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RESUMO

O Ca* é um segundo mensageiro essencial e co-factor para proteinas e
enzimas, sendo uma das moléculas de sinalizagéo intracelulares mais importantes
na regulacdo da funcdo celular. A regulacdo dos niveis de Ca* é conseguida
através de um mecanismo complexo que envolve varias vias de sinalizagdo, bem
como proteinas reguladas pelo Ca* intracelular, que controlam processos celulares
especificos, incluindo o ciclo celular, proliferacdo, apoptose, transcricdo e migragao
celular. Deste modo, ndo € surpreendente que varios tipos de cancros resultem da
desregulagdo da homeostasia deste id0. Sdo inimeros os canais de Ca?* envolvidos
na modelacdo dos niveis deste ido na membrana citoplasmatica e em diversos
organelos intracelulares, contidos no reticulo endoplasmatico, nas mitocondrias, no
complexo de Golgi e nos lisossomas. E importante realcar que a desregulacdo
destes reguladores do fluxo de Ca®* esta associada a alteracdes no comportamento
das células tumorais, entre as quais a transicdo epitelial-mesenquimal, migracéo
celular, invasdo local e desenvolvimento tumoral. Neste contexto, o Ca®" &
considerada uma ferramenta intracelular fundamental na regulagao da dinamica e
complexidade da migragao e metastizacio.

Na presente dissertacdo, € apresentada e discutida a literatura na vanguarda da
sinalizagdo entre organelos de Ca®' no que se refere a migracgdo celular, metastase

e progressao do cancro, com foco especial nos canais que regulam o fluxo de Ca?".

Palavras-Chave: Calcio; canais de Ca?'; bombas de Ca*; organelos, cancro;

migracao celular
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ABSTRACT

Ca?'is an essential second messenger and cofactor for proteins and enzymes, being
one of the most important intracellular signalling molecules in the regulation of
cellular function. The regulation of Ca* levels is achieved through a complex
mechanism that involves several signalling pathways, as well as proteins regulated
by intracellular Ca**, which control specific cellular processes, including cell cycle,
proliferation, apoptosis, transcription and cell migration. Therefore, it is not surprising
that various types of cancers result from the deregulation of this ion's homeostasis.
There are several Ca®  channels involved in the modelling of the levels of this ion in
the plasma membrane and in several intracellular organelles, namely in the
endoplasmic reticulum, mitochondria, Golgi complex and lysosomes. It is important
to highlight that the deregulation of these Ca?* flow regulators is associated with
changes in the behaviour of tumour cells, within which the epithelial-mesenchymal
transition, cell migration, local invasion and tumour development. In this context, Ca®*
is considered a fundamental intracellular tool in the regulation of the dynamics and
complexity of migration and metastasis.

In this dissertation, the literature is presented and discussed at the forefront of Ca*
between organelles signalling regarding cell migration, metastasis and cancer

progression, with a special focus on the channels that regulate Ca?* flow.

Keywords: Calcium; Ca?* channels; Ca?* pumps; organelles; cancer; cell migration
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ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ADPr — adenosina difosfato ribose

ATP - adenosina trifosfato

Ca*" —iao calcio

CADPR - adenosina difosfato ribose ciclica extracelular
CAK - cinase ativadora de CDK

CAM - calmodulina

CAMK — CAM quinase

CAN - fosfatase dependente de Ca2+ ou calcineurina
CaSR - recetor de detecgao de calcio

CDKs — quinase dependente de ciclinas

CRAC - poro condutor de libertagdoo de Ca2+ ativado
CT - calcitonia

DAG - diacil-glicerol

DHPR - recetor de diidropiridina

EGF - fator de crescimento epidérmico

GAP - proteina de GTase

GEF - fator de troca de guanina

GPCR - recetor acoplado a proteina G

IP3R - recetor do tipo 1,4,5-trifosfato

LSD - doenga de armazenamento lisossomal

MAM - membrana associada as mitocondrias

MAPK - proteina quinase ativada por proliferacdo de mitogénio
MC - proteina transmembranar uniporta mitocondrial
MCU - “Mitochondrial calcium uniporter”

MEC - remodelagao da matriz extracelular
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ML-IV — mucolipidose tipo IV

MME — membrana mitocondrial externa

MMPs — metaloproteinases

MOMP - permeabilizacdo de membrana externa mitocondrial
NAD - nicotinamida adenina dinucleotideo

NAADP - acido nicotinico adenina fosfatase dinucledétidica
NCLX - “Na*/Ca*/Li* exchangers”

NCX - “Na*/Ca®" exchangers”

NFATSs- fator nuclear de calculas T ativadas

P2X4 — recetor purigénico X4

PIP2 - fosfotidilinositol 4,5 bifosfato

PLC - fosfolipase C

PMCA — membrana plasmatica de Ca?* ATPase

PMM - permeabilizacdo da membrana mitocondrial

PMPT - poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial
PTH - hormona paratiroideia

RB1 - retinoblastoma

RE - Reticulo endoplasmatico

REL - RE liso

RER - RE rugoso

ROC - canais operados por recetor

RS — Reticulo sarcoendoplasmatico

RyR - recetor de riadonina

SERCA - bomba Ca2+ ATPase do reticulo sarco-endoplasmatico
SMOC - mensageiro secundario associado a ativacdo de GPCR

SOCE - “Store — operated calcium”
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SPCA - via secretdria de transporte de Ca?* ATPase
STIM — via da molécula de interacao estromal

TEM - transic&o epitelial mesenquimal

TFEB - fator de transicao EB

TNF-a — fator de necrose tumoral

TRPA1 - recetor potencial transitorio de anquirina 1
TRPC1 - potencial do recetor transiente candnico 1
TRPM2 - substituto melastatina 2

TRPVG6 - recetor de potencial transitério vanildide tipo 6
V-ATPase - atividade vacuolar tipo H*-ATPase
VDACSs — canal aniénico dependente de voltagem

VGCCs - canais de Ca®** dependentes de voltagem do tipo P/Q
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INTRODUGAO

O cancro é a segunda causa de morte em todo o mundo, responsavel por 9,6
milhdes de mortes em 2017, ou seja, cerca de cada 1 em 6 mortes resultam desta
patologia. O desenvolvimento do cancro pode iniciar em qualquer tipo de 6rgéo ou
tecido, resultando da capacidade das células normais crescerem
descontroladamente. Estas células podem adquirir capacidade de migrar para outra
regido do organismo, processo designado por metastizagao (Stanaway et al., 2018).
Existem inumeros mecanismos intrinsecos e extrinsecos que levam a processos de
metastizacdo no cancro. Ao longo dos ultimos anos, tem sido realizado muitos
estudos e avangos para o tratamento do cancro, mas a metastase das células torna-
se um grande desafio. Exemplo disso é a transicdo epitelial mesenquimal (TEM),
que conduz ao aumento da capacidade de invasao, resisténcia a terapéutica e a
sobrevivéncia destas células.

Cerca de 90% das mortes responsaveis pelo cancro, sdo devidas a metastases,
sendo neste caso a taxa de sobrevivéncia baixa (Fares, Fares, Khachfe, Salhab, &
Fares, 2020). Durante este processo de metastizacao, as células invadem os vasos
sanguineos ou linfaticos, conseguindo assim entrar em diferentes érgaos (Mittal,
2018), e também escapar a morte celular programada, proliferando no novo local
onde se estabelecem.

Ao longo dos ultimos anos, tem vindo a ser estudado a importancia e o impacto que
o Ca®* tem no desenvolvimento e progressdo do cancro. Este ido tem um papel
importante em inumeros fatores envolvidos na homeostasia celular, tais como, o
como a proliferagdo, a migracao, a progressao do ciclo celular, a evasao, e o desvio
a apoptose, para que nao ocorra a tumorigénese (Farfariello, lamshanova, Germain,
Fliniaux, & Prevarskaya, 2014).

Esta dissertacdo pretende rever alguns dos canais envolvidos na homeostasia do
Ca®* em diferentes organelos intracelulares em células normais e células tumorais,
dando relevancia no impacto destes canais na regulagcdo da TEM e na motilidade

das células tumorais.
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1. REGULACAO DA HOMEOSTASIA DO CALCIO NO ORGANISMO

A homeostasia do catido bivalente de calcio (Ca®") consiste numa regulagdo
continua da concentracdo de Ca* de modo a conseguir manter a fisiologia e
metabolismo em equilibrio (Biswal, Sen, & Maka, 2019). O Ca** é o terceiro metal
mais abundante na Terra e esta envolvido na regulacdo de varios processos
biolégicos, dentro dos quais, contracdo muscular, resposta imune, ativagao
enzimatica, expressao génica, indugdo da plasticidade sinaptica, diferenciacao
celular e morte celular (Carafoli & Krebs, 2016). Os primeiros estudos relacionados
com a funcdo do Ca?* na regulacdo de processos fisioldgicos iniciaram-se com o
estudo do papel deste na contragdo do musculo cardiaco, nos ratinhos (M. M. Xu,
Seas, Kiyani, Ji, & Bell, 2018). O estudo do papel do caélcio continuou a ser
aprofundado em varios outros processos fisiologicos, tais como a contragao
muscular e a transmissao neuronal (M. M. Xu et al., 2018). Para que estes
processos sejam eficientes é importante que a concentragcdo de calcio no
organismo, tanto nos compartimentos intra- como extracelulares, permaneg¢a em
constante equilibrio.

A homeostasia do Ca®" envolve varios sistemas, dentro dos quais 0s 0ssos, 0s rins
e o intestino (Pu, Chen, & Xue, 2016), e ainda trés hormonas, a calcitonina, a
vitamina D e a hormona paratiroideia (PTH) (Figura 1). Os ossos tém uma fungao
importante na regulacdo dos niveis de Ca®* no sangue, para que as fungdes como a
contragdo muscular e os potenciais de membrana ocorram regularmente. Se ocorrer
algum disturbio podem perturbar o processo normal de remodelagdo &ssea,
causando varias doengas, como a osteoporose, além de causar outras anomalias e
condi¢des patoldgicas (Biswal et al., 2019). Os rins também desempenha um papel
fundamental na regulagdo do Ca?*, participando na eliminacdo deste ido no
organismo. Esta absor¢cdo e detegcdo por este 6rgdo é realizada no nefrénio,
particularmente nos tubulos proximais. Por fim, os ossos nao alteram o balango
corporal total do calcio mas alteram a distribuicdo de calcio dentro do corpo humano
(Widmaier, Raff & Strang, 2006, p. 526). O intestino participa na absorcao,
reabsorcdo e eliminacdo do Ca®". A absorcdo de Ca®" é realizada no duodeno
(aproximadamente 80%), sendo que este processo é feito através de duas vias, o
transporte paracelular e absorgdo transcelular. Na absor¢do paracelular, estdo
envolvidos o TRPV6 (recetor de potencial transitério vanildide tipo 6), as proteinas

calbindina D9K e PMCA1b (membrana plasmatica de Ca** ATPase), sendo que este
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mecanismo requer energia para que ocorra. Por outro lado, o transporte paracelular

nao requer energia e pode ser observado por todo o intestino.

»
> | Controla o crescimento dos axonios
3}{15 5 H&n e dentrites durante o

C RS ‘L desenvolvimento

Absorgao de Ca?* Reabsorgao de Deposicéo de
I no intestino | | Ca?*na urina Ca?'no osso

Diminuigao do nivel de M Regula e/ou inicia a secregao de
Nivel de Ca?* muito calcio Ji
\@ alto insulina

Homeostase:
 __ Nivel de célcio no

sangue (10 mg/100 mL) \

Nivel de Ca?* muito

baixo Aumento do nivel de ||

calcio Regulagéo da pressao arterial

v

Glandula PT g
m§ |
Langamento i £
PTH .‘“’ E A .O‘ Processos celulares;
| expressdogenética; localizagéo de

- Absorgéo de Reabsorgéo de Deposicao de células, apoptose, entre outros.

Ca2* no intestino Ca?*na urina Ca?'no osso $

Figura 1. Regulagao sistematica da homeostasia do calcio.

Os niveis de calcio nos fluidos corporais sdo controlados por um sistema de controlo retroativo, por
regulacéo de fungdes celulares e de alguns tecidos. Se a concentragdo de ca® permanecer baixa, a
PTH é libertada pelas glandulas paratiroideias, e consequentemente o Ca®" vai ser absorvido pelos
intestinos, rins e 0sso, mas se a concentragao de ca® permanecer alta, a regulagéo vai ser o oposto
para controlar os niveis de ca® no sangue. Este sistema inclui o transporte de calcio nos intestinos, rim
e 0sso que sao regulados por algumas hormonas, como a hormona paratirodeia (PTH), a calcitonina
(CT) e 1,25 — di — hidroxivitamina D3 (adaptado de (C. Zhang, Miller, Brown, & Yang, 2015).

O recetor de detegdo de calcio (CaSR) desempenha uma funcdo importante na
manutengao do equilibrio da ingestéo e da absorcdo do Ca®* na formacéo de osso,
a excrecdo a nivel renal e no trato gastrointestinal. Nas glandulas paratiroideias, ha
producdo da hormona paratiroideia, também com o objetivo de regular os niveis de
calcio, pois se havendo um excesso deste no sangue, a produgao desta hormona é
impedida porque a sinalizacdo de CaSR bloqueia o crescimento e proliferagdo das
células paratiroideias (Figura 2) (Pu et al.,, 2016). Nas células renais, o CaSR
também bloqueia a reabsorgcado de calcio nos tubulos filtrados quando este esta em
excesso (Genetic Home Reference, 2018).

