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pH   Potencial hidrogeniônico 

PDK1   Piruvato desidrogenase quinase 1 

PH   Homologia pleckstrin 

PI3K   Fosfoinositídeo 3-quinase 

PIK3CA  Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade catalítica 

alfa 

PIP2   Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 

PIP3   Fosfatidilinositol-3-fosfato 

pVHL   Supressor de tumor de Von Hippel-Lindau 
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PTEN   Fosfatase e homólogo de tensina 

R   Coeficiente de correlação de Spearman 

ROC   Característica de Operação do Receptor 

RPLP0  Subunidade P0 da proteína ribossômica do pedúnculo lateral 

S100P   Proteína P de ligação ao cálcio S100 

SBE   Elemento de ligação à SMAD 

Ser473   Serina na posição 473 

Ser59   Serina na posição 59 

SMAD4  Mothers against decapentaplegic homolog 4 

Sp1   Proteína de especificidade 1 

TA   Temperatura ambiente 

TGFB1  Fator de crescimento transformador beta 1 

TGF-β1  Fator de crescimento transformador beta 1 

Thr308  Treonina na posição 308 

THBS2  Trombospondina-2 

Tβ-RI   Receptor para o fator de crescimento transformador beta do tipo I 

Tβ-RII  Receptor para o fator de crescimento transformador beta do tipo II 

UNICAMP  Universidade Estadual de Campinas 

VEGF   Fator de crescimento endotelial vascular 

VEGFA  Fator de crescimento endotelial vascular A 

VEGF-A  Fator de crescimento endotelial vascular A 

VEGF-R2  Receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular 

WT1   Proteína tumoral de Wilms 

Y1175   Resíduo de tirosina na posição 1175 
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RESUMO 

 

Introdução – O adenocarcinoma ductal pancreático (ACDP) e o colangiocarcinoma 

(CCA), classificado em extra-hepático (eCCA) e intra-hepático (iCCA), são neoplasias 

malignas biliopancreáticas, com desafio no diagnóstico diferencial pelas semelhanças 

anatomopatológicas. Objetivos – Analisar expressão gênica e proteica das vias da 

carcinogênese PIK3CA/PTEN, SMAD4/TGF-β1 e VEGF-A/VEGF-R2/HIF-1α em CCA 

e ACDP e a associação com características anatomopatológicas, visando identificar 

marcadores para diagnóstico diferencial. Casuística e Métodos – Foram estudados 67 

indivíduos: 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 

pancreático (DPNN). Para análise de expressão gênica (RT-qPCR) e proteica (imuno-

histoquímica/ImageJ/HistoScore) foram utilizadas amostras de tecido fresco ou 

emblocado em parafina. Admitiu-se valor significante para P<0,05. Resultados – Houve 

semelhança para sexo e idade entre os pacientes, mas mostraram maior faixa etária versus 

controles (P<0,05). Prevaleceu estadiamento I/II para ACDP e III/IV para CCA e invasão 

linfática em ACDP (P<0,05), tumor moderadamente diferenciado destacou-se em todos 

os grupos. Observou-se superexpressão gênica 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 semelhança 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 marcação proteica de p110α e PTEN 

apresentou predominância citoplasmática em todos os grupos tumorais. Por outro lado, 

SMAD4 mostrou negatividade na maioria dos grupos, embora eCCA tenha apresentado 
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predominância para marcação citoplasmática. Ainda, TGF-β1 apresentou expressão 

proteica notavelmente mais acentuada em ACDP do que os demais tipos de câncer. 

VEGF-A, VEGF-R2 e HIF-1α mostraram padrões variáveis de marcação entre os grupos, 

com destaque para negatividade de HIF-1α em iCCA. A expressão proteica foi 

semelhante entre os grupos, entretanto, houve diferença (P<0,05) na expressão gênica e 

proteica para: diferenciação celular pouco (HIF1A e TGFB1: iCCA > ACDP) e 

moderadamente diferenciadas (KDR e TGFB1: iCCA > ACDP); invasão vascular, 

linfática e perineural (TGFB1: iCCA > ACDP); perineural (TGF-β-1: ACDP > eCCA); 

metástase (TGF-β-1: ACDP > iCCA) e estadiamento III/IV (VEGFA, TGFB1, KDR: 

iCCA > ACDP; TGFB1: iCCA > eCCA; VEGF-R2: ACDP>eCCA). Observou-se 

correlação 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 forte em iCCA. A 

análise discriminatória revelou que a expressão gênica de TGFB1 teve o melhor 

desempenho na diferenciação de iCCA de ACDP. Para a classificação entre iCCA e 

eCCA, TGFB1 e VEGFA foram os melhores indicadores. A expressão proteica de TGF-

β1 e SMAD4 foi clinicamente relevante para diferenciar o eCCA do ACDP. Conclusões 

– A expressão gênica e proteica diferencial destes biomarcadores associa-se às 

características anatomopatológicas em neoplasias malignas biliopancreáticas. A 

expressão proteica de SMAD4 e TGF-β1 apresenta-se com potencial para discriminar e 

classificar estas doenças. 

 

Palavras-chave: Colangiocarcinoma; Adenocarcinoma Ductal Pancreático; Expressão 

Gênica; Expressão 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-β1, and VEGF-A/VEGF-

R2/HIF-1α 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-qPCR) 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/II prevailed in ACDP and III/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 p110α 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-β1 protein expression was notably more 

pronounced in ACDP than in other cancer types. VEGF-A, VEGF-R2, and HIF-1α 

exhibited variable marking patterns among groups, with HIF-1α 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 

TGFB1: iCCA > ACDP) and moderately differentiated cells (KDR and TGFB1: iCCA > 

ACDP); vascular, lymphatic, and perineural invasion (TGFB1: iCCA > ACDP); 

perineural (TGF-β1: ACDP > eCCA); metastasis (TGF-β1: ACDP > iCCA), and stage 

III/IV (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-β1 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-β1 protein expression shows 

potential for discriminating and classifying these diseases. 

 

Keywords: Cholangiocarcinoma; Pancreatic Ductal Adenocarcinoma; Gene Expression; 

Protein Expression. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Neoplasias Malignas Biliopancreáticas: Colangiocarcinoma e 

Adenocarcinoma Ductal Pancreático 

 O sistema biliopancreático é constituído pelo trato biliar, pâncreas e ductos 

subdivididos em ductos biliares intra-hepáticos e extra-hepáticos, além de vesícula biliar. 

É formado por tecido conjuntivo fibroso denso e seu lúmen revestido por uma única 

camada de epitélio simples cuboidal a colunar alto, cujas células são chamas de 

colangiócitos (1–3). O trato biliar é responsável por secretar e absorver diversas 

substâncias, como água e eletrólitos, assim como, modificar a fluidez e transportar a bile 

(2,4). Por outro lado, o pâncreas possui um complexo sistema de ductos, revestidos por 

células epiteliais ductais pancreáticas, que atuam transportando enzimas digestivas, que 

são produzidas pelas células epiteliais acinares (5). 

Dentre as neoplasias malignas biliopancreáticas, destacam-se o 

colangiocarcinoma (CCA) e o adenocarcinoma ductal pancreático (ACDP), cujas 

semelhanças anatomopatológicas dificultam o diagnóstico diferencial devido às suas 

origens embrionárias em comum, sobreposição anatômica e analogias fenotípicas (1,6). 

Caracterizado como um grupo heterogêneo de tumores malignos que se originam das 

células epiteliais dos ductos biliares, CCA subdivide-se nos tipos intra-hepático (iCCA) 

e extra-hepático (eCCA) que inclui o colangiocarcinoma perihilar (pCCA), quando ocorre 

próximo ao hilo hepático, e distal (dCCA), posicionando-se mais abaixo no colédoco, 

próximo ao pâncreas (7,8). Estes três subtipos juntos correspondem a aproximadamente 

3% das neoplasias gastrointestinais. São o segundo tipo mais frequente de câncer primário 

de fígado (8), sendo que cada subtipo tem fatores de risco, sinais clínicos, tratamento e 

prognóstico distintos (8,9). 
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Destacam-se como principais fatores de risco para CCA, as infecções pelos vírus 

da hepatite B e C, sendo este último mais especificamente associado ao iCCA. Além 

disso, a presença de hepatolitíase, malformações congênitas e cistos no trato biliar, bem 

como, a síndrome metabólica, também aumentam o risco para essa doença. Embora 

menos comuns no Brasil, a infecção por vermes hepáticos e a colangite esclerosante 

primária também estão associadas ao desenvolvimento do CCA. Em relação aos hábitos 

de vida, tabagismo e o alcoolismo são cofatores significativos para o surgimento da 

doença. Adicionalmente, fatores ambientais, como a ingestão de alimentos contaminados 

por nitrosaminas e a exposição a substâncias como amianto, dioxinas e cloretos de vinila, 

também estão relacionados ao aumento do risco de CCA (10). 

Embora seja um câncer raro, a incidência e a mortalidade por CCA aumentou no 

mundo todo nas últimas décadas (7). É geralmente diagnosticado em estágios avançados, 

devido à falta de sintomas específicos na fase inicial e ausência de estratégias de 

rastreamento (11). Contudo, eCCA causa icterícia como sintoma principal, o que ocorre 

devido à obstrução das vias extra-hepáticas e retenção da bile. Por outro lado, icterícia é 

característica de iCCA em estágios mais avançados. Outros sintomas de CCA em estágios 

avançados incluem dor abdominal, náusea, 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 constituída principalmente de 

colágeno, fibroblastos associados ao câncer (CAFs) e uma variedade de células 

inflamatórias como neutrófilos, macrófagos e células T (14). Interações entre o 

microambiente tumoral e o epitélio tumoral favorecem a proliferação celular e o 

crescimento do tumor, em especial, pela atuação dos CAFs (7). Desse modo, é possível 

que o ambiente tumoral surja em decorrência do microambiente regenerativo durante a 
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reparação dos ductos biliares, de maneira semelhante a outras doenças pré-malignas como 

a colangite esclerosante primária e fibrose hepática congênita (15). 

Quanto às características microscópicas, CCA classifica-se como adenocarcinoma 

produtor de muco e apresenta estroma desmoplásico associado a reações inflamatórias 

(16). Além disso, em nível histológico, CCA é semelhante a outros adenocarcinomas 

metastáticos com origem primária extrabiliar, como por exemplo o pâncreas, o que 

dificulta o diagnóstico por exames histopatológicos, visto que ainda não há painéis de 

marcadores imuno-histoquímicos específicos para essa doença (11). 

O tratamento padrão para CCA é a ressecção cirúrgica, embora seja reservada 

apenas para iCCA e pCCA.  O diagnóstico e tratamento do subtipo dCCA são semelhantes 

aos tipos de câncer da cabeça do pâncreas. A probabilidade de sobrevida em cinco anos, 

após a ressecção não ultrapassa 40% (17). Em relação ao tratamento quimioterápico, 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 doença estão sendo estudadas (17). 

A propósito, destaca-se entre os adenocarcinomas de pâncreas, o ACDP que se 

origina das células epiteliais dos ductos pancreáticos, cuja incidência tem aumentado nos 

últimos anos, sendo mais comum em idosos (19,20). Representando mais de 90% dos 

casos de câncer de pâncreas, geralmente, é diagnosticado em estágios avançados, com 

metástases já presentes. Devido às respostas inadequadas ao tratamento, a sobrevida dos 

pacientes é geralmente inferior a um ano, tornando-o a sétima causa de morte por câncer 

no mundo (19,20). No Brasil, é estimado cerca de 80 mil mortes por câncer pancreático 

entre 2025 e 2029 (21). Portanto, é fundamental o desenvolvimento de estratégias mais 

eficazes de detecção, diagnóstico e tratamento para essa doença. 
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A maioria dos pacientes é considerada inoperável no momento do diagnóstico, 

devido ao estágio avançado e à presença de metástases. Alguns sintomas comuns incluem 

dor nas costas, perda de peso e apetite, início de diabetes e icterícia indolor (20,22). Para 

avaliar lesões pancreáticas sólidas são utilizados exames de imagem como ressonância 

magnética, tomografia computadorizada e ultrassonografia endoscópica. No entanto, os 

exames histopatológicos continuam sendo o padrão-ouro no diagnóstico dessa doença 

(20,22). 

 No que diz respeito aos aspectos histopatológicos, o ACDP geralmente apresenta 

estruturas ductais e glandulares envoltas por um estroma denso e desmoplásico, 

juntamente com outros componentes não celulares (20,22,23). O microambiente tumoral 

de ACDP é altamente heterogêneo, caracterizado pela presença de CAFs, células 

pancreáticas estreladas e diversas células do sistema imunológico (23). Embora ainda seja 

objeto de debate se o microambiente tumoral promove ou reduz a progressão do câncer e 

a resistência às terapias; os fibroblastos associados ao câncer desempenham um papel 

importante na redução da apoptose e no estímulo à proliferação e migração das células 

cancerosas (22,23). 

Além disso, a presença de células T reguladoras, macrófagos e células supressoras 

derivadas de mieloides contribui para a criação de um ambiente imunossupressor, 

inibindo a função dos linfócitos 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 compreensão dos fatores envolvidos no 

microambiente tumoral do ACDP, bem como, seus mecanismos de ação, podem 
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contribuir para a identificação de biomarcadores diagnósticos e o desenvolvimento de 

novas terapias. 

No contexto do ACDP, a ocorrência de metástases distantes é facilitada devido à 

localização abdominal central do pâncreas, à ausência de uma cápsula de órgão definida 

e à presença de vasos circundantes (5,22). Para ser considerado um adenocarcinoma 

invasivo, são necessários critérios como a disposição aleatória de glândulas neoplásicas, 

invasão vascular e perineural, variação nuclear em uma única glândula, presença de 

mitoses atípicas, entre outros (20). 

