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RESUMO 
 

Balico, L.L.L. Expressão heteróloga de um transportador mitocondrial de nicotinamida 
adenina dinucleotídeo (Ndt1) de Aspergillus fumigatus em células HEK293 com 
deficiência da citrina. 2018. 162f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018.  
 
O balanço redox em mitocôndrias de mamíferos é realizado pelo transportador de 
aspartato-glutamato (AGC), o qual é o principal mecanismo para o movimento de 
equivalentes redutores na forma de NADH. A citrulinemia do tipo II (CTLN2) é uma 
doença autossômica recessiva de início tardio, causada por mutações no gene 
SLC25A13 que codifica a citrina. A citrina é uma isoforma do transportador AGC e 
catalisa o transporte de glutamato citosólico através da troca com o aspartato 
mitocondrial, o qual será utilizado no ciclo da ureia. A CTLN2 promove uma deficiência 
no ciclo da ureia e consequente hiperamonemia. A deficiência da citrina promove um 
aumento da razão NADH/NAD+ citosólica. O aumento dessa razão inibe a glicólise e 
a gliconeogênese. O desenvolvimento de modelo in vitro da CTLN2 é importante para 
estudos do mecanismo da doença e de novas terapias. A expressão heteróloga de 
proteínas entre diferentes reinos tem sido utilizado como uma forma de corrigir 
algumas doenças mitocondriais. Estudos bioquímicos e moleculares em nosso 
laboratório demonstraram a presença de um transportador mitocondrial de 
nicotinamida adenina dinucleotídeo (Ndt1) em Aspergillus fumigatus. Ndt1 realiza o 
transporte de NAD+ citosólico para a matriz mitocondrial, sendo dessa forma uma 
proteína importante para manter o balanço redox em A. fumigatus. Assim, o objetivo 
deste trabalho foi obter uma linhagem de células de mamífero HEK293 com 
knockdown para o gene SLC25A13, ou seja, um modelo in vitro de CTLN2 e a 
expressão heteróloga da proteína Ndt1 como uma forma de recuperação do 
metabolismo. As células com knockdown para o gene SLC25A13 apresentaram um 
aumento da razão NADH/NAD+ citosólico, redução da glicólise, redução da 
concentração da ureia e aumento da concentração de amônia. A expressão de Ndt1 
foi capaz de reduzir a razão NADH/NAD+ citosólico e recuperou a atividade glicolítica. 
Entretanto, a expressão de Ndt1 não foi capaz de aumentar a concentração de ureia 
e reduzir a concentração de amônia causadas pela CTLN2. Dessa forma, nossos 
resultados sugerem que a expressão da proteína Ndt1 em células de mamíferos 
recupera o metabolismo mitocondrial e atividade glicolítica das células com CTLN2, 
mas não melhora o ciclo da ureia e o aumento da concentração de amônia.  
 
Palavras-chave: Citrulinemia, Mitocôndria, Citrina, Transportador mitocondrial de 
nicotinamida adenina dinucleotídeo, Aspergillus fumigatus. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1.   Citrulinemia 

Em 1962, McMurray e colaboradores descreveram pela primeira vez a citrulinemia, 

os quais evidenciaram aminoacidúria em indivíduos com desordens neurológicas. 

Através da análise do perfil cromatográfico observaram um aumento de citrulina na 

urina e no sangue desses indivíduos. A citrulinemia é uma disfunção metabólica 

caracterizada principalmente por hiperamonemia e acúmulo de citrulina nos fluidos 

corporais (Saheki e Kobayashi, 2002), essa doença também é classificada como uma 

desordem do ciclo da ureia.  