Além destes processos fisiolégicos mencionados, a desregulagcéo do calcio também
conduz a diversas alteracbes no comportamento celular, incluindo a proliferagcao

celular, angiogénese, alteracbes da apoptose, diferenciagdo, metabolismo,
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transcricdo génica e mutagcdes que podem conduzir a formacao de tumores (Zhong,
Pan, Wang, Yang, & Ding, 2019).

1,25 — di — hidroxivitamina
D3

® Calcio no sangue

e PTH
°, e
® &  Calcio no sangue T A\ 1,25 di— hidroxivitamina
0o %o D3

Figura 2. Regulagao da homeostasia do calcio pelo recetor de detegcao de calcio (CaSR)
Quando os niveis de calcio no sangue diminuem, o CaSR vai ser ativado através da glandula
paratiroideia, e sem seguida a secregdo da PTH. A PTH aumenta os niveis de calcio nos rins e no osso

e também leva a producéo e secregédo de 1,25 — di — hidroxivitamina D3 em células do rim (adaptado

de (Pu et al., 2016).
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1. REGULAQAO DA HOMEOSTASIA DO CALCIO NA CELULA

O Ca* é uma das moléculas de sinalizagdo intracelulares mais importantes no
controlo da localizagdo do calcio e na manutencdo do seu racio no meio intracelular
e extracelular (H. Xu & Ren, 2017). A concentragao intracelular de Ca®" livre varia
muito no que concerne & sua localizacdo. Em condigdes de repouso, o Ca*
apresenta uma concentragdo 104 vezes superior no meio extracelular
comparativamente com a sua concentragao no meio intracelular (citoplasma) (Figura
3) (H. Xu & Ren, 2017). No interior das células, os niveis deste catido nas matrizes
nucleares e mitocondriais s&o semelhantes aos encontrados no citoplasma.
Contudo, existem alguns organelos, tais como o reticulo endoplasmatico e os
lisossomas que podem acumular e manter os seus niveis de Ca** mais elevados que
o citoplasma (H. Xu & Ren, 2017). A regulacido dos niveis de calcio é conseguida
através de um mecanismo complexo que envolve varias vias de sinalizagdo, bem
como proteinas reguladas pelo Ca®"intracelular, que controlam processos celulares
especificos, incluindo o ciclo celular, proliferacdo, apoptose, transcricdo e migracao
celular (Berridge, Bootman, & Roderick, 2003). A desregulagao da sinalizagdo do
Ca?" esta associada a consequéncias desastrosas a nivel fisiolégico e patoldgico.
Particularmente, a desregulagdo das vias de sinalizagdo mediadas pelo Ca®" estédo
envolvidas em processos de desenvolvimento tumoral e da sua progressao (M. M.
Xu et al., 2018; Zhong et al., 2019).

Nucleo
[Ca*]=107M

Reticulo Endoplasmatico
[Ca%*] =10 “M

Mitocondria Complexo
caj.] =10"M de Golgi

[Ca¥*] =107 M
.lsosoma
[Ca¥*) = 10*™

Citoplasma
[Ca%*]=107"M

Figura 3. Concentragdes dos diversos organelos intracelulares
A concentragao de Ca®" no nucleo e no citoplasma é de 107 M, enquanto que nos restantes organelos
intracelulares, as concentragbes de Ca®* sdo: mitocondria (10'7 M); lisossoma (104 M); complexo de

Golgi (10 M); e reticulo endoplasmatico (107 M).
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Diferentes estimulos celulares, nomeadamente a depolarizagdo de membrana,
mensageiros intracelulares e moléculas de sinalizagdo extracelular, sdo capazes de
regular o fluxo de calcio entre o meio intracelular e extracelular. A entrada de Ca?*
na célula é efetivada através canais de calcio presentes na membrana plasmatica, ja
a libertagdo do mesmo dos compartimentos intracelulares é efetuada, por exemplo,
através dos recetores do tipo 1,4,5-trifosfato (IP3R) e rianodina (RyR) (H. Xu & Ren,
2017).

Os canais de calcio tém um papel fundamental na modelagao dos niveis de calcio
na célula. Estes podem ser divididos em dois grupos: (a) os canais dependentes de
voltagem e (b) os canais ndo dependentes de voltagem (Zhong et al., 2019). Os
canais de calcio dependentes de voltagem incluem cinco tipos de canais de calcio
distintos, o tipo L-, P-, N-, R- e T. As células que apresentam este tipo de canais
necessitam que ocorram uma despolarizagdo de membrana para que

estes sejam ativados (Zeilhofer, 2007). Por outro lado, os canais nao dependentes
de voltagem estdo relacionados com a entrada de Ca®* ndo dependente da
excitagcdo celular e podem ser divididos em diferentes categorias: canais bloqueados
por ligando (que incluem os recetores ionotrépicos purinérgicos P2X), canais
operados por recetor (ROC) ou canais operados por mensageiro secundario
associado a ativacdo de GPCR (SMOC), “store — operated calcium” (como os
SOCs), e canais operados por estiramento (homeadamente os membros da familia
de canais TRP (J. M. Lee, Davis, Roberts-Thomson, & Monteith, 2011). Além disso,
a proteina “mitochondrial calcium uniporter” (MCU) é capaz de regular a captacao de
Ca2+ nas mitocondrias (De Stefani, Patron, & Rizzuto, 2014).

A modelacdo dos niveis de Ca* nos varios compartimentos celulares, juntamente
com alteragdes nos padrdes de sinalizagdo do Ca® intracelular, pode conduzir a
alteragbes no destino celular através da transformagdo funcional de multiplos
efetores dependentes de Ca®* envolvidos nas principais vias de sinalizacéo
intracelulares (Prevarskaya, Skryma, & Shuba, 2013) (J. M. Lee et al., 2011) (Zhong
et al., 2019).
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1.1. Regulagao do fluxo do calcio nos organelos celulares

1.1.1. Organelos
Os principais organelos envolvidos na regulagdo da homeostasia do calcio
intracelular, sdo o Reticulo Endoplasmatico / Sarcoplasmatico, as Mitocéndrias, o

Complexo de Golgi e os Lisossomas.

1.1.1.1. Reticulo endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico (RE) é um extenso conjunto membranar em forma de
rede que muitas vezes ocupa grande parte do interior das células (Gray, 2013)
(Schwarz & Blower, 2016). Este organelo é responsavel por multiplas fungbdes
celulares, dentro das quais a sintese e processamento de proteinas, sintese de
lipidios, suporte da excitacdo-contragdo do musculo (reticulo sarcoplasmatico, RS) e
armazenamento e libertacdo de Ca*' (Gray, 2013; Schwarz & Blower, 2016). O RE
esta ligado a membrana celular e nuclear e organiza-se em duas zonas principais: a
lisa e a rugosa. O RE liso (REL) participa na sintese de lipidios, ja o RE rugoso
(RER) participa no processamento de proteinas (Schwarz & Blower, 2016).

O RE é o maior depdsito de calcio nas células animais e desempenha um papel
central na sinalizagao deste ido (Gray, 2013). A concentracao deste ido no lumen do
RE é de aproximadamente 10* M, contrastando com a concentragdo deste no
citoplasma (107M). A libertacdo rapida de calcio do RE ou do RS conduz a um
aumento de Ca*" no citoplasma que controla diversas funcdes da célula. Esta
libertacdo é regulada através dos varios canais de calcio, nomeadamente o recetor
inositol 1,4,5-trifosfato (recetor IP3) e o recetor de rianodina (RyR) (Berridge, 2009).
Este mecanismo de libertacdo de Ca** tem inicio com a estimulagdo da fosfolipase C
(PLC) pelo recetor acoplado a proteina G (GPCR) (Marcello & White, 2010). A PLC,
uma vez ativada, cliva o fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) em diacil-glicerol (DAG)
e IP3, que se liga ao recetor IP3 e promove a libertacdo de Ca?* (Berridge, 2005). A
despolarizagdo das membranas do tubulo T também tém um papel importante na
libertaggo do Ca?". A sua despolarizacdo pode conduzir a alteragdes
conformacionais nos canais de Ca®" dependentes de voltagem, tais como os
recetores de diidropiridina (DHPRs), que ativam os RyRs conduzindo a libertagao de
Ca®* (Cicek, Ozgur, Ozgur, & Ugur, 2014). Esta reducéo dos niveis de Ca®* no limen

do RE ativa a via da molécula de interagdo estromal (STIM), conduzindo a entrada
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de Ca®" via membrana celular através dos canais Orais (Shim, Tirado-Lee, &
Prakriya, 2015). As bombas Ca®* ATPase do reticulo sarco-endoplasmatico
(SERCA) também tém um papel fundamental no influxo de Ca® no RS/RE. As
SERCA podem ser encontradas na membrana do RE estando dependentes da
hidrolise de ATP para seu funcionamento (Bublitz et al., 2013; Wuytack,
Raeymaekers, & Missiaen, 2002). A atividade destas bombas é fundamental para a
manutencdo do Ca®" livre no Iimen do RE em repouso, sendo estes niveis
essenciais para a modulacdo de IP3 (inositol 1,4,5-trifosfato) e expressdo de SERCA
(Chami et al., 2001).

Existe outra membrana que englobada o RE e as mitoncéndrias, a MAM (membrana
associada as mitocdndrias) que & também responsavel pelo efluxo de Ca*,
associada aos locais de contacto membranar que envolvem o IP3R localizado no RE
e o canal aniénico dependente de voltagem (VDACs) localizada na membrana
mitocondrial externa (MME). Quando ha uma estimulacdo do recetor IP3, o Ca®* ¢
libertado do RE para a MAM, sendo que o Ca?* entra nos VDACs da MME, para o
espago intermembranar das mitocondrias, facilitando o influxo de Ca®" e
consequentemente a sua absorgao pela mitocéndria (Rossini, Pizzo, & Filadi, 2020).
Os niveis de Ca®* nao sdo regulados exclusivamente pelo RE, o aparelho de Golgi,
as mitocéndrias e os lisossomas tém também um papel importante nesta regulagao
(Figura 4). Existe mesmo uma rede de sinalizacdo de Ca* que liga estes organelos
que coordena a entrada e saida de Ca®" da célula ativando muiltiplas vias de

sinalizacao (Prins & Michalak, 2011).
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Figura 4. Dindmica e homeostase do Ca® nos diferentes organelos.

O Ca?" é armazenado em varios organelos diferentes, incluindo o RE, complexo de Golgi, mitocéndrias
e lisossomas. No RE, existe um ligante extracelular, que ap6s um estimulo, leva a ativacdo de IP3, que
se liga em seguida ao IP3R, libertando assim o Ca?" do RE. Este Ca® libertado também vai ser
intercetado pelas mitocéndrias, e pelos “Na+/Ca?* exchangers” (NCX). Quando ha redugéo de ca® no
RE, existe um sensor o STMI1, que oligomeriza e comunica com o ORAI1. Este ORAI1 vai possibilitar a
entrada de Ca* para o citoplasma, onde o SERCA vai captar esse ca®". No complexo de Golgi, existe
também o IP3R, capaz de libertar Ca?* através deste recetor. Por outro lado, o Ca’* entra no complexo
de Golgi através da via SPCA (via secretéria de transporte de Ca2+ ATPase). Os lisossomas séo

organelos de armazenamento de Ca® (adaptado de (Prins & Michalak, 2011).

1.1.1.2. Mitocoéndrias
As mitocondrias sdo pequenos organelos celulares de forma arredondada ou
alongada cuja fungado principal é a producdo de energia (sob a forma de ATP)
(Grevel, Grevel, Becker, & Becker, 2020). Estes organelos sao delimitados por duas
membranas compostas por lipidos e proteinas semelhantes as demais membranas
celulares. A membrana externa das mitocéndrias é lisa, jA a membrana interna é
composta por multiplas pregas, denominadas cristas mitocondriais, que se projetam
para o seu interior (Grevel et al., 2020). Na cavidade interna das mitocondrias, esta
localizado a matriz mitocondrial, um fluido com diversas enzimas, juntamente
com DNA, RNA, pequenos ribossomas e substancias necessarias a producéo de

certas proteinas. As mitocéndrias tém o seu proprio genoma, o que reflete a sua
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origem evolutiva bacteriana. Deste modo, apesar da maioria das proteinas
mitocondriais serem codificadas por genes nucleares, determinadas proteinas
respiratérias e tRNAs das mitocdndrias sdo codificados pelo genoma mitocondrial
(Huabo Wang, Ramakrishnan, Fletcher, Prochownik, & Genetics, 2014).

Sendo uma das principais fungdes das mitocondrias a producido de energia para as
células, estas desempenham um papel importante na regulacdo da sintese de
fosfolipidios e heme, na ativagado da apoptose/ morte celular e na homeostasia do
calcio (Duchen, 2000) (Understanding, Harvard, Susin, Lorenzo, & Zamzami, 1999).
O complexo MCU, localizado na membrana interna mitocondrial, € o principal
responsavel pela captacdo de Ca®" para a matriz mitocondrial, que é estimulada pelo
potencial da membrana mitocondrial interna. Desta forma, o fluxo de célcio para o
interior da mitocéndria é regulado por multiplos fatores que controlam os niveis da
energia nas mitocondrias, tais como os inibidores e os dissociadores da cadeia
respiratéria (Bravo-Sagua et al., 2017) (Rossi, Pizzo, & Filadi, 2019).

