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RESUMO

O céncer de mama é considerado o tumor de maior incidéncia entre as mulheres, além de ser o
responsavel pelo maior nimero de mortes causadas por cancer nessa parcela da populacéo.
Entre as varias classificacdes histoldgicas que essa neoplasia apresenta, o carcinoma ductal
invasor é 0 mais comum e sugere-se que 0 Seu surgimento seja tracado em etapas, definindo as
lesOes ductais hiperplasicas e os carcinomas ductais in situ, como alteragfes predecessoras ao
seu surgimento. Essas lesdes epiteliais apresentam em comum alteragdes na prolifercéo celular,
um processo altamente controlado por ciclinas, quinases dependentes de ciclinas e também pela
concentragéo intracelular dos ions calcio. O Ca?* é um segundo mensageiro cuja sinalizagio é
capaz de regular além da proliferacdo, diversas funcdes celulares, como apoptose, migragéo e
transcricdo génica, estando esses, envolvidos nas alteracdes encontradas em células
neoplasicas. A sinalizacdo de Ca?* é dependente do aumento da sua concentracio intracelular,
que por sua vez, é dependente de proteinas transportadoras desse ion, como por exemplo, 0s
canais de Ca?* dependentes de voltagem do tipo L (Cav1.1, Cavl.2, Cav1.3 e Cav1.4) do tipo
T (Cav3.1, Cav3.2 e Cav3.3). Esses canais sdo geralmente associados a células excitaveis,
porém sua presenca ja foi vista em células ndo excitaveis, incluido células tumorais. Além disso,
a expressdo de RNAmM desses canais ja foi vista alterada em neoplasias, gerando indicios da
participagdo dos canais do tipo L e do T no desenvolvimento neoplésico. Porém, seu
comportamento de expressao e sua localizacao subcelular ndo foi descrita no epitélio mamario
sem alteracdo e em lesGes epiteliais ductais proliferativas, ndo neoplésicas e neoplasicas, de
mama humana, sendo esse o objetivo principal desse trabalho. Para isso, foi avaliada a
expressdo proteica de Cavl1.1, Cavl1.2, Cavl.3, Cav3.1, Cav3.2 e Cav3.3, por meio da técnica
de imuno-histoquimica no epitélio mamario sem alteracdo, lesdes epiteliais ductais
hiperplasicas e carcinomas ductais in situ e invasores. Foi possivel observar uma reducdo da
expressao nuclear dos canais do tipo L e do tipo T em lesdes neopléasicas, excetuando o Cay1.2,
que aparentemente ndo tem sua expressao alterada. Somado a isso, observa-se um aumento da
expressdo citoplasmatica das isoformas Cav3.1 e Cav3.2, entre 0s processos de transformacao
neoplasica do epitélio mamario. Surpreendentemente, apenas as isoformas Cavl1.2, Cavl.3 e
Cav3.3 apresentaram expressao membranar, indicando que nas outras isoformas esse canais ndo
estdo presentes na membrana celular, sugerindo sua participacdo através de outros
compartimentos subcelulares. Os resultados evidenciam a presenca e a possivel participacdo
dos canais de Ca?* dependentes de voltagem do tipo L e T nos processos de transformagcéo das
lesBes hiperplasicas em carcinomas ductais, in situ e invasores e apontam para uma possivel
forma de controle e tratamento precoce do cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama. Hiperplasia ductal. Carcinoma ductal in situ. Canal de Ca?
dependente de voltagem tipo T. Canal de Ca®* dependente de voltagem tipo L.



ABSTRACT

Breast cancer is considered the tumour with the highest incidence among women, besides being
responsible for the highest number of deaths caused by cancer in this part of the population.
Among the various histological classifications, invasive ductal carcinoma is the most common
and it was suggested that its neoplastic transformation occurs in steps, defining hyperplasic
ductal lesions and ductal carcinomas in situ, as alterations predecessor to their development.
These epithelial lesions have in common changes in cell proliferation, a process highly
controlled by cyclins, cyclin-dependent kinases and also by the intracellular concentration of
calcium ions. Ca?" is a second messenger whose signalling can regulate, in addition to
proliferation, several cellular functions, such as apoptosis, migration and gene transcription,
which are all involved in changes found in neoplastic cells. Ca* signalling is dependent on the
increase of its intracellular concentration, that dependent on transporting proteins, such as the
L-type voltage-dependent Ca?* channels (Cav1.1, Cav1.2, Cav1.3 and Cayv1.4) and the T-type
(Cav3.1, Cayv3.2 and Cav3.3). These channels are generally associated with excitable cells, but
their presence has already been seen in non-excitable tissues, including tumour cells. Also, its
MRNA expression has already been seen altered in neoplasms, indicating the participation of L
and T-type channels in neoplastic development. However, its expression behaviour and its
subcellular location have not been described in the mammary epithelium without alteration and
in proliferative, non-neoplastic and neoplastic ductal epithelial lesions of the human breast,
which is the main objective of this work. For this, the protein expression of Cav1.1, Cavl1.2,
Cav1.3, Cav3.1, Cav3.2 and Cav3.3 was evaluated, using the immunohistochemistry technique
in the mammary epithelium without alteration, ductal hyperplasias and ductal carcinomas in
situ and invasive. It was possible to observe a reduction in the nuclear expression of L-type and
T-type channels in neoplastic lesions, except for Cav1.2, which does not have its expression
altered. Besides, there is an increase in the cytoplasmic expression of the Cay3.1 and Cay3.2,
among the processes of neoplastic transformation of the mammary epithelium. Surprisingly,
only the Cav1.2, Cav1.3 and Cayv3.3 isoforms showed membrane expression, indicating that in
the other isoforms these channels are not present in the cell membrane, suggesting their
participation through other subcellular compartments. The results show the presence and
possible participation of L and T-type voltage-dependent Ca?* channels in the neoplastic
transformation to invasive ductal carcinomas and point to a possible way of control and early
treatment of breast cancer.

Keywords: Breast cancer. Ductal hyperplasia. Ductal carcinoma in situ. T-type voltage-
dependent Ca?* channels. L-type voltage-dependent Ca?* channels.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o cancer pode ser considerado um dos principais problemas de saude publica no
mundo e, inclusive, ja esta entre as quatro principais causas de morte antes dos 70 anos de idade,
se apresentando como importante barreira para 0 aumento da expectativa de vida em todo o
mundo no século 21 (BRAY et al., 2018). No Brasil, a estimativa € de que para cada ano do
triénio 2020-2022 sejam diagnosticados 625 mil novos casos, sendo 66 mil de neoplasias
mamarias (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2019).

O cancer de mama, além de sua alta incidéncia, apresenta alta mortalidade, sendo o responsavel
pelo maior nimero de mortes causadas por cancer nas mulheres tanto no Brasil, quanto
globalmente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018; INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2019). Dentre as diversas classificacdes histoldgicas do cancer de mama, 0
carcinoma ductal invasor ¢ o mais comum (BANDYOPADHYAY; BLUTH; ALI-FEHMI,
2018) e pode ter como lesdes precursoras nao obrigatérias, ou seja, lesdes que podem anteceder
seu desenvolvimento, as hiperplasias ductais e os carcinomas ductais in situ (SIMPSON, 2005;
LOPEZ-GARCIA, 2010).

Essas lesGes apresentam em comum o aumento do numero de células epiteliais, devido ao
estimulo proliferativo exacerbado (SHEA; KOH; TAN, 2020; ORR; KELLEY, 2016). Existem
varias vias de sinalizacdo celular responsaveis pelo controle da proliferacdo, todos atuando em
conjunto, para que as etapas desse processo ocorram de forma equilibrada e de acordo com a
necessidade dos tecidos. Por essa razdo, pequenas alteragdes nesses fatores, como na
concentracdo intracelular dos ions calcio, podem resultar em uma maior taxa proliferativa em
células neoplasicas (BERRIDGE; BOOTMAN; RODERICK, 2003; WENZEL; SINGH, 2018).

O Ca?* esta envolvido na regulagdo da proliferacio celular, mas também participa de processos
como apoptose, transcricdo génica e migracdo, todos sabidamente alterados em células
neoplésicas (HUMEAU et al., 2018). Para gerar a sinalizacdo necessaria para modular esses
processos, 0 Ca®* precisa alterar sua concentragdo dentro da célula, e para que isso aconteca,
ele pode ser derivado do meio extracelular ou liberado de depdsitos intracelulares, por meio de
canais, bombas ou trocadores desse ion (MONTEITH; PREVARSKAYA; ROBERTS-
THOMSON, 2017).
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Entre os transportadores desse ion estdo os canais de Ca?* dependentes de voltagem, proteinas
transmembrana que demandam uma diferenca de potencial elétrico para serem abertos,
permitindo assim a passagem do ion. Por isso, sdo comumente encontrados em células
excitaveis, porém a presenca de algumas de suas subclassificacdes ja foi observada em células
ndo excitaveis, inclusive células tumorais (CATTERALL, 2011; PITT; MATSUI; CAO, 2021).

Dentre os canais de Ca?* dependentes de voltagem, ja foi demonstrado uma maior expressio de
RNAm relacionado aos canais do tipo L e do tipo T, em tumores de mama quando comparados
a glandula mamaria sem alteracdo (WANG et al., 2015; PHAN et al., 2017). Além disso, em
diferentes tumores, esses canais foram associados a proliferacdo, migracdo, apoptose e
progressao tumoral (GARIB et al., 2005; MARQUES et al., 2015; JACQUEMET et al., 2016;
BERTOLESI et al., 2002; TAYLOR et al., 2008; BASSON et al., 2015). Porém, até o
momento, pouco se sabe sobre os mecanismos pelo qual agem nas células neoplasicas e qual o
comportamento e expressdo em células que apresentam comportamentos pré-neoplasicos, como

as hiperplasias ductais mamarias.

E evidente a importancia desses canais para o controle da concentragio intracelular de Ca®* e,
consequentemente, para a regulacédo de processos celulares importantes para o desenvolvimento
tumoral. Assim, 0 objetivo desse trabalho foi verificar a expressdo proteica e as possiveis
alteracdes de expressdo dos canais de Ca®* dependentes de voltagem, do tipo L e T, em lesdes
hiperplésicas e neoplasicas ductais da glandula mamaria. Propomos assim, compreender sobre
a etiologia e fisiopatologia do cancer de mama, bem como sugerir o desenvolvimento de novas

formas de diagnostico e de tratamentos precoces mais eficazes para esse tipo tumoral.

15



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alteragdes proliferativas mamarias

As mamas sao consideradas anexos da pele, uma vez que parte da sua constituicdo sao de
glandulas cutaneas modificadas. Além das glandulas, hd em sua estrutura tecido conjuntivo e
tecido adiposo (WALDMAN et al., 2019). A partir da puberdade feminina, devido ac¢do dos
hormonios sexuais, as mamas comecam a se desenvolver dando origem a um sistema
ramificado de ductos e l6bulos (SILVA, 2018). Os I6bulos, também conhecidos por unidades
terminais ducto lobulares (UTDL), séo a estrutura funcional da mama e sdo compostos por
varios ductos intralobulares (RUSSO; RUSSO, 2004). Esses sdo revestidos por uma dupla
camada de células, sendo a mais interna composta por células luminais, que sao
cuboides/colunares. Ja a camada mais externa é formada por células mioepiteliais que séo
especializadas em contracdo e geralmente apresentam-se com formato mais alongado
(HASSIOTOU; GEDDES, 2012).

Diversas alteracdes fisioldgicas, relacionadas ao desenvolvimento mamario, tem sido
observada ao longo dos anos. Porém, além dessas alteracGes, é possivel observar uma variedade
de processos patologicos mamarios, divididas em dois grandes grupos: lesdes benignas e
malignas. (WALDMAN et al., 2019).

Dentro desse grande grupo de lesbes benignas é possivel separar as lesdes ndo neoplasicas, e
essas podem ser classificadas em: (a) Doencas inflamatérias, como é visto nas mastites; (b)
Necrose do tecido adiposo; (c) Doencas relacionadas a lactacdo, como a galactocele; (d)
Hiperplasia pseudoangiomatoide; (e) Lesdes de células colunares; (f) Alteracbes néo
proliferativas, como cistos, metaplasia apocrina e fibrose periductal; (g) Lesdes proliferativas,
gue podem ser adenoses, cicatrizes radiais e hiperplasias epiteliais, tanto ductais como lobulares
e que apresentem ou néo atipia. (MEISNER; FEKRAZAD; ROYCE, 2008; NEAL et al., 2014;
ORR; KELLEY, 2016).

As lesdes proliferativas, principalmente as hiperplasias ductais, recebem atencéo especial, uma
vez que mulheres que apresentam esse diagnostico tem maior risco de desenvolver carcinoma
invasor de mama (SALAMAT, 2018). Esse risco é ainda maior nos casos em que houver atipia
celular. Essa importancia é ressaltada pela informacdo de que as lesbGes proliferativas
representam aproximadamente entre um terco e um quarto de todas as biopsias de alteracdes
benignas e dessas, 5 a 10% apresentam atipia (VOGEL, 2004).
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Ja o grupo de lesbes malignas consiste nas neoplasias malignas, onde o carcinoma invasor é o
principal deles (BANDYOPADHYAY; BLUTH; ALI-FEHMI, 2018). Ele apresenta grande
importancia epidemioldgica, sendo, segundo o Instituto Nacional De Cancer (2019) o mais
comum entre as mulheres, excetuando tumores de pele ndo melanoma. Foi estimado que em
cada ano do triénio 2020-2022 serdo diagndsticos mais de 66 mil novos casos de cancer de
mama no Brasil. Assim como as hiperplasias, 0s carcinomas podem ser ductais ou lobulares.
Essas lesdes sdo categorizadas em in situ e invasoras, de acordo com sua extensao e localizacao.
Hé& ainda como segrega-las em subtipos de acordo com sua expressao molecular de Receptor
tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER-2), de receptores de estrégeno (ER) e
de progesterona (PR), assim um melhor prognéstico pode ser definido para cada paciente
(WATKINS, 2019).

