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INTRODUGCAO

O calcio é um ion biologicamente muito ativo que esta envolvido na regulacao de
diversos processos celulares importantes, incluindo o metabolismo energético, motilidade
celular, proliferag&o celular, entre outros (ORRENIUS, 1989). A regulacdo das concentragfes
intracelulares de calcio, no entanto, ndo é um processo simples e requer atividade de muitos
mecanismos de controle que envolve a ativagdo de transportadores, canais e bombas ibnicas
(BERRIDGE et al., 2000; CLAPHAM, 2007) Alteracdes nesses mecanismos de homeostase
de célcio sao frequentemente associadas as disfun¢des mitocondriais, as quais podem causar
a morte celular ou contribuir para patogénese de diversas doencgas, inclusive o cancer
(ORRENIUS et al., 2015). A este respeito sabe-se que o NCX é um trocador de 3Na*/1Ca?*
gue pode atuar tanto em modo forward (Na*in /Ca?* out) como mecanismo fisiolégico, quanto
em modo reverse (Na*out /Ca?" in) em condicdes patoldgicas contribuindo para sobrecarga
de calcio - alteracdes que sdo frequentemente observadas em casos de isquemias
(MATSUDA et al.,, 2001; NAMEKATA et al.,, 2017), porém pouco relatadas em cancer
(RODRIGUES et al., 2019). Nesse sentido o estudo das alteracdes da concentracéo de calcio
por meio do trocador de NCX constitui-se uma proposta interessante para investigar a
atividade do NCX em modo forward ou reverse (Na* out /Ca?" in) sobre a bioenergética
mitocondrial, bem com sua relacdo com o desenvolvimento do cancer.

OBJETIVO

Avaliar as alteracdes de calcio induzidas pela modulacéo do trocador NCX sobre os
processos mitocondriais e investigar a atividade do NCX de membrana plasmatica como um
dos mecanismos de sobrevivéncia tumoral.

