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RESUMO 

 

O colangiocarcinoma (CCA) é a segunda neoplasia mais maligna do fígado que surge 

na árvore biliar. O CCA está associado com mau prognóstico e os principais fatores 

envolvidos em sua patogênese não são bem compreendidos. Os receptores tirosina 

quinases (RTKs), como o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), podem 

mediar as vias de sinalização de cálcio intracelular (Ca2+), via inositol 1,4,5-trifosfato 

(InsP3). Eles ativam os receptores 1,4,5-trifosfato (ITPRs) e regulam o crescimento 

tumoral.  ITPR isoforma 3 é o principal canal de liberação intracelular de Ca2+ em 

colangiócitos. Os efeitos do Ca2+  intracelular, por sua vez, são mediados por proteínas 

de ligação de cálcio, como calmodulina e proteína A4 de ligação de cálcio S100 

(S100A4). No entanto, o significado clínico patológico e biológico de EGFR, ITPR3 e 

S100A4 no CCA permanece obscuro. Assim, o presente trabalho investiga a imuno 

expressão dessas três proteínas em 59 pacientes diagnosticados com CCA, 

submetidos a tratamento cirúrgico curativo e correlaciona os dados com 

características clínico-patológicas e sobrevida. A alta expressão de ITPR3 foi 

correlacionada com os níveis de CA 19-9, estágio TNM e metástases em linfonodos 

(N). Além disso, a expressão de ITPR3 foi aumentada em CCA distal em comparação 

com ductos biliares de controle e CCAs intra-hepáticos e peri-hilares. Os escores 

clínicos ITPR3 e S100A4 foram significativamente correlacionados. Em resumo, a 

super expressão de ITPR3 pode contribuir para a progressão da CCA e pode 

representar um potencial alvo terapêutico. 
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ABSTRACT 

 

Cholangiocarcinoma (CCA) is the second most malignant neoplasm in the liver that 

arises from the biliary tree. CCA is associated with a poor prognosis, and the key 

players involved in its pathogenesis are still not well understood. Receptor tyrosine 

kinases (RTKs), such as epidermal growth factor receptor (EGFR), can 

mediate intracellular calcium (Ca2+) signaling pathways via inositol 1,4,5-

trisphosphate (InsP3), activating inositol 1,4,5-trisphosphate receptors (ITPRs) and 

regulating tumor growth. ITPR isoform 3 (ITPR3) is the main intracellular Ca2+ release 

channel in cholangiocytes. The effects of intracellular Ca2+ are mediated by calcium-

binding proteins such as Calmodulin and S100 calcium-binding protein A4 (S100A4). 

However, the clinicopathological and biological significance of EGFR, ITPR3 and 

S100A4 in CCA remains unclear. Thus, the present work investigates the 

immunoexpression of these three proteins in 59 CCAs from patients who underwent 

curative surgical treatment and correlates the data with clinicopathological features 

and survival. High ITPR3 expression was correlated with CA 19-9 levels, TNM stage 

and lymph node metastasis (N). Furthermore, ITPR3 expression was increased in 

distal CCA compared to control bile ducts and intrahepatic and perihilar CCAs. In 

summary, ITPR3 overexpression could contribute to CCA progression and it may 

represent a potential therapeutic target. 
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1.INTRODUÇÃO 

 

O colangiocarcinoma (CCA) constitui um grupo raro de doenças malignas que 

acometem a árvore biliar. CCA’s são classificados de acordo com sua posição 

anatômica, podendo ser: intra-hepático, peri-hilar e distal (Figura 1). Possui 

histogênese heterogênea com origem a partir de diferentes células como as 

progenitoras hepáticas, colangiócitos, hepatócitos e células tronco (Banales et al., 

2020; Rizvi et al., 2018). No entanto, sua manifestação clínica, história natural, fatores 

de risco e genéticos podem interferir na resposta à quimioterapia. Apesar de muitos 

avanços na área, os mecanismos de carcinogênese ainda são mal compreendidos 

(Banales et al., 2019, 2020).  

