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RESUMO: OBJETIVO: Acredita-se que o perfil génico do tumor é diferente daquele do tecido
normal. Além disso, é possivel que o tumor adquira caracteristicas que lhe conferem potencial
de gerar metastases em sitios especificos. A expressao tumoral de Caderinas 3 e 11 (envolvidas
em adesao e migracao celular), e de CBX3 (repressor transcricional) pode estar relacionada a
maior agressividade e potencial invasivo em pacientes com cancer de mama (CM). Nosso ob-
jetivo é comparar a expressao de Caderina 3, Caderina 11 e CBX3 em tumor e tecido mamario
normal adjacente e correlacionar a expressao tumoral destes genes com coloniza¢do da medula
6ssea (MO) por células tumorais. METODOS: Amostras de tumor, tecido normal peritumoral
e MO foram obtidas de 30 pacientes com CM estadio clinico I-lll. A expressao de Caderina 3,
Caderina 11 e CBX8 foi avaliada por RT-PCR em tempo real. A presenca de células malignas
em MO foi determinada por detecgéo da expresséo de citoqueratina 19 por Nested-RT-PCR,.
RESULTADOS: Dezessete pacientes (56,7%) apresentaram células malignas em MO. Houve
maior expressao de Caderina 3 e Caderina 11, mas nao de CBX3 em tumor em relagéo ao
tecido normal. Nao encontramos associagao entre expressao tumoral de Caderina 3, Caderina
11 e CBX3 e a presenca de células malignas em MO. CONCLUSAO: A hiperexpressao de
Caderina 3 e 11 em tumores em relagéo ao tecido normal sugere que estes transcritos possam
estar relacionados a carcinogénese. A expressao tumoral de Caderina 3, Caderina 11 e CBX3
nao parece associada com a disseminacéo para a MO.
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INTRODUCAO

cancer de mama é o segundo tipo de

cancer mais frequente entre as mulheres

no mundo e no Brasil, constituindo um
problema de saude publica. O Instituto Nacional do
Céancer estimava a ocorréncia de 48.930 casos novos
de cancer de mama no Brasil em 2006".

Acredita-se que o perfil génico do tumor é
distinto daquele do tecido normal®. Dentre os genes
que podem estar diferencialmente regulados durante
a transformacgéo maligna, podemos citar as caderinas,
que constituem um grupo de glicoproteinas com fungéao
de adeséo célula-célula. A reducdo da expressao de
E-Caderina, por exemplo, foi descrita em carcinomas
lobulares invasivos de mama, mas em carcinomas
ductais esse evento ainda é pouco esclarecido®.

A Caderina 3 (ou P-Caderina) é expressa
por uma grande variedade de tecidos durante a
embriogénese. Na glandula mamaria normal, a
proteina é expressa apenas nas células mioepiteliais
e nas cap cells (células tronco da mama), mas esta
expressa em carcinomas de mama avang¢ados e com
progndstico sombrio. Esses dados sugerem que a
supressao da expressao de Caderina 3, presente no
tecido mamario normal, é perdida durante o processo
de carcinogénese*.

A Caderina 11 (ou OB-caderina) é encontrada
em osteoblastos, tecidos embriondrios e alguns tipos
de cancer como o de estébmago, rim e mama. Em
linhagens de carcinoma mamario, Pishvaian et al.®
detectaram maior expressao génica de Caderina 11
naquelas com maior potencial invasivo’. A Caderina 11
pode estar envolvida no reconhecimento célula-matriz,
auxiliando a motilidade celular e, consequiientemente,
a invasao de células tumorais através da associacao
dessas células com células mesenquimais e da matriz,
que também expressam essa proteina. Dessa forma,
as células malignas podem se associar a osteoblastos,
que também expressam Caderina 11, estabelecendo
metastases dsseas®.

Estudos recentes de analise da expressao génica
sugerem que o tumor ja guarda caracteristicas que lhe
conferem potencial metastatico desde seu estagio
inicial.. Bellahcene et al.”? e Lee et al.” descreveram
perfis génico do tumor primario associados a presenca
de metastases em sitios especificos, como em 0ssos,
linfonodos e pulmao®’. Além disso, Woelfle et al.®
encontraram um perfil molecular de tumor primario
associado com a presenca de micrometastases em
medula 6ssea no qual 90% dos genes avaliados
estavam reprimidos.

