

neoplasias biliopancreéticas (40,41,43,47,48,53-55,82,83).

5.1 PISBKCA/PTEN

Analisamos a expressdo génica e proteica de PIK3CA (p110a) e PTEN com
funcBes distintas e antag6nicas, um apresenta-se cOmo oncogene e 0 Outro SUpressor
tumoral, respectivamente. Ambos mostraram superexpressdo génica em tecido tumoral
de pacientes com ACDP, eCCA e iCCA, mas semelhanca para expressdo proteica,
comparado aos controles. Por outro lado, analises de enriquecimento diferencial indicam
atividade proeminente e constante da via PISBK/Akt/mTOR em ACDP e suas células
metastaticas, em comparacgdo ao tecido peri-tumoral normal (82). Além disso, embora
tenhamos encontrado semelhanga na expressao proteica de p110a em todos os grupos,
um estudo mostrou superexpressdo dessa proteina em ACDP e, em conjunto com lesdes
pancredticas, a via de sinalizacdo PI3K parece estar envolvida na iniciacdo de lesdes pre-
neoplasicas no pancreas (84). Outro estudo encontrou supressdo da atividade de Akt,

reducdo de CA 19-9, além de diminuigdo do tamanho tumoral em paciente com ACDP e
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perda de PTEN, apds o uso de MK-2206, um inibidor alostérico de Akt (85), destacando
assim o papel crucial dessa via na progressao do ACDP.

E bem estabelecido que mutacdes em PIK3CA no cancer de pancreas produzem
formas ativas constitutivas da proteina p110a codificada por esse gene, ¢ contribuindo
para a tumorigénese pancreética (86), assim como, em neoplasias do trato biliar, incluindo
eCCA, ICCA, e vesicula biliar (87). Ressalta-se que mutaces em PIK3CA
frequentemente ocorrem com varias outras alteracfes genéticas promotoras de tumores
(87). Desse modo, além de expressdo génica para PIK3CA e respectiva proteina, ora
apresentada, a avaliagdo dos demais constituintes da via PI3K/Akt/mTOR e a
identificacdo de mutacdes, podera caracterizar subgrupos de pacientes contribuindo para
diagndstico, progndstico e tratamento de neoplasias biliopancreéticas.

Neste estudo, embora com semelhanca entre pacientes e controles em relacdo a
expressdo proteica, a analise por IHQ e quantitativa por HistoScore evidenciaram
predominio de expressdo citoplasmatica de pl10a em ACDP, iCCA e eCCA, enquanto
nos tecidos ndo neoplasicos destacou-se negatividade. A oncoproteina pl10a
desempenha multiplas funcbes celulares que favorecem o crescimento tumoral, e é
frequentemente encontrada em niveis elevados em neoplasias malignas (40,41,43,82,83).
No entanto, devido aos padrGes de marcacdo semelhante ora observados em tecido
tumoral de ACDP e ambos os subtipos de CCA, a marca¢do imuno-histoquimica de
p110a ndo contribui para o diagnostico diferencial dessas neoplasias.

Em relacdo a PTEN, supressor tumoral com agdo no ciclo celular, apoptose,
adesdo, migracdo e diferenciacdo celular (40-43), observamos inesperadamente
superexpressdo génica em tecido de ACDP, eCCA e iCCA. No entanto, ha referéncia de

reducdo de expressao génica e proteica de PTEN em casos de iCCA, em comparagdo com
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0 tecido adjacente (88), assim como, diminuicdo na marcacdo proteica em cancer de
pancreas, comparado a pancreatite cronica (89). Adicionalmente, foram observadas
alteracdes na expressdo de PTEN juntamente com TP53, gene supressor tumoral
envolvido no ciclo celular e apoptose, em pacientes com iCCA, sugerindo possiveis
disfuncbes em multiplos processos celulares relacionados ao crescimento tumoral,
invasdo e resisténcia a tratamentos (90).

Outras vias podem estar envolvidas na regulacdo e, consequentemente, na
expressao génica e proteica de PTEN, a ser esclarecido para as neoplasias malignas
biliopancreaticas. Ha referéncia de regulacido da expressdo de PTEN em céncer de
pancreas por TGFB1, visto que a superexpressao de TGFB1 em células humanas e ratos
transgénicos reduziu consideravelmente a expressdo de PTEN (91). Isso contrasta com
nossos achados, sendo que ambos 0s genes estdo superexpressos em ACDP. Sdo escassos
estudos que abordam a expressdo de pl10a e PTEN comparativamente entre ACDP,
eCCA e ICCA, conferindo relevancia a este trabalho. Entretanto, tornam-se necessarios
estudos com maior tamanho amostral para confirmar esse padrdo de expressao.