2.1.1 Hiperplasias ductais

O risco aumentado que as lesdes proliferativas apresentam para o desenvolvimento do
carcinoma invasor de mama foi avaliado inicialmente por Dupont e Page (1985) em um estudo
de coorte retrospectivo. Os resultados demonstram que mulheres diagnosticadas com
hiperplasias usuais, ou seja, sem atipias celulares mostram duas vezes mais chance de
desenvolver o carcinoma invasor de mama. Enquanto as com hiperplasias atipicas tém de quatro
a cinco vezes mais chance de que essa evolucdo aconteca. Caso essa atipia celular venha
acompanhada de um historico familiar de cancer de mama, esse risco € ainda mais aumentado.
Esses achados da década de 80 permanecem atuais e corroborados por diversos autores
(COLLINS, 2007; WORSHAM, 2007; HARTMAN, 2014; MENES, 2017).

Historicamente, partindo de estudos epidemioldgicos baseados em caracteristicas morfologicas,
a transformacdo neoplasica para o carcinoma ductal invasor de mama foi tracada como um
modelo de etapas, semelhante ao modelo de Vogelstein (1988) para o carcinoma de colon. A
primeira dessas etapas € a hiperplasia ductal usual que pode se transformar em a atipica, seguido
pelo carcinoma ductal in situ de baixo grau, e por fim o ductal invasor. Dando sequéncia aos
estudos morfologicos, analises moleculares foram feitas demonstrando que essa transformacéo
ndo é tdo linear como proposto, porém elas permanecem como Possiveis precursores para o
carcinoma ductal invasor (WELLINGS; JENSEN, 1973; AUBELE, 2000; GOING, 2003;
SIMPSON, 2005; LOPEZ-GARCIA, 2010).
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Podendo ser vista como a primeira etapa para o desenvolvimento do carcinoma ductal invasor,
as hiperplasias ductais consistem no aumento da proliferacdo das células luminais, com
formacéo de trés ou mais camadas de células epiteliais acima da membrana basal dos ductos
mamarios. Nessa lesdo ndo ha aumento do nimero de acinos, como é visto nas adenoses. Além
disso, as hiperplasias ductais podem ser classificadas em usuais e atipicas, de acordo com
caracteristicas citoldgicas e de organizacgdo arquitetural dessa proliferacdo (NEAL et al., 2014;
ORR; KELLEY, 2016).

A hiperplasia ductal usual é caracterizada por uma proliferacdo de células policlonais, onde
tanto as células epiteliais como as mioepiteliais estdo se multiplicando (SEWELL, 2004). Como
as células sdo policlonais, elas se apresentam em tamanhos variados e em diferentes sentidos
de crescimento, sendo frequente a sobreposicdo celular, tornando dificil identificar o limite
entre as células. Essa proliferacao segue em direcdo ao lumen do ducto fazendo com que Iimens
secundarios, periféricos e comprimidos sejam formados. Pode ainda haver a formacéo de pontes
afiladas ou projecbes em direcdo ao centro do ducto (SIMPSON, 2009). Para auxiliar o
diagndstico dessa lesdo técnicas imuno-histoquimicas podem ser realizadas. As hiperplasias
usuais expressam marcacao irregular, em padrdo de mosaico, tanto para citoqueratinas de alto
peso molecular, como ER (EAST; CARTER; KLEER, 2018).

A hiperplasia ductal atipica, assim como a usual, apresenta um aumento do nimero de camadas
celulares acima da membrana basal. Porém, essa lesdo se mostra muito mais semelhante ao
carcinoma ductal in situ (PAGE, 1985).

Diferente da hiperplasia ductal usual, a proliferacdo presente na hiperplasia atipica é composta
por células monoclonais. Essa caracteristica faz com que as células sejam mais uniformes,
monomorficas, hipercromaticas e tenham bordas mais distintas. Devido essa proliferacdo
uniforme, os limens secundarios sdo nitidos e regulares (PAGE, 1985; SEWELL, 2004).
Arquiteturalmente essa les@o pode ser classificada em padrdes: (a) sdlido; (b) cribriforme, onde
os limens secundarios sdo evidentes e arredondados, e as pontes celulares se mostram rigidas;
(c) micropapilar, na qual ha formagdo de projecdes em dire¢do ao centro do ducto com a
extremidade proximal a membrana basal mais estreita; (d) combinacao dos elementos citados
anteriormente (SIMPSON, 2009).

A extensdo e 0 acometimento dos I6bulos pelas hiperplasias ductais atipicas € uma caracteristica
importante, visto que, € um dos principais pontos que permite diferenciar essa lesdo dos

carcinomas ductais in situ de baixo grau. Para que essa hiperplasia seja diagnosticada ela deve
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envolver incompletamente os espagos afetados. Caso acometam completamente a regido,
devem ocupar menos de duas UTDL adjacentes ou ser menor que 2 mm de extensdo (PINDER,;
ELLIS, 2003; COLLINS, 2018).

As técnicas imuno-histoquimicas com marcacgdo para citoqueratinas de alto peso molecular e
para ER auxiliam no diagnostico diferencial com a hiperplasia ductal usual. As células da
hiperplasia atipica ndo apresentam marcagdo para essas citoqueratinas e expressam marcagdo
difusa para ER (EAST; CARTER; KLEER, 2018). O estudo molecular dessas lesfes puras
mostra uma variedade de locos que podem ser adquiridos ou perdidos, mas o principal deles é
a perda de 16q e ganho de 1g, que também é comumente visto em carcinomas mamarios
(KADER et al., 2018). Ao analisar geneticamente essas lesdes associadas a carcinomas ductais
in situ e invasores, pode ser observado alteracGes significativas que estdo presentes nas
hiperplasias ductais atipicas e permanecem nos carcinomas. Esses dados sugerem uma relagdo
clonal entre as lesGes reafirmando a ideia de que as hiperplasias ductais atipicas sdo precursores

nédo obrigatorios do carcinoma ductal (MA et al., 2003).

2.1.2 Carcinoma ductal in situ

Dando sequéncia a transformacéao neoplasica em modelo de etapas que leva ao carcinoma ductal
invasor, a lesdo que sucede as hiperplasias € o carcinoma ductal in situ. Esse € considerado ndo
letal, porém mulheres que portam esse diagndstico e permanecem sem tratamento apresentam
até dez vezes mais chance de desenvolver o carcinoma invasor ipsilateral. Essa lesdo é vista
como um precursor nao obrigatério, uma vez que, ambos compartilham caracteristicas
genéticas e anormalidades moleculares. Apesar disso, ndo se pode afirmar que todos os
carcinomas ductais in situ se transformardo em invasores. A falta de um marcador eficiente,
capaz de identificar os casos propensos a essa evolucdo faz com que parte das mulheres seja
submetida a um excesso de tratamento (CARRARO; ELIAS; ANDRADE, 2014).

O carcinoma ductal in situ € uma lesdo ndo invasora, que consiste em uma proliferacao
monoclonal de células epiteliais neoplésicas, restritas somente ao interior das UTDLSs, e cercada
por uma camada intacta de células mioepiteliais (COLEMAN, 2019). A presenca dessas
células, delimitando essa proliferacdo, pode ser marcada imuno-histoquimicamente, e assim,
auxiliar na identificacdo de microinvasdes (MARDEKIAN; BOMBONATI; PALAZZO,
2016).
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O crescimento das células neoplasicas ocorre em diversos padrdes e apresentam caracteristicas
citoldgicas variaveis. 1sso faz com que essa lesdo receba subclassificacdes referentes tanto a
arquitetura, quanto ao grau nuclear. Os padrbes de crescimento mais comuns sdo: (a) Sélido,
onde as células monomorficas crescem coesas, como um lencol, ocupando todo o UTDL e
tendem a formar microacinos; (b) Papilar; caracterizada por uma ramificacdo de um feixe
fibrovascular revestido por células epiteliais atipicas; (c) Micropapilar, composto por células
que se projetam para o limen dos UTDLs, com base estreita, ponta alargada e auséncia de feixe
fibrovascular; (d) Cribriforme, com as células neoplésicas polarizadas em torno de lumens
secundarios arredondados e rigidos (SANATI, 2019).

Outra subclassificacdo importante, com valor preditivo, é a relacionada ao grau nuclear. Nela o
tamanho do nicleo, polarizacdo, presenca e tamanho de nucléolos e as figuras mitdticas vado
determinar se o carcinoma ductal in situ é de baixo grau, grau intermediario ou de alto grau.
Carcinomas in situ de alto grau sdo definidos por uma grande proliferacdo de células epiteliais,
altamente pleomorficas e com pouca organizacdo. O nucleo apresenta contornos irregulares,
cromatina grossa, nucleolos maltiplos e evidentes. Ha um grande nimero de figuras de mitose
e presenca frequente de células apoptoticas. E comum observar no centro da proliferacio
epitelial regibes com necrose calcificada, chamadas de comedo necroses. (ROSS; WEN;
BROGI, 2003; SANATI, 2019). Analises gendémicas demonstram que delecdes de 16qg séo
raras, porém as ocorridas em 8p, 11q, 13q, 17q e 20q sdo mais frequentes (BADVE; GOKMEN-
POLAR, 2019).

Ja os carcinomas ductais in situ de baixo grau, sdo compostos por células pequenas e
monomo@rficas, com nucleos uniformes, arredondados e nucléolos imperceptiveis. As contagens
mitoticas sdo baixas e apenas pequenas calcificacdes sdo vistas (ROSS; WEN; BROGI, 2003;
SANATI, 2019). Esse é o padrdo de lesdo que mais se assemelha a hiperplasia ductal atipica,
por isso demanda maior atencdo ao se fazer o diagndstico diferencial. O principal ponto que
diferencia as duas alteragdes € o seu tamanho. O carcinoma in situ deve preencher todaa UTDL,
ou acometer dois ductos adjacentes, ou medir mais de 2 mm. O uso de marcadores imuno-
histoquimicos para citoqueratinas de alto peso molecular e para ER ndo sdo eficazes para
distinguir essas duas lesdes, uma vez que apresentam padrGes de marcacdo semelhantes.
(PINDER; ELLIS, 2003; ROSS; WEN; BROGI, 2003; COLLINS, 2018). Outra semelhanga, é
que ambas estdo associadas a dele¢do de 16q e ganho de 1q (BADVE; GOKMEN-POLAR,
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2019). Para finalizar, os classificados como de grau intermediario sdo lesdes que podem se

enguadrar em tanto em caracteristicas de alto grau como de baixo grau (SANATI, 2019).

Além das informagdes fornecidas pelas caracteristicas morfoldgicas, analises proteicas e
genéticas podem ser realizadas a fim de melhor identificar o carcinoma in situ. Dessa forma,
técnicas imuno-histoquimicas para marcadores relacionados a proliferacdo; regulacdo do ciclo
celular; apoptose; angiogénese e inflamacdo sdo amplamente utilizados para colaborar na
defini¢do do fator prognostico de cada caso. Os ER e PR, assim como os HER2 também sdo
utilizados e demonstram que, casos negativos para ER sdo associados a uma maior recorréncia
do tumor. Essa relacdo de aumento na recidiva também é observada em casos em que ha
expressdo de HER2 (BADVE; GOKMEN-POLAR, 2019).

O patologista € profissional responsavel em fornecer as informacdes necessarias para que o
progndstico seja tragado, mas infelizmente ainda ha muita divergéncia de opinides (HONG et
al., 2018). Esse problema ¢, em grande parte, devido ao fato que ainda nao foi descoberto um
marcador preciso que diferencie 0s casos com maior propensdo a evoluir para 0 carcinoma
ductal invasor (COLEMAN, 2019).

2.1.3 Carcinoma ductal invasor

Se opondo ao carcinoma ductal in situ, o invasor € uma doenca com altas taxas de mortalidade
e apenas em 2018, foi responsavel por mais em 600 mil mortes no mundo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018). Sendo o ponto final no modelo de transformacdo em etapas, 0
carcinoma ductal invasor se diferencia do in situ quando as células neoplasicas em proliferacédo
rompem a camada de células mioepiteliais e a membrana basal. Em consequéncia desse
rompimento, essas células podem se espalhar por todo o estroma adjacente, em forma de ninhos,
corddes ou até mesmo de células isoladas, conferindo caracteristica de invasdo (SHEA; KOH;
TAN, 2020).

Os carcinomas ductais invasores sdo 0s tumores invasivos de mama mais comuns e representam
até 75% dos casos. As células tumorais mostram grande pleomorfismo, com variacGes de forma
e tamanho. Os nucléolos geralmente séo evidentes e podem ser observadas inimeras figuras de
mitose. S&o ainda muito associados a necroses e calcificagdes (MAKKI, 2015). Eles apresentam
grandes variagdes clinicas, morfoldgicas, de crescimento tumoral e de expressdo de

biomarcadores. Desse modo, para que se conheca bem o tumor de cada mulher deve ser feita
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uma classificacdo detalhada do tumor definindo seu grau, estadiamento e perfil molecular
(SHEA; KOH; TAN, 2020).