A repressao génica resulta de varios mecanismos
que incluem a metilacdo de histonas e modificacao
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do estado de condensagéo da cromatina. CBX3 (ou
mHP1 gamma) é uma proteina da classe “chromobox”
envolvida na modificacdo da cromatina para um
estado de maior condensacao, que é repressivo para
a expressao génica. Kirschmann et al.’® encontraram
maior expressao desse gene em linhagens celulares
de cancer de mama mais invasivos®. Além disso,
dados de nosso grupo mostram maior expressao
de CBX3 em amostras de cancer de mama em
comparacao a tecido mamario normal de pacientes
sem cancer invasivo.

Nossa proposta foi determinar se existem
variacbes da expressao dos genes de Caderina
3, Caderina 11 e CBX3 entre tumor de mama e
tecido mamario normal adjacente. Outro objetivo foi
determinar se a expressao tumoral destes genes esta
associada a presenca de células tumorais na medula
ossea.

OBJETIVOS

» Determinar a expressao de Caderina 11, Caderina
3 e CBX3 em amostras de tecido normal e tumoral de
pacientes com cancer de mama.

» Avaliar a presenca de células malignas tumorais
na medula éssea de pacientes com cancer de mama
pela pesquisa da expressao génica de CK19.

» Avaliar se existe diferenca de expresséo de
Caderina 3, Caderina 11 e CBX3 em tumores de
pacientes com presenca e auséncia de células
malignas na medula dssea.

CASUISTICA E METODOS

Casuistica

As pacientes incluidas no projeto foram aten-
didas no Instituto Brasileiro de Controle do Céancer
(IBCC). Todas as pacientes incluidas apresentavam
diagndstico de carcinoma ductal invasivo de mama
comprovado por exame histopatoldgico. A pesquisa
foi aprovada pelo comité de ética da instituicdo e as
pacientes concordaram em participar do trabalho e
assinaram o Termo de Consetimento Livre e Escla-
recido.

A idade mediana das pacientes foi de 61 anos.
Em relacdo ao estadiamento clinico, 15 (50%) se
apresentaram em estadio Il, 9 (30%) em estadio
Ill e 6 pacientes (20%) em estadio I. A analise
histopatolégica dos linfonodos axilares, 18 (60%)
pacientes apresentaram comprometimento tumoral
(Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas, patolégicas e imunohis-
toquimicas das pacientes e tumores

Caracteristicas Média
Idade 62,3 anos

Tamanho do tumor (cm) 2,78 cm
Grau Histoldgico
2 27 (90%)
3 3 (10%)
Comprometimento de linfonodo
Nzo 12 (40%)
Sim 18 (60%)
Estadiamento Clinico
I 6 (20%)
I 15 (50%)
1] 9 (30%)

Receptor de estrogeno

Negativo 13 (43,3%)

Positivo 17 (56,7%)
Receptor de progesterona

Negativo 12 (40%)

Positivo 18 (60%)

Coleta das amostras

De cada paciente, foram colhidas amostras de
tumor primario, de tecido normal peritumoral (a2 2 cm
do tumor) e de aspirado de medula éssea durante a
cirurgia de ressecgéo do tumor. As amostras de tecido
normal peritumoral e de tumor foram preservadas em
nitrogénio liquido e pulverizadas com uso do aparelho
Termovac™ (Termolab, EUA). O material puncionado
de medula 6ssea foi processado com reagente
Ficoll-Plaque Plus™ (Amersham Biosciences,
Inglaterra) e centrifugado (2000 rpm,15 minutos) com
a finalidade de se obter separadamente as células
mononucleares.

Extracdo de RNA total e Reacédo de
Transcriptase Reversa para obtencdo de DNA
complementar

A extracdo de RNA total das amostras de
tecido normal, tumor e medula éssea foi feita com
uso do reagente Trizol® (solugdo monofésica de
fenol e isotiocianato de guanidina) (Invitrogen, EUA)
seguindo as orientacdes do fabricante. A partir de
2ug de RNA, realizou-se Transcricdo Reversa com
kit Super Script [lI® (Invitrogen, EUA), seguindo
orientagdes do fabricante, para obtencdo de DNA
complementar (cDNA).
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Nested-PCR