 A colangiocarcinogênese é orquestrada por uma complexa interação de 

ligantes, tais como citocinas pró-inflamatórias e fatores de crescimento. Estudos 

imuno histoquímicos (IHQ) têm mostrado que receptores de fatores de crescimento 

podem ser superexpressos em amostras de CCA humano (Harder et al., 2009). Tal 

como o receptor de fator de crescimento epidermal (EGFR), que é um receptor do tipo 

tirosina quinase codificado por proto-oncogenes. O EGFR foi relatado por 

desempenhar um papel fundamental no ciclo celular, migração e angiogênese 

(Mahipal et al., 2018). A superexpressão desse receptor pode estar relacionada à  

colangiocarcinogênese em CCA, com alto nível de expressão no subtipo intra-

hepático (Pignochino et al., 2010). Além disso, a ativação de EGFR por seu ligante 

EGF também ativa a sinalização de Ca2+ via Inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3), ativando 

o receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (Miranda, De et al., 2019). 

 

Figura 1 -  Classificação do CCA de acordo com a posição anatômica e imuno hisquímica para o ITPR3 

em CCA’s intra-hepático, peri-hilar e distal. (Rodrigues et al., 2022) 
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As vias de sinalização de Ca2+ , por sua vez, regulam diversos processos tais 

como: crescimento tumoral, proliferação celular, apoptose, migração celular, 

transcrição genética e necrose. Em colangiócitos, a liberação de Ca2+ no citosol, 

ocorre principalmente por meio do receptor de inositol 1,4,5-trifosfato tipo 3 (ITPR3) 

(Hirata e Nathanson, 2001; Rodrigues et al., 2007). Estudos anteriores demonstraram 

que esta isoforma está envolvida com a biologia de CCA (Gomes et al., 2021). Além 

disso, a expressão de ITPR3 é envolvida na patogênese de outras neoplasias e sua 

superexpressão está correlacionada com outros tipos de câncer (Hedberg et al., 2016; 

Kang et al., 2010).  

 Os efeitos do cálcio intracelular são mediados por proteínas de ligação de 

cálcio e têm sido relacionados a um pior prognóstico e agressividade tumoral em 

pacientes com diferentes tipos de carcinoma, incluindo o colorretal, esofágico, bexiga, 

pâncreas, estômago e mama (Nedjadi et al., 2018; Xu et al., 2014). A proteína 

S100A4, uma proteína de ligação de cálcio, contém dois domínios de ligação “EF-

hand” e ela foi reconhecida por desempenhar um papel fundamental na progressão 

do tumor e metástase (Park, Jung e Koo, 2016). Esta molécula regula muitos efeitos 

biológicos intracelulares e extracelulares, incluindo proliferação celular, remodelação 

da matriz extracelular, descolamento celular e angiogênese (Boye e Mælandsmo, 

2010; Tian et al., 2015).  

Trabalhos anteriores demonstram a expressão de S100A4 como marcador útil 

para prever progressão, metástase e prognóstico do CCA como um gene relacionado 

à metástase (Fabris et al., 2011). Recentemente, a expressão de S100A4 foi 

detectada em CCA intra-hepático e a sua expressão nuclear foi identificada como um 

forte preditor de metástase e redução da sobrevida após a ressecção (Tian et al., 

2015).  

 Este estudo teve como objetivo investigar a expressão de ITPR3, S100A4 e 

EGFR e sua correlação com as características clínico-patológicas de CCA’s intra e 

extra-hepáticos. Foi avaliada a associação entre ITPR3, S100A4, EGFR e a sobrevida 

pós-operatória dos pacientes. 
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2.RELEVÂNCIA  

 

O estudo da biologia molecular dos Colangiocarcinomas, com identificação de 

potenciais alvos para o tratamento quimioterápico, é essencial para tornar possível 

a seleção de pacientes que podem se beneficiar do tratamento com fármacos 

específicos. 