Considerado padrão ouro, a maioria dos pacientes com ACDP recebe como 

tratamento quimioterapia baseada apenas em gemcitabina (18). No entanto, tratamentos 

recentes que incluem a combinação de gemcitabina com nab-paclitaxel têm mostrado 

significativo aumento na sobrevida de pacientes em estágio IV. Além disso, evidências 

apontam o FOLFIRINOX (5-fluorouracil, leucovorina, oxaliplatina e irinotecano) como 

a terapia quimioterápica mais eficaz para o tratamento de ACDP avançado e metastático 

(22). 

 

1.2 Diagnóstico de Neoplasias Malignas Biliopancreáticas 

O diagnóstico distinto entre ACDP e CCA é de extrema importância para a 

definição das opções terapêuticas. Pacientes com diagnóstico ambíguo podem não 

receber o tratamento ideal, resultando na falta de benefícios esperados do tratamento (24). 

Devido às suas origens embrionárias em comum, sobreposição anatômica e analogias 

fenotípicas, ACDP e CCA compartilham diversas características histopatológicas (6,25). 

Entre os subtipos de CCA, o extra-hepático dCCA é o mais difícil de diferenciar do 

ACDP, muitas vezes sendo tratado como uma única entidade. No entanto, trata-se de 
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doenças distintas, com características diferentes, como prognóstico mais favorável para 

o dCCA em relação ao ACDP e benefícios associados à terapia adjuvante no ACDP, mas 

não no dCCA. Isso corrobora a não aplicabilidade dos mesmos tratamentos para ambas 

as doenças, embora as abordagens cirúrgicas sejam semelhantes, exigindo estratégias de 

manejo distintas (18). Desse modo, apesar das tecnologias de análises ômicas ampliarem 

o conhecimento sobre estas doenças, revelando perfis genômicos e transcricionais com 

diversas diferenças, algumas similaridades em nível molecular ainda necessitam ser 

esclarecidas (6). 

Nesse contexto, embora não existam marcadores definitivos para diferenciar 

ACDP de estruturas ductais benignas, o biomarcador mais utilizado para auxiliar o 

diagnóstico de ACDP é o antígeno carboidrato 19-9 (CA 19-9). No entanto, há várias 

desvantagens associadas, incluindo resultados falso-positivos em pacientes com icterícia 

por obstrução dos ductos biliopancreáticos devido a doenças benignas (20,26–28) ou 

condições como tireoidite, diabetes mellitus e doenças autoimunes (27). Além disso, os 

valores de sensibilidade e especificidade do CA 19-9 são limitados (28,29). Estudos 

recentes exploram alternativas, como a combinação do CA 19-9 com outros marcadores, 

mas conclusões definitivas ainda não foram alcançadas (26). O CA 19-9, em conjunto 

com o antígeno carcinoembrionário (CEA), também é utilizado para monitorar a resposta 

à terapia em cânceres biliar (28). Por fim, a perda da expressão do supressor tumoral 

SMAD4 (mothers against decapentaplegic homolog 4) e expressão aberrante de p53 

(proteína de tumor 53), embora não sejam exclusivas desse tipo de câncer, estão presentes 

em mais de 50% dos ACDPs e associadas a pior prognóstico (20,23). 

Adicionalmente, a análise da expressão sérica da trombospondina-2 (THBS2), 

uma glicoproteína com implicações na angiogênese e apoptose, juntamente com o 
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marcador CA 19-9, mostrou potencial no diagnóstico diferencial entre ACDP e dCCA, 

em comparação com indivíduos saudáveis ou com lesões benignas, que exibiram níveis 

reduzidos para ambos os biomarcadores. No entanto, foi observada semelhança na 

expressão sérica de THBS2 e CA 19-9 entre pacientes com dCCA e ACDP (30). 

 Exames de imagem como a ultrassonografia transabdominal, tomografia 

computadorizada e ressonância magnética são a primeira abordagem não invasiva para 

avaliação de pacientes com icterícia e diagnóstico de causas de obstrução dos ductos 

biliares (31). Entretanto, o diagnóstico de CCA utilizando abordagens não invasivas é 

impreciso, sendo necessária confirmação histológica (7). 

Ainda nesse contexto, um estudo identificou 236 metabólitos séricos alterados em 

pacientes com eCCA e 280 em ACDP quando comparados aos controles. Além disso, 

mais de 60 metabólitos séricos estavam alterados na comparação entre eCCA e ACDP, 

com este último apresentando níveis mais elevados. Entretanto, as expressões com 

diferenças significativas demonstraram valores de sensibilidade e especificidade 

medianos, destacando a necessidade de validação de suas utilidades clínicas (28). 

 

1.2.1 Diagnóstico diferencial por imuno-histoquímica 

No diagnóstico de rotina empregando imuno-histoquímica, os biomarcadores 

mais comumente utilizados são o antígeno carcinoembrionário (CEA), citoqueratinas 

(CK) CK7, CK20 e CA 19-9, juntamente com características clínicas e histológicas. No 

entanto, todos esses marcadores são expressos de forma similar, ou muito variável no 

caso de CK20, em CCA e ACDP, o que dificulta a distinção entre estas neoplasias 

malignas (20,25,32,33). 
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Outros biomarcadores têm sido estudados com o objetivo de definir um painel 

mais específico para diferenciar estas doenças. A mucina 1 (MUC1), por exemplo, é um 

marcador que promove adesão celular em tecidos estranhos e não é expressa em ductos 

biliares normais, mas possui alta expressão em eCCA e neoplasias intraepiteliais 

pancreáticas. Embora possa ser utilizado para mapear a progressão do tecido tumoral, não 

é capaz de diferenciar CCA de ACDP. O mesmo padrão é observado para a mucina 4 

(MUC4) (20,25). 

Ainda, um estudo demonstrou que a caderina neural (N-caderina) apresentou 

expressão diminuída em metástases de ACDP em fígado em comparação com CCA, o 

que poderia auxiliar na diferenciação dessas doenças em conjunto com outros 

biomarcadores, embora com confiabilidade a ser confirmada. Contudo, o estudo em 

questão não discriminou os subtipos de CCA durante a análise (34). Outros autores 

realizaram essa distinção e observaram expressão significativamente reduzida de N-

caderina em metástases hepáticas de ACDP, quando comparado à iCCA. Entretanto, 

houve semelhança entre ACDP e eCCA. O mesmo estudo demonstrou que a caderina 

epitelial (E-caderina), outro membro da família das caderinas, apresenta expressão 

semelhante para ACDP e todos os subtipos de CCA (33). 

Ainda neste contexto, S100P (proteína P de ligação ao cálcio S100) é uma proteína 

que desempenha um papel na diferenciação e proliferação celular e foi identificada como 

altamente específica para tumores biliopancreáticos. Todavia, tanto eCCA quanto ACDP 

apresentam semelhanças na expressão desta proteína (25). Por outro lado, um estudo 

mostrou que o uso em conjunto dos marcadores S100P, pVHL (supressor de tumor de 

Von Hippel-Lindau), MUC5AC (mucina-5AC) e CK17 pode ser útil no diagnóstico 

diferencial de iCCA e ACDP, embora o subtipo extra-hepático não tenha sido 
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considerado (35). Outro estudo também sugeriu a proteína anexina (ANXA) A10 como 

um biomarcador na discriminação entre iCCA e ACDP, no entanto, não incluiu os outros 

subtipos de CCA (36). 

Ainda, outros pesquisadores observaram sensibilidade e especificidade em torno 

de 35–66% para ANXA10 na diferenciação de iCCA, ACDP e vice-versa, em metástases 

hepáticas. Outros biomarcadores estudados (ANXA1 e ANXA13) não mostraram 

capacidade de diferenciar as neoplasias malignas. É possível que, se interpretados em 

conjunto, esses biomarcadores possam se tornar candidatos ao diagnóstico diferencial de 

iCCA e ACDP. No entanto, são necessários mais estudos que incluam o subtipo eCCA 

em suas análises (37). Ainda, nesse contexto, um estudo comparou a expressão de 

ANXA10 entre dCCA e câncer de cabeça do pâncreas e descobriu menor frequência de 

positividade desse marcador em dCCA, assim como de CK17. Nesse caso, o valor para 

sensibilidade e especificidade de CK17 para discriminação entre câncer de cabeça do 

pâncreas e dCCA foi em torno de 70%, enquanto para ANXA10 variou de 80% a 50%, 

respectivamente. No entanto, são necessários outros estudos para validar esses resultados 

(24). 

Outro estudo, empregando o método Machine Learning (ML) para análise de 

dados, demonstrou que CK7, CK19, BerEP4 (molécula de adesão de células epiteliais) e 

CEA policlonal, quando combinados com MUC1 e CA19-9, podem caracterizar o perfil 

imuno-histoquímico de iCCA. Além disso, sugeriu que WT1 (proteína tumoral de Wilms) 

poderia ser um marcador diferencial para iCCA (38). No entanto, esses resultados 

também necessitam de validação por meio de outros estudos. Além disso, a caracterização 

exclusiva do perfil imuno-histoquímico de iCCA não 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 carcinogênese de CCA e ACDP. O estudo do perfil molecular do ambiente 

tumoral pode contribuir na identificação de biomarcadores para diagnóstico e a criação 

de tratamentos personalizados para essas doenças (20,39). Em resumo, até o momento, 

os resultados conclusivos para a definição de um painel imuno-histoquímico ou 

marcadores isolados para diferenciar ACDP de CCA, especialmente, o subtipo extra-

hepático, são escassos. Compreender os mecanismos envolvidos na carcinogênese e suas 

ações no microambiente tumoral pode contribuir para a identificação de novos 

marcadores para o diagnóstico diferencial dessas doenças. 

 

1.3 Biomarcadores Moleculares da Carcinogênese 

1.3.1 Via PI3K/PTEN e regulação do ciclo celular  

O ciclo celular consiste em uma série de eventos de extrema importância para o 

desenvolvimento de organismos e suas condições patológicas. Neste contexto, a 

fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K) é uma família de enzimas que atuam em diversas 

funções do ciclo celular, como diferenciação, crescimento, motilidade, proliferação e 

sobrevivência celular, que, por sua vez, estão diretamente relacionadas à carcinogênese. 

A desregulação e sinalização exacerbada de PI3K estão associadas a uma variedade de 

doenças, tais como diabetes, distúrbios neurológicos e imunológicos, doenças 

cardiovasculares, crescimento descontrolado de tecidos e câncer (40,41). 

A família PI3K é dividida em quatro classes, com base em sua estrutura e função, 

variando de I a IV, sendo a Classe I subdividida em duas subclasses, PI 3-quinases de 

classe IA e PI 3-quinases de classe IB. A subclasse PI 3-quinases de classe IA é composta 

por três subunidades catalíticas e cinco subunidades regulatórias. Entre as subunidades 
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catalíticas, destaca-se a enzima p110α, uma proteína citoplasmática oncogênica 

codificada pelo gene PIK3CA (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade 

catalítica alfa), localizado na posição 3q26.32 do genoma humano. Em resposta a 

estímulos de diversos fatores de crescimento ou oncogenes, essa proteína, em complexo 

com p85, sua subunidade regulatória, utiliza ATP (adenosina trifosfato) para catalisar a 

fosforilação do anel de inositol de PIP2 (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato), um lipídio 

presente na membrana celular e no complexo de Golgi, pertencente à família dos 

fosfatidilinositóis. Essa família está envolvida na organização de vias de sinalização, 

dinâmicas do citoesqueleto, regulação do tráfego intracelular, entre outras funções 

celulares (40–43). Como resultado da fosforilação, PIP3 (fosfatidilinositol-3-fosfato) é 

formado (Figura 1). 

Em seguida, PIP3 atua como segundo mensageiro ao se ligar ao domínio PH 

(homologia pleckstrin) de AKT (proteína quinase B), causando fosforilação na Thr308 

(treonina na posição 308) pela proteína PDK1 (piruvato desidrogenase quinase 1) e na 

Ser473 (serina na posição 473) por mTORC2 (complexo mTOR 2). Por fim, AKT tem 

diversos alvos envolvidos em diversas funções como metabolismo, crescimento, 

sobrevivência, proliferação, apoptose, motilidade e migração de células cancerígenas 

(40,41,43) (Figura 1). 

Nesse contexto, em condições celulares normais, PIP3 é rapidamente 

metabolizada por fosfatases lipídicas, com destaque para PTEN (fosfatase e homólogo de 

tensina), uma proteína codificada pelo gene PTEN localizado na posição 10q23.31 do 

genoma humano. Esta proteína reverte a fosforilação em PIP3, encerrando a sinalização 

de PI3K. No entanto, devido à atividade aumentada de oncogenes, ativação mutacional 
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de PI3K ou perda da função de PTEN, células cancerígenas apresentam quantidade 

aumentada de PIP3 (40,41,44) (Figura 1). 

Mutações em genes da PI3K ocorrem com frequência em cânceres humano, como 

alterações em PIK3CA em dCCA (6,41). Todas as formas oncogênicas de PI3K têm sua 

atividade aumentada em comparação à forma não oncogênica (45). Foi observado que a 

via de PI3K é ativada em câncer pancreático, demonstrando expressão aumentada de 

p110α em ACDP em relação às células adjacentes ao tumor (46), assim como expressão 

reduzida de AKT fosforilada na ocorrência de expressão aumentada de PTEN (44). Além 

disso, neoplasias malignas pancreáticas apresentam maior número de mutações em 

PIK3CA, em comparação com tumores hepáticos (40). Portanto, é possível esperar 

padrões distintos de expressão e invasão para o gene PTEN em CCA e ACDP. 
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Figura 1. Via PI3K/PTEN de regulação do ciclo celular. Estímulos ativam p110α 

(fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade catalítica alfa), que catalisa a 

conversão de PIP2 (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) em PIP3 (fosfatidilinositol-3-fosfato). 