O grau tumoral, um importante fator progndstico, é determinado microscopicamente através da
observacao e categorizacdo em escores do pleomorfismo nuclear, atividade mitética e formacao
tubular. A soma desses escores classificara o tumor em: Grau 1, bem diferenciado; Grau 2,
moderado e Grau 3, pouco diferenciado. Ja o estadiamento é definido utilizando o sistema
TNM, assim a lesdo pode ser classificada de acordo com sua extensdo. Nesse sistema, T, se
refere ao tamanho do tumor invasivo; N é atribuido de acordo com o acometimento da cadeia
axilar de linfonodos, sendo que essa avaliacdo € um dos principais pontos para se determinar a
necessidade de quimioterapia adjuvante; e M € estabelecido de acordo com a presenca ou
auséncia de metastases distantes (GANNON; COTTER; QUINN, 2013; ELIYATKIN et al.,
2015).

Por fim, classificar os tumores de acordo com a expressdo imuno-histoquimica de HER2, PR e
ER contribui para o progndstico e auxilia na sele¢do de pacientes com potencial responsivo a
terapia hormonal (MORI; YANG; KAKUDO, 2002). Os ER estdo presentes em
aproximadamente 70% dos tumores. Quando sdo estimulados promovem o crescimento do
epitélio da mama, porém sdo associados a um bom progndéstico, uma vez historicamente que
sdo bons responsivos as terapias hormonais (HARVEY et al., 1999), como tamoxifeno e
inibidores de aromatase. Os PR desempenham o mesmo papel e quando sua presenca esta
associada ao ER ha uma melhora na resposta a essas terapias. Ja 0 HER2 € um receptor de fator
de crescimento que estd associado a uma piora no prognoéstico. Apesar disso, tumores com
presenca dessa proteina sdo bons responsivos a trastuzumabe e lapatinibe. Outro marcador que
atua como fator prognostico e auxilia na determinacao do perfil molecular no carcinoma invasor
é 0 Ki67, um antigeno nuclear presente em todas as fases do ciclo celular e ausente nas células
em repouso. Dado essa caracteristica, € amplamente utilizado para medir a taxa de proliferacéo
celular. As orientagdes para que essa taxa seja definida é avaliar a marcagdo em no minimo 500
células neoplasicas, assim a porcentagem de células marcadas em relacdo as avaliadas é
estabelecida como o escore do Ki67 (GANNON; COTTER; QUINN, 2013). O ponto de corte
em que se define se a lesdo apresenta alto ou baixo indice proliferativo é o de 14% de células

marcadas para esse antigeno (CHEANG et al., 2009).

Realizado a caracterizacdo molecular do tumor, esse pode ser segregado em: (a) Luminal A,

onde ha positividade para ER e PR, sem marcacdo para HER2 e baixas taxas proliferativas.
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Esses tumores tém bom progndstico, geralmente sdo de baixo grau histoldgico e apresentam
menores chances de recorréncia. Devido a alta expressao de receptores hormonais, as pacientes
normalmente sdo direcionadas ao tratamento com inibidores de aromatases. (b) Luminal B,
também sdo tumores positivos para ER e PR, mas podem ou n&o ter marcagdo para HER2. A
grande diferenca é que apresentam altas taxas de proliferagdo celular, fazendo com que sejam
mais agressivos do que os Luminais A. Pacientes desse grupo também fazem uso de terapias
hormonais, mas podem ainda responder a quimioterapia neoadjuvante. (c) HER2 positivo, séo
carcinomas negativos para receptores hormonais e positivos para HER2. Geralmente associados
a tumores de alto grau, agressivos, mas bons responsivos a quimioterapias. (d) Triplo negativo,
sdo caracterizados por negatividade para os trés marcados e altas taxas proliferativas. Esses
tendem a ser agressivos, tem respostas variaveis a quimioterapia e por isso apresentam pior
progndéstico (GANNON; COTTER; QUINN, 2013).

2.2 Canais de Ca?* dependentes de voltagem

Os canais de Ca?* dependentes de voltagem (VGCC — voltage-gated calcium channel) sdo
proteinas transmembrana que se abrem em resposta a uma despolarizagdo na membrana celular,
permitindo assim, o influxo dos fons Ca?* e 0 equilibrio do gradiente eletroquimico. Geralmente
sdo encontrados em células excitaveis, onde ha geracdo de potencial de acdo e consequente
despolarizacdo da membrana, desempenhando um papel crucial nessas células. No musculo
cardiaco, liso e esquelético, a abertura dos VGCCs leva a contragdo muscular e regula a forca
dessa contragdo. Em algumas células enddcrinas, a entrada de Ca?* através deles inicia a

secrecdo hormonal e dé inicio a transmissao sinaptica nos neurénios (CATTERALL, 2011).

Apesar de associados as células excitaveis sua presenca ja foi identificada em outros tipos
celulares, como linfocitos T, osteoblastos, algumas células epiteliais e até mesmo em células
tumorais (WANG et al., 2015; PITT; MATSUI; CAO, 2021). Como essas células nédo
apresentam maquindrio para gerar um potencial de acdo, para abertura dos VGCC, a
despolarizacdo na membrana ocorre de outra forma, geralmente através de estimulos que agem
primeiro em outros canais. Como por exemplo, a abertura do receptor de inositol trifosfato a
partir de um estimulo externo, como fatores de crescimento, leva ao aumento da concentracdo
de Ca?* intracelular. Isso vai levar a abertura de canais de K* ativados por Ca?*, resultando em
um efluxo de K* e consequentemente hiperpolarizacdo da membrana. Essa hiperpolarizacdo vai

garantir que a grande maioria dos canais se encontre em estado fechado, e consequentemente
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disponiveis para serem abertos quando a despolarizacdo ocorrer (GRAY; SCHIFF;
MACDONALD, 2012).

H& uma variedade de subtipos de VGCCs, que sdo primeiramente divididos em dois grandes
grupos de acordo com suas caracteristicas eletrofisioldgicas, sendo: canais ativados por alta
voltagem (HVA — high voltage-activated), ou seja, demandam grandes despolarizagdes de
membrana para serem abertos; e canais ativados por baixa voltagem (LVA — low voltage-
activated), que sdo ativados por pequenas mudancas na voltagem. Todos tém seu poro formado
pela subunidade o1. Porém apenas os inseridos no grupo dos HVA apresentam ainda as
subunidades auxiliares B, 020 ¢ por vezes a subunidade vy, que contribuem na modulagdo da
abertura do canal e na regulacdo do seu tradfego entre os compartimentos intracelulares. A
subunidade a1 € a principal responsavel pela classificacdo dos variados subtipos de VGCCs,
uma vez que pode ser codificada por 10 genes diferentes, onde cada um deles corresponde a
uma isoforma. Partindo disso, existem trés familia principais de VGCC, Cavl, Cav2 e Cav3.
Os Cavl compreendem 4 isoformas, Cavl.1, Cavl.2, Cavl.3 e Cavl.4 (codificados por
CACNALS, -C, -D e -F, respectivamente) e séo conhecidos como canais do tipo L. Os Cay2
sdo divididos em Cav2.1 (CACNAL1A), canais do tipo P e Q; Cayv2.2 (CACNALB) canais do
tipo N; e Cav2.3 (CACNALE) canais do tipo R. Por fim, a familia dos Cay3 ¢é formada por
Cav3.1, Cav3.2 e Cav3.3 (CACNAIG, -H e -1, respectivamente) e ganham o nome de canais
do tipo T (SIMMS; ZAMPONI, 2014; DOLPHIN, 2016). Até 0o momento, apenas a familia dos

Cav2 é expressa exclusivamente em células excitaveis (PITT; MATSUI; CAO, 2021).

2.2.1 Canais de Ca?* dependentes de voltagem do tipo L

Os canais de Ca?* dependentes de voltagem do tipo L (LTCC — L-type voltage-dependent Ca2*
channels), como dito anteriormente, fazem parte dos HVA e possuem 4 isoformas (Cavl.1,
Cavl.2, Cavl.3 e Cavl.4). Nos tecidos, as isoformas Cavl.1 e Cayl.4 sdo mais limitadas a
certas regides, quando comparado as demais isoformas. O Cayv1.1 é expresso principalmente no
musculo esquelético, tendo papel crucial na contracdo muscular, enquanto o Cayl.4 tem
expressao mais restrita na retina, sendo necessario para a funcdo normal da visdo. Ja Cavl1.2 e
Cav1.3 estdo geralmente presentes nos mesmos tecidos, entre eles: no cérebro, participando de
diferentes formas na aprendizagem, memoria e ansiedade; nas células enddcrinas, estando
envolvidos com a secre¢cdo hormonal; e no coracdo, sendo essenciais para manter o ritmo
cardiaco (CATTERALL, 2011; DOLPHIN, 2016).
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Alteracdes na expressao e na fungdo dos LTCC séo responsaveis por algumas patologias que
estdo relacionadas com as principais funcdes e localizagdes desses canais. Entre elas estdo a
sindrome de Timothy, a doenca de Parkinson, algumas doencas neuropsiquiatricas e disfuncées
cardiacas (ZAMPONI et al., 2015). Porém, além dessas manifestacfes classicas, ha indicios de
que as isoformas Cayl.1, Cav1.2 e Cay1.3 tém relagdo com alguns tumores, uma vez que se
encontram com alteracdes da expressdo de RNAm, quando comparados com o tecido ndo
neoplésico correspondente. Ressaltando ainda que em alguns tumores 0s canais se mostravam
superexpressos, enquanto diminuidos em outros, indicando que as alteragdes tém relagdo direta
com o tipo celular. Apesar disso, ndo est4 claro 0s mecanismos e processos que esses canais
podem influenciar nas células neoplasicas. A participacdo dos Cavl.4 €é ainda mais
desconhecida e sua expressao foi raramente observada em neoplasias (WANG et al., 2015;
BUCHANAN; MCCLOSKEY, 2016; PHAN et al., 2017).

Entre os tumores que apresentam alteracdes da expressdo de LTCC estdo as neoplasias de
mama, que mostraram superexpressar o gene responsavel por codificar a subunidade a1 de
Cavl.2 e Cavl.3 (WANG et al., 2015; PHAN et al., 2017). Além disso, sua presenca ja foi
associada com a invasdo, migracdo e até mesmo com a proliferacdo de células tumorais de
mama (GARIB et al., 2005; MARQUES et al., 2015; JACQUEMET et al., 2016). Inclusive, ja
foi sugerido que tumores de mama com amplificacdo na regido cromossémica responsavel por
codificar a subunidade y tem maiores chances de desenvolver metastases. 1sso devido ao fato
dessa subunidade regular a abertura do canal, mantendo-o fechado e consequentemente
resultando em baixo Ca?" intracelular e levando ao desenvolvimento de fungdes que levem a
metastase (KANWAR et al., 2020).

2.2.2 Canais de Ca®* dependentes de voltagem do tipo T

Ja os canais do tipo T, diferente dos LTCC ndo apresentam nenhuma das subunidades
auxiliares, e fazem parte dos LVA, demandando uma pequena diferenca de potencial para serem
ativados. Somado a isso, estes canais apresentam uma sobreposicdo entre a dependéncia de
voltagem para a ativacdo e inativacdo estacionarias gerando um influxo de céalcio que €
denominado de corrente de “janela”. Essa corrente aparece em potenciais proximos ao potencial
de repouso promovendo uma despolarizagdo da membrana e um influxo de Ca?* em condigbes
de repouso ou ndo-estimuladas (WEISS; ZAMPONI, 2019). Quanto a funcéo e a localizagao
nos tecidos, as trés isoformas de Cav3 apresentam papel na excitabilidade neuronal, também
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contribuem com a atividade do marcapasso cardiaco, do sistema renina angiotensina e da
secrecdo de aldosterona (CATTERALL, 2011; DOLPHIN, 2016).

Assim como 0s LTCC, os canais do tipo T também tém relacdo com algumas patologias, como
a epilepsia, disturbios convulsivos, autismo, hiperaldosteronismo, além de ansiedade elevada e
memoria prejudicada (ZAMPONI et al., 2015). De forma semelhante, esses canais também vém
sendo relacionados a tumores, tendo sua expressdo de RNAm alterada em diversas neoplasias
quando comparadas com sua expressdo em tecido sem alteracdo. Como dito anteriormente, a
alteragdo do canal vai ter relagdo direta com o tipo celular e somado a isso, os genes de o1
podem sofrer splicing alternativos gerando uma grande variedade de subtipos de canais com
diferentes condutancias e expressoes, e consequentemente diferentes fun¢des (PHAN et al.,
2017; ANTAL; MARTIN-CARABALLO, 2019).

As neoplasias de mama fazem parte dos tumores que apresentaram alteracdes da expresséo dos
canais do tipo T, porém com resultados controversos em diferentes estudos de meta-analise.
Tanto a isoforma Cayv3.1, quanto a Cav3.3 se mostraram superexpressas em um dos trabalhos e
diminuida em outro. Com destaque para a Cav3.1, que apresentou diferenca de expresséo ao se
comparar diferentes tipos histologicos de neoplasias de mama, com superexpressdao em
carcinomas lobulares invasores, uma classificacdo histoldgica sabidamente mais agressiva. Ja
Cav3.2 foi observada no tumor de mama em apenas um dos trabalhos, e com diminuicdo de
expressao quando comparada ao epitelio de mama sem alteracdo (WANG et al., 2015; PHAN
et al., 2017). Somado a isso, alguns estudos que trabalharam com o silenciamento e com o
bloqueio dos canais do tipo T indicaram reducéo da proliferacdo e inducdo de morte em células
de linhagem de tumor de mama (BERTOLESI et al., 2002; TAYLOR et al., 2008; BASSON et
al., 2015). Por outro lado, também hé indicios de que a isoforma Cay3.1 possa ser considerada
um gene supressor de tumor, uma vez que seu silenciamento aumenta a proliferacdo e diminui
0 nimero de apoptose em células MCF-7 (OHKUBO; YAMAZAKI, 2012).

