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T resumo

P-caderina

Introdu¢do: A manutencdo da arquitetura dos tecidos adultos depende essencialmente da
integridade estrutural e funcional das caderinas, uma superfamilia de moléculas de adeséo
celular dependentes de célcio, que medeiam normalmente a adesao intercelular homofilica

e homotipica. A P-caderina é expressa pelas células mioepiteliais da glandula mamaéria normal,
sendo aberrantemente expressa num pequeno subgrupo de carcinomas da mama. Varios
estudos recentes tém demonstrado que a expressao desta proteina esta significativamente
correlacionada com tumores de alto grau histoldgico e negativos para os receptores de
estrégeno (RE). Objetivos: Investigar a expressao da P-caderina e dos receptores de estrégeno
(RE) em carcinomas da mama invasivos e correlacionar os resultados obtidos. Material e
método: O padrdo de expresséo da P-caderina e dos RE foi estudado imunoistoquimicamente
em 149 carcinomas invasivos da mama; seguidamente, correlacionou-se estatisticamente a
expressdo destas duas proteinas. Resultados: A P-caderina foi detectada nas células mioepiteliais
do tecido mamario normal e em 46 de 146 (31,5%) casos de carcinoma invasivo da mama.

A expressdo da P-caderina correlacionou-se inversamente com a expressao dos RE,
verificando-se que o subgrupo de tumores P-caderina positivos e RE negativos apresentava

alto grau histolégico e maior agressividade tumoral. Conclusdo: Demonstrou-se que a
P-caderina identifica um subgrupo de carcinomas da mama, que nao expressa RE e que

parece representar um estado mais avancado da progressao tumoral. Estes resultados levantam
ainda a hipétese de que a expressao desta proteina possa ser regulada por uma via alternativa,
independente de estrégeno.

Receptores de estrogeno
Carcinomas invasivos

da mama
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abstract P

Background: The maintenance of adult tissue architecture largely depends on structural and | P-cadherin
functional integrity of cadherins, a superfamily of Ca®*-dependent cell-cell adhesion molecules
that usually mediate homophilic and homotypic intercellular adhesion. P-cadherin is expressed
by myoepithelial cells of normal breast tissue, and is aberrantly expressed in a subset of breast

carcinomas. In addition, recent studies have demonstrated that the expression of this protein in
breast cancer is significantly correlated with high histological grade and negativity for estrogen

Estrogen receptor
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Invasive breast carcinomas
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receptors (ER). Objectives: To investigate the expression of P-cadherin and ER in invasive breast
carcinomas and correlate the obtained results. Material and methods: The expression pattern of
P-cadherin and ER was immunohistochemically studlied in 149 invasive carcinomas of the
breast; subsequently, the statistic correlation between ER and P-cadherin immunophenotypes
was assessed. Results: P-cadherin was detected in myoepithelial cells of normal breast tissue
and in 46 out of 146 (31.5%) cases of invasive breast carcinomas. P-cadherin expression
showed a high inverse correlation with ER expression, and it was observed that the subset of P-
cadherin positive and ER negative tumours were related to higher histological grade and more
agressive behaviour. Conclusion: We demonstrated that P-cadherin identifies a subgroup of
breast carcinomas, which lacks ER expression, and that seems to represent an advanced step of
cancer progression. Our data suggests the hypothesis that an alternative estrogen independent
pathway requlates P-cadherin expression.
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Introducéao

O reconhecimento de um papel importante das cade-
rinas na determinacéo do fenétipo epitelial, na migracdo
e diferenciacdo celular, e na disseminacdo tumoral tem
estimulado um enorme interesse nesta familia de molécu-
las de ades@o. As caderinas classicas, como a E-(epitelial) e
a P-(placentaria) caderina, encontram-se preferencialmente
localizadas nas juncdes intercelulares, do tipo aderente,
partilhando uma estrutura bésica comum, mas apresen-
tando diferentes pesos moleculares, especificidade de li-
gacdo e distribuicdo tecidual.

A P-caderina é expressa por uma grande variedade de
tecidos durante a embriogénese, estando principalmente
restrita as camadas basais e proliferativas dos epitélios
estratificados nos tecidos adultos (7, 11, 21). Na glandula
mamaria normal, esta proteina é expressa apenas nas cé-
lulas mioepiteliais e nas cap cells (putativas células-tronco
da glandula mamaria), enquanto que a E-caderina é ex-
pressa tanto pelas células mioepiteliais como pelas células
luminais (5).