PIP3 ativa AKT (proteína quinase B), afetando funções celulares. A proteína PTEN 

(fosfatase e homólogo de tensina) regula PIP3. Feita em Biorender.com. 
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1.3.2 Via TGF-β/SMAD4 de sinalização e transdução de sinal 

A via TGF-β/SMAD4 desempenha um papel fundamental em diversos processos 

biológicos, como diferenciação celular, apoptose, migração e progressão tumoral, ao 

mediar a transdução de sinal da membrana celular para o núcleo. Codificada pelo gene 

TGFB1 (fator de crescimento transformador beta 1), localizado em 19q13.2 no genoma 

humano, a proteína citoplasmática TGF-β1 (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 

proteína citoplasmática e nuclear codificada pelo gene SMAD4, localizado em 18q21.2 

no genoma humano, e pertence a uma família de proteínas responsáveis pela transdução 

de sinais extracelulares para o núcleo (47,48). 

Diante de alta taxa de proliferação celular, a sinalização TGF-β/SMAD4 é ativada, 

desencadeando efeitos citostáticos e induzindo mecanismos pró-apoptóticos (47). No 

entanto, ao longo da progressão do câncer, as células tumorais tornam-se insensíveis à 

TGF-β1, o que resulta na diminuição da resposta imunológica do organismo contra as 

células tumorais, favorecendo a angiogênese e a invasão (47,48). Dessa forma, níveis 

séricos elevados de TGF-β durante o diagnóstico de ACDP podem indicar um prognóstico 

desfavorável (49). 

 A principal via de sinalização desse biomarcador (Figura 2) inicia-se quando 

TGF-β1 se liga ao Tβ-R (receptor para o fator de crescimento transformador beta) do tipo 

II, que recruta e fosforila o complexo Tβ-RI. Este complexo, por sua vez, fosforila 

SMAD2/3. Em seguida, SMAD2/3 forma um complexo se ligando a SMAD4 e são 

translocados para o núcleo, onde se ligam ao DNA no elemento de ligação à SMAD 
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(SBE) e recrutam fatores transcricionais importantes na supressão de tumores 

(47,48,50,51) (Figura 2). 

Ainda, nesse contexto, foi evidenciado o envolvimento da via PI3K/AKT/mTOR 

na regulação da sinalização de TGF-β/SMAD4. A inativação de PI3K/AKT/mTOR 

impacta a migração celular e a transição epitelial-mesenquimal mediada por TGF-β 

(48,50,51). Além disso, a superexpressão de AKT suprime a fosforilação de SMAD3 

mediada pelo receptor T-βR do tipo II (52). 

São reconhecidas deleções de SMAD4 em vários tipos de câncer, incluindo ACDP, 

onde foram descritas pela primeira vez, e CCA (20,23,48). A inativação de SMAD4 

acarreta modificações na sinalização de TGF-β, o que está associado ao favorecimento da 

tumorigênese (47). No entanto, a frequência de alterações nesse gene é notavelmente 

maior em neoplasias malignas pancreáticas em comparação à CCA (20,23,48), o que pode 

resultar em diferentes padrões de expressões gênica e proteica neste tipo de câncer. 
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Figura 2. Via TGF-β/SMAD4 de sinalização e transdução de sinal. TGF-β1 (fator de 

crescimento transformador beta 1) se liga ao receptor Tβ-R (receptor para o fator de 

crescimento transformador beta) do tipo II. O complexo Tβ-RI fosforila SMAD (mothers 

against decapentaplegic homolog) 2/3, que, em conjunto com SMAD4, transloca-se para 

o núcleo. Em seguida, ligam-se ao SBE (elemento de ligação à SMAD) para recrutar 

fatores transcricionais relacionados à supressão tumoral. Feita em Biorender.com. 
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1.3.3 Via VEGF-A/HIF-1α/VEGF-R2 na angiogênese mediada por hipóxia 

A angiogênese é o processo de formação de novos vasos sanguíneos a partir de 

vasos pré-existentes. Devido ao seu papel importante no transporte de nutrientes aos 

tecidos, é considerada fundamental na manutenção da homeostase. No entanto, o 

crescimento desordenado destes vasos pode contribuir com diversos processos 

patológicos, como câncer e, consequentemente, metástases (53,54). Em estágios iniciais 

da progressão tumoral, os tumores são pequenos e avasculares. Contudo, em razão do 

aumento da demanda metabólica, ocorre o desenvolvimento de uma vascularização 

tumoral exclusiva, desencadeada por fatores de crescimento liberados pelas células 

cancerígenas e outras células no microambiente tumoral (55). 

Nesse contexto, membro da família VEGF, o VEGF-A (fator de crescimento 

endotelial vascular A) é uma glicoproteína codificada pelo gene VEGFA, localizado no 

cromossomo 6p21.1 humano, que desempenha papel central na regulação de processos 

moleculares da angiogênese em contextos fisiológicos e patológicos (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 domínio de 

inserção da quinase), localizado em 4q12 no genoma humano, é o principal receptor para 

VEGF-A. A sua ativação promove mitose e permeabilidade de células endoteliais, assim 

como proliferação, migração, invasão a tecidos circundantes e sobrevivência celular 

durante a angiogênese (53,54). 

Por meio da via de sinalização notch, ocorre aumento da expressão de DLL4 

(delta-like 4), entre outros ligantes, o que induz as células endoteliais tip cells (células de 

ponta) a formarem filopódios em resposta ao VEGF. Então, o aumento da sinalização 

notch reduz a expressão de VEGF-R2, desencadeando assim um mecanismo de feedback 
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negativo (53) (Figura 3). Apesar de não 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 níveis de 

VEGF-A e VEGF-R2 estão correlacionados com recidiva e mau prognóstico em ACDP 

(56). 

Ressalta-se que o crescimento tumoral está intimamente relacionado à 

estimulação da angiogênese. Nesse contexto, é bem estabelecido que a microvasculatura 

tumoral apresenta diferenças estruturais e funcionais, como aumento de vazamento, 

formato tortuoso e outras características aberrantes (54,55). Além disso, embora seja 

produzido em diversas células, o contexto de hipóxia devido ao crescimento tumoral é o 

principal regulador de sua expressão, mediada por fatores induzíveis por hipóxia (HIF) 

(53,54). Desse modo, a disfunção da vasculatura estimulada por VEGF reduz a eficiência 

do fluxo sanguíneo tumoral acarretando hipóxia e consequente aumento na produção de 

VEGF (55). 

Uma das características mais marcantes do microambiente tumoral é a hipóxia. 

Dentre os fatores induzíveis por hipóxia, ressaltasse HIF-1α (fator induzível por hipóxia 

1 alfa), o principal regulador deste estado, essencial para a expressão gênica em célula 

hipóxicas e codificado pelo gene HIF1A (fator induzível por hipóxia 1, subunidade alfa). 

Em condições normais de oxigênio, HIF-1α é degradado pelo sistema proteassomo. No 

entanto, em condições de hipóxia, fatores importantes para sua degradação são regulados 

negativamente, resultando em estabilização e translocação para o núcleo. O HIF-1α, no 

núcleo, desempenha funções essenciais na transcrição de diversos genes, incluindo o 

VEGF-A e TGFB (57). 
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 Não obstante, AKT, um intermediário na via de PI3K, desempenha papel 

fundamental na biologia regulada por VEGF das células endoteliais, por meio da 

sobrevivência, proliferação e permeabilidade. Além disso, PI3K pode ser ativado por 

VEGF-A por meio da ligação direta de PI3K em Y1175 (resíduo de tirosina na posição 

1175) de VEGF-R2. Em consequência desta ativação, a AKT exerce um papel 

fundamental na regulação das células endoteliais, afetando sua sobrevivência, 

proliferação e liberação de metaloproteinases (MMPs) (54). 

 Níveis adequados de VEGF-A e HIF-1α são importantes para o desenvolvimento 

pancreático normal. Contudo, altas expressões de HIF-1α inibem a diferenciação de 

células progenitoras endócrinas pancreáticas, ao mesmo tempo em que regulam 

positivamente e negativamente diversos genes relacionados à viabilidade celular, 

proliferação, migração, angiogênese, invasão, crescimento tumoral e resistência à 

quimioterapia (58). 

Além disso, VEGF está superexpresso na maioria dos tipos de câncer humano e 

tem associação com invasão e metástase (53,58). Por outro lado, alta expressão de HIF-

1α é encontrada em CCA (59), especialmente, em seu subtipo intra-hepático, em 

comparação ao tecido saudável (60). O subtipo extra-hepático pode apresentar marcação 

principalmente na borda invasiva do tumor (61). Entretanto, ACDP pode exibir padrões 

de marcação heterogêneos para HIF-1α (62). 

Estudos sobre as expressões comparativas de VEGF-A, HIF-1α e VEGF-R2 em 

ACDP e CCA, considerando seus subtipos, assim como a associação com características 

anatomopatológicas, são escassos. No entanto, esta investigação comparativa pode 

contribuir significativamente para o entendimento dos mecanismos subjacentes à hipóxia 
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e angiogênese destes tumores. Além disso, pode auxiliar na identificação de 

biomarcadores específicos que caracterizem estas doenças. 
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Figura 3. Mecanismos de regulação da angiogênese tumoral. A ativação do VEGF-R2 

(receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular) promove a mitose e 

permeabilidade das células endoteliais, enquanto a sinalização notch induz as células de 

ponta a formarem filopódios em resposta ao VEGF-A (fator de crescimento endotelial 

vascular A). O aumento da sinalização notch resulta na redução da expressão de VEGF-

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

2.1 Objetivo Geral  

Analisar comparativamente a expressão gênica e proteica de biomarcadores 

envolvidos em vias da carcinogênese em CCA e ACDP, e sua associação com 

características anatomopatológicas, visando identificar marcadores de classificação e 

diagnóstico diferencial destas doenças. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

1. Analisar comparativamente a expressão gênica de PIK3CA, PTEN, SMAD4 e TGFB1, 

VEGFA, HIF1A e KDR em tecido tumoral de pacientes com eCCA, iCCA e ACDP. 

2. Analisar comparativamente a expressão proteica e respectiva localização subcelular de 

p110α, PTEN, SMAD4 e TGF-β1, VEGF-A, HIF-1α e VEGFR-2 em tecido tumoral de 

pacientes com eCCA, iCCA e ACDP. 

3. Verificar a associação da expressão gênica e proteica dos referidos biomarcadores com 

características anatomopatológicas do tecido tumoral de eCCA, iCCA e ACDP. 

4. Avaliar a capacidade classificatória da expressão gênica e proteica em tecido tumoral 

dos referidos biomarcadores na discriminação entre eCCA, iCCA e ACDP. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

Este estudo foi aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade 

de Medicina de São 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 Declaração de Helsinque. 

 

3.1 Casuística 

Trata-se de um estudo retrospectivo. Os grupos de pacientes e controles foram 

constituidos mediante critérios rigorosos de seleção, considerando o diagnóstico padrão-

ouro por imuno-histoquímica (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 Ciências Médicas 

(FCM) da UNICAMP, no período de 2004 a 2023. As neoplasias malignas ainda não 

haviam invadido os demais órgãos do sistema biliopancreático, dificultando o diagnóstico 

de origem primária destas doenças. O diagnóstico de CCA e ACDP foi realizado de 

acordo com as diretrizes de prática do College of American Pathologists, baseado na 

classificação de tumores da Organização Mundial da Saúde (WHO Classification of 

Tumours). A confirmação da não invasão aos demais órgãos foi realizada utilizando 

exames de imagem (tomografia computadorizada, ressonância magnética e 

colangioressonância), bem como, por meio dos laudos anatomopatológicos dos pacientes. 

Os respectivos grupos controles foram constituídos por sete amostras de tecido de 

ducto biliar não neoplásico (DBNN) fresco e FFPE de indivíduos diagnosticados com 

colelitíase submetidos à cirurgia eletiva de colecistectomia por videolaparoscopia no 
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Setor de Cirurgia Geral do HB/FAMERP, no período de 2019 a 2021, sem sinais clínicos, 

bioquímicos e histopatológicos de CCA e/ou ACDP, e 8 amostras FFPE de ducto 

pancreático não neoplásico (DPNN) de indivíduos submetidos à necrópsia, no Serviço de 

Verificação de Óbitos do HB/FAMERP, em 2023, sem sinais clínicos, bioquímicos e 

histopatológicos 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 não neoplásicos para controle, 

uma vez que os pacientes encaminhados para necrópsia nem sempre apresentam vesícula 

biliar e ductos biliares disponíveis e viáveis para coleta. 

Foi realizado o corte das amostras dos referidos tecidos em micrótomo rotativo 

manual (Leica Biosystems™, Wetzlar, Alemanha), seguido de confecção de lâminas 

histológicas e identificação das regiões tumorais por duas médicas patologistas. As 

lâminas com as amostras de tecido ductal biliar e pancreático não neoplásicos foram 

demarcadas considerando as regiões contendo ductos não neoplásicos. 

Os dados do perfil demográfico (sexo e idade) e anatomopatológico (grau do 

tumor, invasões, metástase – em linfonodo – e estadiamento) foram obtidos por meio de 

prontuários informatizados ou laudos anatomopatológicos. 