O cDNA obtido a partir da MO das pacientes
foi amplificado com primers para Citoqueratina 19
(CK19), que é uma molécula do citoesqueleto de
células epiteliais e que, portanto, é expressa em cé-
lulas do cancer e ndo em células que normalmente
habitam a medula 6ssea. Utilizamos 2ul do cDNA , 2ul
de tampéao 10x (200mM TrisHCI pH 8.4; 500mM KCI),
2ul de dNTPs (200nM), 0,6l de cloreto de magnésio
(50 mM) (Invitrogen, EUA), 2ul de tampéao da Taq
Polimerase (Invitrogen, EUA), 0,3ul da enzima Re-
combinant Taq DNA Polymerase (5U/ul) (Invitrogen,
EUA), 10,1ul de agua deionizada, 1ul do primer direto,
e 1u do primer indireto. As condicbes para a reagéo
foram de 95°C por 5 minutos, 94°C por 1 minuto,
60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e 72°C por 10
minutos. Foram realizados 35 ciclos de amplificacdo
externa de PCR e 30 ciclos na interna. As reacdes
ocorreram em termociclador Gene Amp PCR System
9700 (Applied Biosystem, Estados Unidos).

Real Time- PCR

Para a reacéo de PCR-Real Time , utilizamos
500ng de DNA; 3ul de Buffer PCR 10x (Invitrogen,
EUA); 1,2ul de MgCl, (Invitrogen, EUA); 2,4ul de
dNTPs; 0,6ul de oligonucleotideo direto e 0,6ul de
oligonucleotideo reverso; 1,5ul de dimetil-sulfoxida;
0,45ul de Taq Polymerase (Invitrogen, EUA) e 0,3ul
de Sybr Green, este Ultimo, ao se ligar a dupla fita de
DNA, emite fluorescéncia a ser captada pelo aparelho
termociclador. As condicdes para a reagdo foram as
seguintes: 95°C por 10 minutos; 40 ciclos com 95°C
por 15 segundos, 60°C por 60 segundos e 72° por
60 segundos; e 45 segundos com variagao crescente
de temperatura de 72°C a 95°C. As reacbes de PCR-
Real Time foram realizadas no aparelho termociclador
RotorGene 3000 (Corbett Research, Australia).

Quantificacdo da expressao génica -
Método 222

A andlise da expressao génica por meio de
PCR em tempo real usado em nosso estudo repre-
senta uma quantificacao relativa dos genes de inte-
resse (Caderina 3, Caderina 11 e CBX3) com relagcéo
a B-actina, gene constitutivamente expresso, ou seja,
que ndo apresenta variagdo em sua expressao entre
as amostras avaliadas. O método de quantificacao
(242%) requer comparagao da expressao dos genes
de interesse em grupo controle, que neste estudo
foi linhagem celular epitelial mamaria HB4A e de
carcinoma ductal invasivo MDA-MB 231.



Analise estatistica

A expressao génica de Caderina 3, Caderina 11
e CBX3 no tecido normal e tumor é apresentada com
valores de média e desvio padréo. A significancia da
diferenca entre grupos (Normal/Tumor e MO+/-) foram
avaliadas por teste T-Student com a utilizagao do pro-
grama de computador SSPS 11.0.(SPSS, Chicago, IL,
EUA) Um valor de p<0,05 (bicaudado) foi considerado
estatisticamente significativo.
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RESULTADOS

Presenca de Células tumorais em medula
Ossea

Células tumorais isoladas em MO foram detec-
tadas pela expressao génica positiva de CK19 em
17 (56,7%) pacientes do estudo, mas nao em MO de
outras 13 pacientes (43,3%) (Figura 1).
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Figura 1. Expressao de CK19 em medula ¢ssea das pacientes com cancer de mama (1 a 30). Hb4a — linhagem epitelial
de mama normal, MNC — células mononucleares de sangue periférico, HL60 — linhagem de células de leucemia promie-

locitica, CN — controle negativo (reacdo sem amostra)

Expressao de Caderina 3, Caderina 11 e CBX3
em tumor de mama e tecido normal adjacente

A expressao de Caderina 3 e Caderina 11 na

amostra do tumor foi maior em comparagao ao tecido
normal adjacente. Nao detectamos diferenca estatis-
tica na expressao de CBX3 nos dois grupos (Tabela
2 e Figura 2).