O papel da E-caderina na carcinogénese mamaria tem
sido extensivamente estudado nos ultimos anos; os resul-
tados disponiveis sugerem uma correlacdo entre a perda
ou reducéo da E-caderina e a progressdo neoplasica (12).
Pelo contrério, como poucos estudos tém sido realizados
acerca da P-caderina, a expressao e o papel desta protei-
na no desenvolvimento tumoral ainda ndo estdo comple-
tamente estabelecidos.

Nos Gltimos cinco anos, alguns estudos tém demons-
trado que a P-caderina é expressa aberrantemente num
subgrupo de carcinomas da mama, e que esta expresséo
se correlaciona significativamente com a negatividade para
os RE nestes mesmos tumores.

Em 1995, um artigo de Palacios et al. (12) demons-
trou a expressao de P-caderina em 20% (9/45) dos carci-
nomas ductais infiltrantes estudados, correlacionando-se
significativamente esta expressdo com um elevado grau
histoldgico (todos os casos eram tumores grau lll), e com
a auséncia de receptores hormonais (oito dos nove casos
eram negativos para RE e para receptores de progesterona
[RP]) num subgrupo de tumores com um padréo de cres-
cimento caracteristico. Mais tarde, em 1999, Peralta Soler
et al. (14) observaram que a expressao da P-caderina em
carcinomas da mama estava fortemente associada com
uma pior sobrevida para os doentes, constituindo um fa-
tor de progndstico independente, relativamente a todos
os outros fatores preditivos analisados. Também neste es-
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tudo em carcinomas ductais invasivos, a positividade da
P-caderina correlacionou-se com um elevado grau histo-
I6gico e inversamente com a expresséo de RE e RP. Recen-
temente, outro estudo também em carcinomas ductais
invasivos (Gamallo et al.) (8) demonstrou que, embora a
expressdo da P-caderina possa estar envolvida na progres-
sao deste tipo de carcinoma, o seu valor como fator de
prognéstico independente tem que ser reavaliado. Entre-
tanto, neste estudo, mais uma vez a expressdo da
P-caderina relacionou-se significativamente com a nega-
tividade para os RE (p = 0,0001) e para os RP (p = 0,0001).
Finalmente, o nosso grupo demonstrou recentemente que
a expressdo da P-caderina em carcinomas ductais in situ
da mama (DCIS) esta igualmente correlacionada com
elevado grau histolégico, perda da polaridade celular e
auséncia de RE (13).

A expressao aberrante da P-caderina nos carcinomas
de mama tem sido explicada como um reflexo da histo-
génese, a partir da diferenciacdo de uma célula precurso-
ra num fenétipo mioepitelial (14), ou pela aquisicéo, pe-
las células tumorais (8, 12, 20), de uma capacidade
proliferativa ou mesmo devido a um fenémeno oncofetal
(12, 20). No entanto, embora ainda nédo se conheca o
mecanismo que induz a expressao da P-caderina em car-
cinomas da mama, todos estes estudos tém demonstrado
uma correlacdo fortemente significativa entre a expressao
desta proteina e a negatividade para os receptores
hormonais (8, 12, 13, 14).

A superexpressao de P-caderina em células tumorais
negativas para RE sugere que a expressdo desta proteina
provavelmente é regulada por uma via independente de
hormonios, ao contrario do que acontece com outras
caderinas, cuja expressao € regulada por estrégenos (1, 8).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi comparar gru-
pos moleculares, classificados pela sua expressdo de P-
caderina e RE, em carcinomas invasivos de mama, e ob-
servar se existe ou ndo uma possivel ligacdo entre a
expressao da P-caderina e a via de transducdo de sinais
mediada pelo estrégeno.

Material e métodos

Material

Este estudo foi realizado em 149 casos de carcinoma da
mama fixados em formol e incluidos em parafina, seleciona-
dos do arquivo do nosso instituto. Todos os casos foram clas-
sificados e graduados em seccdes histoldgicas coradas por
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hematoxilina e eosina (HE), de acordo com os critérios de
Bloom e Richardson modificados por Elston & Ellis (1991) (6)
para carcinomas invasivos. Vinte e um casos (14,1%) foram
classificados como carcinomas grau |, 44 (29,5%) como grau
Il e 84 (56,4%) como grau Il

Os resultados da expressdao de um marcador de proli-
feracdo celular, o MIB-1, obtidos num estudo anterior com
esta mesma série de casos, encontravam-se disponiveis.
Os casos foram entéo divididos em trés grupos: baixa pro-
liferacdo (< 10% de células positivas), proliferacdo mode-
rada (10% a 20% de células positivas) e proliferacdo ele-
vada (> 20% de células positivas).