O influxo e efluxo de Ca?* nas mitocdndrias € um processo dinamico que requer
equilibrio, sendo que a entrada de Ca*" é compensado pela saida de outros iGes e
preservado pelo circuito de protdes na membrana interna mitocondrial (H. Xu & Ren,
2017). A acumulacdo de Ca?* na mitocondria & conseguido por proteinas,
nucledtidos e fosfatos que tém afinidade para estes ibes e que permitem a
queletacdo de Ca®* na matriz mitocondrial. No citoplasma quando a concentracéo de
Ca®" é basal, o Ca®* acumulado na mitocdndria é rapidamente libertado, elevando a
concentragdo de Ca®*" no citoplasma. Um pequeno aumento na concentracdo de
Ca®* mitocondrial ativa a piruvato desidrogenase, a isocitrato desidrogenase e a
oxaloacetato desidrogenase, estimulando o metabolismo mitocondrial. Em
contrapartida, a acumulagéo de elevados niveis de Ca?* pela mitocéndria conduz &
ativagdo do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (PMPT) (Figura 5),
que compromete a viabilidade da mitocéndria e a sobrevivéncia da célula. Contudo,
na presenca de calcio em excesso, este canal pode permitir o efluxo de calcio,
diminuido o risco dos danos nestes organelos e a dissipagdo do potencial de
membrana, impedindo assim a morte celular (Dykens & Will, 2007). O recetor de
rianodina (RyR), que se encontra na membrana interna das mitocéndrias permite a
entrada de Ca®* como resultado de elevados niveis citoplasmaticos de Ca?*. Esta
capacidade de influxo de calcio por RyR foi ainda comprovada por estudos relativos
a um inibidor de RyR, que bloqueia o influxo de Ca®" na mitocéndria (Diaz-Vegas et
al., 2018).
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A desregulacdo dos niveis de Ca?* nas mitocondrias esta associado a diversas
patologias. A diminuicdo do calcio na matriz mitocondrial como resultado do efluxo
do calcio através do “Na‘/Ca’/Li* exchanger” (NCLX) esta associado & insuficiéncia
cardiaca. Este facto € comprovado pela inibigdo do NCLX que se revelou benéfica
em modelos de cobaias para insuficiéncia cardiaca (Gonzalez-Sanchez, Satrustegui,
Palau, & Del Arco, 2019; Gurung et al., 2011). Por outro lado, o aumento de calcio
mitocondrial compromete a integridade celular em varias fisiopatoldgicas, como é o
caso dos acidentes vasculares cerebrais, condi¢gdes inflamatérias do figado e
doenca cardiaca isquémica (Archer, 2013). A sinalizagdo do Ca®* nas mitocdndrias é
também muito importante na modificagao de alteragdo maligna de uma célula, sendo
modificada multiplas vezes (Morciano et al., 2018). Particularmente, o influxo de
Ca®* nas mitocondrial pelo MCU é determinante para o crescimento tumoral e
migragao destas células. Como demonstrado por Tosatto et al. (2016), em linhas
celulares de cancro da mama, a reducdo de MCU afeta a metastizacéo e progressao
do tumor (Tosatto et al., 2016).
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Figura 5. Mecanismo de regulacido da entrada e saida de Ca”* na mitocéndria

Como podemos identificar na Figura, o influxo de Ca®" na mitocondria acontece através do complexo
“mitochondrial calcium uniporter” (MCU) e através do recetor de rianodina (RyR1). O efluxo de ca®
também pode ser demonstrado através do “Na+/Ca+/Li+ exchanger” (NCLX). O canal anidnico
dependente de voltagem (VDACs) — que vai ser referido posteriormente — fornece um percurso para o
Ca?* entrar na mitocéndria e transporta metabolitos pela membrana mitocondrial externa (MME). Se os
niveis de Ca* permanecerem em excesso, pode ser ativado o poro de transicdo da permeabilidade
mitocondrial (PMTP) e consequentemente a morte celular (adaptado de (Finkel et al., 2018; Ryu,
Beutner, Dirksen, Kinnally, & Sheu, 2011).
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1.1.1.3. Complexo de golgi
O complexo de Golgi € um organelo muito dindmico que participa em diversos
processos como, a maturagdo pos-transducdo de proteinas, a biogénese e a
recuperagao de proteinas, o trafico e a segregacao de produtos de secregao, a
maturacdo de hormonas, a biogénese de lisossomas, entre outros (Li, Ahat, &
Wang, 2019). Este organelo é constituido por pilhas de sacos achatados revestidos
por uma membrana simples, conhecidos por cisternas, que modificam e empacotam
moléculas produzidas no RE que tém como destino outros compartimentos celulares
ou a secregao. Em cada complexo de Golgi podemos distinguir duas faces de
estruturas tubulares e de cisternas: a rede cis de Golgi (CGN, Cis Golgi Network) e a
rede trans de Golgi (TGN, Trans Golgi Network). A face cis, voltada para o RE
recebe vesiculas provenientes deste organelo como proteinas e lipidos com destino
ao processamento, por outro lado, a face trans encontra-se associado a vesiculas
secretoras com destino a superficie celular ou a outros compartimentos. As redes cis
e trans s&do bioquimicamente distintas, no que concerne ao seu conteudo e as suas
membranas, o que refor¢a esta polaridade morfoldgica.
A estrutura e funcdo do complexo de Golgi é regulada pelo Ca®" que podemos
encontrar no seu depdsito (Pinton, Pozzan, & Rizzuto, 1998). A concentracdo de
calcio no Golgi é de aproximadamente 0,3 mM nas células ndo estimuladas, sendo
que a concentracdo no citoplasma €& mais baixa. Por outro lado, o aumento
localizado da concentracdo de Ca?' no citoplasma como resultado da libertacéo
deste por parte do complexo de Golgi parece estar associado ao controlo da fusao
vesicular e ao transporte de vesiculas (Micaroni et al., 2010).
Os niveis de Ca®" no complexo de Golgi sdo regulados pela via secretéria de
transporte de Ca®* ATPase-1 (SPCA1) e bomba de Ca®* ATPase do reticulo sarco-
endoplasmatico (SERCA). Mutagdes no gene 1 estdo associadas a doenca de
Hailey-Hailey, uma condi¢cido genética rara, que se caracteriza por lesdes vesiculares
e erosdes, associadas a dor e ardor, destacando assim o papel critico do complexo
de Golgi na homeostasia celular do calcio. Também a sensibilidade das células da
pele em consequéncia do incorreto funcionamento de SPCA1 parece estar
associado a regulagdo dos niveis de Ca®* por este em queratindcitos.
Outras proteinas que desempenham um papel fundamental na regulacado dos niveis
de Ca?* do complexo de Golgi sdo a CALNUC, a Cab45 e a P54/ NEFA, que
aumentam a capacidade de armazenamento de Ca** neste organelo. Os recetores

de inositol 1,4,5-trisfosfato (IP;) sdo também capazes de mediar o fluxo de Ca®'
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neste organelo pela ativacdo de canais no mesmo, promovendo a libertagdo de Ca?*
(Dolman & Tepikin, 2006). Existe mesmo um estudo que demonstra que o IP; ndo
liberta Ca®* do complexo de Golgi mesmo contendo SPCA1 (Vanoevelen et al.,
2004). A proteina antiapoptética do Golgi (GAAP) ou proteina de motivo 4 contendo
o inibidor transmembranar Bax (TMBIM4) também é um importante regulador do
fluxo de Ca* no complexo de Golgi. A sobrexpressdo desta proteina promove a
entrada de calcio nas células o que leva a uma crescente ativacdo da proteina
calpaina 2 junto a membrana plasmatica. A calpaina 2 ativa promove o aumento das
aderéncias focais, estimulando a migracdo celular, adesdo e fendtipos de
propagacao (Takasuga & Sasaki, 2008). Por outro lado, as mutagdes dos residuos
de Glu-207 ou -178 diminuem os efeitos de GAAP na migracdo e adesao celular
(Carrara et al., 2015). O decréscimo endégeno de GAAP promove a elongacao
celular e as fibras de actina em stress concentram-se na periferia das células, muito
diferente do que acontece em células controlo, onde estas se dispdem mais no
centro das células (Takasuga & Sasaki, 2008). Os efeitos do GAAP na migracgao,
adesao e disseminacgao celular sao consistentes com o facto de GAAP ser um canal
seletivo de catides (Carrara, Parsons, Saraiva, & Smith, 2017; Saraiva et al., 2013;
Yonashiro et al., 2009)(Carrara et al., 2017; Saraiva et al., 2013).

1.1.1.4. Lisossomas

Os lisossomas sdo organelos citoplasmaticos esféricos delimitados por uma
membrana lipoproteica (Saftig & Klumperman, 2009; H. Xu & Ren, 2017). Estes
organelos tém origem na fase de maturacdo do complexo de Golgi e desempenham
um papel fundamental na digestao intracelular, por fagocitose ou pinocitose quando
digere substancias vindas do meio extracelular (heterofagia) ou através da formacao
de vacuolos autofagicos que permitem a digestdo de organelos que requerem uma
renovacgao no interior da célula (autofagia) e por isso sdo conhecidos como “centros
de reciclagem” (J. Yang, Zhao, Gu, Feng, & Xu, 2019). Contém diversas enzimas
hidrolases, tais como peptidases, nucleases e lipases, que atuam como agentes
degradativos de um grande numero de produtos. Estas hidrolases requerem um
ambiente acido para a sua atuagao e a digestdo ocorre no interior dos lisossomas de
forma a nao danificar a célula. A concentragdo de Ca?* nos lisossomas é de
aproximadamente 0,4 — 0,6 mmol/L. A regulacao do seu fluxo é conseguida através
de canais ionicos e transportadores nas membranas dos lisossomas (J. Yang et al.,
2019).
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Os canais TRPML s3o canais de catides permeaveis ao Ca?* que estdo presentes
nas membranas dos lisossomas (Grimm, Butz, Chen, Wahl-Schott, & Biel, 2017;
Xiong & X. Zhu, 2016). Existem trés tipos de canais TRPML: o TRPML1, o TRPML2
e 0 TRPML3 ou MCOLN1-3 (Xiping Cheng, Dongbiao Shen, Mohammad Samie,
2010). O fluxo de Ca?* mediado pelos canais TRPML esta envolvido numa variedade
de processos biolégicos celulares basicos, nomeadamente a autofagia e exocitose
lisossomal ou até mesmo no reparo da membrana (Grimm et al., 2017; Xiong & X.
Zhu, 2016). O canal TRPML1 pode ser ativado diretamente por espécies reativas de
oxigénio, levando a libertacdo de Ca*, a biogénese e autofagia dependente de Ca®*
(X. Zhang, Yu, & Xu, 2016). Os canais de Na* e K que regulam o potencial de
membrana do lisossoma sdo também capazes de modular a libertacdo de Ca?* de
TRPML1, contribuindo deste modo para a complexa regulacéo do fluxo de Ca®" nos
lisossomas (W. Wang et al., 2017; Xiong & X. Zhu, 2016). A perda de funcéo do
canal iénico do tipo TRPML1 causa uma doenga de armazenamento lisossomal
(LSD), a mucolipidose tipo IV (ML-1V).

Nas membranas dos lisossomas podemos também encontrar os canais TPC1 e
TPC2 (X. Hao et al., 2009). A sobrexpressdo de TPC promove a libertacdo de Ca**
lisossomal (Grimm et al.,, 2017; Pitt et al., 2010), desempenhando um papel
importante na regulagédo do Ca?* nestes organelos. O NAADP é um mensageiro que
desempenha um papel de relevo também na mobilizacdo do Ca?* lisossomal, sendo
os recetores TPCs os candidatos mais promissores para regulacdo via NAADP
(Grimm et al., 2017; Pitt et al., 2010). O fosfoinositideo, PI(3,5)P,, é também capaz
de regular os recetores TPC do lisossoma, permitido a regulagdo dos niveis de
calcio (Hoglinger et al., 2015).

Um outro canal presente nas membranas lisossomais é o P2X4 (recetor purigénico
X4). Este canal catiénico pode ser ativado por ATP luminal e alcalinizacio (P. Huang
et al.,, 2014; Qureshi, Paramasivam, Yu, & Murrell-Lagnado, 2007) e permite a
libertagdo de Ca?* recorrendo a um mecanismo em que ocorre a fusdo da membrana
lisossomal dependente de calmodulina (Cao et al.,, 2015). Outro canal catidnico
encontrado nas membranas lisossomais € o TRPA1 (recetor potencial transitério de
anquirina 1), sendo importante na mediacdo da exocitose das células neuronais
(Shang et al.,, 2016). Nas células pancreaticas, células imunoldgicas e neurénios
podemos ainda encontrar outro canal catiénico, o TRPM2, um canal seletivo, mas
permeavel ao Ca®', sendo regulado via ADP-ribose (Lange et al., 2009). Nos

neurénios do sistema nervoso central, podemos ainda encontrar os canais de Ca?*
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dependentes de voltagem do tipo P/Q (VGCCs), codificados por CACNA1. Estes
medeiam a entrada de Ca*, desencadeando a libertagdo de neurotransmissores
(Tian et al., 2015).

A desregulagao do fluxo de calcio nos lisossomas pode conduzir a consequéncias
desastrosas na homeostasia celular. O fator de transcricdo EB (TFEB), o principal
regulador da biogénese lisossomal e responsavel pela transcricdo de genes
pertencentes a rede de expressdo e regulagdo lisossomal coordenada esta
intimamente ligado a sinalizagdo de Ca?* por meio do canal TRPML1. Quando o
lisossoma esta sujeito a stress, os canais TRPML1 libertam calcio para o citoplasma,
criando um microambiente enriquecido com calcio no qual a calcineurina é ativada
promovendo a desfosforilagdo do TFEB, o que conduz a sua dissociagao e
subsequente translocac¢ao nuclear (Medina & Ballabio, 2015; Medina et al., 2015).
Por outro lado, recentemente, foi demonstrado que a deplecao genética do recetor
TRPML1 conduz a diminuicdo da sobrevivéncia celular e que a sinalizagdo via
TRPML1 e mTORC1 sao fundamentais para a progressdo de células cancerosas
mais agressivas (Jung et al., 2019; Jung & Venkatachalam, 2019; M. Xu et al.,
2019). Noutros estudos verificou-se que os niveis de mRNA e proteina de TRPML2
aumentam com o grau patoldgico de glioma (Morelli et al., 2016). Deste modo a
desregulagdo dos canais de Ca®" dos lisossomas podem afetar o normal
funcionamento dos lisossomas, promovendo a invasao tumoral e a metastisacao

através da regulagdo da homeostasia do Ca?* lisossomal.

