UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

A EXPRESSAO DAS CLAUDINAS 1, 3, 4, 7 E E-CADERINA EM UMA SERIE

DE TUMORES DE MAMA TRIPLO-NEGATIVOS

Ermani Cadore

Porto Alegre
2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

A EXPRESSAO DAS CLAUDINAS 1, 3, 4, 7 E E-CADERINA EM UMA SERIE

DE TUMORES DE MAMA TRIPLO-NEGATIVOS

Dissertagdo entregue para obtengéo de titulo

de Mestre no Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias Médicas da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul

Aluno: Ermani Cadore

Orientadora: Prof2. Dra. Marcia Silveira Graudenz

Porto Alegre
2012



DEDICATORIA

Dedico esse trabalho a todas pacientes com cancer de mama que sao
acometidas por uma doencga de alta mortalidade em um 6érgdo que simboliza e

representa extrema sensualidade, feminilidade e a maternidade.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente gostaria de agradecer aos meus pais Geraldo e Angelina por,
da forma mais simples e humilde, me apoiarem a sua maneira nos momentos em

que encontrei dificuldades nesta caminhada: ser médico e atender as pessoas.

A minha esposa Elaine, aos meus filhos Michel, Erico, Otavio, Anténio e
Amanda que suportaram minhas auséncias para, além de trabalhar muito, realizar

esse trabalho de mestrado. Além disso, me apoiaram sempre que puderam.
A todos os meus familiares que, mesmo distantes, sempre me apoiaram.

A minha orientadora Dr. Marcia que desde o inicio me incentivou para a
realizacdo da pos-graduacdo. Além disso, esteve sempre disponivel fazendo
importantes sugestdes sobre o estudo da patologia molecular da mama que fizeram
com que eu me sentisse valorizado profissionalmente, proporcionando
conhecimento e argumentagdo cientifica no atendimento das pacientes,

principalmente aquelas com cancer de mama grave.

Ao Dr. Diego Uchba, Patologista do HCPA, por ter sempre se colocado a

disposicao desde o inicio do trabalho.

Agradeco ao Dr. Clovis Klock, patologista do laboratério Medicina diagndstica,
e ao bidlogo Rudinei Cella, pela assisténcia técnica em parte fundamental do

trabalho.
A Dra. Ana Gaiger, patologista que auxiliou na realizagdo desse trabalho.

Agradeco a Dra. Maria Isabel Edelweiss que me apoiaram inicialmente para

realizar a pds-graduacao.

Agradeco ao Dr. Alexandre Rocha, que me apoiou no inicio do mestrado com

excelentes idéias e apoio.

As académicas Clarissa Borba, Bruna Pellini, Renata Schulz, Francine

Ziquinatti e Amanda Klein, que colaboraram muito na realizagao deste trabalho.

A professora de inglés Graciela e ao professor de informatica Rémulo.



Aos demais professores e funcionarios do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.



O homem deve se reinventar todos os dias.

(Jean Paul Sartre)

Todos temos momentos brilhantes, e a maioria

deles sao gragas ao estimulo de outra pessoa.

(George Adams)



RESUMO

INTRODUGAO: O cancer de mama é uma importante causa de
morbimortalidade, € conhecido por ser uma doenga heterogénea. A caracterizagao
clinica e molecular de seus subtipos é fundamental para nortear o progndstico e o
tratamento dessas pacientes. Novos estudos sao necessarios na melhor
caracterizagdo dos tumores triplo-negativos. O estudo da expressédo das claudinas
pode auxiliar na caracterizagdo desses tumores. OBJETIVO: Investigar a
associacdo da expressado das claudinas 1, 3, 4 e 7 e E-caderina com variaveis
clinico-patoldgicas e fatores progndsticos, em uma série de tumores de mama triplo-
negativos (RE-, RP- e HER2-). METODOS: 80 tumores triplo-negativos foram
analisados por imunoistoquimica automatizada para as claudinas 1, 3, 4, 7 e E-
caderina. A expressao imunoistoquimica foi avaliada pelo escore H (intensidade
multiplicada pela porcentagem de marcagao). Foram avaliadas as associagdes entre
caracteristicas clinico-patologicas e o escore H. Para a avaliacdo progndstica das
pacientes, curvas de Kaplan-Meier foram construidas a partir dos dados de
seguimento das pacientes e do escore H. RESULTADOS: Foi encontrada
associagao significativa entre o alto escore H da CLDN-1 (HCLDN-1) e pacientes
mais idosas e com a presenga de necrose, alto escore H da E-caderina (HE-CAD)
em pacientes mais jovens e baixo escore H da CLDN-7 (HCLDN-7) e Ki67 positivo.
Além disso, pacientes com elevado HCLDN-1 tiveram menor sobrevida geral. Por
outro lado, o elevado HCLDN-3 apresentou uma tendéncia a associacdo com maior
sobrevida geral e sobrevida livie de doenga. CONCLUSOES: A expressdo
diferencial das claudinas e E-caderina podem auxiliar na caracterizagcao clinico-
patolégica dos tumores triplo-negativos. Além disso, as claudinas 1 e 3 parecem ser

fatores progndsticos para esses tumores.

PALAVRAS-CHAVES:

Cancer de Mama, imunoistoquimica, triplo-negativo, claudinas, prognostico



ABSTRACT

INTRODUCTION: Breast cancer is a major cause of morbidity and mortality, is
known to be a heterogeneous disease. The clinical and molecular characterization of
its subtypes is critical to guide the prognosis and treatment of these patients. Further
studies are needed for the best characterization of triple-negative tumors. The study
of the expression of claudinas can aid in the characterization of these tumors.
OBJECTIVE: To investigate the association of expression of claudinas 1, 3, 4 and 7
and E-cadherin with clinicopathological variables and prognosis in a series of triple-
negative breast cancers (ER-, PR- and HER2-). METHODS: 80 triple negative
tumors were analyzed by automated immunohistochemistry for the claudins 1, 3, 4, 7
and E-cadherin. The immunohistochemical expression was assessed by H-Score
(intensity multiplied by the percentage of staining). We evaluated the associations
between clinicopathological characteristics and H-Score. For the prognostic
assessment of patients, Kaplan-Meier curves were constructed from the follow-up
data of patients and H-Score. RESULTS: We found a significant association between
high H-Score of CLDN-1 (HCLDN-1) and older patients and the presence of necrosis,
high H-Score of E-cadherin (H-CAD) in younger patients and low H-Score CLDN-7-
(7-HCLDN) and Ki67 positive. Furthermore, patients with high-HCLDN1 had a lower
overall survival. On the other hand, the high HCLDN-3 showed a trend toward
association with greater overall survival and disease-free survival. CONCLUSIONS:
Differencial expression of claudins and E-cadherin can help in clinic-pathological
characterization of triple-negative tumors. Futhermore, claudin 1 and 3 appear to be

prognostic factor for these tumors.

Key words

Breast Cancer, Immunohistochemical markers, claudins, E-cadherin, triple-
negative
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1 INTRODUGAO

A mama é o sitio primario neoplasico mais frequentemente acometido pelas
mulheres no mundo. Dados da Organizagao Mundial de Saude (OMS), em 2010,
demonstram que essa enfermidade ocupa o primeiro lugar na lista de mortalidade
por cancer entre mulheres no mundo e o Brasil (1). Analisando as estatisticas do
estado do Rio Grande do Sul, entre 1980 e 2002, é possivel observar um alarmante

aumento da mortalidade entre as mulheres por esse tipo de tumor (2).

O céncer de mama ¢€ reconhecido atualmente como uma doencga
heterogénea, pois apresenta grande diversidade genotipica e fenotipica. Esta
heterogeneidade vem sendo muito estudada nas ultimas décadas em funcdo da
descoberta de receptores hormonais como o Receptor do Fator de Crescimento
Epitelial do tipo 2 (HERZ2), o receptor de estrogeno (RE) e o receptor de
progesterona (RP) - os quais sdo importantes alvos terapéuticos da oncologia clinica
atual. Entretanto, estudos indicam que até 15% das neoplasias de mama sao triplo-
negativas, ou seja, ndo expressam nenhum desses ultimos trés receptores acima
citados (3-4).

A partir de 1998 foi identificada uma nova familia de marcadores tumorais
associada aos tumores triplo-negativos: as claudinas. Essas proteinas sé&o
integrantes da membrana plasmatica celular e formam as tight junction das células
epiteliais e endoteliais (5). A perda da interacao célula-célula e célula-estroma
parece ser responsavel pela progressdo das metastases, como € o caso da claudina
1 (6). A E-caderina é outra das moléculas de ades&o celular, sendo relatado

que pode estar relacionada com a invasao de células cancerosas (7).

Paradoxalmente, em alguns casos, a super-expressao das claudinas 3 e 4
predispde ao cancer de mama. Recentemente, os estudos tém tentado relacionar as
diferentes claudinas a fatores prognésticos e facilitadores de metastases. Elas

podem representar no futuro uma nova via terapéutica para tumores triplo-negativos

(8).
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Este estudo busca determinar a expressao das claudinas 1, 3,4 e 7 e da E-
caderina em uma serie de 137 tumores de mama triplo-negativos e comparar a
expressdo das claudinas com dados clinico-patolégicos e fatores progndsticos

classicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia

O céancer de mama é um importante problema de saude publica tanto no
Brasil quanto no mundo. Afinal, esse tumor € o sitio neoplasico com maior incidéncia
nas mulheres atualmente. Segundo numeros da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), foram estimados 1,38 milhdes de casos novos desta neoplasia para o ano
de 2008. Esse indice representa 23% de todos os novos casos de canceres entre

mulheres no mundo (1).

A neoplasia de mama, todavia, é considerada de relativa baixa letalidade (1).
Como podemos observar na Tabela 1, o tumor mamario ocupa o primeiro lugar na
lista de mortalidade por cancer entre mulheres na América do Sul e no mundo. Essa
enfermidade, segundo a GLOBALCAN, deve se responsabilizar por 477 mil ébitos
em 2008 (1).

Tabela 1. Incidéncia e Mortalidade mundial estimada para todos os canceres em mulheres

Tipo de Cancer Incidéncia Mortalidade Mortalidade/Incidéncia
Mama 1.384.155 458.506 33,13%
Colo-retal 571.204 288.654 50,53%
Cénice Uterina 530.232 275.008 51,87%
Pulmao 515.999 427.586 82,87%
Estémago 348.571 273.489 78,46%
Utero 288.387 73.854 25,61%
Figado 226.312 217.592 96,15%
Ovario 22. 4.747 140.163 62,36%
Tiredide 163.968 24177 14,74%
Linfoma N&o-Hodking 156.695 82.115 52,40%
Eséfago 155.400 130.526 83,99%
Outros tipos de canceres 1.005.608 624.948 62,15%

Fonte: Adaptado de Globalcan, 2010 (1)

O carcinoma mamario apresenta um padrdo discrepante de incidéncia e
mortalidade entre as diferentes regides do mundo. Conforme os dados da OMS,
apresentados na Figura 1, a incidéncia do tumor mamario ainda € mais frequente em

paises desenvolvidos. A mortalidade, todavia, apresenta comportamento inverso nos
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paises pobres. Nos paises desenvolvidos, a incidéncia € de 68,4 para 100.000
mulheres e a mortalidade é de 15,3/100.000. A incidéncia nos paises em
desenvolvimento é comparativamente menor (27,3/100.000), enquanto o indice de
mortalidade é de 10,8/100.000.

Figura 1. Incidéncia e Mortalidade de Cancer de Mama no mundo (por 100.000 mulheres)

C Incidencias Mortalidade
Deste da Europa 9.9

175
AustraliasiMova Zelandia 255 154
Morte da Europa 178
América do Norte 144
Sul da Europa 153
Regites mais desenvolvidas 153
Micronésia/Polinesia {3.2
Euwropa Central e Leste 185
America do Sul 132
Caribe 14.2
Mundial 25
Sul da Africa 193
Morte da Afrlca 178
Oeste da Asia 143
Oeste da Africa 189
Sudeste da Asia 154
Regifies menos desenvolvidas 108
America Central 6
Leste da Asia B3
Centro-sul da Asia 12
Melanesia {332
Africa Média 134
Leste da Africa
100 S0 1] )

14

Fonte: Ferlay, 2010 (1)

As regides em ascensdo econdémica, conforme se nota nas Figuras 2 e 3
apresentam taxas de incidéncia e mortalidade por cancer de mama em franca
elevagdo nas ultimas décadas. Esse fato sugere que, apesar do enriquecimento das
nagdes e da melhora da qualidade de vida da populagao, previamente considerados
responsaveis pelo aumento da incidéncia dessa enfermidade, ainda existe baixo
investimento para a prevencao e o tratamento do cancer de mama nesses locais.
Esse evento é responsavel, possivelmente, por essa grande taxa de mortalidade (1,
9). Nao se pode esquecer a dificuldade de captagcdo de dados nas regides mais
pobres do mundo, como a Africa. Nesses locais tanto a identificacdo quanto o

armazenamento de indicadores de saude publica parecem muito deficitarios (1).
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Figura 2. Incidéncia do cancer de mama | Figura 3. Mortalidade por cancer de mama

estimada em paises selecionados ao longo dos | estimada em paises selecionados ao longo dos

anos anos
100
90 251
80
70 201
60 B Estados Unidos
W Estados Unidos 15 ® Canada
50 S Canada W Australia
. AR H Repliblica da Coréia
40 Republica da Coréia
: ® Japdo 101 N Japéo
30 B india B Federagdo Russa
10
0L, : . ‘ 01, : : :
1975 1985 1995 2005 1975 1985 1995 2005
Fonte: Ferlay, 2010 (1) Fonte: Ferlay, 2010 (1)

Os elementos socioambientais relacionados com o processo de urbanizagao
e o estilo de vida da sociedade moderna tais como o sedentarismo, o tabagismo e a
alta ingesta alcodlica (9-10) sdo os maiores responsaveis pela alarmante incidéncia
da neoplasia mamaria entre os paises com renda mais elevada. Os estudos de
Swerdlow e col. entre irmas-gémeas demonstram importante associagdo entre o
peso a incidéncia de cancer de mama (11). Nesse sentido, é possivel observar um
impressionante crescimento dessa doencga entre os paises que estdo adquirindo
riquezas e habitos ocidentalizados como india e Jap&o, respectivamente, conforme

observamos na Figura 2.