O ciclo da ureia é uma via de excreção final de nitrogênio em mamíferos. A ureia 

apresenta baixa toxicidade aos indivíduos mesmo em altas concentrações, enquanto, 

a amônia, seu precursor é altamente tóxico (Leonard e Morris, 2002). O ciclo da ureia 

foi descrito por Hans Krebs e foi o primeiro ciclo biológico descoberto, e ajudou a 

estabelecer o conceito para a descoberta do ciclo do ácido tricarboxílico [(TCA) Krebs, 

1932]. O ciclo da ureia (Figura 1) é muito parecido com o ciclo TCA, possui poucos 

intermediários, sendo que os quatro intermediários formados são todos α-aminoácidos 

e três desses não são encontrados em proteínas, são eles: ornitina, citrulina e 

argininosuccinato (Krebs, 1932; Watford, 2003). A deficiência ou ausência total de 

atividade das enzimas do ciclo da ureia leva ao acúmulo de amônia e outros 

metabólitos nos primeiros dias de vida humanos (Summar, 2001). Entretanto, existem 

outras proteínas que regulam o ciclo da ureia como a ornitina translocase (ORNT1) e 

citrina, ambos transportadores mitocondriais, os quais têm sido relacionados a 

desordens no ciclo da ureia, devido a deficiência desses transportadores.   
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Figura 1. Ciclo da ureia. Adaptado de Blair, Cremer e Tchan, 2015. 

 

A citrulinemia pode ser classificada em três tipos, dependendo do gene envolvido 

e da idade de início da doença. A citrulinemia do tipo 1 (CTLN1) ou citrulinemia 

clássica é caracterizada pela deficiência de uma enzima do ciclo da ureia no fígado, a 

enzima argininosuccinato sintase, que converte citrulina e aspartato em 

argininosuccinato. Esse tipo de citrulinemia ocorre nos primeiros dias de vida. A 

deficiência total dessa enzima resulta em altos níveis de citrulina, que pode causar 

hiperamonemia neonatal e ser fatal para os indivíduos acometidos. A deficiência 

parcial da enzima resulta em quadros patológicos mais brandos, sendo que alguns 

pacientes são assintomáticos e outros apresentam apenas episódios repetidos e 

atenuados de hiperamonemia. A hiperamonemia leve ou crônica pode prejudicar o 

desenvolvimento intelectual dos indivíduos (Crombez e Cederbaum, 2007).  

A colestase intra-hepática neonatal (NICCD), é um tipo de citrulinemia. Causada 

pela deficiência do transportador citrina e ocorre em recém-nascidos ou crianças. As 

apresentações clínicas de NICCD em crianças com idade inferior a um ano são 

diversas, tais como a colestase intra-hepática transitória, hepatomegalia, histórico de 

baixo peso ao nascer, restrição no crescimento, hipoproteinemia, disfunção hepática 

variável. NICCD não é grave, os sintomas geralmente desaparecem após um ano do 

início do tratamento (Tamamori et al., 2002; Saheki e Song, 2005; Miyazaki et al., 

2018).     
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A citrulinemia do tipo 2 (CTLN2) afeta principalmente adultos de 20 a 50 anos, 

também é chamada de citrulinemia do tipo 2 de início tardio. A manifestação mais 

frequente é a hiperamonemia que causa sintomas neurológicos como desorientação, 

delírios, anormalidade comportamental como agressividade, irritação e hiperatividade; 

sonolência; perda de memória; tremores agudos; convulsões; coma, podendo evoluir 

para edema cerebral e morte (Saheki et al., 2004). Os sintomas surgem após o uso 

de álcool, medicação ou cirurgia, principalmente. Alguns indivíduos que apresentaram 

NICCD após os 20 anos podem apresentar CTLN2 com graves sintomas neurológicos. 

Normalmente, ocorre uma fase de transição gradual após a NICCD até o início da 

CTLN2, no entanto, os sintomas de CTLN2 quando surgem são repentinos (Sakehi e 

Kobayashi, 2002; Saheki e Song, 2005; Miyazaki et al., 2018).    

CTLN2 é mais frequente na população japonesa, onde a estimativa é que ocorra 

1:100.000-230.000 indivíduos nascidos. Nos últimos anos, outras populações do leste 

asiático, Oriente Médio, Estados Unidos e Reino Unido têm sido diagnosticadas com 

essa doença, tornando-a assim uma doença com distribuição pan-étnica (Lu et 

al.,2005; Dimmock et al., 2007; Palmieri, 2008; Song et al., 2011; Kikuchi et al., 2012; 

Woo, Park e Lee, 2014). 