1.2. Os canais transportadores de calcio
Como ja foi mencionado sdo multiplos os recetores de calcio
responsaveis pela sua regulagdo de calcio. Agora vai ser mencionado como eles
atuam nas células, como o recetor de detecgao de calcio, o SERCA, o SOCE, o
MCU, o NAADP, o TRML, o SPCA, e o CALNUC.

1.2.1. Recetor de detecao de calcio
O recetor de detecdo de célcio (CaSR) é um dos mais importantes reguladores
deste ido e é principalmente expresso nas glandulas paratirdides e nos tubulos
renais dos rins. O CaSR é um recetor acoplado a proteina G (GPCR) e tem diversas

funcbes importantes a nivel celular, como a regulagdo da expressdo génica,
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proliferagao celular, diferenciagdo e morte celular (Tennakoon, Aggarwal, & Kallay,
2016).

O iao calcio liga-se ao CaSR, regulando o influxo deste no sangue. O aumento da
concentragdo de Ca®" conduz & ativacdo do recetor CaSR de forma a permitir a
manutengao e o equilibrio dos niveis de calcio no sangue (Genetic Home Reference,
2018).

O CaSR ¢ ativado por uma afinidade de ligandos, dentro dos quais os ligandos do
tipo | e do tipo Il. Os ligandos tipo | estimulam de modo direto o recetor CaSR
enquanto que os ligandos do tipo || modelam o recetor de forma a sensibiliza-lo para
ligandos do tipo Il. A ligagdo do ligando ao recetor CaSR conduz a uma alteragao
na conformacgao do ultimo levando a uma sinalizagcao especifica desse ligando. O
pH, a forca iénica e as condic¢des fisiologicas, afetam também a atividade do CaSR.
Os moduladores farmacoldgicos, como os calcimiméticos e calciliticos, também
podem influenciar a expressdao do CaSR. Os calcimiméticos aumentam a
sensibilidade do CaSR ao calcio e os calciliticos diminuem esta sensibilidade
(Tennakoon et al., 2016). A alteragdo da expressao e a desregulacdo deste recetor
esta relacionada com a progressao de diferentes tipos de cancro. Particularmente, a
ativagao de CaSR facilita a metastizacdo 6ssea com origem em cancros da mama e
da prostata. Por outro lado, a inibicdo da expressdo de CaSR esta associada a

cancros da paratiredide e do célon (Breuksch, Weinert, & Brenner, 2016).

1.2.2. SERCA - via Ca2+ ATPase reticulares sarcoendoplasmatico
A bomba de SERCA esta localizada no RE, o principal depdsito de Ca®" na célula.
Esta bomba consegue transportar o Ca®* para o limen do RE contra o seu gradiente
eletroquimico, consumindo energia através da hidrolise de ATP (Carreras-Sureda,
Pihan, & Hetz, 2018). As proteinas SERCA sao codificadas por trés genes
ATP2A1-3, que sao expressos de forma diferencial dependendo do tipo de célula e
tecido. A SERCA1 é expressa no musculo esquelético adulto e neonatal; a
SERCAZ2a, que é expressa no musculo esquelético e a SERCA2b é expressa no
musculo liso bem como em todos os tipos de células; e a SERCA3 esta presente em
alguns tipos de células endoteliais, células B, células do pulmdo e nos neurdnios
(Hoorn, 2017). Assim, o papel de SERCA resulta da expressao diferencial destas
isoformas mencionadas, e esta bomba é essencial para restabelecer o influxo de

Ca®*. A proximidade entre o RE e a mitocondria garantem a formacdo de
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microdominios de elevadas concentracdes de Ca*", permitindo que as mitocdndrias
absorvam o calcio (Raffaello, Mammucari, Gherardi, & Rizzuto, 2016).

O RS esta presente no musculo esquelético estriado, ao longo do sarcomero. Este
esta profundamente relacionado com outras estruturas membranosas, tais como o
sistema tubular T, uma invaginagao do Sarcolema. Em conjunto, o RS e o sistema
tubular T regulam o influxo de Ca*" aquando o relaxamento e contracdo muscular
(Koenig et al., 2019). A comunicagao entre o sistema tubular T e 0 RS é efetuada
através do recetor de diidropiridina (DHPR) e do recetor de riadonina (RyR1) (Figura
6). O DHPR liga-se ao RyR1, sendo que este Ultimo promove a libertacdo de Ca?*. A
remogao de Ca*" é realizada pela PMCA (membrana plasmatica de Ca** ATPase) e

pelas bombas de Na*/Ca** (Periasamy et al., 2017).
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Figura 6. Papel do RS na ligagao excitagao e contragao muscular
A contragéo e o relaxamento do musculo no organelo RS da-se principalmente , devido a libertagcéo e
absorgéo do ca®. A proteinas envolvidas neste processo, séo recetor de riadonina (RyR1), Na‘/Ca®
exchangers (NCX), e tubulo T, conseguem regular o influxo e efluxo de ca® no RS (adaptado de
(Periasamy et al., 2017).
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1.2.3.SOCE - “Store-operated calcium”
A SOCE ¢ uma via de entrada através da membrana plasmatica do Ca?,
amplamente encontrado em células eucariéticas. Para o SOCE ser ativado, tem que
haver um esgotamento do armazenamento de Ca®* no RE, enquanto o
reabastecimento deste leva a sua inativagdo (Ambudkar, Brito de Souza, & Ong,
2018). A libertagao de calcio do RE através da via IP3R, leva a redugdo de Ca®
do RE e subsequente entrada de Ca?* na célula através dos canais de calcio
localizados na membrana plasmatica (Ambudkar et al., 2018).
Os principais componentes do SOCE sao a molécula 1 de interagdo estromal do
sensor RE Ca?* (STIM1) e dois canais, o canal formador de poros de Ca®" Orai e o
potencial do recetor transiente candnico 1 (TRPC1) (Ambudkar et al., 2018).
O sensor STIM contém duas familias de proteinas, nomeadamente, o STIM1 e o
STIM2. Ambas estao envolvidas na interagao celular e controlam os niveis de calcio
na membrana plasmatica e no RE. Quando o Ca?* do RE é libertado, as proteinas
STIM sao ativadas e translocadas para os pontos de comunicagao entre o RE e a
membrana plasmatica. Nesses pontos, as proteinas STIM ancoram e ativam os
canais ORAI (Soboloff, Rothberg, Madesh, & Gill, 2012).
Os canais ORAI contém trés familias, o ORAI1, o ORAI2 e ORAI3, que estao
abrangidos na via secretéria de transporte de Ca®* ATPase-2 (SPCA2) (Majewski &
Kuznicki, 2014). Estes canais ORAI contém proteinas da membrana celular capazes
de formar um poro condutor de libertacdo de Ca?* ativado (CRAC) (Raffaello et al.,
2016). A reducdo dos niveis de calcio no RE esta associada a ativagao do canal
CRAC, por outro lado, quando os niveis de calcio sdo elevados, a calmodulina liga-
se ao iao e forma um complexo com a proteina fosfatase calcineurina (Majewski &
Kuznicki, 2014). Este complexo calmodulina- calcineurina é capaz de desfosforilar o
fator nuclear de células T ativadas (NFATSs), levando a migracao deste para o
nucleo, conduzindo a transcricdo génica envolvida na proliferacdo e morte celular
(Gwack, Feske, Srikanth, Hogan, & Rao, 2007; Hogan, Chen, Nardone, & Rao,
2003).
O TRPC1 é um canal do tipo TRPC tendo sido o primeiro membro deste grupo a ser
descoberto como um componente molecular de SOCE. Dentro dos TRPCs,
podemos também encontrar o TRPC5, o TRPC6 e o TRPC7 que sdo ativos de modo
independente de armazenamento, e o TRPC3 e o TRPC4 que ficam ativos quando
ha redugcdo de armazenamento de Ca?. De acordo com estudos anteriores, o

TRPC2 apenas interage com o TRPC6 (Hofmann, Schaefer, Schultz, & Gudermann,
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2002), formando um canal multimérico com propriedades regulatérias diferentes do
TRPC individuais e capazes de regular o influxo de calcio. O TRPC1 é um canal
fundamental para o funcionamento do SOCE, este interage com o STIM1, formando
o complexo STIM-ORAI1-TRPC1 (Figura 7) capaz de regular os niveis de Ca®" no
RE (K. P. Lee et al., 2014). Apesar de alguns canais da subfamilia TRPC serem
capazes de formar heteromeros quando expressos de forma isolada, tais como
TRPC4-TRPC4 (Beech, 2013). Por outro lado, o TRPC1 é incapaz de formar canais
permeaveis ao Ca?* sozinho, mas é fundamental para a formacédo de heterémeros
com todos os outros membros TRPC (Storch, Forst, Philipp, Gudermann, & Mederos
Y Schnitzler, 2012).
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Figura 7. Entrada de calcio através da via SOCE
Quando ha diminuigao da concentragéo de ca®*, STIM consegue formar dimeros capazes de atrair o
canal ORAI1, induzindo o influxo de Ca*". Quando ha aumento da concentragao de Ca2+, STIM néao

consegue formar dimeros, logo a via SOCE fica inativada (Raffaello et al., 2016).

A regulacdo do calcio no RE tem uma relagdo intima com as mitocondrias, tendo
sido propostos dois mecanismos de comunicagdo via calcio entre estes dois
organelos. Existem outros dois modelos para a regulacdo de SOCE. No modelo 1,
as mitocondrias durante a ativagdo de uma célula T, sdo posicionadas na membrana
plasmatica (Figura 8), conseguindo reduzir diretamente o influxo de Ca®" no RE,

evitanto a inativagdo deste no ORAI1 (Paupe & Prudent, 2017).

34



Sofia da Conceicéo Ferraz Margalo

IMPACTO DO CALCIO NA MOTILIDADE DE CELULAS TUMORAIS

Membrana
plasmatica

MCU

Mitocdndria

RE
.i IP3R

Figura 8. Modelo 1 (célula imune) na regulacio da via SOCE

Neste modelo apresentado, durante a ativagdo de uma célula imune, as mitocdndrias conseguem ser
posicionadas na membrana plasmatica, atuando diretamente com o ORAI1, reduzindo assim o
aumento de Ca®* no RE (Paupe & Prudent, 2017).

No modelo 2, as mitocéndrias com o auxilio do IP3, atuam diretamente no RE
durante a libertacdo do Ca?(Figura 9). Se ocorrer alguma obstrugdo no RE, as
mitocdndrias ndo conseguem abrandar o calcio nestes locais, logo as mitocéndrias
tém como fungao a reducido no armazenamento de calcio no RE, contribuindo assim

para a estimulacio da via SOCE (Paupe & Prudent, 2017).

° Membrana
plasmdtica

Mitocdndria

Figura 9. Modelo 2 (modelo alternativo) na regulagao da via SOCE

Neste modelo, as mitocondrias conseguem reduzir os niveis de Ca® no RE, pois atuam
diretamente com o RE, contribuindo para a ativagao da via SOCE (adaptado de (Paupe & Prudent,
2017).
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1.2.4. MCU - “Mitochondrial calcium uniporter”
Uma outra via que regula a absorgdo de Ca®** é o MCU, capaz de transferir o Ca?*
para o interior da mitocondria que anteriormente €& captado pelo canal aniénico
dependente de voltagem (VDACs), presente na membrana mitocondrial externa
(MME) (Paupe & Prudent, 2017). Assim, é através do MCU que se da a absorgéo de
Ca?' nas mitocdndrias formando varios tipos de complexos multiproteicos como o
MCU, MCUb junto com MICU1, MICU2 e EMRE (Figura 10). O MCU é regulado por
MICU1 e MICUZ2, que sao proteinas, localizadas no espaco intermembranar. O
MICU1 é uma subunidade reguladora, com a fungdo de formagdo de poros

(Raffaello et al., 2016) e é mais relevante detetor de MCU (Figura 10).

Figura 10. Local de contato do RE para a Mitocondria

O calcio é expulso pelo RE através do recetor IP3, entrando assim na mitocdndria através do canal
VDAC. Quando o Ca®" esta presente nas mitocondrias, o MCU é o principal canal responsavel pela
absorgéo do Ca®", formando complexos multiproteicos. O MICU1 é o canal regulador para a formagéo

de poros. O ca® e expulso deste organelo através do NCLX (adaptado de (Paupe & Prudent, 2017).

Na presenga de baixos niveis de Ca*", o MICU1 consegue inibir a atividade MCU, no
entanto quando os niveis de ido sdo elevados, o Ca?*liga-se ao MICU1, ativando o
MCU (Figura 11) (Paupe & Prudent, 2017). O MUCDb ¢ outra isoforma de MCU, que
consegue reduzir a concentragdo de Ca®* nas mitocondrias por uma estimulacéo
agonista. Por outro lado, a proteina EMRE tem a funcao de inibir a entrada de calcio
na mitocdndria, pois a MCU consegue aumentar o Ca?* e interage com as
subunidades MICU1 e MICU2 (Raffaello et al., 2016). Quando ha um aumento da

concentragdo de Ca?" no citoplasma, ocorre uma alteracdo da conformagdo do
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dimero, ocorrendo a inibicdo de MICUZ2, e ndo do MICU1, pois a funcao deste é de

ativar e estimular o canal (Raffaello et al., 2016).
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Figura 11. Representagao do “mitochondrial calcium uniporter” (MCU)

Quando estamos perante de niveis baixos de concentragdo de Ca2+ , o MICU1 consegue inibir a
atividade MCU, ao passo que quando existe concentragdes elevadas deste ido, vai ocorrer uma
mudancga conformacional do dimero, ocorrendo a inibicdo de MICU2 em vez de MCU1, estimulando

assim o canal (adaptado de (Raffaello et al., 2016).