E interessante que nesta casuistica, embora com superexpressdo de PTEN em
tecidos neoplasicos, a expressao proteica foi semelhante entre os grupos, sugerindo a
participacdo de outros fatores, incluindo os fatores epigenéticos, assim como microRNAS
(miRNAS), regulando a via PTEN/PI3K. A proposito, PTEN é alvo de miR-21-3p que
modula negativamente sua expressdo (92). Estudos realizados pelo nosso grupo de
pesquisa em CCA demonstraram correlagcdo negativa desse miRNA com a expressao
proteica de PTEN, embora sem relagdo com a expressao génica (no prelo). Desse modo,
0 aumento desse oncomiR pode influenciar a expressdo proteica de PTEN

comprometendo, portanto, sua fungdo como supressor tumoral.
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Identificou-se que o gene PTEN é um alvo direto também do miR-221-5p em
linhagens celulares de eCCA. A regulacdo positiva desse miRNA esta associada ao
crescimento celular, metéstase e indugdo de invasdo em eCCA, resultando na supressao
da expressao proteica do PTEN (93). Nesse contexto, esse mecanismo poderia explicar a
superexpressdo génica de PTEN nos pacientes ora estudados, mas com expressao proteica
semelhante aos controles, o que deve ser confirmado em estudos futuros. Adicionalmente,
nosso grupo de pesquisa, por meio de analises de bioinforméatica, mostrou em CCA
interacdo também do miR-101-3p com PTEN (no prelo). Esta associacdo foi observada,
ainda, em carcinoma hepatocelular com reducdo da expressao génica relacionada a
expressdo elevada de miR-101-3p (oncomiR) e a0 mau progndstico (94).

Em relacdo a expressdo proteica de PTEN, embora semelhante entre 0s grupos,
identificamos predominancia de co-expressdo citoplasmatica e nuclear em ACDP, iCCA
e DBNN, enquanto marcagdo negativa destacou-se em eCCA e DPNN. Esses achados
corroboram um estudo com marcacdo citoplasmatica e nuclear em cancer pancreatico
(91). Outro estudo revelou marcacdo moderada para PTEN na maioria das amostras de
ACDRP, por outro lado, o tecido normal apresentou marcacdo mais intensa e prevalente,
sugerindo a perda do gene no tecido neoplasico (44). No presente estudo, tendo em vista
esses mesmos mecanismos para iICCA e DBNN, esse padrdo de expressdo sendo
exclusivo desses tumores pode auxiliar no diagnostico diferencial de ACDP e eCCA,
especialmente considerando o predominio de marcagdo negativa em eCCA. No entanto,
para confirmar essas hipoOteses é necessario ampliar a amostragem, assim como analise

dos mecanismos moleculares subjacentes.

5.2 SMAD4/TGF-$1
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Neste estudo, evidenciou-se superexpressdo génica de TGFB1 e SMADA4, fator de
transcricdo mediador central da via de sinalizacdo de TGF-p (48) responsavel por véarios
processos celulares, incluindo proliferacéo, diferenciacdo, apoptose, migracao, bem como
mecanismos envolvendo a carcinogénese (95). A proteina TGF-f tem fungdo dupla, atua
na carcinogénese como supressor tumoral, induzindo a parada do ciclo celular e apoptose
nos estagios iniciais da formagdo do tumor. Entretanto, com a crescimento tumoral as
células gradualmente tornam-se insensiveis a TGF-B, e a proteina secretada compromete
a resposta imunoldgica favorecendo, consequentemente, a angiogénese, invasao celular e
metastase (47,48,96). Neste estudo, mais de 80% dos casos de CCA e 30% de ACDP
foram classificados com estadiamento Il ou 1V, e na maioria, em ambos os casos,
evidenciou-se células moderadamente diferenciadas, demonstrando a evolugdo e
gravidade dessas neoplasias biliopancreéticas.