Ainda não há na literatura estudos que correlacionam a expressão EGFR, 

ITPR3 e a proteína S110A4 em CCA, o que pode contribuir para um progresso no 

entendimento da fisiopatologia dos CCA’s. 
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3. OBJETIVOS 

  

• Analisar o grau de expressão imuno histoquímica (IHQ) do receptor 

EGFR e das proteínas de ligação ITPR3 e S100A4 em 

colangiocarcinomas.  

• Correlacionar a expressão destes biomarcadores com os dados clínico 

patológicos dos pacientes verificando se há relação entre grau de 

expressão e pior prognóstico em diferentes tipos de CCA. 
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4. MÉTODO 

 

4.1. Seleção de pacientes e estudos anatomopatológicos  

 

No período entre Janeiro de 2008 a Março de 2021 foram coletadas um total 

de 59 amostras de pacientes submetidos a ressecção cirúrgica com intenção curativa 

para tratamento de CCA. O Comitê de Ética Institucional aprovou esta pesquisa 

(número de referência :CAAE - 37156714.6.0000.5149). Foram coletados dados 

referentes ao sexo, idade, histórico de tabagismo ou alcoolismo, localização, origem 

anatômica. Além de achados clínicos como expressão do CA- 19-9 (carboidrato 

antígeno), o tipo histológico, estágio tumoral, invasão angiovascular, margem cirúrgica 

e sobrevida após o tratamento.  

Para a classificação e o estadiamento foi seguido o padrão TNM do American 

Joint Committee/Union for International Cancer Control. Para ajuste de possíveis 

efeitos na sobrevida relacionados a complicações cirúrgicas, pacientes que morreram 

durante os primeiros 30 dias após a cirurgia foram excluídos. Assim, o período de 

acompanhamento iniciou-se 30 dias após a ressecção do tumor, variando de 2 a 60 

meses (mediana 21,78 meses). As relações entre ITPR3, S100A4 e EGFR e as 

características clínico patológicas de CCA humano são relatados na Tabela 1.  

 

4.2. Marcação imuno histoquímica  

Os anticorpos primários usados para análise IHQ foram anti-EGFR (1:100, 

clone 31G7, Invitrogen, California, USA); ITPR3 (1:100 monoclonal, BD Biosciences, 

Rockville, MD, USA) e S100A4 (1:200, polyclonal, Invitrogen). O processamento 

seguiu-se como descrito anteriormente, com pequenas modificações (Rodrigues et 

al., 2021).  

Em resumo, para coloração ITPR3 e S100A4, cortes com espessura de 4 µm 

de tumores foram transferidos para lâminas sinalizadas, e os tecidos, fixados em 

formol e embebidos em parafina (FFPE), foram posteriormente desparafinizados, 

reidratados, seguido por recuperação antigênica em solução Trilogy (Cell Marque, 
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Koclin, CA , EUA) com aquecimento pressurizado (125 °C) por 20 min de acordo com 

as instruções do fabricante.  

Foi realizado a recuperação enzimática de EGFR usando 0,1% de pepsina em 

10 mM de HCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 37 Cº por 30 min. As lâminas 

foram desparafinizadas em xileno (Sigma-Aldrich), e a atividade da peroxidase 

endógena foi extinta com 3% de H2O2 em metanol (Sigma-Aldrich). Em seguida, as 

lâminas foram cobertas com blocos de proteína sem soro (Dako, Santa Clara, CA, 

EUA) por 30 min e depois incubados com os anticorpos primários (EGFR, ITPR3 e 

S100A4) durante a noite a 4 Cº. Foi aplicado manualmente um sistema de detecção 

baseado em peroxidase, Novolink™ Polymer (Leica Biosystems Newcastle Ltd., New 

Castle, Reino Unido).  