A CTLN2 é uma doença autossômica recessiva, causada por mutações no gene 

SLC25A13. Este gene possui 160 kb e 18 éxons e está localizado no cromossomo 

7q21.3. SLC25A13 codifica uma proteína denominada citrina que faz parte da família 

de transportador de solutos 25 (lançadeira malato-aspartato), sendo o membro 13 

(Hayasaka et al., 2018). A citrina possui 675 aminoácidos e peso molecular calculado 

de aproximadamente 74 kDa. A estrutura da citrina possui aproximadamente 78% de 

identidade com a proteína aralar, presente principalmente no cérebro e descrita 

inicialmente por Del Arco e colaboradores (1998 e 2000).  

Palmieri e colaboradores (2001) identificaram a citrina e aralar como isoformas do 

transportador de aspartato glutamato (AGC). Este transportador é um componente da 

lançadeira malato-aspartato, a qual é um importante transportador de equivalentes 

redutores para a mitocôndria na forma de NADH. A citrina transporta citrulina da 

mitocôndria para o citosol. A citrulina e o aspartato são utilizados para síntese de ureia 

a partir da amônia (Williamson, 1976) e alanina. Dessa forma, a deficiência da citrina 

causa uma redução da concentração de citrulina e aspartato no citosol, acúmulo de 

amônia na mitocôndria e bloqueio da síntese de ureia (Figura 1). Além disso, a 

deficiência da citrina causa alteração na lançadeira malato-aspartato e pode levar a 
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um aumento da razão NADH/NAD+ citosólica, causando inibição da glicólise e 

gliconeogênese, pode também prejudicar o metabolismo de álcool e a lipogênese 

(Rabier e Kamoun, 1995; Saheki e Kobayashi, 2002; Hayasaka et al., 2018) (Figura 

2). 

O NAD+ e seus derivados apresentam um papel central como modulador do 

metabolismo energético celular. A manutenção das concentrações de NAD+ e suas 

isoformas é importante para a manutenção do metabolismo energético e das funções 

celulares (Ying, 2008; Di Stefano e Conforti, 2013). Em mamíferos, o NADH é capaz 

de atravessar a membrana mitocondrial externa (Iwata et al., 1998). Entretanto, a 

membrana mitocondrial interna é impermeável a entrada de NAD+ e NADH produzidos 

no citosol (Bonitz et al., 1982). A entrada de moléculas hidrofílicas pela membrana 

interna é catalisada por uma família de proteínas codificadas no núcleo e 

denominadas de transportadores mitocondriais, as moléculas transportadas por essa 

família de proteínas são muito variadas em tamanho e estrutura (Palmieri et al., 2011). 

Dessa forma, a lançadeira malato-aspartato é a principal responsável pelas alterações 

na relação NAD+/NADH em mamíferos. 

No citosol, equivalentes redutores de NADH são transferidos para oxalacetato 

(OAA) produzindo malato, essa reação é catalisada pela enzima malato 

desidrogenase citosólica e forma NAD+. O malato é transportado para a matriz 

mitocondrial na troca com α-cetoglutarato, pelo transportador malato-α-cetoglutarato. 

Na matriz mitocondrial, o malato é oxidado pela malato desidrogenase mitocondrial 

formando OAA e NADH. O NADH pode transferir elétrons para a cadeia respiratória, 

enquanto, o OAA é convertido para aspartato pela transaminação com glutamato 

através da aspartato aminotransferase mitocondrial. O aspartato sai da mitocôndria 

através do AGC em uma troca eletrogênica por glutamato e um próton. O aspartato 

citosólico é convertido para OAA pela transaminação com α-cetoglutarato através da 

enzima aspartato aminotransferase citosólica, completando o transporte (Bakker et al., 

2001; McKenna et al., 2006) (Figura 2).  