 

 3.2 Métodos 

3.2.1 Extração de RNA Total e RT-qPCR 

O RNA total das amostras de tecido emblocado de CCA, ACDP, e DPNN foi 

extraído 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 extraído utilizando TRIzol™ Reagent 

(Invitrogen™, Waltham, Massachusetts, EUA), de acordo com o manual do fabricante. 

Em seguida, a concentração e pureza do RNA total foram quantificadas utilizando 

o equipamento NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

EUA), segundo o manual do fabricante. Foi realizada diluição do RNA total e síntese 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 concentração final de 5 ng/µl. Por fim, 

foi realizada a reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qPCR) 

utilizando 10 µl TaqMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems™), 8 µl de 

UltraPure™ DEPC-Treated Water (Invitrogen™), 1 µl de TaqMan™ Gene Expression 

Assay (Applied Biosystems™) e 1 µl 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 hidrólise TaqMan™ Gene Expression 

Assay (Applied Biosystems™): PIK3CA:  Hs00907954_m1, PTEN:  Hs02621230_s1, 

SMAD4: Hs00929647_m1, TGFGB1: Hs00998133_m1, VEGF-A: Hs00900055_m1, 

HIF1A: Hs00153153_m1 e KDR: Hs00911700_m1. Foram utilizados os genes 

reguladores ACTB (actina beta) (Hs01060665_g1) e RPLP0 (subunidade P0 da proteína 

ribossômica do pedúnculo lateral) (Hs99999902_m1). A expressão gênica foi calculada 

por meio do método 2−ΔΔCt  (64), transformada em log2 2−ΔΔCt  e apresentada como 

mudança de dobra (fold-change, FC). 

 



66 

 

3.2.2 Imuno-histoquímica, Análise de Imagens e Expressão Proteica 

As expressões proteicas foram analisadas por meio da técnica de IHQ. As 

amostras FFPE foram cortadas em lâminas silanizadas, na espessura de 3 µm em 

micrótomo rotativo manual (Leica Biosystems™). Em seguida, as lâminas foram 

submetidas à estufa a 60 °C durante 12 horas para fixação das amostras.  

Inicialmente, foi realizada desparafinação das amostras em banhos de xilol e 

álcool. A seguir, foi realizada recuperação antigênica com as lâminas submersas em 

solução tampão, de acordo com o Quadro 1, seguido de descanso em temperatura 

ambiente (TA) por 20 minutos. Após recuperação antigênica, foram realizadas duas 

lavagens de cinco minutos com tampão PBS (tampão fosfato-salino) (pH 7,4). Em 

seguida, foi realizado bloqueio das peroxidases com duas lavagens de 20 minutos em 

peróxido de hidrogênio (H2O2) a 10% em metanol, em câmara escura. Então, foram 

realizadas duas lavagens de cinco minutos com tampão PBS (pH 7,4). Após, foi realizado 

o bloqueio das proteínas inespecíficas de acordo com o Quadro 1. 

Em seguida, foi realizada incubação dos anticorpos-primários PIK3CA 

Monoclonal Antibody (H.843.0, Invitrogen™), (diluição 1:100), PTEN Monoclonal 

Antibody (17.A, Invitrogen™) (diluição 1:100), SMAD4 Monoclonal Antibody (4089-

MSM1-P1, NeoBiotechnologies) (diluição 1:50), TGF-β1 Monoclonal Antibody (TB21, 

Invitrogen™) (diluição 1:100), VEGF-A Polyclonal Antibody (STJ96473, St. John’s 

Laboratory) (diluição 1:100), HIF-1α Monoclonal Antibody (H1alpha67, Invitrogen™) 

(diluição 1:50) e VEGF-R2 Monoclonal Antibody (CD309, AbboMax) (diluição 1:100) 

por overnight em geladeira. Todos diluídos em solução PBS + BSA (albumina sérica 

bovina) a 1%. 
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Após incubação dos anticorpos primários e três lavagens de cinco minutos com 

tampão PBS (pH 7,4), foram incubados os anticorpos secundários Novocastra™ Post 

Primary ou Abcam® Reveal HRP Conjugate, a depender do host do anticorpo primário, 

por 1 hora. Em seguida, foram realizadas três lavagens de cinco minutos com tampão 

PBS (pH 7,4). Na etapa seguinte, foi realizada incubação do polímero Novolink™ 

Polymer por 1 hora. Então, foi realizada revelação com DAB (3,3'-diaminobenzidina) 

Novocastra™ DAB Chromogen, na diluição 1:20 em substrato Novolink™ DAB Substrate 

Buffer, de acordo com o Quadro 1. O tempo de revelação 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 coloração com hematoxilina 

durante um minuto, seguido de lavagem com água destilada para a retirada de 

hematoxilina residual, passagem em bateria de álcoois e xilóis e montagem das lâminas 

com lamínulas e meio de montagem Entellan™ (Merck, Darmstadt, Alemanha). 

As lâminas foram escaneadas em aumento de 40X por meio do escâner Olympus 

BX61VS Research Slide Scanner (Olympus Corporation, Shinjuku, Tóquio, Japão), com 

câmera 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 µm por 200 µm, em 

quintuplicata, de modo a representar toda a extensão da lâmina, por meio do software 

OLYMPUS OlyVIA (versão 3.4.1). Os cortes foram avaliados por um médico 

patologista, visando confirmar a captura de células neoplásicas na imagem. O 

processamento e análise dos cortes foram realizados com o software, de domínio público, 

ImageJ 1.53t (versão 64-bit) (66). 
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A contagem de pixels, porcentagem de marcações muito positivas, positivas, 

pouco positivas, negativas, assim como a classificação da marcação foram analisadas por 

meio do plugin de acesso aberto IHC Profiler (67), compatível com ImageJ, conforme o 

tipo de marcação, podendo ser citoplasmática ou nuclear. Em caso de marcações 

citoplasmáticas, o plugin realizou uma deconvolução da imagem e disponibilizou um 

histograma da quantidade e valor dos pixels, assim como, a porcentagem de marcações 

muito positivas, positivas, pouco positivas, negativas e a classificação da marcação. Por 

outro lado, em caso de marcação nuclear, o plugin realizou a deconvolução da imagem 

juntamente de um ajuste automático de limiar (threshold), que foi mantido nas 

configurações originais, visando padronização dos resultados. 

A expressão proteica foi quantificada pelo método HistoScore (68), em que os 

valores semiquantitativos da IHQ clássica foram convertidos em valores quantitativos, 

baseado na intensidade da coloração 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-histoquímica relatadas em células percentuais: células coradas 

negativas (0), fracas (1+), moderadas (2+) e fortemente (3+), que são equivalentes a 

porcentagem de marcações 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 ×

% células negativamente coradas)  + (1 ×  % células fracamente coradas) +  (2 ×

% células moderadamente coradas) + (3 ×  % células fortemente coradas). 

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

utilizados para mensurar o valor médio da expressão proteica da amostra do paciente. 
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Quadro 1. Tampões, temperaturas e tempos utilizados nas etapas de recuperação 

antigênica, boqueio de proteínas inespecíficas, revelação com DAB (3,3'-

diaminobenzidina) e contra coloração com hematoxilina para cada proteína analisada por 

meio de imuno-histoquímica. 

Proteína 
Recuperação 

Antigênica 

Bloqueio Proteínas 

Inespecíficas 

Revelação 

com DAB 

Contra coloração 

com hematoxilina 

p110α 
Citrato (pH 6,0) 

95 °C por 1h 

PBS + Leite desnatado 

30min 
5min 40seg 

PTEN 
Citrato (pH 6,0) 

95 °C por 1h 

PBS + Leite desnatado 

30min 
10min 40seg 

SMAD4 
Tris-EDTA (pH 9,0) 

98 °C por 1h30 

PBS + BSA 1% 

1h 
5min 1min 

TGF-β1 
Tris-EDTA (pH 9,0) 

98 °C por 1h30 

PBS + Leite desnatado 

45min 
1min 1min 

VEGF-A 
Citrato (pH 6,0) 

95 °C por 1h 

PBS + Leite desnatado 

30min 
10min 40seg 

HIF-1α 
Citrato (pH 6,0) 

98 °C por 1h30 

PBS + BSA 1% 

45min 
5min 2min 

VEGF-R2 
Citrato (pH 6,0) 

98 °C por 1h 

PBS + BSA 5% 

30min 
5min 2min 

p110α=fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade catalítica alfa. PTEN= fosfatase e homólogo 

de tensina. TGF-β1=fator de crescimento transformador beta 1. SMAD4=mothers against decapentaplegic 

homolog. VEGF-A=fator de crescimento endotelial vascular A. HIF-1α=fator induzível por hipóxia 1 alfa. 

VEGF-R2=receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular. 
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Figura 4. Marcações imuno-histoquímicas de tecidos controle positivos para VEGF-A 

(fator de crescimento endotelial vascular A), HIF-1α (fator induzível por hipóxia 1 alfa), 

VEGF-R2 (receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular), p110α 

(fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade catalítica alfa), PTEN (fosfatase e 

homólogo de tensina), SMAD4 (mothers against decapentaplegic homolog 4) e TGF-β1 

(fator de crescimento transformador beta 1). As barras de tamanho representam 20 µm. 
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3.2.3 Análises estatísticas 

Os dados foram analisados quanto à normalidade de seus resíduos por meio do 

teste de Shapiro-Wilk (69). A homogeneidade das variâncias foi analisada pelo teste de 

Levene (70). Os resultados de variáveis contínuas com distribuição normal foram 

reportados como média (M) ± erro padrão (EP). Por outro lado, os resultados de variáveis 

contínuas sem distribuição normal foram reportados como mediana (Mdn), mínimo e 

máximo. 

Para comparação da expressão gênica com controle relativo, foi utilizado teste t 

de uma amostra. Na comparação entre dois grupos, utilizou-se teste de Mann-Whitney. 

Em comparações entre três grupos foi utilizado Análise de Variância (ANOVA), com 

post-hoc de Bonferroni ou teste de Kruskall-Wallis, com post-hoc de Dunn para múltiplas 

comparações e ajuste de Benjamini-Hochberg para os valores de P (71). Para a análise de 

variáveis categóricas, foi aplicado o teste exato de Fisher e resíduos padronizados 

ajustados (>|2,0|) para comparação entre grupos. Nas análises de correlação, utilizou-se o 

coeficiente de correlação de Spearman. Foi realizada regressão logística binária para 

predição de características anatomopatológicas por meio das expressões dos 

biomarcadores (72). 

Quando à análise do potencial discriminatório para classificação das neoplasias 

malignas por meio da expressão gênica e proteica, foi utilizada curva ROC (Característica 

de Operação do Receptor). Os resultados foram descritos como ponto de corte (cutoff), 

área sob a curva (AUC), sensibilidade, especificidade e intervalo de confiança de 95% 

(IC 95%) pelo teste de DeLong (73). 

As análises estatísticas foram realizadas, utilizando a linguagem de programação 

R (74,75), bem como, diversas funções auxiliares (76–79). Os gráficos foram 
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confeccionados utilizando ggplot2 (80) e ggpubr (81). Admitiu-se significância para 

valores de P<0,05. Além disso, neste estudo, o tamanho amostral reduzido, embora uma 

limitação, não impediu a análise estatística dos dados. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Perfil Demográfico e Anatomopatológico 

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 proporções 

semelhantes para os três grupos (P=0,309). 

Observamos semelhança para sexo em todo os grupos (P=0,732). Houve 

semelhança 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 comparação entre pacientes e controles, ACDP e DPNN (Mdn = 56 

anos) apresentaram faixa etária semelhante (P=0,393). No entanto, pacientes com eCCA 

(Mdn=58,5 anos) e iCCA (Mdn=60 anos), mostraram idade aumentada em comparação 

a DBNN (Mdn=33 anos; P=0,033 e P=0,019, respectivamente) (Tabela 1). 

 Houve maior frequência dos estágios I ou II em amostras de ACDP (70%), 

enquanto para iCCA e eCCA prevaleceram os estágios III ou IV (85,7% e 83,3%, 

respectivamente) (P=0,012; Tabela 2). Quanto à diferenciação celular, observou-se 

semelhança na frequência de tumor bem, moderadamente e pouco diferenciado em todos 

os grupos (P=0,929), assim como, presença e ausência de invasão vascular (P=0,213), 

perineural (P=0,201) e metástase (P=0,859; Tabela 2). Por outro lado, para ACDP 

destacou-se presença de invasão linfática (81,8%), enquanto para eCCA predominou 

ausência de invasão (63,6%) (P=0,019; Tabela 2). Para iCCA, observamos semelhança 

nas frequências de presença e ausência deste tipo de invasão, em decorrência dos resíduos 

ajustados padronizados (|1,217|). 
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Tabela 1. Perfil demográfico de pacientes com adenocarcinoma ductal pancreático (ACDP) e colangiocarcinoma dos subtipos extra (eCCA) 

e intra-hepático (iCCA), ducto pancreático não neoplásico (DPNN) e ducto biliar não neoplásico (DBNN). 

Característica 
ACDPa 

(n=22) 

eCCAb 

(n=17) 

iCCAc 

(n=13) 

DPNNd 

(n=08) 

DBNNe 

(n=07) 

P 

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) 58,5 (14) 60 (13) 56 (08) 33 (07) 
0,422 0,434 0,413 0,393 0,033 0,019 

      Mínimo–Máximo 44–78 41–79 45–74 04–69 29–65 
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Tabela 2. Características anatomopatológicas de pacientes com adenocarcinoma ductal 

pancreático (ACDP) e colangiocarcinoma dos subtipos extra (eCCA) e intra-hepático 

(iCCA). 