METODOLOGIA

O estudo do NCX mitocondrial foi realizado com mitocéndrias isoladas de figado de
rato sob aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Universidade de
Mogi das Cruzes, protocolo n°® 002/2019. Para a obtencao e isolamento das mitocéndrias ratos
Wistar machos (180 g) foram sacrificados por deslocamento cervical e o figado foi alcangado
por inciséo na cavidade abdominal. Apds a remog¢é&o do 6rgéo, as mitocéndrias foram isoladas
por centrifugacdo diferencial e a determinagdo da proteina mitocondrial foi realizada pelo
método de Biureto. A captacdo de calcio foi avaliada em espectrofluorimetro Hitachi F-7000
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(Téquio, Japdo) por meio das alteracbes da fluorescéncia do calcium Green 0,1 uM
(505/531nm excitacdo/emissdo). As mitocdndrias (1 mg / mL) foram energizadas com
succinato de potassio 5 mM e incubadas em tampé&o de reacdo contendo sacarose 125 mM,
KCI 65 mM e HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4, acrescido de rotenona 2,5 uM e cloreto de calcio
10 uM, a 30°C (volume final 2,0 mL). Para investigacdo da atividade do NCX de membrana
plasmatica no cancer, células de melanoma humano mutadas SK-MEL-19 (BRAFV60E
mutado) e SK-MEL-147 (NRAS®®IR) foram cultivadas em meio Dulbecco Modified Eagle
(DMEM) de alta glicose (DMEM), pH 7,2, suplementado com 100 U / mL de penicilina, 100 pg
/ mL de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino a 37 °C com 5% de CO; (Panasonic MCO-
19AIC, Japao). Para realizacdo dos experimentos, as células foram desaderidas da garrafa
com tripsina-EDTA, centrifugadas a 1500 rpm durante 10 min e suspensas em DMEM
suplementado. Em seguida as células foram plaqueadas a uma densidade de 6,25 x 10*
células/ cm?, incubadas por 24 h para adesdo celular e o ensaio de viabilidade celular foi
realizado por reducdo do 1-(4,5-dimetiltiazol-2-3,5-difenilformazan) (MTT) com leitura da
absorbancia em 570 nm em um leitor de microplacas (Biochrom, Asys Expert Plus Microplate
Reader, EUA). Para a medicdo do Ca?" intracelular as células foram plaqueadas (6,25 x 10*
células/ cm?) e incubadas por 24 h, depois lavadas duas vezes com solucdo Hanks 'Balance
Salts Solution (HBSS) e adicionado o Fura 2-AM (2,0 uM) por 30 min a 25 °C. Em seguida as
células foram lavadas com HBSS seguido pela adicdo dos inibidores de NCX. Apds 10 min
de incubacéo os niveis de Ca?* intracelular foram estimados através do registro de variacdes
de fluorescéncia a 37°C durante 15 min, adicionando paralelamente tapsigargina e ionomicina.
A fluorescéncia foi adquirida em uma microscopia de campo amplo (Leica DMI6000B, Leica
Microsystems, Alemanha). As andlises graficas foram feitas no software Graph Pad Prism
7.04.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito da modulacdo do trocador NCX mitocondrial sobre o transporte de calcio
primeiramente foi analisado na presenca de inibidores do trocador SEA0400 e KB-R7943, a
fim de se investigar possiveis alteracdes na movimentagdo do calcio mitocondrial. Nossos
resultados prévios, contudo ndo demonstraram um aumento ou diminuicdo na captagéo de
calcio pelas mitocondrias energizadas em relagdo ao controle indicando assim que talvez o
trocador estivesse inativo ou que os inibidores nao tiveram efeito (Resultados ndo mostrados).
Sendo assim, novas condi¢cfes experimentais foram testadas a fim de avaliar a modulacdo do
NCX, a saber, suplementa¢do com sodio para estimulag&o do trocador e ruthenium red para
inibicdo do uniporter. Como resultado observamos que adi¢do de 10 mM de cloreto de sodio
(NaCl) aumentou sutilmente a captacao de célcio na presenca de ruthenium red (1 uM), porém
gue este efeito ndo foi inibido por SEA0400, sugerindo assim que esses inibidores ndo atuam
sobre 0 NCX mitocondrial, e que sdo seletivos para NCX de membrana plasmatica
(Resultados ndo mostrados), bem como corrobora com outros estudos (MATSUDA et al.,
2001; NAMEKATA et al.,, 2017). Em vista disso, objetivamos estimular mais o NCX
mitocondrial aumentando gradativamente a quantidade de sodio experimental, pois sabe-se
gue o aumento da concentracdo desse ion no espago extramitocondrial induz a
despolarizacdo da membrana mitocondrial interna tornando-a mais permeavel ao sodio, o que
por sua vez ativa 0 NCX em modo reverse para normalizagdo do gradiente (MURPHY &
EISNER, 2009; SAMANTA et al., 2018). Como mostra Figura 1 o aumento gradativo da
concentracdo de NaCl conseguiu potencializar a captacdo de célcio mitocondrial (Fig.1 A e
B). Um efeito que favoravelmente sugere a participacdo do NCX mitocondrial em modo
reverse contribuindo para homeostase mitocondrial. Além disso, a entrada de calcio na
mitocondria em resposta ao sodio representou um aumento de quase 3 vezes mais na
presenca de 40 mM de NacCl.
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Figura 1. Captacéo de célcio mitocondrial estimulada com sédio

3000 - - Sodum C
—  +Sodum
sue 200 g 100 *
g 25004 | ccce -‘::'- L] E
e € 450 g 75
e OO —— % g Nacl s N Time
S 20004 1 1 1 1 ac e s
S :._: 100 - 40 mM ‘g’. 50 510 s
r.=' Additions of 10 mM NaCl e * . 30 mM - 410 s
O 15004 "’é 50 - 20 mM & 2 - 310s
3 - 10mM s = 210s
T T T T T \ 0 ® o0
0 100 200 300 400 500 600 210 310 410 510 W 2 »
Time (s) Time (s) NacCl (mM)

efeito dose-dependente (Fig.1 C).