Tabela 2. Expressao génica de Caderina3, Caderina 11 e CBX3 em tecido normal e tumor. (Teste T de Student)

Média Desvio Padréao P
Caderina 3 0,05
Tecido Normal 0,38 0,59
Tumor 1,44 2,61
Caderina 11 0,032
Tecido Normal 281,34 375,26
Tumor 515,96 557,94
CBX3 0,639
Tecido Normal 15,99 25,45
Tumor 17,98 28,41
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Figura 2. Boxplot mostrando a distribuicado dos valores da expressdo génica de Caderina 3 (a esquerda), Caderina 11
(centro) e CBX3 (a direita) em tecido normal e tumor. Todos os valores estéo distribuidos entre as barras (os quartis 25,
50 e 75 aparecem na caixa vermelha), exceto os valores extremos, representados com os sinais (°) quando maiores que
1,5 vezes e (*) quando maiores que 3 vezes o quartil 75.

Expressao tumoral de Caderina 3, Caderina
11 e CBX3 e presenca de células tumorais em MO

tumoral de Caderina 3, Caderina 11 e CBX3 em
pacientes com MO invadida por células tumorais
em relagdo aqueles sem invaséo de MO (Tabela 3

Nao encontramos diferenga na expresséo e Figura 3).

Tabela 3. Expressao génica tumoral de Caderina 3, Caderina 11 e CBX3 em pacientes na presenca e auséncia de células
tumorais em medula 6ssea (Teste T de Student)

Média Desvio Padrao P

Caderina 3 0,266
MO - 0,925 1,891

MO + 2,076 3,217

Caderina 11 0,243
MO - 387,31 442,52

MO + 656,15 674,83

CBX3 0,138
MO - 10,101 11,184

MO + 29,14 40,494

MO+: presenga de células tumorais em medula éssea

MO-: auséncia de células tumorais em medula 6ssea
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Figura 3. Boxplot mostrando a distribuicao dos valores da expressao tumoral de Caderina 3 (a esquerda), Caderina 11
(centro) e CBX3 (a direita) nos grupos MO positiva (1) e negativa (0) para CK19. Todos os valores estéo distribuidos entre
as barras (os quartis 25, 50 e 75 aparecem na caixa vermelha), exceto os valores extremos, representados com os sinais
(°) quando maiores que 1,5 vezes e (*) quando maiores que 3 vezes o quartil 75
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DISCUSSAO

A identificacdo de genes diferencialmente
expressos no cancer de mama tem auxiliado o
entendimento dos mecanismos da doenca e a
escolha de condutas terapéuticas individualizadas,
0 que pode proporcionar abordagem mais
adequada e eficaz das pacientes com cancer de
mama.

Observamos em nosso trabalho que a
expressao de Caderina 3 e Caderina 11, mas nao
de CBX3, é maior no tumor de mama em relagédo ao
tecido normal adjacente. Por outro lado, nao existe
expresséao diferencial destes genes em amostras
de tumor de pacientes de acordo com presencga ou
auséncia de células malignas em medula dssea.

De acordo com nossos dados, Paredes
et al.'" observaram auséncia de expressao
de Caderina 3 em células epiteliais mamarias
normais e identificaram a metilacdo em sitios
promotores como mecanismo de repressao deste
gene. Por outro lado, em células de cancer de
mama encontrou-se hipometilacdo e expressao
de Caderina 3. Dessa forma, é possivel que
a metilacdo inviabilize a ligacdo de fatores
transcricionais na regiao promotora, impedindo a
expressao da proteina em tecido mamario normal.
Durante o processo de carcinogénese, entretanto, a
hipometilacao destes sitios determina a expressao
de Caderina 3 em células tumorais'.

A Caderina 11, ou OB-Caderina, € uma
proteina transmembrana encontrada em
osteoblastos, tecidos embrionarios e alguns tipos
de cancer como de estdmago, rim e mamas. Além
disso, a expressdao aumentada de Caderina 11
ocorre em linhagens de carcinoma de mama
invasivo com capacidade de gerar metédstase 6ssea
em relacdo a linhagem epitelial mamaria normal,
porém pouco se sabe sobre seus mecanismos
regulatorios?.

Existem evidéncias que a Caderina 11 possa
estar envolvida no reconhecimento célula-matriz,
facilitando a motilidade celular e a associagdo de
células tumorais com osteoblastos no processo
de metastatizacao 6ssea. Logo, é possivel que,
durante o processo de transformagao maligna, ocorra
expressao de genes, como a Caderina 11, que irdo
determinar a ocorréncia de metdstases 6sseas
no futuro'. Entretanto, somente a observacdo da
evolugéo clinica a longo prazo nas pacientes de nosso
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estudo, para detectar quais delas desenvolveriam
metastases dsseas, nos daria tal informagéo.