Nesse caso, SMAD4, o principal mediador da via de sinalizacdo de TGF-
desempenha um papel fundamental na mudanca de funcdo do TGF-B na tumorigénese. A
atuacdo de SMAD4 favorece a permanéncia das células na fase G1 da divisdo celular,
ocasionando a parada do ciclo celular (97). Entretanto, vérias vias interagem ao longo de
toda a cadeia de sinalizagdo e interacdo da via TGF-B/SMAD4, incluindo MAPK
(proteina quinase ativada por mitogénio), PI3K/AKT e WNT/B-catenina (98), podendo
influenciar, portanto, na expressdo génica de SMAD4. Adicionalmente, é notério o
acumulo de alteracBes em genes criticos na carcinogénese (99).

Delecdo de SMAD4 é esperada em mais da metade das amostras de ACDP (47),
que geralmente ocorre no estagio de carcinoma histologicamente reconhecivel, em fases
mais avangadas da progressao tumoral (100), indicando prognostico desfavoravel (101).

Entretanto, perda da expresséo de SMAD4 observada em menor frequéncia em
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adenocarcinomas pancreaticos (101) sugere influéncia do microambiente tumoral na
heterogeneidade da expressdo génica, bem como, variaces nas populacdes e técnicas
utilizadas nos estudos. Além disso, a expressdo de SMAD4 pode estar aumentada em
certos contextos, cuja funcdo no desenvolvimento e progressao tumoral do ACDP ainda
ndo é completamente compreendida (47).

Neste estudo, embora observado predominancia de marcagdo negativa para
SMAD4 em ACDP e iCCA, sugerindo a dele¢do de SMAD4 como uma caracteristica ndo
s6 de ACDP, como de iCCA, ressalta-se também essa forma de marcagdo em DPNN e
DBNN. No entanto, o tamanho amostral reduzido alerta para a interpretagéo cautelosa
desses resultados, uma vez que outros componentes moleculares possam estar
influenciando a expressédo de SMADA.

Em relacéo a outros tipos de cancer, foi observada superexpressdao de SMAD4 em
carcinoma hepatocelular (102) e subexpressédo génica e proteica de SMAD4 em cancer
colorretal (103,104), além de negatividade em céncer de pulmédo e endométrio (104).
Adicionalmente, Ali et al. encontraram predominancia de marcacao nuclear de SMAD4
(80%) em adenocarcinoma pancreatico (104), enquanto no presente estudo destacou-se
marcacdo negativa em ACDP, também representada expressivamente nos demais tipos
tumorais, exceto para eCCA com maior frequéncia de marcagéo citoplasmatica (80%). A
delecéo de SMAD4, esperada em mais da metade dos casos, exerce influéncia na interacéo
com TGF-B1, cuja condi¢do normal resulta na translocagdo da proteina SMAD4 para o
nacleo, onde recruta fatores transcricionais que atuam na supressdo de tumores
(47,48,50,51), desse modo, resultados divergentes podem ser atribuidos a

heterogeneidade tumoral.
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Neste estudo, TGFB1 também se mostrou superexpresso em todos os tipos de
cancer, em comparagdo aos tecidos ndao neoplasicos. Ressalta-se valores mais elevados
em iCCA em relacdo a ACDP e eCCA, principalmente em amostras de estagio Il ou IV
de iCCA, que representa a maioria dos casos, comparado a ACDP nessa condi¢do. No
entanto, em ACDP, com prevaléncia de estadiamento | ou Il, observou-se também
expressdo aumentada de TGFB1, concordante com outro estudo (105). Nesse contexto, é
possivel que TGFB1 desempenhe papéis diferentes em iCCA em estagios avangados. A
propdsito, o grupo com iCCA mostrou expressdo acentuada de TGFB1 em células
moderadamente e pouco diferenciadas em relacdo a ACDP, condi¢do mais agressiva e
com prognostico pior (106).

Por outro lado, ha referéncia de expressdo aumentada de TGFB1 relacionada com
maior sobrevida em pacientes com ACDP (105), mas, reducdo na sobrevida com invasdo
linfatica (105). Outros autores observaram expressdo proteica aumentada de TGF-B1
associada a invasdo linfovascular e metéstases distantes de iCCA (107). Além disso, é
amplamente reconhecido que caracteristicas como invasao e metastase estdo intimamente
relacionadas a um prognastico desfavoravel para pacientes com cancer. A propoésito, neste
estudo, o grupo com iCCA mostrou expressao génica de TGFB1 acentuada na presenca
de invasdo vascular, linfatica e perineural, assim como na presenca e auséncia de
metastases, comparado com ACDP. Estes achados sustentam que a alta expressdo de
TGFB1 pode aumentar a probabilidade desses tipos de invasdo e metastases (48,108) em
iCCA.