2.3 Alteragdes proliferativas e sua relagio com canais de Ca?*

As hiperplasias ductais e os carcinomas ductais séo consideradas lesdes proliferativas da mama,
justamente por apresentarem alteragdes no processo de multiplicacdo celular. Além disso,
alteragdes no ciclo celular tem papel importante nos processos de transformacéo dessas lesoes,
uma vez que aquelas com taxas proliferativas mais elevadas tém um maior risco de
malignizacdo (SANTISTEBAN et al., 2010; SHAABAN et al., 2002).
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A proliferacdo celular é o resultado final do ciclo de divisdo celular, processo altamente
controlado para garantir a duplicacdo do genoma e a segregacao dos cromossomos replicados
em duas células-filha (MATSON; COOK, 2017). A regulacéo de todos os processos envolvidos
no ciclo celular ocorre de forma controlada e organizada por inimeros fatores de crescimento,
ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (LEAL-ESTABAN; FAJAS, 2020; WENZEL,
SINGH, 2018).

Além dos citados acima como participantes da regulacdo do ciclo celular, e consequentemente
da proliferagdo, os ions célcio tambem estdo incluidos como responsaveis pela modulagao
desses processos. O Ca?" intracelular atua como um segundo mensageiro pleiotropico e sua
elevacdo gera um sinal que é modificado e decodificado por proteinas de ligacio ao Ca?* que
podem modular a duracdo e a localizacdo dos sinais gerados. Além disso, podem também atuar
a partir de proteinas, como a calmodulina, que atua traduzindo os sinais de Ca%" em efeitos
celulares ou podem se ligar a proteina quinase C, ativando-a e permitindo que essa fosforile
proteinas celulares (LEE; MONTEITH; ROBERTS-THOMSON, 2006). Sendo um processo
complexo, a sinalizagdo de Ca?* pode variar de diversas formas, como em suas caracteristicas
espaciais e temporais. Como por exemplo, grandes aumentos sustentados desse ion podem levar
a morte das células, enquanto alteragdes localizadas podem modular a sua migracdo
(MONTEITH; PREVARSKAYA; ROBERTS-THOMSON, 2017). Com isso, 0 Ca?'
intracelular tem a capacidade de regular diferentes funcdes, como fertilizacdo de od0citos,
senescéncia replicativa, diferenciagdo, proliferacdo e morte celular (HUMEAU et al., 2018;
MARTIN; BERNARD, 2018).

Diferente da maioria dos demais sinalizadores celulares, o Ca%" ndo ¢ criado a partir de uma
reacdo enzimatica, nem destruido ou convertido em um metabolito inativo, por isso, sua
sinalizacdo é derivada de depdsitos internos ou do meio externo. Em funcgdo disso, canais,
bombas ou trocadores desse ion sdo responsaveis por controlar sua homeostase no citoplasma
e nas organelas. Quando vindo do meio extracelular, diferentes canais idnicos na membrana
plasmética controlam sua entrada, que geralmente ¢é facilitada devido a grande diferenca de
concentragdo de Ca?* livre no citoplasma (aproximadamente 100 nM) e no meio extracelular
(>1 mM). Esses transportadores, como 0s canais dependentes de voltagem, operados por
receptor e membros da familia de canais idnicos potencial receptor transiente (TRP) pode
responder a estimulos como despolarizacdo da membrana, estimulos nocivos, agonistas

extracelulares e a deplecdo dos estoques intracelulares. Quando a origem do Ca?" sdo dos
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depdsitos internos, seu efluxo é controlado por alguns mensageiros (o préprio ion, Inositol
trifosfato e ADP ribose ciclico) que modulam os receptores de Inositol trifosfato e receptores
de Rianodina, os principais canais localizados na membrana dos depdsitos intracelulares
(BERRIDGE; BOOTMAN; RODERICK, 2003; LEE; MONTEITH; ROBERTS-THOMSON,
2006; MONTEITH; PREVARSKAYA; ROBERTS-THOMSON, 2017).

Portanto, dada a importancia do ion célcio para as funcdes celulares e que sua sinalizacdo
depende de seus transportadores, ressalta-se a relevancia dos canais de Ca** em diferentes
processos metabdlicos celulares. Além disso, ha indicios que a expressdo desses canais pode
ser mais importante do que a entrada de calcio para controlar a proliferacdo celular (CAPIOD,
2013; CAPIOD, 2016). Isso foi visto a partir de experimentos que demonstravam que a taxa de
proliferacdo celular em células HeLa e em células de hepatoma humano ndo foi afetada por
concentragdes extracelulares de calcio muito baixas (abaixo de 10 um), porém foi sensivel a
alteracBes na expressio de ORAI1 e ORAI3, outra classificacio de canais de Ca?'
(BOROWIEC et al., 2004). Fortalecendo essa ideia, em células MCF-7, o silenciamento de
ORAI3 foi mais eficaz em reduzir a proliferacdo do que a retirada do calcio extracelular
(FAOUZI et al., 2010). Devido a isso, tem sido sugerido, além da conducdo de ions, que 0s
canais de célcio apresentem outras func¢bes, como a modulacdo de vias intracelulares através
das proteinas dos canais ou seu acoplamento a outras proteinas, levando a regulacdo da
transcricao de genes. Exemplos disso, os canais de calcio TRP, que contém um dominio quinase
funcional, e aos canais de célcio dependentes de voltagem do tipo L, onde uma de suas regies
pode controlar a transcricdo génica (ARCANGELI et al., 2009). Além disso, esses canais
demonstram ter influéncia direta na proliferacdo, a partir de interacdes com proteinas do ciclo
celular. Sendo demonstrado que os receptores de Inositol Trifosfato estdo fisicamente
acoplados a Cdc2/ciclica B1 em células Jurkat, linhagem de linfocitos T derivada da
leucemia/linfoma de células T do adulto (CAPIOD, 2011).

Voltando para o papel do Ca?* na proliferaco, acredita-se que ele seja capaz de regular o ciclo
celular de diferentes maneiras, atuando no fuso mitético e na citocinese. Além disso, é capaz
de modular a expressdo e a atividade dos fatores de transcrigdo responsaveis por controlar a
expressao de ciclinas. Podendo também, produzir efeito direto nas ciclinas, nas quinases
dependentes de ciclinas e nas proteinas associadas, tendo relacdo com a passagem das células
pelos pontos de checagem do ciclo celular. Ressaltando que essas a¢des ndo dependem apenas
da elevagéo de Ca?" intracelular, mas também relacionadas com a duracéo das ondas de calcio.
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Visto isso, muitos canais de célcio estdo presentes no ciclo celular, promovendo a sinaliza¢do
necessaria para que esse processo ocorra, como 0s canais de calcio dependentes de voltagem,
presentes nas fases GO, S e G2 (BECCHETTI, 2011; ROSENDO-PINEDA,;
MORENO; VACA, 2020).

Portanto, qualquer alteracdo sofrida nos canais de célcio, como mutagdes, mudancas no nivel
de expressdo, ou até mesmo na sua localizagdo subcelular podera levar a modificacfes na
concentracdo desse ion nos diferentes compartimentos celulares, levando a alteragcdes na
sinalizagdo e consequentemente na desregulagdo de fungbes celulares (DELIOT;
CONSTANTIN, 2015). Isso podera desencadear uma mudanca do perfil celular contribuindo

para o desenvolvimento de uma célula com caracteristicas malignas (MONTEITH et al., 2007).

Essa relacéo foi observada em trabalhos que estudaram variados tipos de canais e tumores com
resultados heterogéneos. Foi verificado que o aumento de expressdo de ORAILl promove
oscilacbes de Ca?* e ativacdo de vias proliferativas em células de carcinoma espinocelular
esofagico (ZHU et al., 2014). Assim como 0 aumento de uma subunidade do canal de Ca?* do
tipo T estar envolvida no aumento de proliferacdo em astrocitomas humano (PANNER et al.,
2005). Além disso, 0 aumento do nimero de cdpias da regido do gene responsavel por codificar
TRPV6 é uma caracteristica comum em tumores de mama triplo-negativos (PETERS et al.,
2012).

Por outro lado, demonstrando a variedade nos resultados, a diminuicdo ou o bloqueio da
expressao de alguns canais também ja foi associada as neoplasias, como em tumores de préstata
que estdo em transicdo para um fendtipo refratario a hormonios, e apresentam uma regulacao
negativa de ORAIL, sendo relacionados com protegdo as vias indutoras de apoptose
(FLOURAKIS et al., 2010). Em células neopléasicas de préstata, também ja foi visto que a
inibicdo farmacologica dos canais dependentes de voltagem do tipo L suprime sua proliferacdo
(CHEN et al., 2014). Alem disso, mudancas na expressdo desses canais podem estar
relacionadas ao inicio do desenvolvimento de neoplasias, ja& sendo demonstrado que a
carcinogénese de carcinomas de colon tem relacdo com a diminuigdo da expressdo de SERCA3
(BROULAND et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar e comparar a expressao proteica dos canais de Ca?" dependentes de voltagem, do
tipo L e do tipo T, em epitélio sem altera¢Bes, hiperplasias ductais e carcinomas ductais in situ

e invasores da mama humana.

3.2 Especificos

e Classificar, de acordo com os critérios histopatolégicos humanos, regides de hiperplasias

ductais, de carcinomas ductais in situ e de carcinomas ductais invasores da mama.

e Determinar a expressio imuno-histoquimica de canais de Ca?* dependentes de voltagem do
tipo L (Cavl.1, Cavl.2 e Cavl.3)edotipo T (Cav3.1, Cav3.2 e Cav3.3) em glandula mamaria
sem alteragéo, hiperplasias ductais, carcinomas ductais in situ e carcinomas ductais invasores

mamarios.

e Comparar e correlacionar as expressdes imuno-histoquimica de canais de Ca?* dependentes
de voltagem do tipo L (Cavl.1l, Cavl.2, Cavl.3 e Cavl.4) e do tipo T (Cav3.1, Cav3.2 e
Cav3.3) em hiperplasias ductais, de carcinomas ductais in situ e de carcinomas ductais

invasores da mama.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

Este trabalho foi realizado de acordo com o0s principios éticos para uso de material humano
como fonte primaria de informagéo e ap6s aprovacéo pelo Comité de Etica e Pesquisa (COEP)
da Universidade Federal de Minas Gerais e do Hospital Santa Casa de Misericdrdia de Belo
Horizonte (CAAE: 33481919.4.0000.5149 e 33481919.4.3001.5138, respectivamente).

4.2 Espécimes

Foram analisadas 56 amostras de mama humana, armazenadas em blocos de parafina, oriundas
do Hospital Santa Casa de Misericérdia de Belo Horizonte, coletadas entre 2010 a 2015. As
amostras recebidas pelo o Laboratério de Comportamento Celular foram destinadas somente
para pesquisa e divulgacéo cientifica sem fins comerciais ou divulgacao de dados clinicos das

pacientes.

4.3 Avaliacdo Histopatoldgica

Amostras histoldgicas de mama humana, coradas pela técnica de hematoxilina-eosina, foram
analisadas em microscopia 6tica para classificacdo das regides em: epitélio mamario sem
alteragdo; Hiperplasia ductal; Carcinoma ductal in situ; Carcinoma ductal invasor, de acordo
com as diretrizes da Organizacdo Mundial de Saude (GOBBI, 2012). Cada amostra analisada
gue contivesse mais de uma lesdo, além de epitélio mamario sem alteracédo, foi classificada e

analisada individualmente.

4.4 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada pela técnica de reacdo em peroxidase com identificacdo a
partir de anticorpo secundario polimerizado (Novocastra Post Primary e Novolink Polymer;
Leica Biosistems, Newcastle upon Tyne, UK). A recuperagdo antigénica ocorreu em calor
Umido pressurizado a 137°C (Autoclave ALT 5LD plus; ALT, Séo Paulo, Brasil) com Target
Retrieval Solution Citrate — low pH (Agilent Technologies, California, US). Para blogueio da
peroxidase enddgena as laminas foram incubadas por dois tempos de 5 minutos em Novocastra
Peroxidase Block (Leica Biosistems, Newcastle upon Tyne, UK). Para bloguear as proteinas
enddgenas a incubacdo foi de 15 minutos em Novocastra Protein Block (Leica Biosistems,

Newcastle upon Tyne, UK). Os reagentes foram aplicados pela técnica manual, sendo o tempo
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de incubagdo do anticorpo primario de 16 horas ¢ do cromdgeno 3’3-diaminobenzidina
Novocastra DAB Chromogen + Novocastra DAB Substrate Buffer (Leica Biosistems,
Newcastle upon Tyne, UK), de 1 minuto. Ap6s a incubacdo no DAB os cortes foram
contracorados com Hematoxilina. Para controle positivo foram utilizados tecidos que
sabidamente expressam a proteina em questdo e para controle negativo, a etapa de incubagao
do anticorpo primario foi substituida pela incubacdo com imunoglobulinas correspondentes a
espécie que os anticorpos primarios foram produzidos. No quadro 1 estdo identificados os
anticorpos utilizados, assim como o tecido usado como controle positivo e as espécies das
imunoglobulinas referentes aos controles negativos.

Quadro 1 — Anticorpos primarios e seus respectivos fabricantes, clones, dilui¢des, controles positivo e
tipo de soro utilizado nos controles negativos.