Característica 
ACDP 

(n=22) 

eCCA 

(n=17) 

iCCA 

(n=13) 
P 

Estadiamento 
    

      I ou II 70 (14) 16,7 (01) 14,3 (01) 
0,012 

      III ou IV 30 (06) 83,3 (05) 85,7 (06) 

Diferenciação Celular, % (n) 
    

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

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

      Pouco diferenciado 13,6 (03) 25 (03) 25 (02) 

Invasão Vascular, % (n) 
    

      Presente 77,3 (17) 44,4 (04) 77,8 (07) 
0,213 

      Ausente 22,7 (05) 55,6 (05) 22,2 (02) 

Invasão linfática, % (n) 
    

      Presente 81,8 (18) 36,4 (04) 44,4 (04) 
0,019 

      Ausente 18,2 (04) 63,6 (07) 55,6 (05) 

Invasão Perineural, % (n) 
    

      Presente 77,3 (17) 62,5 (05) 44,4 (04) 
0,201 

      Ausente 22,7 (05) 37,5 (03) 55,6 (05) 

Metástase, % (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 Expressão Gênica e Proteica de p110α (PIK3CA) e PTEN (PTEN) 

Houve superexpressão 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 comparação com controle relativo (P<0,01, 

para todos). O mesmo ocorreu para PTEN com superexpressão 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 comparação entre os três grupos, observamos semelhança na expressão de PIK3CA 

(P=0,862), assim como de PTEN (P=0,416) (Figura 5A). 

A análise por IHQ (Figura 5B) mostrou marcação citoplasmática de p110α em 

13/20 (65%) casos de ACDP, co-expressão citoplasmática e difusa em 01/20 (5%), apenas 

difusa em 02/20 (10%) e negativa em 04/20 (20%). Para eCCA, predominou a marcação 

citoplasmática de p110α (07/09; 77,8%), assim como, em iCCA (06/07; 85,7%), enquanto 

os casos negativos representaram 22,2% (02/09) e 14,3% (01/07), respectivamente. Em 

relação aos controles, DPNN apresentou marcação negativa de forma predominante 

(02/03; 66,7%), assim como DBNN (03/03; 100%), enquanto co-expressão 

citoplasmática e nuclear ocorreu em apenas um caso (1/03; 33,3%) de DPNN. 

 Quanto à marcação proteica de PTEN (Figura 5B), a co-expressão citoplasmática 

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, marcação 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 marcação apenas citoplasmática representou 33,3% 

(02/06) dos casos de iCCA, 22,2% (02/09) de eCCA e 23,5% (04/17) em ACDP. A 

marcação nuclear foi observada apenas em ACDP (01/17; 5,9%). 

Adicionalmente, foi observada expressão proteica de p110α (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 semelhança na expressão proteica de PTEN em ACDP 

(Mdn=4,86; n=17), eCCA (Mdn=2,31; n=09), iCCA (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) Comparação da expressão gênica de PIK3CA (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade catalítica alfa) e PTEN 

(fosfatase e homólogo de tensina) em adenocarcinoma ductal pancreático (ACDP), subtipos de colangiocarcinoma extra (eCCA) e intra-

hepático (iCCA). Barras representam média e erro padrão. (B) Padrão mais frequente de marcação na análise imuno-histoquímica de p100α 

(fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade catalítica alfa) e PTEN em ACDP, eCCA, iCCA, ducto pancreático não neoplásico 

(DPNN) e ducto biliar não neoplásico (DBNN). As barras de tamanho representam 20 µm. (C) Comparação da expressão proteica de p100α 

e PTEN em ACDP, eCCA, iCCA, DPNN e DBNN. A cruz branca representa média.
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4.3 Expressão Gênica e Proteica de TGF-β1 (TGFB1) e SMAD4 (SMAD4) 

Houve superexpressão de SMAD4 (Figura 6A) em ACDP (M=2,9±0,62; n=20), 

eCCA (M=2,74±0,71; n=17) e iCCA (M=4,28±0,66; n=13), na comparação com o 

controle relativo (P<0,01, para todos). Da mesma forma, foi observada superexpressão 

de TGFB1 em ACDP (M=3,22±0,68; n=18), eCCA (M=4,53±0,53; n=16) e iCCA 

(M=7,83±0,69; n=13), comparado ao controle relativo (P<0,01, para todos). A 

comparação entre os pacientes mostrou semelhança na expressão de SMAD4 nos três 

grupos (ANOVA, P=0,258). No entanto, houve expressão acentuada de TGFB1 em 

iCCA, comparado com ACDP (P<0,0001), e com eCCA (P<0,001) (ANOVA, P<0,0001). 

 Em relação à análise proteica por IHQ (Figura 6B) prevaleceu marcação 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 marcação citoplasmática (08/10; 80%), também observada em ACDP (06/18; 33,3%), 

DPNN (01/03; 33,3%) e iCCA (01/06; 16,7%). A co-expressão citoplasmática 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 à análise proteica por IHQ de TGF- β1 (Figura 6B), destacou-se a forma 

negativa de marcação principalmente em DBNN (03/03; 100%), assim como, em DPNN 

(02/03; 66,7%) iCCA (04/07; 57,1%) e eCCA (04/10; 40%) que mostrou frequência 

semelhante para marcação citoplasmática (04/10; 40%), também observada em outros 

grupos. Nesse caso, destacou-se ACDP, com marcação citoplasmática em 57,9% (11/19) 

dos casos, além de DPNN (01/03; 33,3%) e iCCA (02/07; 28,6%). A co-expressão 

citoplasmática e nuclear foi observada em ACDP (04/19; 21,1%) e iCCA (01/07; 14,3%), 

enquanto a marcação nuclear apenas em eCCA (02/10; 20%). 
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Adicionalmente, observou-se expressão 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 expressão proteica de TGF-β1 (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 comparações par-a-par reportaram semelhança entre os grupos 

(P>0,05, para todos) (Figura 6C).
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Figura 6. (A) Comparação da expressão gênica de SMAD4 (mothers against decapentaplegic homolog 4) e TGFB1 (fator de crescimento 

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

Barras representam média e erro padrão. (B) Padrão mais frequente de marcação na análise imuno-histoquímica de SMAD4 e TGF-β1 (fator 

de crescimento transformador beta 1) em ACDP, eCCA, iCCA, ducto pancreático não neoplásico (DPNN) e ducto biliar não neoplásico 

(DBNN).  As barras de tamanho representam 20 µm. (C) Comparação da expressão proteica de SMAD4 e TGF-β1 em ACDP, eCCA, iCCA, 

DPNN e DBNN. A cruz branca representa média. 
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4.4 Expressão Gênica e Proteica de VEGF-A (VEGFA), HIF-1α (HIF1A) e 

VEGF-R2 (KDR) 

A análise da expressão gênica mostrou superexpressão de VEGFA e KDR em 

tecido tumoral dos três 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 superexpressão 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 semelhança com o controle relativo (P>0,05, para 

ambos). 

Na comparação entre os três grupos, a expressão gênica de VEGFA mostrou-se 

acentuada em iCCA, comparado com ACDP (P=0,048), mas semelhança nas demais 

comparações. O mesmo ocorreu para KDR (P=0,0026). Para HIF1A houve semelhança 

na comparação entre os três grupos (ANOVA, P=0,119) (Figura 7A). 

 Quanto à análise proteica por IHQ para VEGF-A (Figura 7B), destacou-se a 

marcação 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 

marcação 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 marcações de citoplasma e co-expressão 

citoplasmática e difusa foram observadas apenas no grupo com ACDP (01/16; 6,2%, para 

ambos), que mostrou também marcação 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-expressão nuclear e difusa destacou-se em iCCA (03/05; 60%) e eCCA 

(03/10; 30%). 

Em relação à análise proteica por IHQ para HIF-1α (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 três 

grupos de pacientes apresentaram também co-expressão citoplasmática 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 marcação citoplasmática 

foi observada apenas nos grupos eCCA (02/06; 33,3%) e ACDP (05/12 – 29,4%). 

Para a marcação proteica de VEGF-R2 por IHQ (Figura 7B), prevaleceu a co-

expressão citoplasmática 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 marcação citoplasmática 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 marcação 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 marcação 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 (p110α, PTEN, SMAD4, TGF-β1, 

VEGF-A, HIF-1α e VEGF-R2) e seus respectivos padrões de marcação subcelular são 

apresentados em conjunto em um painel demonstrando a distribuição nos grupos de 

pacientes e controles (Anexo 1). 
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A análise da expressão 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 significância (Kruskal-Wallis, P=0,24). Quanto 

a HIF-1α, houve semelhança na expressão proteica entre ACDP (Mdn=11,3; n=16), 

eCCA (Mdn=19,9; n=06), iCCA (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 significância 

(Kruskal-Wallis, P=0,16). 
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Figura 7. (A) Comparação da expressão gênica de VEGFA (fator de crescimento 

endotelial vascular A), HIF-1α (fator induzível por hipóxia 1 alfa), HIF1A (fator induzível 

por hipóxia 1 alfa) e KDR (receptor com domínio de inserção de quinase) em 

adenocarcinoma ductal pancreático (ACDP), subtipos de colangiocarcinoma extra 

(eCCA) e intra-hepático (iCCA). Barras representam média e erro padrão. (B) Padrão 

mais frequente de marcação na análise imuno-histoquímica de VEGF-A (fator de 

crescimento endotelial vascular A), HIF-1α (fator induzível por hipóxia 1 alfa) e VEGF-

R2 (receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular) em ACDP, eCCA, iCCA, 

ducto pancreático não neoplásico (DPNN) e ducto biliar não neoplásico (DBNN). As 

barras de tamanho representam 20 µm. (C) Comparação da expressão proteica de VEGF-

A, HIF-1α e VEGF-R2 em ACDP, eCCA, iCCA, DPNN e DBNN. A cruz branca 

representa média.
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4.5 Expressão Gênica e Proteica e Associação com Diferenciação Celular 

Ao identificar padrões de marcação proteica distintos a depender de cada tipo de 

diferenciação celular, realizamos análises comparativas entre amostras bem, moderadamente e 

pouco diferenciadas para cada biomarcador. Nesse sentido, amostras pouco diferenciadas, 

mostraram expressão gênica 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, o mesmo ocorreu quanto à expressão de KDR (iCCA: Mdn=6,43; n=04 e ACDP: 

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 expressão 

gênica semelhante entre os grupos (P>0,05; Figuras 8–10). 

Em relação à expressão proteica, TGF-β1 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 avaliação 

da frequência de marcação para essa proteína mostrou predominância citoplasmática em ACDP 

(63,3%; n=11), negativa em eCCA (50%; n=06) e citoplasmática em iCCA (50%; n=04). 

Importante ressaltar que a intensidade de marcação de TGF-β1 em ACDP foi notavelmente 

mais acentuada do que em eCCA. Entretanto, as diferenças observadas nas frequências não 

foram estatisticamente relevantes (P=0,119; Figura 9E). Os demais biomarcadores 

demonstraram semelhança quanto à expressão proteica (P>0,05; Figura 8–10). 
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Figura 8. Expressão gênica de VEGFA (fator de crescimento endotelial vascular A), HIF1A 

(fator induzível por hipóxia 1 alfa) e KDR (receptor com domínio de inserção de quinase) e 

proteica de VEGF-A (fator de crescimento endotelial vascular A) HIF-1α (fator induzível por 

hipóxia 1 alfa) e VEGF-R2 (receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular) para cada 

tipo de diferenciação celular em ACDP (adenocarcinoma ductal pancreático), eCCA 

(colangiocarcinoma, subtipo extra-hepático) e iCCA (colangiocarcinoma, subtipo intra-

hepático). A cruz branca representa média.
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Figura 9. (A–D) Expressão gênica de SMAD4 (mothers against decapentaplegic 

homolog 4) e TGFB1 (fator de crescimento transformador beta 1) e proteica de SMAD4 

e TGF-β1 (fator de crescimento transformador beta 1) para cada tipo de diferenciação 

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

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

branca representa média. (E) Padrão de marcação de TGF-β1 em amostras 

moderadamente diferenciadas de ACDP, eCCA e iCCA. As barras de tamanho 

representam 20 µm. 
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Figura 10. Expressão gênica de PIK3CA (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, 

subunidade catalítica alfa) e PTEN (fosfatase e homólogo de tensina) e proteica de p100α 

(fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade catalítica alfa) e PTEN para cada 

tipo de diferenciação celular em ACDP (adenocarcinoma ductal pancreático), eCCA 

(colangiocarcinoma, subtipo extra-hepático) e iCCA (colangiocarcinoma, subtipo intra-

hepático). A cruz branca representa média. 
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4.6 Expressão Gênica e Proteica e Associação com Invasão Vascular, 

Linfática, Perineural e Metástase 

Realizamos análise de regressão logística para predizer a presença de invasão 

vascular, linfática, perineural e metástase, considerando a expressão gênica e proteica dos 

referidos biomarcadores, contudo, não houve relação entre essas variáveis (P>0,05, para 

todos). Entretanto, observou-se superexpressão gênica de TGFB1 em iCCA na presença 

de invasão vascular (Mdn=7,27; n=07; P=0,012), linfática (Mdn=9,72; n=04; P=0,023), 

perineural (Mdn=9,72; n=04; P=0,026), assim como presença (Mdn=8,67; n=06; 

P=0,031) e ausência (Mdn=7,63; n=05; P=0,003) de metástase, comparado com ACDP 

(Figuras 11A–D). Adicionalmente, expressão proteica aumentada de TGF-β1 em ACDP 

na presença de invasão perineural (Mdn=29,7; n=14), quando comparado com eCCA 

(Mdn=0,62; n=05; P=0,033), e presença de metástase (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) Expressão gênica de TGFB1 (fator de crescimento transformador beta 1) para cada tipo de invasão e metástase em ACDP 

(adenocarcinoma ductal pancreático), eCCA (colangiocarcinoma, subtipo extra-hepático) e iCCA (colangiocarcinoma, subtipo intra-

hepático). (E–F) Expressão proteica de TGF-β1 (fator de crescimento transformador beta 1) em invasão perineural e metástase em ACDP, 

eCCA e iCCA. A cruz branca representa média.
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4.7 Expressão Gênica e Proteica e Associação com Estadiamento do Câncer 

 Para a análise comparativa entre os estágios das neoplasias malignas, amostras 

com estágios I ou II foram unidas em um mesmo grupo, assim como amostras de estágios 

III ou IV. Desse modo, amostras com estágios I ou II apresentaram semelhança na 

expressão gênica para todos os biomarcadores (P>0,05, para todos). Entretanto, houve 

superexpressão 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 estágios III 

ou IV. O mesmo ocorreu na comparação entre eCCA (Mdn=4,21; n=04) e iCCA para 

TGFB1 (P<0,05, para todos) (Figura 12A–C). Os demais marcadores apresentaram 

semelhança em todas as comparações (P>0,05, para todos). 