As estatisticas do Instituto Nacional do Céncer (INCA) para 2010 (12)
estimaram 49.240 casos novos de cancer de mama no Brasil. Dessa forma, o risco
calculado seria de 49 casos novos a cada 100.000 mulheres. A incidéncia estimada

para cada regiao pode ser vista na Figura 4.
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Figura 4. Representacao espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil mulheres, estimadas
para o ano de 2010, segundo a Unidade da Federagao

/
o /
Mulheres . L

5 45922883 )
31,22 245,91 e
18,12 231,21 i o
10,98 a 18,11 ~| A 58 %

v By
/ 7 A

Fonte: INCA, 2010 (12)

Entre as varias regides do pais ha uma importante diferenga no numero
absoluto de casos novos, a semelhanca daquilo que se observa em escala mundial
em relagcdo a incidéncia do cancer de mama. Os estados do Sudeste, aqueles com
maior renda na nacdo, apresentam um risco estimado de 65 casos novos por
100.000 mulheres. Dessa mesma forma, a regidao Sul tem uma incidéncia estimada
de 64/100.000 casos de neoplasia de mama, representando o tumor mais freqlente
nessa regiao, atras apenas dos canceres de pele ndo-melanoma. Ja nas regides
Norte e Nordeste a incidéncia € menor, permanecendo entre 11 e 32 casos por
100.000 mulheres.

Analisando a Tabela 2 a respeito das estatisticas do Rio Grande do Sul sobre
os tumores de mama, é possivel observar uma alarmante incidéncia entre as
mulheres residentes nesse estado. A estimativa do INCA para 2010 nesse estado é
de 81,57 casos novos e de 127,71 casos a cada 100.000 mulheres em Porto Alegre
(12). Fato que reitera a disposigao prévia sobre a natureza urbana do cancer de

mama.

O estudo de Gongalves e col. (13) sobre a epidemiologia dos tumores da
mama sugere que no Rio Grande do Sul essa elevada incidéncia pode estar

relacionada a formagéo sécio-demografica dessa regido. O Rio Grande do Sul, de
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acordo com as estatisticas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
encontra-se em posicao privilegiada quando se analisam indicadores sociais para
todas as regides brasileiras (14-15). A formagéao racial desse local € composta por
grande numero de descendentes de europeus. O artigo de Harper e col. (16) sugere
maior numero de casos de cancer de mama entre as mulheres brancas. Acredita-se
que alguma alteracao intrinseca, ainda pouco conhecida da genémica racial dessas
mulheres, as coloque em ser situacdo de maior susceptibilidade para a neoplasia

mamaria.

Tabela 2. Estimativa do INCA para 2010 das taxas brutas de incidéncia por 100.000 e de numero de
casos novos por cancer, em mulheres, segundo localizagdo primaria, no Brasil, Rio Grande do Sul e

Porto Alegre (numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10)

Estimativa dos Casos Novos

Localizagao primaria da neoplasia

maligna Brasil Rio Grande do Sul Porto Alegre
Casos  Taxa Bruta Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta

Mama feminina 49.240 49,27 4.750 81,57 1.040 127,71
Colo do utero 18.430 18,47 1.250 21,53 210 25,55
Célon e reto 14.800 14,80 1.610 27,69 360 44,45
Traqueia, brénquio e pulméao 9.830 9,82 1.250 21,43 240 29,74
Estdmago 7.680 7,70 560 9,57 90 11,25
Leucemias 4.340 4,33 350 6,01 60 7,21
Cavidade oral 3.790 3,76 250 4,38 60 7,41
Pele melanoma 2970 2,92 450 7,68 70 9,02
Eso6fago 2.740 2,69 420 7,18 40 5,58
Outras localizagbes 78.770 78,83 8.860 162,17 1.920 236,28
Subtotal 192.590 192,74 19.750 339,21 4.090 503,32
Pele ndo melanoma 60.440 60,51 4.660 80,12 490 60,23
Todas as neoplasias 253.030 253,23 24.410 419,19 4580 564,13

Fonte: Adaptado de INCA, 2010 (12)

A prevengao primaria do tumor mamario ndo é inteiramente plausivel devido a
intrincada rede de fatores de risco participantes de sua etiologia. Nao obstante,
apesar da falta de consenso sobre os programas de rastreamento (17-18), o

diagnostico mamografico e o exame clinico da mama sdo as estratégias
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recomendadas para controle desse tipo de cancer pelo Ministério da Saude do

Brasil.

Dessa forma, o Consenso para Controle do Cancer de Mama do INCA (19),
considera como principais estratégias de rastreamento um exame radiografico das
mamas - pelo menos a cada dois anos - para mulheres de 50 a 69 anos e 0 exame
clinico anual mamario, para a populagao feminina de 40 a 49 anos. No caso especial
de mulheres pertencentes a grupos populacionais com risco elevado de desenvolver
cancer de mama recomenda-se o exame clinico da mama e a mamografia,
anualmente, a partir de 35 anos. Essas mulheres sao aquelas com histéria familiar
de cancer de mama em parentes de primeiro grau com menos de 50 anos, doenga
bilateral ou cancer de ovario; qualquer caso de cancer de mama masculino na
familia e a populacdo de mulheres com diagnostico histopatoldégico de lesao
mamaria proliferativa com atipia ou neoplasia lobular in situ. Um resumo das

estratégias de rastreamento pode ser visualizado na Tabela 3.

Tabela 3. Quadro-Resumo do Rastreamento Preconizado para o Cancer de Mama no Brasil

Medidas de Rastreamento

<49 anos v' Exame clinico anual da mama

50 a 69 anos v' Exame clinico anual da mama

v' Mamografia pelo menos a cada dois anos

Alto Risco v' Exame clinico da mama

i . R v" Mamografia anual a partir dos 35 anos

o Histéria familiar de céncer de mama em
parentes de primeiro grau com menos de 50
anos

e Doenca bilateral ou cancer de ovario
e Diagnéstico histopatolégico de lesdo mamaria

proliferativa com atipia ou neoplasia lobular in
situ

e (Cancer de mama masculino na familia

Fonte: Baseado no Consenso para Controle do Cancer de Mama do INCA - 2004 (19)

A mortalidade do cancer de mama para 2010 foi estimada em
aproximadamente 12% (1), apesar de o arsenal terapéutico disponivel no Brasil
estar bastante avancado (19). Os dados mostram uma importante diferenca de
mortalidade entre as classes sociais brasileiras. Essa evidéncia alude que,

provavelmente, a disparidade social permanece como um obstaculo fundamental ao
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acesso das mulheres pobres para prevengao e tratamento dos tumores mamarios
(16).

Nos dados da Figura 4 & possivel observar uma relagdo entre a realidade
financeira individual das pacientes com cancer de mama e a sobrevida dessas
mulheres. Estudos indicam que as mulheres de classes sociais mais carentes
apresentam maior mortalidade, pois iniciam tratamento em estagios mais avangados
da doencga e tém menor acesso a rede terapéutica (16). Assim sendo, na populagéo
mundial, a sobrevida média apds cinco anos € de 61%, sendo que para paises
desenvolvidos essa sobrevida aumenta para 73%. Ja nos paises em

desenvolvimento a sobrevida fica em 57% (12).

Figura 4. Relacao entre Renda per capita e sobrevida em 5 anos

Cancer de Mama

e =

5 anos de sobrevida relativa
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Fonte: Ferlay, 2010 (1)

Assim sendo, devido a significativa importdncia do cancer de mama na
sociedade atual, diversos estudos tém sido propostos na tentativa de diminuir o
impacto desta doenga tanto na morbimortalidade quanto nos custos gerados aos

sistemas publicos de financiamento de saude (17-18).

Estudos de novos modelos para otimizar o orgamento empenhado para o

combate da neoplasia mamaria no Brasil € no Rio Grande do Sul demonstram o alto
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custo isolado e proporcional para o rastreamento e também para a corregao

cirurgica do cancer de mama no pais e no estado em questao (ver Tabela 4).

Tabela 4. Custo do Cancer de Mama no Brasil e no Rio Grande do Sul em 2009

Brasil Rio Grande do Sul
Procedimentos Cirtirgicos R$ 98.766.859,00 R$ 4.222.711,00
Cirurgias de Mama R$ 1.710.802,80 R$ 9.667,56
Procedimentos diagnésticos R$ 36.609.154,00 R$ 32.816.000,00
Mamografias de Rastreamento R$ 47.810.700,00 R$ 3.943.620,00

Fonte: Adaptado de Caderno de Indicadores de Saude (20)

O cancer de mama pode ser explicado por uma conjungao bastante complexa
de fatores de risco, os quais incluem multiplos componentes pessoais (9),

reprodutivos (21) e, até mesmo ambientais (10).

Embora 90% dos tumores da mama sejam causados por mutagdes somaticas
adquiridas e nao se relacionam a historia familiar, a avaliacdo de risco individual
inicia pelos fatores genéticos (22). Esses sédo primariamente identificados através da
histéria prévia pessoal ou familiar positiva para tumores de mama e/ou ovario.
Alteracbes em inumeros locais do genoma produzem um fendémeno complexo de
suscetibilidade genética para essa doenga. Nesse contexto, algumas sindromes
oncogenéticas, como Sindrome de Li-Fraumeni e de Cowden, por exemplo,
compreendem importantes fatores predisponentes para multiplas neoplasias —

inclusive de mama (22).

Dentre as sindromes familiares, a Sindrome Hereditaria de Cancer de Mama
e Ovarios € uma doenca autossbmica dominante responsavel pela maioria dos
tumores de mama de etiologia genética. Os genes supressores tumorais BRCA1 e
BRCA2 estao envolvidos na génese dessa enfermidade. Esses genes estédo
envolvidos no reparo cromossémico em resposta a quebra do filamento duplo de
DNA. Mutacbdes nesses genes podem também ocorrer na populagdo em geral na

proporg¢ao de aproximadamente 1/800 pessoas (23).

Algumas populagdes apresentam incidéncia maior de mutacdes especificas
nesses genes — como os Judeus Ashkenazi do leste americano — 0s quais possuem

esses genes mutados em até 1/40 individuos (23). A penetréncia dos BRCA 1/2 é
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variavel. Sendo assim, a presenga de mutacdo nesses sitios genéticos pode
aumentar a chance média individual de um portador desenvolver cancer de mama

de forma variavel, podendo atingir até 86% (24).

Diversos fatores de risco reprodutivos estédo relacionados ao cancer de mama
e estdo listados juntamente aos seus riscos relativos (RR) ou odds ratio (OR) na
Tabela 5. Os estudos indicam que a menacme longa, ou seja - menarca precoce €
menopausa tardia - esta relacionada com maior incidéncia de cancer de mama. A
principal hipétese € a de que a cada ciclo menstrual a mama seria induzida a
proliferagdo. Dessa forma, um numero maior de ciclos aumentaria a susceptibilidade

a mutagdes no tecido mamario (25-26).

A nuliparidade aumenta o risco para desenvolver essa doenga, ao passo que
numero maior de gestagdes tem um efeito protetor para o cancer de mama (9, 25).
Nessa mesma linha, a idade avangada da primeira gestagcdo corresponde a um
relevante componente de predisposicdo ao cancer de mama (9). Esse fato pode ser
explicado pela alteragao fundamental provocada pela gravidez na arquitetura e na

biologia da glandula mamaria (26).