1.2.5. NAADP - Acido Nicotinico adenina fosfatase dinucleotidica
O acido nicotinico adenina fosfatase dinucleotidica (NAADP) é outra via que regula
os niveis de Ca®*, neste caso nos lisossomas que sdo descritos como organelos de
reserva de Ca* (Raffaello et al., 2016). O NAADP pertence a uma superfamilia de
moléculas de sinalizacdo, denominados por adenosina trifosfato (ATP) e
nicotinamida adenina dinucleétideo (NAD), assim como o0s seus metabolitos.
Existem dois modelos que explicam a formagdo de NAADP. De acordo com um
destes modelos (Figura 12), o NAD é convertido em CD38, que por sua vez forma a
adenosina difosfato ribose ciclica extracelular (cCADPR) e a adenosina difosfato
ribose (ADPr). Apds a formacgado destes metabolitos, o ADPr liga-se ao potencial
recetor transiente do canal catidnico ndo especifico, o substituto melastatina 2
(TRPM2) e o cADPR que liberta 0o Ca** do ER através dos recetores de rianodina
(RyR) (Guse & Wolf, 2016). Quando ocorre uma estimulagao celular, o NAADP ¢é
produzido e liberta Ca®* dos depdsitos enddgenos deste. Todos estes metabolitos

sdo reguladores da concentracdo de Ca®*(Guse & Wolf, 2016)
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Figura 12. Nucleétidos de adenina reguladores intra e extracelulares (Guse & Wolf, 2016)

Durante o metabolismo energético, vai ocorrer libertagcdo de células de lise celular bem como
transportadores. Quando o NAD se liga ao recetor, este é convertido em CD38, formando cADPR e
ADPR, ligando-se ao TRPM2. Assim, o cADPR vai libertar o Ca?* existente no RE através dos canais
RyR (adaptado de (Guse & Wolf, 2016).

Outro modelo refere a existéncia de uma ligacdo mediada por ides de Ca?* na
interface lisossoma e o RE. Neste modelo, ocorre a libertacdo de Ca®" no RE
através do NAADP, que por sua vez vai atuar nos canais (TPCs), localizados nos
lisossomas, que induz a libertagdo de Ca®** para o citoplasma (Figura 13). Assim, a
concentragdo de Ca®** na interface entre o lisossoma com o RE vai aumentar,
ativando o IP3R, fazendo com que ocorra uma maior libertacdo de Ca** (Raffaello et
al., 2016).
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Figura 13. Libertacao de Ca® induzida por NAADP

Neste modelo representado, a libertagéo de Ca®" é realizada através dos canais NAADP, atuando
assim nos TPCs libertando este ido para o citoplasma. A concentragao de ca® no citoplasma vai estar
aumentado entre o RE e o lisossoma, ativando os recetores do |IP3, aumentando os niveis de ca?
(adaptado de (Raffaello et al., 2016)

Os canais TPCs, localizados na membrana lisossomal que transportam o Ca*" s&o
denominados por canais de membrana de 2 poros, com duas subfamilias o TPC1 e
TPC2. Como ja foi referido no modelo anterior, sdo estimulados pelo NAADP, que
em conjunto libertam o Ca®" no citosol, abrindo um poro de transicdo da
permeabilidade mitocondrial (mPTP), que pode levar a morte celular se ocorrer um

aumento dos niveis de Ca?* (Giannopoulos et al., 2018).

1.2.6. TRPML

Outro recetor presente nos lisossomas é TRPML que contém 3 isoformas, o
TRPML1, o TRPML2 e o TRPML3, sendo estes recetores adicionais de NAADP,
residentes da via endocitica. O recetor mais conhecido é o TRPML1 que se
expressa na maioria de tecidos e também nos lisossomas. Para que a homeostasia
dos lisossomas se mantenha é necessaria a fusdo entre as vesiculas endociticas de
forma a promoverem a libertacdo do Ca?. Neste caso a libertacdo de Ca** vai
ocorrer a partir do endolisossoma através do canal TPCs e do TRPML (Figura 14). A
entrada do Ca®* no lisossoma é conseguida através do “Na*/Ca®* exchangers” que
depende de ATP. O fornecimento de energia necessaria para este mecanismo de
influxo é conseguido através da atividade vacuolar tipo H*- ATPase (V-ATPase)
(Raffaello et al., 2016).
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Figura 14. Canais idnicos e transportadores no endolisossoma
Para a homeostasia nos lisossomas, as vesiculas endociticas tém que se fundir, para que haja a
libertagado de Ca®". Esta libertagdo acontece pelos TPCs e TRPMLs. O efluxo de Ca®" é feita através do

“Na*/Ca® exchangers” e o influxo é através do canal V-ATPase (adaptado de (Raffaello et al., 2016).

O Ca?* também pode ser libertado do lisossoma através do TRPML1, levando a
ativagao da calcineurina e do fator de transicdo EB (TFEB) (Raffaello et al., 2016). O
TFEB, modula a transcricdo de genes envolvidos em varios processos, como a
biogénese lisossdémica, autofagia e exocitose. Esta proteina TFEB ¢é regulada pela
fosforilagdo, que em condi¢des ricas em nutrientes, é fosforilada por mTORC1 e em
condi¢cdes de auséncia promove a desfosforilagdo de TFEB. Assim, em condicbes
de auséncia de nutrientes, o influxo de Ca?* no lisossoma através do canal TRPMLA1,

conduz ao transporte de Ca®" para o nticleo (Regulation, Paola, & Medina, n.d.).

1.2.7. SPCA
O complexo de Golgi contém varias proteinas capazes de regular os niveis de Ca?*
qgue sao expressos no RE, nomeadamente a bomba SERCA acima descrita. A via
secretéria Ca?* - ATPAses é outro mecanismo de via secretéria de transporte de
Ca®* ATPase (SPCA), esta localiza-se nos compartimentos do complexo de Golgi e

nas vesiculas pés- Golgi. Apds a ativagao celular, o SPCA ¢é o principal sistema de
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recuperagao de calcio neste organelo intracelular (Rodriguez et al., 2018). Existe
dois genes diferentes que codificam a SPCA, o SPCA1 e o SPCA2. O SPCA1, é
expressa em todas as células, e especificamente, alta em queratindcitos
epidérmicos humanos, enquanto que o SPCA2 tem uma expressao celular e
tecidular mais restrita, sugerindo uma fungado mais especializada para este tipo de
canal (Pizzo, Lissandron, Capitanio, & Pozzan, 2011). Estas proteinas parecem
desempenhar um papel redundante, o que é corroborado pelo facto de serem
altamente conservadas em regides fundamentais para a sua atividade. Contudo, a
SPCA2 parece ter uma afinidade menor de ligacdo ao Ca®** e menor retorno no

transporte deste ido para a via secretora (Xiang, Mohamalawari, & Rao, 2005).

1.2.8. TMBIM4

O TMBIM4, também conhecido como LFG4, S1R, proteina Z ou GAAP, é outra
proteina capaz de regular os niveis de Ca®" celulares, sendo expresso no complexo
de Golgi e RE na maioria dos tecidos (Gubser et al., 2007). Esta proteina
transmembranar é capaz de modelar a entrada e libertacdo de Ca?* mediada por
IP3. De facto, a sobreexpressdo de TMBIM4 conduz a reducdo dos niveis de
reservas de Ca®' intercelulares, diminuido a eficacia de IP3. A capacidade
modeladora do TMBIM4 na homeostasia e sinalizagdo do Ca®" permite que esta
proteina seja capaz de mediar a adesdao e migracao celular (Carrara et al., 2015;
Saraiva et al., 2013). Por outro lado, a inibicdo de TMBIM4 por siRNA conduz a
apoptose (Yonashiro et al., 2009), de forma semelhante aos efeitos resultantes da
inibicdo de TMBIM6 ou TMBIM2. Em linha com estas observagdes, o TMBIM4 tem
uma vasta atividade antiapoptética, sendo capaz de proteger as células de
tratamentos com doxorrubicina. Além disso, a sobreexpressdo de TMBIM4 é capaz
de inibir a morte celular induzida pelo fator de necrose tumoral (TNF-a) e FasL
(Gubser et al., 2007).
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Capitulo Il

Papel do Ca* nas Células Tumorais

42



Sofia da Conceicéo Ferraz Margalo

IMPACTO DO CALCIO NA MOTILIDADE DE CELULAS TUMORAIS

1.1 DESENVOLVIMENTO TUMORAL PELO IAO Ca*
O Cancro é uma condi¢cdo patoldgica que resulta do crescimento e proliferagao
anormal das células. Este descontrolo pode ter origem em alteracbes dos
mecanismos de apoptose e proliferacdo celular, conduzindo ao crescimento e

homeostasia tecidulares anormais.

1.1.1. Papel do Ca®* no desenvolvimento do cancro

A obtencdo de energia por parte das células tumorais € distinta das células
saudaveis. Nas células saudaveis, a energia é produzida via fosforilagdo oxidativa,
por outro lado, nas células tumorais ha uma alteracdo metabdlica que conduz a
célula a usar a glicolise aerébica para satisfazer as suas necessidades metabdlicas
(Heiden, Cantley, & Thompson, 2009). O gatilho para a geragao de ATP é o iado
Ca?". Deste modo, o Ca®" desempenha um papel fundamental para a producéo de
energia nestas células, permitindo o seu crescimento anormal.

As mitocdndrias, organelos essenciais a producdo de energia, captam o Ca*
através de dois canais, tais como o VDCA e MCU e é removido pelo NCLX. Se o
Ca®" estiver em excesso dentro das mitocondrias, ocorre a abertura do PTP, segue-
se a despolarizagao da membrana externa e consequente libertagao do citocromo C,
iniciando-se assim o processo de apoptose. Como podemos identificar na Figura 15,
existem duas etapas de ligacdo e libertagdo de Ca?*, sucedendo a modulagdo das
funcdes mitocondriais e o impacto da sua sinalizagdo na fungéo celular. As células
tumorais desenvolvem mecanismos de forma a prevenir o excesso de Ca*" nas
mitocdndrias e ativar assim, o processo de apoptose. Este organelo intracelular, tem
uma relagdo intima com o RE, no que diz respeito a regulacédo do Ca?**. Se o Ca?
contido no RE tiver diminuido, as células tumorais conseguem contornar os
processos de apoptose e este ido consegue induzir o VDAC, aumentando a
absorcdo de Ca®* e promovendo a migracdo de células tumorais (Palty et al., 2010;
Rowland & Voeltz, 2012).
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Figura 15. A mitocondria durante o estado estacionario, sobrecarga de Ca® e célula tumoral
Para evitar a sobrecarga de Ca?' nas mitocOndrias, este é removido através do NCLX. Quando existe
Ca’' nas mitocdndrias, o PTP abre, libertando assim o citocromo C ativando a apoptose e de seguida a
morte celular. Quando ocorre numa célula cancerigena, a sobrecarga de Ca®* é evitada nas
mitocdndrias, logo o PTP n&o abre, evitando a apoptose. A VDAC aumenta com os niveis elevados de

Ca®, promovendo a migragao celular (adaptado de (Putney, 2005).

A sinalizagdo de Ca*" entre o RE e as mitocondrias é capaz de induzir a apoptose
(Giorgi et al., 2015). Multiplos supressores tumorais estdo envolvidos na ativagao
deste processo, dentro dos quais o p53, PTEN, PML, BRCA1 e Beclin1. A proteina
p53 €& um destes supressores tumorais com maior impacto na promogdo da
apoptose. Este supressor tumoral pode atuar como um fator de transcrigao capaz de
controlar a morte celular (Gottlieb, Leal, Seger, Taya, & Oren, 2002) ou por outro
lado, atuando como um mecanismo dependente de Ca?* capaz de controlar a
comunicagdo via membrana associada as mitocéndrias. A proteina p53 é também
capaz de comunicar com RE via SERCA, modificando o seu estado oxidativo, o que
conduz a um aumento do influxo de Ca®* para as mitocondrias, promovendo a

apoptose (Giorgi et al., 2015).
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1.1.2. Papel do Ca®* no ciclo celular

A divisdo celular participa na regulagdo dos mecanismos de proliferagdo e
corresponde ao conjunto de processos que permitem a perpetuacao celular (Gao &
Liu, 2019). A divisdo celular esta dividida em 4 fases: a fase G1 (crescimento); a
fase S (crescimento e duplicacdo do DNA); a fase G2 (crescimento e preparagao
para a mitose); e a fase de mitose (divisdo do material genético e citocinese). No
entanto, se algumas células ndo conseguirem passar pela divisdo celular
eficazmente, entram em fase GO, permanecendo indefinidamente na interfase
(Barnum & O’Connell, 2014). O ciclo celular é regulado por multiplas ciclinas e
quinase dependentes de ciclinas (CDKs). Estas proteinas s6 conseguem ter
atividade quando ligadas a uma ciclina, conseguindo assim, ativar ou inativar as
fases do ciclo celular. As ciclinas presentes no ciclo celular sdo: na fase G1, a ciclina
D (CDK4 e CDK®6); na fase S, a ciclina E (CDK2); na fase G2, a ciclina A (CDK1) e
na fase M, a ciclina B (CDK1). As CDKs sao reguladas por uma cinase ativadora de
CDK (CAK) e por proteinas inibidoras de CDK (L. Ding et al., 2020).