Fabricante Clone Diluicao Controle positivo Soro do controle
negativo
Cavl.l Santa Cruz G-1 1:50 Musculo esquelético Coelho
Biotechnology humano
Coelho
Cavl.2 _Santa Cruz D-6 1:50 Mdsculo liso humano
Biotechnology
Santa Cruz Coracdo de Coelho
Cavl.3 E-3 1:150
v Biotechnology camundongo
, Musculo esquelético Camundongo
Cav3.1 Alomone Policlonal 1:250
humano
, o Camundongo
Cav3.2 Alomone Policlonal 1:100 Msculo esqueletico
humano
) Camundongo
Cav3.3 Alomone Policlonal 1:200 Cérebro humano

Fonte: elaborada pelo autor.
4.5 Interpretacao da Imuno-histoquimica

Todas as analises histoldgicas foram realizadas em microscopia Optica convencional, em
objetiva de 400 (Olympus — BX41). Cada uma das amostras teve suas regifes analisadas de
forma semiquantitativa quanto a marcacdo membranar, citoplasmatica e nuclear para todos os
anticorpos mencionados anteriormente.
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Para andalise da imunoexpressdo membranar foi adotado um escore que categorizava as células
de acordo com o percentual que apresentava essa marcacdo, onde: 0 (auséncia de marcagao);
1+ (<25%); 2+ (25% - 50%); 3+ (>50%). Para a expressdo citoplasmatica a categorizacéo foi
realizada de acordo com a intensidade de expressdo, seguindo o escore: O: auséncia de
marcacgéo; 1+: fraca; 2+: moderada; 3+: forte. Por fim, para a expressao nuclear foi inicialmente
estimado o percentual de células que apresentavam auséncia de marcacdo, marcacdo fraca,
moderada ou forte. Em seguida, esses dados foram segregados em: expressdao negativa,
considerando o somatorio dos percentuais de células com auséncia de marcacdo e marcacdo
fraca; expressdo positiva, sendo esse 0 somatério dos percentuais em que houve marcagdo
moderada ou forte. A estimativa dos percentuais foi ainda classificada de acordo com a
intensidade de expressdo predominante, onde: 0: auséncia de marcacdo; 1+: marcacao fraca;

2+: marcacao moderada; 3+: marcacéo forte.

4.6 Analise Estatistica

As possiveis correlages foram avaliadas pelo Teste de Pearson e foram consideradas como
significativas os resultados cuja probabilidade de significancia do teste foi de p<0,05. As
analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism v. 8.0 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussdo serdo apresentados na forma de um artigo e uma short
communication que se encontram nas normas dos respectivos periodicos a que serdo

submetidos.

Artigo: T-type Ca?" channels and their relationship with pre-neoplastic and neoplastic lesions in

the human breast

Este trabalho ser& submetido a revista Breast Cancer Research and Treatment, que possui Qualis
CAPES A2 na area de avaliacdo Medicina Il e fator de impacto de 3,940.

Short communication: Identification of L-type voltage-dependent Ca?* channels involved in pre-

neoplastic transformation of breast cancer

Este trabalho serda submetido a revista Histochemistry and Cell Biology, que possui Qualis

CAPES B1 na area de avaliacdo Medicina Il e fator de impacto de 3,418.
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5.1 Artigo

T-type Ca?* channels and their relationship with pre-neoplastic and neoplastic lesions in the
human breast
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Abstract

Purpose: The T-type voltage-dependent Ca?* channels have already been seen altered in breast tumours, but their
expression and subcellular localization has not been evaluated in lesions with pre-neoplastic characteristics.
Therefore, this work evaluated the protein expression and the subcellular localization of the isoforms of T-type
channels in human breast tissue samples.

Methods: In the present study, protein expression of Cay3.1, Cay3.2 and Cay3.3 were evaluated by
immunohistochemistry in breast without alteration and in proliferative non-neoplastic and neoplastic ductal
epithelial lesions of the human breast.

Results: A reduction in nuclear Cay3.1, Cay3.2 and Cay3.3 expression was observed in advanced stages of
neoplastic transformation, added to an increase cytoplasmic expression of Cay3.1 and Cay3.2. Also, the reduction
in nuclear expression was correlated with an increase in cytoplasmic expression for the Cay3.1 isoform.
Conclusions: The change observed in Cay3 protein expression and subcellular localization coincides with the
stages of neoplastic transformation in mammary epithelial cells, evident in early neoplastic lesions, such as ductal
carcinomas in situ. These results suggest a possible involvement of the T-type voltage-dependent Ca?* channels
(Cav3) sub-family in the carcinogenic processes and could be considered a potential pharmacologic target in new
therapies for breast cancer treatment.

Keywords: Breast cancer; Ductal hyperplasia; Carcinoma in situ; T-type voltage-dependent Ca?* channel; Cay3;

Neoplastic transformation.
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Introduction

Among the various types of tumours, breast cancer is considered to have the highest incidence between women,
besides being responsible for the largest number of deaths caused by cancer in this part of the population,
accounting 627,000 deaths in 2018 [1]. The high adaptive capacity of tumour cells to different types of
chemotherapy, aggressive metastasis, as well as late detection, are some factors for the high mortality rates [2].
Another problem when dealing with breast cancer is that it is a heterogeneous disease, which comprises distinct
histological and biological features, leading to a variety of clinical presentations and behaviours, as well as

responses to the available therapy [3].

The most common subtype of breast cancer is the invasive ductal carcinoma (IDC) [4]. Historically, neoplastic
transformation for this subtype has been traced as a model steps, like the Vogelstein model [5] for colon cancer.
The first step usually is usual ductal hyperplasia that can transform to atypical hyperplasia, being transformed into
ductal carcinoma in situ (DCIS), and finally, IDC. Although these lesions are considered possible non-obligate
precursors for invasive ductal carcinoma [6,7], the lack of an efficient marker, capable of identifying the cases

prone to this evolution, exposures women to an excess of treatment [8,9].

It is well established the increased risk that non-obligate precursors present for the development of breast ductal
carcinoma. Patients diagnosed with usual hyperplasia are twice as likely to develop IDC, while those with atypical
hyperplasia are four to five-fold more likely to have this transformation [10-12]. Women diagnosed with DCIS,
and remain untreated, have this outcome increased by ten-fold [9]. In addition, these lesions also have in common
an increased number of epithelial cells due to changes in proliferation [13-15]. Changes in this cellular process
are known to be closely related to greater probability of transformation, since lesions with high proliferative rates

are more likely to develop malignancy when compared to those with lower rates [16,17].

One of the regulatory mechanisms for cell proliferation is controlled by intracellular Ca®* levels, a very important
and ubiquitous intracellular second messenger related with several functions, as proliferation, cell cycle, apoptosis,
gene transcription and migration [18,19]. Ca?* signalling at the tumour can contribute to reach a favourable tumour
microenvironment, with the uncontrolled production of growth factors, changes in pH, hypoxia and angiogenesis.
Ca?* can also modulate tumour invasion and migration and it is crucial in the stages of cell cycle [20]. Therefore,
imbalances in the Ca®* homeostasis can trigger important changes in cellular profile contributing to the

development of cells with malignant features [21].

Different types of Ca?* channels, exchangers and pumps are important to control intracellular Ca* concentration.
Voltage-dependent ion channels are commonly associated to excitable cells, but the expression of T-type voltage-
dependent Ca?* channels (Cay3) has been reported in various types of non-excitable cells, including breast. Cay3
are membrane proteins formed by al subunit, which can be encoded by different genes (CACNA1G; CACNALH;
CACNALLI), resulting into three different protein isoforms, Cav3.1, Cayv3.2 and Cay3.3, respectively [22,23].

MRNA expression of Cay3 in breast tumours is still poorly understood. It has been reported an increased expression
of Cay3.1 and Cayv3.3 [24], but also a reduction of Cay3.1 and Cay3.2 [25] expression in invasive mammary
carcinoma tissues. One possible reason for these discrepancies may be related to the non-separation of different

histological types of breast cancer which have different characteristics of development and progression [24,25].
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There is evidence that blocking Cav3 channels in MCF-7 cells induce cell death [26]. Silencing Cay3.1 and Cay3.2
can lead to decreased proliferation rate [27], demonstrating a possible role in the control of cell proliferation.
Corroborating this idea, a study carried out on MCF-7 cells, using extracellular pressure to simulate the role exerted
by the stroma in tumours, showed that Ca?* influx mediated by Cay3.3 recruited pathways that stimulates cell
proliferation [28]. On the other hand, silencing and/or blocking of Cay3.1 in MCF-7 cells increased proliferation

and decreased the number of cells in apoptosis, suggesting a possible function as tumour suppressor gene [29,30].

These differences between previous work indicate that Cay3 may exert a role in tumorigenesis and that their
signalling pathways still need to be further investigated. Furthermore, the behaviour of Cay3 protein in the breast
epithelium without alteration (BWA) and in proliferative non-neoplastic and neoplastic ductal epithelial lesions of
the human breast were not investigated yet. These analyses can provide preliminary information on the role of
Cay3 in tumour transformation of breast cancer from pre-neoplastic and neoplastic lesions. Therefore, this study
aimed to analyse protein expression and subcellular localization of Cay3.1, Cay3.2 and Cay3.3 in tissues from
BWA, ductal hyperplasia (DH), DCIS and IDC.

Methods
Ethical issues

This work was carried following the ethical principles for the use of human material as a primary source of
information after approval by the Research Ethics Committee (Comité de Etica em Pesquisa — COEP) of the
Federal University of Minas Gerais and of the Hospital Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte
(33481919.4.0000.5149 and 33481919.4.3001.5138, respectively).

Histopathological evaluation

56 samples of human breast stored in paraffin blocks from Hospital Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte
were analysed. These samples were collected between 2010 and 2015. Histological samples of human breast,
stained with hematoxylin-eosin , were analysed under light optical microscopy for classification into breast without
alteration (BWA); ductal hyperplasia (DH); ductal carcinoma in situ (DISC); invasive ductal carcinoma (IDC),
according to the guidelines of the World Health Organization [31]. Regions were classified and analysed
individually, because samples of one individual may contain several lesions in addition to the normal mammary

epithelium.
Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed using the peroxidase reaction technique with identification from
polymerized secondary antibody (Novocastra Post Primary and Novolink Polymer; Leica Biosystems, Newcastle
upon Tyne, UK). The antigen retrieval was performed by pressurized humid heat at 137°C (Autoclave ALT 5LD
plus; ALT, Séo Paulo, Brazil) with Target Retrieval Solution Citrate - low pH (Agilent Technologies, California,
US). Blockage of endogenous peroxidase and endogenous proteins was done with Novocastra reagents (Leica
Biosystems, Newcastle upon Tyne, UK). Antibodies anti-Cay3.1, Cay3.2 and Cay3.3 (Polyclonal, Alomone Labs)
were used in dilutions of 1: 250, 1: 100 and 1: 200, respectively. Incubation time for primary antibody was set at

16 h and the 3'3-diaminobenzidine chromogen Novocastra DAB Chromogen (Leica Biosystems, Newcastle upon
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Tyne, UK) at 1 min. Sections were counterstained with hematoxylin. For positive controls of Cay3.1 and Cay3.2
markings, we used samples of human skeletal muscle and for Cay3.3 samples of human brain. For negative
controls, primary antibody incubation step was replaced by incubation with immunoglobulins of the same species

as the primary antibody was produced.
Interpretation of Immunohistochemistry Findings

For statistical purposes, the regions previously classified were categorized into scores, being: BWA (1); DH (2);
DCIS (3); IDC (4). All histological analysis were performed using conventional optical microscopy, using a 40x
objective (Olympus - BX41). Some samples were excluded for certain markers because they do not show

immunohistochemical reactivity.

Membrane, cytoplasmic and nuclear immunohistochemical staining was analysed for each of the antibodies used.
Membrane expression was classified by the percentage of cells that had immunoreaction and followed the score:
0 (absence), 1+ (<25%), 2+ (25% - 50%) and 3+ (> 50%). Cytoplasmic staining was analysed according to intensity
of expression, using the following score: 0 (absence), 1+ (weak), 2+ (moderate) and 3+ (strong). In the analysis of
nuclear expression, the percentage of stained cells with weak, moderate, or strong intensity expression was
determined. Secondarily, the data were separated into two groups: negative expression, encompassing the sum of
the percentage of cells with absence of expression and weak intensity; and positive expression, encompassing the
cells with moderate and strong intensity. Also, the predominant percentage of cells with nuclear stain was

determined, considering: 0: absence; 1+: weak; 2+: moderate; 3+: strong.
Statistical analysis

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism v. 8.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) and

possible correlations were assessed using Pearson’s test. Results were considered significant when p <0.05.
Results

Histopathological analysis was conducted in 56 different cases, where different regions were analysed and
classified regarding the types of lesions found in each one of the samples. Were analysed 11 regions of BWA,
being considered only those with two or more mammary lobes without histological alterations (Fig. 1a). DH were
considered when at least two ductal regions presented formation of three or more layers of epithelial cells above
the basal membrane and may be formation of intraductal projections, with no distinction of nuclear alterations and
with a predominance of nuclear monomorphism (Fig. 1b), accounting a total of 18 regions for analysis. 15 regions
of DCIS were selected, being considered the presence of epithelial cell proliferation with discrete to moderate
nuclear pleomorphism and evident nucleoli, forming intraductal projections or solid masses restricted to the
terminal ductal lobular units and surrounded by a myoepithelial cell layer (Fig. 1c). IDC were identified in 24
regions, being evaluated areas with atypical epithelial proliferation, creating isolated cell nests in the mammary
stroma, with the presence of moderate to high nuclear pleomorphism and a high number of mitosis figures (Fig.
1d).

Immunohistochemical staining of Cay3.1 (Fig. 2) showed in correlation analysis a negative relationship between

the predominant nuclear expression and the histological classification categorization score (r = -0.73; p <0.05)
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(Table 1). Regarding the analysis of cytoplasmic expression, most cases of BWA (87.5%; 7/8) and DH (80.0%;
8/10) did not present this expression, except for one case of BWA (12.5%; 1/8) with weak expression, and two of
DH (20.0%; 2/10) with moderate cytoplasmic expression. However, DCIS presented a different pattern, with a
greater number of cases with weak cytoplasmic intensity (60.0%; 6/10) and only one (10.0%; 1/10) with moderate.
Similar to this, IDC presented cases between weak (31.5%; 6/19) and moderate (42.1%; 8/19) (Table 2). In line
with these data, correlation shown a positive relationship between cytoplasmic expression and the histological
classification categorization score (r = 0.49; p <0.05) and a negative correlation between the predominant nuclear
expression and the cytoplasmic expression (r = -0.42; p <0.05) (Table 1).