A amamentacdo representa também importante fator protetor contra o
desenvolvimento da neoplasia mamaria. Atualmente, credita-se este efeito
antineoplasico a significante diferenciacdo secretora do epitélio da mama induzida
pela lactagéo e a interrupg¢ao dos ciclos menstruais provocada pelo aleitamento (10,
21). Por fim, reposicdo hormonal e o uso prolongado de anticoncepcional oral
também estao relacionados com maior incidéncia desse cancer nas mulheres (10,
27).
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Tabela 5. Quadro-resumo dos fatores reprodutivos

Fatores de Risco Fatores Protetores
Menarca (<12 anos) RR 1,00
Menopausa (>55 anos) RR 1.20
Nuliparidade RR 1.64
Numero de Gestagoes (> 4) RR 0.31
Idade da primeira gestagao (> 35 anos) RR 2.12
Amamentacgao ORO0.8

Fonte: Adaptado de Tamakoshi, 2005 (21) e Jordan, 2009 (9); RR (Risco Relativo)/ OR (Odds Ratio)

Por fim, é fundamental observar que o Diabete Melito agrega risco para
tumores da mama (9). Porém, a idade permanece como um dos principais de fatores

de risco para os tumores da mama, como o observado na Figura 5.

Figura 5. Incidéncia do Cancer de Mama de acordo com a idade nos USA, Japdo em Reino Unido
em 2002
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Fonte: Iwasaki, 2005 (10)

2.2 Os subtipos do cancer de mama

A neoplasia de mama é considerada atualmente uma doenga heterogénea

com multiplas apresentagdes fenotipicas e bioldgicas. Esta heterogeneidade, no
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entanto, ja havia sido identificada em 1896 pelo cirurgido escocés originario de
Glasgow: George Thomas Beatson (1848—1933). Ele identificou que a ooforectomia
bilateral era terapéutica para algumas pacientes com neoplasia de mama, mas nao
para outras com esse mesmo mal. Mesmo assim, a retirada dos ovarios tornou-se
por muitos anos medida realizada por muitos cirurgides com valor paliativo para o

tratamento do tumor mamario (28).

Para estudar a classificacdo histomorfolégica dos tumores mamarios, é
importante relembrar a estrutura da mama. Esse 6rgdo glandular encontra-se
localizado bilateralmente sobre os musculos peitorais maiores. Ela exerce fungao
apdcrina de producéao lactea quando recebe correta estimulagdo neuroendocrina. A
estrutura basica dessa glandula sdo as unidades terminais ducto-lobulares (Figura
6). Os ductos mamarios s&do compostos por 3 zonas celulares — epitélio luminal,

estroma intralobular e mioepitélio (29) (Figura 7).

Figura 6. Estrutura Morfol6gica do Cancer
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Fonte: Adaptado de Rotinas em Mastologia, 2007 (30)
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Figura 7. Histologia esquematica do Epitélio Mamario
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Fonte: Baseado em Fernandes, 2009 (31)

A maior parte das neoplasias da mama é derivada das unidades terminais
ducto-lobulares das mamas. O carcinoma invasivo da mama é aquele em que as
células tumorais rompem a membrana basal dos ductos e l6bulos e invadem os
tecidos vizinhos, ou seja, a gordura e tecido conjuntivo. Esse tumor é caracterizado
como um tumor epitelial maligno com alta tendéncia a invasao de tecidos adjacentes

e a disseminagao de metastases a distancia (32).

Em 2003, a OMS langou uma atualizagdo da histologia dos tumores
mamarios (32). A Tabela 6 apresenta um quadro-resumo desse sistema de

classificagao.



Tabela 6. Classificagdo Histomorfolégica Resumida dos Carcinomas Invasivos da Mama

Tumores Ductais invasivos

Papilares invasivos

Lobular invasivo

Micropapilares invasivos

Tubular

Tumor Filéide

Cribiforme invasivo

Tumor Inflamatdrio

Medular

Metaplasico

Tumores Mucinosos

Secretorio

Tumores Neuroenddcrinos

Fonte: Baseado em Tavassoli, 2003 (32)
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Os tumores sdo graduados histologicamente de acordo com a similaridade

microscopica das células malignas com o tecido mamario normal. O sistema de

graduacao subdivide os tumores em bem (Grau 1), moderadamente (Grau 2) e

pouco diferenciados (Grau 3), refletindo que a perda de diferenciagcdo esta

relacionada a pior progndstico.

O Sistema de Graduagao de Nottingham, desenvolvido ha mais de 20 anos e

utilizado para a classificagdo do cancer de mama leva em conta o padrao tubular de

crescimento do tumor, o pleomorfismo nuclear e a velocidade de proliferacdo das

células malignas (33). Um escore parcial € dado para cada um destes 3 critérios a

adicionados para formar um escore final que corresponde ao grau,

demonstrado na Tabela 7.

como
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Tabela 7. Sistema de Classificagdo de Nottingham

Pleomorfismo Nuclear indice Mitético Formagao Tubular
Células pequenas, uniformes e | 0-9 Mitoses/10 Maioria do Tumor (>75%)
regulares

1 1 1
Moderado tamanho nuclear e | 10-19 Mitoses/10 Moderada quantidade (10-75%)
variagdes nucleares

2 2 2
Marcada variagao nuclear 20 ou > Mitoses/10 Pouca ou nenhuma (<10%)

3 3 3

I = 0,2 x Tamanho Tumoral (cm)+Estadio de Linfonodos*+Grau Histoldgico|

* Linfonodos (LN): OLN + =1/1-3 LN +=2/>3 LN + ou pelo menos1 LN+ no nivel 3 = 3)

indice Prognéstico de Nottingham (P):
v' P < 3,4 - bom prognostico (Mortalidade 3% ao ano; Sobrevida em 15 anos - 81%)
v' P 3,4 a5,4 - intermediario (Mortalidade 7% ao ano)

v' P 25,4 - mau prognostico (Mortalidade 30% ao ano; Sobrevida em 15 anos - 16%)

Fonte: Baseado em Todd et al, 1987 (33)

No final da década passada, surgiram pesquisas demonstrando que a
classificagdo puramente morfolégica do cancer de mama impossibilitava tratar todos
0os pacientes com sucesso (34). Essas observagdes reconheciam que casos com
mesmo diagnostico e estadiamento histolégico apresentavam, muitas vezes,

desfechos clinicos marcadamente diferentes.

Foi com o desenvolvimento de novas técnicas de analise molecular, a partir
da década de 90, que se iniciou um processo fundamental para desvendar as
diferengas genéticas existentes entre os diversos tumores originarios do tecido
mamario. A introdugao das técnicas de mapeamento das expressdes genéticas de
tecidos, os microarranjos de DNA, possibilitou medidas simultdneas de milhares de

genes para criar uma matriz molecular dos canceres de mama (35).

A caracterizagao do perfil desses carcinomas, por conseguinte, tem avangado
significativamente nos ultimos anos. A separagdo prognostica atual dos tumores

mamarios leva em conta a organizagao classica dos grupos histolégicos e os
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subtipos moleculares, descritos inicialmente pelo grupo de Perou ha 12 anos (35-
36).

E importante compreender que essa heterogeneidade celular e génica do
cancer de mama se relaciona ao grande numero de genes envolvidos no controle do
crescimento, no metabolismo, na diferenciacdo e na morte celular. Os estudos de
Stingl e col. sugerem que a expressao molecular de cada tipo tumoral propicia
variagdes fundamentais de resposta aos quimioterapicos existentes (37). Atualmente
sdo reconhecidos 5 (cinco) subtipos moleculares diferentes e um grupo normal-like
de tumores da mama.Os subtipos luminais sdo assim chamados por expressarem
genes presentes no epitélio luminal mamario normal. Esses tumores representam a
maioria dos canceres de mama - quase 60% de todos os carcinomas invasivos
mamarios. Os luminais sdo ainda sudivididos em 2 grupos: o luminal A e o luminal B.
O grupo dos luminais A representa aproximadamente 40% dos canceres de mama.
Tais tumores expressam tipicamente receptores hormonais para estrégeno (RE)
e/ou progesterona (RP) e as citoqueratinas 8 e 18, essas ultimas caracteristicas das
células normais do epitélio luminal mamario (34). As células tumorais classificadas
como luminais A apresentam vantagem intrinseca na sobrevida sobre todos os
outros subtipos moleculares. Pode-se apontar como um dos motivos do melhor
prognostico desses tipos tumorais, além do privilégio inerente desse grupo, a
descoberta do tamoxifeno — uma molécula anti-estrogeno capaz de agir

especificamente nas células tumorais ricas em receptores deste hormdnio (34, 38).

Um terceiro subtipo é aquele chamado HERZ2 overexpressed. Esses tumores
ocupam até 15% de todos os tumores da mama. A composi¢gao génica desse grupo
€ bastante peculiar. Esses tumores apresentam superexpressao do proto-oncogene
do receptor-2 do fator de crescimento epidérmico humano (HERZ2) e quantidade

variavel dos receptores hormonais (39).

O subgrupo HERZ2 overexpressed € heterogéneo em relagdo a resposta a
terapéutica quimioterapica e as medicagdes baseadas em terapias-alvo (40). Ainda
assim, o prognoéstico desses tumores se alterou substancialmente ha
aproximadamente duas décadas. No inicio da década de 1990 foi desenvolvido um
anticorpo monoclonal anti-HER2-humanizado, chamado Trastuzumab, o qual se liga
com grande afinidade ao dominio extracelular do HERZ2. Esta medicagéo inibe a

transmissao de sinais de estimulagédo ao crescimento das células tumorais (41).
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O outro subtipo molecular chama-se basal-like. Analises preliminares indicam
que essas neoplasias representam de 15 a 20% dos carcinomas mamarios (36).
Sabe-se que, em geral, esse tipo tumoral ndo expressa citoqueratinas do epitélio
luminal, os receptores hormonais, € tampouco expressa HERZ2. Seu padrao de
expressdo molecular é positividade ao receptor de fator de crescimento epitelial
(EGFR) e as citoqueratinas 5, 6, 14 e 17 (42). Ainda que sejam entidades distintas,
nao estdo plenamente elucidadas as diferencas entre esses tumores e os chamados

triplo-negativos, ou seja, aqueles que nao expressam RE, RP e/ou HER?Z2 (43).

Recentemente, foi sugerida a inclusdo de um novo subtipo molecular de
cancer — o claudin-low (44), o qual & responsavel por em torno de 7 a 14% dos
tumores da mama. Acredita-se que a expressao génica desses tumores é
semelhante aquela das células-tronco: CD44+/CD24-. O exame da sobrevida dos
pacientes com esses marcadores nao parece demonstrar aumento importante na
mortalidade comparado com outros subtipos de tumores triplo-negativos (45) e,

portanto, sua real importancia prognostica € ainda debatida.

O chamado grupo Normal Breast-like nao é ainda considerado um subtipo,
visto que ndo ha uniformidade no padrdao de expressao desses tumores. Estudos
questionam a existéncia dessa entidade, pois essas neoplasias podem, inclusive,
representar amostras de tecidos mamarios normais equivocadamente classificadas
nos bancos tumorais (46). De qualquer maneira, € prudente aguardar os resultados
das muitas pesquisas atuais a respeito do espectro génico e do progndstico desse

grupo de tumores (40).

A Tabela 8 mostra um quadro-resumo dos subgrupos moleculares dos
carcinomas de mama, citando os autores que inicialmente descreveram cada uma
dessas categorias (36, 45). Ainda permanecem muitas duvidas quanto a
classificagdo molecular desses tumores. Nao existe uma uniformidade na

interpretacédo dos autores a respeito dos resultados de muitos estudos.
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Tabela 8. Subtipos moleculares de cancer de mama com seus respectivos fenétipos

Subtipos Fenotipo Autores

Perou, 2000 (35)

Luminal A (40%) RE+ e/ou RP+/ HER2-
Sorlie, 2001 (47)

Perou, 2000 (35)

Luminal B (20%) RE+ e/ou RP+/ HER2+
Sorlie, 2001 (47)
';’5,5)2'0"9’ expressed (10- RE | RP-/ HER2+ Perou, 2000 (35)
. RE-/ RP-/ HER-2- ou +/ CK 5,6,14,17+ [Perou, 2000 (35)
Basal-like
EGFR+ Carey, 2006 (48)
Claudin-Low (7-14%) Claudin 3,4,7'°"/ E-Caderin'®" Herschkowitz, 2007(44)
Normal-like Sem identificagdo homogénea Perou, 2000 (35)
Carey, 2004/2007 (49)
Triplo-negativo RE-/ RP—/ HER2-

Haffty, 2006 (50)

Os estudos de Stingl e Prat e col. (3, 37) indicam que os tumores mamarios
derivam todos de um mesmo tipo de célula-tronco da mama. Esse fato € comparado
aos tumores hematoldgicos, cuja classificacdo se baseia no reconhecimento das
mutagdes pelas quais passaram as células cancerigenas para se diferenciarem da
linhagem celular original. Dessa forma, alteracdes na expressdo génica dessas
células mamarias precursoras causariam a evolugao fenotipica desses tumores,

como esquematizado na Figura 8.
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Figura 8. Desenvolvimento Molecular da Célula Tumoral de Mama
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Fonte: Adaptado de Perou, 2011

Esse mecanismo de expressdo génica ainda ndo é totalmente elucidado.
Sabe-se que as células tronco-tumorais da mama expressam as proteinas CD44 e
ALDH1 (Aldeido Desidrogenase 1) em alta quantidade e, em minima contagem,

expressam as moléculas CD24 (51).