Este gene tem funcdes diversas e complexas no contexto do cancer, atuando tanto
em mecanismos envolvidos na promocdo, invasdo e a metastase tumoral, quanto na

supressao da progressao tumoral, dependendo do tipo de tumor e do microambiente em
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que esté inserido (48,108). Portanto, a relacéo entre a expressao de TGFB1 e a sobrevida
dos pacientes com cancer pode ser influenciada por uma interagcdo complexa entre
mualtiplos fatores moleculares.

Por outro lado, paradoxalmente, observamos a proteina TGF-B1 aumentada em
ACDP com presenca de invasdo perineural e metastase, em relacdo & eCCA e iCCA,
respectivamente, o que sugere atuacdo distinta de TGF-B1 em invasdo perineural e
metastases. A proposito, ha referéncia de regulacdo positiva dos genes BMP5 (proteina
morfogenética 6ssea 5) e INHBE (subunidade beta E da inibina), membros da familia de
TGFB1, em carcinoma espinocelular cutdneo de cabega e pescogo, com presenca de
invasédo perineural extensa (109). Embora TGFB1 em nosso estudo esteja menos expresso
em ACDP, comparado com iCCA, outro estudo mostrou que BMP5 contribui também
para invasdo em cancer pancreatico (110).

Adicionalmente, TGF-f1 promove a produgdo de IL-6 (interleucina-6), e a
interacdo funcional entre TGF-B1 e IL-6 tem sido associada ao crescimento das celulas
ICCA. Esse mecanismo sugere uma possivel via de sinalizacdo colaborativa entre 0 TGF-
B1 e a IL-6 (111). Portanto, a via de TGFB1 parece atuar de forma distinta na invaséo
perineural de ACDP e iCCA, cujos mecanismos devem ser elucidados, o que podera
contribuir para o diagnostico diferencial e prognéstico de ACDP e CCA, assim como o
desenvolvimento de alvos terapéuticos e estratégias de intervencéo.

Em relacdo a anélise de expressédo proteica de TGF-f1 que se mostrou semelhante
em todos 0s grupos, destacou-se a marcagéo citoplasmatica nessa ordem ACDP, eCCA,
DPNN e iCCA. Por outro lado, marcacdo negativa foi observada com maior frequéncia
em DBNN, seguido de DPNN, iCCA, eCCA e ACDP. Na literatura, ha evidéncias de

negatividade de TGF-B1 também para DBNN e positividade em iCCA, cujo padrdo de
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marcacdo apresenta-se bastante heterogéneo (107). Em nosso estudo, observamos
negatividade para ambos, enquanto em ACDP predominou a marcacao citoplasmaética.
Evidenciou-se nesta série co-expressdo citoplasmatica e nuclear em ACDP e iCCA,
enguanto a marcacao nuclear apenas em eCCA, o que pode favorecer a diferenciagdo com
ACDRP.

Uma vez que identificamos padrdes de marcacao proteica distintos em relacéo ao
tipo de diferenciagdo celular, realizamos analises comparativas entre amostras bem,
moderadamente e pouco diferenciadas para cada biomarcador. Deste modo, destacou-se
marcagdo citoplasmaética intensa de TGF-f1 em ACDP, fraca em iCCA, e marcacao
negativa em eCCA. Embora sem significancia estatistica esse achado sugere que amostras
de ACDP moderadamente diferenciadas expressam TGF-B1 em maior intensidade do que
eCCA e iCCA, o que pode ser uma caracteristica especifica de ACDP. Porém, sao
necessarios estudos em casuisticas mais numerosas para confirmar essa hipétese de

extrema relevancia para o diagnostico diferencial de eCCA e ACDP.

