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RESUMO

O cancer de mama é a principal neoplasia entre as mulheres, totalizando os maiores
indices de incidéncia e mortalidade em todo o mundo. Devido a sua grande importancia
na saude publica mundial, a busca por novas formas de diagndstico e de terapias mais
eficientes contra esta patologia se tornou objeto de estudo de diversos grupos ao redor
do mundo. Recentemente, a participacdao de canais idnicos no desenvolvimento de
tumores tem sido investigada. Os canais de Na* dependentes de voltagem sdo proteinas
transmembrana importantes para a excitabilidade celular; alteracdes em seu
funcionamento e expressdao sdao normalmente associados a patologias cardiacas e
neuroldgicas. Entretanto, diferentes estudos tém relatado o envolvimento desses canais
com o aumento da agressividade tumoral em neoplasias da mama. O presente trabalho
buscou avaliar a presenca desses canais em células de tumores primdrios de mama,
buscando indicios da possivel participacdo dessas proteinas nas etapas iniciais do
processo de tumorigénese. Os resultados demonstraram a presenca de correntes de
influxo produzidas por canais de Na* dependentes de voltagem para ambas as linhagens
de tumor primdrio. Além disso, identificou-se a presenca de canais do tipo Navl.5 e
Navl.7, que estavam expressos ndo apenas na membrana dessas células, mas também
na membrana nuclear e em seu citoplasma. Ao final deste trabalho foi possivel concluir
gue os canais de Na* dependentes de voltagem estdo presentes, ao contrdrio do que se
pensava, em estagios mais iniciais do desenvolvimento tumoral, indicando a
participacdo desses canais em processos importantes para o estabelecimento do tumor.
Além disso, observamos que estes canais estdo presentes em grande parte do ambiente
subcelular, o que foi associado a possivel participacao destes canais em outros processos

celulares que nao estejam ligados a permeabilidade i6nica.

Palavras-chave: Cancer de mama; Canais ibnicos; Canais de sddio; Agressividade

tumoral.
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ABSTRACT

Breast cancer is the most common cancer of women, with high numbers of incidence
and mortality worldwide. Due to its great importance in world public health, the search
for new forms of diagnosis and more effective therapies has become the object of study
of several groups around the world. Recently, the role of ion channels in the
development of different type of tumors has been investigated. Voltage-gated Na*
channels are transmembrane proteins important for cellular excitability and defects in
its function or expression is usually associated with cardiac and neurological conditions.
However, different studies have reported the involvement of these channels with the
increase of tumor aggressiveness in breast neoplasms. The present work aimed to
evaluate the presence of these proteins in primary breast cancer cells, searching for a
possible participation of these proteins in the initial stages of the tumorigenesis process.
The results demonstrated the presence of influx currents produced by voltage-gated Na*
channels for both primary tumor cell lines. In addition, we identified the presence of
Nav1.5 and Nav1.7 channels, which were expressed not only on the membrane of these
cells, but also on the nuclear membrane and its cytoplasm. At the end of this study, it
was possible to conclude that the voltage-gated Na* channels are present in earlier
stages of tumor development, instead to what was thought, indicating the participation
of these channels in processes important for the establishment of the tumor. In addition,
was observed that these channels are present in almost the entire subcellular
environment, which was associated with the possible participation of these channels in

other cellular processes that are not related to the ion permeability.

Key words: Breast cancer; lon channels; Sodium channels; Tumor aggressiveness.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

Qual a origem da palavra cancer? Cancer foi um termo cunhado por Hipdcrates
(470-360 a.C) e que, em latim, significa “caranguejo” (Akram e Siddiqui, 2012; Faguet,
2015). Passou a ser comumente utilizada para se referir aos diferentes tipos de tumores
malignos, uma vez que estes sao capazes de aderir a qualquer regido que estejam. Estes
tumores ou neoplasmas, como também sdo conhecidos, sdo caracterizados por uma
massa tecidual amorfa, onde as células apresentam uma taxa de proliferacdo
aumentada, completamente desordenada e sem controle, mesmo apés o fim do

estimulo que originou estas alteracoes (Wilson e Waugh, 2006).

Os tumores (usarei cancer, neoplasia e tumor de forma indistinguivel ao longo
deste texto) podem ser divididos em benignos e malignos, dependendo da capacidade
de invasdo e agressividade das células que os constituem. As neoplasias podem estar
presentes nos mais diferentes érgaos e tecidos, e hoje constituem um importante grupo
para os estudos epidemiolégicos devido a sua alta incidéncia e mortalidade (Majeed et

al., 2014).

1.1.1 Etiologia e fisiopatologia do cancer

O processo de formagdo do tumor (Figura 1), conhecido como tumorigénese,
tem inicio na transformacdo de células saudaveis em células neopldsicas. Essa
transformacado pode ser deflagrada por diversos fatores, referidos como carcinogénicos,
e 0s quais discutiremos mais adiante. De maneira geral, a exposicdo a estes fatores
ocorre ao longo da vida do individuo, causando pequenas modificacdes no genoma das
células. Apds varios episddios de exposicdo e com o acumulo de mutacdes no DNA,
algumas funcGes de controle celular sdo alteradas e culminam na desregulacdo dos

processos de proliferacdo, ciclo celular e apoptose (Hanahan e Weinberg, 2000).
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A EVOLUGAO DO CANCER

INICIAGAO PROMOCAO PROGRESSAO CANCER METASTASES

1340 anos

LESAO DO DNA ATIVACAO DOS ONCOGENES / INATIVACAO DOS GENES SUPRESSORES

Figura 1. O desenvolvimento de um tumor. O processo de formacado do tumor pode ser
dividido em etapas que comec¢am pela transformacdao maligna de uma célula sauddveis
e pode chegar até a formacdo de novos sitios neoplasicos (metastase). Fonte:

modificado de Béliveau e Gingras (2007).

As células saudaveis apresentam uma rede complexa de genes que trabalham de
maneira harmonica para garantir o funcionamento e o controle de diferentes processos
celulares, como o crescimento, proliferacdo e morte celular. Entre estes, destacam-se:
1) os proto-oncogenes, promotores do crescimento celular; 2) os genes supressores de
tumor, que inibem o crescimento; 3) os genes responsaveis por regular o processo de
apoptose (morte celular programada); e 4) os genes que estdo envolvidos no reparo do
DNA, que constantemente examinam erros na informacdo genética e evitar, portanto,
uma transformac¢ao que possa ser neoplasica. Estes sdo os principais alvos de um dano
genético ndo letal, mas que, perante o acimulo de mutac¢ées multiplas, acabam levando
ao desenvolvimento e instalacdo da doenca (Hanahan e Weinberg, 2000; Stratton,

Campbell e Futreal, 2009; Steward e Wild, 2014).

Uma vez transformada, a célula (agora conhecida como tumoral) passa por um
processo de expansdo clonal, onde é observado um aumento exacerbado da
proliferacdo e que culmina, portanto, na formacdo do tumor. Entretanto, a
caracterizacdo dos tumores é baseada em suas caracteristicas morfoldgicas e

moleculares. As neoplasias benignas normalmente se apresentam de forma localizada e



17

bem delimitada, com células bem diferenciadas (se assemelhando ao tecido de origem)

e com um perfil de crescimento lento (Kumar et al., 2010).

Ja as neoplasias malignas apresentam uma massa tecidual mais infiltrada nos
tecidos adjacentes, com células pouco diferenciadas e com uma estrutura atipica ao
tecido em que se encontra. A taxa de crescimento celular neste caso é bastante varidvel,
podendo ser lenta ou rapida; entretanto, a presenca de novas lesGes tumorais que se
encontram distantes do sitio primario, processo denominado metdastase, é bastante

frequente nestes tumores (Rakha et al., 2010; Makki, 2015).

A velocidade na qual a populacdo de células tumorais aumenta, ao decorrer da
fase proliferativa, se torna incompativel com a obteng¢do de O; e nutrientes, necessarios
para o crescimento celular. Em resposta a tais condi¢cdes adversas, as alteracdes no
metabolismo celular permitem a sobrevivéncia e a manutengdo das altas taxas de
proliferacdo (Costello e Franklim, 2012). Otto Warburg foi o primeiro pesquisador a
observar que as células tumorais, mesmo em presencga de O, utilizavam o metabolismo
glicolitico com producdo de altos niveis de lactato (o que mais tarde ficou conhecido
como “Efeito Warburg”). Warburg associou este efeito a defeitos no metabolismo
oxidativo (respiracdo celular) das células tumorais (Warburg, 1956); recentemente,
diferentes pesquisas mostraram que a fungdo mitocondrial destas células estava intacta
e que a metabolizacdo da glicose em lactato estava ligada a maior eficiéncia na produc¢ao
de energia e outros blocos de construcdo (Koppenol, Bounds e Dang, 2011; Heiden e

DeBerardinis, 2017).

Carboidratos e lipideos sdo as principais fontes para a producdo de energia
metabdlica (ATP) e a escolha da via metabdlica sera definida de acordo com as
necessidades celulares, a disponibilidade de nutrientes e O, (Heiden e DeBerardinis,
2017). Assim, a capacidade de adaptacdo as condicGes adversas definird a malignidade
do tumor, induzindo alteragdes metabdlicas e fisioldgicas, como a evasdo dos sinais de
apoptose, insensibilidade aos sinais que impedem o crescimento celular, potencial de
replicacdo ilimitado, capacidade de escapar do sistema imune e a produgdo de sinais
gue estimulam a proliferacdo celular e a angiogénese tecidual (Figura 2) (Weinberg e

Hanahan, 2000; Giancotti, 2014).
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Sinais proliferativos

sustentados

Resisténcia a morte Evasdo dos sinais que

celular inibem o crescimento

Indugéo da Ativagdo da invasdo e

angiogénese metdstase

Potencial de
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Figura 2. Principais mecanismos envolvidos no desenvolvimento e progressao tumoral.

Fonte: modificado de Hanahan e Weinberg (2011).

O descontrole da proliferacdo celular resultara no aumento da massa tumoral,
com o aparecimento de dreas com hipdxia (baixo nivel de O;) que induzem a produgao
de diferentes citocinas que estimulam a angiogénese tumoral. A formacdo de novos
vasos sanguineos permitira a distribuicdo de nutrientes, Oz e a remocao de produtos de
excrecdo; mais tarde, esses vasos vao permitir que as células tumorais tenham um
acesso a circulacdo sanguinea para o desenvolvimento de metdstases. A producdo dos
fatores prdé-angiogénicos, como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF),
atuam estimulando a proliferacdo de células endoteliais e guiando a formacdo dos novos

vasos em dire¢do ao tumor (Nagy, Dvorak e Dvorak, 2007; Trédan et al., 2014).

Os processos de invasdo e metdstase sdo realizados apenas por tumores
malignos e sdo considerados a principal causa para os altos niveis de morbidade
relacionados as neoplasias. Para que as células tumorais adentrem a circulagao
sanguinea e/ou linfitica é necessario passar por vdérias etapas (Figura 3). O
desenvolvimento tumoral acontece, na maioria dos casos, ao longo de anos e sdo
detectados apenas quando se encontram em estagios mais avangados (Melzer, von der

Ohe e Hass, 2017). E ainda, mesmo apods a transformacao maligna, as células continuam
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sendo expostas aos fatores carcinogénicos e sofrendo alteragdes em seu material
genético, resultando em diferentes subclones, populagdes com caracteristicas
diferentes quanto a capacidade de proliferacdo, migracdo e resisténcia (Ramon y Cajal

et al., 2014; Norum, Andersen e Sorlie, 2014).
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Figura 3. Etapas envolvidas na disseminacdo tumoral por via da circulagdo sanguinea.

Fonte: modificado de Kumar et al. (2010).
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Entre as diferentes populacbes celulares presentes no tumor, algumas células
passam a apresentar fenétipos (alteragées morfoldgicas) e funcionalidades (redugdo de
juncgdes intercelulares e de moléculas responsaveis pela adesdo celular) que reduzem a
interacao célula-célula, permitindo que estas se movimentem em dire¢do aos tecidos
adjacentes. O movimento das células neoplasicas pode ocorrer por dois processos: o
ameboide, que é considerado o mais rapido, onde as células se apertam por entre os
espacos presentes na matriz extracelular (MEC); e o mesenquimal, que depende da acdo
de uma grande quantidade de proteases, enzimas capazes de degradar a MEC (Friedl e

Wolf, 2003; Guan, 2015; Melzer et al., 2017).