Nos dias atuais, o tratamento do cancer de mama é realizado cada vez mais
por meio de terapias-alvo, portanto é fundamental a identificagao do perfil genético
da amostra individualizada de cada paciente. Neste sentido, tem sido utilizadas as
técnicas moleculares como Mamaprint® (Agendia, Amsterdam, Holanda) e
OncotypeDX ® (Genomic Health Inc, Redwood City, Estados Unidos) para predizer
resposta terapéutica e definir risco de recorréncia tumoral antes de se iniciar com as

medidas quimioterapicas. (38).
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2.3 Os tumores triplo-negativos

Os tumores triplo-negativos s&o um grupo de neoplasias de mama
extensamente estudado, pois apresentam caracteristicas moleculares, histoldgicas e
clinicas bastante distintas entre os carcinomas invasivos da mama. Os canceres
triplo-negativos sédo definidos pela auséncia de expressdo dos receptores de

estrogeno e de progesterona e pela de expressédo nula de HERZ2 (52).

Estima-se que em torno de 10 a 17% das mulheres com cancer de mama
apresentam tumores triplo-negativos. Esses valores variam dependendo dos
critérios utilizados para definir positividade dos receptores hormonais e do HERZ2
(43).

As neoplasias triplo-negativas sao notaveis por uma relevante diferenca
prognéstica se cotejadas com as demais doengas malignas da mama. Esses
tumores acometem mulheres mais jovens em geral na pré-menopausa, S40 mais
comuns em afro-descentes e nas pacientes portadoras de mutagdes nos genes
BRCA 1 e 2 (48, 50). Um estudo de 2010 analisou uma populagdo brasileira com
cancer de mama, mostrando uma maior prevaléncia do fendtipo triplo-negativo em
afro-descendentes, quando comparadas com mulheres brancas (53). As
caracteristicas epidemiologicas dos tumores triplo-negativos estdo apresentadas na
Tabela 9.

Tabela 9. Caracteristicas Epidemiolégicas dos Tumores Triplo-Negativos

Tumores Triplo-Negativos Outros P value
Idade (< 50 anos) 62% 45% 0,002
Raca (Negras) 21% 11% 0,0172
Histéria Familiar de Cancer de Mama 45% 40% 0,001
(Histéria Moderada a Forte)
Mutagdo em BRCA1 25,9% 1,7% 0,001
Mutacao em BRCA2 3,7% 8,6% > 0,99

Fonte: Adaptado de Haffty, 2006 (50)

De acordo com o site de pesquisa Web of Science, foram publicados 1.523
artigos a respeito desse grupo de canceres de 1993 a janeiro de 2012 (54). O termo

triplo-negativo apareceu na literatura médica em um abstract encabegado por Lysa
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Carey em 2004, o qual foi apresentado no 27th Annual Charles A Colman San

Antonio Breast Cancer Symposium.

Essa pesquisa foi posteriormente publicada em 2007 e relatava a diferenga de
resposta aos quimioterapicos neoadjuvantes entre os subtipos basal-like e os
HER2+. A maioria dos pacientes que expressavam HER2+ respondeu
completamente a quimioterapia. Ainda assim, aqueles que eram basal-like e HER2-

negativos tinham pior prognostico, o paradoxo do triplo-negativo (49).

Inicialmente o grupo de neoplasias chamado triplo-negativo foi reconhecido
como sinbnimo para o fenétipo basal-like (65). Esse ultimo grupo foi descrito pelo
Carolina Breast Cancer Study, no ano de 2000 (35, 48). Dent e col., em 2007,
concluiram que a maioria dos tumores triplo-negativos apresenta fenotipo basal-like

€ que a maioria dos tumores basal-like era classificada como triplo-negativa (55-56).

Como podemos observar na Figura 9, os tumores basal-like representam
10%-25% de todos os tumores. Contudo, cerca de 50%-75% dos tumores de células

basais apresentam expressao molecular triplo-negativa (3, 57).

Figura 9. Diagrama esquematico dos tumores triplo-negativo versus os basal-like

Admite-se que os tumores basal-like sao derivados de um tipo de célula em
estagio posterior de desenvolvimento do tecido mamario ao das células-tronco da
mama (37, 40). Sabe-se que essas neoplasias sdo marcadas pela expressao de
varios genes expressos nas células mioepiteliais ou basais: RE-/ RP-/ HER2-ou+/
CK 5, 6, 14, 17+/ EGFR+ (48, 568). No entanto, andlises do subgrupo basal-like
revelaram que em torno de 15-54% desses tumores expressa pelo menos um dos

marcadores hormonais ou HERZ2 (43).
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E possivel observar que os tumores do tipo basal e os triplo-negativos tém
prognostico semelhante, quando comparados com os outros carcinomas de mama.
Por outro lado, estudos indicam que pacientes com tumores triplo-negativos do
subtipo basal-like apresentam tempo de sobrevida livre de doenga menor que os
pacientes que perderam os marcadores do tipo basal (59). Como podemos observar
na Tabela 10 a maioria dos tumores triplo-negativos exibe histologia ductal invasiva
e alto grau histologico (56).

Tabela 10. Caracteristicas morfolégicas dos tumores triplo-negativos

Tumores Triplo-Negativos Outros
Histologia (Ductal) 85% (P 0, 01) 84%
Tamanho do Tumor (T2) 42% (P < 0, 0001) 21%
Grau tumoral (Grau lIl) 66% (P < 0, 0001) 28,3%

Fonte: Adaptado de Haffty, 2006 (50) e Dent, 2007 (56)

Os estudos de Haffty e col.,, em 2006, sugerem que, apesar do uso de
quimioterapia sistémica adjuvante, o progndstico dos tumores triplo-negativos é
ruim. A Figura 10 e a Figura 11 mostram os piores resultados dos carcinomas triplo-

negativos quando confrontados com os demais tumores da mama (50).

Figura 10. Mortalidade dos Tumores Triplo-Negativos ao longo dos anos
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Fonte: Haffty, 2006 (50)
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Figura 11. Tempo Livre de Metastases dos Tumores Triplo-Negativos ao longo dos anos
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Os tumores triplo-negativos, por serem tumores agressivos e de pior
progndstico, despertam especial interesse para o desenvolvimento de alternativas
de tratamento menos invasivas e que aumentem a sobrevida das pacientes
acometidas (40). Conforme observamos na Tabela 11 esses tumores se diferenciam
dos outros por apresentarem resposta importante aos quimioterapicos adjuvantes
(50, 56).

Tabela 11. Resposta dos Tumores Triplo-Negativos aos Quimioterapicos

Tumores Triplo-Negativos Outros
Resposta a Quimioterapia Adjuvante 69% (P <0, 0001) 41,6%
Baixa Resposta ao Tamoxifeno 7,3% (P <0, 0001) 57,8%

Fonte: Haffty, 2006 (50)

O estudo de Carey e col.,, em 2007 relatou uma sensibilidade importante
desses tumores aos tratamentos neoadjuvantes — doxorrubicina e ciclofosfamida
(49). A resposta a quimioterapia pré-operatoria, ou seja, neoadjuvante, foi indicada
como um forte fator preditivo de sobrevivéncia nas pacientes com esses tumores. O
grupo de tumores triplo-negativo positivos para CK 5/6 e/ou EGFR apresentou
menor beneficio com uso de antraciclinas que o grupo negativo para os marcadores
hormonais, HER2 e para CK 5/6 e/ou EGFR (60).

Ainda ndo ha uma completa diferenciagdo entre os carcinomas triplo-

negativos e aqueles do subtipo basal-like. Aproximadamente 70% dos tumores
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basal-like tem expressdao molecular semelhante a dos triplo-negativos. Esses dois
grupos se sobrepdéem em alguns pontos, tais como um pior progndstico e mau
resultado as terapias-alvos. Outros subtipos tumorais também ndo expressam os

receptores de estrogeno e progesterona, nem o HER2 (58).

Em resumo, as neoplasias triplo-negativas sdo um grupo de tumores
marcadamente heterogéneo em sua classificagdo clinica e histolégica. Ainda ha
muitas questdes praticas a serem solucionadas, incluindo os critérios classificatérios
desses tumores. Atualmente, é aceita a idéia que os tumores triplo-negativos n&o

representam um subtipo, e sim, uma caracteristica fenotipica (3, 43).

2.4 As Claudinas

A avaliagdo do papel das claudinas na carcinogénese da mama tem sido
investigada mais intensamente na ultima década (61). As claudinas foram
primeiramente descritas por Furuse e col. (5, 62), em 1998, como uma nova familia
de proteinas das jungdes ocludentes. Até esse estudo, as ocludinas eram as unicas

proteinas integrais da membrana conhecidas nas tight junctions.

As primeiras claudinas foram identificadas no figado das galinhas, assim
como as ocludinas. Neste estudo, as claudinas 1 e 2 foram identificadas por
imunofluorescéncia e microscopia imunoeletrénica como constituintes das fitas das
tight junctions (sozinhas ou em combinagdo com as ocludinas). Esse estudo revelou
ainda que a estrutura molecular das tight junctions eram mais complexas do que o
esperado e que essas eram compostas tanto por ocludinas quanto por claudinas (5,
62).

O conhecimento sobre as claudinas evoluiu e hoje esta familia compreende
24 moléculas identificadas como proteinas integrais de membrana nas tight junction
das células epiteliais e endoteliais. Os genes das claudinas codificam proteinas de
20 a 27 kDa, estruturalmente muito semelhantes, com 4 dominios transmembrana, 2
loops extracelulares e caudas intracelulares amino e carboxi-terminal (Figura 12). A
E-caderina é outra das moléculas de adesao celular, sendo relatado que também

pode estar relacionada com a invasao de células cancerosas (7).
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Figura 12. Estrutura esquematica das claudinas
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Fonte: Adaptado de Davidson, 2010 (63).

As claudinas participam das tight junction ou jungdes ocludentes que com
outras jungdes celulares sao responsaveis por manter as células adjacentes unidas
umas as outras ou a lamina basal. O epitélio sofre um grande estresse mecanico e
tem a fungéo de barrar ou permitir seletivamente a passagem de moléculas por ele,

por isso apresenta um especializado complexo juncional.

O complexo juncional é constituido por estruturas de membrana
especializadas que regulam a adesao célula-célula, sendo essencial para morfologia
e funcao epitelial. O complexo juncional pode ser dividido: jungdes ocludentes,
aderentes e comunicantes. As jungdes comunicantes medeiam a passagem de
sinais elétricos ou quimicos de uma célula a outra (64). As juncdes aderentes
formadas pelas caderinas e desmossomos sdo a conexdao mecanica das células e
os filamentos do citoesqueleto as células vizinhas ou a matriz extracelular. A juncéo
aderente estd presente no complexo juncional apical logo abaixo da jungéo

ocludente — como na Figura 14 (65).
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Figura 13. Estrutura esquematica do complexo juncional celular
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Fonte: Adaptado de Myal (66)

As tight junction estao presentes na regidao superior do complexo juncional
apical, no epitélio dos vertebrados. Desempenham um papel muito importante na
modulacdo do fluxo paracelular, atuando como uma barreira semipermeavel que
regula a passagem de ions, solutos e agua. Possuem também uma funcgao
conhecida como “cerca” que atua na determinacdo da polaridade celular,
discriminando um dominio apical e um dominio basolateral, os quais apresentam
composicao lipidica e protéica distintas, refletindo diferencas de funcionalidade entre

essas regides (66).

Em nivel molecular, as proteinas que constituem as tight junction participam
de diversas vias de sinalizacdo, que atuam na regulagdo dos mais variados
processos celulares, como proliferacdo e diferenciacdo. As tight junction sao
constituidas por proteinas integrais transmembrana, como a molécula de adesao
juncional (JAM), ocludina, claudina e tricelulina, e por proteinas scaffold
responsaveis pela associagao da tight junction ao citoesqueleto, como as proteinas
zonula occludens (ZO), ZO-1, ZO-2, ZO-3 e ainda por complexos protéicos
citoplasmaticos que atuam na construcdo e manutengao da polaridade celular como
PAR6/PAR3/aPKC e CRB/PALS/PATJ7,16,17.

Falhas nos componentes das tight junction tém sido cada vez mais
associadas ao desenvolvimento do cancer. Segundo Cereijido e col., a perda das
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tight junction pode ser particularmente importante na permissividade da difusdo de
nutrientes e outros fatores necessarios para a sobrevivéncia e crescimento do tumor
(67). Ja Myal e col. defendem que a ruptura das tight junction leva a perda da
coesdo entre as células, ao desenvolvimento da capacidade de invasao e perda da

diferenciagao celular, culminando assim na neoplasia (66).