 Quanto à expressão proteica, VEGF-R2 mostrou expressão acentuada em ACDP 

(Mdn=23,4; n=05), comparado com eCCA (Mdn=12,4; n=03) em amostras com estágios 

III ou IV (P=0,02) (Figura 12D). As amostras com estágios I ou II mostraram semelhança 

em ACDP, eCCA e iCCA para todos os biomarcadores (P>0,05 para todos).
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Figura 12. Expressão gênica de VEGFA (fator de crescimento endotelial vascular A), TGFB1 (fator de crescimento transformador beta 1) e 

KDR (receptor com domínio de inserção de quinase) e proteica de VEGF-R2 (receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular) para 

cada estadiamento em ACDP (adenocarcinoma ductal pancreático), eCCA (colangiocarcinoma, subtipo extra-hepático) e iCCA 

(colangiocarcinoma, subtipo intra-hepático). A cruz branca representa média. 
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4.8 Correlações 

Quanto à correlação entre a expressão gênica dos biomarcadores, observamos 

correlação 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 não foi observado em ACDP (Figura 13A). 

Por outro lado, houve correlação 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 não foi observado em eCCA 

(Figura 13B). 

Com relação à expressão gênica de VEGFA e HIF1A, observou-se correlação positiva 

moderada em ACDP (R=0,69; n=21; P<0,001) e eCCA (R=0,58; n=17; P=0,015), e correlação 

forte em iCCA (R=0,90; n=13; P<0,0001) (Figura 13C). Destacou-se também correlação 

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 correlação positiva (Figura 13D). 

Para a expressão proteica, não foi observada correlação entre os biomarcadores (P>0,05, 

para todos). 
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Figura 13. Gráficos de dispersão e coeficientes de correlação de Spearman (R) para correlação 

entre expressão genica de PIK3CA (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade 

catalítica alfa) e PTEN (fosfatase e homólogo 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 induzível por hipóxia 1 alfa) e KDR 

(receptor com domínio de inserção de quinase) em ACDP (adenocarcinoma ductal pancreático), 

eCCA (colangiocarcinoma, subtipo extra-hepático) e iCCA (colangiocarcinoma, subtipo intra-

hepático). As sombras indicam intervalo de confiança de 95%. 
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4.9 Potencial Discriminatório dos Biomarcadores na Classificação Tumoral 

 Na análise do potencial discriminatório da expressão gênica observamos resultado 

satisfatório na classificação de iCCA em relação à 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 classificação entre iCCA e eCCA, destacou-se a expressão 

gênica 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 não relevantes. Ainda, todos os biomarcadores na 

classificação entre eCCA e ACDP apresentaram valores abaixo daqueles clinicamente 

relevantes. 

Em relação ao poder discriminatório da expressão proteica, foram observados valores 

satisfatórios de VEGF-A (AUC=0,82; Sens.: 75%; Espec.: 92,9%; P=0,045), p110α 

(AUC=0,72; Sens.: 100%; Espec.: 47,4%; P=0,049) e de TGF-β1 (AUC=0,78; Sens.: 100%; 

Espec.: 52,6%; P=0,003) na classificação de iCCA e ACDP (Tabela 3).  

Destacou-se na classificação entre eCCA e ACDP a expressão 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-β1 (AUC=0,76; Sens.: 90%; Espec.: 68,4%; P=0,003) (Tabela 3; 

Figura 14D). As demais proteínas apresentaram valores abaixo daqueles clinicamente 

relevantes. Em relação à classificação entre iCCA e eCCA todos os biomarcadores 

apresentaram valores não relevantes clinicamente. 
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Tabela 3. Valores de ponto de corte (cutoff), área sob a curva (AUC), intervalo de confiança 

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

expressões gênicas e proteicas de biomarcadores da carcinogênese para classificação de 

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

intra-hepático (iCCA). 

iCCA versus ACDP 

Gene cutoff AUC IC 95% 
Sensibilidade 

% 
Especificidade % 

P 

TGFB1 >5,74 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 0,51–0,88 84,6 59,1 0,037 

KDR >5,1 0,83 0,68–0,98 61,5 94,7 <0,0001 

Proteína cutoff AUC IC 95% 
Sensibilidade 

% 
Especificidade % 

P 

p100α >0,87 0,72 0,50–0,94 100 47,4 0,049 

TGF-β1 <14,35 0,78 0,60–0,97 100 52,6 0,003 

VEGF-A >25,6 0,82 0,51–1,0 75 92,9 0,045 

eCCA versus ACDP 

Proteína cutoff AUC IC 95% 
Sensibilidade 

% 
Especificidade % 

P 

SMAD4 >0,96 0,77 0,59–0,95 90 66,6 0,003 

TGF-β1 <2,41 0,76 0,59–0,94 90 68,4 0,003 

VEGF-A >39,6 0,74 0,52–0,95 50 100 0,033 

iCCA versus eCCA 

Gene cutoff AUC IC 95% 
Sensibilidade 

% 
Especificidade % 

P 

TGFB1 >4,56 0,86 0,73–1,0 100 68,7 <0,0001 

VEGFA >3,49 0,72 0,51–0,93 76,9 76,5 0,037 

TGFB1 e TGF-β1 = fator de crescimento transformador beta 1. VEGFA e VEGF-A = fator de 

crescimento endotelial vascular A. HIF1A = fator induzível por hipóxia 1 alfa), KDR = receptor 

com domínio de inserção de quinase. SMAD4 = mothers against decapentaplegic homolog 4.



99 

 

 
 

Figura 14. Curva ROC (Característica de Operação do Receptor) do potencial 

discriminatório da expressão gênica e proteica de biomarcadores da carcinogênese para 

classificação de adenocarcinoma ductal pancreático (ACDP), e colangiocarcinoma dos 

subtipos extra (eCCA) e intra-hepático (iCCA). TGFB1 e TGF-β1 = fator de crescimento 

transformador beta 1. VEGFA e VEGF-A = fator de crescimento endotelial vascular A. 

HIF1A = fator induzível por hipóxia 1 alfa), KDR = receptor com domínio de inserção de 

quinase. SMAD4 = mothers against decapentaplegic homolog 4. 
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5. DISCUSSÃO 

Neste estudo evidencia-se em tecido tumoral de pacientes com neoplasias 

biliopancreáticas (ACDP e CCA) superexpressão dos oncogenes PIK3CA, VEGFA, KDR 

e HIF1A (apenas em iCCA) e supressores tumorais PTEN, SMAD4, TGFB1, comparado 

com os tecidos não neoplásicos. Trata-se de genes com funções distintas em diversas vias 

incluindo angiogênese, proliferação, migração, invasão e sinalização celular e apoptose. 

Por outro lado, houve semelhança das respectivas expressões proteicas entre os grupos de 

pacientes e com os controles. Entretanto, as análises de expressão proteica demonstraram 

padrão heterogêneo na marcação celular, identificando proteínas que podem diferenciar 

neoplasias biliopancreáticas (40,41,43,47,48,53–55,82,83). 

 

5.1 PI3KCA/PTEN 

Analisamos a expressão gênica e proteica de PIK3CA (p110α) e PTEN com 

funções distintas e antagônicas, um apresenta-se como oncogene e o outro supressor 

tumoral, respectivamente. Ambos mostraram superexpressão gênica em tecido tumoral 

de pacientes com ACDP, eCCA e iCCA, mas semelhança para expressão proteica, 

comparado aos controles. Por outro lado, análises de enriquecimento diferencial indicam 

atividade proeminente e constante da via PI3K/Akt/mTOR em ACDP e suas células 

metastáticas, em comparação ao tecido peri-tumoral normal (82). Além disso, embora 

tenhamos encontrado semelhança na expressão proteica de p110α em todos os grupos, 

um estudo mostrou superexpressão dessa proteína em ACDP e, em conjunto com lesões 

pancreáticas, a via de sinalização PI3K parece estar envolvida na iniciação de lesões pré-

neoplásicas no pâncreas (84). Outro estudo encontrou supressão da atividade de Akt, 

redução de CA 19-9, além de diminuição do tamanho tumoral em paciente com ACDP e 
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perda de PTEN, após o uso de MK-2206, um inibidor alostérico de Akt (85), destacando 

assim o papel crucial dessa via na progressão do ACDP. 

É bem estabelecido que mutações em PIK3CA no câncer de pâncreas produzem 

formas ativas constitutivas da proteína p110α codificada por esse gene, e contribuindo 

para a tumorigênese pancreática (86), assim como, em neoplasias do trato biliar, incluindo 

eCCA, iCCA, e vesícula biliar (87). Ressalta-se que mutações em PIK3CA 

frequentemente ocorrem com várias outras alterações genéticas promotoras de tumores 

(87). Desse modo, além de expressão gênica para PIK3CA e respectiva proteína, ora 

apresentada, a avaliação dos demais constituintes da via PI3K/Akt/mTOR e a 

identificação de mutações, poderá caracterizar subgrupos de pacientes contribuindo para 

diagnóstico, prognóstico e tratamento de neoplasias biliopancreáticas. 

Neste estudo, embora com semelhança entre pacientes e controles em relação à 

expressão proteica, a análise por IHQ e quantitativa por HistoScore evidenciaram 

predomínio de expressão citoplasmática de p110α em ACDP, iCCA e eCCA, enquanto 

nos tecidos não neoplásicos destacou-se negatividade. A oncoproteína p110α 

desempenha múltiplas funções celulares que favorecem o crescimento tumoral, e é 

frequentemente encontrada em níveis elevados em neoplasias malignas (40,41,43,82,83). 

No entanto, devido aos padrões de marcação semelhante ora observados em tecido 

tumoral de ACDP e ambos os subtipos de CCA, a marcação imuno-histoquímica de 

p110α não contribui para o diagnóstico diferencial dessas neoplasias. 

Em relação à PTEN, supressor tumoral com ação no ciclo celular, apoptose, 

adesão, migração e diferenciação celular (40–43), observamos inesperadamente 

superexpressão gênica em tecido de ACDP, eCCA e iCCA.  No entanto, há referência de 

redução de expressão gênica e proteica de PTEN em casos de iCCA, em comparação com 
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o tecido adjacente (88), assim como, diminuição na marcação proteica em câncer de 

pâncreas, comparado à pancreatite crônica (89). Adicionalmente, foram observadas 

alterações na expressão de PTEN juntamente com TP53, gene supressor tumoral 

envolvido no ciclo celular e apoptose, em pacientes com iCCA, sugerindo possíveis 

disfunções em múltiplos processos celulares relacionados ao crescimento tumoral, 

invasão e resistência à tratamentos (90). 

Outras vias podem estar envolvidas na regulação e, consequentemente, na 

expressão gênica e proteica de PTEN, a ser esclarecido para as neoplasias malignas 

biliopancreáticas. Há referência de regulação da expressão de PTEN em câncer de 

pâncreas por TGFB1, visto que a superexpressão de TGFB1 em células humanas e ratos 

transgênicos reduziu consideravelmente a expressão de PTEN (91). Isso contrasta com 

nossos achados, sendo que ambos os genes estão superexpressos em ACDP. São escassos 

estudos que abordam a expressão de p110α e PTEN comparativamente entre ACDP, 

eCCA e iCCA, conferindo relevância a este trabalho. Entretanto, tornam-se necessários 

estudos com maior tamanho amostral para confirmar esse padrão de expressão. 

É interessante que nesta casuística, embora com superexpressão de PTEN em 

tecidos neoplásicos, a expressão proteica foi semelhante entre os grupos, sugerindo a 

participação de outros fatores, incluindo os fatores epigenéticos, assim como microRNAs 

(miRNAs), regulando a via PTEN/PI3K. A propósito, PTEN é alvo de miR-21-3p que 

modula negativamente sua expressão (92). Estudos realizados pelo nosso grupo de 

pesquisa em CCA demonstraram correlação negativa desse miRNA com a expressão 

proteica de PTEN, embora sem relação com a expressão gênica (no prelo). Desse modo, 

o aumento desse oncomiR pode influenciar a expressão proteica de PTEN 

comprometendo, portanto, sua função 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 regulação positiva desse miRNA está associada ao 

crescimento celular, metástase e indução de invasão em eCCA, resultando na supressão 

da expressão proteica do PTEN (93). Nesse contexto, esse mecanismo poderia explicar a 

superexpressão gênica de PTEN nos pacientes ora estudados, mas com expressão proteica 

semelhante aos controles, o que deve ser confirmado em estudos futuros. Adicionalmente, 

nosso grupo de pesquisa, por meio de análises de bioinformática, mostrou em CCA 

interação também do miR-101-3p com PTEN (no prelo). Esta associação foi observada, 

ainda, em carcinoma hepatocelular com redução da expressão gênica relacionada à 

expressão elevada de miR-101-3p (oncomiR) e ao mau prognóstico (94). 