In Cayv3.2 immunohistochemical analysis (Fig. 3) a negative relationship was seen with the predominant nuclear
expression and the histological classification categorization score (r = -0.41; p <0.05) (Table 3). Concerning the
cytoplasmic expression of Cay3.2, it was observed that all histological classifications analysed had the presence
of immunostaining. With a predominance of low-intensity expression for all cases (DH: 75.0%; 12/16, DISC:
76.9%; 10/13, IDC: 59.0%; 13/22), the emphasis was on BWA, where all regions were classified in this score
(100.0%; 9/9). For DH, some cases were also seen with an absence of expression (12.5%; 2/16) and with moderate
intensity (12.5 %; 2/16). At DCIS, moderate staining was also seen (23.0%; 3/13). In IDC, the number of regions
between weak and moderate intensity (59.0%; 13/22 and 36.3%; 8/22, respectively) was more distributed when
compared to other type of lesions, also having a case with absence of expression (4.54 %; 1/22) (Table 4).
Corroborating with these data, a positive correlation was seen between cytoplasmic expression for Cay3.2 and the

histological classification categorization score (r = 0.28; p <0.05) (Table 3)

Analysis of Cayv3.3 immunostaining (Fig. 4) also showed a negative correlation between the predominant nuclear
expression and the histological classification categorization score (r = -0.49; p <0.05) (Table 5). Cytoplasmic
expression for Cay3.3 was also observed in all histological classifications. The BWA presented cases with
moderate (66.6%; 6/9) or weak intensity of staining (33.3%; 3/9). DH also shown a weak and moderate expression
(46.6%; 7/15, for each), but one case was seen with strong intensity (6.6%; 1/15). DCIS present a greater number
of cases with weak intensity (70.0%; 7/10) and a smaller number (30.0%; 3/10) with moderate. IDC showed a
similar number of cases between weak (52.3%; 11/21) and moderate (42.8%; 9/21), and only one case with an
absence of expression (4.7%; 1/21) (Table 6). The Cay3.3 expression was the only one, within Cay proteins, that
a plasma membrane expression can be observed. This expression was found in three cases of the BWA, where one
of them (11.1%; 1/9) presented up to 25% of the cells with this immunostaining and the other two (22.2%; 2/9)
with positivity in 25 to 50% of cells. In addition to these, it can also be seen in only one case of DH (6.6% (1/15)
with 25 to 50% of positive cells. Correlation showed a negative correlation with the membrane expression and the

histological classification categorization score (r = -0.34; p <0.05) (Table 5).
Discussion

In the present study, we observed that the expression pattern and the subcellular localization of Cay3 isoforms
change when comparing neoplastic, non-neoplastic ductal proliferative epithelial lesions to mammary epithelium
without alterations. It was possible to notice that Cay3 channels had higher nuclear immunostaining in normal and

hyperplastic mammary epithelium than in neoplastic epithelial lesions. Thus, Cay3.1 and Cav3.2 seemed to follow

40



a pattern regarding the cytoplasmic expression, as the mammary epithelium transform to later stages. The results

suggest that alterations in subcellular localization of Cay3 can be associated with different roles in tumorigenesis.

Changes in expression of other Ca?* channels have already been found in breast tumours [20]. Modifications in
the subcellular localization seen in our work were also observed at TRPM8 (a non-selective cation channel
permeable to Ca?*) described in human prostate cancer cells. Although these channels were expressed in the
endoplasmic reticulum (ER) membrane and absent in cellular membrane, overexpressed TRPM8 HEK cells
presented it in both plasma and ER membranes and these changes seems to contribute to tumorigenesis through
changes in Ca?* signalling [32-34]. In addition, it has been reported that increase in ORAIL expression promotes
intracellular Ca?* oscillations leading to the activation of proliferative signalling pathways in oesophageal

squamous carcinoma cells [35].

Ca?* influx through the membrane from the extracellular to intracellular environment is the most well-known
function of Cay3 [36]. Unexpectedly, we did not detect Cay3 in the plasma membrane. We, then, reasoned that
Ca?* influx may not be a necessary condition to neoplastic transformation to breast cancer. The concept that an ion
channel would have non-canonical functions were appreciated only recently and provide evidences that these
proteins can act in other cellular processes, as control of proliferation, thought their interaction with cyclins and

other cell cycle proteins [37-40].

It is reasonable to think that cytoplasmic immunostaining observed for these channels may be related with cellular
trafficking of these proteins between different subcellular compartments, like ER, causing them to stop being
expressed in the cell membrane [41]. This traffic can be influenced by mutations in the channel protein structure
or by interaction with other proteins, such as adaptor proteins from Stac family and Kelch-like 1, an actin-
organizing protein [42—44]. The expression of ion channels in cellular organelles was already described. In inner
mitochondria membrane the presence of potassium channel was associated to apoptosis inhibition [45], while in
lysosomes, the influx of Ca?* ions can modulate autophagy, an important process for tumour cells survival [46].
BCL-2 overexpression in MCF-7 cells appear to modulate 1P3R-resident in the ER, leading to the leakage of
luminal Ca?* and a consequent reduction in its reserve , making insufficient to elicit apoptosis by the accumulation
of mitochondrial Ca®* [32,47]. As far as we are aware of there were no studies that reported the presence of Cay3

in subcellular compartments, but it would be a possible explanation to our findings.

In the nucleus, calcium channels can act indirectly, through calcium ions acting as a second messenger. When Ca?*
influx occurs, transcription factors NFAT and NFkB can be translocated to the nucleus and will act on the
transcription of genes related to cell survival, proliferation and immune response [48]. Another action that Cay3
inhibition may result is cell cycle arrest in G1 or G2 [49]. They can also act directly, Ryanodine Receptors and
Inositol Triphosphate Receptors, types of ligand-gated Ca?* channel, can be found in the nucleus, but their function
in nuclear Ca?* signalling is not elucidated yet [48]. In addition, gene transcription regulation has been
demonstrated to Cay1.2 channels. This effect is related to the proteolytic cleavage of the 74 kDa peptide from the
C-terminal of the a1-subunit that translocates to the nucleus to act as a transcriptional regulator [50]. Despite this,

it is not known yet about the role of Cav3 in the cell nucleus.

Our results suggest that Cayv3 channels act, still in an unknown way, in the process of progression from non-

neoplastic proliferative epithelial lesions of the breast to neoplastic lesions, which consist of lesions formed by
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cells with loss of differentiation. Such involvement in cell differentiation has already been seen in mouse pre-
adipocytes, where an augmented expression of Cay3.1 was observed when compared to differentiated adipocytes
[51]. This relationship has also been seen in prostate tumours that progress to tumours with neuroendocrine
differentiation, a more aggressive tumour, with higher proliferation rates and a worse prognosis. Studies
demonstrated that there was an increase in Cay3.2 expression in cell lines with neuroendocrine differentiation from
the prostate tumour, indicating that this channel participates in morphological and biochemical changes in prostate
tumour cells [52,53].

In conclusion, our results suggest that as the mammary epithelium advances in the neoplastic transformation model
for invasive ductal carcinoma a decrease in Cayv3 channels nuclear expression is observed. In parallel, there is an
increase in Cay3.1 and Cay3.2 channels cytoplasmic expression. These promising findings will encourage further
studies to gain insights for elucidating the role of these channels in neoplastic transformation of breast tumour.
Therefore, understanding the localization, expression, and dynamics of these channels, will contribute to both the
early detection of non-neoplastic lesions as well as in the investigation of novel potential therapeutic targets in

breast cancer.
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Tables and figures

Nuclear

Cytoplasmic immunostaining

Predominant nuclear Histological

immunostaining positive/negative immunostaining classification
Cytoplasmic 1.00 -- -- -
immunostaining
Nuclear -0.28 1.00 -- -
immunostaining
positive/negative
Predominant -0.42" -- 1.00 --
nuclear
immunostaining
Histological 0.49" -0.53" -0.73" 1.00

classification

Table 1 Pearson correlation coefficient matrix of Cay3.1 immunohistochemical staining. * indicate p <0.05.

Absent Weak Moderate Strong
Mammary gland without 87.5% (7/8) 12.5% (1/8) -- --
alteration
Ductal hyperplasia 80.0% (8/10) - 20.0% (2/10) --
Ductal carcinoma in situ 30.0% (3/10) 60.0% (6/10) 10.0% (1/10) -
Invasive ductal carcinoma 26.3% (5/19) 31.5% (6/19) 42.1% (8/19) --

Table 2 Percentage of cases with cytoplasmic immunostaining categorized in absent expression, and weak,

moderate, or strong intensity of labelling for Cay3.1.
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Nuclear
immunostaining
positive/negative

Predominant nuclear
immunostaining

Cytoplasmic
immunostaining

Histological
classification

Cytoplasmic 1.00 - - -
immunostaining

Nuclear -0.17 1.00 - -
immunostaining
positive/negative

Predominant -0.12 -- 1.00 --
nuclear
immunostaining
Histological 0.28" -0.29" -0.41" 1.00

classification

Table 3 Pearson correlation coefficient matrix for Cay3.2 immunohistochemical staining. * indicate p <0.05.

Absent Weak Moderate Strong
Mammary gland without -- 100.0% (9/9) -- --
alteration
Ductal hyperplasia 12.5% (2/16) 75.0% (12/16) 12.5% (2/16) --
Ductal carcinoma in situ -- 76.9% (10/13) 23.0% (3/13) --
Invasive ductal carcinoma 4.5% (1/22) 59.0% (13/22) 36.3% (8/22) --

Table 4 Percentage of cases with cytoplasmic immunostaining categorized in absent expression, and weak,

moderate, or strong intensity of labelling for Cay3.2.
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Cytoplasmic Nuclear Predominant Histological Membranar
immunostaining  immunostaining nuclear classification  immunostaining
positive/negative  immunostaining

Cytoplasmic 1.00 -- - - -
immunostaining

Nuclear 0.23 1.00 - - -
immunostaining
positive/negative

Predominant 0.23 -- 1.00 - -
nuclear
immunostaining

Histological -0.20 -0.30 " -0.49" 1.00 --
classification

Membranar 0.24 0.12 0.25 -0.34" 1.00
immunostaining

Table 5 Pearson correlation coefficient matrix for Cay3.3 immunohistochemical staining. * indicate p <0.05.

Absent Weak Moderate Strong
Mammary gland without -- 33.3% (3/9) 66.6% (6/9) --
alteration
Ductal hyperplasia -- 46.6% (7/15) 46.6% (7/15) 6.6% (1/15)
Ductal carcinoma in situ - 70.0% (7/10) 30.0% (3/10) -
Invasive ductal carcinoma 4.7% (1/21) 50.3% (11/21) 42.8% (9/21) --

Table 6 Percentage of cases with cytoplasmic immunostaining categorized in absent expression, and weak,

moderate, or strong intensity of labelling for Cay3.3.
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Fig. 1 Classification of histological types. Mammary glands, stained with hematoxylin and eosin, 400x. (a) Breast

without alteration; (b) Ductal hyperplasia; (¢) Ductal carcinoma in situ; (d) Invasive ductal carcinoma.
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Fig. 2 Human mammary glands with immunohistochemical staining for Cay3.1. Identified by DAB chromogen
and counterstained with hematoxylin. 400x magnification and 600x insert. (a) Breast without alteration showing
nuclear expression (arrow) and the absence of cytoplasmic immunostaining. (b) Ductal hyperplasia with the
presence of nuclear immunostaining (arrow). (c) Ductal carcinoma in situ showing decreased nuclear expression
and presence of cytoplasmic expression (arrow). (d) Invasive ductal carcinoma with few nuclear immunostainings

and with the presence of cytoplasmic expression (arrow).
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Fig. 3 Human mammary glands with immunohistochemical staining for Cay3.2. Identified by DAB chromogen
and counterstained with hematoxylin. 400x magnification and 600x insert. (a) Breast without alteration showing
nuclear expression (arrow) and the absence of cytoplasmic immunostaining. (b) Ductal hyperplasia with the
presence of nuclear expression (arrow). (c) Ductal carcinoma in situ showings decreased of nuclear expression and
presence of cytoplasmic immunostaining (arrow). (d) Invasive ductal carcinoma with few nuclear

immunostainings and with the presence of cytoplasmic expression (arrow).
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Fig. 4 Human mammary glands with immunohistochemical staining for Cay3.3. Identified by DAB chromogen
and counterstained with hematoxylin. 400x magnification and 600x insert. (a) Breast without alteration showing
nuclear expression (arrow) and the absence of cytoplasmic immunostaining. (b) Ductal hyperplasia with the
presence of nuclear expression (arrow). (c) Ductal carcinoma in situ showings decreased of nuclear expression and
presence of cytoplasmic expression (arrow). (d) Invasive ductal carcinoma with few nuclear immunostainings and

with the presence of cytoplasmic expression (arrow).
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Identification of L-type voltage-dependent Ca?* channels involved in pre-neoplastic
transformation of breast cancer
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Abstract

The intracellular Ca?* levels can modulate several cellular functions, including proliferation and other processes
found altered in neoplastic cells. One of the responsible for maintaining their homeostasis is the L-type voltage-
dependent Ca?* channels, but changes in its expression in neoplasia, including breast cancer has been identified.
Invasive ductal carcinoma, the most common classification of breast cancer, has ductal hyperplasia and ductal
carcinoma in situ as its possible non-obligate precursors. The participation of this channel in breast cancer
development from these precursors has not been investigate. Evaluate the protein expression and the subcellular
localization of Cayl.1, Cayl.2 and Cayl1.3 in the mammary epithelium without alteration and in neoplastic and
non-neoplastic ductal proliferative lesions through immunohistochemistry was the main objective of this
investigation. It was observed in Cay1.3 a reduction in nuclear expression in neoplastic lesions, in addition to an
increase in cytoplasmic Cay1.1. The analyses of membrane immunostaining showed that Cay1.2 and Cay1.3 had
an increase in this expression as the lesions progressed in the stages leading to invasive ductal carcinoma. Changes
in protein expression and subcellular localization of these channels during the progression stages indicate that they
may be involved in neoplastic transformation.