A adesao célula-célula desempenha um importante papel na manutengao da
homeostase do tecido epitelial. A ocorréncia de desorganizagcdo do complexo
juncional apical influencia no desenvolvimento da carcinogénese epitelial. Durante o
processo de formacao de carcinomas, a ocorréncia de desestabilizacdo da juncgao
aderente é observada, tendo como principal indicio, a diminuicdo da expressao da
E-caderina ou sua translocacdo da membrana plasmatica para o citoplasma (68).
Este processo de diminui¢cdo da E-caderina muitas vezes esta associado a transicao
epitelial-mesenquimal, situacdo em que as células epiteliais tornam-se
independentes de ancoragem e exibem aumento na motilidade, adquirindo um
fendtipo similar ao da célula mesenquimal. Assim, a perda das jungdes célula-célula
a desregulagéo das proteinas juncional pode ser um passo crucial para a invasao e

metastase (66).

Nos ultimos anos um interesse crescente em estudar alteragcdes nas proteinas
do complexo juncional e sua possivel associacao a diferentes canceres. Segundo o
banco de dados PubMed, de 1990 até novembro de 2011 foram publicados 2112
artigos sobre claudinas e 125 artigos sobre as claudinas e o cancer de mama. Pode-
se notar na Tabela 12 um impressionante aumento no volume de publicagbes as
quais versam sobre claudinas ao longo dos anos. No Brasil, ttm-se conhecimento
de apenas um estudo que avaliou os imunofenétipos CD24, CD44 e claudina 7 no
subgrupo de carcinomas ductais invasivos de mama e seu potencial marcador

prognadstico (69).
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Tabela 12. Publicagdes sobre Claudinas ao longo dos anos
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A despeito dessa falta de entendimento sobre o0 mecanismo real pelo qual as
claudinas se relacionam com o desenvolvimento do cancer de mama, sabe-se que a
pesquisa do padrao dessas moléculas nos diferentes tecidos € promissora no que

diz respeito a diagndstico, prognostico e terapéutica dos diferentes canceres (8, 70).

A maioria dos tecidos expressa multiplas claudinas e, dependendo do padréo
dessa expressao, as células apresentam diferentes propriedades de permeabilidade
e seletividade. O mais intrigante sobre a relagdo entre as claudinas e o cancer é que
dependendo do tecido, pode ocorrer o aumento ou diminui¢do da expressao dessas
moléculas. Em alguns casos, a superexpressao predispde ao cancer, como parecer
ser o caso das claudinas 3 e 4 na neoplasia de mama; por outro lado, a claudina 1
parece estar subexpressa nas neoplasias de mama (6). Diversos estudos tém
mostrado que a expressdo das claudinas esta alterada nos diferentes tipos de

cancer de mama, como apresentado na Tabela 13 (71).
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Tabela 13: Localizagdo cromossémica das 24 claudinas e exemplos de sua expressdo em tecidos

normais e neoplasicos

Expresséo tecidual

Gene Localizagao Mama Préstata Pulméao Figado
cromossOmica
Normal Cancer Normal Cancer Normal Cancer Normal Cancer

CLDN-1 3028-929 8,7 2,4 1,5 0,8 5 10,1 211 14,9
CLDN-2 Xq22.3-923 0,5 1,1 0,7 1,2 1,3 2,5 0 0
CLDN-3 7911.23 29,2 85,1 7,5 37,8 1,3 47,8 6 7,4
CLDN-4 7911.23 134,5 192,8 6 27,2 10 70,4 0 14,9
CLDN-5 22q11.21 8,7 3,2 0,7 0,4 7,5 2,5 0 0
CLDN-6 16p13.3 0,3 0,5 0 0 0 0 0 0
CLDN-7 17p13 20,4 13,4 24 9,8 7,5 251 0 37,2
CLDN-8 21922.11 0,9 0,4 0,7 0,4 0 0 0 0
CLDN-9 16p13.3 0,3 1,7 0 0 0 0 0 0
CLDN-10 13931-934 0,3 0,1 0,7 0,4 0 1,3 0 0,9
CLDN-11 = 3qg26.2-926.3 1,7 1 1,5 0,8 0 0 0 2,8
CLDN-12 7921 12,4 9,3 3,7 4,5 15 1,3 15,1 6,5
CLDN-13 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
CLDN-14 21922.3 0 0,6 0 0 0 0 0 0
CLDN-15 7q11.22 1,9 2,5 0,7 2,8 0 7,5 0 1,9
CLDN-16 3928 0 0,1 0 0 0 0 0 0
CLDN-17 21922.11 0,2 0,1 0 0 0 0 0 0
CLDN-18 3022.3 0 0 0 0 2,5 1,3 0 0
CLDN-19 1p34.2 0 0,1 0 0 0 0 0 0
CLDN-20 6925 0,2 0,7 0 3.3 0 1,3 0 1,9
CLDN-21 4q35.1 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
CLDN-22 4q35.1 2,6 5,5 7,5 6,5 3,8 5 9 6,5
CLDN-23 8p23.1 2,1 5,7 14,2 23,2 11,3 8,8 3 11,2
CLDN-24 4q35.1 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

Fonte: Adaptado de Myal (66)

Singh e col. descreveram, mais claramente, o mecanismo pelo qual a
diminuicdo da expressao das claudinas levaria a desorganizagao das ftight junction,
seguida pelo desenvolvimento do cancer: a diminuigdo na expressao das proteinas
responsaveis pelas tight junctions provocaria uma perda de adeséo entre as células,
exercendo um papel importante na coesdo, capacidade de invasdo e perda da
diferenciacdo em células tumorais. Porém, o mecanismo pelo qual a super
expressao das claudinas levaria ao cancer nao é bem esclarecido. Uma das teorias
que suporta a idéia de que as claudinas estando super-reguladas desestruturariam o
tecido, comprometendo a fung¢ao das tight junction e levando ao desenvolvimento da

neoplasia (72).
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Diferentes grupos tém buscado estudar a expressdo das claudinas em
tumores de mama na tentativa de melhor compreender essa doenga tao
heterogénea e encontrar associagbes com variaveis clinicas, metastase e o
prognostico das pacientes. Kulka e col. estudaram a expressao imunoistoquimica da
claudina 4 em 38 pacientes basal-like e 66 com outros subtipos tumorais e
observaram que a maioria dos tumores basal-like era de alto grau histologico e
tinham um elevado Ki67, um marcador de proliferacdo celular. Além disso, a
claudina 4 parecia ser mais expressa em carcinomas do tipo basal-like e nos

tumores grau 3 n&o basal-like (73).

Ja Soini e col. estudaram 20 pacientes com a doenca de Paget e as
compararam com 195 pacientes com carcinoma de mama de diferentes subtipos. O
objetivo era verificar se a expressdo das claudinas 2, 3, 4 e 5 diferia entre essas
doencas ou entre os subtipos de cancer mamario. Os autores encontraram que a
claudina 2 estava diminuida e as claudinas 3, 4 e 5 estavam aumentadas nas
pacientes com doenga de Paget em relagdo a outras lesdes de pele. Entretanto a
analise dos tumores nao revelou qualquer diferenca nas claudinas entre os

diferentes graus histologicos, subtipos tumorais ou receptores hormonais (74).

O estudo de Tokes, 2005, investigou a expressdo imunoistoquimica das
claudinas 1, 2, 3, 4 e 7 em carcinomas ductais infiltrativos da mama e comparou a
sua expressao em um grupo de 60 pacientes (30 pT1pNO e 30 pT1pN1) (61). Tokes
e col. encontraram expressao diminuida das claudinas 1 e 7 nas células tumorais
quando comparadas as normais e a claudina 4 esteve diminuida apenas nos
tumores grau 1. Nesta pesquisa, os autores nao encontraram diferenca na
expressao das claudinas 2 e 3 entre células normais e neoplasicas. Além disso, o
estudo ndo encontrou qualquer diferengca entre os grupos pT1pNO e pT1pN1,
concluindo assim que a analise da expressao das claudinas (1, 2, 3, 4 e 7) nao
auxilia na avaliacdo de metastase em linfonodos (61).

Sauer e col. avaliaram um grupo heterogéneo de biopsias de carcinoma de
mama e observaram que a expressdo imunoistoquimica da claudina 7 estava
diminuida naquelas pacientes com alto grau histolégico, que apresentavam
metastase linfatica e que tinham alto grau de falta de coesé&o celular (75).
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Com o objetivo de determinar se as claudinas 1, 3 e 4 sdo expressas em
diferentes tipos de lesbes de mama e se existem diferencas entre a expressao
protéica e génica das claudinas Tokes e col. avaliaram 56 amostras de mama por
imunoistoquimica e imunofluorescéncia e 17 amostras por PCR quantitativo. Os
autores observaram a diminuigdo acentuada da expressao protéica da claudina 1
nas laminas avaliadas por imunoistoquimica e imunofluorescéncia. Esse dado foi
corroborado pela expressao génica da claudina 1 no tecido tumoral que apresentou
12 vezes menos expressao quando comparada ao tecido sadio. A claudina 4
apresentou auséncia ou diminuicdo acentuada da expressao protéica nos tumores
grau 1 quando comparados ao tecido sadio, enquanto os tumores grau 2 a 4 tiveram
expressao elevada similar ao tecido saudavel. A analise da expressao génica nao foi
capaz de corroborar a associagdo da claudina 4 com tumores grau 1. Os autores
concluiram assim que a claudina 1 estd envolvida na invasdo, metastase e
carcinogénese mamaria. A perda ou diminuigdo da claudina 4 nos tumores grau 1

pode sugerir um papel na diferenciacao celular (76).

Kominsky e col. observaram a perda da expressao imunoistoquimica da
claudina 7 nas pacientes com carcinoma ductal in situ e invasivo de alto grau e
também nas biopsias de carcinoma lobular in situ. Para tentar identificar o
mecanismo pelo qual essa perda da claudina 7 acontece, o mesmo trabalho estudou
trés culturas celulares com expressao positiva de claudina 7 e trés culturas sem
expressao e realizaram um ensaio que avalia a hipermetilacdo das ilhas CpG na
regidao promotora do gene da claudina 7. Com esta avaliagdo observaram que a
regiao promotora das culturas sem expressao de claudina 7 estava hipermetilada, ou
seja, sua expressao génica estava bloqueada, enquanto as culturas com expressao
de claudina 7 nao estavam hipermetiladas, ou seja, podiam ser transcritas
normalmente. Porém, esses dados nado foram encontrados nas biopsias das
pacientes. Os autores atribuem a isso que diferentes mecanismos de regulacédo da

expressao das claudinas possam ocorrer no tumor de mama in vivo (77).

Em 2007 Herschkowitz e col.,, com o objetivo de identificar padrbes de
expressado génica comuns entre modelos de cancer de mama em camundongos e
amostras de tumores de mama humanos, identificaram um novo subtipo molecular
denominado claudin-low. O subtipo molecular claudin-low era caracterizado pela

baixa expressao de genes envolvidos com as jungdes ocludentes e adesdo célula-
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célula como a claudina-3, -4 e -7, ocludina e E-caderina. Esses tumores estavam
presentes em 13 pacientes e também demonstraram baixa expressdo de genes
luminais, inconsistente expressao de genes basais e alta expressdo de marcadores
celulares linfocitarios e endoteliais. Os tumores claudin-low eram ER-,
diagnosticados como carcinomas ductais invasivos de grau Il ou lll, assim esses
tumores nao parecem ser lobulares como a baixa expressao de E-caderina poderia
sugerir. Esse subtipo tumoral ainda compartilhou o padrdo de expressao de tumores

mesenquimais de camundongos (44).

A caracterizagdo molecular do subtipo claudin-low estimulou outros estudos a
identificar e caracterizar esse subtipo em sua populacdo. Perou e col. em uma
importante revisao descreveram os tumores claudin-low como parte do subtipo triplo-
negativo juntamente com o basal-like. Além disso, os tumores claudin-low seriam
naturalmente enriquecidos com células tronco ou células iniciadoras de tumor (40).
Outro grupo tentou caracterizar uma linhagem celular claudin-low proveniente de
tumores mamarios induzidos em camundongos transgénicos MTB-IGF-IR (78). Essa
linhagem (RJ348) tinha caracteristicas claudin-low de diminuicdo de genes E-
caderina, claudinas -3, -4 e -7 e aumento de genes mesenquimais Twist1, Twist2,
Zeb1, Zeb2 e da proteina vimentina. Para avaliar o papel in vivo dessa linhagem
celular claudin-low o mesmo estudo injetou essas células na glandula mamaria de
camundongos selvagens FVB e observou uma alta taxa de formac&o de tumores
mamarios em um curto periodo de iniciacao do tumor, demonstrando que as células

claudin-low sao mais agressivas (78).

Prat e col. realizaram uma ampla caracterizagdo clinica, prognostica e
molecular dos tumores claudin-low. Em seu trabalho esses tumores foram
caracterizados pela ausente ou baixa expressao de marcadores de diferenciacao
luminal, elevados marcadores de transigao epitelial-mesenquimal, genes de resposta
imune e caracteristicas de células tronco. Clinicamente, a maioria dos tumores
claudin-low tem uma prevaléncia de 7 a 14%, sao triplo negativos, ductais invasores,
de alto grau histolégico e com alta frequéncia de metaplasia e diferenciagéo
medular. Uma diferenga importante entre os claudin-low e os basal-like parece ser a
alta expresséo do Ki67 no ultimo. Os claudin-low também tém uma taxa de resposta
a quimioterapia padrdo pré-operatoria intermediaria entre os tumores luminal e

basal-like.
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Além disso, este estudo demonstrou ainda que uma hierarquia de
diferenciagao prognostica existe entre todos os canceres de mama e que os claudin-
low se assemelham as células tronco epiteliais mamarias. Por fim, o estudo fez uma
avaliacdo da sobrevida em dois bancos de dados utilizados no estudo (NKI295 e
UNC337) baseado na classificagcdo por subtipos moleculares (Figura 14). Essa
analise revelou que o subtipo claudin-low tem pior prognostico que o subtipo luminal
A e prognostico semelhante a outros subtipos de pior progndstico como luminal B,
HERZ2 enriquecido e basal-like (45).