A MEC funciona como uma barreira que separa os diferentes compartimentos
teciduais e sdo importantes para a organizacdo estrutural e funcional dos tecidos. Ja as
metaloproteinases de matriz (MMP) sdo enzimas responsaveis por promover respostas
inflamatdrias, a angiogénese e o remodelamento tecidual. As células tumorais e
adjacentes produzem e secretam grandes quantidades de MMP, que atuam degradando
a matriz extracelular, abrindo o caminho para a migracdo das células tumorais em
diregdo a circulagdo sanguinea e/ou linfatica (Bissel e Radisky, 2001; Melzer, von der

Ohe e Hass, 2017).

Nesse processo, muitas células tumorais conseguem chegar até o interior dos
vasos sanguineos/linfaticos, porém encontram vdérios empecilhos que limitam o
processo metastatico e o estabelecimento do cancer em diferentes regides. O ambiente
vascular, a forca mecanica exercida pelo fluxo sanguineo e a colisdo com outros
componentes do sangue, bem como as a¢bes antitumorais estimuladas pelo sistema
imune e a falta de estimulo para promover a proliferagdao no novo sitio, sdo as causas da
ineficiéncia e limitacdo do processo metastatico (Maheswaran e Haber, 2010; Mitchell
e King, 2013; Melzer, von der Ohe e Hass, 2017). Em um trabalho publicado por Meng e
colaboradores (2004), células de cadncer de mama, ao entrar na circulacdo,

apresentavam uma sobrevivéncia de apenas algumas horas.

Apesar da baixa probabilidade de as células tumorais sobreviverem as
intempéries do ambiente vascular e colonizar outros érgaos, algumas obtém sucesso e
conseguem concluir o processo de metdstase. Ja se sabe que alguns tumores, inclusive,

apresentam preferéncias quanto ao local escolhido para a formacao dos novos tumores
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(Melzer, von der Ohe e Hass, 2017). Os tumores de mama, por exemplo,
preferencialmente se disseminam para os pulmdes, ossos, figado e cérebro. Esse
tropismo por 6érgaos especificos ainda ndo é completamente compreendido, mas pode
ser explicado, por exemplo, pela expressao de receptores para algumas quimiocinas em

células tumorais circulantes (Chambers, Groom e MacDonald, 2002; Minn et al., 2005).

1.1.2 Fatores de risco

Como descrito anteriormente, as multiplas exposicdes aos fatores
carcinogénicos sdo necessdrias para que a transformacdo maligna ocorra. A relacdao
entre estes fatores e o aparecimento de neoplasias tem sido demonstrada por
diferentes estudos epidemiolégicos. As interacGes que ocorrem entre os fatores
(genéticos ou ambientais) e o material genético resultardo em pequenas mutacdes,
aumentando a probabilidade de desenvolver diferentes tipos de tumores (Steward e

Wild, 2014).

A pré-disposicdo genética ao cancer esta relacionada a histéria familiar, onde
alteragdes em alguns genes importantes para o controle do funcionamento celular sao
herdados de nossos antepassados. Uma das relacdes mais bem estabelecidas para o
desenvolvimento de cancer de mama sao as mutac¢des nos genes BRCA1 e BRCA2, que
aumenta em 10 vezes o risco de as mulheres desenvolverem o cancer (Mavaddat et al.,

2013; Ban e Godellas, 2014).

Outro gene mutado e que tem sido identificado em 50% dos tumores humanos
é o TP53, que codifica a proteina p53, um importante fator de transcricdo necessario
para a regulacdo de varias vias de sinalizacdo e que atua, principalmente, durante o
estresse celular (Wei et al., 2006; Vousden e Lane, 2007). Essas descobertas sao
responsaveis pelo aumento, nos ultimos anos, do numero de pessoas que buscam pelo
aconselhamento genético, como uma forma de medida profilatica, em paises da Europa

e Norte-Americanos (Narod, 2006).

Ja os fatores ambientais estdo associados principalmente ao estilo de vida do
individuo, podendo ser causados por agentes bioldgicos, quimicos e fisicos (Steward e

Wild, 2014). Diferentes agentes infecciosos também foram correlacionados a diversos
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tipos de cancer. Segundo a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC),
apenas em 2012, cerca de 15% dos casos de cancer em todo o mundo foram atribuidos
a alguma infeccdo. Entre os agentes infecciosos, podemos citar Helicobacter pylori,
papilomavirus humano (HPV), virus da hepatite B (HBV) e o virus da hepatite C (HCV)
(Plummer et al., 2016).

Dentre os agentes quimicos, o tabaco é considerado o mais importante fator de
risco para o desenvolvimento de neoplasias, correspondendo a aproximadamente 22%
das mortes relacionadas ao cancer (GBD Risk Factors Collaborators, 2016). Mas o
consumo de alcool, a dieta, contato com poluentes ambientais e/ou ocupacionais, o uso
de contraceptivos e o sedentarismo também sdo considerados importantes fatores de
risco para uma variedade de canceres. Outro agente é a radiacdao ultravioleta;
considerada um agente fisico, aumenta o risco para o desenvolvimento de canceres de

pele, um dos mais comuns em todo o mundo (Jemal et al., 2014).
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1.2 CANCER DE MAMA

Segundo informagbes da Organizagcdao Mundial da Saude (2017), o cancer de
mama € a principal neoplasia que acomete as mulheres em todo o mundo e é
responsavel pela quinta maior taxa de mortalidade entre os canceres (Figura 4),
estimando aproximadamente 571.000 mortes em 2015. Apesar de ser considerada uma
doenga relacionada a paises desenvolvidos, 53% dos casos registrados em 2012 foram
provenientes de paises menos desenvolvidos (Ferlay et al., 2013). A deteccdo tardia do
tumor, a falta de programas que visam o diagndstico precoce da patologia, bem como a
falta de equipamentos e medicamentos para o diagndstico e tratamento,
respectivamente, faz com que paises menos desenvolvidos apresentam as maiores taxas

de mortalidade (Coleman et al., 2008).

% M Incidéncia ™ Mortalidade
o
~
[(e}
o
<
o
~ 8 S <
o <t H [22] o
[e)] — [a2] o~ (o]
— ©0 9 N ~
o — o
wn < [e)] un -
o <+ ~ o
N ~ o0 3
8 2 2 =
n
i I I : i E
MAMA COLORRETAL PULMAO COLO DO UTERO ESTOMAGO

Figura 4. NUmero estimado para incidéncia e mortalidade para os 5 principais tipos de
cancer que acometem mulheres, durante o ano de 2012 mundialmente. Fonte: Ferlay

et al., 2013.
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Apenas no Brasil, para o ano de 2016, foi estimado a notificacdo de quase 58 mil
novos casos da doenca (Figura 5). No levantamento mais recente, foram identificados
14.388 casos de mortes em 2013 (Sistema de Informacdo sobre Mortalidade, 2013).
Apesar de também acometer homens, sua apresentacdo é rara e representa apenas 1%

de todos os casos (Instituto Nacional do Cancer, 2015).

O consumo de dlcool, a utilizacdo de contraceptivos e de reposicdo hormonal
(estrégeno e progesterona) e exposicao a radiagdes ionizantes sao alguns dos principais
agentes carcinogénicos para o cancer de mama. Além disso, a idade, menarca precoce
ou menopausa tardia, fatores reprodutivos (esterilidade, amamentacgao, episddios de
aborto espontaneo) e histéria familiar prévia também sdo considerados fatores de risco
para o desenvolvimento dessa neoplasia (Ban e Godellas, 2014; Dumalaon-Canaria et

al., 2014; Barnard, Boeke e Tamimi, 2016).

Distribuicio proporcional dos dez tipos de cincer mais incidentes estimados para 2016

por sexo, exceto pele ndo melanoma*

Prostata £1.200 28,6% Homens Mulheres  Mama feminina 57.960 28,1%
Tragueia, Brénguio & Pulmao 17.330 8,1% Célon e Reto 17.620 8,6%
Cdlon e Reto 16.660 7.8% Colo do (tero 16.340 7.9%
Estdmago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pulmdao  10.880 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5.2% Estomago 7.600 3.7%
Esdfago 7.950 3.7% Corpo do Utero 6.950 3.4%
Bexiga 7.200 3.4% Ovério 6.150 3.0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tirecide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linfoma néo Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Gentral 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

*Numeros arredondados para mdltiplos de 10.

Figura 5. Dez tipos de cancer com maior incidéncia, em homens e mulheres, em 2016

no Brasil. Fonte: Instituto Nacional do Cancer, 2015.

1.2.1 Anatomia da Mama

As glandulas mamarias sao orgdos presente apenas na classe dos mamiferos e
gue apresentam como principal funcdo a producdo, secrecdo e entrega do leite aos
individuos recém-nascidos. O leite materno, além de fornecer uma nutricdo completa

para o desenvolvimento do bebé, também fornece protecdo contra alergias, infec¢des
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e algumas doencas do sistema imune (Medina, 1996). O desenvolvimento dessa
glandula se inicia durante o desenvolvimento embrionario e ocorre ao longo de toda a
vida, passando por diferentes fases. Entretanto, tais mudangas sao mais acentuadas a
partir da puberdade, quando a mama se modifica devido as alteragées do ciclo hormonal
feminino, e atinge a maturidade funcional apenas apds a gravidez/lactagdo (Hassiotou e

Geddes, 2012).

Na espécie humana, a mama estd localizada a frente da parede tordcica superior
e sdo compostas basicamente pelos tecidos epitelial, subcutdneo e por um estroma
especializado (Figura 6). Em sua organiza¢do, o tecido glandular é composto por
unidades lobulares, responsaveis pela producdo do leite, que sera recolhido pelos
ductos; estes vao se agrupando até a formacao do seio lactifero, que se localiza préximo
ao mamilo. Os ductos e Idbulos sdo formados por dois tipos celulares, (1) células
mioepiteliais, que realizam contra¢des para a manutencgdo do fluxo de leite em direcao
ao ambiente externo, e as (2) células epiteliais luminais, que revestem as células
mioepiteliais e, quando presentes na unidade lobular, sdo responsaveis pela producao

do leite (Kumal et al., 2010; Pandya e Moore, 2011; Hassiotou e Geddes, 2012).

Jd o estroma é composto basicamente por tecido conjuntivo fibroso e tecido
adiposo; exceto ao entorno dos lébulos, que é composto por células que se assemelham
aos fibroblastos. Estas células possuem a capacidade de responder as alteragdes
hormonais do organismo. A comunicacdo estroma-epitélio é extremamente importante

para a manutencdo da funcdo e estrutura dessa glandula (Wiseman e Werb, 2002).

Podemos dividir a mama em 4 quadrantes: superior e inferior, e estes em interno
e externo. O maior quadrante é o superior externo, sendo tambem aquele em que a
maioria dos tumores estdao localizados. De qualquer forma, variacdes quanto ao
tamanho, densidade e contorno sdo normais entre os individuo e devem ser levados em

consideracdo durante a avaliagdo médica (Pandya e Moore, 2011).
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Figura 6. Esquema da estrutura anatémica da mama e origem das principais lesdes.

Fonte: modificado de Kumal et al., 2010.

1.2.2 Diagnéstico

A deteccdo precoce de alteracGes na mama é responsavel por uma consideravel
reducdo no numero de mortes causadas pelo cancer de mama. Atualmente, existem
diferentes métodos diagndsticos, mas a mamografia é o mais utilizado em todo o mundo
(Stewart e Wild, 2014). No Brasil, desde 2015, é preconizado que seja feita a realizacdo
de uma mamografia a cada dois anos para as mulheres entre 50 e 69 anos, além da

realizacdo do autoexame periodicamente (Instituto Nacional do Cancer, 2017).

Apesar de ser extremamente utilizado e de apresentar uma alta sensibilidade,
este método apresenta falhas no diagndstico e pode ocultar a presenca de alguns tipos
de tumores. Fatores como uma maior densidade do tecido mamario, o posicionamento
do seio para a realizacdo do método, pouca ou excesso compressao durante o exame, e
a qualidade da imagem obtida s3do responsaveis pela maioria dos resultados

inespecificos (Giess, Frost e Birdwell, 2012).
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Outras metodologias foram surgindo com o passar do tempo e tém sido
utilizadas, em conjunto com a mamografia, para um diagndstico mais preciso. Entre
estas técnicas podemos citar a ultrassonografia da mama que, em um estudo clinico,
aumentou a acuracia da detecgao dos tumores localizados em mamas mais densas (Berg
et al., 2008). A ressonancia magnética também apareceu como método diagndstico,
mostrando uma maior sensibilidade que a mamografia, podendo estar associada ou ndo
a ultrassonografia. Devido ao alto numero de resultados falso-positivos, esta técnica é
considerada ideal apenas para os grupos que apresentam um risco elevado para o

desenvolvimento da neoplasia (Saslow et al., 2007; Giess, Frost e Birdwell, 2012).