Para que ocorra glicólise aeróbica o NADH citosólico deve ser oxidado através da 

participação da lançadeira malato-aspartato. A citrina também participa da glicólise 

aeróbica, uma vez que essa proteína transporta NADH do citosol para mitocôndria 

como um membro da lançadeira malato-aspartato (Saheki et al., 2002; Saheki e 

Kobayashi, 2002). 
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Figura 2. Lançadeira malato-aspartato. Mal – malato; OAA – oxaloacetato; Pyr – piruvato; G3P- glicerol-
3-fosfato; DHAP – diidroxiacetona fosfato; Glu – glutamato; Asp – aspartato; αKG – α-cetoglutarato; 
AGC – transportador de aspartato-glutamato; OMC – transportador de oxoglutarato-malato; cMDH e 
mMDH – malato desidrogenase citosólica e mitocondrial; cGPDH e mGPDH – glicerofosfato 
desidrogenase citosólica e mitocondrial; cyt – citosol; mit – mitocôndria; IM – membrana mitocondrial 
interna. Adaptado de Saheki e Kobayashi, 2002.  

 

1.2.   Mitocôndria  

Lynn Margulis propôs a teoria endossimbiótica das organelas (Margulis, 1967), 

onde a mitocôndria teria se originado de uma endossimbiose de uma α-protobactéria, 

um ancestral das células eucarióticas, ocorrido a cerca de 2 bilhões de anos. Essa 

organela de origem bacteriana foi tolerada e atua como regulador central em inúmeras 

funções celulares (Archibald, 2015).  

A mitocôndria é a organela celular responsável, através da fosforilação oxidativa, 

pela síntese de aproximadamente 95% do ATP necessário à manutenção da estrutura 

e função das células (Hatefi, 1985). Além de ser a principal fonte de energia celular, a 

mitocôndria está relacionada com a produção de espécies reativas de oxigênio [EROs; 

(Bertero e Maack, 2018)], captação de cálcio (Vercesi et al., 2018), apoptose e 

autofagia (Hadj-Moussa, Green e Storey, 2018; Farmer, Naslavsky e Caplan, 2018) e 

como reguladora de células imunológicas (Meyer et al., 2018). 

Na mitocôndria ocorre a interconversão da energia redox livre proveniente da 

oxidação dos substratos respiratórios em energia química, na forma de ATP (Mitchell, 

1961). A energização das mitocôndrias, com substratos respiratórios gera um 

gradiente eletroquímico de prótons (p), cujo potencial elétrico de membrana () é 
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de 0,1 a 0,2 V (negativo na matriz) e cuja diferença de pH (pH) é de uma unidade 

(alcalino na matriz). Em mamíferos, o sistema responsável pela fosforilação oxidativa, 

na membrana mitocondrial interna, é formado por cinco complexos enzimáticos que 

incluem a cadeia respiratória (complexo I-IV) e a FoF1-ATP sintetase (complexo V). 

Durante a fosforilação oxidativa, os elétrons são removidos dos substratos oxidáveis 

pela ação de desidrogenases específicas, ligadas a NADH (substratos de sítio I), e 

transferidos à cadeia respiratória com subsequente redução do oxigênio molecular. 

Os equivalentes redutores são transferidos inicialmente a NADH desidrogenase 

mitocondrial (complexo I). O succinato (substrato de complexo II) é oxidado pela 

succinato desidrogenase ligada a FAD (complexo II). Os complexos I e II transferem 

seus elétrons a ubiquinona (UQ), sendo os mesmos transferidos sequencialmente aos 

complexos III, citocromo c, complexo IV e finalmente ao oxigênio, com formação de 

água. Os elétrons originados da beta oxidação de ácidos graxos são transferidos à 

cadeia respiratória através da ubiquinona (Boyer et al., 1977; Hatefi, 1985; Lehninger 

et al., 1993). De acordo com a hipótese quimiosmótica de Mitchell em associação com 

a do acoplamento conformacional de Boyer, o fluxo de elétrons através dos complexos 

