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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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ABSTRACT 
 

Balico, L.L.L. Heterologous expression of a mitochondrial nicotinamide adenine 
dinucleotide transporter (Ndt1) from Aspergillus fumigatus in HEK293 cells with citrin 
deficiency. 2018. 162f. Thesis (Doutoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 
Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018.  
 
Redox balance in mammalian mitochondria is performed by the aspartate-glutamate 
carrier (AGC), which is the main mechanism for the movement of reducing equivalents 
in the form of NADH.Type II citrullinemia (CTLN2) is an adult-onset autosomal 
recessive disease caused by mutations in SLC25A13 gene, and that coding citrin. 
Citrin is an isoform of AGC and catalyzes the transport of cytosolic glutamate through 
exchange with mitochondrial aspartate. It will be used in the urea cycle. CTLN2 causes 
urea cycle deficiency and hyperammonemia. Citrin deficiency cause an increase in the 
cytosolic NADH/NAD+ ratio. The increase in this ratio inhibits glycolysis and 
gluconeogenesis. The development an in vitro CTLN2 model is important for new 
studies about the disease mechanism and new therapies. Heterologous expression of 
proteins from different organisms has been used to recover some mitochondrial 
diseases. Biochemical and molecular studies in our laboratory demonstrated the 
presence of a mitochondrial nicotinamide adenine dinucleotide transporter (Ndt1) in 
Aspergillus fumigatus. Ndt1 protein performs cytosolic NAD+ transport to the 
mitochondria matrix, thus being an important protein to keep the redox balance in A. 
fumigatus. Thus, the aim of this work was to obtain a line of HEK293 mammalian cells 
with knockdown for the SLC25A13 gene, an in vitro CTLN2 model and the 
heterologous expression of the Ndt1 protein as a form of metabolism recovery. Cells 
with citrin knockdown showed an increase of cytosolic NADH/NAD+ ratio, reduction of 
glycolysis, reduction of urea concentration, and increase of ammonia concentration. 
Expression of Ndt1 protein was able to reduce cytosolic NADH/NAD+ ratio and 
recovered the glycolytic activity. However, Ndt1 protein was not able to increase the 
urea concentration and reduce of ammonia concentration caused by CTLN2. Thus, 
our results suggest that expression of Ndt1 protein in mammal cells recovers the 
mitochondrial metabolism and glycolytic activity in CTLN2 cells but does not improve 
urea cycle and reduce ammonia concentration.   
 
Keywords: Citrullinemia, Mitochondria, Citrin, Mitochondrial nicotinamide adenine 
dinucleotide transporter, 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 

ndt1ndt2 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.  



46 
 

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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2. OBJETIVOS  

Clonar e expressar o gene do transportador mitocondrial de nicotinamida adenina 

dinucleotídeo (ndt1) de A. fumigatus para correção da deficiência da citrina em células 

human embryonic kidney 293 (HEK293, célula embrionária de rim humano), modelo 

de CTLN2. 

 

2.1. Objetivos específicos  

• Obtenção do modelo de CTLN2 em células HEK293;  

• Construção do vetor de transfecção contendo o gene ndt1 de A. fumigatus;  

• Expressão do gene ndt1 em células HEK293 e HEK293 com deficiência da 

citrina;  

• Caracterização do perfil metabólico, respiração mitocondrial e via glicolítica, 

além de outras alterações bioquímicas causadas pela CTLN2 nas linhagens 

celulares obtidas.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Microrganismos  

3.1.1. A. fumigatus 

A cepa selvagem de A. fumigatus Af293 foi cultivada em meio de cultura sólido YG 

[extrato de levedura 0,5% (p/v); glicose 2% (v/v); solução de elementos traços 0,1% 

(v/v) e ágar 2% (p/v)] e incubada por 48 horas a 37°C. Os conídios de A. fumigatus 

foram recuperados em PBS esterilizado pH 7,4 utilizando filtração em lã de vidro 

autoclavada. A suspensão de conídios foi armazenada à 4°C (Magnani et al., 2007). 

Todos os meios de cultura e soluções estão descritos no Apêndices itens 8.3 e 8.4.     

 

3.1.2. Escherichia coli 

As bactérias Escherichia coli (E. coli) DH10β, foram cultivadas em meio de cultura 

Lúria-Bertani [LB, triptona 1% (p/v); extrato de levedura 0,5% (p/v); NaCl 1% (p/v); 

e/ou ágar 2% (p/v)] e incubadas por 16 horas a 37°C.  