Em relação à expressão proteica de PTEN, embora semelhante entre os grupos, 

identificamos predominância de co-expressão citoplasmática e nuclear em ACDP, iCCA 

e DBNN, enquanto marcação negativa destacou-se em eCCA e DPNN. Esses achados 

corroboram um estudo com marcação citoplasmática e nuclear em câncer pancreático 

(91). Outro estudo revelou marcação moderada para PTEN na maioria das amostras de 

ACDP, por outro lado, o tecido normal apresentou marcação mais intensa e prevalente, 

sugerindo a perda do gene no tecido neoplásico (44). No presente estudo, tendo em vista 

esses mesmos mecanismos para iCCA e DBNN, esse padrão de expressão sendo 

exclusivo desses tumores pode auxiliar no diagnóstico diferencial de ACDP e eCCA, 

especialmente considerando o predomínio de marcação negativa em eCCA. No entanto, 

para confirmar essas hipóteses é necessário ampliar a amostragem, assim como análise 

dos mecanismos moleculares subjacentes. 

 

5.2 SMAD4/TGF-β1 
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Neste estudo, evidenciou-se superexpressão gênica de TGFB1 e SMAD4, fator de 

transcrição mediador central da via de sinalização de TGF-β (48) responsável por vários 

processos celulares, incluindo proliferação, diferenciação, apoptose, migração, bem como 

mecanismos envolvendo a carcinogênese (95). A proteína TGF-β tem função dupla, atua 

na carcinogênese como supressor tumoral, induzindo a parada do ciclo celular e apoptose 

nos estágios iniciais da formação do tumor. Entretanto, com a crescimento tumoral as 

células gradualmente tornam-se insensíveis a TGF-β, e a proteína secretada compromete 

a resposta imunológica favorecendo, consequentemente, a angiogênese, invasão celular e 

metástase (47,48,96). Neste estudo, mais de 80% dos casos de CCA e 30% de ACDP 

foram classificados com estadiamento III ou IV, e na maioria, em ambos os casos, 

evidenciou-se células moderadamente diferenciadas, demonstrando a evolução e 

gravidade dessas neoplasias biliopancreáticas. 

Nesse caso, SMAD4, o principal mediador da via de sinalização de TGF-β 

desempenha um papel fundamental na mudança de função do TGF-β na tumorigênese. A 

atuação de SMAD4 favorece a permanência das células na fase G1 da divisão celular, 

ocasionando a parada do ciclo celular (97). Entretanto, várias vias interagem ao longo de 

toda a cadeia de sinalização e interação da via TGF-β/SMAD4, incluindo MAPK 

(proteína quinase ativada por mitogênio), PI3K/AKT e WNT/β-catenina (98), podendo 

influenciar, portanto, na expressão gênica de SMAD4. Adicionalmente, é notório o 

acúmulo de alterações em genes críticos na carcinogênese (99). 

Deleção de SMAD4 é esperada em mais da metade das amostras de ACDP (47), 

que geralmente ocorre no estágio de carcinoma histologicamente reconhecível, em fases 

mais avançadas da progressão tumoral (100), indicando prognóstico desfavorável (101). 

Entretanto, perda da expressão de SMAD4 observada em menor frequência em 
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adenocarcinomas pancreáticos (101) sugere influência do microambiente tumoral na 

heterogeneidade da expressão gênica, bem como, variações nas populações e técnicas 

utilizadas nos estudos. Além disso, a expressão de SMAD4 pode estar aumentada em 

certos contextos, cuja função no desenvolvimento e progressão tumoral do ACDP ainda 

não é completamente compreendida (47). 

Neste estudo, embora observado predominância de marcação negativa para 

SMAD4 em ACDP e iCCA, sugerindo a deleção de SMAD4 como uma característica não 

só de ACDP, como de iCCA, ressalta-se também essa forma de marcação em DPNN e 

DBNN. No entanto, o tamanho amostral reduzido alerta para a interpretação cautelosa 

desses resultados, uma vez que outros componentes moleculares possam estar 

influenciando a expressão de SMAD4. 

Em relação a outros tipos de câncer, foi observada superexpressão de SMAD4 em 

carcinoma hepatocelular (102) e subexpressão gênica e proteica de SMAD4 em câncer 

colorretal (103,104), além de negatividade em câncer de pulmão e endométrio (104). 

Adicionalmente, Ali et al. encontraram predominância de marcação nuclear de SMAD4 

(80%) em adenocarcinoma pancreático (104), enquanto no presente estudo destacou-se 

marcação negativa em ACDP, também representada expressivamente nos demais tipos 

tumorais, exceto para eCCA com maior frequência de marcação citoplasmática (80%). A 

deleção de SMAD4, esperada em mais da metade dos casos, exerce influência na interação 

com TGF-β1, cuja condição normal resulta na translocação da proteína SMAD4 para o 

núcleo, onde recruta fatores transcricionais que atuam na supressão de tumores 

(47,48,50,51), desse modo, resultados divergentes podem ser atribuídos à 

heterogeneidade tumoral. 
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Neste estudo, TGFB1 também se mostrou superexpresso em todos os tipos de 

câncer, em comparação aos tecidos não neoplásicos. Ressalta-se valores mais elevados 

em iCCA em relação a ACDP e eCCA, principalmente em amostras de estágio III ou IV 

de iCCA, que representa a maioria dos casos, comparado à ACDP nessa condição. No 

entanto, em ACDP, com prevalência de estadiamento I ou II, observou-se também 

expressão aumentada de TGFB1, concordante com outro estudo (105). Nesse contexto, é 

possível que TGFB1 desempenhe papéis diferentes em iCCA em estágios avançados. A 

propósito, o grupo com iCCA mostrou expressão acentuada de TGFB1 em células 

moderadamente e pouco diferenciadas em relação à ACDP, condição mais agressiva e 

com prognóstico pior (106). 

Por outro lado, há referência de expressão aumentada de TGFB1 relacionada com 

maior sobrevida em pacientes com ACDP (105), mas, redução na sobrevida com invasão 

linfática (105). Outros autores observaram expressão proteica aumentada de TGF-β1 

associada à invasão linfovascular e metástases distantes de iCCA (107). Além disso, é 

amplamente reconhecido que características como invasão e metástase estão intimamente 

relacionadas a um prognóstico desfavorável para pacientes com câncer. A propósito, neste 

estudo, o grupo com iCCA mostrou expressão gênica de TGFB1 acentuada na presença 

de invasão vascular, linfática e perineural, assim como na presença e ausência de 

metástases, comparado com ACDP. Estes achados sustentam que a alta expressão de 

TGFB1 pode aumentar a probabilidade desses tipos de invasão e metástases (48,108) em 

iCCA. 

Este gene tem funções diversas e complexas no contexto do câncer, atuando tanto 

em mecanismos envolvidos na promoção, invasão e a metástase tumoral, quanto na 

supressão da progressão tumoral, dependendo do tipo de tumor e do microambiente em 
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que está inserido (48,108). Portanto, a relação entre a expressão de TGFB1 e a sobrevida 

dos pacientes com câncer pode ser influenciada por uma interação complexa entre 

múltiplos fatores moleculares. 

Por outro lado, paradoxalmente, observamos a proteína TGF-β1 aumentada em 

ACDP com presença de invasão perineural e metástase, em relação à eCCA e iCCA, 

respectivamente, o que sugere atuação distinta de TGF-β1 em invasão perineural e 

metástases. A propósito, há referência de regulação positiva dos genes BMP5 (proteína 

morfogenética óssea 5) e INHBE (subunidade beta E da inibina), membros da família de 

TGFB1¸ em carcinoma espinocelular cutâneo de cabeça e pescoço, com presença de 

invasão perineural extensa (109). Embora TGFB1 em nosso estudo esteja menos expresso 

em ACDP, comparado com iCCA, outro estudo mostrou que BMP5 contribui também 

para invasão em câncer pancreático (110). 

 Adicionalmente, TGF-β1 promove a produção de IL-6 (interleucina-6), e a 

interação funcional entre TGF-β1 e IL-6 tem sido associada ao crescimento das células 

iCCA. Esse mecanismo sugere uma possível via de sinalização colaborativa entre o TGF-

β1 e a IL-6 (111). Portanto, a via de TGFB1 parece atuar de forma distinta na invasão 

perineural de ACDP e iCCA, cujos mecanismos devem ser elucidados, o que poderá 

contribuir para o diagnóstico diferencial e prognóstico de ACDP e CCA, assim como o 

desenvolvimento de alvos terapêuticos e estratégias de intervenção. 

Em relação à análise de expressão proteica de TGF-β1 que se mostrou semelhante 

em todos os grupos, destacou-se a marcação citoplasmática nessa ordem ACDP, eCCA, 

DPNN e iCCA. Por outro lado, marcação negativa foi observada com maior frequência 

em DBNN, seguido de DPNN, iCCA, eCCA e ACDP. Na literatura, há evidências de 

negatividade de TGF-β1 também para DBNN e positividade em iCCA, cujo padrão de 
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marcação apresenta-se bastante heterogêneo (107). Em nosso estudo, observamos 

negatividade para ambos, enquanto em ACDP predominou a marcação citoplasmática. 

Evidenciou-se nesta série co-expressão citoplasmática e nuclear em ACDP e iCCA, 

enquanto a marcação nuclear apenas em eCCA, o que pode favorecer a diferenciação com 

ACDP. 

Uma vez que identificamos padrões de marcação proteica distintos em relação ao 

tipo de diferenciação celular, realizamos análises comparativas entre amostras bem, 

moderadamente e pouco diferenciadas para cada biomarcador. Deste modo, destacou-se 

marcação citoplasmática intensa de TGF-β1 em ACDP, fraca em iCCA, e marcação 

negativa em eCCA. Embora sem significância estatística esse achado sugere que amostras 

de ACDP moderadamente diferenciadas expressam TGF-β1 em maior intensidade do que 

eCCA e iCCA, o que pode ser uma característica específica de ACDP. Porém, são 

necessários estudos em casuísticas mais numerosas para confirmar essa hipótese de 

extrema relevância para o diagnóstico diferencial de eCCA e ACDP. 

 

5.3 VEGF-A/VEGF-R2/HIF-1α 

Encontramos VEGFA e KDR superexpressos nos três grupos, em comparação aos 

tecidos não neoplásicos. Uma vez que o tecido tumoral frequentemente gera um 

microambiente hipóxico, a superexpressão desses genes envolvidos na angiogênese é 

esperada (53–55). Por outro lado, iCCA destacou-se com expressões mais elevadas de 

VEGFA e KDR, comparado com ACDP. Em vários tipos de câncer, como carcinoma 

hepatocelular, câncer gástrico, câncer renal e carcinoma espinocelular cutâneo, tem sido 

evidenciado que vários miRNAs que compartilham sequências de reconhecimento de 

VEGFA são superexpressos. Esses miRNAs têm a capacidade de reduzir a angiogênese, 
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a proliferação celular e a invasão, além de promover a apoptose (55,112). Desse modo, 

investigar os miRNAs inibidores de VEGFA diferencialmente expressos poderia explicar 

o padrão distinto de expressão observado, além de revelar outros alvos moleculares 

regulados por esses RNAs não codificadores. Essa abordagem tem o potencial de 

identificar biomarcadores para o diagnóstico diferencial dessas doenças, atualmente 

motivo de estudos por nosso grupo de pesquisa. 

Adicionalmente, é reconhecido que diferentes regiões do RNA mensageiro de 

VEGFA desempenham papéis cruciais, tanto na sua rápida degradação sob condições de 

normóxia, quanto na estabilização em resposta à hipóxia (113). Além disso, HIF-1α 

desempenha função essencial na transcrição de VEGF-A (57). Neste estudo, houve 

aumento significante de VEGFA em iCCA, comparado a ACDP. Nesse caso, o perfil 

anatomopatológico do grupo com ACDP, representado principalmente pelo estadiamento 

I ou II que demonstra menor grau de tumorigênese em relação a ambos os grupos de CCA, 

com a maioria dos pacientes com estadiamento III ou IV, pode ter contribuído para a 

redução da expressão de VEGFA, ainda considerando que ACDP é um câncer 

notadamente não vascularizado (56). 

No entanto, para a expressão gênica de HIF1A, embora mais elevada em todos os 

tecidos tumorais, comparado aos controles, não mostrou significância entre iCCA e 

ACDP. No entanto, ressalta-se que a maioria das amostras de ACDP deste estudo foram 

classificadas como estágio I ou II, indicando provavelmente uma vascularização mais 

eficiente e menor hipóxia nesses estágios iniciais. É reconhecido que tumores com 

diâmetro inferior à 1 mm são avasculares e o crescimento tumoral induz a angiogênese, 

sendo que, falhas na angiogênese podem restringir o tamanho tumoral a 2-3 mm (114). 
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Portanto, investigações futuras comparando a vascularização tumoral entre os estágios 

podem elucidar a relação entre a expressão de HIF1A e a progressão tumoral em ACDP. 