O diagndstico por imagem fornece ao médico oncologista informacgdes quanto a
presenca ou ndao de uma massa tecidual proliferativa e a morfologia da mesma, sendo
guase sempre suficiente para diferenciar tumores benignos e malignos. Entretanto, o
exame patoldgico é de extrema importancia e imprescindivel para a identificagcdo de
caracteristicas e padrdoes moleculares, que auxiliam na escolha do tratamento e

fornecem informacgdes quanto ao progndstico (Kumal et al., 2010).

1.2.3 Classificacdo do carcinoma mamario

O carcinoma da mama é considerado uma doeng¢a bastante heterogénea,
apresentando tumores com caracteristicas bem varidveis entre as mulheres.
Normalmente, os tumores sao classificados em subtipos de acordo com sua morfologia,
tamanho, acometimento de nddulos, expressdo de alguns marcadores moleculares,
entre outros parametros. A separac¢ao dos tumores em subtipos é utilizada pela clinica
como uma ferramenta para predizer o desenvolvimento da patologia, definir um

progndstico e ainda auxiliar na escolha do tipo de tratamento (Dai et al., 2016).

Entre os disturbios benignos que podem acometer a mama (Figura 7), nés temos
trés gue normalmente apresentam maiores riscos para o desenvolvimento de um cancer
mamario: (1) as alteracdes mamarias ndo proliferativas, (2) a doenca mamaria
proliferativa e (3) a hiperplasia atipica (Santen e Mansel, 2005). As altera¢des nao
proliferativas, ou alteracdes fibrocisticas, sdo muito comuns entre as mulheres e ndo

apresentam grandes riscos para o desenvolvimento de tumores. Jd& a doenca



28

proliferativa é encontrada, na maioria dos casos, associada com alteracbes ndo
proliferativas; apesar do aumento no nimero de células do epitélio e/ou do estroma, as
caracteristicas celulares e a arquitetura do tecido ndo se encontram muito alteradas. A
hiperplasia atipica, por outro lado, apresenta grande semelhan¢a com o carcinoma in
situ, devido a presenca de alteracdes genéticas que sdo normalmente encontradas neste

tipo de neoplasia (Guray e Sahin, 2006; Kumal et al., 2010).

As neoplasias que acometem a mama podem ser divididas em 2 grandes grupos
(Figura 7), sendo o primeiro composto pelos chamados carcinomas in situ (Vuong et al.,
2014). O carcinoma ductal in situ (CDIS) era uma patologia ndo muito comum, mas que
a introducdo das politicas de prevencdao com o uso da mamografia permitiu uma melhor
identificagdo, demonstrando que sua incidéncia era consideravelmente maior. E
caracterizada pela multiplicacdo exacerbada das células epiteliais dos ductos, mas sem
a perda da integridade da membrana basal (Duggal, Robin e Julian, 2013). J4 o carcinoma
lobular in situ (CLIS) é caracterizado por alteragdes nas células dos lI6bulos mamarios,

com perda na capacidade de adesdo celular (King e Reis-Filho, 2014).

Os carcinomas invasivos (ou infiltrantes) constituem o segundo grupo de
tumores que podem acometer a mama, identificados pela invasao de tecidos adjacentes
e uma grande tendéncia de formar metastases. Podem ainda ser subdivididos em mais
de 21 tipos de acordo com o seu tipo histoldgico, sendo o “carcinoma invasivo sem
nenhum tipo especifico” o mais comum (40 a 75% dos casos) (Vuong et al., 2014). Além
disso, todos os tumores invasivos sao avaliados e classificados com bases em seu grau
histolégico, expressao dos receptores de estrogénio (RE), progesterona (RP) e do fator
de crescimento epidérmico humano (HER2), além do perfil de expressao génica (Allison,

2012).
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Figura 7. AlteracOes proliferativas podem progredir para quadros de carcinomas
mamarios com diferentes niveis de invasdo. Fonte: Centro Integrado de Oncologia,

2015.

1.2.4 Linhagens Celulares

Utilizada pelos mais diversos campos de pesquisa, principalmente em modelos
in vitro, as linhagens celulares se tornaram importantes ferramentas para um melhor
entendimento dos mecanismos moleculares e a avaliacdo de novos compostos
terapéuticos (Niu e Wang, 2015). A facilidade de manuseio e manutencao, o alto nivel
de homogeneidade entre as células, a capacidade ilimitada de auto-replicacdo e
reservatorios celulares sob congelamento, sdo algumas das vantagens ao uso de células

de linhagem (Burdall et al., 2003).

Entretanto, ja foi demonstrado que células, quando em cultura por muito tempo,
podem sofrer alteracdes geno/fenotipicas e levar a proliferacdo de subpopulacdes,
como também serem contaminadas por outras linhagens celulares (Osborne, Hobbs e
Trent, 1987). De forma geral, sua utilizacdo é encorajada pelas facilidades da técnica,

mas cuidados sdo necessarios para que as limitacdes ndo interfiram nos resultados.

George Gey foi o responsavel por estabelecer a primeira linhagem celular: Hela,

uma linhagem derivada de um carcinoma cervical (Gey, Coffman e Kubicek, 1952). Anos
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depois, a primeira linhagem celular proveniente de um tumor da mama foi estabelecida
(Lasfargues e Ozzello, 1958), mas somente apds o estabelecimento da linhagem MCF-7
gue essa técnica passou a ser extremamente utilizada. A presenca dos receptores de
estrogénio neste tipo celular o torna ideal para os estudos dos tumores horménio-

dependentes (Lee, Oesterreich e Davidson, 2015).

Outras linhagens foram desenvolvidas e apesar da variedade de linhagens
celulares disponiveis para o estudo dos carcinomas da mama, a maioria dessas linhagens
sdo provenientes de tumores metastaticos. Este cendrio ndo representa a grande
diversidade tumoral que é encontrada clinicamente, além de ndo retratar os diferentes
estdgios da progressdo tumoral. A utilizacdo de cultivos celulares provenientes de
carcinomas primdrios seria de maior relevancia clinica, uma vez que a maior parte dos

farmacos atuam durante esta fase da tumorigénese (Burdall et al., 2003).
1.2.5 Tratamentos

A escolha de qual tratamento sera utilizado no combate ao carcinoma de mama
esta normalmente associado ao grau de acometimento dos linfonodos, de invasdao dos
tecidos adjacentes e a presenca de focos de metdstase. Normalmente, CLIS ndo
necessita de tratamentos locais ou sistémicos, mas as mulheres que apresentam esta
alteragdao necessitam de um monitoramento mais rigoroso. Ja nos casos de CDIS, a
remocao parcial da mama em conjunto com a radioterapia é considerada o protocolo
mais utilizado, devido a possibilidade de progressdo para o carcinoma invasivo

(Maughan, Lutterbie e Ham, 2010).

A mastectomia (remoc¢do total da mama), a quimioterapia e a radioterapia sao
os procedimentos mais comuns no tratamento dos tumores da mama, podendo ser
utilizados de maneira isolada ou em associacdo com outros protocolos. A radioterapia
(utilizacdo de radiacdo para gerar danos ao DNA celular e induzir a morte celular) e,
principalmente, a quimioterapia (utilizacdo de farmacos que causam diferentes
alteracGes celulares que levam a morte celular) ndo sdo tratamentos especificos para as
células tumorais e, por isso, podem causar varios efeitos colaterais nos pacientes

(Majeed et al., 2014).
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Apesar do uso amplo destes tratamentos, nem todos os tumores respondem (de
maneira satisfatdria) a estes tipos de tratamento. Por isso, a busca por novas formas de
tratamento e novos alvos farmacolégicos tém sido cada vez maior nos uUltimos anos. O
desenvolvimento de terapias hormonais, de anticorpos monoclonais, de imunoterapias,
a utilizacdo de produtos naturais e de modificacdes na dieta sdo exemplos de novos
tratamentos que vém sendo utilizados na tentativa de melhorar o progndstico e a
qualidade de vida dos pacientes em tratamento (Maughan, Lutterbie e Ham, 2010;

Majeed et al., 2014; Diaby et al., 2015).

Recentemente, o nimero de estudos que avaliam a participa¢dao dos canais
ibnicos na biologia do cancer cresceu consideravelmente e tém apontado estas
estruturas como importantes alvos terapéuticos. Farmacos que atuam como
blogueadores de canais, mas que sdo utilizados no tratamento de outras patologias,
estdo sendo testados no tratamento de diversos tipos de tumores (Ancangeli e

Becchetti, 2015; Kale, Amin e Pandey, 2015).
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1.3 CANAIS IONICOS

Estruturas importantes para o controle da permeabilidade celular, os canais
idnicos sdo alvos de diversos farmacos no tratamento de diversas doengas. Nos ultimos
anos, ganharam grande importancia na busca por novas formas de diagndstico e
tratamento de neoplasias (Ancangeli e Becchetti, 2015). Essa familia de diferentes
proteinas integrais de membrana, além de funcionarem como portdes que controlam a
passagem de ions especificos pela membrana, sdo capazes de responder a diferentes
estimulos fisicos e quimicos do ambiente celular, desencadeando diferentes vias de

sinalizacdo (Hille, 2001).

Normalmente associados a bioeletrogénese, os canais idnicos dependentes de
voltagem estdo presentes em células excitaveis e sdo estimulados pela alteracdo do
potencial de membrana. Entretanto, a presenca dessas proteinas e a sua participacao
em varias funcoes celulares ja foi amplamente descrita pela literatura (Litan e Langhans,
2015; Rao et al., 2015). A analise da estrutura desses canais demonstrou de forma clara
guais as regides importantes para a determinacdo da seletividade i6nica, que é uma
propriedade importante para essa classe de proteinas. Por isso, os canais dependentes
de voltagem foram classificados de acordo com o ion ao qual possuem maior

permeabilidade: canais de Na*, K*, CI', Ca®* e H* (Hille, 2001).

1.3.1 Canais de Na* dependentes de voltagem

Os primeiros estudos que identificaram e mostraram a participacdao dos canais
de Na* dependentes de voltagem (VGSC) na bioeletrogénese foram feitos por Hodgkin
e Huxley. Nestes estudos, os autores mostraram que a ativagdo destes canais era
dependente da despolarizacdo no potencial de membrana (>-55 mV), que esse sistema
era seletivo para os ions Na* e que a inativacdo destes canais era feita de forma rapida
(1-2 ms). Além disso, evidéncias apontavam para a participacdo desses canais na fase de

despolarizacdo do potencial de acdo do axdnio gigante de lula (Hodgkin e Huxley, 1952).
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Em seguida, vérios estudos foram conduzidos e trouxeram um conhecimento
basico sobre os mecanismos moleculares que controlam o gating desses canais idnicos.
Com o avanco da cristalografia foi possivel determinar a estrutura tridimensional dessa
classe de proteinas de membrana, o que propiciou um enorme salto no entendimento,
agora em nivel atébmico, do comportamento cinético dos diversos tipos de canais iGnicos

(Morais Cabral et al., 1998; Catterall e Swanson, 2015).

Os VGSC sao formados por uma subunidade denominada alfa (a) e uma ou mais
subunidades beta (B). Com aproximadamente 260 kDa, a subunidade a é responsavel
pela formagao de todo o poro e é composta por 4 dominios homdlogos (I-1V), onde cada
um destes dominios apresentam 6 segmentos transmembrana (S1-S6) (Figura 8). Os
segmentos S1 a S4 de cada dominio sdo responsdveis por compor o mddulo de
sensoriamento de voltagem, com a presenca de residuos de aminoacidos carregados
positivamente que, em resposta a alteragdes no potencial de membrana, desencadeiam
altera¢des conformacionais e a posterior abertura do poro; ja este é formado pelas algas

presentes entre os segmentos S5 e S6 (Catterall, 2012; Kruger e Isom, 2016).

J4 as subunidades B (33 — 39 kDa) sdo compostas tipicamente por um unico
dominio transmembrana, um grande dominio extracelular do tipo imunoglobulina (lIg)
(na extremidade N-terminal) e um dominio intracelular menor (na extremidade C-
terminal). Por muitos anos foram consideradas estruturas meramente auxiliares, ndo
sendo, portanto, essenciais para o funcionamento do canal idnico. No entanto, estudos
mais recentes fornecem evidéncias de que essas subunidades interagem com diferentes
estruturas através do seu dominio Ig, modulando algumas funcbes de gating, trafego,

localizacdo e adesdo (O’Malley e Isom, 2016; Bouza e Isom, 2017).
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Figura 8. Representacdo topoldgica dos canais de Na* dependentes de voltagem:
subunidades a e B. 1, I, lll e IV correspondem aos dominio homdlogos presentes na

subunidade a. Fonte: modificado de Brackenbury e Isom, 2011.