5.3 VEGF-A/VEGF-R2/HIF-1la

Encontramos VEGFA e KDR superexpressos nos trés grupos, em comparagao aos
tecidos ndo neoplésicos. Uma vez que o tecido tumoral frequentemente gera um
microambiente hipoxico, a superexpressdo desses genes envolvidos na angiogénese é
esperada (53-55). Por outro lado, iCCA destacou-se com expressdes mais elevadas de
VEGFA e KDR, comparado com ACDP. Em varios tipos de cancer, como carcinoma
hepatocelular, cancer gastrico, cancer renal e carcinoma espinocelular cutaneo, tem sido
evidenciado que varios miRNAs que compartilham sequéncias de reconhecimento de

VEGFA sdo superexpressos. Esses miRNAs tém a capacidade de reduzir a angiogénese,
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a proliferacéo celular e a invasao, além de promover a apoptose (55,112). Desse modo,
investigar os miRNAs inibidores de VEGFA diferencialmente expressos poderia explicar
0 padrdo distinto de expressao observado, além de revelar outros alvos moleculares
regulados por esses RNAs ndo codificadores. Essa abordagem tem o potencial de
identificar biomarcadores para o diagnostico diferencial dessas doengas, atualmente
motivo de estudos por nosso grupo de pesquisa.

Adicionalmente, é reconhecido que diferentes regides do RNA mensageiro de
VEGFA desempenham papéis cruciais, tanto na sua rapida degradacdo sob condicGes de
normoxia, quanto na estabilizacdo em resposta a hipoxia (113). Além disso, HIF-1a
desempenha funcdo essencial na transcricdo de VEGF-A (57). Neste estudo, houve
aumento significante de VEGFA em iCCA, comparado a ACDP. Nesse caso, o perfil
anatomopatoldgico do grupo com ACDP, representado principalmente pelo estadiamento
I ou Il que demonstra menor grau de tumorigénese em relacdo a ambos os grupos de CCA,
com a maioria dos pacientes com estadiamento Ill ou IV, pode ter contribuido para a
reducdo da expressdo de VEGFA, ainda considerando que ACDP é um cancer
notadamente ndo vascularizado (56).

No entanto, para a expressao génica de HIF1A, embora mais elevada em todos 0s
tecidos tumorais, comparado aos controles, ndo mostrou significancia entre iCCA e
ACDP. No entanto, ressalta-se que a maioria das amostras de ACDP deste estudo foram
classificadas como estagio | ou Il, indicando provavelmente uma vascularizagdo mais
eficiente e menor hipdxia nesses estagios iniciais. E reconhecido que tumores com
diametro inferior a 1 mm sdo avasculares e o crescimento tumoral induz a angiogénese,

sendo que, falhas na angiogénese podem restringir o tamanho tumoral a 2-3 mm (114).
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Portanto, investigac@es futuras comparando a vascularizacdo tumoral entre os estagios
podem elucidar a relacéo entre a expresséo de HIF1A e a progressao tumoral em ACDP.

Amostras de iCCA em estdgio Il ou IV, comparado com ACDP, além de
expressdo acentuada de VEGFA, apresentaram também aumento da expressao de KDR,
que codifica VEGF-R2, o receptor para VEGF-A. Nesse caso, sua ativagdo promove
mitose e permeabilidade de células endoteliais, assim como proliferacdo, migracéo,
invasdo e sobrevivéncia celular durante a angiogénese (53,54). Por outro lado,
evidenciou-se expressdo proteica acentuada de VEGF-R2 em amostras de ACDP de
estagio 111 ou 1V, comparado com eCCA. E esperado que esses genes e essa proteina se
tornem mais expressos conforme o cancer progride e aumenta seu tamanho (53-55).
Nesse contexto, mecanismos moleculares distintos parecem regular a expressao de
VEGFA, KDR e VEGF-R2 e devem ser ainda esclarecidos nas neoplasias
biliopancreaticas.

Em ACDP e eCCA, encontramos principalmente marcacéo difusa de VEGF-A em
estroma, possivelmente devido a proteina secretada pelas células tumorais em resposta ao
microambiente hipoxico (56). Entretanto, diferentemente, outros autores observaram
predominancia de expressao citoplasmatica de VEGF-A em ACDP (115), enquanto neste
estudo esse tipo de marcacdo foi observada principalmente em eCCA. Por outro lado, a
co-expressao difusa e nuclear observada apenas em iCCA e eCCA, assim como a co-
expressdo citoplasmatica apenas em ACDP, diferenciam CCA e ACDP. Embora a
localizagdo nuclear de VEGF seja pouco reportada e estudada, evidenciou-se que a
proteina HUR (antigeno humano R), uma proteina de ligagdo ao RNA, é capaz de se ligar
ao RNA mensageiro de VEGF e estabiliza-lo, o que é crucial para a indugdo hipdxica de