A imunorreatividade foi visualizada incubando-se as lâminas por 2 minutos com 

3,3'diaminobenzidina (sistema de substrato Lab Vision DAB; Lab Vision, Fremont, 

Califórnia, EUA). Os controles negativos foram preparados omitindo o anticorpo 

primário.  Para o controle positivo foi usado o tecido hepático não tumoral adjacente.  

4.3. Análise imuno histoquímica   

Dois observadores independentes avaliaram o grau de imunorreação nos 

cortes histológicos de forma cega. Foram selecionados aleatoriamente cinco campos 

de grande aumento (40×) de cada corte para avaliar a porcentagem de células 

tumorais marcadas e a intensidade de marcação. A expressão de EGFR foi avaliada 

em amostras de CCA usando os escores definidos de acordo com o consenso da 

Sociedade Americana de Oncologia Clínica e do Colégio de Patologistas Americanos 

(ASCO/CAP; Wolff et al.). Como segue: 

• 0 = não coloração de membrana ou coloração de membrana incompleta 

e fraca/pouco perceptível em ≤ 10% das células tumorais;  

• 1 = incompleta e fraca/pouca coloração perceptível da membrana em ≥ 

10% das células tumorais; 
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• 2 = incompleta e/ou coloração de membrana fraca/moderada em > 10% 

das células tumorais ou coloração completa e intensa da membrana em 

≤ 10% das células tumorais;  

 

• 3 = coloração completa e intensa da membrana em > 10% das células 

tumorais.  

 

Espécimes com pontuação de 0, 1 e 2 foram considerados como negativo, e 

aqueles com pontuação 3 foram considerados como alto/positivo (Wolff et al., 2013, 

2018).  

O método de pontuação utilizado por Silveira et al. para prostaglandina G/H 

sintase 2 (COX2) foi adaptado para pontuação ITPR3 e S100A4 (Lavalle et al., 2009; 

Silveira et al., 2020). O número de células positivas para ITPR3 e S100A4 foi avaliado 

de forma semiquantitativa, com o escore de distribuição definido pela estimativa da 

porcentagem de células positivas em cinco campos com ampliação de 40x, da 

seguinte forma:  

• 0 = ausência; 

• 1 = menos de 10% de células coradas; 

• 2 = entre 10% e 30%; 3 = entre 31% e 60%; 

• 4 = mais de 61% de células coradas.  

Para a intensidade de coloração, os valores variaram de 0 a 3 como segue:  

• 0 = ausência; 

• 1 = coloração fraca; 

• 2 = coloração moderada;  

• 3 = forte coloração.  
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A pontuação de distribuição e a intensidade foram multiplicadas para obter uma 

pontuação total, que variou de 0 a 12. Para avaliar a expressão de S100A4, a 

coloração no citoplasma e/ou núcleos foi considerada positiva. 

 

4.4. Análises estatísticas  

Diferenças no escore de IHQ e nos níveis de marcadores tumorais, 

dependendo localização foram analisados usando o teste de Kruskal-Wallis e o teste 

U de Mann-Whitney. A análise estatística das curvas de sobrevida e o modelo de 

regressão de riscos proporcionais de Cox foram realizados usando os métodos 

sobrevida do software RStudio (versão 1.4,1717; versão R em execução:4.10). Os 

testes do qui-quadrado e exato de Fisher foram usados para analisar a correlação 

entre a expressão de ITPR3, S100A4 e EGFR e as características clínico-patológicas 

de pacientes com CCA. De acordo com análise de sobrevivência de Kaplan-Meier, o 

teste log-rank foi usado para comparar a sobrevida global dos pacientes. Valores de 

p<=0.05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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5. RESULTADOS  

 

5.1. Expressão do ITPR3, EGFR e S100A4 em CCA primário. 

Primeiro, a relação da expressão de ITPR3, EGFR e S100A4 em CCA foi 

examinada em amostras de fígado de pacientes com CCA intra-hepático (n = 17), peri-

hilar (n = 29) e distal (n = 17). Os diagnósticos histológicos foram estabelecidos com 

base no exame de espécimes coradas com hematoxilina-eosina (H&E) (Fig. 2A-D).  