Dez genes sdo responsaveis por codificar 9 isoformas da subunidade a dos canais
de sddio dependentes de voltagem, Navl.1 a Nav1.9. Cada um desses genes apresenta
um tipo tecidual de maior expressao, apesar de estarem presentes, também, em outros
tipos teciduais (Tabela 1). Ja as subunidades B apresentam uma menor diversidade, com
apenas 5 isoformas identificadas, B1 a B4 e B1B (variante do splicing de Bl e que é
encontrada fora da membrana). Ao contrario das subunidades a, a expressdao destas
apresenta uma certa promiscuidade e, até o momento, nao foi identificado nenhum

padrdo de associacao entre ambas as isoformas (Kruger e Isom, 2016).
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TTX-
Tipo Gene Distribuigdo tecidual sensibilida
de
Nav 1.1 SCN1A SNC, SNP, Coragao +++
Nav 1.2 SCN2A SNC, SNP +++
Nav 1.3 SCN3A SNC, SNP, Coragao +++
Nav 1.4 SCN4A Musculo esquelético, Coracao +++
Nav 1.5 SCN5A Musculo esquelético, Coragdao, SNC +
Nav 1.6 SCN8A SNC, SNP, Coragao +++
Nav 1.7 SCNYA SNP +++
Nav 1.8 SCN10A SNP ++
Nav 1.9 SCN11A SNP +
B1 SCN1B SNC, SNP, Coragdo, Glia N/A
B2 SCN2B SNC, SNP, Coragdo N/A
B3 SCN3B SNC, SNP, Coragao N/A
B4 SCN4B SNC, SNP, Coragio N/A
B1B SCN1B SNC fetal, SNP, Coracgdo N/A

Tabela 1. Genes, padrdo de expressao tecidual e sensibilidade a tetrodotoxina (TTX) para
os canais de Na* dependentes de voltagem. SNC, Sistema nervoso central; SNP, Sistema

Nervoso Periférico; N/A, Ndo se aplica. Fonte: Kruger e Isom, 2016.

Para o funcionamento dos VGSC, as etapas de ativacdo e inativacdo devem
funcionar de maneira acoplada. Devido a diferenga eletroquimica existente entre os
ambientes intra e extracelular, a face interna da membrana citoplasmatica se torna
carregada negativamente. Esta carga negativa interage com residuos de aminodcidos
presentes no segmento S4, mantendo o canal em um estado conformacional fechado.
Com a despolarizagdao da membrana, normalmente entre -70 a -50 mV, essas ligacdes
se tornam mais fracas, permitindo a rotacdo de S4 e, consequentemente, a abertura do
poro. A inativacdo destes canais acontece apds alguns milissegundos e envolve uma al¢a
intracelular entre os dominios Ill e IV, que se liga a extremidade interna do canal e

bloqueia a passagem de ions através do poro (Armstrong, 1981; Catterall,2000).
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Uma grande gama de drogas e toxinas apresentam como sitio primario de ligacdo
os VGSC; com a capacidade de bloquear o transito de ions através desses canais, muitas
dessas substancias tém sido utilizadas no combate a vérias doengas (Catterall, 2012;
Kwong e Carr, 2015; Kruger e Isom, 2016). Entre os bloqueadores dos VGSC podemos
citar a lidocaina, verapamil, fenitoina, ranolazine e a tetrodotoxina (TTX) (Catterall,

Goldin e Waxman, 2005; Litan e Langhans, 2015; Kwong e Carr, 2015).

Esta ultima é uma potente toxina encontrada em alguns peixes e anfibios, se
ligando aos VGSC e inibindo a geracdo e conducao do potencial de acdo de musculos e
nervos. Apds o aparecimento de varios dbitos no Japao devido ao consumo de peixes
fugu (baiacu), o Dr. Yoshizumi Tahara conseguiu isolar e identificar, em 1909, a presenca
de uma substancia neurotodxica presente nas gonadas do baiacu (como revisto por Bane

etal. 2014; Lago et al., 2015).

Observou-se que os VGSC apresentavam diferencas quanto a sensibilidade a TTX.
Essa propriedade farmacoldgica dos canais de Na* resultou em uma grande utilizagado
dessa toxina em estudos biofisicos, uma vez que as isoformas podem ser consideradas
sensiveis ou resistentes a TTX (inibicdo é visualizada apds a administracdao de 100nM e
10uM, respectivamente) (Hille, 2001; Roger et al., 2015). Entretanto, ndo pode ser
aplicada clinicamente, uma vez que a administracdo de baixas doses é letal (Bane et al.,

2014; Lago et al., 2015).

Devido a sua grande importancia na excitabilidade celular, alteracées nos VGSC
estdo normalmente associadas a patologias cardiacas e neuroldgicas. Por exemplo,
mutacgdes nos canais Nav1.5 levam ao desenvolvimento das sindromes do QT longo e de
Brugada; ja o acometimento de Navl.7 pode causar desordens sensoriais relacionadas
a percepcao da dor (Catterall, 2012; Kwong e Carr, 2015; Kruger e Isom, 2016). Mas nos
ultimos anos, estudos tém evidenciado a presenca e a participacdo desses canais em
fungdes consideradas ndao-candnicas; entre estes estudos, vamos dar destaque aos que
relacionam os VGSC ao desenvolvimento de neoplasias da mama (Onkal e Djamgoz,

2009; Kim, 2015; Litan e Langhans, 2015; Kruger e Isom, 2016).
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1.3.2 Canais de Na* dependentes de voltagem e o cancer de mama

As primeiras evidéncias sobre a presenca de VGSC em células ndo-excitaveis
aconteceu durante os anos 80, com a realizacdo de experimentos eletrofisioldgicos em
astrocitos e em células de Schwann. Apds estes estudos, houve um aumento no nimero
de trabalhos que apresentavam a descri¢cao de canais de Na* em diferentes tecidos e a
sua participacdo em outras funcdes celulares ndo-ligadas a excitabilidade (Black e

Waxman, 2013).

Por serem estruturas que permitem o fluxo de ions através da membrana celular,
0s canais idnicos auxiliam no controle da homeostase e do volume celular. Além disso,
alteracGes na expressdo dessas proteinas tém se mostrado relevantes na regulacao de
diferentes processos bioldgicos importantes para o desenvolvimento tumoral, como a
proliferacdo, adesao, invasdao, motilidade e resisténcia a apoptose (Schwab e Stock,
2014; Roger et al., 2015). Os trabalhos de Yamashita et al (1987), Lee et al (1988) e
Pancrazio e colaboradores (1989) foram os primeiros que mostraram a presenca de
VGSC em células tumorais (leucemia e cancer de pulmdo, respectivamente);
posteriormente, a presenga destes canais em tumores de mama, préstata, colo do Utero
e ovario também foram descritas (Tabela 2) (Brackenbury, 2012; Arcangeli e Becchetti,

2015; Roger et al., 2015).
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Tipo Neoplasia
Nav 1.1 Ovdrio
Nav 1.2 Colo do utero, Mesotelioma, Ovario, Prostata
Nav 1.3 Ovario, Préstata, Pulmao (PC)
Nav 1.4 Colo do utero, Ovario, Prostata
Nav 1.5 Mama, Colorretal, Linfoma, Neuroblastoma, Ovario, Pulmao (CNP e PC)

Nav 1.6 Mama, Colo do utero, Linfoma, Melanoma, Mesotelioma, Pulm&do (CNP e PC), Préstata

Nav 1.7 Mama, Colo do utero, Linfoma, Mesotelioma, Pulm&o (CNP), Ovario, Préstata
Nav 1.8 -
Nav 1.9 Linfoma, Pulmao (PC)

B1 Mama, Colo do utero, Pulm&o (CNP), Prostata

B2 Mama, Colo do utero, Pulm&o (CNP), Prostata

B3 Colo do utero, Pulmao (CNP), Prdstata

B4 Mama, Colo do utero, Pulmdo (CNP), Prdstata

Tabela 2. Distribuicao dos canais de Na* dependentes de voltagem entre os tipos de
cancer ja relatados pela literatura. PC, Pequenas células; CNP, Células ndo-pequenas.

Fonte: Brackenbury, 2012.

Estudos realizados com diferentes linhagens celulares provenientes de tecido
normal e neopldsico de mama mostraram que, em condi¢Ges fisioldgicas, as células da
mama parecem ndo expressar nenhuma isoforma dos VGSC. Entretanto, com o
desenvolvimento tumoral e o aumento da agressividade, as células apresentam uma
alteracdo no padrao de expressao e funcionamento dessas proteinas de membrana

(Roger et al., 2006; Brackenbury, 2012).

Fraser e colaboradores (2005) utilizaram medidas eletrofisioldgicas para mostrar
que células de mama normais (MCF-10A) ndo apresentavam correntes de entrada
(representando a passagem de ions para o ambiente intracelular). Os mesmos achados
foram observados para as linhagens MCF-7 e MDA-MB-468, que correspondem a células
tumorais metastaticas com baixo poder invasivo. Entretanto, a andlise dos registros

obtidos para as células MDA-MB-231 (células de tumor metastatico da mama com alto
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poder invasivo) mostraram a presenca de uma corrente de influxo atribuida a abertura

de canais de Na* (Figura 9).

Outra importante informacdo apresentada neste trabalho é que apesar da
linhagem MCF-7 ndo apresentar indicios sobre a presenca de VGSC, as células produziam
RNA mensageiro para as isoformas Nav1.5, Nav1.6 e Nav1.7 (Fraser et al., 2005). Todos
estes achados estdo de acordo com outros trabalhos publicados e apontam para a
participacdo destes canais em processos que auxiliam o aumento da agressividade
tumoral (Grimes et al., 1995; Roger, Besson e Le Guennec, 2003; Judé et al., 2006; Gao

et al., 2009; Brisson et al., 2011).

2nA | InA | lnAl_ F 200 pA |
50 ms 1

50 ms 50ms | 0 ms
B .
80 = 1uMTTX
- sl
S y .
o I| 180 pA .
s f — I
. |
E 404 \f
‘3 ¢ = Controle e Recuperagio
L] e
': 20 - .
gy - -
On
=5
E . A
x 0 - - = =
T T T ]
0.01 0.1 1 10
TTX [uM]

Figura 9. Registros eletrofisioldgicos de células normais e tumorais provenientes de
tecido mamario. (A) Correntes ativadas apdés a despolarizacdo do potencial de
membrana em MCF-10A, MCF-7, MDA-MB-468 e MDA-MB-231 (da esquerda para a
direita). Correntes de efluxo compativeis com a ativacdo de canais de K*. (B) Curva de
concentracdo-resposta para o efeito da TTX nas correntes de influxo em células MDA-

MB-231. Fonte: Fraser et al., 2005.
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Através das propriedades farmacoldgicas dos VGSC e da utilizacdo de
metodologias que permitem a identificacdao e quantificacdo de proteinas, a expressao
predominante da isoforma Navl.5 em células tumorais de carcinomas mamarios
(linhagem celular e biopsia) foi observada, bem como a presenca predominante desse
canal em sua isoforma neonatal (nNav1.5) (Diss, 2001; Fraser et al., 2005; Chioni et al.,
2005; Brackenbury et al., 2007). Normalmente encontrada durante a fase neonatal e
pouco dias apds o parto, a isoforma neonatal é considerada uma variante de splicing da
isoforma adulta. A troca de trinta e um nucleotideos na sequéncia codificadora desse
canal resulta na modificacdo de sete aminodacidos, localizados em S1 do dominio | e na
alca de ligagdo entre os dominios Ill e IV (Figura 10) (Onkal et al., 2008; Onkal e Djamgoz,
2009; Brackenbury, 2012).



41

A 5 3
Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8

Na1.5°Aduito’ (3’) Y TTEFVDLGNVSALRTFRVLRALKTISVIS
Nav1.5 'Neonatal' (5°) YVSENIKLGNLSALRTFRVLRALKTISVIP

C

DI:S3/4

Figura 10. Diferencas moleculares entre as isoformas adulta e neonatal de Nav1.5. (A)
Representacdo esquematica da sequéncia codificante do gene SCN5A, mostrando as
posicdes no exon 6 para os possiveis splicings (5’ adulto e 3’ neonatal). (B) Sequéncia de
aminodcidos para cada isoforma, com os aminoacidos alterados indicados (sublinhado).
(C) Localizacdo das regides alteradas pelo splicing e posicionamento dos aminodcidos
alterados (preto) na formacdo do poro. A seta pequena indica a troca de carga devido

alteragdao do aminoacido. Fonte: modificado de Onkal et al., 2008.