Imunoistoquimica

Os estudos de imunoistoquimica foram realizados em
seccdes representativas, através de métodos standard.
Cortaram-se seccdes de 3um dos blocos de parafina, e
procedeu-se a sua desparafinacdo e hidratacdo. A pero-
xidase enddgena foi bloqueada com peréxido de hidro-
génio a 3% em metanol, durante 10 minutos. Seguida-
mente, as laminas foram submetidas ao bloqueio protéico
com um soro especifico (Ultravision block, LabVision
Corporation, Fremont, CA, USA) e incubadas com o
anticorpo monoclonal para a P-caderina (clone 56,
Transduction Laboratories, Lexington, Ky., USA). A colora-
cdo foi realizada num sistema automatico, LabVision
Autostainer (Lab Vision Corporation, Fremont, CA, USA), uti-
lizando protocolos padronizados, com uma diluicdo de 1:25
de anticorpo primério e o método de estreptavidina-biotina-
peroxidase. A recuperacdo antigénica foi realizada por um
tratamento com tampao citrato 10uM, pH 6 (Dako
Corporation, Carpinteria, Calif., USA), a 100°C, durante 30
minutos. Seguidamente, as laminas foram contrastadas com
hematoxilina de Mayer, desidratadas e montadas.

Para o anticorpo de receptores de estrégeno (diluicdo
1:20, clone 6F11, Novocastra, Newcastle, England), as lami-
nas foram submersas na mesma solucdo para recuperacéo
antigénica a 100°C, durante 20 minutos, tendo sido a colo-
racao também realizada no mesmo sistema automatico.

Os controles positivos e negativos foram sempre in-
cluidos em cada corrida, de modo a permitir fidelidade
entre corridas consecutivas. Seccdes de parafina de teci-
do mamaério normal foram utilizadas como controle posi-
tivo para a P-caderina, uma vez que as células mioepiteliais
sdo positivas para esta proteina.

Em trés casos ndo obtivemos resultados de imunoisto-
quimica para a P-caderina, uma vez que ja ndo existia mais
tecido neoplésico disponivel no bloco.
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Quantificacido e analise estatistica dos resultados
da imunoistoquimica

Todos os casos que mostraram uma coloracao mem-
branar inequivoca para a P-caderina, em pelo menos 10%
das células neoplésicas, foram considerados positivos.
Casos apresentando exclusivamente imunorreatividade
citoplasmatica ndo foram considerados. A interpretacdo
dos resultados imunoistoquimicos baseou-se numa avali-
acdo semiquantitativa, a qual ndo incluiu a intensidade de
coloracdo, como previamente descrito (13).

Ainterpretacdo da expressao dos RE foi baseada numa
avaliacdo semiquantitativa da intensidade (moderada/for-
te) e da extenséo (<1/3 a 2/3 e >2/3 de células neoplésicas)
da coloragdo, como descrito em estudos prévios (17, 19).

Para a analise estatistica, os carcinomas de mama fo-
ram subclassificados em casos com ou sem expressdo de
P-caderina. Uma vez que a sua expressao é apenas obser-
vada nas células mioepiteliais da glandula mamaria nor-
mal, qualquer nivel de expressdo da P-caderina deve ser
considerado anormal e aberrante nos carcinomas de
mama.

Os carcinomas invasivos foram divididos em quatro
grupos principais, baseados na expressdo de P-caderina e
RE. Tabelas de contingéncia e o teste do y-quadrado fo-
ram realizados utilizando-se o software StatView 5.0 (SAS
Institute Inc., Cary, North Carolina, USA), de modo a esti-
mar a correlacdo entre a expressao de P-caderina e de RE.
Dois valores foram considerados significativamente dife-
rentes quando p < 0,05.

Resultados

No tecido mamario normal, a expressdo da P-caderina
foi observada apenas nas células mioepiteliais (Figura 1),
aparecendo uma coloracdo membranar linear em redor
das células. Quarenta e seis (46) dos 146 casos analisados
(31,5%) (Tabela 1) demonstraram uma coloragdo
membranar para a P-caderina, normalmente associada a
uma expressao citoplasmatica, por vezes focalmente dis-
tribuida (Figura 2).