I, III e IV são acompanhados do bombeamento de prótons da matriz mitocondrial para 

o espaço intermembranas, gerando um gradiente eletroquímico de H+. A energia livre 

liberada no retorno do H+ à matriz mitocondrial induz alteração conformacional do 

componente F1 da FoF1-ATP sintetase (complexo V), liberando o ATP formado em 

seus sítios catalíticos (Mitchell, 1961; Boyer et al., 1977) (Figura 3). 
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Figura 3. Representação esquemática da cadeia transportadora de elétrons clássica. MME – 
membrana mitocondrial externa; MMI – membrana mitocondrial interna; Cit c – citocromo c; UQ – 
ubiquinona; I – complexo I; II – complexo II; III – complexo III; IV – complexo IV; V – complexo V. 
Adaptado de Mitchell, 1961.   

Fungos, leveduras, plantas e protozoários possuem além da cadeia respiratória 

clássica, uma proteína desacopladora, a qual pode ser encontrada na maioria dos 

organismos (Rasmusson e Müller, 2006) e componentes alternativos. A via alternativa 

está ausente em células de mamíferos. A mitocôndria de A. fumigatus foi 

caracterizada em nosso laboratório, demonstrando a presença de complexos I-V, 

cadeia respiratória clássica, uma proteína desacopladora (UCP) e a presença da via 

alternativa (Figura 4): uma NADH-desidrogenase alternativa interna e outra externa, e 

uma oxidase alternativa mitocondrial (AOX) (Tudella et al., 2004; Martins et al., 2011).  
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Figura 4. Componentes da cadeia transportadora de elétrons, via clássica e alternativa. I – 
Complexo I; NDE – NAD(P)H desidrogenase alternativa externa; NDI – NAD(P)H 
desidrogenase alternativa interna; II – Complexo II; UQ – ubiquinona; AOX – oxidase 
alternativa; III – Complexo III; Cit c – citocromo c; IV – Complexo IV; V – Complexo V; UCP – 
proteína desacopladora. Adaptado de Mitchell, 1961 e de Rasmusson e Müller, 2006. 

 

As NADH desidrogenases alternativas foram descritas em mitocôndrias de plantas 

e fungos, catalisando a mesma reação redox do complexo I da via clássica. Essas 

enzimas transferem o elétron do NADH presente na matriz mitocondrial diretamente 

para a ubiquinona, porém sem o bombeamento de prótons. Além da presença da 

NADH desidrogenase voltada para a face interna da membrana mitocondrial interna 

(Ndi), fungos e plantas podem apresentar uma ou duas NADH desidrogenase 

alternativa voltadas para a face externa da membrana mitocondrial (Nde). Essa 

enzima por sua vez, catalisa a transferência de elétrons do NAD(P)H presente no 

espaço intermembranas para a ubiquinona, contornando novamente o complexo I. As 

NADH desidrogenase alternativas são insensíveis a rotenona, inibidor clássico do 

complexo I, mas sensíveis à flavona (Kerscher, 2000; Martins et al., 2011).  

A presença da AOX, uma ubiquinol oxidase resistente ao cianeto faz com que essa 

enzima atue como aceptora final de elétrons. A AOX recebe os elétrons provenientes 

da ubiquinona e os transfere para o oxigênio, reduzindo até água. A oxidase 

alternativa é inibida por ácido salicilhidroxâmico (SHAM) e ácido benzilhidroxâmico 

(BHAM), porém, resistente ao cianeto, inibidor clássico do complexo IV (Moore e 

Siedow, 1991; Magnani et al, 2007; Martins et al, 2011).  
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As UCPs são uma classe de proteínas transportadoras de ânions, localizadas na 

membrana mitocondrial interna. Essas proteínas estão presentes em mitocôndrias de 

tecido adiposo marrom e de alguns tecidos não-termogênicos em mamíferos, plantas, 

fungos e protozoários (Ricquier e Bouillaud, 2000; Jarmuszkiewicz et al., 1999; 

Uyemura et al., 1999; Jarmuszkiewicz et al., 2002; Jarmuskiewicz et al, 2000; 

Cavalheiro et al., 2004; Tudella et al., 2004; Luévano-Martinez et al., 2010). As UCPs, 

como proteínas transportadoras de ânions dissipam o gradiente eletroquímico de 

prótons gerado pela cadeia de transporte de elétrons, sem que ocorra a passagem 

pelo complexo V. A UCP1 após dissipar o gradiente de prótons produz calor ao invés 

de ATP. Essas proteínas são ativadas por ácidos graxos e sensíveis a nucleotídeos 

de purina (Jarmuszkiewicz et al., 2010; Martins et al., 2011).  