As taxas de ITPR3, EGFR e a expressão de S100A4 foi de 73,6%, 31,58% e 

8,7%. Já as taxas de baixa expressão foram 26,32%, 68,42% e 91,23%, 

respectivamente (Fig. 3). Imagens representativas de coloração alta/positiva e 

baixa/negativa para cada proteína é mostrada na Fig. 3.  

A expressão relativa de ITPR3 foi examinada de acordo com a origem 

anatômica do tumor. A marcação IHQ de ITPR3 aumentou ao comparar ductos biliares 

de controle com CCA’s intra-hepáticos, peri-hilares e distais (p < 0,05 ep < 0,0001, 

respectivamente) (Fig. 4B). Nenhuma diferença de marcação foi observada entre CCA 

intra-hepático e peri-hilar (Fig. 4B). Esse resultado foi confirmado quando comparando 

a expressão de ITPR3 de acordo com a pontuação IHQ (Fig. 4C e D). A expressão 

aumentada de ITPR3 no CCA distal comparado com a CCA intra-hepática foi 

confirmado pelo escore IHQ (p < 0,05) (Fig. 4C e D).  

A coloração IHQ de seções de fígado controle mostrou que a expressão de 

ITPR3 em colangiócitos estava concentrada na área apical do ducto biliar, como foi 

descrito anteriormente (Hirata et al., 2002). Juntos, esses resultados demonstram que 

a expressão de ITPR3 está aumentada em CCA e sua super expressão é 

especialmente pronunciada em pacientes com CCA distal. 
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Figura 2 -  Histologia hepática de pacientes com CCA e controles. Fotomicrografias representativas de 
amostras de fígado de controles e pacientes com CCA intra-hepático, peri-hilar e distal coradas com 
hematoxilina e eosina (HeE)) (A) Corte do fígado mostrando um parêquima hepático normal com um 
trato portal de aparência normal. (B) Corte de CCA intra-hepático mostrando muitas estruturas 
glandulares com perfis arredondados e irregulares. (C) Corte de CCA peri-hilar mostrando um tipo de 
crescimento papilar. (D) Corte de CCA distal mostrando um tipo de crescimento papilar.  
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Figura 3 - Imunohistoquímica representando a expressão alta/positiva e baixa/negativa das três 
proteínas. Expressão alta/positiva de ITPR3 (73,6%), S100A4 (8,7%) e EGFR (31,58%) e expressão  
baixa/negativa de ITPR3 (26,32%), S100A4 (91,23%) e EGFR (68,42%). 
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Figura 4 - Imunohistoquímica para o ITPR3 em CCA humano com ductos biliares de controle (seta preta) em 

pacientes com CCAs intra-hepáticos, peri-hilares e distais. A coloração é intensa em CCA’s distais. 
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5.2. Correlação entre a expressão de ITPR3, S100A4 e EGFR e características 

clínico-patológicas. 

A análise do teste qui-quadrado mostrou que a expressão positiva de ITPR3 foi 

correlacionada com um valor CA 19-9 > 37 U/ml (P = 0,049) e metástase linfonodal (P 

= 0,024). A expressão positiva para S100A4 foi correlacionada com um alto grau 

histológico (P = 0,024), metástase linfonodal (P = 0,009) e margem cirúrgica (P = 

0,047).  

A expressão positiva de EGFR foi correlacionado com o estágio TNM (P = 

0,046). Outros fatores, incluindo sexo, idade, tabagismo e uso de álcool, localização, 

histologia, invasão angiovascular e estágio T, não apresentaram correlação 

significativa com nenhuma das 3 proteínas analisadas (Tabela 1).  