Trinta (30) dos 46 casos positivos para a P-caderina
(65,2%) eram negativos para os RE, demonstrando uma
forte correlacdo inversa entre estas proteinas. Esta correla-
¢ao foi confirmada pelo teste do y-quadrado (p < 0,0001),
sendo estatisticamente significativa (Tabela 1).

Foi encontrada também uma correlagéo significativa en-
tre a expresséo de P-caderina e o grau histoldgico, uma vez
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Figura 1 - Padréo de expressdo membranar da P-caderina no tecido mamdrio
normal (células mioepiteliais) (400x)

Figura 2 - Expresséo da P-caderina num carcinoma invasivo da mama de alto grau
histolégico (grau Ill) (400x)

que a maioria dos casos com reatividade para a P-caderina
eram carcinomas grau lll (36/46; 78,3%; p = 0,0021) e com
uma elevada taxa de proliferacdo, estimada pela expressao
de MIB-1 (27/46; 58,7%; p = 0,0002) (Tabela 1). Estes
tumores positivos para a P-caderina foram essencialmente
carcinomas ductais invasivos e carcinomas medulares,
embora ndo se tenha encontrado uma diferenca com signi-
ficado estatistico para o tipo histolégico do tumor.

Para avaliar uma possivel associacdo entre a expressao
da P-caderina, a regulacdo mediada por estrégenos e a
agressividade tumoral, decidimos agrupar os carcinomas
invasivos em quatro grupos, com base na expressao de
P-caderina e RE. Sendo assim, 30 casos formaram o grupo
de tumores P-caderina positivos/RE negativos (P-cad+/RE-);
16 casos, o grupo P-cad+/RE+; 80 casos, o grupo P-cad-/
RE+; e 20 casos, o grupo P-cad-/RE-.

O grupo de tumores P-caderina positivos e RE negati-
vos apresentaram um grau histol6gico mais elevado do
que todos os outros grupos (25/30; 83,3%; p = 0,0118)
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Correlagdo entre a expressao da
P-caderina e outros parametros,

como a expressao de receptores de
estrogeno (RE), grau histoldgico e

Tabela 1 ERWEHESCTEURCRIIEE]
P-caderina

Positiva ~ Negativa
n 46 100 P
Expressao de RE
Positiva 16 80 < 0,0001
Negativa 30 20
Grau histolégico
I 2 18 0,0021
I 8 34
I 36 48
Expressao de MIB-1
Baixa (< 10%) 4 40 0,0002
Moderada (10% a 20%) 15 26
Elevada (> 20%) 27 31

(Tabela 2, Figura 3). Se analisarmos a Figura 3, embora
observemos esta mesma distribuicdo nos grupos P-cad+/
RE+ e P-cad-/RE-, a diferenca ndo foi significativa, demons-
trando assim que a combinacdo da positividade para a
P-caderina e da negatividade para os RE permite selecio-
nar os tumores mais agressivos. Este grupo também se
relacionou significativamente com elevados niveis de pro-
liferacdo (20/30; 66,7%; p < 0,0001) (Tabela 2).

Quando relacionamos os diferentes subgrupos com o
tipo histolégico, verificamos que a maioria dos casos era
de carcinomas ductais invasivos sem outra especificacdo
em todos os grupos, ndo havendo por isso correlagao com
significado estatistico; no entanto, no caso dos tumores
P-caderina positivos e RE negativos, verificou-se que tam-
bém existia um pequeno niimero de carcinomas do tipo
medular, enquanto que no subgrupo de tumores P-
caderina negativos e RE positivos se encontraram tumores
de todos os tipos histoldgicos.

Discussao

Existem varias evidéncias que demonstram que a ex-
pressao de moléculas restritas do mioepitélio da glandula
mamaria normal, como a P-caderina, podem ser expres-
sas aberrantemente em carcinomas da mama e estdo
correlacionadas com a auséncia de RE, agressividade e mau
prognéstico (8, 9, 10, 12, 13, 14, 25).
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Comparacao entre os diferentes tumores, classificados de acordo com a expressao de

P-caderina e RE, relativamente ao grau histologico e aos niveis de proliferacao, estimados