A expressdo de VGSC apenas em célula neoplasica altamente metastatica
despertou um grande interesse pela utilizagdo dessas proteinas como possiveis alvos
farmacolégicos no combate ao cancer de mama. A existéncia de uma grande
disponibilidade de farmacos ja aprovados para o uso em humanos e que atuam nos
VGSC, mas sem apresentar efeitos colaterais tdo fortes quanto os quimioterapicos
atuais, sdo informacdes relevantes na escolha de possiveis alvos farmacolégicos (Onkal

e Djamgoz, 2009; Brackenbury, 2012).
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Estudos realizados in vitro e in vivo mostraram que a inibicdo dos VGSC por
diversos tipos de bloqueadores induz uma reducao de varios processos celulares; ja o
aumento da sua atividade mostrou induzir estas atividades (Fraser et al., 2005;
Brackenbury et al., 2007; Martin et al., 2015; Roger et al., 2015). Driffort e colaboradores
(2014) demonstraram que a administracdo de 50uM de ranolazine, um bloqueador da
INa* tardia, reduziu a capacidade de invasao e de degradagdao da matriz extracelular em
células MDA-MB-231; jd& nos testes in vivo, a administracdo diaria do bloqueador

mostrou reduzir as dreas de metastase no pulmao.

O uso do antiepiléptico fenitoina também mostrou reduzir a migragdo e invasao
de células tumorais in vitro e in vivo (Yang et al., 2012; Nelson et al., 2015). Apesar de
varios estudos, ainda se sabe muito pouco sobre os mecanismos que participam do
aumento da agressividade tumoral controlada pelos VGSC. Foi demonstrado que os
canais Nav1.5, expressos em células MDA-MB-231, sdo capazes de modular a expressao
do trocador NHE-1, mantendo um ambiente mais acidificado no meio extracelular, ideal
para a acdo de catepsinas e uma consequente remodelacdo da matriz extracelular. Além
disso, a interagdo entre o trocador e o canal promovia um aumento na capacidade de

migracao celular (Gillet et al., 2009; Yang et al., 2012; Brisson et al., 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

O cancer de mama é uma patologia de grande importancia epidemioldgica em
todo o mundo, sendo apontado como o principal entre as mulheres devido aos altos
indices de incidéncia e mortalidade. Entretanto, e apesar dos avangos obtidos até o
momento, ainda ndo se tem a cura ou um tipo de tratamento que apresente poucos
efeitos colaterais, tornando necessdria a busca constante por novos alvos terapéuticos.
Nesse sentido, os canais idnicos tém sido investigados e sdo apontados como novos
alvos para o desenvolvimento de terapias mais efetivas. Descobertas recentes vém
mostrando que diferentes canais i6nicos estdo envolvidos no processo de
desenvolvimento tumoral e progressdao da patologia (Hannahan e Weinberg, 2011;
Brackenbury, 2012; Roger et al., 2015; Kruger e Isom, 2016). Os canais de Na*
dependentes de voltagem, em especifico, tém sido associados ao aumento da
agressividade tumoral e ao desenvolvimento de metdastases (Schwab e Stock, 2014;
Roger et al., 2015). Diferentes estudos apontam para o aparecimento e o aumento da
expressao destes canais, mais especificamente dos canais do tipo Nav1.5, mostrando
uma correlacdo com o aumento dos processos de migracdo, invasdao, galvanotaxis e
perda da adesdo celular (Roger, Besson e Le Guennec, 2005; Fraser et al., 2005;
Brackenbury et al., 2007; Gillet et al., 2009; Yang et al., 2012; Brisson et al., 2013; Martin
et al., 2015; Nelson et al., 2015). Estes estudos afirmam sobre a participacdo dos VGSC
no aumento da agressividade tumoral; entretanto, as analises conduzidas até o
momento utilizaram apenas linhagens celulares oriundas de tumores metastaticos, ndo
considerando os estdgios mais iniciais da doenca e, consequentemente, nao
reproduzindo o seu desenvolvimento. Serd que estes canais idnicos ndo estao presentes
em tumores primarios? Sera que estes canais também ndo participam de processos
celulares importantes para o estabelecimento do tumor? Baseado no exposto, o
presente trabalho buscou avaliar a presenca e funcionamento dos canais de Na*
dependentes de voltagem, bem como a identificacdo da isoforma predominante, em
células provenientes de dois tumores de mama em estagios iniciais, classificados como

primarios.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi verificar a presenga e o funcionamento dos
canais de Na* dependentes de voltagem do tipo Nav1.5, Nav1.6 e Navl.7 nas linhagens

celulares MACL-1 e MGSO-3, provenientes de um tumor primario de mama.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Mensurar as correntes idbnicas macroscopicas relacionadas aos canais de Na*
dependentes de voltagem nas linhagens celulares MACL-1 e MGSO-3.

» ldentificar os canais de Na* dependentes de voltagem de acordo com suas
caracteristicas farmacoldgicas.

» Quantificar o nivel de expressdo proteica de Navl.5, Navl.6 e Navl.7 nas
linhagens celulares MACL-1 e MGSO-3.

» Localizar as isoformas Nav1.5, Nav1.6 e Navl.7 dentro do ambiente celular nas

linhagens celulares MACL-1 e MGSO-3.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CULTURA CELULAR

Foram utilizadas quatro linhagens celulares: MCF-10A (tecido normal da mama),
MACL-1 e MGSO-3 (ambas correspondem a tumores primarios da mama), e MDA-MB-
231 (tumor metastatico da mama). As linhagens MACL-1 e MGSO-3 (Corréa et al., 2013)
foram gentilmente cedidas pelo Professor Alfredo Miranda Gdes (Universidade Federal
de Minas Gerais, Brasil), enquanto as demais foram obtidas da American Type Culture

Colection (ATCC).

As células foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium — High Glucose, D1152; Sigma-Aldrich, EUA), suplementado com 10%
de soro bovino fetal (F2561; Sigma-Aldrich, EUA) e 1% de solucdo antibidtica (10.000
unidades de penicilina e 10mg/mL de estreptomicina) (P4333, Sigma-Aldrich, EUA), em
frascos de cultura celular de 25 e 75 cm? (Sarstedt, Alemanha), em uma estufa Umida
contendo 5% de CO; a 37°C (Thermo Fisher Scientific, EUA). O meio de cultura era
trocado a cada 2 dias ou 3 dias; ao atingir a confluéncia de repique (entre 70 a 90%), as
células eram tripsinizadas (Trypsin-EDTA, T4049; Sigma-Aldrich, EUA) e resuspendidas
em um novo meio de cultura completo para a utilizacdo nos experimentos ou para o
crescimento em novas garrafas. Os estoques celulares foram mantidos sob
congelamento, em freezer -80°C, no meio de cultura suplementado com 10% de soro

bovino fetal, 1% de antibidtico e 10% de dimetilsulféxido (DMSO) (Merck, Alemanha).

4.2 ELETROFISIOLOGIA CELULAR

As correntes macroscopicas de Na* foram estudadas através da técnica de Patch-
Clamp, no modo Whole-Cell Voltage-Clamp (Hamil et al., 1981). Apds o repique celular,
as células eram resuspendidas e plagueadas em laminulas redondas com 18 mm de
diamétro (Glasscyto, Brasil) e mantidas em placas de Petri (35x10 mm tissue culture
dish; Sarstedt, Alemanha) com meio de cultura completo e em estufa iumida de CO; a

37°C. Apds 48 horas, tempo necessario para a adesdo e restabelecimento do



46

metabolismo celular, uma laminula era transferida para uma nova placa e banhada por

uma solucgdo salina (Tyrode; ver composi¢do no item “protocolos experimentais”).

Experimentos prévios foram realizados com as linhagens MACL-1 e MGSO-3 a
fim de verificar qual seria o melhor protocolo a ser adotado. Os resultados
demonstraram que as células apresentavam maior estabilidade utilizando um tempo de
adesdo de 48 horas e entre as passagens 14 e 15, sendo definido esse intervalo para

todos os experimentos e para todas as linhagens.

Para os experimentos eletrofisioldgicos, pipetas de vidro (1.5mm, ndo
heparinizada; Perfecta Lab, Brasil) foram confeccionadas por um estirador vertical (PP-
830; Narishige, Japdo) e preenchidas com solugdo salina (composicdo no item
“protocolos experimentais”); resisténcias variavam de 1,5 a 4,0 MQ. Um fino fio de
Ag/AgCl foi introduzido no interior da pipeta preenchida com a solucgdo interna, e esse
conjunto acoplado ao headstage conectado a entrada de um amplificador (EPC10 USB;

HEKA Elektronik, Alemanha).

Com o auxilio de um microscépio invertido (Eclipse TS100; Nikon Instruments,
Japao), eram selecionadas apenas células isoladas, aderidas, com morfologia
arredondada, tamanho representativo da cultura celular e que apresentavam a
membrana celular integra para a obtencdo dos registros. Apds a aproximacao da pipeta
a membrana plasmatica, através da utilizacdo de micromanipulador Piezo (MP285;
Sutter Instruments, EUA), uma suc¢do suave no interior da micropipeta era realizada
para aformacdo do “gigaselo” (um contato estreito entre a pipeta e a membrana celular,
cuja resisténcia elétrica alcanca valores maiores que 10° Q). A configuracdo de whole-
cell foi obtida apds uma sucg¢do subsequente mais vigorosa, onde houve o rompimento

da membrana celular e a didlise da solugao interna no meio intracelular.

0O acompanhamento da resisténcia elétrica e do transiente capacitivo da pipeta
e da célula, bem como os ajustes eletronicos necessarios para a realizacao da técnica,
foram feitos através do software Patch-Master (HEKA Elektronik, Alemanha). As células
apresentaram uma resisténcia em série entre 3,0 e 7,0 MQ; para nenhum dos registros
foi realizada a compensacdo da mesma. As correntes foram filtradas (tipo Bessel) passa-

baixa a 2,9 kHz fixo e o vazamento foi subtraido para todos os registros.
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4.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
4.3.1 Ativagao dos canais de Na* dependentes de voltagem

O protocolo utilizado para a avaliagdo da presenca de correntes macroscépicas
de influxo, produzidas pela ativacdo de canais de Na*, partia de um potencial de holding
de -50 mV, seguido de um pré-pulso hiperpolarizante de -120 mV por 150 ms. Pulsos
despolarizantes foram aplicados partindo de um potencial de -90 mV até 60 mV, com
intervalos de 10 mV, por 10 ms; entre cada um dos pulsos era dado um intervalo de 2
segundos (Figura 11). O potencial de juncdo foi calculado e apresentou um valor de 4,5
mV em 25°C. Para os experimentos realizados com tetrodotoxina (T8024; Sigma-Aldrich,
EUA), o mesmo protocolo era aplicado antes e apds a aplicacdao de TTX a 100nM (diluicao
da droga foi feita em solucdo de Tyrode), que foi feito manualmente com o auxilio de

uma pipeta automatica.

60mV
T1omv
-50mV
-90mV
-120mV
| | |
[ 150ms I 10ms |

Figura 11. Protocolo de corrente/voltagem (I x V) utilizado para os experimentos de

voltage-clamp, no modo whole-cell.
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A solucdo de Tyrode utilizada nesses experimentos teve a seguinte composi¢do
(em mM): 140 NacCl, 5 KCl, 2 CaCl,, 0.5 MgCl,, 10 HEPES e 10 Glicose; o pH da solugao foi
ajustado para 7,4 adicionando NaOH a 1,0 M. Ja a solucdo de pipeta foi composta por
(em mM): 10 NaCl, 130 CsCl, 20 TEACI, 5 EGTA e 10 HEPES (o pH foi ajustado para 7,2
com a adi¢do de CsOH ou TEAOH). Para que apenas a corrente de sodio fosse registrada,
utilizou-se Cs” e TEA* na solugdo de pipeta para a inibicao de varios tipos de canais de K*.
O EGTA também foi adicionado a esta solucdo, por ser um agente quelante de grande
afinidade por Ca?*, reduzindo a disponibilidade desses ions e possivel visualizacdo de
correntes dessa natureza. Todas as solucdes eram mantidas em banho de gelo durante

a execuc¢ao do experimento.

4.4 WESTERN-BLOT

As células em cultura, ao atingir uma confluéncia de 70 a 90%, eram submetidas
ao protocolo de extracdo de proteinas totais. Primeiramente, o meio de cultura era
removido e 3 mL de Tyrode eram adicionados a garrafa de cultura (75 cm?); durante 3
minutos era realizada uma leve agitacdo da garrafa, permitindo a passagem da solucao
salina por toda a superficie da garrafa para auxiliar na remocgao de quaisquer debris
celular. O Tyrode é, entdo, removido e 500 pL de tampao de lise (Bio-Rad Laboratories,
EUA) com inibidores de proteases (P2714; Sigma-Aldrich, EUA) eram adicionados a
garrafa e, com o auxilio de um cell scraper (Sarstedt, Alemanha), era feita a remocao das

células aderidas.