 

3.2. Extração de RNA e síntese do cDNA 

Os conídios de A. fumigatus foram inoculados em meio de culura YG e incubado 

por 16 horas a 37°C sob agitação de 200 rpm. O micélio foi recuperado por filtração à 

vácuo, e macerado com almofariz e pistilo, na presença de nitrogênio líquido, até a 

obtenção de um pó homogêneo (Magnani et al., 2007). O RNA total de A. fumigatus e 

das linhagens das células HEK293 foi isolado utilizando o kit PureLink® RNA Mini 

(Ambion, ThermoFisher), seguindo as recomendações do fabricante. O RNA total 

extraído foi tratado com DNase 1 U, para eliminação de possíveis contaminação por 

DNA. Logo após o RNA total foi purificado utilizando uma mistura de fenol:clorofórmio 

(v/v) e precipitado com isopropanol. A integridade do RNA foi verificada em gel de 

agarose 1% (p/v) em condição desnaturante de acordo com McDonnel, Simon e 

Studier (1977) e modificações de Sambrook e Green (1989). A concentração dos RNA 

obtidos antes e após o tratamento com DNase foi determinado 

espectrofotometricamente em comprimento de onda de 260 nm, utilizando o aparelho 

NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).  

Em seguida, o cDNA de A. fumigatus e das linhagens celulares de HEK293 foi 

sintetizado utilizando o kit SuperScript® III One-Step System com Platinum® Taq DNA 

Polimerase (Invitrogen, ThermoFisher), seguindo as instruções do fabricante.  
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3.3. Desenho dos oligonucleotídeos iniciadores (primers) 

Os primers foram desenhados a partir da sequência completa do gene que codifica 

o transportador mitocondrial de nicotinamida adenina dinucleotídeo (ndt1) de A. 

fumigatus, depositada no GenBank, sob número de acesso AFUA_4G06780. Os 

primers foram desenhados com sequências específicas para recombinação com vetor 

de expressão em células de mamíferos pcDNA3.1/nV5-DEST™ (Invitrogen, 

ThermoFisher): 

Forward:5’GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGCTTGACCATGTTTTCCGACGGTCACGGC3’; 

Reverse:5’GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTACTCATCCTGCTGCAGCAA3’.  

Em negrito está a sequência Kozaq, enquanto as sequências attB1 e attB2, 

respectivamente, estão sublinhadas.  

 

3.4. Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

As reações de amplificação foram realizadas de acordo com Saiki et al. (1985), 

utilizando um Termociclador Eppendorf (Mastercycler Gradient). A reação foi iniciada 

pela adição da enzima Taq DNA polimerase High Fidelity 5 U/µL, tampão 10 X High 

Fidelity PCR Buffer [Tris-SO4 600 mmol/L (pH 8,9), sulfato de amônio 180 mmol/L] 

(Invitrogen, ThermoFisher), e água deionizada estéril para completar o volume de 50 

µL.   

Foi utilizado o seguinte perfil termal: 94°C por 2 minutos; 30 ciclos de 94°C por 30 

segundos, 55°C por 30 segundos, 68°C por 1 minuto e 30 segundos; em seguida, foi 

realizado um ciclo de extensão final de 68°C por 10 minutos. O produto amplificado 

foi purificado utilizando o kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen), seguindo as 

recomendações do fabricante e quantificado em equipamento NanoDrop 1000 

(Thermo Scientific).  

 

3.5. Eletroforese em gel de agarose  

A eletroforese em gel de agarose foi realizada de acordo com Sambrook e Green 

(1989). Os géis de agarose 1% (p/v) foram preparados em tampão TAE 1x. As 

amostras foram preparadas com tampão de amostra e GelRed™ (Uniscience).  

As corridas eletroforéticas foram realizadas na presença de tampão TAE 1x, sob 

aplicação de corrente de 90 V e tempo variável. Os géis foram visualizados na 

presença de luz ultravioleta (UV) em aparelho ChemiDoc™ MP System (BioRad).   
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3.6. Clonagem em vetor pDONR™/Zeo  

Para a expressão em células de mamíferos, HEK293 foi utilizada a plataforma de 

clonagem Gateway (Life Technologies) devido a sua eficiência, e compatibilidade na 

construção de vetores de expressão. Além de possibilitar a transferência por 

recombinação in vitro do inserto a diferentes vetores de destino com aplicações 

distintas, conforme recomendação do fabricante. Inicialmente, o produto da PCR 

purificado foi clonado em vetor pDONR™/Zeo (Invitrogen, ThermoFisher) através de 

reação de recombinação BP, seguindo as recomendações do fabricante. Nessa 

reação ocorre a recombinação através de sequências específicas chamadas sítios 

attachment (att), esses sítios estão inseridos no vetor destino e nos primers utilizados 

para amplificação do inserto, nesse caso o gene ndt1 de A. fumigatus. Na reação o 

sítio attP do vetor pDNOR™ recombina com o sítio attL presente no inserto, gerando 

clones de entrada (Landy, 1989; Hartley, Temple e Brasch, 2000).  