Tabela 2 EEEEENICHTUNERIILE
P-cad+/RE- P-cad-/RE+ P-cad+/RE+ P-cad-/RE-
n 30 80 16 20 P
Grau histolégico
I 1 16 1 2 0,0118
1II 4 29 5
1T 25 35 11 13
Expressao de MIB-1
Baixa (< 10%) 3 35 1 5 <0,0001
Moderada (10% a 20%) 7 24 2
Elevada (> 20%) 20 18 7 13
90
80
9 70
3 60
o
S 50 o Grau |
g 40 @ Grau ll
£ ® Grau ll
8 30
£ 20
10
0 | — . I_
P-cad+/RE- P-cad-/RE+ P-cad+/RE+ P-cad-/RE-
Subgrupos P-cad/RE

Figura 3 - Comparagto entre os vdrios subgrupos de carcinomas da mama invasivos, classificados de acordo com a expressdo de P-cad/RE, relativamente ao grau histoldgico

Num estudo prévio, o nosso grupo demonstrou que
em hiperplasias da mama (com ou sem atipia), 0s casos
RE positivos tinham maior taxa de proliferacdo do que os
casos negativos para os RE. Contrariamente, em carcino-
mas ductais (in situ e invasivos), os casos RE negativos
apresentavam taxas de proliferacdo maiores do que os
casos RE positivos, sugerindo que a progressao do cancer
da mama é acompanhada por uma via independente de
horménios (18).

A P-caderina é sempre expressa em células que neces-
sitam se dividir e se manter num estado indiferenciado,
uma vez que esta, ao contrario da E-caderina, proporcio-
na uma adesdao menos estavel entre as células, favorecen-

do a proliferacdo celular (26). Este fato é facilmente
observavel nas camadas basais e proliferativas dos epitélios
estratificados que, em condicdes fisiolégicas, expressam
intensamente P-caderina (5, 7, 12, 20). Interessantemente,
em outros estudos, a expressao da P-caderina tem sido
relacionada com a desregulacdo da E-caderina (12), a qual
possui um papel supressor de crescimento no epitélio
normal (24).

Neste estudo, demonstramos que o grupo de carcino-
mas da mama que né@o expressam RE e que sdo positivos
para a P-caderina esta correlacionado com caracteristicas
tumorais mais agressivas. Estes tumores sdo freqiiente-
mente de alto grau histolégico, ao contrério dos tumores
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P-cad-/RE+, que sdo preferencialmente tumores graus |
e Il. Relativamente as taxas de proliferacdo celular, os tu-
mores negativos para os RE apresentaram valores muito
superiores de expressao do marcador MIB-1, quando com-
parados com os tumores dependentes de regulacdo
hormonal.

Sendo assim, uma vez que ja foi demonstrado que o
estrégeno é capaz de estimular a expressdo da E-caderina
in vivo (1), o nosso estudo permite levantar a hip6tese de
que provavelmente a expressao da P-caderina em carci-
nomas da mama estd relacionada com um fenétipo in-
sensivel a hormdnios circulantes, como foi sugerido re-
centemente por Gamallo et al. em carcinomas ductais
invasivos da mama (8) e por Peralta Soler et al. no cancer
da proéstata (23).

Cada vez existem mais evidéncias de que o modelo
linear da patogénese maméria deve ser alterado e modifi-
cado, uma vez que devem existir vias genéticas completa-
mente distintas, que podem originar tipos diferentes de
neoplasias da mama (2). Provavelmente, alguns tumores
originam-se a partir de um crescimento epitelial depen-
dente de estr6geno, enquanto outros, que nao possuem

Paredes et al.

RE e expressam P-caderina, apresentam um crescimento
autébnomo, por ativacdo de uma via alternativa indepen-
dente de hormonios esterdides. Esta via pode assim re-
presentar o estado mais avancado da progressao do can-
cer da mama, sendo completamente insensivel aos efeitos
do estrégeno e independente das vias que induzem o
aparecimento de outros tipos de tumores mamarios me-
nos agressivos.

Conclusao

Em conclusdo, sugerimos que a P-caderina identifica
um grupo de carcinomas da mama que nao expressam RE
e que sao predominantemente de alto grau histol6gico,
com niveis de proliferacdo elevados e com um comporta-
mento tumoral mais agressivo.

Os padrdes distintos de expressdo da E-caderina
e da P-caderina, que tém sido observados em vérios
estudos recentes, tém sugerido um papel diferencial para
estas caderinas na carcinogénese mamaria, as quais
podem ser reguladas por vias celulares completamente
opostas.
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