O conteudo era removido e transferido para um tubo eppendorf; 6 ciclos de
homogeneizacado (5 sucgcdes com a pipeta) com 5 minutos de descanso foram realizados.
Ao final, a amostra era centrifugada por 12 minutos, a 8.000 rpm, em uma temperatura
de 4°C; o sobrenadante era removido e aliquotado para armazenamento em freezer -
80°C para uso posterior. A quantificacdo das proteinas totais presentes em cada amostra
foi feita utilizando o método de Lowry, conforme descrito anteriormente (Lowry et al.,

1951).

Os volumes correspondentes a 30ug de proteinas, para cada uma das linhagens

celulares, foram aplicados nas canaletas de um gel de poliacrilamida (8%) (30%
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Acrylamide/Bis Solution; Bio-Rad Laboratories, EUA), juntamente com o padrdo de
massa molecular (Precision Plus Protein Standards; Bio-Rad Laboratories, EUA), para a
separacdo das proteinas de acordo com sua carga e massa molecular. Posteriormente,
as proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) (Immobilon-P; EMD Millipore, EUA), previamente sensibilizada. Apds a
transferéncia, a membrana foi corada com Ponceau 0,5% (Ponceau S; AMRESCO, EUA),
seguido por 3 lavagens de 5 minutos com PBS-Tween (0,3%) (Tween 20; AMRESCO,
EUA). Foi realizado o bloqueio da membrana com leite em pd6 (5%) (Molico Desnatado;
Nestlé, Suica) diluido em PBS-Tween por 1 hora e, entdo, incubada overnight com uma
solucdo contendo 5% de leite em po (diluido em PBS-Tween) com os anticorpos das
proteinas de interesse (Tabela 3). 3 lavagens de 5 minutos com PBS-Tween foram
realizadas e o anticorpo secundario (também diluido em solucdo de 5% de leite em pé

em PBS-Tween) adicionado.

Apds 2 horas, a membrana passou novamente por 3 lavagens com PBS-Tween e
foi revelada por deteccdo quimioluminescente (Luminata; Amersham Biosciences, Reino

Unido) (ImageQuant LAS 4000; General Electric, EUA).

Anticorpos Diluicao Fonte
Nav 1.5 1:1000 Abcam (ab56240)
Nav 1.6 1:800 Abcam (ab65166)
Nav 1.7 1:800 Abcam (ab65167)
B-actina 1:1000 Santa Cruz (sc69879)
Rabbit 1:2000 Sigma-Aldrich (A0545)
Mouse 1:1000

Tabela 3. Anticorpos primarios e secundarios utilizados para os experimentos de

Western-blot.
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4.5 IMUNOHISTOQUIMICA

Para a realizagdo da imunohistoquimica, as células em cultura foram
tripsinizadas e centrifugadas a 3000 rpm por 30 segundos. Em seguida, o sobrenadante
foi removido e 5mL de uma solugao de formol neutro tamponado com 30% de alcool
70% foi adicionado para a fixacdo do material. Apds 24 horas, o pellet formado era
cuidadosamente removido e transferido para um papel filtro (J Prolab, Brasil), seguido
pela aplicagdo de uma gota de eosina. O pellet celular era, entao, envolto pelo papel
filtro, armazenado em um cassete histolégico devidamente identificado e mantido em

alcool 70%.

Para a parafinizacdo e inclusdo, as amostras passavam por uma bateria de
processamento composta por alcool (70%, 80%, 90%, Absoluto | e Il), xilol 1 e Il, e
parafinal e Il; 20 minutos em cada solugdo para posterior inclusdao do pellet em parafina.
As laminas gelatinizadas contendo cortes de 4 um de espessura foram desparafinizadas
em xilol e dlcool, e hidratadas para a imunomarcacdo, de acordo com a metodologia
ABC (estreptoavidina-biotina-peroxidase), utilizando os anticorpos isolados em laminas

separadas.

As reacgOes de recuperacgao antigénica foram feitas em calor imido pressurizado
(Pascal®) ou em banho-maria com citrato pH 6,0 (DakoCytomation Target Retrieval
Solution; Dako, Dinamarca) a 125°C e 94°C, respectivamente, seguido de um
resfriamento das cubas por 20 minutos. Para o marcador dos canais Nav1.6 foi utilizado
o protocolo com a Pascal, enquanto para os demais canais (Nav1.5 e Nav1.7) foi utilizado
0 banho-maria. Na sequéncia, foram feitas 3 lavagens de 5 minutos em PBS, o bloqueio
da peroxidase (3 vezes de 5 minutos) e da proteina enddgena (15 minutos) a

temperatura ambiente, com 3 lavagens em PBS entre os dois bloqueios.

As amostras foram entdo recobertas pelos anticorpos primarios com um tempo
de incubacdo overnight em temperatura 8°C (Tabela 4). No dia seguinte, apds 16 horas
de incubacao, as laminas foram lavadas 3 vezes em PBS e incubadas com anticorpo
secundario por 30 minutos, sendo realizada novamente 3 lavagens em PBS e aplicacdo
do polimero, por mais 30 minutos. Foram utilizados todos os reagentes do Kit Novolink

(Leica Biosystems, Reino Unido) de acordo com as instrugdes do fabricante.
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A revelacdo colorimétrica foi realizada com diaminobenzidina (DAB) (Novolink;
Leica Biosystems, Reino Unido) por 3 minutos, onde foi diluido 50ul de DAB para 1 mL
de diluente 15 minutos antes da aplicacdo, também conforme instru¢des do fabricante.
A contra coloragao foi feita com Giemsa em todas as imunomarcag¢des. A andlise das
[dminas se baseou na contagem de 1.000 células, em diferentes campos, que foram

agrupadas de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas e/ou imunomarcacgao.

Anticorpo Diluigao Fonte
Nav 1.5 1:300 Abcam (ab56240)
Nav 1.6 1:600 Abcam (ab65166)
Nav 1.7 1:800 Abcam (ab65167)

Tabela 4. Anticorpos primarios utilizados para a imunohistoquimica.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo expressos como média + erro padrdao da média (EPM). Para
analise estatistica dos dados eletrofisiolégicos foi utilizado o test t de Student na sua
forma nao-pareada. As comparacgdes entre os dados obtidos pelo Western-Blot foram
realizadas com o teste de analise da varidncia (ANOVA one-way) com o pds-teste de
Tukey para comparagdes multiplas. Foi aceito como diferenca estatisticamente
significativa qualquer comparacdo que resultou em um p < 0,05. Foram usados 0s
softwares Fitmaster (versdo 2x90.2; HEKA Elektronik, Alemanha) para as analises
eletrofisioldgicas, o software ImageQuant TL (General Electric, EUA) para analise das
imagens do Western-Blot e quantificacdo das proteinas, e Graph Pad Prism 5 (GraphPad,
EUA) para a confecgdo dos graficos e ajustes utilizando regressdao nao-linear. Excel
(versdo 2013; Microsoft, EUA) e o Graph Pad Prism 5 foram usados para a realizacdo das

analises estatisticas.
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5 RESULTADOS

5.1 AS LINHAGENS MACL-1 E MGSO-3 APRESENTAM CORRENTES DE ENTRADA COM
PROPRIEDADES SEMELHANTES AS PRODUZIDAS POR CANAIS DE Na* DEPENDENTES DE
VOLTAGEM.

Para verificar a presenca de correntes de Na* nas linhagens celulares de tecido
normal e tumoral da mama, utilizou-se a técnica de patch-clamp. De acordo com os
registros obtidos, ndo foi observado correntes de influxo nas linhagens MCF-10A e MDA-
MB-231 (Figura 12). Entretanto, a partir de potenciais menos negativos (entre -10 e 0
mV), a presenga de uma corrente sustentada de efluxo pode ser medida nestas células;
a natureza dessa corrente ainda permanece indefinida. J& para as células MACL-1 e
MGSO-3, correntes de entrada eram visualizadas a partir de -40 mV, levantando a

hipdtese da presenca de VGSC.

MCF-10A MACL-1

MGSO-3 MDA-MB-231

5ms

500pA

Figura 12. Familia de tragados representativos obtidos para as linhagens celulares de
mama normal (MCF-10A) e tumorais (MACL-1, MGSO-3 e MDA-MB-231). As células
foram mantidas em um potencial de holding de -50 mV e um pré-pulso hiperpolarizante
de -120 mV foi aplicado. As células foram despolarizadas de -90 mV até 50 mV em

intervalos crescentes de 10 mV.
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As Figuras 13A e 13B apresentam os registros obtidos em resposta a um pulso
despolarizante de 0 mV para MACL-1 e MGSO-3, respectivamente. A média para
corrente maxima na linhagem MACL-1 foi de -523,66 + 70,4 pA e de -557,93 + 94,8 pA
na MGSO-3. A relagdo entre a densidade de corrente obtida e o potencial de membrana
é apresentada nas Figura 13C e 13D. A corrente mdaxima, para ambas as células, foi
atingida em potenciais proximos a 0OmV, com valores médios de -12,68 + 1,29 pA/pF em
MACL-1 (simbolos vermelhos; n=21) e -13,40 + 2,35 pA/pF em MGSO-3 (simbolos azuis;
n=15).

200pA
200pA
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Figura 13. Registros representativos obtidos para MACL-1 (A) e MGSO-3 (B) em 0 mV. A
relacdo | x V para MACL-1 (C) e MGSO-3 (D) também foram apresentadas; os pontos
indicam a média + EPM. Linha continua representa o ajuste da fun¢do de Boltzmann

(regressdo ndo-linear) aos dados experimentais.
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Os valores encontrados para a capacitancia celular nos mostram uma
homogeneidade quanto ao tamanho das células escolhidas para a técnica, com médias
de 42,68 + 4,61 pF (MACL-1) e 42,24 + 3,47 pF (MGSO-3); ndao houve diferencga
significativa (Figuras 14A e 14B). Comparando os resultados das duas linhagens
celulares, ambas as correntes ativam em -40 mV e atingem o seu pico em 0 mV (Figura
14C), sem diferenca significativa entre o pico da corrente (Figura 14D). O potencial de
reversao foi calculado em 51,13 + 2,27 mV para MACL-1 e em 61,25 + 5,30 mV para
MGSO-3 (Figura 14F), ficando préximo de 60 mV, que nas condi¢des experimentais

utilizadas é igual ao valor do potencial de equilibrio eletroquimico do sédio.

A dependéncia de voltagem para a ativacdo estacionaria, para ambas linhagens
celulares, esta representada na Figura 14E, onde podemos observar os valores de V%
para MACL-1 (-12,50 + 0,26 mV) e para MGSO-3 (-13,38 + 0,33 mV). A andlise estatistica

nao mostrou diferenca significativa entre as linhagens para nenhum dos valores acima.
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Figura 14. Analise comparativa dos resultados obtidos para as linhagens MACL-1 e
MGSO-3. Valores de capacitancia celular de MACL-1 (A) e MGSO-3 (B). A média para a
capacitancia (linha tracejada) foi 42,68 + 4,61 pF (MACL-1; n=21) e 42,24 + 3,47 pF
(MGSO-3; n=15). (C) Relagdo densidade de corrente vs. potencial de membrana.
Simbolos vermelhos representam os valores médios obtidos para a linhagem MACL-1
(n=21) e simbolos azuis representam os valores para a linhagem MGSO-3 (n=15). (D) As
barras representam a média + EPM para o pico da densidade de corrente medida em 0
mV. MACL-1 = -12,68 + 1,29 pA/pF (Barra vermelha) e MGSO-3 = -13,40 + 2,35 pA/pF

(Barra azul). (E) Ativacdo no estado estaciondrio. Linha tracejada indica que 50% da
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populacdo de canais idnicos estdo ativados. (F) As barras representam a média + EPM
para o potencial de reversdao. MACL-1 = 51,13 + 2,27 mV (Barra vermelha) e MGSO-3 =
61,25 + 5,30 mV (Barra azul). As curvas em C e E foram feitas seguindo a equacdo de
Boltzmann (regressao nao-linear). Os parametros analisados (Gmax, Erev, Slope, Vo5 e

Corrente Maxima) ndo atingiram significancia estatistica considerando p<0,05.

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que as células de tumor
primario de mama (MACL-1 e MGSO-3) apresentam correntes de entrada geradas pela
ativacdo de canais de Na*. Ja as células de tecido normal e de tumor metastdatico de
mama (MCF-10A e MDA-MB-231) apresentam uma corrente sustentada de efluxo de

origem ainda desconhecida.

5.2 AS CELULAS MACL-1 E MGSO-3 DIFEREM QUANTO A POPULAGAO DE VGSC
EXPRESSOS EM SUA MEMBRANA CELULAR.

Apesar de identificarmos a presenca de INa* para as linhagens de tumor
primario, nds utilizamos uma das propriedades farmacoldgicas apresentadas por esses
canais, a sensibilidade a tetrodotoxina, com o intuito de confirmar os dados anteriores
e identificar possiveis diferencas quanto a composicdo da populacdo de canais

existentes em cada linhagem.