Figura 14. Grafico de Kaplan-Meyer para a sobrevida das pacientes segundo subtipo molecular
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Fonte: Adaptado de Prat, 2010 (45)

Esta estabelecido que a neoplasia de mama é uma doenga heterogénea,
composta por varios subtipos clinicos e moleculares. A utilidade dessas
classificagdes vai além de melhor conhecer a doenga e manifestagdo neoplasia,
norteiam o tratamento e o progndstico das pacientes. Desta forma, a classificagao
claudin-low parece ser de pouca utilidade, pois nao defini tratamento ou prognéstico.
Além disso, diversos trabalhos tém encontrado com padrdes de expressao
diferentes para as claudinas e pouco ainda se sabe sobre o seu verdadeiro papel na

carcinogénese de mama.
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As claudinas sao atualmente bastante estudadas como potenciais fatores
prognoésticos para o cancer de mama. Morohashi e col. publicaram um trabalho,
avaliando o padrdo de expressdo das claudinas 1 e 4 em um grupo de pacientes
com recidiva e outro sem recidiva. Os autores observaram que a claudina 1 negativa
era mais frequente entre as pacientes que recidivaram e estava diminuida na
metastase linfatica. Além disso, a falta de expressao de claudina 1 foi um fator
progndstico, conferindo menor sobrevida livre de doenga para as pacientes com
claudina 1 negativa. A analise da claudina 4 n&do demonstrou qualquer associagao

com variaveis clinicas ou progndsticas (79).

Outros grupos também encontraram a associag¢ao da claudina 1 com o tempo
livre de doencga. Szasz e col. (8) inicialmente avaliaram a expressado das claudinas
(1, 2, 3, 4, 5, 7), beta-catenina e E-caderina por imunoistoquimica em 97 amostras
de carcinomas ductais invasivos (CDI) e carcinomas lobulares invasivos (CLI) e as
metastases em linfonodos auxiliares (LNMs). Este estudo observou a diminui¢ao da
claudina 1 e o aumento da beta-catenina e E-caderina nos carcinomas ductais. Nas
comparagdes entre o CDI e a metastase no linfonodo, a ultima apresentava
expressdo diminuida das claudinas 1, 3, 4 e 7 e da beta-catenina. Resultados
similares foram encontrados na comparagdo entre o carcinoma lobular e sua

metastase linfatica que apresentaram diminuicdo das claudinas 1, 2, 3,4 e 7.

O estudo realizou uma avaliagdo prognostica dessas proteinas e observou
que a baixa expressdo da claudina 1 (escore 0 e +1) estava associada a menor
sobrevida livre de doenca. Por outro lado, a expresséao positiva da claudina 4 (escore
= +1) nos linfonodos metastaticos também estaria associada ao pior progndstico.
Este estudo concluiu que a diminuicdo das claudinas nas tight junctions pode
contribuir para a progressao tumoral e seu perfil de expressao pode ter relevancia

prognostica (8).

Blanchard e col. estudaram a associagao da expressao imunoistoquimica das
claudinas 1, 3 e 4 com variavel clinicas e com o progndéstico em grupos de pacientes
ER- e ER+. A freqUéncia de positividade das claudinas 1 e 4 foi maior no grupo ER-,
enquanto a claudina 3 foi mais vezes positiva no grupo ER+. As claudinas 1 e 4
positivas também estavam associadas ao subtipo basal-like. No entanto, a analise
de sobrevida ndo demonstrou qualquer associagao das claudinas com o progndstico

das pacientes (6).
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Lanigan e col. investigaram a distribuicdo e potencial valor clinico da claudina
4 em tumores de mama. Os autores tinham dados de duas coortes de pacientes, a
primeira (coorte |) tinha 88 pacientes com cancer de mama primario e 10 pacientes
normais; a segunda (coorte Il) era composta de amostras de 299 tumores invasivos
de mama. A coorte | foi utilizada para avaliar a expressao protéica da claudina 4 que
demonstrou que pacientes ER- tinham maiores quantidade de CLDN-4 quando
comparadas as ER+. Esse aumento também se associou ao maior grau tumoral
(grau 3 comparado ao grau 1 e 2). A coorte Il foi avaliada imunoistoquimicamente,
nesta analise 47,5% das pacientes foram classificadas como alta expressdo de
claudina 4, esse subgrupo se associou a pacientes mais jovens, com maior grau

tumoral e com os subtipos ER- e HERZ2 altamente expresso.

Além disso, as pacientes com alta expressao da claudina 4 tiveram menor
sobrevida especificamente relacionada ao cancer de mama, livre de recidiva e geral.
Nesta coorte foram analisadas separadamente as pacientes com ER+ e as que
faziam uso de tamoxifeno, e se observou que a claudina 4 elevada estava associada
a menor sobrevida relacionada ao cancer de mama. Os autores ainda corroboraram
a associagao da expressao génica da claudina 4, a partir de banco de dados, com
prognostico, grau tumoral e com a negatividade do ER. Os autores concluiram que o
alto nivel da claudina 4 € um fator progndstico adverso independente para o cancer

de mama, incluindo o subgrupo de pacientes em tratamento com tamoxifeno (80).

Até o momento, apenas um estudo brasileiro avaliou claudinas em tumores de
mama. O objetivo inicial de Bernardi e col. era identificar os imunoistoquimicamente
diversas proteinas, entre elas a claudina 7, dentro dos subgrupos de CDI de mama
(95 casos) e determinar sua influéncia no progndstico e na associagado entre
marcadores. A CLD-7+ foi menos frequente no subgrupo triplo-negativo e teve uma
relacdo positiva com HER2 e inversa com RP. A alta expressao de CLD-7 também
se associou com menor sobrevida livre de recidiva. Desta forma, a positividade da
CLD-7 foi associada com reduzido tempo de sobrevida livre de recidiva, sugerindo
que esse marcador pode ser usado em combinacdo com outras caracteristicas

clinico-patoldgicas para melhorar a avaliagao progndstica do cancer de mama (69).

Park e col. analisaram a associacio entre as proteinas de adesao E-caderina,
a-,B- e y-catenina, claudina-7 e os parametros clinico-patoldégicos em tumores

primarios e na suas lesdes metastaticas. Além disso, avaliar o valor prognéstico
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dessas moléculas de adesao. Foram avaliadas imunoistoquimica 196 pacientes, a
maioria dos tumores eram ductais, grau Il, RE- e RP-. Praticamente todas as
amostras tinham reduzida expressdo das moléculas estudadas no carcinoma
primario comparado a metastase. A claudina-7 estava aumentada nos tumores de
maior tamanho (pT) do subtipo ductal. A claudina-7 ndo apresentou associagdo com
0 prognostico dos pacientes, enquanto a baixa expressao de E-caderina demonstrou
ser um fator independente de mau progndstico, quanto a sobrevida livre de recidiva

e de recidiva a distancia (81).

Por fim, um trabalho recente de Szasz e col. realizou uma ampla avaliagao da
expressao génica das claudinas 1, 3, 4, 5, 7, 8, 10, 15 e 18 e a E-caderina e as
correlacionou com dados de sobrevida de uma coorte para validar seus achados. O
perfil imunoistoquimico das claudinas 2, 4 e E-caderina foi capaz de predizer
desfechos. No entanto, a combinagcdo de um escore entre claudina 4 e E-caderina
(CURIO) foi mais acurado em predizer sobrevida livre de recidiva na coorte de
validagdo. Na analise multivariada, incluindo as variaveis clinico-patologicas, o
escore CURIO manteve-se um fator prognostico independente. Além disso, o escore
CURIO foi capaz de refinar os dados progndsticos separando bom e mau
prognostico nos subtipos luminal A e B e triplo negativo. No entanto, esse estudo
pode ser questionavel, pela falta de dados sobre o padrdo de expressao do escore
CURIO (82).

Além das associagdes com variaveis clinico-patoldgicas e progndsticas em
cancer de mama as claudinas podem ser alvos terapéuticos através da enterotoxina
do Clostridium perfringens (CPE), um ligante natural das claudinas 3 e 4. Em
tumores que superexpressam estas claudinas poderia ser uma opc¢ao de terapia
alvo. Por isso, Kominsky e col. (2004) estudaram a acgédo desta enterotoxina em
culturas celulares de tumores de mama e em modelos animais de cancer de mama
(83). Inicialmente, testaram a acgdo da enterotoxina sobre culturas celulares e
observaram que as linhagens com superexpressao de claudinas 3 e 4 apresentaram
uma rapida e completa citdlise, enquanto as células sem expressao foram
resistentes a citotoxicidade do CPE. Posteriormente, os pesquisadores induziram
tumores em camundongos e apds o estabelecimento do carcinoma administraram
CPE. Os animais ndo apresentaram sinais de toxicidade sistémica, no entanto o

tumor reduziu significativamente de tamanho em 14 dias. Além disso, a analise
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histologica revelou amplas areas de necrose e morte celular e a presenga de poucas
células tumorais viaveis. Portanto, a enterotoxina do Clostridium perfringens pode
ser uma terapia alvo para o cancer de mama quando ha a superexpressio de
claudinas 3 e 4 (83).

Outro trabalho do mesmo grupo (84) avaliou o efeito da enterotoxina sobre
metastases cerebrais. O estudo observou que o sistema nervoso central (SNC) nao
expressa claudinas 3 e 4 em condi¢des normais. Porém, a analise de metastase
cerebral a partir de tumores de mama demonstrou a expressao dessas claudinas.
Esse estudo avaliou inicialmente a toxicidade das células do SNC a enterotoxina
do Clostridium perfringens e observou a resisténcia a toxicidade nessas células.
Apos os autores estimularam a formacédo de um carcinoma invasivo no cérebro de
camundongos com células de tumor de mama, apos o estabelecimento do tumor,
tratou os animais com CPE intracranial por 4 dias. Esse tratamento foi capaz de
inibir o crescimento tumoral e o0 aumentar da sobrevida desses animais. Este estudo
conclui que a CPE pode ser eficiente para o tratamento da metastase cerebral sem
toxicidade para o SNC (84).
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3 JUSTIFICATIVA

O cancer de mama € uma das neoplasias com maior mortalidade no mundo.
Dessa maneira, a busca por novas e mais especificas alternativas de tratamento é

importante tema a ser investigado.

Devido ao fato do cancer de mama ser uma doenga heterogénea, é
importante conhecer e definir seus diversos subtipos. Assim sendo, a identificagcao
de novas proteinas com diferentes expressdes que auxiliem na diferenciagdo de
tumores benignos e malignos, de diferentes subtipos histologicos e diferentes
progndésticos possam proporcionar a diregdo a ser investigada na busca por novos

tratamentos e drogas especificas para cada tipo molecular.

A escolha de condutas terapéuticas individualizadas proporciona uma
abordagem mais eficaz e custo-efetiva. Além disso, o estudo do perfil genético dos
tumores pode permitir a identificagao de vias de sinalizagao ativadas ou reprimidas e

potenciais alvos de modulacéo no tratamento dessa doenca.

Os subtipos tumorais ja estabelecidos hoje norteiam o tratamento e
prognostico das pacientes. No entanto, pouco se sabe sobre o subtipo triplo-
negativo, citado como o de pior prognostico. Até o momento, ndo ha terapia-alvo
para esse subtipo e também ndo ha consenso sobre sua apresentacido molecular.
Recentes estudos tém identificado um padrao alterado na expressdo de proteinas

das tight junction, as claudinas, nos tumores triplo-negativos.

Diversos estudos, dessa forma, tém demonstrado diferentes expressdes das
claudinas nos tumores e buscando associar a expressdo destas com caracteristicas
clinico-patolégicas e prognosticas. No entanto ndo ha estudos que avaliem a

expressao das claudinas e E-caderina com enfoque em tumores triplo-negativos.

O papel exato das claudinas na carcinogénese da mama néao esta claro, até o

momento. Além disso, as claudinas podem trazer um potencial terapéutico como um



53

receptor de drogas. Por isso sugere a necessidade de novos estudos que ampliem o
conhecimento sobre a expressao das claudinas nesse subtipo de mau prognostico e

com poucas op¢des terapéuticas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Primario

Investigar a associagdo da expresséo das claudinas 1, 3, 4 e 7 e E-caderina
com variaveis clinico-patolégicas e fatores progndsticos, em uma série de tumores

de mama triplo-negativos (RE-, RP- e HER2-).