Keywords: Breast cancer; Ductal hyperplasia; Carcinoma in situ; L-type voltage-dependent calcium channel;

LTCC; Neoplastic transformation.

53



Declarations

Fundings

This work was supported by Fundacéo de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG #10274/16 e #00056/15
grants to Jader S. Cruz). Flavia Aguiar and Paula Rhana hold a scholarship from Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), Brazil.
Conflicts of interest/competing interest

The authors declare that they have no competing interests.
Availability of data and material

The datasets used and/or analyzed during the current study are available from the corresponding author on

reasonable request.

Code availability

(software application or custom code)
Authors contributions

Conception and study design: F.A., A.L.R. and E.F.; case selection: F.A., E.B; E.F.; sample processing and
experiments: F.A.; data analysis and interpretation: F.A.; P.R.; A.L.R.; J.S.C.; E.F.; wrote the manuscript: F.A,;

E.F.. All authors read and approved the final manuscript.
Ethics approval

This work was carried following the ethical principles for the use of human material as a primary source of
information after approval by the Research Ethics Committee (Comité de Etica em Pesquisa — COEP) of the
Federal University of Minas Gerais and of the Hospital Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte
(33481919.4.0000.5149 and 33481919.4.3001.5138, respectively).

Acknowledgments and Funding Information

The authors thank Universidade Federal de Minas Gerais and Hospital Santa Casa de Misericordia de Belo
Horizonte. This research was funded by the by Fundacao de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais and Conselho

Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico.

54



Introduction

Calcium ions can also assist in the regulation of fertilization, secretion, contraction, transcription and
phosphorylation, through intracellular signalling, since they are second messengers (Berridge et al. 2000). The
homeostasis of this ion must be maintained properly to avoid the development of a cell with malignant
characteristics (Déliot e Constantin 2015). Seen this, Ca?* can be released from intracellular organelles or from the

extracellular through channels, such as voltage-dependent Ca?* channels (Berridge et al. 2003).

L-type calcium channels (LTCC), a voltage-dependent Ca®* channel family, have long-lasting Ca®* currents and
require strong membrane depolarization for activation (Catterall et al. 2005). Its structure consists of an a1 subunit,
responsible for the formation of the pore and the main biophysical and functional properties of the channel. This
subunit can be encoded by four different genes, CACNALS, CACNA1C, CACNA1D, CACNALF that originates
the four isoforms of these channels, Cay1.1, Cayl.2, Cay1l.3 e Cavl.4, respectively (Zamponi et al. 2015). In
addition to al, LTCC also has the auxiliary subunits B, 023, and vy that control the expression of the channel, its
membrane incorporation, its binding to blocking drugs and a1 opening characteristics (Triggle 2006).

LTCCs are found in smooth and skeletal muscle, ventricular myocytes, and osteoblasts, but their presence has also
been seen in non-excitable tissues and tumours, highlighting the possibility of a relationship of these channels with
the cell's malignant process. The Cay1.1 gene expression has already been observed increased, concerning normal
tissue samples, in acute myeloid leukaemia, in brain desmoplastic medulloblastoma and primitive neuroectodermal
tumours. Cay1.2 and Cay1.3 were also seen overexpressed in several tumours, including breast carcinomas. Only
Cav1.4, which are physiologically found in the retina, have not yet been identified in carcinomas (Wang et al.
2015). Some studies demonstrate the participation of LTCC-mediated Ca?* influx by increasing migration in breast
cancer cell lines, MDA-MB-468 (Garib et al. 2005), as well as regulating the filopodia and tumour invasion in
MDA-MB-231, PDAC and U20S (Jacquemet et al. 2016). In addition to the evidence pointing to their
participation in migration, it has already been shown that the expression of Cay1.2 in MCF-7 cells, can be regulated
by dihydrotestosterone, resulting in decreased proliferation (Marques et al. 2015) and also that LTCC can mediate
proliferation in HepG2.2.15 (Phiwchai et al. 2020). Also, some studies report its role in apoptosis and even
modulating drug resistance in colon tumours and diffuse large B cell lymphomas, respectively (Zawadzki et al.
2008; Zhang et al. 2019).

LTCC may be related mainly to the migration and proliferation of some tumours, including the tumour with the
highest incidence and mortality among women, breast carcinoma (Wild et al. 2020). Invasive ductal carcinoma
(IDC) the most common histological classification of breast cancer (Bandyopadhyay et al. 2018), has a neoplastic
transformation model starting with ductal hyperplasias (DH), after they can transform to ductal carcinoma in situ
(DCIS) and finally, they can transform in IDC. These injuries are considered possible non-obligate precursors of
IDC (Simpson et al. 2005; Lopez-Garcia et al. 2010) and women with one of these diagnoses is two to ten times
more likely to develop the invasive lesion (Dupont e Page 1985; Carraro et al. 2014; Hartmann et al. 2014; Menes
etal. 2017).

It is well established that the increased risk of transformation of pre-neoplastic lesions is related to high
proliferative rates (Shaaban et al. 2002; Santisteban et al. 2010), and, although there are suggestions of LTCC

involvement in breast tumour cells by modulating proliferation and migration, no studies are evaluating whether
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these channels could participate in the tumour transformation process for invasive ductal carcinomas. This work
aims to analyse the protein expression and subcellular localization of Cay1.1, Cay1.2 and Cay1.3 in the breast
without alteration and in proliferative, non-neoplastic and neoplastic ductal epithelial lesions, of the human breast.
These analyses support the hypothesis of the participation of LTCC in the neoplastic transformation of breast

cancer from pre-neoplastic lesions, mainly related to the change of their localizations in the mammary epithelium.
Materials and Methods
Specimens selection and Histopathological Evaluation

Human mammary gland tissues, stored in paraffin blocks, from 30 patients from Hospital Santa Casa de
Misericérdia in Belo Horizonte, between the years 2010 and 2015, were reviewed for their histological
classification and quality of the material for the realization of the immunohistochemistry technique. The study was
approved by the local hospital Ethics Committee, with adherence to the Declaration of Helsinki. The approval ID
of the Ethics Committee is 33481919.4.0000.5149 and 33481919.4.3001.5138.

Histological analyzes, carried out using Hematoxylin-Eosin staining and optical microscopy, were performed to
classify, according to the guidelines of the World Health Organization (Gobbi 2012), the different regions of each
sample in Breast without alteration (BWA); Ductal hyperplasia (DH); Ductal carcinoma in situ (DCIS); Invasive
ductal carcinoma (IDC). To allow future statistical analysis, the classified regions received scores 1, 2, 3 and 4,
respectively. Reinforcing the idea that each of the samples analyzed can have different regions with various
histological alterations, in addition to the normal mammary epithelium, the regions were classified and analyzed

individually.
Immunohistochemistry

To perform immunohistochemistry technique, histological sections of 4 um of the samples were obtained, mounted
on gelatinized slides, deparaffinized and rehydrated using graded concentrations of ethanol. The
immunohistochemistry staining was carried out using the peroxidase reaction with identification from the
polymerized secondary antibody (Novocastra Post Primary and Novolink Polymer; Leica Biosystems, Newcastle
upon Tyne, UK). The antigen retrieval occurred in pressurized humid heat at 137°C (Autoclave ALT 5LD plus;
ALT, Séo Paulo, Brazil) with Target Retrieval Solution Citrate - low pH (Agilent Technologies, California, US).
To block endogenous peroxidase and protein the slides were incubated in Novocastra Peroxidase Block and
Novocastra Protein Block (Leica Biosystems, Newcastle upon Tyne, UK). Antibodies against Cay1.1, Cay1.2 and
Cavl.3 (G-1; D-6; E-3, Santa Cruz Biotechnology) were used at concentrations of 1:50, 1:50 and 1: 150,
respectively. The incubation time for the primary antibodies was 16 hours and for the 3'3-diaminobenzidine
chromogen (Leica Biosystems, Newcastle upon Tyne, UK), 1 minute. After the DAB incubation, the sections were
counterstained with Hematoxylin. Samples of human skeletal muscle for Cay1.1, human smooth muscle for Cay1.2
and Cay1.3 were used for positive control. For negative control, the primary antibody incubation stage was
replaced by incubation with mouse immunoglobulins, which is the species that the primary antibodies were

produced.

Interpretation of Immunohistochemical Findings
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All histological analyzes were performed using conventional optical microscopy in a 40x objective (Olympus -
BX41) and the images were captured from a system using a SPOT 3.4.5 Basic® camera adapted to an Olympus
Microscope (BX41). Some samples that did not show immunohistochemical reactivity for certain antibodies were

discarded.

Each antibody used had its cytoplasmic, nuclear and membrane immunostaining analyzed in all studied regions.
Cytoplasmic expression was assessed according to its intensity of expression and followed the score: 0: the absence
of expression; 1+: weak; 2+: moderate; 3+: strong. For the nuclear expression analysis, the percentage of cells
with no expression, weak, moderate, or strong intensity was first estimated in a semi-quantitative way. Then, these
data, in each of the regions, were segregated into negative expression, considering the sum of the percentages of
cells with no expression and weak intensity; and positive expression, this being the sum of the percentages of cells
with moderate or strong intensity. The percentages of nuclear expression were also classified according to the
intensity of predominant expression, where: 0: the absence of expression; 1+: weak intensity; 2+: moderate; 3+:
strong. Membrane expression, on the other hand, was classified by the percentage of cells that had this
immunostaining and followed score 0 (absence of expression); 1+ (<25%); 2+ (25% - 50%); 3+ (> 50%).

Statistical analysis

Possible correlations were assessed using the Pearson test. Results were considered significant when the
probability of test significance was p <0.05. Statistical analyzes were performed with the aid of the GraphPad
Prism v. 8.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

Results and discussion

Histopathological analyzes were performed in 30 cases and different regions of the same sample were analyzed
and classified individually. From this analyses, 44 distinct histological aspects were identified and in 11 cases
there was more than one region to be analyzed. 13 histological areas with BWA, 15 with DH, 9 with DCIS and 7
with IDC were analyzed. Immunohistochemistry for the three markers was performed in all cases and the

immunoreaction was analyzed for nuclear, cytoplasmic and membrane immunostaining (Fig. 1)

When analyzing the immunostaining for Cay1.3 a negative correlation was observed between its nuclear
expression and the histological classification of the lesions (r = -0.43; p <0.05; Table 1), indicating that there is a
reduction in this expression as the cells advance in the stepped transformation model for the IDC. Differently,
Cav1.2 showed weak or absent nuclear expression in all analyzed cases, which were categorized as negative
nuclear expression. So far, the presence of LTCC in the cell nucleus has not been studied, but the presence of a
variety of ion channels in the nuclear membrane, such as Ryanodine and Inositol triphosphate receptors, is already
known. In addition to them, the presence of another family of voltage-dependent Ca?* channels has been seen, the
R-type channels. They have already been observed in the nucleus of human aorta epithelial cells, and other diverse
cell types. Once in the nucleus, these channels are responsible for sustained Ca* current in the nuclear membrane,
participating in nuclear Ca?* homeostasis, being important in gene expression, proteins synthesis, as well as in the
traffic of macromolecules through the nuclear pore complexes (Bkaily et al. 2009). The decrease in LTCC
expression in the nucleus of neoplastic cells may be related to the deregulation of some processes that contribute
to tumour transformation.
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In the analysis of cytoplasmic immunoreactive, it was possible to observe expression for all channels understudy
and surprisingly, the cytoplasmic immunostaining of Cay1.1 showed a positive correlation with the predominant
nuclear expression score (r = 0.62; p <0.05; Table 2). This result shows that this isoform follows the same pattern
of immunoexpression in different cell compartments, whether in high or low expression. Regarding the
cytoplasmic expression of Cay1.2, 100.0% of the cases of all classifications presented cytoplasmic marking, as
well as 100.0% of the cases of IDC with immunoexpression for Cay1.3, not being possible to observe correlations
with the nuclear expression pattern (Table 3). The presence of abundant cytoplasmic immunostaining in all
histological classifications analyzed suggests that these channels play essential functions in intracellular
organelles. The traffic between the endoplasmic reticulum (where they are produced), the cell membrane and the
organelles aim to regulate the function and expression of the channel and this movement can be controlled by f8
and a28 subunits (Weiss € Zamponi 2017; Dolphin 2018). In cytoplasmic organelles, lysosomes are one of the
possible localizations of LTCC, since the presence of voltage-gated Ca?* channels has already been seen in these
structures (Zhong et al. 2017). Once in lysosomes, the influx of calcium ions can modulate autophagy, an important
process for the cell survival of tumour cells (Kondratskyi et al. 2013). In addition to lysosomes, another possible
localization would be the mitochondria and endoplasmic reticulum, where the presence of other ion channels that

are related to the inhibition of apoptosis in tumour cells has been reported (Brini 2000; Leanza et al. 2013).