Amostras de iCCA em estágio III ou IV, comparado com ACDP, além de 

expressão acentuada de VEGFA, apresentaram também aumento da expressão de KDR, 

que codifica VEGF-R2, o receptor para VEGF-A. Nesse caso, sua ativação promove 

mitose e permeabilidade de células endoteliais, assim como proliferação, migração, 

invasão e sobrevivência celular durante a angiogênese (53,54). Por outro lado, 

evidenciou-se expressão proteica acentuada de VEGF-R2 em amostras de ACDP de 

estágio III ou IV, comparado com eCCA. É esperado que esses genes e essa proteína se 

tornem mais expressos conforme o câncer progride e aumenta seu tamanho (53–55). 

Nesse contexto, mecanismos moleculares distintos parecem regular a expressão de 

VEGFA, KDR e VEGF-R2 e devem ser ainda esclarecidos nas neoplasias 

biliopancreáticas. 

Em ACDP e eCCA, encontramos principalmente marcação difusa de VEGF-A em 

estroma, possivelmente devido à proteína secretada pelas células tumorais em resposta ao 

microambiente hipóxico (56). Entretanto, diferentemente, outros autores observaram 

predominância de expressão citoplasmática de VEGF-A em ACDP (115), enquanto neste 

estudo esse tipo de marcação foi observada principalmente em eCCA. Por outro lado, a 

co-expressão difusa e nuclear observada apenas em iCCA e eCCA, assim como a co-

expressão citoplasmática apenas em ACDP, diferenciam CCA e ACDP. Embora a 

localização nuclear de VEGF seja pouco reportada e estudada, evidenciou-se que a 

proteína HuR (antígeno humano R), uma proteína de ligação ao RNA, é capaz de se ligar 

ao RNA mensageiro de VEGF e estabilizá-lo, o que é crucial para a indução hipóxica de 

VEGF (116). 
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Além disso, os mesmos autores observaram a colocalização de HuR e VEGF no 

núcleo celular em condições de hipóxia, sugerindo que HuR pode desempenhar um papel 

na translocação de VEGF do citoplasma para o núcleo ou na tradução nuclear de VEGF 

(117). Portanto, é possível que esses ou outros mecanismos similares ocorram em iCCA, 

mas não em eCCA e ACDP. A propósito, neste estudo a co-expressão 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 marcação nuclear. No entanto, mais estudos são necessários para 

confirmar essa hipótese e compreender completamente os mecanismos subjacentes. 

Outros estudos encontraram expressão citoplasmática mais acentuada de                  

VEGF-A em iCCA do que em eCCA (118). No entanto, alterações na expressão de 

VEGF-A no citoplasma foi observada em diferentes estudos, com variação na intensidade 

das marcações (119,120). Adicionalmente, há referência de ampla gama de marcações de 

VEGF-A no citoplasma de amostras de CCA, embora sem relato de discriminação entre 

os subtipos da doença (121). 

Ressalta-se, ainda, neste estudo predominância de expressão nuclear de VEGF-A 

em DBNN e DPNN. Há evidência de translocação desta proteína para o núcleo de células 

epiteliais endoteliais da aorta em resposta a estímulos específicos, como lesões (122). 

Embora com tamanho amostral reduzido neste estudo, é plausível sugerir que, em certas 

condições ou estímulos, como reparo tecidual, regeneração, inflamação ou outros eventos 

biológicos, o VEGF-A seja transportado para o núcleo das células de tecido não 

neoplásico de ambos os grupos controles. Ainda, assim como o transporte de VEGF-A 

para o núcleo é mediado por VEGF-R2 (122), outros mecanismos específicos podem estar 

envolvidos nesse processo. 
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 Encontramos padrões de marcação proteica de VEGF-R2 semelhante entre os 

tipos de câncer, com destaque para citoplasmática em eCCA e ACDP, mas também em 

DPNN, enquanto co-expressão citoplasmática e nuclear em DBNN, iCCA, eCCA, assim 

como ACDP em menor frequência. Há referência de translocação de VEGF-R2 para o 

núcleo em células endoteliais, por meio de sua ativação por VEGF, o que regula sua 

própria transcrição. No núcleo, VEGF-R2 interage com proteínas nucleares, como o fator 

de transcrição Sp1 (proteína de especificidade 1) que regula diversos genes relacionados 

à angiogênese, como o próprio VEGF (123). 

Uma vez que Sp1 está regulado positivamente em CCA, devido à fosforilação por 

aPKC-ι (proteína quinase C atípica iota) em Ser59 (serina na posição 59) (124), pode-se 

especular que a fosforilação de Sp1 por aPKC-ι em CCA desempenha um papel na 

regulação da translocação nuclear de VEGF-R2 em eCCA e iCCA, assim como em 

ACDP. Esses diferentes padrões de marcação proteica de VEGF-R2 e suas interações 

com fatores de transcrição nucleares como Sp1, se investigados mais profundamente, 

poderão fornecer informações importantes para o diagnóstico diferencial de CCA e 

ACDP. A translocação nuclear, regulação da expressão e sinalização intracelular de 

VEGF-R2 em colangiócitos de DBNN, permanece inexplorada (125). 

Em relação à expressão gênica de HIF1A, ressalta-se neste estudo iCCA, o único 

grupo com valores mais elevados, comparado aos tecidos não neoplásicos, corroborando 

outro estudo, nessas mesmas condições (60). Nesse caso, os autores confirmaram que o 

RNA circular (circRNA) hsa_circ_0,019,054 regula positivamente a expressão de HIF1A, 

tendo como alvo o miR-340-5p em células de iCCA (60). É possível que esse circRNA 

não codificante, com expressão aumentada em iCCA, tenha expressão reduzida em eCCA 
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e ACDP, aumentando a expressão de miR-340-5p, que, por sua vez, reduz a expressão de 

HIF1A (60). 

Também observamos expressão aumentada de HIF1A e de KDR em amostras de 

iCCA pouco diferenciadas e moderadamente diferenciadas, respectivamente, comparado 

com ACDP nas mesmas condições. Os mecanismos envolvidos na expressão distinta 

desses dois genes com estas característica permanecem especulativos, evidenciando o 

ineditismo de nosso estudo. É possível que vias reguladoras envolvendo mecanismos 

moleculares distintos modulam esses genes de acordo com o microambiente específico 

nos diferentes tipos tumorais. 

A análise de expressão proteica por IHQ mostrou co-expressão citoplasmática e 

nuclear de HIF-1α em eCCA, ACDP e iCCA, embora este último em menor frequência, 

que, no entanto, foi o único que mostrou marcação nuclear de HIF-1α (28,6%). Em 

contextos de hipóxia, HIF-1α é translocado para o núcleo e estimula a expressão de 

diversos fatores reguladores da angiogênese, como VEGF-A (57,126). Por outro lado, 

embora iCCA tenha apresentado padrão heterogêneo para a expressão de HIF-1α, houve 

predominância para negatividade. Diversos mecanismos moleculares estão envolvidos na 

regulação de HIF-1α em iCCA. Ressalta-se que o RNA não codificante 

hsa_circ_0,019,054 atua na supressão da expressão gênica de HIF1A, o que, por sua vez, 

poderia reduzir a expressão proteica deste biomarcador (60). No entanto, o padrão distinto 

de marcação de HIF-1α em iCCA pode contribuir para o diagnóstico diferencial dessas 

doenças, fornecendo informações importantes sobre os mecanismos envolvidos e 

direcionando a identificação de marcadores específicos. Ainda, nesse contexto, houve 

negatividade para DPNN. Uma vez que não há microambiente hipóxico no tecido não 



115 

 

neoplásico, negatividade para HIF-1α é esperada (57,126). No entanto, DBNN apresentou 

marcação citoplasmática de HIF-1α em todas as amostras. 

Por outro lado, embora HIF-1α seja raramente encontrado em tecidos saudáveis, 

um estudo mostrou expressão citoplasmática e nuclear de HIF-1α mais aumentada em 

tecidos normais de vesícula biliar do que em tecidos tumorais, além de sugerir que essa 

proteína desempenha papéis diferentes na angiogênese desses dois tipos de tecido (127). 

Além disso, há referência de expressão aumentada de HIF-1α em ratos que 

desenvolveram colelitíase (128). As amostras analisadas em nosso estudo foram coletadas 

durante colecistectomia videolaparoscópica, o que poderia explicar a marcação de HIF-

1α em amostras de ductos biliares coletados. 

Neste estudo, realizamos correlação entre as expressões dos biomarcadores para 

avaliar e confirmar suas interações já estabelecidas. As expressões gênicas de SMAD4 e 

TGFB1 se correlacionaram positivamente em ACDP e CCA, o que é esperado visto suas 

interações na via de sinalização e transdução 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 correlação positiva entre PIK3CA e PTEN em eCCA e iCCA. 

Devido ao papel que PTEN tem como regulador negativo de PIK3CA e sua proteína, 

esperávamos encontrar correlação negativa entre esses genes. Existem referências à 

diversos mecanismos que podem atuar no aumento da expressão de PTEN, como a 

subexpressão de ASR2 (proteína 2 de resistência ao arsênio) e redução na expressão de 

miR-21 (129), assim como fatores de transcrição, modificações epigenéticas e 

estabilização da proteína de PTEN (130). 

No que diz respeito à classificação tumoral por meio do potencial discriminatório 

das expressões dos biomarcadores; TGFB1 mostrou os melhores valores para 
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diferenciação entre iCCA e ACDP. No entanto, estes dois tipos tumorais não representam 

o maior desafio no diagnóstico. Embora iCCA e eCCA sejam tumores distintos, a 

sobreposição tumoral entre eCCA e ACDP é mais complexa (18). Nesse contexto, os 

valores de expressão gênica para todos os biomarcadores não se mostraram clinicamente 

relevantes para distinguir entre eCCA e ACDP, ao contrário das expressões proteicas de 

SMAD4 e TGF-β1, com valores clinicamente satisfatórios para esta diferenciação. 

A partir de nossos resultados, podemos afirmar que 90% das amostras de câncer 

biliopancreático na região de sobreposição de ACDP e eCCA com valores de expressão 

de SMAD4 acima de 0,96 serão classificadas corretamente como eCCA. As demais serão 

erroneamente classificadas como eCCA, quando na realidade serão amostras de ACDP. 

O mesmo padrão se repete para TGF-β1, em que 90% das amostras com expressão abaixo 

de 2,41 serão corretamente classificadas como eCCA. Embora os valores sejam 

satisfatórios, o tamanho amostral deste estudo é limitante. Estudos com número maior de 

amostras poderão explorar de forma mais abrangente a via TGF-β/SMAD4 de sinalização 

e transdução de sinal no diagnóstico diferencial entre ACDP e CCA, especialmente, o 

subtipo extra-hepático.  
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6. CONCLUSÕES 

1. Os genes PIK3CA, PTEN, SMAD4, TGFB1, VEGFA e KDR são superexpressos em 

ACDP, eCCA e iCCA de forma heterogênea. O subtipo tumoral iCCA se diferencia de 

ACDP pela superexpressão gênica 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 terapêuticas e 

perspectivas de prognóstico. 

 

2. Em eCCA, a marcação das proteínas PTEN, com predomínio de negatividade, SMAD4 

com destaque para a marcação citoplasmática e TGF-β1 com marcação nuclear confere 

distinção, favorecendo a diferenciação com ACDP. Além disso, a co-expressão difusa e 

nuclear de VEGF-A detectada apenas nos subtipos iCCA e eCCA, e a co-expressão difusa 

e citoplasmática exclusiva em ACDP, são características que poderão distinguir CCA e 

ACDP.  Em iCCA, o padrão distinto de marcação de HIF-1α pode contribuir para o 

diagnóstico diferencial dessas neoplasias biliopancreáticas. 

 

3. Em iCCA características anatomopatológicas (tumores moderadamente ou pouco 

diferenciados, estágios mais avançados, invasão vascular linfática ou perineural), 

associam-se a expressão gênica elevada de TGFB1, VEGFA e KDR, comparado a ACDP; 

enquanto HIF1A e KDR, com maior expressão, se apresentam como possíveis marcadores 

prognósticos para iCCA pouco diferenciado. Para ACDP, o estágio avançado associa-se 

a maior expressão proteica de VEGFR2, comparado a eCCA, e o aumento da expressão 

proteica de TGF-β1 com invasão perineural e metástase. A intensa expressão 

citoplasmática de TGF-β1 pode caracterizar ACDP moderadamente diferenciado. 
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4. As expressões proteicas de TGF-β1 e SMAD4 são promissoras na diferenciação entre 

ACDP e eCCA, destacando estas proteínas como potenciais marcadores diagnósticos para 

estas doenças.  
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Painel do padrão de marcação imuno-histoquímica de adenocarcinoma ductal pancreático (A), subtipos de colangiocarcinoma extra 

(e) e intra-hepático (i), ducto pancreático não neoplásico (P) e ducto biliar não neoplásico (B) para p110α (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-

quinase, subunidade catalítica alfa), PTEN (fosfatase e homólogo de tensina), SMAD4 (mothers against decapentaplegic homolog 4), TGF-

β1 (fator de crescimento transformador beta 1), VEGF-A (fator de crescimento endotelial vascular A), HIF-1α (fator induzível por hipóxia 1 

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

 
p110α PTEN SMAD4 TGF-β1 VEGF-A HIF-1α VEGF-R2 

 
A e i B P A e i B P A e i B P A e i B P A e i B P A e i B P A e i B P 

Negativa                                    

Citoplasmática                                    

Nuclear                                    

Citoplasmática + 

Nuclear 

                                   

Difusa                                    

Difusa + Nuclear                                    

Difusa + 

Citoplasmática 

                                   