VEGF (116).
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Além disso, os mesmos autores observaram a colocaliza¢cdo de HUR e VEGF no
nacleo celular em condigdes de hipoxia, sugerindo que HUR pode desempenhar um papel
na translocacdo de VEGF do citoplasma para o nlcleo ou na traducéo nuclear de VEGF
(117). Portanto, é possivel que esses ou outros mecanismos similares ocorram em iCCA,
mas ndo em eCCA e ACDP. A propdsito, neste estudo a co-expressao difusa e nuclear de
VEGF-A foi observada em 60% dos casos de iCCA e 30% de eCCA, enquanto ACDP
mostrou apenas 6,2% de marcacgdo nuclear. No entanto, mais estudos sdo necessarios para
confirmar essa hipotese e compreender completamente os mecanismos subjacentes.

Outros estudos encontraram expressao citoplasmatica mais acentuada de
VEGF-A em iCCA do que em eCCA (118). No entanto, alteragdes na expressao de
VEGF-A no citoplasma foi observada em diferentes estudos, com variagéo na intensidade
das marcac@es (119,120). Adicionalmente, ha referéncia de ampla gama de marcacdes de
VEGF-A no citoplasma de amostras de CCA, embora sem relato de discriminagéo entre
0s subtipos da doenca (121).

Ressalta-se, ainda, neste estudo predominancia de expressdo nuclear de VEGF-A
em DBNN e DPNN. Ha evidéncia de translocacdo desta proteina para o nucleo de células
epiteliais endoteliais da aorta em resposta a estimulos especificos, como leses (122).
Embora com tamanho amostral reduzido neste estudo, é plausivel sugerir que, em certas
condicGes ou estimulos, como reparo tecidual, regeneracdo, inflamacéo ou outros eventos
bioldgicos, 0 VEGF-A seja transportado para o nucleo das células de tecido ndo
neoplasico de ambos 0s grupos controles. Ainda, assim como o transporte de VEGF-A
para o nucleo é mediado por VEGF-R2 (122), outros mecanismos especificos podem estar

envolvidos nesse processo.
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Encontramos padrdes de marcacédo proteica de VEGF-R2 semelhante entre 0s
tipos de cancer, com destaque para citoplasmatica em eCCA e ACDP, mas também em
DPNN, enquanto co-expressao citoplasmatica e nuclear em DBNN, iCCA, eCCA, assim
como ACDP em menor frequéncia. Ha referéncia de translocacdo de VEGF-R2 para o
nacleo em células endoteliais, por meio de sua ativagdo por VEGF, o que regula sua
propria transcricdo. No ndcleo, VEGF-R2 interage com proteinas nucleares, como o fator
de transcricdo Spl (proteina de especificidade 1) que regula diversos genes relacionados
a angiogénese, como o proprio VEGF (123).

Uma vez que Spl esta regulado positivamente em CCA, devido a fosforilagao por
aPKC-1 (proteina quinase C atipica iota) em Ser59 (serina na posi¢ao 59) (124), pode-se
especular que a fosforilacdo de Spl por aPKC-1 em CCA desempenha um papel na
regulacdo da translocacdo nuclear de VEGF-R2 em eCCA e iCCA, assim como em
ACDP. Esses diferentes padrées de marcacao proteica de VEGF-R2 e suas interacfes
com fatores de transcricdo nucleares como Spl, se investigados mais profundamente,
poderdo fornecer informacGes importantes para o diagndstico diferencial de CCA e
ACDP. A translocacdo nuclear, regulacdo da expressdao e sinalizacdo intracelular de
VEGF-R2 em colangiécitos de DBNN, permanece inexplorada (125).

Em relacdo a expressdo génica de HIF1A, ressalta-se neste estudo iCCA, o Unico
grupo com valores mais elevados, comparado aos tecidos ndo neoplasicos, corroborando
outro estudo, nessas mesmas condicdes (60). Nesse caso, os autores confirmaram que o
RNA circular (circRNA) hsa_circ_0,019,054 regula positivamente a expressao de HIF1A,
tendo como alvo 0 miR-340-5p em células de iCCA (60). E possivel que esse circRNA

néo codificante, com expressdo aumentada em iCCA, tenha expressédo reduzida em eCCA
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e ACDP, aumentando a expressédo de miR-340-5p, que, por sua vez, reduz a expressao de
HIF1A (60).