As correlações entre ITPR3, S100A4 e EGFR foram exploradas com o teste 

exato de Fisher. A expressão de ITPR3 foi correlacionada com a expressão de 

S100A4 (p = 0,049). Por outro lado, não houve correlação significativa entre a 

expressão de EGFR e a expressão das demais proteínas. 
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Tabela 1 – Relação entre ITPR3, S100A4, EGFR e características clínico-patológicas em casos de 
colangiocarginoma humano.  

 

 

 

 

 

 Casos ITPR3  P S100A4  p EGFR  p 

Características 
clínicas 

N Negativ0 Positivo  Negativ0 Positivo  Negativo Positivo  

Gênero            

Masculino  32 10 22  29 3  22 10  

Feminino 25 5 20 0.339 23 2 0.856 17 8 0.952 

Idade (anos)           

≤ 60 27 5 22  24 3  17 10  

> 60 30 10 20 0.255 28 2 0.554 22 8 0.400 

Tabagismo           

Sim 18 3 15  16 2  13 5  

Não 37 10 27 0.396 34 3 0.716 24 13 0.585 

Etilismo           

Sim 16 4 12  15 1  12 4  

Não 41 11 30 0.888 37 4 0.674 27 14 0.504 

CA 19-9           

≤ 37 U/ml 12 7 5  12 0  9 3  

> 37 U/ml 24 6 18 0.049 22 2 0.375 14 10 0.326 

Localização           

Intra-hepático 14 6 8  14 0  7 7  

EXtrahepático 43 9 34 0.106 38 5 0.182 32 11 0.088 

Histologia            

Papilar 15 4 11  14 1  10 5  

Outros  42 11 31 0.971 38 4 0.737 29 13 0.865 

Invasão 
angiovascular 

          

Positivo  42 10 32  37 5  28 14  

Negativo 15 5 10 0.472 15 0 0.162 11 4 0.634 

Grau Histológico           

G1 14 2 12  14 0  12 2  

G2 38 12 26  35 3  25 13  

G3 5 1 4 0.429 3 2 0.024 2 3 0.140 

Metástase 
linfonodal  

          

Positivo 23 2 21  18 5  15 8  

Negativo 28 10 18 0.024 28 0 0.009 20 8 0.634 

Estágio T           

T1+T2 34 9 25  33 1  26 8  

T3+T4 23 6 17 0.974 19 4 0.058 13 10 0.112 

Estágio TNM            

I+II 31 9 22  30 1  25 6  

III+IV 25 6 19 0.673 21 4 0.096 14 11 0.046 

Margem cirúrgica           

Positivo 22 8 14  18 4  15 7  

Negativo 35 7 28 0.172 34 1 0.047 24 11 0.975 
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5.3.  Análise de sobrevida   

A análise de sobrevida de Kaplan-Meier foi realizada nos 49 pacientes que não vieram 

a óbito por mais de um mês após a cirurgia (Fig. 5A). Durante o período de acompanhamento 

(1-60 meses), um total de 31 pacientes morreram (63,2%). 

O tempo médio de sobrevivência com base em 49 indivíduos foi de 29 meses (95% 

intervalo de confiança [IC] = 18-43), conforme mostrado na Fig. 6. Para pacientes com baixa e 

alta expressão de ITPR3, os tempos médios de sobrevivência foram de 19 e 40 meses (p = 

0,4715) (Fig. 5B). O tempo médio de sobrevivência foi de 19 e 40 meses (p = 0,2773) ao 

comparar pacientes com alta expressão de EGFR (Fig. 5C) e 18 e 30 (p = 0,1948) para pacientes 

com expressão de S100A4 baixa versus alta (Fig. 5D). A taxa de sobrevida geral comparando 

os níveis de expressão alta e baixa entre as 3 proteínas não mostraram diferença no estudo. 
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Figura 5 - Probabilidade de sobrevivência em pacientes com CCA após ressecção. (A) Estimativas da 
curva de sobrevida de Kaplan-Meier para pacientes com CCA com expressão baixa/negativa e 
alta/positiva de ITPR3, EGFR e S100A4, após ressecção cirúrgica. (B) Para o ITPR3, os tempos médios 
de sobrevida foram 19 e 40 meses (p=0,4715). (C) Para S100A4, os tempos médios de sobrevida foram 
19 e 40 meses (p=0,2773). (D) Para S100A4, os tempos médios de sobrevida foram 18 e 30 meses 
(p= 0,1948). 
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6. DISCUSSÃO 