As mitocôndrias além de possuírem papel central no metabolismo energético, são 

as principais fontes de espécies reativas de oxigênio (EROs) durante o transporte de 

elétrons na cadeia respiratória pode ocorrer o escape de elétrons principalmente 

através do complexo I e III (Vercesi et al., 1997; Kowaltowski et al., 2009). As EROs 

possuem um papel importante em mecanismos fisiológicos de morte celular e 

sinalização celular. Essas vias integram completamente os compartimentos celulares 

e a mitocôndria para uma rápida resposta ativando uma via de sinalização citosólica 

e, finalmente alterando a expressão gênica no núcleo celular (Yun e Finkel, 2014). 

Dessa forma, alterações na função mitocondrial têm sido associado a diversos 

processos fisio-patológicos, como Alzheimer, Parkinson, câncer, doenças 

neurodegenerativas, diabetes, além de atuar também na obesidade e envelhecimento 

(Finkel e Holbrook, 2000; Wallace, 2005; Amigo et al., 2016; Macdonald et al., 2018; 

Silzer e Phillips, 2018; Larsen, Hanss e Krüger, 2018; Anderson, Ghiraldeli e Pardee, 

2018; de Mello et al., 2018; Panel, Ghaleh e Morin, 2018). 

 

1.3.   Transportador mitocondrial de nicotinamida adenina dinucleotídeo (Ndt1) 

A mitocôndria possui em sua matriz, a coenzima NADH, a qual transfere o 

hidrogênio do substrato para a cadeia respiratória. O NAD+ pode estar envolvido em 

funções regulatórias críticas na transcrição, atividade enzimática e outros importantes 

processos como ADP-ribosilação e reações de desacetilação (Herrero-Yraola et al., 

2001; Onyango et al., 2002; Du et al., 2003). Além disso, o NAD+ é um substrato das 

sirtuínas (SIRT/Sir2, Silent Information Regulator), que pertencem a um grupo de 

deacetilases NAD+ dependentes. Estas enzimas removem grupos acetil dos resíduos 
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de lisina em histonas, microtúbulos e outras proteínas, modulando assim inúmeros 

eventos celulares (Lin, Kwan e Dutcher, 2010).  

As enzimas envolvidas na biossíntese de NAD+ estão localizadas fora da 

mitocôndria (Anderson et al., 2002; Yang et al., 2003). A via de biossíntese de NAD+ 

foi caracterizada em procariotos (Penfound e Foster, 1996) e em leveduras (Lin e 

Guarante, 2003; Denu, 2003). Em procariotos e eucariotos inferiores, o NAD+ é 

sintetizado pela via de novo do ácido quinolínico e pela via do ácido nicotínico, 

denominada via salvage (Penfound e Foster, 1996). A via de novo inicia-se a partir do 

triptofano, o qual é convertido a ácido nicotínico mononucleotídeo (NaMN) através de 

seis reações enzimáticas e uma não enzimática. O NaMN converge para a via salvage 

e sofre a ação de duas nicotinamidase formando NAD+ (Figura 5). Uma vez sintetizado 

no citosol, o NAD+ deve ser importado para o interior da mitocôndria.  

 

 

Figura 5. Via de novo e salvage de síntese de NAD+. Npt – ácido nicotínico fosforibosiltransferase; 
NaMN – ácido nicotínico mononucleotídeo; Nmnat – nicotinamida mononucleotídeo adenililtrasnferase; 
NMN – nicotinamida mononucleotídeo; iNAMPT – intracelular nicotinamida fosforibosil-transferase; 
NMNAM – n-metilnicotinamida; Nnmt – nicotinamida n-metiltransferase. Adaptado de Wakino, 
Hasegawa e Itoh, 2015.   