Para tal, registros foram realizados (seguindo o mesmo protocolo) antes e apds
a aplicacdo de 100nM de tetrodotoxina. Os tracados representativos para as correntes
observadas em 0 mV, com e sem a presenca de TTX, estdo apresentados nas Figuras 15A
(MACL-1) e 15B (MGSO-3). Observamos uma inibicdo da INa* de 100% para MACL-1,
com uma diferenca na densidade de corrente de -14.71 + 1.2pA/pF em 0 mV entre antes
e depois da administracdo da toxina (Figura 15C). Estes resultados nos permitem dizer

gue, nas células MACL-1, a populagdo de VGSC é composta por isotipos sensiveis a TTX.
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Ja os registros de células MGSO-3 mostraram uma inibicao de aproximadamente
80% da INa*, com uma variag¢do na densidade de corrente de -17.31 + 1.678 pA/pF em 0
mV (Figura 15D). Neste caso, foi observada a presenga de uma corrente residual mesmo
apo6s a aplicagdo de 100nM de TTX, indicando a presenga de VGSC resistentes a TTX.
Outra observacdo foi a presenca de correntes de efluxo em resposta a despolarizacao
da membrana para potenciais menos negativos, apds a inibicao da INa* pela adicao de

tetrodotoxina, para ambas as linhagens celulares.
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Figura 15. Inibicdo dos VGSC pela tetrodotoxina a 100nM. (A) Tragados representativos
das correntes em 0 mV para MACL-1, antes (linha vermelha) e depois (linha preta) de
100nM de TTX. (B) Tragados representativos das correntes em 0 mV para MGSO-3, antes
(linha azul) e depois (linha preta) de 100nM de TTX. (C) Relagao densidade de corrente
vs. potencial de membrana para a linhagem MACL-1 (n=7). Simbolos vermelhos
representam os valores médios obtidos sem a presenca de TTX; simbolos pretos
representam os valores médios obtidos na presenca de TTX. (D) Relacdo densidade de
corrente vs. potencial de membrana para a linhagem MGSO-3 (n=7). Simbolos azuis
representam os valores médios obtidos sem a presenca de TTX. Simbolos pretos
representam os valores médios obtidos na presencga de TTX. As curvas de densidade de
corrente em relacdo ao potencial de membrana foram obtidas utilizando a equacao de

Boltzmann; exceto para MGSO-3 (100nM TTX). Os valores sdo apresentados como média

* EPM.
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Com o intuito de identificar e quantificar os canais Nav1.5, Navl.6 e Navl.7
presentes nas linhagens MACL-1 e MGSO-3 e confirmar a auséncia destes nas linhagens
MCF-10A e MDA-MB-231, utilizamos a técnica de western-blot. Os resultados obtidos,
apresentados na Figura 16, nos mostram que ha expressao da isoforma Nav1.5 apenas
para as células MCF-10, MACL-1 e MGSO-3, enquanto MDA-MB-231 ndo apresentou
nenhuma banda visivel. A quantificagdo mostrou valores semelhantes para MCF-10
(0,31 £ 0,01 u.a.) e para MACL-1 (0,30 + 0,02 u.a.); ja para as células MGSO-3 observou-

se uma redugdo de aproximadamente 60% na expressdo desses canais (0,13 + 0,03 u.a.).

Os géis que foram marcados com os anticorpos para os canais Nav1.6 e Nav1.7
apresentaram a presenca de varias proteinas com diferentes pesos moleculares.
Nenhuma banda tipica para os canais Navl.6 foi identificada, enquanto apenas as
linhagens MACL-1 e MGSO-3 apresentaram expressdo para o Nav1.7, com os valores de
0,06 £0,04 u.a. e 0,04 £ 0,01 u.a., respectivamente. Considerando que o peso molecular
da subunidade a dos VGSC é de aproximadamente 260 kDa, a analise dos nossos
resultados nos permite concluir que a linhagem MCF-10A expressa canais do tipo
Nav1.5, as linhagens MACL-1 e MGSO-3 expressam dois tipos de canais, o Navl.5 e o
Navl.7; ja a linhagem metastatica MDA-MB-231 ndo apresentou niveis detectdveis para

nenhum dos trés tipos de canais de Na* avaliados.
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Figura 16. Expressao de Nav1.5, Nav1l.6 e Navl.7 em células de diferentes linhagens
celulares. Imagens representativas de uma banda tipica de Nav1.5 e B-actina (painel da
esquerda), e dos géis obtidos para Nav1.6 e Navl.7 (painel da direita) com marcac¢ao
para mais de uma proteina. Os niveis de expressao foram normalizados com a B-actina.
A quantificacdo de Nav1.5 (a esquerda) foi de 0,31 + 0,01 (MCF-10A, Barra Branca), 0,30
+ 0,02 (MACL-1, Barra Vermelha), 0,13 + 0,03 (MGSO-3, Barra Azul). A quantificacdo de
Nav1.7 (a direita) considerou-se apenas a banda superior (= 250 kDa) e apresentou os
valores de 0,06 + 0,04 (MACL-1, Barra Vermelha) e 0,04 + 0,01 (MGSO-3, Barra Azul).
Utilizou-se ANOVA one-way para analise da variancia e teste de Tukey para comparacgao
entre grupos; p<0,05 (n=2). * MCF-10A x MGSO-3 e MCF-10A x MDA-MB-231. *<*MACL-

1 x MGSO-3 e MACL-1 x MDA-MB-231. #MGSO-3 x MDA-MB-231.
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5.3 OS CANAIS DE Na* DEPENDENTES DE VOLTAGEM ESTAO LOCALIZADOS EM
DIFERENTES COMPARTIMENTOS CELULARES.

Apesar da identificacdo molecular nos esclarecer quanto a presenca ou auséncia
de determinada isotipo, os resultados ndao explicam totalmente alguns registros obtidos
com a eletrofisiologia. Na linhagem MCF-10A, por exemplo, ndo foi registrado nenhuma
INa*, apesar da expressao de Navl.5 ter sido identificada pelo western-blot. Para
verificarmos essa questao, a localizagdao dos VGSC foi investigada através da técnica de
imunohistoquimica (IHQ). As imagens apresentadas na Figura 17 demonstram a eficacia

e boa padronizagao do protocolo adotado para estes experimentos.
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Figura 17. Imagens representativas dos controles positivo e negativo para as

imunomarcagdes dos canais Navl.5 (A e B), Nav1.6 (C e D) e Nav1l.7 (E e F). Imagens da
esquerda correspondem aos controles negativos, enquanto as imagens da direita aos
controles positivos. Para a avaliar a imunomarcagao do anticorpo para Navl.5 utilizou-
se musculo cardiaco (ventriculo esquerdo e direito) de camundongo; ja para os demais
canais utilizou-se ganglios da raiz dorsal de camundongos. Imagens obtidas em aumento

de 40X (B,C) ou 60X (A,D,E,F).
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A imunohistoquimica demonstrou uma marcagao quase que total das células
MCF-10A (92%), MACL-1 (92%) e MGSO-3 (96%) para o isotipo Nav1.5, enquanto MDA-
MB-231 apresentou uma marcacdo de apenas 12% de suas células (Figura 18). Durante
a andlise microscopica das laminas obtidas, observamos a presen¢a de uma marcagao
do espaco nuclear e da membrana nuclear. Para algumas células, estas duas marcacdes
estavam associadas, sendo que a marcacao da membrana nuclear se apresentou

concentrada apenas em alguns pontos da membrana (clusters).

‘? bR/ . 4
e

Figura 18. Imagens representativas da imunohistoquimica dos canais Navl.5.

Imunomarcagdes para as linhagens MCF-10A (A), MACL-1 (B), MGSO-3 (C) e MDA-MB-
231 (D). Setas amarelas indicam a marcacao da membrana nuclear e as setas vermelhas
indicam a marcacdo da membrana citoplasmatica. A seta preta (D) indica as células

positivas para a presenca dos canais Nav1.5. Imagens obtidas em aumento de 60X.
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Ja para os canais Nav1.6, todas a linhagens celulares demonstraram a presenca
de 100% de células positivas para a presenca desse canal (Figura 19). Neste caso, e
diferentemente das marcacdes apresentadas anteriormente, a presenca do produto
castanho era visualizada, ndo apenas no espago nuclear, como também no citoplasma
das células. Jd4 a marcacdo membranar também estava presente na membrana celular

para algumas células das linhagens MCF-10A (4%), MACL-1 (5%) e MGSO-3 (8%).

A marca¢do da membrana nuclear para Nav1l.6 também foi visualizada nas
células MDA-MB-231 e MCF-10A. Foram identificados dois padrdes diferentes de
marcagao, em alguns pontos da membrana, como se formassem clusters, ou em toda a
sua extensdo para as células metastaticas. Além disso, ambas as linhagens apresentaram

células cujo nucléolo se encontrava sem marcagao.
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Figura 19. Imagens representativas da imunohistoquimica dos canais Navl.6.
Imunomarcagdes para as linhagens MCF-10A (A), MACL-1 (B), MGSO-3 (C) e MDA-MB-
231 (D). Setas amarelas indicam a marcagdao da membrana nuclear, as setas vermelhas
indicam a marca¢dao da membrana citoplasmadtica e as setas verdes indicam a presenca

de nucléolo ndo-marcado. Imagens obtidas em aumento de 60X.

Resultados similares foram observados na imunohistoquimica realizada para o
isotipo Navl.7. As células positivas para a expressdao desses canais, apresentaram
marcacao em todo o citoplasma e espaco nuclear, com aproximadamente 100% de
células marcadas (100% para MCF-10A e MDA-MB-231, e 99% para MACL-1 e MGSO-3)
(Figura 20). A presencga de canais na membrana celular foi observada apenas para as
linhagens MACL-1 (2%), MGSO-3 (5%) e MDA-MB-231 (4%); ja a marcacdo da membrana
nuclear foi observada para células de todas as linhagens, podendo estar associadas ou
ndo com a marcacdo da membrana citoplasmatica. Outra observacdo bastante
expressiva foi a presenga do nucléolo nao-marcado para 46% das células analisadas de

MDA-MB-231.



Figura 20. Imagens representativas da imunohistoquimica dos canais Navl.7.

Imunomarcacgdées para as linhagens MCF-10A (A), MACL-1 (B), MGSO-3 (C) e MDA-MB-
231 (D). Setas amarelas indicam a marca¢dao da membrana nuclear, as setas vermelhas
indicam a marcacdo da membrana citoplasmatica e as setas verdes indicam a presenca

de nucléolo ndo-marcado. Imagens obtidas em aumento de 60X.

Os resultados observados durante a analise microscépica das laminas obtidas
pela imunohistoquimica foram compilados e apresentados na Tabela 05. De forma
geral, podemos dizer que todas as linhagens celulares analisadas apresentam a
expressao dos canais de Na* dependentes de voltagem Nav1.5, Navl.6 e Navl.7 com

concentracdes e padrdes de expressao diferentes.
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MCF-10 MACL-1 MGSO-3 MDA-MB-231
Pce'.“.'as 93% 92% 96% 12%
n ositivas
o | Celulas 7% 8% 4% 88%
® | Negativas
< Tipo de
e MN, MMN(+) MN, MMN(++) MN, MMC(+), MMN(+) MN, MMN(++)
Marcacio
Pce'.“.'as 100% 100% 100% 100%
Ite) ositivas
- Células 0% 0% 0% 0%
ﬁ, Negativas
2 X
Tipo de MCN, MMC(+), VN, MMC(#) MCN, MMC(+), MCN, MMC(+),
Marcagdo MMN(+), NNM(+) MMN(+) MMN(++), NNM(+++)
Pce'.“.'as 100% 99% 99% 100%
N ositivas
- Células
,>5 Negativas 0% 1% 1% 0%
2 -
Tipo de MCN, MMC(+), MC, MN(+), MMC(+), MCN, MMC(++),
Marcacio | VICN MMN(+++) MMN(++) MMN(++) MMN(+++), NNM(+++)

Tabela 05. Compilagao dos resultados obtidos pela andlise microscépica das laminas de

imunohistoquimica para os canais Navl.5, Navl.6 e Navl.7. A andlise se baseou na

contagem de 1.000 células para cada lamina, em campos diferentes, que foram

classificadas de acordo com a presenca ou ndao de marcacao (células positivas e

negativas) e do tipo de marcagado que apresentavam. Neste uUltimo caso, foi adotado um

sistema de graduacao, sinalizado por cruzes (+), para as marca¢bes que ndo estavam

presentes em todas as células. MN, Marcacdo do espaco nuclear. MCN, Marcacdo do

citoplasma e do espago nuclear. MMN, Marcagdo da membrana nuclear. MMC,

Marcacdo da membrana celular. NNM, Nucléolo ndo-marcado. +, 0 a 10%. ++, 11 a 30%.