Também observamos expressdo aumentada de HIF1A e de KDR em amostras de
ICCA pouco diferenciadas e moderadamente diferenciadas, respectivamente, comparado
com ACDP nas mesmas condi¢es. Os mecanismos envolvidos na expressao distinta
desses dois genes com estas caracteristica permanecem especulativos, evidenciando o
ineditismo de nosso estudo. E possivel que vias reguladoras envolvendo mecanismos
moleculares distintos modulam esses genes de acordo com o microambiente especifico
nos diferentes tipos tumorais.

A anélise de expressao proteica por IHQ mostrou co-expressdo citoplasmatica e
nuclear de HIF-1a. em eCCA, ACDP ¢ iCCA, embora este Gltimo em menor frequéncia,
que, no entanto, foi o Unico que mostrou marcacdo nuclear de HIF-1a (28,6%). Em
contextos de hipdxia, HIF-1a ¢ translocado para o nucleo e estimula a expressdo de
diversos fatores reguladores da angiogénese, como VEGF-A (57,126). Por outro lado,
embora iCCA tenha apresentado padréo heterogéneo para a expressdo de HIF-1a, houve
predominancia para negatividade. Diversos mecanismos moleculares estdo envolvidos na
regulagdo de HIF-la em iCCA. Ressalta-se que o RNA ndo codificante
hsa_circ_0,019,054 atua na supressdo da expressdo génica de HIF1A, o que, por sua vez,
poderia reduzir a expresséo proteica deste biomarcador (60). No entanto, o padréo distinto
de marcacgédo de HIF-1a. em iCCA pode contribuir para o diagnostico diferencial dessas
doengas, fornecendo informacgbes importantes sobre os mecanismos envolvidos e
direcionando a identificacdo de marcadores especificos. Ainda, nesse contexto, houve

negatividade para DPNN. Uma vez que ndo ha microambiente hipéxico no tecido ndo
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neoplésico, negatividade para HIF-1a é esperada (57,126). No entanto, DBNN apresentou
marcacdao citoplasmatica de HIF-1o em todas as amostras.

Por outro lado, embora HIF-1a seja raramente encontrado em tecidos saudaveis,
um estudo mostrou expressao citoplasmatica e nuclear de HIF-1a mais aumentada em
tecidos normais de vesicula biliar do que em tecidos tumorais, além de sugerir que essa
proteina desempenha papeis diferentes na angiogénese desses dois tipos de tecido (127).
Além disso, ha& referéncia de expressdo aumentada de HIF-la em ratos que
desenvolveram colelitiase (128). As amostras analisadas em nosso estudo foram coletadas
durante colecistectomia videolaparoscopica, o que poderia explicar a marcacdo de HIF-
1o, em amostras de ductos biliares coletados.

Neste estudo, realizamos correlacdo entre as expressdes dos biomarcadores para
avaliar e confirmar suas interacdes ja estabelecidas. As expressdes génicas de SMADA4 e
TGFBL se correlacionaram positivamente em ACDP e CCA, o que é esperado visto suas
interacdes na via de sinalizacdo e transducdo de sinal (47,48,50,51). O mesmo ocorreu
para VEGFA e HIF1A em todos os grupos, assim como VEGFA e KDR em ACDP e iCCA
(53-55). No entanto, houve correlacdo positiva entre PIK3CA e PTEN em eCCA e iCCA.
Devido ao papel que PTEN tem como regulador negativo de PIK3CA e sua proteina,
esperavamos encontrar correlacdo negativa entre esses genes. Existem referéncias a
diversos mecanismos que podem atuar no aumento da expressdao de PTEN, como a
subexpressdo de ASR2 (proteina 2 de resisténcia ao arsénio) e reducéo na expressdo de
miR-21 (129), assim como fatores de transcricdo, modificacBes epigenéticas e
estabilizacdo da proteina de PTEN (130).