 

Em mamíferos, as alterações na relação NADH/NAD+ ocorrem principalmente 

através da lançadeira malato-aspartato, essa lançadeira é encontrada em inúmeros 
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tecidos como fígado, rim, coração, cérebro e células β-pancreáticas (Nielsen et al., 

2011).  

Em fungos, leveduras e plantas, o NADH citosólico pode sofrer oxidação pelas 

NADH desidrogenases alternativas externas (Martins et al., 2011), e os elétrons são 

transferidos para a cadeia respiratória. Além disso, estudos identificaram e 

caracterizaram duas isoformas de proteína transportadora mitocondrial de NAD+ (Ndt1 

e Ndt2) em Sacharomyces cerevisiae [(S. cerevisiae) Todisco et al., 2006] e em 

Arabidopsis thaliana [(A. thaliana) Palmieri et al., 2009] capazes de transportar esses 

componentes. Estas proteínas possuem massa molecular de aproximadamente 42 e 

37,5 kDa para Ndt1 e Ndt2, respectivamente. Os estudos em duplos mutantes 

ndt1ndt2 de S. cerevisiae mostrou um severo atraso no crescimento destes 

mutantes em fontes de carbono não fermentáveis (Todisco et al., 2006).  

Estudos prévios em nosso laboratório foi observado que em mitocôndrias de 

Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis), o NAD+ também induzia a formação de 

potencial de membrana mitocondrial (Martins et al., 2008), o qual podia ser dissipado 

por FCCP, sugerindo a presença de um transportador de NAD+, conforme havia sido 

descrito em S. cerevisiae. Balico e colaboradores (2017) demonstraram que uma 

sequência no genoma de A. fumigatus, que possui 32% de identidade com o gene do 

transportador mitocondrial de nicotinamida adenina dinucleotídeo (ndt1) de S. 

cerevisiae, apresenta a mesma função bioquímica das proteínas Ndt1 de S. cerevisiae 

e A. thaliana. Através da expressão heteróloga em S. cerevisiae foi confirmado que a 

proteína Ndt1 de A. fumigatus foi capaz de gerar potencial de membrana mitocondrial 

na presença de NAD+, bem como transportar o NAD+ exógeno para a matriz 

mitocondrial, em experimentos utilizando mitocôndrias isoladas. Além disso, essa 

proteína apresentou um papel importante no crescimento e síntese da parede celular 

das leveduras. Dessa forma, a entrada de NAD+ do citosol para a mitocôndria por 

diferentes mecanismos tem sido atribuído como uma forma de resistência dos 

microrganismos em diferentes ambientes hostis (Amora et al., 2000; Calegario et al., 

2003; Hanqing et al., 2010; Kimura et al., 2010).  

 

1.4.   Expressão heteróloga de componentes mitocondriais  

As alterações na fosforilação oxidativa decorrentes de deleções ou mutações em 

genes que codificam proteínas de diferentes vias mitocondriais têm sido descritas 
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como causa de inúmeras doenças degenerativas, câncer e envelhecimento (Wallace, 

1999; Palmieri, 2008; Schon et al., 2010).  

As desordens ligadas a erros inatos do metabolismo envolvendo o sistema de 

fosforilação oxidativa representam uma incidência de 1 em 5.000 nascimentos 

(Thorburn, 2004). Estas desordens resultam em uma grande variedade de fenótipos 

clínicos que podem iniciar durante a infância ou na fase adulta. Diferentes órgãos ou 

tecidos podem ser afetados, especialmente, cérebro, coração e músculo esquelético, 

os quais utilizam intensamente a fosforilação oxidativa para produção de ATP. Dentre 

as principais deficiências, as disfunções no complexo I está associado com múltiplas 

patologias como a neuropatia óptica hereditária de Leber (LHON), Síndrome de Leigh, 

encefalopatia mitocondrial com acidose lática e episódios tipo AVC (MELAS), 

Epilepsia mioclônica com ragged red fibers (MERRF), e inclui também as doenças 

neurodegenerativas como Parkinson (Manickam, Michael e Ramasamy, 2017; 

Baertling et al., 2017; David et al., 2017; Naini et al., 2005; Zhou et al., 2017) .  