 

3.7. Preparo de células de E. coli competentes 

As células de E. coli DH10β competentes foram preparadas conforme protocolo 

descrito por Sambrook e Green (1989). As células foram semeadas a partir do estoque 

do -80°C, em 10 mL de meio LB e incubadas por 12 horas a 37°C sob agitação de 

200 rpm.  

Em seguida, esta subcultura foi diluída em 250 mL de meio SOB e incubada a 37°C 

sob agitação de 200 rpm até atingir uma densidade óptica entre 0,4 e 0,6 em 

comprimento de onda de 600 nm. Após esse período, a cultura foi transferida para 

tubos de 50 mL estéril e incubadas em gelo por 10 minutos. Logo após a cultura foi 

centrifugada a 2.500 g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi retirado e o sedimento 

foi ressuspenso cuidadosamente em 20 mL de meio TB resfriado. Incubado 

novamente em gelo por 10 minutos, e centrifugado nas mesmas condições descritas 

anteriormente. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso 

em 20 mL de meio TB e adicionado 1,5 mL de DMSO. As células foram incubadas em 

gelo por 10 minutos. As bactérias foram aliquotadas em microtubos e congeladas 

imediatamente em nitrogênio líquido e armazenadas em freezer -80°C.      

 

3.8. Transformação de células de E. coli competentes 

As transformações das bactérias competentes foram realizadas por choque térmico 

de acordo com Sambrook e Green (1989). Inicialmente, as células competentes foram 
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retiradas do freezer -80°C e descongeladas em gelo. Em seguida, foi adicionado 

aproximadamente 10 ng de DNA plasmidial a 50 – 100 µL de células competentes. 

Essa mistura foi incubada em gelo por 30 minutos, em seguida, foi realizado um 

choque térmico por 45 segundos a 42°C, e a suspensão foi incubada em gelo por 3 

minutos e adicionado meio de cultura SOC.  

Essa cultura foi incubada por 1 hora a 37°C, sob agitação de 200 rpm. Após este 

tempo, a cultura foi semeada em meio de cultura LB sólido com o antibiótico adequado 

50 µg/mL e incubada por 16 horas a 37°C. 

 

3.9. PCR de colônia 

Para confirmação dos clones selecionados foi realizada uma PCR de colônia para 

confirmação da presença do fragmento correspondente ao gene ndt1. As condições 

de reação foram às mesmas descritas no item 3.4. Como molde foi utilizado à própria 

colônia inoculada diretamente ao meio de reação.  

 

3.10. Sequenciamento de DNA 

Os clones positivos selecionados foram inoculados em 5 mL de meio LB líquido e 

incubados por 16 horas a 37°C, sob agitação de 200 rpm. O DNA plasmidial dos 

clones positivos selecionados foram extraídos utilizando o kit QIAprep® Miniprep 

(Qiagen), conforme instruções do fabricante. O DNA plasmidial foi utilizado para 

preparação das reações de sequenciamento utilizando o kit Big Dye Terminator 

Cycle Sequencing (ABI Prism).  

A reação de sequenciamento foi realizada segundo Sanger, Nicklen e Coulson 

(1977), em um sequenciador automático 3500 Genetic Analyzer (ThermoFischer), no 

Centro de Sequenciamento de Ácidos Nucleicos da FCFRP-USP. 

 

3.11. Clonagem em vetor pcDNA3.1 para expressão em células de mamífero 

O DNA plasmidial do clone positivo selecionado e confirmado por sequenciamento, 

foi utilizado para clonagem em vetor de expressão pcDNA3.1/nV5-DEST™ (Invitrogen, 

ThermoFisher) através de reação de recombinação LR. As bactérias E. coli DH10β 

foram transformadas e os clones positivos selecionados, como descrito nos itens 3.8 

e 3.9, respectivamente. O DNA plasmidial foi extraído utilizando o kit QIAprep® 

Midiprep (Qiagen) conforme instruções do fabricante e descrição no item 3.10. E a 

reação de sequenciamento foi realizada como descrito no item 3.10.  
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Na reação LR, novamente ocorre uma recombinação dos sítios att presentes no 

clone de entrada e no vetor destino, nesse caso os sítios attL1/attL2 presentes no 

clone de entrada, obtido após a reação BP, recombina com os sítios attR1 e attR2 

presentes no vetor pcDNA3.1/nV5-DEST™, gerando um clone destino onde é 

possível a expressão da proteína de interesse em células de mamíferos (Landy, 1989; 

Hartley et al., 2000).  