No que diz respeito a classificacdo tumoral por meio do potencial discriminatorio

das expressbes dos biomarcadores; TGFB1 mostrou os melhores valores para
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diferenciacédo entre iCCA e ACDP. No entanto, estes dois tipos tumorais ndo representam
0 maior desafio no diagndstico. Embora iCCA e eCCA sejam tumores distintos, a
sobreposicao tumoral entre eCCA e ACDP é mais complexa (18). Nesse contexto, 0s
valores de expressédo génica para todos os biomarcadores ndo se mostraram clinicamente
relevantes para distinguir entre eCCA e ACDP, ao contrario das expressdes proteicas de
SMAD4 e TGF-B1, com valores clinicamente satisfatorios para esta diferenciagéo.

A partir de nossos resultados, podemos afirmar que 90% das amostras de cancer
biliopancreatico na regido de sobreposicdo de ACDP e eCCA com valores de expressao
de SMAD4 acima de 0,96 serdo classificadas corretamente como eCCA. As demais seréo
erroneamente classificadas como eCCA, quando na realidade serdo amostras de ACDP.
O mesmo padréo se repete para TGF-B1, em que 90% das amostras com expressao abaixo
de 2,41 serdo corretamente classificadas como eCCA. Embora os valores sejam
satisfatorios, o tamanho amostral deste estudo é limitante. Estudos com ndmero maior de
amostras poderao explorar de forma mais abrangente a via TGF-/SMAD4 de sinalizag¢ao
e transducdo de sinal no diagndéstico diferencial entre ACDP e CCA, especialmente, 0

subtipo extra-hepatico.



117

Conclusoes



118

6. CONCLUSOES

1. Os genes PIK3CA, PTEN, SMAD4, TGFB1, VEGFA e KDR s&o superexpressos em
ACDP, eCCA e iCCA de forma heterogénea. O subtipo tumoral iCCA se diferencia de
ACDP pela superexpresséo génica de HIF1A, VEGFA, KDR, assim como de TGFB1 que
também o distingue de eCAA. Estes resultados revelam a heterogeneidade molecular
entre os tipos tumorais e podem contribuir para futuras estratégias terapéuticas e

perspectivas de progndstico.

2. Em eCCA, a marcacao das proteinas PTEN, com predominio de negatividade, SMAD4
com destaque para a marcacao citoplasmatica e TGF-B1 com marcagdo nuclear confere
distincdo, favorecendo a diferenciacdo com ACDP. Além disso, a co-expressao difusa e
nuclear de VEGF-A detectada apenas nos subtipos iCCA e eCCA, e a co-expressdo difusa
e citoplasmatica exclusiva em ACDP, sdo caracteristicas que poderao distinguir CCA e
ACDP. Em iCCA, o padréo distinto de marcagdo de HIF-1a pode contribuir para o

diagnostico diferencial dessas neoplasias biliopancreéticas.

3. Em iCCA caracteristicas anatomopatologicas (tumores moderadamente ou pouco
diferenciados, estagios mais avancgados, invasdo vascular linfatica ou perineural),
associam-se a expressdo génica elevada de TGFB1, VEGFA e KDR, comparado a ACDP;
enquanto HIF1A e KDR, com maior expressdo, se apresentam como possiveis marcadores
progndsticos para iCCA pouco diferenciado. Para ACDP, o estagio avangado associa-se
a maior expresséo proteica de VEGFR2, comparado a eCCA, e 0 aumento da expressao
proteica de TGF-B1 com invasdo perineural e metastase. A intensa expressao

citoplasmatica de TGF-B1 pode caracterizar ACDP moderadamente diferenciado.
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4. As expressoes proteicas de TGF-f1 e SMAD4 séo promissoras na diferenciacdo entre
ACDP e eCCA, destacando estas proteinas como potenciais marcadores diagnésticos para

estas doencas.
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Anexo 1. Painel do padrdo de marcagao imuno-histoquimica de adenocarcinoma ductal pancreatico (A), subtipos de colangiocarcinoma extra
(e) e intra-hepatico (i), ducto pancreético ndo neopléasico (P) e ducto biliar ndo neopléasico (B) para p110a (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-
quinase, subunidade catalitica alfa), PTEN (fosfatase e homdélogo de tensina), SMAD4 (mothers against decapentaplegic homolog 4), TGF-
1 (fator de crescimento transformador beta 1), VEGF-A (fator de crescimento endotelial vascular A), HIF-1a (fator induzivel por hipdxia 1

alfa) e VEGF-R2 (receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular).
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