4.2 Objetivos Secundarios

Comparar os padrdes de expressao das claudinas 1, 3, 4 e 7 e E-caderina
quanto aos seguintes fatores: idade, tipo e grau histolégico, tamanho do tumor,
necrose, indice proliferativo Ki67, p53, comprometimento axilar, tempo livre de

doenca, sobrevida geral, metastases e 6bito.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Breast cancer is a major cause of morbidity and mortality and is
known to be a heterogeneous disease. The clinical and molecular characterization of
its subtypes is critical to guide its prognosis and treatment. Further studies are
needed for the best characterization of triple-negative tumors. The study of the
expression of claudins should help in the characterization of these tumors.
OBJECTIVE: To investigate the association of expression of claudins 1, 3, 4 and 7
and E-cadherin with clinicopathological variables and prognosis in a series of triple-
negative breast cancers (ER-, PR- and HER2-). METHODS: Eighty triple negative
tumors were analyzed by automated immunohistochemistry for the claudins 1, 3, 4, 7
and E-cadherin. The immunohistochemical expression was assessed by H-Score
(intensity multiplied by the percentage of staining). The associations between
clinicopathological characteristics and H-Score were evaluated. For the prognostic
assessment of patients, Kaplan-Meier curves were constructed from the follow-up
data of patients and H-Score. RESULTS: A significant association was found
between high H-Score of CLDN-1 (HCLDN-1) in older patients and the presence of
necrosis, high H-Score of E-cadherin (H-CAD) in younger patients and low H-Score
CLDN-7-(7-HCLDN) and Ki67 positive. Furthermore, patients with high-HCLDN1 had
a lower overall survival. High HCLDN-3 showed a trend toward association with
longer overall and disease-free survival. CONCLUSIONS: Differential expression of
claudins and E-cadherin should help in clinicopathological characterization of triple-
negative tumors. Moreover, claudins 1 and 3 appear to be prognostic factors for

these tumors.
Key words

Breast Cancer, Immunohistochemical markers, claudins, E-cadherin, triple-

negative
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INTRODUCTION

Breast cancer (BC) is the most frequent cancer among women in the world
and the leading cause of death by cancer in females worldwide (1). BC is recognized
as a heterogeneous disorder with genotypic and phenotypic diversity (2-3). This
heterogeneity has been extensively studied in recent decades due to the discovery of
hormone receptors (estrogen receptor - ER, progesterone receptor — PR) and HER-
2, which are important therapeutic targets in oncology today (4-6). More recently, BC
immunohistochemical classification has been considered an important prognostic tool
(7). Classification can be based on genetic profiling or immunohistochemical
surrogates. Up to 23% of breast cancers are triple negative (TN), i.e., do not express
any of these receptors (8). The TN tumors respond poorly to chemotherapy and still

no targeted drug has been developed (9-10).

The identification and understanding of new proteins and biomarkers can help
classify the subtype a more accurately and a more specific treatment to of each
subgroup (11). The claudins are tight junction proteins, first identified by Furuse in
1998(12), while studying the occludin in the chicken liver. Today, the claudin family
comprises 24 different members. The expressions of different claudins have been
investigated by several previous studies to be associated with various cancer types.
The possible relation between claudins and cancer can be the cellular discohesion,
caused by the loss of the tight junction, allowing the epithelial invasion and the

metastatic capacity of the tumor.

The role of claudins in breast cancer has not yet been fully established, neither
its relationship with overall-survival and disease-free survival. Previous studies have
related the loss of Claudin 1 (CLDN-1) expression with a poor outcome (13-14),
lymphonode status (15) and invasive ductal carcinomas (IDC) (14). Claudin 3 (CLDN-
3) was found to be reduced in metastasis of both IDC and invasive lobular carcinoma
(ILC) (14).

Claudin 4 (CLDN-4) provides the most controversial results, and it was
published that its overexpression is related with poor outcome (14, 16). The decrease
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expression of Claudin 4 has also been associated with grade 1 tumors (15, 17), and
when overexpressed it has been associated with higher grade and younger patients
(16), and with the basal-like subtype (18-19).

The elevated expression of Claudin 7 (CLDN-7) correlated with shorter
disease-free survival in breast cancer (20). The loss of Claudin 7 has also been
associated with grade 3 tumors, metastasis and cellular discohesion (21) and primary
tumors (22). The loss of the Claudin 7 expression was also associated with ductal

carcinoma in situ (DCIS), IDC and lobular carcinoma in situ (LCIS) (23).

E-cadherin, a transmembrane protein that functions in cell-cell interactions, is
linked to the membrane cytoeskeletal matrix through interactions with beta-catenin.
The negative expression of E-cadherin was associated with shorter disease-free
survival in primary BC (22), and the positive E-cadherin expression was associated
with IDC (14).

This study aimed to investigate the association between the expression of
claudins 1, 3, 4 and 7 and E-cadherin with clinicopathological variables and

prognostic factors, in a series of triple negative breast tumors.

MATERIALS AND METHODS

Sample

The triple-negative tumor samples were selected from a sequential series of
pathological reports obtained from patients that underwent diagnostic or surgery
procedures or immunohistochemical (IHC) reactions at the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre between January, 2001 and December, 2006. This study was submitted
and approved by the Research Ethics Committee of the Research and Postgraduate
Group of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GPPG 110263).

The original cohort consisted of 133 tumors paraffin blocks, however 24
samples were excluded because their triple negative nature was not confirmed
(ER+=1, PR+=1, HER-2 undetermined=9 and HER-2 positive=13), 17 samples were

excluded for pathological reasons (no tumor=14, in situ carcinoma =1, artifact=1 and
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bone marrow=1) and 12 samples were excluded because there was no data. The

final cohort comprised 80 cases of human triple-negative BC.

Clinicopathological data

Histological type, tumor size, grade, nodal status and necrosis data were
obtained from pathology reports. The Ki67 and p53 data were retrieved from the
hospital immunohistochemical reports. Age at the primary treatment, primary
treatment option and follow-up information were obtained from the hospital and

private medical records, as well from telephone contacts with the patients.

Tissue microarray

Tissue microarrays (TMA) were composed of 59 formalin-fixed, paraffin-
embedded tumors. All samples were histologically reexamined and the tumoral
regions of interest were selected for core punching. The cores were 2mm in
diameter. Small biopsy sample size (n=21), were analyzed individually and not
submitted to TMA.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical reactions were performed on 5 pm thick sections
obtained from the TMA blocks. After deparaffination, antigen retrieval was performed
using Dako PT Link (DAKO, Carpinteria, CA, USA) at 98° for 20 minutes. The
reactions for claudins 3, 4 and 7 were done under low pH, while claudin 1 and E-
cadherin were recovered at a high pH, utilizing EnVison FLEX Target Retrieval
Solution (DAKO, Carpinteria, CA, USA). The slides were washed for 5 minutes in a
commercial washing buffer (Wash Solution) and all immunohistochemical reactions
were performed in an automated Dako Autostainer Link 48 (DAKO, Carpinteria, CA,
USA). Sections were incubated with pre-diluted rabbit polyclonal CLDN-1 (Cell
Marque, USA), rabbit polyclonal CLDN-3, -4 and -7 (Spring, USA) and FLEX mouse
monoclonal E-cadherin (DAKO, Carpinteria, CA, USA) for 30 minutes (CLDN-1 and
E-cadherin) or for 15 minutes (CLDN-3, -4 and -7). EnVision kit (DAKO, Carpinteria,
CA, USA) was used for visualization with the chromogen 2, 3-diamino-benzidine DAB
(DAB Chromogen Solution, Dako, Carpinteria, CA, USA).
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Claudins and E-cadherin Expression Evaluation

The slides were evaluated by 2 independent experienced breast pathologists.
Only the expression in the tumor cell membrane was considered for these analyses.
Both staining intensity and the percentage of stained membranes were evaluated.
The brown staining intensity was scored as 0 (negative), 1+ (weak), 2+ (intermediate)
and 3+ (strong). Intensity and frequency of positive cells expressed in % were
included in a scoring system called the H score, used to evaluate the expression of
claudins and E-cadherin, as previously described (19, 24). Briefly, H-scores derived
from a semi-quantitative assessment of both staining intensity (scale 0-3) and the
percentage of positive cells (0-100%), when multiplied, generated a score ranging
from 0-300. Primary categorical analysis was as follows: breast cancers with H-
scores =50 were considered high expressions of claudins 1, 3, 4, 7 and E-cadherin
and H-scores <50 were considered low expressions of claudins 1, 3, 4, 7 and E-
cadherin (19).

Ki-67 and p53 Expression Evaluation

Ki67 expression (% of positive nuclei) was dichotomized into <10% and >10%,
as published by Blanchard (19). p53 positivity or negativity data were retrieved from

pathological reports.
Statistical Analysis

Data is presented as mean * standard deviation or absolute numbers and
percentages. Continuous variables were compared by the Student t-test and
categorical variables by the chi-square test or Fisher Exact test, as appropriate. For
the prognostic analysis, Kaplan-Meier survival curves were constructed from the date
of surgery or biopsy collected samples to the last registry of follow-up or death, and
compared by the log-rank statistics. Then, Cox proportional hazard regressions were
created to obtain proportional hazards ratios for H-score of CLDN-1 and CLD-3.
SPSS for Windows 18.0, GraphPad Prism 5, Excel 2007 or WinPepi were used for

data analysis. A p value of 0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

The clinicopathological characteristics are summarized in Table 1. The mean
age of patients was 54.51 years. The results showed that 93.75% of the samples
were invasive ductal carcinomas. Most of the sample was composed of grade 3
tumors (51.25%), more than 2 cm (85.00%) and with Ki-67 proliferation rate above
14% (47.50%). The mean follow-up time was 149.28 months (range 6-359). Half of
the patients underwent surgery+radiotherapy+chemotherapy protocols and 43.75%
had died by the end of the study. The great majority of the tumor tissue was obtained
from primary disease (83.75%) while some tumors derived from secondary disease
(16.25%).



Table 1. Clinicopathological characteristics of the sample

Patients (%)

Age, years
Range (Mean)
Histological type
IDC
ILC
Atypical Medullary Carcinoma
Metaplastic Carcinoma
Mixed Invasive Carcinoma
NA
Tumor Size
<2cm
>2cm
Histological Grade
1
2
3
NA
Nodal Status
Negative
Positive
NA
Necrosis
Negative
Positive
NA
Kie7
<10
>10
NA
p53
Negative
Positive
NA
Primary Treatment
Surgery
Surgery+Radiotherapy
Surgery+Chemotherapy
Surgery+Radiotherapy+Chemotherapy
Palliative
NA
Follow-up time, months
Range (Mean)
Relapse
No
Yes
NA
Condition
Alive
Deceased
NA
Type of material analyzed
Primary Biopsy
Primary Surgery
Secondary Biopsy
Secondary Surgery

25-81 (54.51)

28
34
18

41
33

14
38
28

27
26
27

10
14
40

6-359 (149.28)

37
34
9

31
35
14

19
48
5
8

(46.25)
(42.50)
(11.25)

(38.75)
(43.75)
(17.50)

NA Not Available
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Immunohistochemical Expression of Claudins and E-cadherin

TMAs and biopsy slides consisted of a total of 80 triple-negative tumors. Only
those tumors from which we were able to retrieve interpretable data (intact, unfolded
tumor sections) were considered for analysis. Protein expression examples are

shown in Figure 1.

Figure 1. Representative immunostaining of triple-negative breast tumors with

claudins 1, 3, 4, 7 and E-cadherin antibodies.
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The staining intensity (A), the percentage of stained membranes (B) and the

H-score (C) of each Claudin and E-cadherin can be seen in Figure 2.
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Figure 2. Claudins and E-cadherin expression, percentage and H-

score.
55 CLDN-1 CLDN-3 CLDN-4 CLDN-7 E-cadherin
50 o
45 [ = N E
;g | 2+
| 3+
e 30
=25
20
15
s |_| H H
0 — I [ ) A e EEIrE
A Expression
Percentage H-Score
100 300
o 200+
o
2 504 2
= 1001
01— o= } } B }
N N bl b A &
0‘9 0\9 0‘9 0\9 Cz\'o &°
B c <

The staining intensity and median of H-Scores of Claudins and E-cadherin can
be observed in Table 2. In this cohort, a total of 58.8% of the sample were high
expressors (H-scores =50) of claudin 1, 77.5% of claudin 3, 67.5% of claudin 4,
18.8% of claudin 7 and 91.3% of E-cadherin.