+++, 31 a 50%.
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6 DISCUSSAO

Apesar da associacdo as células excitdveis e sua participacdo na génese do
potencial de acdo, os canais de Na* ja foram identificados em diferentes tipos de
tumores, como prostata (Laniado et al., 1997; Smith et al., 1998; Diss et al., 2001),
pulmdo (Onganer e Djamgoz, 2005; Roger et al., 2007), ovario (Gao et al., 2010) e
melanomas (Allen, Lepple-Wienhues e Cahalan, 1997). Um dos primeiros trabalhos que
apresentou dados que confirmavam a presenca de VGSC em tumores de mama foi de
Fraser e colaboradores (2005), que identificaram a presenca de correntes de influxo
apenas em células metastdticas e de alto potencial invasivo, MDA-MB-231. Estas
correntes eram produzidas, principalmente, por canais do tipo Navl.5, que se
apresentavam, em sua maioria, na isoforma neonatal (80%). A inibicdo destes canais
mostrou uma reducdo na capacidade de migracdo, invasao e de endocitose das células

tumorais.

Estes dados encontram-se em concordancia com outros trabalhos publicados
(Roger, Besson e Le Guennec, 2003; Onkal et al., 2008; Gao et al., 2009; Nelson et al.,
2015), dando apoio a ideia que indica a participacdo desses canais no aumento da
agressividade tumoral. De maneira geral, processos celulares como migracdo e
crescimento celular, expressao de genes, perda da adesdo e formacgao de vesiculas ja
foram associados com os VGSC, mas ainda se sabe muito pouco sobre os mecanismos,
ou seja, como a entrada de ions Na* regula e potencializa tais funcdes (Brackenbury,

2012; Besson et al., 2015).

Os dados apresentados pela literatura demonstram que hd um aumento na
expressao destes canais no estagio metastatico e afirmam que esta alteracdo estd
associada a agressividade tumoral. Entretanto, o fazem sem investigar estagios
anteriores do desenvolvimento tumoral. Nossos resultados indicam a presenca de VGSC
nos estagios iniciais do cancer de mama. A inibicdo dessas correntes, total ou parcial,
em resposta a aplicacdo de 100 nM de tetrodotoxina, um potente inibidor de VGSC,
confirmou a presenca das isoformas Nav1.6 e Navl.7 para ambas as linhagens primarias,

e ainda de Nav1l.5 apenas para MGSO-3. Por outro lado, os resultados obtidos com a
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células MCF-10A estdo de acordo com a literatura, ao contrario daqueles obtidos para
MDA-MB-231. Nestas células, ndao verificamos correntes de influxo com a ativagao de

canais de Na™.

Sabe-se que, em resposta a despolarizacdao da membrana celular, correntes de
influxo com densidade préxima a 11,0 pA/pF sdo mensuradas em potencias de -15 a -5
mV (Roger, Besson e Le Guennec, 2003). Entretanto, em nossos registros, nenhuma
corrente de influxo foi medida para estas células ao despolariza-las. Acreditamos que
essa incoeréncia entre os resultados seja devido a diferenca de passagem entre as
células utilizadas em ambos os experimentos. Osborne e colaboradores (Osborne,
Hobbs e Trent, 1987) demonstraram que a expressdo de algumas proteinas pode ser
alterada em células que se encontram em cultura por muitos anos. O aparecimento de
subpopulac¢des que apresentavam variacdes na taxa de crescimento e na expressido de

receptores foi posteriormente confirmado por outros grupos (Bahia et al., 2002).

Pensando nessa mudanca de padrdao de expressdao, algumas observagdes e
guestionamentos podem ser feitos, avaliando os resultados obtidos pela identificacdo
molecular dos canais. Primeiramente, ndo visualizamos nenhuma banda caracteristica
para a marcacdo de Navl.5, Nav1.6 ou Navl.7 para MDA-MB-231, concordando com os
nossos registros eletrofisioldgicos. Entretanto, a literatura relata que células MDA-MB-
231 apresentam a expressao de 3 isoformas dos VGSC: Navl.5, que corresponde a
aproximadamente 80% da expressao total dos canais, e o Navl.6 e Navl.7, que dividem
os demais 20% da expressao. E ainda, para os canais Nav1.5, a expressdao acontece sob
a isoforma neonatal desse canal em quase sua totalidade (80%) (Fraser et al., 2005;

Chioni et al., 2005; Brackenbury et al., 2007).

Apesar do ndo aparecimento de bandas visiveis para a linhagem metastatica na
identificacdo de canais Nav1.5, nossos resultados permanecem em concordancia com a
literatura, uma vez que utilizamos um anticorpo capaz de identificar apenas a isoforma
adulta. Dessa forma, podemos inferir que células tumorais em um estagio primario
apresentam uma grande quantidade de canais Nav1l.5 em sua isoforma adulta e que,
com a progressao do tumor e o aumento da agressividade, é observada uma

modificacdo no padrdo de expressao, com o aparecimento da isoforma neonatal.
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Portanto, uma vez que identificamos correntes de sddio nos estagios iniciais e
auséncia destas, nas células normais e metastaticas, tal associa¢do (entre VGSC e o
aumento da agressividade tumoral) fica questionada. Além disso, os resultados
apontam para a participacao desses canais em func¢des relacionadas ao estabelecimento
do tumor (tumorigénese). Ao contrario dos canais de Na*, a participacdo de outros
canais, como Ca%* e K', vém sendo também correlacionada com altera¢cdes na
capacidade de proliferacdo e com o controle do ciclo celular em diferentes tipos de

neoplasias, incluindo as que acometem a mama (Litan e Langhans, 2015).

Os registros eletrofisioldgicos, associados aos resultados obtidos pelo western-
blot, apontam para a participacdo das diversas isoformas analisadas de forma diferente
no desenvolvimento do tumor e é outro ponto importante a ser considerado. Os dados
apontam para a participacdo dos canais Navl.7 e Navl.5 nos estdgios iniciais; se
confirmados, estes resultados possibilitardo o estudo e o desenvolvimento de novas
terapias mais eficazes e que ndo apresentem tantos efeitos colaterais. Um bom exemplo
é a utilizacdo da isoforma neonatal e da sua identificacdo nos estagios metastaticos. A
diferenca estrutural encontrada entre as isoformas, adulto e neonatal, juntamente com
o fato de que apenas células tumorais expressam esta proteina, fazem do nNav1.5 um
excelente alvo terapéutico. Chioni e colaboradores (2005) desenvolveram um anticorpo
policlonal capaz de identificar apenas os canais nNav1.5. Testes vém sendo realizados in

vitro e in vivo, e ja mostram resultados promissores para o seu uso terapéutico.

Entretanto, os resultados da identificacdo molecular VGSC para MCF-10A
discordam da literatura. A expressao destes canais ndo é considerada um processo
fisioldgico para células da mama; ou seja, é durante o processo de carcinogénese que
tais genes sdo ativados. Para alguns tecidos, a expressdo desses canais é constitutiva e
somente se encontra alterada em tumores (Besson et al., 2015). Observamos, com
nossos resultados, que a expressdo de Nav1.5 ocorre para essa linhagem, mas a ativacado

destes canais se dd, provavelmente, na tumorigénese.

Uma banda tipica para Nav1.5 foi identificada para MCF-10 e em densidade de
expressao equivalentes aquelas encontradas para as células MACL-1. Apesar disso,
nenhuma corrente de influxo foi medida para as células saudaveis, sustentando a

hipdtese da presenca de proteinas, que apesar da expressao, se apresentam de maneira
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ndo-funcional. Fourbon e colaboradores (2017) ja mostraram que, apesar da presenca e
participacdo da subunidade a 1D (dos canais de Ca?* dependentes de voltagem) na
regulacdo da concentracdo intracelular desse ion e na migracdo celular, nenhuma

corrente de influxo foi medida.

Outra possibilidade é a associacdo destes canais com diferentes proteinas
adaptadoras, como anquirina G, distrofinas e caveolinas, para a formacao de complexos
multiprotéicos que sao capazes de modular a localizagao e funcao desses canais. A
ativacdo dos VGSC através desses complexos, portanto, poderia desencadear diferentes
respostas celulares (Mohler et al., 2004; Gavillet et al., 2006; Shibata et al., 2006; Tong
et al., 2009; Yao, Fan e Jiang, 2011; Lin et al., 2012; Besson et al., 2015). Apesar da funcao
de permeabilidade iGnica necessitar apenas da subunidade a (Catteral, 2012), os VGSC
podem apresentar em sua composicdo as subunidades B. Estas subunidades pertencem
a familia das imunogloblulinas e participam de varias atividades relacionadas a adesao
celular (Isom et al.,1995; Yu et al.,2003). Ndo bastasse, também sdo substratos da
guebra proteolitica por secretases; estudos apontam que o processamento dessas

subunidades é essencial para a regulacdo da expressdo génica (Kim et al., 2005).

Apds identificarmos a presenca de VGSC Nav1.5 e Navl.7 para as linhagens
MACL-1 e MGSO-3, os esfor¢cos foram concentrados na localizacdo destes canais no
ambiente celular. A analise da IHQ mostrou uma expressdo de todas as trés isoformas
para ambas as linhagens e contraria, em parte, alguns dos nossos resultados anteriores.
A ndo identificacdo de Navl.6 durante os experimentos de western-blot, em contraste
com a alta marcacdo apresentada por estes canais na IHQ, levantam duvidas quanto a
especificidade do anticorpo utilizado para esta isoforma. Outro ponto que corrobora

neste sentido, é a marcacao de diversas bandas no gel obtido para Nav1.6.

J4 os canais Nav1.5 e Navl.7 mostraram concentracdes e tipos de marcacdes
muito semelhantes entre as duas linhagens celulares, quando comparadas; o que era
esperado, ja que ambas foram estabelecidas de tumores primarios. Entretanto, o tipo
de marcacao visualizado para Navl.5 foi diferente daquele observado para Navl.7. Para
o primeiro, a marcacdo se encontrava dentro do nucleo e na membrana nuclear; ja para
o Nav1.7, a marcacdo estava presente ndo apenas no espaco nuclear, como também no

citoplasma e na membrana celular.
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Alguns estudos demonstraram que a localizacao subcelular dos VGSC é essencial
para o seu funcionamento fisiolédgico. Em neurdnios, por exemplo, estes canais devem
se concentrar no segmento inicial do axénio e nos nés de Ranvier (para neurénios
mielinizados), para iniciar o potencial de a¢do e para a condugao saltatéria do mesmo,
respectivamente (Calhoun e Isom, 2014; Kruger na Isom, 2016). Dessa forma, a
localizagdo desses canais em sitios alternativos, como o nucleo (seja na membrana ou
no citoplasma nuclear) e o citoplasma, pode estar associado a ativacdo de vias
necessdrias para o desenvolvimento tumoral (Rhana et al., 2017) e a criagao de

ambiente propicio para o seu desenvolvimento (Casey, Grinstein e Orlowski, 2010).

Para as células da linhagem MDA-MB-231, os nossos resultados parecem
confrontar os da literatura. Apenas 12% das células mostraram marcagdo para os canais
Nav1.5. Entretanto, a imunohistoquimica para Nav1.6 e Navl.7 apresentaram 100% das
células marcadas e nenhuma corrente de influxo foi verificada. Apesar de realizar vdrios
experimentos, com diferentes passagens e solucdes, o resultado se manteve.
Acreditamos que uma melhor avaliacdo quanto a especificidade dos anticorpos
utilizados para identificar os canais Nav1l.6 e Navl.7 se faz necessdria, bem como a
repeticdo dos experimentos com outros anticorpos a fim de confirmar os nossos
achados. De forma geral, os resultados apontam para a participa¢do dos canais de sodio
no desenvolvimento do cancer de mama, com diferencas nas isoformas presentes, e a

possivel ndo participacao dos mesmos no processo de metdstase.
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7 CONCLUSAO

Com base no exposto, é possivel concluir que:

» As células MACL-1 e MGSO-3, provenientes de tumores primarios de mama,
apresentam correntes de sdédio com ativacdo dependente de voltagem,

produzidas pelos canais Nav1.5 e Navl.7;

» A identificagdo molecular dos isotipos Navl.5 e Navl.7 confirmam os dados

eletrofisiolégicos de MACL-1 e MGSO-3;

» Nao é possivel concluir sobre a expressdo do isotipo Navl.6 em nenhuma das

linhagens celulares analisadas;

» A presenca daimunomarca¢do em quase todo o ambiente celular aponta para a

participacdo desses canais em fungdes nao-relacionadas ao transporte de ions.
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