Diversos estudos apontam que a repressao
génica € um mecanismo importante na progressao
tumoral. Entretanto, a expressdao de CBX3 em
tecido normal adjacente e tumor foi semelhante
em nosso estudo, de modo que é possivel que
no tecido peritumoral ja ocorram alteragdes pré-
cancerosas, como a expressao de CBX3.

Varios estudos de andlise da expressao génica
sugerem que o tumor ja guarda caracteristicas
que lhe conferem potencial metastatico desde
seu estagio inicial. Desse modo, Bellahcene
et al. (2006) descreveram um perfil génico em
tumor primério que esta associado a presenca
de metastases 6sseas. Nesse perfil, houve maior
expressdo de Caderina 11 e menor expressao
de E-Caderina em tumores de pacientes com
metastases 6ssea em relacdo as pacientes sem
metastases 0sseas®. Lee et al.”relataram um perfil
génico relacionado a ocorréncia de metastase
linfonodal, enquanto Minn et al.’* identificaram um
perfil génico que medeia a metastase pulmonar em
cancer de mama.

Woelfle et al.2 encontraram um perfil molecular
de tumor primario associado com a presenca de
micrometastases em medula 6ssea, no qual 90%
dos genes avaliados estavam reprimidos. Em nosso
estudo, detectamos micrometastases em 56,7%
das pacientes porém nao foi possivel identificar
um perfil génico relacionado a presenca de células
tumorais em medula dssea, visto que os genes
avaliados ndo mostraram diferenca de expressao
em pacientes na presenca ou auséncia de células
tumorais na medula 6ssea. Portanto, é possivel
que outros repressores transcricionais, como
CBX1, CBX5 e genes relacionados a metilagdo de
sitios de DNA, estejam associados a esse perfil
génico. Da mesma forma, as Caderinas 3 e 11 nédo
parecem exercer papel no processo de invasao e
colonizagdo do microambiente medular.

E importante ressaltar que marcadores
moleculares do tumor podem ser alvo de terapia
especifica. Além disso, o estudo do perfil genético
dos tumores pode permitir a identificacéo de vias
de sinalizagao ativadas ou reprimidas e potenciais
alvos de modulacao no tratamento desta doenca.
Dessa forma, novas pesquisas poderao implicar
melhora no tratamento das pacientes com cancer
de mama.
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Fonseca LG, Milani C, Abreu APS, Katayama MLK, Brentani MM, Folgueira MAAF. Cadherins
and repressor tumor factor expression in breast cancer patients in the presence or absence of
malignant cells in bone marrow. Rev Med (S&o Paulo). 2007 out.-dez.;86(4):212-8.

ABSTRACT: PURPOSE: Gene profile is believed to be different in tumor and normal tissue.
Besides, it is possible that tumor acquires characteristics that provide ability to develop metas-
tasis in specific sites. Tumoral expression of Cadherins 3 and 11 (involved with adhesion and
cellular migration) and CBX3 (transcriptional repressor) may be related to aggressiveness and
lower survival in breast cancer (BC) patients. Our purpose is to compare tumoral and normal
mammary tissue expression of Cadherin 3, Cadherin 11 and CBX3 and to correlate tumoral
expression of these genes with bone marrow (BM) colonization by tumoral cells. METHODS:
Samples of tumor, normal tissue and BM were obtained from 30 BC patients stage I-1ll. Expres-
sion of Cadherin 3, Cadherin 11 and CBX3 were analysed by RT- PCR-Real Time. Malignant
cells in BM were determined by CK19 expression in Nested-PCR. RESULTS: Seventeen pa-
tients (56,7%) had malignat cells in BM. There was hiperexpression of Cadherin 3 and Cadherin
11, but not of CBX3, in tumor in relation to normal tissue. We did not find association between
tumor expression of Cadherin3, Cadherin 11 and CBx3 and presence of tumor cells in BM.
CONCLUSIONS: Hiperexpression of Cadherin 3 and Cadherin 11 in tumor in relation to normal
tissue suggests that these genes can be associated to carcinogenesis. Tumor expression of

Cadherin 3, Cadherin 11 and CBX3 were not associated to BM dissemination.

KEY WORDS: Breast neoplasms. Bone marrow. Cadherins. Gene expression.
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