Table 2. Protein expression pattern and median H-Scores of claudins and E-

cadherin.
CLDN-1 CLDN-3 CLDN-4 CLDN-7  E-Cadherin

Expression

0 22.5% 7.5% 3.8% 51.3% 5.0%

1+ 6.3% 3.8% 20.0% 25% 5.0%

2+ 30.0% 47.5% 53.8% 20% 36.3%

3+ 41.3% 41.3% 22.5% 3.8% 53.8%
median percentage 10% 70% 60% 0% 95%
median H-Scores 30 160 100 0 270

Expression of Claudins and E-cadherin and clinicopathological parameters

The association between clinicopathological characteristics of each Claudin
and E-cadherin is shown in Table 3. There was a significant association between
CLDN1 and age (p=0.039), where younger patients had a smaller H-score; between
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E-cadherin and age (p=0.041), where younger patients had a higher H-score; and
between CLDN1 and necrosis (p=0.027), where low expression (patients with an H-
score lower than 50) had less tumor necrosis compared with an H-score = 50.
Concerning CLDN7 and Ki67, patients with an H-score <50 had higher Ki67 positivity
compared with H-score 250 (p=0.050). No significant association was observed

between tumor size, histological grade, nodal status and p53 immunoexpression.
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Table 3. Association between Claudins and E-cadherin and clinicopathological characteristics.

HCLDN 1 HCLDN3 HCLDN4 HCLDN?7 HE-CAD
<50 =50 p <50 =50 p <50 =50 p <50 250 p <50 250 p

Age (years)(n=73) 52+12 58+13  0.039 56+15 54+12  0.503 54114 55412 0.674 54112 56+15 0.551 6418 54+12 0.041
Tumor size(n=40)

<2cm 3 (11%) 3 (25%) 2 (33%) 4 (12%) 3 (27%) 3 (10%) 6 (20%) O (0%) 1 (33%) 5 (14%)

> 2cm 25 (89%) 9 (75%) 0.341 4 (67%) 30 (88%) 0.215 8 (73%) 26 (90%) 24 (80%) 10 (100%) 0.307 2 (67%) 32 (86%) 0.394
Histological Grade(n=62)

Grade 1 1 (3%) 1 (4%) 0 (0%) 2 (4%) 0 (0%) 2 (4%) 1 (2%) 1 (8%) 0 (0%) 2 (3%)

Grade 2 14 (40%) 5 (18%) 0.160 4 (31%) 15 (31%) 0.641 5 (29%) 14 (31%) 0.473 14 (28%) 5 (42%) 0.078 1 (33%) 18 (31%) 0.903

Grade 3 20 (57%) 21 (78%) 9 (69%) 32 (65%) 12 (71%) 29 (65%) 36 (70%) 5 (50%) 2 (67%) 39 (66%)
Nodal Status(n=62)

negative 13 (37%) 15 (56%) 6 (54%) 22 (43%) 11 (65%) 17 (38%) 23 (48%) 5 (36%) 3 (60%) 25 (44%)

positive 22 (63%) 12 (44%) 0.235 5 (46%) 29 (57%) 0.722 6 (35%) 28 (62%) 0.106 25 (52%) 9 (64%) 0.616 2 (40%) 32 (56%) 0.821
Necrosis(n=74)

negative 29 (67%) 12 (39%) 11 (65%) 30 (53%) 15 (62%) 26 (52%) 32 (54%) 9 (60%) 3 (50%) 38 (56%)

positive 14 (33%) 19 (61%) 0.027 6 (35%) 27 (47%) 0.548 9 (38%) 24 (48%) 0.548 27 (46%) 6 (40%) 0.912 3 (50%) 30 (44%) >0.999
Ki67(n=52)

negative 7 (25%) 7 (29%) 2 (20%) 12 (29%) 2 (13%) 12 (32%) 8 (19%) 6 (55%) 1 (33%) 13 (27%)

positive 21 (75%) 17 (71%) 0.981 8 (80%) 30 (71%) 0.879 13 (87%) 25 (68%) 0.288 33 (81%) 5 (45%) 0.050 2 (67%) 36 (73%) >0.999
p53(n=53)

negative 17 (59%) 10 (42%) 6 (60%) 21 (49%) 8 (563%) 19 (50%) 21 (50%) 6 (55%) 3 (75%) 24 (49%)

positive 12 (41%) 14 (58%) 0.341 4 (40%) 22 (51%) 0.776 7 (47%) 19 (50%) >0.999 21 (50%) 5 (45%) >0.999 1 (25%) 25 (51%) 0.631
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Analysis of survival curves

Overall survival

Kaplan—Meier curves were constructed for survival analysis and the log rank
test was used to compare curves. We were able to demonstrate that a high H-score
of Claudin 1 is associated with poor overall survival (p=0.018) (Figure 3). High H-
score of Claudin 3 shows a tendency of better outcome (p=0.057) (Figure 4). No
statistical difference was observed in the overall survival of patients with low or high
H-score of CLDN 4, CLDN7 and E-cadherin (Figure 5).

Figure 3. Kaplan—Meier curve for survival of low and high H-scores of Claudin 1.
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Figure 4. Kaplan—Meier curve for survival of low and high H-scores of Claudin 3.
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Figure 5. Kaplan-Meier curves for survival of Claudin 4, 7 and E-Cadherin

Survival

Claudin 4

mScore H <50
mScore H2 50

HR = 1.08
C195% (0.53-220)

| Log-rank p vaive = 0,640

T T T T T
000 10000 20000 30000 40000

Follow-up (months)

Survival

Claudin 7

7| Log-rank p value =0.979

mScore H < 50
mScore H 2 50

HR=101
©195% (0.46 - 2.23)

T T T T
000 10000 200.00 30000

Follow-up {months)

T
40000

Survival

E-cadherin

mScore H <50
mScore H > 50

HR =096
€185% (0.29 - 3.47)

Log-rank p value =0 952

T T T T T
000 10000 200 00 30000 400.00

Foliow-up (months)

75



76

Disease-free survival

Using the log-rank test to generate Kaplan—Meier curves, we found a tendency
(p=0.057) of Claudin-3 low expression (H-score <50) to have shorter disease-free

survival in comparison with high expression.

No significant difference was observed between the Kaplan-Meier curves of
Claudins 1, 4, 7 and E-cadherin (Figure 7).

Figure 6. Kaplan—Meier curve for disease-free survival of low and high H-scores of
Claudin 3.
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Figure 7. Kaplan-Meier curves for disease-free survival of Claudin 1, 4, 7 and E-
Cadherin.
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DISCUSSION

In this study we investigated the association of claudins 1, 3, 4 and 7 and E-
cadherin expression with clinicopathological variables and prognostic factors, in a
series of triple negative breast tumors. A significant association was found between
CLDN1 and age, E-cadherin and age, CLDN1 and necrosis and CLDN7 and Ki67. A
worse overall survival rate in patients with a high CLDN1 H-Score and a tendency
toward a better overall survival rate in patients with a high CLDN3 H-Score were
observed. Patients with low CLDN3 H-Score showed a tendency of shortened

disease-free survival curves.
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This was the first study to assess the Claudins expression in a large sample
(n=80) of triple negative breast tumors. Previous studies had samples of 20 (20), 9
(14) and 38 (25) cases. Tissue microarrays and an automated system were used to
process all the samples, trying to minimize human errors of the IHC technique and

enhance the reproducibility of the methods.

Unfortunately, we were unable to obtain complete medical data of all patients.
Many medical records were lost in the process and some patients were lost to follow-
up. Another limitation of the study was that not all of the samples (83.75%), but most
of them, were from the primary disease and it is known that the recurrent tumor can

change its primary characteristics as well as its hormone receptors and Her-2.

It is difficult to compare the characteristics of our triple negative sample with
other studies, since the definition of triple negative is not well explained. Some
authors consider the triple negative subtype as part of the basal like subtype (11, 26-
27), and some consider it an independent group (5, 9, 28). Triple negative samples
were considered in this study ER-, PR- and Her2- cases, as described by Sorlie,
Chen and Gucalp (29-31).

We compared our sample characteristics with other studies (5-6, 10, 32)
(Table 3) and we were able to see that the difference between our sample and the
others was that the profile of the patient was worse in all the aspects. This can be
explained by the fact that breast cancer screening programs in Brazil are inefficient,
and when patients arrive for treatment, the disease is already in more advanced
stage. If the mean age of our patients at the diagnosis of the primary disease is
observed, it will confirm our hypothesis that the patients are diagnosed in more

advanced stages.
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Table 3. Sample characteristics compared with other studies.

Characteristic Present Haffty, 2006 Carey, 2006 Dent, 2007 Voduc,
study 2010

Age 54.51 NA 46 53 59

Histological Type 94.94% IDC  85% IDC 84% IDC NA NA

Histological 66.13% G3 NA 81% G3 66% G3 67.5% G3

Grade

Tumor size 25% <2cm 58% <2cm  NA 36,5% 47% <2cm

<2cm
Nodal Status 54.84% + 25% + 41% + 54.4% + 39% +

Comparison of our results with previous studies that assessed prognostic
factors can be seen in Table 4. This was the first study to find significant association
between CLDN1 and age, and between CLD1 and necrosis. Regarding the
association between claudins and necrosis, we couldn’t find another study to
compare our results because most of the previous studies didn’t investigate necrosis.
Only Szasz (14) studied necrosis before us and they couldn’t associate or correlate

necrosis with claudins.
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Table 4. Comparison of our results with previous studies that assessed prognostic

factors.

Studies Sample Outcome CLDA1 CLD-3 CLD4 CLD-7 E-caderin
Present study TNBC OS and DFS 1 l p>0.05 p>0.05 p>0.05
Szasz 2011 60 IDC and 37 ILC DFS 1 p>0.05 1 p>0.05 p>0.05
Szasz 2011 13 datasets and 584 DFS p>0.05 p>0.05 CURIO p>0.05 CURIO

SST Score* Score*
Lanigan 2009 387 SST OS and DFS NA NA 1 NA NA
Bernardi 2012 95 SST DFS NA NA NA ) NA
Morohashi 2007 57 RT and 26 NRT DFS 1 NA p>0.05 NA NA
Blanchard 2009 220 ER+ and 192 ER- 0Ss p>0.05 p>0.05 p>0.05 NA NA
Park 2007 174 IDC and 22 ILC DFS NA NA NA p>0.05 !
Kashiwagi 2011 190 TNBC 0Ss NA NA NA NA |

TNBC: triple-negative breast cancer; OS: overall survival; DFS: disease-free survival; IDC: invasive ductal
carcinoma; ILC: invasive lobular carcinoma; SST: several subtypes tumors; NA: not avaliable; RT:
recurrence tumors; NRT: no-recurrence tumors; ER: estrogen receptor. *CURIO Score: was created with
CLDN-4 and E-cadherin expression together.

The association between E-cadherin and age was previous investigated by
Kashiwagi in triple negative breast tumors. They dichotomized the age at 55 years
and didn’t find any difference (p=0.935). We found that the high E-Cadherin H-Score

was associated with younger patients.

We found association between a low H-Score of CLDN7 and a positive Ki67.
This was previously studied by Bernardi (20), but no association was reported.
Blanchard et al (19) found a weak correlation between Ki67 and claudins 3 and 4, but

they used a different cut-off of 30%, and no association was found.

Regarding the prognostic factors, we verified that the high H-Score of CLDN1
had a significant worse outcome in the overall survival curve. This finding was not in
agreement with the results reported by previous studies (13-14), where a low
expression of CLDN1 was related to the worst outcome. However, Blanchard et

al(19) observed that the high expression of CLDN1 was related to basal-like tumors.
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Considering that the triple negative tumors share characteristics with basal-like
subtype, our results can be explained by the different profile of our sample in relation
to other studies (13-14).

To our knowledge, this was the first time that the low H-Score of CLDN3

showed a tendency associated with worse overall and disease-free survival.

Several studies have evaluated the potential therapeutic effect of Clostridium
perfringens enterotoxin (CPE) (33). This enterotoxin is a specific ligand of cladins 3

and 4. CPE has the ability to lyse the cells that overexpress claudin 3 and 4.

Experimental studies have demonstrated sensitive and specific tumors
cytolysis, including breast cancer and brain metastasis (34-38). Thus, the

identification of claudins in breast cancer can guide therapy in the future.

Differential expression of claudins and E-cadherin can help in clinic-
pathological characterization of triple-negative tumors. Furthermore, Claudine 1 and
3 appear to be prognostic factors for these tumors. Finally, the study of claudins can

bring perspectives for the use of molecules with targeted therapy effect.
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Nome:

Prontuario: N° na pesq.: Data Nasc:
Telefone:
Contato: Data: Encontrada: Nao( ) Sim( )
Contato Recidiva: Sim, Local ( ) Adistancia( )
Telefonico: Nao ()

Morte:Nado( ) Sim( ) Outracausa ( )
CTNM: Data: nao consta ( )
Procedimento: | Data:

Qual: Biopsia ( ) Cirurgia ( )

Mastectomia ( )Setorectomia ()

Tipo Histologico:

Grau histologico: |1 ( ) I ( ) 1 ()
Necrose: Sim () Nao ( )
Linfonodos: Retirados () Acometidos ()
Infiltrac&o Nenhuma () Pouca ( )
Linfocitica: Moderada ( ) Intensa( )

PTNM: Data: nao consta ( )

IHQ: p53: Ki67:

Tratamento: Quimio NeoAdj ( ) Quimio Adj ( ) Radio ( )
Cirurgia ()

Recidiva Nao( ) SeSim, Local ( ) Adistancia( )

Pront:

Morte Pront:

Morte: Nao ( )

Sim( ) Outracausa ( )
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