Membrane immunoexpression was observed only for Channels Cay1.2 and 1.3, with a gradual increase in
immunoexpression being revealed in hyperplastic and neoplastic lesions. (Table 4). This profile of membrane
immunostaining was corroborated by the analysis of the positive correlation between histological classification
and membrane expression score for Cay1.2 (r = 0.69; p <0.05) and Cay1.3 (r = 0.54; p <0.05; Table 1), showing
that there is an increase in this expression as the cells advance in the model of progression in stages for the IDC.
Once found in the cell membrane, it can be inferred that these channels are performing the function of the influx
of Ca?* into the cell. This LTCC-mediated Ca?* entry can trigger the activation of different transcription factors,
such as CREB, NFAT and DREAM that will act on gene regulation (Barbado et al. 2009) and may be responsible
for tumour progression of cells seen in this study. Highlighting that CREB is usually overexpressed in breast
carcinomas and is associated with resistance to antiproliferative signals, apoptosis, angiogenesis, invasions, and
metastases (Steven et al. 2020). Also, it has been seen that increasing the intracellular concentration of Ca?* through
Cav1.2 leads to cleavage and translocalization to the nucleus of a fragment of C-terminus of the pore-forming unit,
called CCAT, binding to transcriptional regulators gene, thus modulating the expression of several genes (Barbado
et al. 2009). Besides, the absence of immunostaining for Cay1.1 indicates that this channel may be involved in

functions other than Ca?* influx at the plasma membrane (Arcangeli et al. 2008; Capiod 2011).

In summary, our results showed a higher nuclear expression of Cay1.3 in lesions at the beginning of the neoplastic
transformation model, which may suggest that the role played by this channel in the nucleus of breast epithelial
cells may be related, in a still unknown mechanism, with the neoplastic transformation process. Also, it was seen
that Cayv1.2 and Cav1.3 showed an increase in membrane expression as the regions advanced in the histological
classifications, indicating a possible role of these isoforms in the process of transformation of non-neoplastic
proliferative epithelial lesions of the breast for neoplastic lesions. In conclusion, although there is still no evidence
in the mechanisms, these results suggest a role for Cay1.1, Cayv1.2 and Cay1.3 in the breast tumour transformation

process. Therefore, a better understanding of the role that each of the isoforms is playing in different subcellular
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localization and the traffic dynamics of these channels can allow a better understanding of neoplastic
transformation, can even be avoided via existing LCTT blocking drugs, or even in the identification of neoplastic

lesions more prone to evolution.
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Table 1 Pearson correlation coefficient matrix for Cay1.3 immunohistochemical staining. * indicate p <0.05.
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Table 2 Pearson correlation coefficient matrix of Cay1.1 immunohistochemical staining. * indicate p <0.05.
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No expression Weak

Breast without 18.1% (2/11)  45.4% (5/11) 36.3% (4/11)
alteration
Ductal hyperplasia  10.0% (1/10)  50.0% (5/10) 40.0% (4/10)
—
~
8 Ductal carcinoma 33.3% (1/3) 66.6% (2/3)
in situ
Z
@) Invasive ductal 16.6% (1/6) 66.6% (4/6)
N carcinoma
w
'é':J Breastwithout  0.0% (0/10)  60% (6/10)
o alteration
X
L ~ Ductal hyperplasia ~ 0.0% (0/11)  63.6% (7/11) 27.2% (3/11)
O o
- >
S 8 Ductal carcinoma ~ 0.0% (0/5)  80.0% (4/5)
9p] in situ
<
J -
o Invasive ductal 0.0% (0/3) 33.3% (1/3)
@) carcinoma
|_
> _
O Breast without 9.0% (1/11)  36.3% (4/11) 45.4% (5/11)
alteration
Ductal hyperplasia  8.3% (1/12)  66.6% (8/12)
™
>
8 Ductal carcinoma 33.3% (2/6) 50.0% (3/6)
in situ
Invasive ductal 0.0% (0/6) 50.0% (3/6)
carcinoma

Table 3 Percentage of cases with cytoplasmic immunostaining categorized in no expression, and weak, moderate,

or strong intensity of Cay1.1, Cay1.2 and Cay1.3 immunostaining.
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No expression (<25%) (25% -50%)  (>50%)

Breast without 100.0% (10/10) 0.0% (0/10) 0.0% (0/10) 0.0% (0/10)
alteration
Ductal 45.4% (5/11) 36.3% (4/11) 0.0% (0/11)  18.1% (2/11)
Z hyperplasia
O|
-3
w 8 Ductal carcinoma 0.0% (0/5) 40.0% (2/5) 40.0% (2/5) 20.0% (1/5)
(V)]
L in situ
x
; Invasive ductal 0.0% (0/3) 0.0% (0/3) 100% (3/3) 0.0% (0/3)
L carcinoma
e
< Breast without 100.0% (11/11) 0.0% (0/11) 0.0% (0/11) 0.0% (0/11)
zZ alteration
<
o
0| o Ductal 66.6% (8/12) 8.3% (1/12) 8.3% (1/12)  16.6% (2/12)
> F>' hyperplasia
w (48]
s @)
Ductal carcinoma 50.0% (3/6) 16.6% (1/6) 16.6% (1/6) 16.6% (1/6)
in situ
Invasive ductal 16.6% (1/6) 16.6% (1/6) 33.3% (2/6) 33.3% (2/6)
carcinoma

Table 4 Percentage of cases with membranar immunostaining categorized in no expression, <25%, 25% a 50%,

or <50% of Cay1.2 and Cay1.3 immunostaining.
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Cav 1.1 Cav1.2 Cav 1.3

Breast without
alteration

Ductal
hyperplasia

Ductal carcinoma
in situ

Invasive ductal
carcinoma

Fig 1. Human mammary glands with immunostaining for Cay1.1, Cav1.2 and Cay1.3. Identified by DAB
chromogen and counterstained with hematoxylin. 200x magnification and 600x insert. Continuous arrows indicate

nuclear immunoreactive. Dotted arrows indicate membrane immunostaining.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo e nas condi¢des metodoldgicas empregadas,

podemos concluir que:

Todas as classificagdes histologicas estudadas (epitélio mamario humano sem alteracéo;
hiperplasia ductal; carcinoma ductal in situ; carcinoma ductal invasor) apresentam
expressdo proteica de Cavl.1, Cavl.2, Cavl.3, Cav3.1, Cav3.2 e Cav3.3.

A expressdo proteica dos canais utilizados pode ser observada principalmente no nicleo
e no citoplasma das células estudadas, e em menor quantidade na membrana
citoplasmatica, indicando o desempenho de funcdes que ndo o influxo de Ca2* vindo no
meio extracelular

As etapas de transformacdo neoplésica para o carcinoma ductal invasor mostraram
correlacdo negativa com a expressao nuclear dos canais Cayl1.3, assim como todas as
isoformas da familia Cav3. Ao oposto, a expressao citoplasmética de Cavl1.1, Cav3.1e
Cav3.2 obteve correlagdo positiva, assim como a expressdo membranar de Cavl.2 e
Cavl.3.

Em Cav3.1 foi vista uma correlacdo negativa entre a marcacdo citoplasmatica e a
marcacdo nuclear, enquanto em Cavl.1, essa correlagdo foi positiva.

A presenca da expressdo desses canais, exceto Cay1.2, com maior intensidade no nlcleo
das células ndo neoplésicas parece estar relacionado com a transformacédo neoplasica,
uma vez que ha perda dessa expressao nas classificac@es histologicas mais avancgadas.
O aumento da expresséo de Cav3.1 e Cav3.2 no citoplasma e de Cav1.2 e Cav1.3 na
membrana, a medida em que ha um avango no modelo de transformacéo neoplasica em
etapas indica possivel relacdo com a transformacdo neoplésica em células epiteliais

mamarias.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A concentragéo intracelular de Ca?* é fundamental na regulacio de diversas fung@es celulares,
inclusive processos como proliferacdo, apoptose e transcricdo génica, que geralmente
encontram-se alterados nas células neoplésicas. Além disso, a sinalizagdo de Ca?* no tumor
pode contribuir com a geracdo de um microambiente tumoral favoravel, auxiliando a
disseminacéo de fatores de crescimento e a ocorréncia de hipoxia. Para que a homeostase desse
ion seja mantida, e que a sua sinalizacdo ocorra de forma equilibrada com as necessidades
celulares, hé atuacdo de canais, bombas ou transportadores que podem estar localizados na

membrana plasmatica ou ha membrana de organelas intracelulares.

Os canais de Ca?* dependentes de voltagem do tipo L e do tipo T estdo incluidos nas estruturas
responsaveis pelo influxo desse ion e a partir de estudos que identificaram alteracGes na
expressdo de RNAmM desses canais em diversas neoplasias, inclusive em cancer de mama, sua
expressao em tumores comecgou a ser associada com a proliferagdo, apoptose e migracao em
neoplasias mamarias. Extrapolando a possivel relacdo com as neoplasias, havia o
guestionamento se essas expressdes, em lesdes com comportamento pré-neoplasico, poderiam
estar relacionadas a transformacdo neoplasica. Nossos resultados demonstraram a presenca
desses canais em lesdes precursoras do carcinoma ductal invasor de mama humana (hiperplasias
ductais e carcinomas ductais in situ), sugerindo que, alteracGes na expressao proteica e na

localizacdo subcelular podem ser fatores associados a transformacéo neoplasica.

De forma curiosa, em todas as regides histologicas analisadas (glandula mamaria sem alteracéo,
hiperplasia ductal, carcinoma ductal in situ e carcinoma ductal invasor), observamos uma maior
expressdo proteica desses canais no ndcleo e no citoplasma das células, indicando que podem
ter papel no transporte de célcio nessas regides, contribuindo com a sinaliza¢éo e a ocorréncia
de diferentes fungdes. Além disso, suas proteinas estruturais podem ser capazes de se ligar a
proteinas nesses locais, modulando processos que estdo relacionados a transformacéo

neoplésica.

Portanto, estudos que visem compreender melhor as funcBes que podem ser moduladas por
esses canais em suas diversas localizagfes subcelulares séo de grande valia para investigar o
papel dos canais de Ca?* dependentes de voltagem na transformacéo neoplasica. Podendo ser
alvo de novas terapias, visto que j& existem farmacos capazes de bloquea-los, e serem
marcadores precoces de lesGes com comportamento pré neoplasico, estudos funcionais desses

canais devem ser explorados no futuro.
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Necesslta Apreciagio da CONEP:

=]

Endarets: Ay Presdents Anides Carlos 8527 2 L4 5 005

BELC HORIZOMTE, 02 de Movembro de 2020

Crizsla Carem Palva Fontalinha
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Anexo B Parecer consubstanciado do CEP Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte

W SANTA SANTA CASA DE
CASABH  MISERICORDIA DE BELO W
HORIZONTE - SCMBH

PARECER CONMSUBSTANCIADD DO CEP
Elaborado paia Institulgso Coparticipants

DADDS 0 PROJETD DE PESGUISA
Titule da Pesquisa: Anallse d3 expressdo o2 canals de CaZ+ e Na+ dependentes de voltagem em
alteraples epitelias prolifzraiivas de mama humana.

Pasquizador: Enlo Femgm
Area Temnatica:

Versdo: 4
CAAE: 33481919.4.3001.5138

Insittulgao Propansnis: Instiuto de Ensino 2 Pesquisa da Sants Casa BH
Patrocinador Principal: Financiamemo Bropna

DaADOS O PARECER
Himene do Parecar: £.505.255

Aprassntagio do Projsto;

RESUmD: O cANCEr de Mmama & a principal necplasla entre as mulheres, totallzando o5 malores Indices de
Incid2ncia e moralidade em todo o mundo. Aparicipacio 0ok canas Mnicos no desenvolvimento dessa
patologla tem sido nvestigada, com @ apresentacdo de Indiclos Que sugerem a suaparticipacdo na
progressdo do tumor. Diferentes estwdos t2m relatado o envolvimento de canals de Ca2+ & Ma+
dependentes de vollagem com caumenio da prodfzracdo celular & da agressividade tumoral 2m lesfes de
mama. & fim de Investigar essa relacio serd desenvohiido um trabalhowtlizando lesles de mama humana
amazenadas em bloco de parafina, oriundos do Hospltal Santa Casa BH |, coletados enire 2010 a
2015, destinadcs somente para pesquisa & dhvulgagao centiica sem fins comeniais ou dhalgacdo de dados
clinicos das pacientes. Sera felalmunchisiogquimica desse malenal, ulllizando man-adors par o5 canals e
Cal+ e Ma+ dependenies de wollagem e para marcadores deproliferacdo celular e transigdo
epfeliomesanquima. Pretendiemos, 3 partn tessa propasta, Inlear projetos visando vericar o papsl desses
canalsng desenvolvimenio, progressdo & na transigao epitélo mesSnquima em lesbes prolferativas
neoplasicas @ ndo nepplasicas da mama.

Objséivo da Pesqulsa:
Cbjetvo Primana:
Idenifficar & detamminar 3 relagdo enire 3 expressao prodeica dos cands de Cal+ e Nat

Endereca:  Fun Svaes el 971

Babte Sants Efghata CEP: =) 15060
LIF: BAG Humsipla: BELD HORIONTE
Telefone |5 s ali= Fax: [31)53r8-a0is E-mail. cumiiecertonfueecmatd v g b
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W curo

SANTA SANTA CASA DE

CASABH  MISERICORDIADEBELO  “GREraM '
HORIZONTE - SCMBH

Cortincazic 4o Pamcar 4 508300

Situag3o do Parecer-
Aprovado

Necessita Apreciag3o da CONEP:
N30

BELO HORIZONTE, 21 de Janeiro de 2021

Assinado por:
Sarah Melo Gontljo Houara
{Coordenador(a))

Enderege: s Averes Macal 811
Bakre: Sarts Efgheis

UF: MG Municiplo. SELC RORIZONTE
Telefone (51 parssagss Fax: (3130588033

CEP: 30 150-240
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