O célcio é capaz de regular diversos processos celulares de forma a evitar
alteragdes na homeostasia e interromper o ciclo celular. As alteragdes dos niveis de
Ca®* desempenham um papel fundamental numa fase inicial de G1, transi¢do de
fase G1/S e G2/M (Pande, Anil Kumar, & Manogaran, 1996). Particularmente,
alteracdes nos niveis de Ca?* na transicdo de fase G1/S estdo descritas em linhas
de células imortalizadas e acompanham a replicacdo do DNA (Toyota, Ho, Ohe-
Toyota, Baylin, & Issa, 1999). As células sao mais suscetiveis a alteragbes dos
niveis de Ca* extracelulares na fase G1, sendo que este id0 é imperativo para a
expressdo de diversos genes envolvidos no desenvolvimento tumoral, tais como
FOS, JUN e MYC. Mais tarde na transigdo G1/S, o Ca®* é capaz de fosforilar e ativar
o retinoblastoma (RB1) (Takuwa, Zhou, Kumada, & Takuwa, 1993). O RB1 é um
supressor tumoral que quando inativo permite que as células sofram alteracbes
genéticas e passem por uma sintese de DNA n&o controlada, permitindo assim uma
acumulacdo de danos potencialmente oncogénicos. Um oncogene que desempenha
um papel importante, € o Ras. O ido Ca? quando esta presente no citoplasma,
consegue estimular através da modulagcado de GEF (fator de troca de guanina) ou
inibir o Ras, através da GAP (proteina de GTase) (Figura 17). Quando este
oncogene ¢ ativado, estimula a via MAPK (proteina quinase ativada por proliferagao

de mitogénio) conseguindo assim que a célula passe da fase G1 para a S, quando
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Ras ativa o GAP, aumentando a expressao de ciclina D1, que permite a fosforilacao
de RB1 e a libertagao do fator de transcricdo E2F (Roderick & Cook, 2008).

A fase G1-M é regulada pela calmudolina (CaM) (Rasmussen & Means, 1989), uma
proteina multifuncional capaz de se ligar ao Ca*, ativando outras proteinas (Flory,
Moser, Monnat, & Davis, 2000) com dominios de ligacdo CaM (Fukasawa, 2007).
Esta desempenha um papel importante no desenvolvimento do ciclo celular na fase
G1-M (Rasmussen & Means, 1989) e os antagonistas da CaM ou os inibidores de
CaM quinase (CaMK), conseguem bloquear o ciclo celular durante ou depois da fase
G1, conseguindo que as células fiquem menos sensiveis apos fosforilar a RB1. As
proteinas CaMK e a fosfatase dependente de Ca?* /CaM (CaN), conseguem ativar
multiplas vias de sinalizagdo, nomeadamente as ativadas pelo NFAT e NFkB
(Berridge, Lipp, & Bootman, 2000), permitindo a regulacido da expressdao génica
(Crabtree, 1999). O NFAT localiza-se no citoplasma num estado inativo fosforilado.
Uma vez desfosforilarilado, este conduz a um aumento dos niveis de Ca**, o que
permite a sua entrada no nucleo e a regulagado da expressao génica (Hogan et al.,
2003). Curiosamente, existe um membro da familia dos vanildides, o TRPVG6, e
também o TRPC6 que sao dependentes de NFAT (Figura 16), conseguindo interferir
na expressiao de multiplos genes (Lehen’kyi, Flourakis, Skryma, & Prevarskaya,
2007; Thebault et al., 2006).

Membrana
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Figura 16. Vias de sinalizagao de Ca”® durante a fase G1.

A entrada de Ca** pode ser realizadas por diversos canais, mas durante a fase G1 para a fase S os
canais ORAI e TRPV6, sdo um dos mais importantes para a calcineurina, promover a desfosforilazagao
de NFAT, estando ligado depois ao MYC, promovendo a fosforilagdo do RB, ativando anteriormente as
ciclinas CDK4 e CDK2 (adaptado de (Roderick & Cook, 2008).
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Particularmente, no cancro da prostata, a expressdo do canal TRPV6 resulta numa
maior entrada de Ca®" na célula, aumentando a ativacdo de NFAT (Van Abel,
Hoenderop, & Bindels, 2005).
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Figura 17. Ras durante o ciclo celular

O iao Ca** consegue estimular o GEF ou consegue inibir o GAP. Quando este oncogene ¢ ativado, vai
estimular a via MAPK, conseguindo assim que a célula progrida da fase G1 para a fase S do ciclo
celular, mas se ativar o GAP, vai ocorrer uma fosforilagdo de RB, libertando o fator de transcrigdo E2F
(adaptado de (M. M. Xu et al., 2018).

A ativacao transcricional de CaMK e CaN, é também regulada por oscilagbes de
calcio através dos canais STIM e ORAI (componentes do SOCE) podendo levar a
proliferagao celular. A inibicado da CaMK conduz a uma perda da expressao da
ciclina D, aumenta a expressao de p27, inibe a CDK2 e CDK4 e provoca atraso em
G1 (Kahl & Means, 2004). A CaN é também importante na progressao das fases G1
e S. De facto, a inibicdo da CaN inibe a atividade de CDK2, os niveis das ciclinas A
e E (Figura 17).

Existe uma variedade de proteinas que garantem que a célula ndo progrida durante
o ciclo celular. Na presenga de erros durante o ciclo celular, este € interrompido

conduzindo a apoptose. Na apoptose existe uma via intrinseca, monitorizada pela
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permeabilizagdo da membrana mitocondrial (PMM), que é regulada pelos ides de
Ca?*, capaz de ativar o poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (PMPT)
(Figura 18) (Cervinka, 1999). A PMM pode ser conduzida pelas proteinas BAX e
BAK capazes de regular a transferéncia de Ca* do RE para as mitocondrias.
Quando os niveis de Ca?* aumentam nas mitocondrias, ocorre a abertura do PMPT

e consequentemente a apoptose (Meier & Vousden, 2007).
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Figura 18. PMPT na apoptose
Quando ha aumento dos niveis de Ca®* no citoplasma ou diminuigdo no RE, aumenta os niveis de ca®'
nas mitocdndrias levando assim a abertura do PMPT, levando a morte celular programada, ou seja, a

apoptose (adaptado de (Humeau et al., 2018).

A proliferagao descontrolada das células e a resisténcia contra a morte celular
(Enfissi, Prigent, Colosetti, & Capiod, 2004), sao importantes mecanismos regulados
pelos oncogenes através da modelacdo dos gradientes de Ca®*. Sendo que a
concentragdo de Ca®* numa célula tumoral é muito superior & concentracdo deste
ido numa célula normal (Hanson, Bootman, Distelhorst, Maraldi, & Roderick, 2008).
Os niveis de Ca?, tal como ja referimos, podem ser controlados por varios canais
dependentes de ido. Por exemplo, a inibicdo da expressao de ORAI ou do potencial
de recetor transitorio conduz a uma reducédo dos niveis de calcio e consequente
inibicdo da proliferagao celular (Capiod, 2012). Do mesmo modo, também os canais

VGCCs e SERCA2 estao envolvidos na proliferacdo celular, o que nos indica que
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estes canais estdo envolvidos no desenvolvimento tumoral (Prevarskaya, Ouadid-
Ahidouch, Skryma, & Shuba, 2014; Sobradillo et al., 2014). Nomeadamente, a
manuteng¢ao de linhas celulares do cancro da prostata depende da expressédo de
SERCAZ2 e dos niveis de calcio no RE (McLaughlin & De Vries, 2001; Van Abel et
al., 2005). Também o SOCE apresenta niveis elevados no cancro colorretal quando
as reservas de Ca”" estdo reduzidas. Neste contexto, inicialmente ha aumento da
proliferagao e migracao celular, a migragao conduz a uma limitacdo da acumulacgao

de Ca? mitocondrial o que permite a sobrevivéncia celular (Sobradillo et al., 2014).

1.1.3. Papel do Ca®* na regulagio de supressores de tumor e

oncogenes

A transferéncia de Ca®" entre o RE e as mitocdndrias é regulada pelo recetor IP3 e o
SERCA. Existem como proto-oncogenes, BCL2, BCL-XL, RAS, Mcl-1, PKB/Akt, e os
genes supressores de tumores, p53, PTEN, PML, BRCA1 e Beclin1. Por exemplo, o
BCL2 & capaz de evitar o excesso de Ca®* nas mitocdndrias uma vez que impede a
abertura do MPTP e consequentemente a permeabilizacdo da membrana externa
mitocondrial (MOMP) (Monteith, McAndrew, Faddy, & Roberts-Thomson, 2007;
Ortega, Malumbres, & Barbacid, 2002). Sdo multiplos os oncogenes conseguem
promover a sobrevivéncia das células pela supressdo das vias de sinalizagido pro-
apoptéticas do RE para as mitocondrias. Numa célula normal, o influxo de Ca** do
RE para as mitocondrias é efetuada de forma eficaz, pois os oncogenes e
supressores de tumor estdo em equilibrio. Quando ha um desequilibrio dos niveis de
Ca?*, ou seja, um excesso deste 40, as células passam a ser controladas pela acéo
dos oncogenes e nao dos supressores de tumor. Quando ocorre alguma alteragao
numa célula, como a presenca de compostos tdéxicos ou algum dano no DNA, o p53
estimula a bomba SERCA, aumentando assim a transferéncia de Ca** do RE para
as mitocdndrias, ocorrendo apoptose pelo aumento de Ca?* nas mitocdndrias
(Figura 19). Por outro lado, quando os oncogenes Bcl-2 e Ras estédo ativos na célula
cancerigena, inibem a bomba SERCA e o Bcl-XL, Mcl-1 e Bcl-2 modelam o IP3R,
diminuindo assim o Ca* no RE e previnem a morte celular como resultado do

excesso deste iao nas mitocdndrias.
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Figura 19. Resposta de dano de uma célula saudavel e cancerigena

Quando ha presenga de compostos toxicos ou danos no DNA, na presenca de p53 o Ca® sai do RE
para as mitocondrias em excesso, levando a morte celular, ao passo que, numa célula cancerigena, na
presenca de BCL-2 e Ras leva a uma diminuicao de ca* para as mitocondrias promovendo a

sobrevivéncia da célula (adaptado de (Bittremieux, Parys, Pinton, & Bultynck, 2016)

O CaSR é um recetor que esta envolvido na homeostasia do Ca** e controlo de
varios mecanismos envolvidos no destino celular, tais como a secregdo hormonal,
controlo da proliferagao, quimiotaxia e apoptose (Hofer & Brown, 2003), o que tem
um grande impacto no desenvolvimento tumoral. Curiosamente, o CaSR funciona
como oncogene e supressor tumoral, de acordo com o tipo de cancro (Tennakoon et
al., 2016). Em cardiomidcitos de ratinho, a estimulacdo de CaSR conduz a um
aumento da expressdo do canal TRPC3, levando a acumulacdo de Ca* o que
conduz a apoptose (S. L. Feng et al., 2011). Por outro lado, a inibicdo da expressao
de CaSR em tecidos especificos conduz a aquisicao de caracteristicas semelhantes
as células estaminais, o que pode levar a e manter um fenétipo maligno e resistente
a quimioterapicos. A inibicao deste recetor permite a reversido deste fenétipo (Diaz-

Soto, Rocher, Garcia-Rodriguez, Nufiez, & Villalobos, 2016).
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Capitulo IV
Papel do calcio na motilidade de células

tumorais
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1.1. INDUCAO DA MIGRACAO DAS CELULAS TUMORAIS PELO ca*

A migracdo descontrolada de células tumorais a partir de um tumor primario
desempenha um papel fundamental na formacdo de metastases e invasdo dos
tecidos (Yamaguchi, Wyckoff, & Condeelis, 2005). A aquisicdo de capacidade
migratéria por estas células envolve multiplos processos, dentro dos quais, a perda
de adesdes celulares e o aumento das capacidades de mobilidade e invasdo. Estas
caracteristicas permitem que as células se destaquem de um tecido primario e que
sejam capazes de migrar para os tecidos circundantes de forma individual ou
coletiva (Ribatti, Tamma, & Annese, 2020).