As terapias utilizadas no tratamento dessas doenças apresentam uma eficiência 

moderada (Wallace, 2005). Desta forma, encontrar estratégias capazes de reverter 

essas síndromes tem sido discutida. Na última década, tem se demonstrado a 

possibilidade de substituição de alguma subunidade de componentes da cadeia 

respiratória que sofreu alterações por uma subunidade “selvagem”, denominado de 

expressão heteróloga trans-reino. Nesse caso, realiza-se a expressão heteróloga em 

células humanas de subunidades dos componentes da cadeia respiratória ou outras 

proteínas mitocondriais provenientes de fungos e plantas.  

A expressão da NADH desidrogenase alternativa interna 1 (NDI1) de S. cerevisiae 

em células de mamíferos pode corrigir deficiências no complexo I (Yagi et al., 2006; 

Yagi et al., 2006; Seo et al., 2006; Marella et al., 2008; Marella et al, 2009). Essa 

proteína também recuperou o metabolismo de células com mutações que causam 

neuropatia óptica hereditária de Leber (Park, Li e Bai, 2007). Além disso, a expressão 

dessa proteína em camundongos não causou resposta imunológica (Marella et al., 

2011).  

Outra proteína que tem sido estudada utilizando estratégias semelhantes é a AOX, 

uma proteína encontrada em plantas, protozoários e fungos, a qual também tem sido 

expressa em linhagens celulares de mamíferos que possuem alguma deficiência do 

citocromo c oxidase (Dassa et al., 2008; Perales-Clemente et al., 2008; El-Khoury et 

al., 2013) tentando dessa forma, restaurar a atividade da cadeia respiratória.  
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O estudo dessas proteínas mitocondriais ainda tem um alto e inexplorado interesse, 

uma vez que, as mesmas têm mostrado reverter alterações da função mitocondrial e 

restaurar a cadeia transportadora de elétrons. Assim, compreender a contribuição 

desses componentes mitocondriais para o metabolismo das células pode ser 

essencial para avaliar o seu papel nas doenças que causam alteração da 

bioenergética mitocondrial em humanos. Dessa forma, a expressão do transportador 

Ndt1 pode contribuir com a melhora no metabolismo das células com citrulinemia, uma 

vez que o NAD+ transportado para as mitocôndrias seria utilizado pelo ciclo de Krebs 

para sintetizar NADH e este seria utilizado pela cadeira respiratória para geração de 

ATP. 
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6. CONCLUSÃO 

Nossos resultados permitem concluir:  

⎯ A proteína Ndt1 foi expressa e endereçada corretamente para as mitocôndrias 

das células HEK293; 

⎯ O knockdown do gene SLC25A13 que codifica a proteína citrina foi eficiente, 

reduzindo em 56% a expressão desse gene;  

⎯ Nosso modelo in vitro da CTLN2 possui algumas das principais características 

da CTLN2, tais como: aumento da razão NADH/NAD+; inibição da glicólise; 

redução na concentração de ureia e aumento na concentração de amônia;  

⎯ A expressão de Ndt1 em células com deficiência da citrina melhorou o 

metabolismo mitocondrial alterando principalmente:  

• redução da razão NADH/NAD+;  

• aumento da respiração mitocondrial;  

• aumento da atividade glicolítica.  

⎯ A expressão de Ndt1 e a suplementação do meio de cultura com piruvato 2 mM 

foi a melhor condição para recuperar o metabolismo mitocondrial e a atividade 

glicolítica;  

⎯ A expressão de Ndt1 não foi capaz de aumentar a concentração de ureia e 

reduzir a concentração de amônia;  

⎯ A expressão heteróloga de Ndt1 pode ser uma alternativa para a CTLN2, uma 

vez que recupera o metabolismo mitocondrial e a glicólise.  
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