As mitocoéndrias foram incubadas em tampéo de reagdo contendo calcium green (0,1 uM), rotenona (2
pM), cloreto de calcio (10 uM) e 1 pM de ruthenium red (R.R) a 30 °C. Para a estimulac¢éo da captacédo de célcio
mitocondrial foi adicionado 5 mM de succinato de potéssio (Suc) em 50 segundos e CCCP (1 uM) em 550 segundos
para liberagdo méxima do calcio. As adi¢cdes de 10 mM de NaCl foram feitas em 200; 300; 400; e 500 segundos e
os resultados foram tratados de acordo com a intensidade relativa de fluorescéncia

Com relacao a avaliacao da atividade do NCX de membrana plasmatica como um dos
mecanismos de sobrevivéncia tumoral investigamos paralelamente em células de melanoma
BRAFY6%E mutado (linhagem SK-MEL-19) responsivas ao vemurafenibe e células NRASQ6IR
mutato (linhagem SK-MEL-147) resistentes ao farmaco, a modulagéo do trocador NCX sobre
a cinética de célcio e seu impacto na viabilidade celular quando associado ao vemurafenibe.
Como é possivel observar Figura 2A e 2B nossos resultados avaliando o NCX sobre a cinética
de célcio em células de melanoma NRAS®5R mutado e BRAFY®%°E mutado demonstraram que
a inibicdo do trocador utilizando KB-R7943 reduziu os niveis aumentados de célcio citosdlico
induzido por tapsigargina e ionomicina e que ainda foram totalmente reduzidos quando
utilizado o quelante de calcio EGTA — um efeito observado para os dois tipos de melanoma e
gue consequentemente indica a atividade do NCX em modo reverse, especialmente para
linhagem de mutacdo NRAS®SIR (Fig. 2B).

Figura 2. Inibicdo do trocador NCX promove a redugéo dos niveis de calcio citosdlico induzido
por tapsigargina e ionomicina em células de melanoma BRAF e NRAS.
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A avaliac@o dos niveis de célcio citosdlico foi realizada utilizando 1 puM de tapsgargina (Tg) em 100
segundos e ionomicina (lono) em 540 segundos. Para as leituras com KB-R7943 as células foram
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previamente incubadas com 5 uM do inibidor e com 0,5 mM de EGTA para total diminuicdo das concentragfes de
célcio.

Diante desses achados nos investigamos se a inibicdo do NCX alterava a sensibilidade
das células de melanoma ao vemurafenibe, a fim de descobrir se a modulagédo do trocador
influenciava na resposta ao tratamento. Para isso, avaliamos o efeito do KB-R7943
isoladamente e combinado com o vemurafenibe sobre a viabilidade celular. Como podemos
observar na Figura 3A e 3B, nossos resultados demonstraram que a inibicdo do NCX com KB-
R7943 foi mais citotoxica para as células de melanoma SK-MEL-1947 (NRAS®®'R mutado), do
que para as células SK-MEL-19 (BRAFV%%€ mutado), e que ainda a associacéo de KB-R7943
com vemurafenibe conseguiu sensibilizar as células de melanoma NRAS®R a acdo do
guimioterapico aumentando sua citotoxicidade e resposta ao tratamento farmacologico (Fig.
3).

Figura 3. Efeito do KB-R7943 e sua combinagdo com vemurafenibe sobre a viabilidade celular
do melanoma.
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A viabilidade celular foi avaliada por MTT apos 24 h (A) e 72 h (B) de incubagdo com 1,0 umol/ vemurafenibe
(barras pretas), 1,0 umol/L KB-R7943 (barras brancas) e 1,0 umol/L KB-R7943 mais 1,0 umol/L de vemurafenibe
(barras cinzas). Os dados foram expressos como média £+ EPM e a significancia estatistica foi definida como ns
nao significativo e *** p <0,001, n = 3.

CONCLUSOES

Juntos esses achados demonstram a importancia da modulagdo do trocador NCX
sobre as alteracdes das concentracbes de calcio avaliadas paralelamente sob um contexto
fisiolégico com mitocdndrias isoladas e patoldgicas com células de melanoma, ao mesmo
tempo em que contribui para estudos futuros que desejam estudar a modulagédo do NCX como
estratégia terapéutica para patologias em que as altera¢bes da homeostase de calcio sejam
importantes como, por exemplo, 0 melanoma do subtipo NRAS?¢1R e BRAFV60E,
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