1.1.1. Indugao da motilidade celular pela transicdo epitelial
mesenquimal

Este comportamento celular esta relacionado com a transigcéo epitelial mesenquimal
(TEM), um processo no qual ha perda da adesado célula-célula e da polaridade
celular, remodelagdo do citoesqueleto e mudangas na adesdo das células a matriz
(Pastushenko & Blanpain, 2019). Apesar da migracado direcional e organizada ser
uma caracteristica das células durante o desenvolvimento, a remodelacdo e
regeneracao dos tecidos, a transformacao de um fenétipo benigno num maligno esta
relacionada com a capacidade de invasdo das células cancerigenas. Apds a
ativacdo da TEM, as proteinas epiteliais, como a Caderina-E e as Claudinas, séo
inibidas e as proteinas mesenquimais, como a fibronectina e as metaloproteinases
(MMPs), sado regulados positivamente (Figura 20). Além disso, o citoesqueleto
composto por filamentos actina é intensamente reorganizado e sdo formadas fibras
de stress (Dongre & Weinberg, 2019).A TEM pode ser controlada e estimulada por
varias vias de sinalizagcao, dentro das quais a TGFB, FGF e Notch (Roche, 2018;
Sahlgren, Gustafsson, Jin, Poellinger, & Lendahl, 2008; Jingjing Sun & Stathopoulos,
2018). A via TGFB esta envolvida na indugao da TEM tanto durante o normal
desenvolvimento como durante eventos oncogénicos. A indugdao da TEM via TGF
pode ocorrer diretamente ou entdo pela ativacdo de fatores de transcricdo
promotores de TEM, tais como Snail/Slug, Twist e ZEB1/2 (Y. Hao, Baker, & Dijke,
2019). Estes fatores transcricionais sdo capazes de inibir a expressao de proteinas
epiteliais e estimular a produgcdo de proteinas mesenquimais. A via TGFB é ainda
capaz de estimular outras vias como JNK e ERK/ MAPK (Santibanez, 2006; Xie et

al., 2004), as quais desempenham um papel fundamental na reorganizacdo dos
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filamentos de actina, motilidade celular e invasdo. O fator de crescimento
epidérmico (EGF), que é igualmente capaz de ativar a sinalizagdo via ERK, atua
muitas vezes em conjunto com a via TGFB de forma a aumentar a progressao da
TEM in vitro (Grande et al., 2002; Saha et al., 1999; Uttamsingh et al., 2008). A
sinalizacdo de TGFB também pode induzir a via Fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)/
Akt que desempenha um papel importante na TEM (Hamidi et al., 2017; Yao, Ye,
Tan, Tang, & Shen Tu, 2008). A ativacao da via PI3K/ Akt inicia-se com a conversao
de PIP2 (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) em PIP3 via PI3K. Em seguida, mTOR2
(mTOR, mSin1, mLST8 e Rictor) e PDK1 fosforilam Akt, ativando-a. Por sua vez, a
Akt ativada induz a via da quinase 1 mTORC1 / S6, que aumenta a sintese de

proteinas e o tamanho das células.
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Figura 20. Transicao Epitelial Mesenquimal

Durante a transigao Epitelial mesenquimal, as interagdes célula-célula sdo constantemente
remodeladas, levando ao descolamento das células epiteliais da membrana basal, promovendo o

destino mesenquimal (adaptado de (Dongre & Weinberg, 2019).
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A via de sinalizagdo FGF também desempenha um papel importante na regulagao
do comportamento mesenquimal, assim como na estimulagdo da TEM nas células
epiteliais através do aumento da expressdo de importantes genes mesenquimais
qgue regulam a adesao e motilidade celular (Ahmad, Iwata, & Leung, 2012; Turner &
Grose, 2010). A sinalizagdo de FGF esta também envolvida na reorganizagao do
citoesqueleto de Actina por meio de uma comunicacao cruzada entre Rho GTPases
e PI3K, promovendo as caracteristicas mesenquimais destas células que estdo
ligadas a motilidade celular (Jingjing Sun & Stathopoulos, 2018).

A via Notch regula a proliferagao celular e apoptose, mecanismos fundamentais para
o desenvolvimento e progressao de células cancerigenas (Noseda et al., 2004). Em
células endoteliais, a ativacdo conduz a alteragdes fenotipicas e funcionais
caracteristicas das células mesenquimais. Dentro destas alteragdes, observa-se a
inibicdo de marcadores endoteliais, tais como a VE-caderina e a molécula de
adesdo de células endoteliais de plaquetas-1, a inducdo de marcadores
mesenquimais, tais como a fibronectina, e migragao dirigida por PDGF-B (Noseda et
al., 2004).

1.1.2. Regulagao da TEM via sinalizagdo de Ca**

A alteragdo dos niveis de Ca®* esta associada @ TEM de diferentes tipos de células
tumorais (lamshanova, Fiorio Pla, & Prevarskaya, 2017). As células tumorais em
migracdo apresentam um gradiente de Ca®' intracelular crescente no sentido
anterior-posterior (S. A. Kim et al., 2016). Este gradiente de concentragéo de Ca** ¢
garantido pela acumulagdo da bomba da membrana plasmatica de Ca** ATPase
(PMCA) em torno da célula que vai conduzir & expulsdo de Ca®', como podemos
verificar na Figura 21. O gradiente de Ca®*" é decisivo para a manutencdo da
polaridade morfolégica anterior-posterior e restringe a formagao espontanea de
lamelipddios na parte posterior das células em migracdo, o que € necessario para
migragao celular direcional e persistente (Evans & Falke, 2007; F.-C. Tsai & Meyer,
2012).
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Figura 21. Sinalizagao de calcio numa célula migratéria

Durante a migracgao celular, estas contém polaridade que é regulado pelos niveis de Ca?". Quando ha
elevada concentracdo de Ca®", vai ser libertado pela PMCA, mas quando ha diminuigédo a entrada de
Ca®" vai ser feita pelos canais TRP/CRAC. Quando a célula polarizada esta perante niveis elevados de
Ca?*, vai ocorrer uma desmontagem da adeséao focal das células (adaptado de (Paupe & Prudent,
2017).

Do mesmo modo, os niveis elevados de Ca*" extracelulares sdo também capazes
de afetar a rediferenciagao celular das células epiteliais da mama, o que favorece a
sobrevivéncia das células tumorais e a colonizagdo subsequente num outro tecido
apdés a metastase (M. M. Xu et al., 2018). Um aumento de Ca** extracelular esta
ainda relacionado com o aumento do risco de metastase 0ssea em cancro de
prostata e da mama (Das, Clézardin, Kamel, Brazier, & Mentaverri, 2020; J. Feng et
al., 2014). Por outro lado, em células de cancro hepatico, a quelacdo de Ca?
intracelular é capaz de reverter a TEM induzida por doxorrubicina (Wen et al., 2016).
De modo semelhante, apdés a exposi¢ao de células do cancro da mama a EGF e
hipoxia, a quelacédo de Ca*" citosdlico livre é capaz de inibir a producéo de proteinas
mesenquimais como vimentina e N-caderina (Davis et al.,, 2014; Stewart, Azimi,
Thompson, Roberts-Thomson, & Monteith, 2015). A modulagao da sinalizagdo do

calcio desempenha assim um papel importante no desenvolvimento e progressao
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tumoral. Deste modo, as alteracdes na expressdo dos canais de Ca®" estdo
intimamente relacionadas com a TEM.

Estudos anteriores demonstram um aumento dos niveis de mRNA ORAI1 como
resultado da sinalizacdo de Ca®* desregulada mediada via TRPC1, durante a TEM
mediada por EGF (Davis et al., 2012; lamshanova et al., 2017). Outro canal da
familia TRPC, TRPCG6, afeta a expressao de marcadores TEM em células de cancro
hepatico (M. M. Xu et al.,, 2018). Curiosamente, este canal esta associado a
resisténcia do carcinoma hepatocelular a quimioterapicos. No entanto, a inibicdo da
sinalizacdo de Ca? via inibicdo de TRPC6 resulta no restabelecimento da
sensibilidade das células carcinoma hepatocelular a diversos quimioterapicos e a
atenuacdo da TEM (El Boustany et al., 2008). Ainda em células do carcinoma
hepatocelular, a sinalizacdo de Ca* mitocondrial mediada por MUCR1 promove
TEM por meio da ativagao da sinalizagdo ROS / NRF2 / NOTCH1 (Jin et al., 2019).
Noutro estudo foi observado que a inibigdo farmacolégica ou silenciadora dos canais
TRPM8 conduz a uma inibicdo da expressao de SNAIL e Fibronectina em células de
cancro da mama (J. Liu et al., 2014). Por outro lado, a inducdo da expressao de
TRPM8 em células do cancro da mama é capaz de promover a TEM (J. Liu et al.,
2014). Também os canais TRPM7 s&o capazes de modelar a TEM estimulada por
EGF (Davis et al., 2014). Além disso, durante a resposta da TEM via EGF
observam-se alteragdes notaveis nos niveis de transcri¢do de canais ER Ca?*, como
SERCAs, isoformas de recetores de rianodina (RYR) e IP3R (Davis et al., 2013). A
inibicdo de STIM2 conduz a uma redugédo da motilidade das células do cancro da
mama modelando a TEM por meio da supressao de NFAT1 (Miao et al., 2019). Os
canais ORAI3 e STIM1 desempenham um papel importante na inducéo de TEM,
modelando a transcricdo de Snaif mediada por TGFf (Bhattacharya et al., 2018).
Em modelos de cancro colorretal, foi demonstrado que CaSR é capaz de inibir o

fenétipo induzido por TEM (Aggarwal et al., 2015).

1.1.3. Remodelagdo da matriz extracelular via sinalizagdo de Ca*
A remodelacdo da matriz extracelular (MEC) esta intimamente relacionada com os
fenobmenos de metastases e de invasdo celular (Giussani, Triulzi, Sozzi, &
Tagliabue, 2019). Esta remodelacao caracteriza-se pelo aumento da sintese e da
deposicdo de colagénio, assim como num aumento da expressdao de MMPs,
endopeptidases dependentes de Ca?* (Kehlet et al., 2016). As MMPs modelam

componentes da matriz, como o colagénio (Kessenbrock, Plaks, & Werb, 2010),
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conduzindo a produgdo e libertacdo de fragmentos bioativos, nomeadamente
colagénios néo fibrilares (Karamanos, Theocharis, Neill, & lozzo, 2019). Os
componentes da MEC ligam-se a integrinas, recetores transmembranares
heterodiméricos, capazes de sinalizacdo bidirecional e responsaveis pela
ancoragem destes componentes ao citoesqueleto de actina dentro da célula (Figura
22). A adesdao e desadesao celular recorrente ao substrato da MEC via integrinas e
a alteragdo da reorganizagdo do citoesqueleto de actina dirige varios processos
celulares, dentro dos quais a migracao celular (Samuel Schmidt & Friedl, 2010; Z.
Sun, Guo, & Fassler, 2016).

Filamentos
de actina
em stress

RE
RyR

/\ Efetores dependente
de Ca?*

IP3R

Integrinas

Figura 22. Complexos de adeséo focal na regulacéao de ca®

As integrinas a e B sdo recetores de adesao focal que se ligam a MEC. Estas integrinas ligam-se a
Talina, Paxilina e Vinculina e a a-actina é fosforilada por FAK, ligando-se assim a vinculina, aumentanto
assim os niveis de Ca®*. As mudangas dos niveis de ca® podem levar a formagao ou ndo de adesdes
focais (adaptado de (Prevarskaya, Skryma, & Shuba, 2011).

A remodelagdo de MEC pelo Ca** esta descrita em muiltiplos estudos (Park et al.,
2012). Niveis elevados de Ca* intracelular conduzem a uma maior adesdo célula-
célula, como resultado da fosforilagdo da quinase de adesio focal mediada por
CAMKII (Easley, 2008). Outros estudos demonstraram que a sinalizagdo de Ca**
induzida por SOCE medeia a montagem de actomiosina e aderéncias focais, o que

€ necessario para uma maior migracao celular (Y. Chen et al., 2019). A quebra das
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adesdes focais (necessarias a adesao célula-matriz) e a contragdo da actomiosina,
mecanismos responsaveis pela a retracdo da extremidade posterior, sdo também
regulados por sinais dependentes de Ca?* (F. C. Tsai, Kuo, Chang, & Tsai, 2015).
Os canais de Ca®* TRPV2 regulam varios modeladores da MEC, nomeadamente
MMP1 e MMP9 (Monet et al., 2010). Também os canais STIM1/ORAI1 ativos séo
capazes de modelar os niveis de membrana de tipo 1-MMP regulando as
metastases em melanomas (Jianwei Sun et al., 2014). Do mesmo modo, a
expressao forgcada de MUC induz a expressao de MMP2 e metastases em modelos
de cancro do figado (Jin et al., 2019). Em contrapartida, em células MDAMB-231, a
inibicdo de MUC reprime a capacidade metastatica in vivo (Tosatto et al., 2016). A
entrada Ca?* por meio do canal VGCC tipo-L é essencial para a migracdo de
fibroblastos (S. Yang & Huang, 2005). Por outro lado, a inibicdo da atividade de
VGCCs conduz a um decréscimo dos niveis de MMP9 (Kato et al., 2007). Do
mesmo modo, a inibicdo de canais de Ca®** dependentes de voltagem Cav1.3 reduz
a capacidade de migracao de células do colon (Fourbon et al.,, 2017). Os canais
TRP também desempenham um papel importante na migragcdo celular,
nomeadamente niveis elevados destes canais conduzem a perda de adeséo celular
(Fels, Bulk, Pethd, & Schwab, 2018). Em cancro do ovario, o canal TRPM7 promove
a TEM, por meio da ativagéo da sinalizagdo de PI3K / AKT (L. Liu et al., 2019). Este
mesmo canal é capaz de promover a migragao celular no cancro da nasofaringe (J.
P. Chen et al.,, 2010). Estudos em células de osteossarcoma, demonstraram uma
ligacdo da migracao e polaridade celular com a ativacdo do recetor TRPC1 (Y. W.
Huang et al., 2015). Estes canais em combinacdo com os ORAI1 podem formar um
complexo com o canal KCa de pequena condutancia (SK3), o que desempenha um
mecanismo fundamental na migragao de células da mama (Guéguinou et al., 2016).
Este complexo por meio de um mecanismo dependente de SOCE é também
responsavel pela migragao de células de cancro do colon (Guéguinou et al., 2016).
Em varios modelos de cancro, o aumento da atividade do canal TRPV1 conduz a
uma maior migragao celular (Santoni, Farfariello, & Amantini, 2011). Por outro lado,
a inibicdo do canal da mesma familia, TRPV4, conduz a uma redugao da resposta
migratéria ao acido araquidénico nas células epiteliais da mama (W. H. Lee et al.,
2017). A familia dos canais STIM esta igualmente envolvida na regulagdo da
capacidade de migracao celular. Particularmente, o canal STIM1 é capaz de induzir
a migracao através da ativagdo de EGF por meio da sinalizacdo de Ca®** (Y. F. Chen

et al., 2011). Em células do cancro cervical, este mesmo canal, conduzido por

58



Sofia da Conceicéo Ferraz Margalo

IMPACTO DO CALCIO NA MOTILIDADE DE CELULAS TUMORAIS

SOCE, é capaz de induzir a migragao pela ativacao dos reguladores das adesotes
focais, PYK2 e Calpin (Y. F. Chen et al.,, 2011). Por outro lado, a inibicdo da
expressdo de STIM1 impede rearranjos de actomiosina e fosforilagdo induzida por
EGF (Y. T. Chen et al., 2013).