O CCA é caracterizado por prognóstico ruim, invasão precoce e metástases 

disseminadas. No entanto, ainda faltam biomarcadores precisos para diagnosticar e 

estimar o prognóstico de pacientes com CCA. A ressecção cirúrgica continua sendo 

o principal tratamento potencialmente curativo para todos os três subtipos de doença 

e apenas uma pequena porcentagem de pacientes são elegíveis. Por isso, a 

investigação de novos marcadores subjacentes à progressão da CCA é de grande 

relevância para o diagnóstico e terapêutica (Banales et al., 2020; Rizvi et al., 2018; 

Rizvi e Gores, 2013). 

Neste trabalho, estudamos a expressão de EGFR, ITPR3 e S100A4 em 

amostras de ressecção cirúrgica, correlacionando os resultados clínicos com essas 

três proteínas. Um estudo anterior demonstrou que o EGFR expresso em CCA foi 

associado com progressão e recorrência do tumor (Padthaisong et al., 2020). A família 

EGFR é conhecida como uma proteína da família tirosina quinase, envolvida em 

muitos processos celulares, esta proteína ativa diversas vias de regulação (Miranda, 

De et al., 2019; Padthaisong et al., 2020). A ativação do EGFR pode iniciar a 

sinalização intracelular para a proliferação celular, migração, adesão e oncogênese 

(Angelis Campos, De et al., 2011; Rodrigues et al., 2016; Yarden e Pines, 2012). 

 Além disso, a expressão aumentada de EGFR e mutações em seu gene estão 

associadas com neoplasias como câncer de mama, glioblastomas, câncer de pulmão 

e carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço (Yarden e Pines, 2012). As 

proteínas da família EGF são usadas como potenciais biomarcadores para o 

prognóstico da doença e progressão em vários tumores (Arteaga e Engelman, 2014; 

Miyata et al., 2017).  

No presente estudo, a expressão de EGFR foi considerada positiva em 31,58% 

dos casos. A análise univariada mostrou maior taxa de expressão em tumores em 

estágios avançados, ocorrendo em 19,6% dos tumores estádio III + IV versus 10,7% 

dos tumores estágio I + II (p = 0,046). Exprimindo assim, características de um fenótipo 

agressivo na presença de doença invasiva.  
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O CCA é classificado em três subgrupos de acordo com suas características 

patológicas e estágios. Dependendo da localização, os CCA’s apresentam diferentes 

graus de invasão em estruturas adjacentes, o que também pode influenciar no 

prognóstico (Ercolani et al., 2015). A localização anatômica implica em diferentes 

desfechos de sobrevida, embora a expressão de EGFR não tenha apresentado 

diferença significativa entre as três localizações, conforme previamente descrito por 

nosso grupo (Gomes et al., 2018). 

A ativação de EGFR por EGF também ativa a sinalização de Ca 2+ via InsP3, 

ativando ITPRs, e essa via de sinalização parece estar envolvida no crescimento 

tumoral (Miranda, De et al., 2019). Em condições normais, o ITPR3 desempenha  

papel importante na mediação da secreção de bicarbonato em colangiócitos 

(Minagawa et al., 2007). Estudos anteriores relatam que o ITPR3 diminui em 

condições colestáticas (Shibao et al., 2003). Este receptor está presente e 

concentrado na região apical do epitélio do ducto biliar humano e de roedores 

(Minagawa et al., 2007). O tipo 3 ITPR é a principal isoforma em colangiócitos e novas 

evidências sugerem que ela pode desempenhar papel, particularmente, importante no 

câncer (Gomes et al., 2021; Hirata et al., 2002).   

Trabalhos anteriores mostraram que a expressão de ITPR3 está envolvida na 

patogênese do carcinoma hepatocelular [47]. Também está associado à 

agressividade do carcinoma colorretal [14]. Ueasilamongkol et al. relataram 

superexpressão de ITPR3 em CCA’s intra-hepáticos (n = 4) e hilares (n = 3) (Gomes 

et al., 2021).  

Nosso estudo examinou a expressão de ITPR3 em um número maior de 

pacientes (n = 59) com dados clínico-patológicos de acordo com as origens 

anatômicas dos três tipos de CCA. Descobrimos que a expressão de ITPR3 foi 

aumentada em pacientes com CCA distal em comparação com CCA intra-hepático e 

ductos biliares normais. O escore alto/positivo (por coloração IHQ) foi encontrado em 

73,6% dos casos. Além disso, dependendo da origem anatômica, a expressão de 

ITPR3 foi aumentada em CCAs peri-hilares e distais em comparação com CCA’s intra-

hepático. A expressão alta/positiva de ITPR3 aumentou, significativamente, com os 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/sodium-bicarbonate
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753332221011896?via%3Dihub#bib45
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níveis do marcador tumoral CA 19-9 em 50% dos pacientes (p = 0,049). A mestástase 

linfonodal foi alta em 41,1% dos casos (p= 0,024).  

Os efeitos do aumento do cálcio via ITPR3 são mediados por proteínas de 

ligação ao cálcio, como a S100A4. Esta proteína tem sido proposta como um 

marcador útil para predizer a progressão, metástase e prognóstico em CCA (Fabris et 

al., 2011). A S100A4 localiza-se no citoplasma, núcleo e espaço extracelular e está 

envolvida em muitas etapas da cascata metastática, incluindo motilidade celular , 

invasão e angiogênese (Boye e Mælandsmo, 2010). 

 Estudos anteriores da expressão de S100A4 relataram que a sua super 

expressão pode estar correlacionada com a agressividade do tumor e um mau 

prognóstico em outros tipos de carcinoma (Tsukamoto et al., 2013). Neste estudo, a 

expressão positiva de S100A4 em CCA primários foi confirmada em 8,7% dos 

casos. No entanto, resultados anteriores indicaram que a S100A4 nuclear foi um forte 

preditor de metástase e redução da sobrevida após a ressecção em pacientes com 

CCA (Fabris et al., 2011). 

 Em nosso estudo, observamos expressão nuclear em apenas 3 casos. No 

entanto, na maioria dos nossos espécimes, houve expressão predominante no 

citoplasma,  conforme observado por Zhang et al. (Tian et al., 2015). Além disso, a 

coloração positiva em espécimes não se restringiu apenas a células tumorais porque 

níveis altamente expressos também foram detectados em tecidos 

tumorais/estromais. A expressão alta/positiva de S100A4 foi correlacionada com um 

alto grau histológico, metástase linfonodal e margem cirúrgica.  

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/extracellular-space
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cell-motility
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/angiogenesis
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7- CONCLUSÃO 

Nossos resultados demonstram que a expressão elevada de ITPR3 está 

correlacionada com achados clinico-patológicos, como CA 19-9, estágio TNM e 

metástase linfonodal (N). Além disso, a expressão de ITPR3 e S100A4 foi 

significativamente correlacionada. A expressão de ITPR3 está aumentada em CCA, e 

sua superexpressão é particularmente pronunciada em pacientes com CCA distal. 

Mais trabalhos serão necessários para entender melhor os fatores envolvidos no 

acúmulo de ITPR3 em CCA e determinar se esses fatores podem ser investigados 

para propostas terapêuticas. 
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