1.1.4. Indugcdo de metastases e invasao por meio da sinalizagdo de
Cca?

A aquisicdo de capacidade migratéria por parte das células cancerigenas de
tumores soélidos permite que estas se disseminem através dos sistemas sanguineo e
linfatico e invadam outros tecidos, formando novos tumores. A este comportamento
celular damos o nome de metastizacdo. Neste contexto, o Ca* é um regulador
crucial da migragao celular, ndo s6 na normal fisiologia da migragao celular, mas
também na disseminagdo de células malignas por outras regides do corpo. Na
verdade, multiplos estudos ligam os varios componentes de SOCE em mecanismos
importantes na metastizagao, particularmente a migracdo e a invaséo (Diez-Bello,
Jardin, Salido, & Rosado, 2017; Gueguinou et al., 2017; Hammadi et al., 2012; J. H.
Kim et al., 2014; N. Yang et al., 2013). Por exemplo, a inibicdo de SOCE pelo
silenciamento de STIM1 e ORAI1 conduz a supressao da motilidade e capacidade
de invasao de células cancerosas, como resultado de alteragdes no comportamento
das proteinas de adesao focal (S. Yang, Zhang, & Huang, 2009). Estes canais estao
também relacionados com a metastizagdo do cancro da mama, mais concretamente,
a inibicao de STIM1 e ORAI1 reduz a capacidade invasiva in vitro e de metastase in
vivo (S. Yang et al., 2009). Do mesmo modo, a inibicdo dos canais STIM e ORAI1 no
cancro da mama inibe a metastase pulmonar (Vashisht, Trebak, & Motiani, 2015). A
ativagdo da quinase Src pelos canais STIM1 e ORAI1 auxilia na montagem do
precursor de invadopodia em células de cancro de pele (Mo & Yang, 2018). Os
canais de Ca®*" dependentes de voltagem do tipo L também parecem promover a
migragao coletiva de células tumorais. O canal MCU, principal responsavel pela
captacdo de Ca®" pela mitocondria, participa ativamente na migracdo e progress&o
metastatica. Em células do cancro da mama, a inibicdo de MCU reduz o tamanho
dos nédulos linfaticos e das metastases pulmonares (Tosatto et al., 2016). No
cancro do figado, o silenciamento deste canal reduz a capacidade de migragao e
invasdo de células hepatocelulares malignas e a formagdo de metastases

pulmonares (Ren et al.,, 2017). Por outro lado, o aumento da expressdo de MCU
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parece estar associado a migracdo e invasdo de células tumorais, através da
producéao elevada de ROS, com consequente ativacdo de JNK e de MMP-2 (Ren et
al., 2017). Também o canal TMBIM/GAAP promove a migracéo (Carrara et al., 2015)
e invasao celular através de um mecanismo dependente de H,O, (Almeida et al.,
2020). As proteinas TMBIM6/ Bl-1 e TMBIM2/ LFG também afetam os mecanismos
celulares que atuam na migracao e adeséo celular. Particularmente, o incremento de
Bl-1 e LFG estao associados com o aumento da capacidade metastatica das células
(G. H. Lee et al., 2010; Planells-Ferrer et al., 2014). A sobrexpressao de TMBIM6
promove a polimerizagdo da actina, induzindo a migragcao celular (G.-H. Lee et al.,
2010). Por outro lado, em células de neuroblastoma, a inibicdo de TMBIM2 resulta
numa baixa adesdo e migragao celular (Planells-Ferrer et al., 2014). Do mesmo
modo, em células humanas do tipo SH-SY5Y, a delegdo de TMBIM2 aumenta o
potencial metastatico e altera a expressado de varios genes envolvidos na adesio e
migragao celular (Planells-Ferrer et al., 2014). O impacto dos membros TMBIM na

motilidade celular apoiam a importancia destes na progressao e metastase tumoral.
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Discussao e Conclusao
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O cancro é a segunda causa de morte mais comum a nivel mundial (H. Wang et al.,
2016). Esta condicdo é caracterizada pelo crescimento celular anormal e aquisi¢cao
de caracteristicas metastaticas (Sever & Brugge, 2015). O desenvolvimento de
cancro, na maioria dos casos, resulta na ativacdo de oncogenes ou na desativagao
de supressores tumorais, que conduzem a progressao descontrolada do ciclo celular
e a inibicao da apoptose (Vogelstein & Kinzler, 2004). A desregulacao destes genes
pode conduzir a expressado descontrolada de determinadas proteinas, assim como
produzir proteinas mutadas cuja atividade €& desregulada. Algumas das proteinas
que estdo envolvidas nas vias de sinalizacdo que sdo comumente ativadas em
muitas respostas fisioldgicas, sdo o EGFR, pequenas GTPases (por exemplo, Ras),
serina/ treonina quinases (como o Akt), quinases lipidicas (por exemplo, PI3Ks),
assim como as tirosinas quinases citoplasmaticas (como o Src). Componentes das
vias de sinalizagdo, como TGFf, FGF, Notch, JNK e ERK/ MAPK também podem
ser afetados (Vogelstein & Kinzler, 2004; Vogelstein et al., 2013), assim como os
alvos nucleares a jusante das vias de sinalizagdo - por exemplo, fatores de
transcricdo (tais como o Myc e o NF-kB), remodeladores da cromatina (como o
EZH2) e efetores do ciclo celular (por exemplo, ciclinas). A desregulacdo desta
orquestra de fatores genéticos e de sinalizagao celular coordenada pode resultar de
uma infinidade de mecanismos intrinsecos e fatores microambientais extrinsecos,
sendo um deles o Ca?*. A sinalizacéo do calcio (Ca?*) desempenha um papel critico
desde o inicio do tumor até a metastase. No entanto, as transformagdes singulares
na sinalizagdo do ido Ca?* como origem ou resultado do desenvolvimento e
progressdo tumoral estdo menos descritas. O Ca®* parece mesmo desempenhar
nado s6 um papel na progressdo tumoral, mas também na regulacdo do
microambiente tumoral. A regulacdo da proliferacdo, morte celular e invasdo e
metastase por este ido evidencia multiplas oportunidades para conduzir e modular a
sinalizacdo de Ca?* alterada durante o desenvolvimento tumoral.

Multiplos estudos apresentados ao longo desta dissertacdo evidenciam que as
mudancas rapidas ou de longo prazo da homeostasia do Ca** com recurso aos
canais, bombas e “exchangers”, promovem o desenvolvimento e progressao
tumoral, assim como podem comprometer o seu tratamento. Nomeadamente, a
presenca dos recetores TRPC, TRPM e TRPV esta associada ao crescimento e
progressao tumoral (Aydar, Yeo, Djamgoz, & Palmer, 2009; El Hiani, Lehen’kyi,
Ouadid-Ahidouch, & Ahidouch, 2009; Ouadid-Ahidouch, Dhennin-Duthille, Gautier,
Sevestre, & Ahidouch, 2013; Prevarskaya, Zhang, & Barritt, 2007; S. L. Yang, Cao,
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Zhou, Feng, & Wang, 2009). Por exemplo, os recetores TRPC1, TRPC6, TRPM?7,
TRPM8 e TRPV6 estdo sobrexpressos em células de cancro da mama (Dhennin-
Duthille et al., 2011; Ouadid-Ahidouch et al., 2013). Também o recetor de Ca?*
TRPC6 tem um comportamento aberrante em células do cancro esofagico e os
TRPM7, 8 e TRPV2, 6 estdo relacionados com a progressao do cancro da prostata e
(X. Ding, He, Shi, Wang, & Wang, 2010; Gkika & Prevarskaya, 2011; L. Zhang &
Barritt, 2006; S. F. Zhang, Chen, Fan, & Ren, 2013). Além disso, a expressao de
TRPV6 esta associada a um prognéstico agravado do cancro de prostata (Fixemer,
Wissenbach, Flockerzi, & Bonkhoff, 2003). Estas caracteristicas tornam os
reguladores do fluxo de calcio marcador moleculares promissores para um
diagndstico mais especifico e personalizado dos varios tipos de cancro.

Varios agentes anticancerigenos conseguem combater as células tumorais através
da morte celular comprometendo a viabilidade celular ou através de uma reducéo da
produgdo de ATP, alterando de forma indireta a sinalizagdo de Ca*" através da
inducdo do influxo deste ido ou alterando os seus gradientes através da célula.
Também os agentes que inibem fatores de crescimento que atuam em conjunto com
recetores ligados a producgao de IP3 também levardo a um impacto na sinalizagao
de Ca® citosdlico. Na verdade, os reguladores da libertacdo do Ca? do RE via
IP3Rs, os Bcl-2, desempenham um papel importante na regulacdo da morte de
células tumorais, metabolismo e proliferagao celular. Em 2013, foi mesmo descrita a
interferéncia direta de um agente anticancerigeno, o 5-fluorouracil (5-FU), na
sinalizagdo do Ca®, em células do cancro do célon HCT116 (Can, Akpinar, Baran,
Zhivotovsky, & Olsson, 2013). A terapia com 5-FU conduz a um aumento em Ca®*
citosolico promovendo a ativagao de p53 e a apoptose de forma dependente de
calmodulina (Can et al., 2013). Também o tratamento com doxorrubicina promove
alteracdes nas taxas de recaptagdo de Ca** no RE em células de cancro do célon
HCT-116 que expressam p53 (Giorgi et al., 2015). Do mesmo modo, também os
agentes proteassoma bortezomibe (Landowski, Megli, Nullmeyer, Lynch, & Dorr,
2005) e tipifarnibe (Yanamandra et al., 2011) atuam de forma dependente Ca**
citoplasmatico. Alguns estudos demonstram mesmo que tratamentos prolongados
com 5-FU, podem conduzir a alteracbes aberrantes do SOCE promovendo a
resisténcia aos tratamentos (Kondratska et al., 2014; Sebastian Schmidt et al.,
2014). Por outro lado, o tratamento da leucemia linfoblastica aguda com
dexametasona promove o influxo de Ca* conduzindo a um mecanismo de

sobrevivéncia, uma vez que a quelagdo do Ca®" intracelular promove a sensibilidade
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de células deste tipo de leucemia a dexametasona (Abdoul-azize, Dubus, & Vannier,
2017). O agente Trifluoperazina, sendo um inibidor da capacidade invasiva das
células de glioblastoma, atua através da desinibicdo de IP3Rs por meio de
interacbes com calmodulina subtipo 2 (Kang et al.,, 2017). Algumas proteinas
responsaveis pela regulacdo da sinalizacdo de Ca?* intracelular, tais como canais,
bombas e “exchangers”, podem prover um meio de controlar vias que sao dificeis de
serem alvo farmacologicamente. Neste contexto, foi mesmo proposto o uso de
inibidores de SERCA em cancros associados a mutacdées de NOTCH1, de modo a
induzir a paragem do ciclo celular e consequente apoptose (Roti et al., 2013).

Para além dos agentes farmacolégicos, também a radioterapia amplamente usada
no controlo do crescimento de tumores localizados esta associada a alteragbdes nos
niveis de Ca®". A radiagdo pode mesmo promover a entrada de Ca? mediada por
TRPM2 e a paragem do ciclo celular em G2/M em células de leucemia (Klumpp et
al., 2016). A radiagdo ionizante é também capaz de induzir a sinalizagéo de Ca** via
TRPMS8 (Klumpp et al., 2017). Ademais, o silenciamento de TRPM8 conduz a efeitos
antiproliferativos da radiagao ionizante, podendo os inibidores de TRPM8 serem um
alvo para reduzir a resisténcia a radioterapia em glioblastomas (Klumpp et al., 2017).
A terapia por eletroporacdo de Ca®* é outro exemplo da importancia deste ido no
meio intracelular e das proteinas de transporte de Ca®" no tratamento do cancro
(Stine Krog Frandsen et al., 2012). Esta terapia caracteriza-se pela aplicagao de um
pulso de alta voltagem apos injecdo de uma solugdo altamente concentrada de ides
de Ca? no local do tumor, levando & necrose das células cancerosas (Stine K.
Frandsen et al., 2017). As células cancerosas sdo muito mais sensiveis a morte por
eletroporagdo de Ca®* do que as células normais, o que parece resultar do facto das
células cancerosas apresentarem um nivel mais baixo de bombas de efluxo de
calcio, em relagao as células normais (Stine K. Frandsen et al., 2017). Deste modo,
as células cancerosas atingem niveis elevados de Ca?* citosdlico mais facilmente, o
gue promove a necrose celular (Stine K. Frandsen et al., 2017). Deste modo, novas
terapias que visem a combinacdo de moduladores farmacolégicos dos reguladores
dos niveis de Ca®* ou mesmo de proteinas alvo deste ido poderdo aumentar a
eficacia de uma multiplicidade de terapias contra o cancro. Assim, é necessario um
estudo mais profundo dos canais de Ca?* especificos utilizados no desenvolvimento
dos gradientes de ido nos varios tipos de tumor, assim como em células sés, de
modo a permitir o desenvolvimento de novas terapias incisivas, capazes de matar

células malignas, sem promover dano as restantes células.
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