 

3.12. Cultura de células  

As linhagens celulares human embryonic kidney 293 (HEK293) obtidas nesse 

trabalho foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) com 

concentração de glicose 25 mM e com L-glutamina 0,584 g/L (Sigma Aldrich), 

suplementado com soro fetal bovino 10% (v/v) (Sigma Aldrich) e solução de antibiótico 

e antimicótico [penicilina 100 µg/mL, estreptomicina 100 µg/mL e anfotericina B 250 

µg/mL (Sigma Aldrich)]. As células foram mantidas em incubadora umidificada na 

presença de 5% de CO2 a 37°C, condição padrão de cultura.  

 

3.13. short hairpin RNA (shRNA) do gene SLC25A13 em células HEK293 

A redução dos níveis de expressão do gene SLC25A13, que codifica a citrina, foi 

realizada pelo silenciamento do RNA através do shRNA, utilizando o kit Mission TRC 

shRNA libraries (Sigma Aldrich) que contém um shRNA controle e um shRNA para o 

gene SLC25A13 em partículas lentivirais.  

Os plasmídeos com os shRNA possuem o gene de resistência ao antibiótico 

puromicina, e o gene codificante da proteína verde fluorescente (GFP). A transdução 

foi realizada a partir do cálculo da multiplicidade de infecção (MOI), onde esse é o 

número de partículas lentivirais por células, para esse experimento foi determinado 

que o MOI era de 0,5x105 partículas necessárias. Foram utilizadas 1x105 células para 

cada transdução: controle e gene SLC25A13. As células foram incubadas com as 

partículas em condição padrão de cultura por 16 horas a 37°C. No dia seguinte, o meio 

de cultura foi trocado e as células incubadas por mais 24 horas a 37°C. Após esse 

período, as células foram selecionadas com o antibiótico puromicina 2 µg/mL durante 

15 dias para obtenção das linhagens estáveis.   

As linhagens estáveis obtidas foram utilizadas nos experimentos posteriores.  
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3.14. Confirmação da redução da expressão do gene SLC25A13 por qRT-PCR 

Para confirmação da redução dos níveis de expressão do gene SLC25A13 foi 

realizada uma PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR) conforme Semighini et al. 

(2002), utilizando o kit TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) e as 

sondas pré-desenhadas TaqMan® gene expression assays para os genes humanos 

SLC25A13 e β-actina (Applied Biosystems). As variações na concentração inicial de 

RNA mensageiro foram corrigidas através da normalização com o gene 

constitutivamente expresso β-actina.  

 

3.15. Transfecção do gene ndt1 de A. fumigatus em células HEK293 

A sequência do gene ndt1 clonada em vetor pcDNA 3.1, bem como o vetor pcDNA 

3.1 vazio (pcDNAØ), foram utilizadas para a transfecção das células HEK293 

utilizando o reagente PolyFect (Qiagen), seguindo as recomendações do fabricante. 

Brevemente, 1,2x106 células HEK293 e células com deficiência da citrina (células sh), 

obtidas como descrito anteriormente (item 3.13), apresentando confluência entre 60-

80%, foram incubadas com 2 µg DNA plasmidial juntamente com o reagente PolyFect. 

Em seguida, a placa foi gentilmente homogeneizada para garantir a distribuição 

uniforme dos complexos, e incubadas por 24 horas com 5% de CO2 a 37°C. Em 

seguida, o meio de cultura foi trocado e as células incubadas por mais 24 horas a 

37°C. Após esse período, as células foram selecionadas com o antibiótico geneticina 

750 µg/mL durante 15 dias para obtenção das linhagens estáveis.  

As linhagens estáveis obtidas foram utilizadas nos experimentos posteriores.  

 

3.16. Western blot  

As análises de Western blot foram realizadas utilizando o extrato proteico total ou 

em mitocôndrias isoladas. Brevemente, o extrato proteico total foi obtido através da 

lise celular utilizando o reagente CelLytic™ M (Sigma Aldrich). Em seguida, as células 

foram rompidas através de sonicação com 3 pulsos (100 Hz) de 10 segundos, com 

intervalos de 30 segundos no gelo. Após esse período, o lisado celular foi centrifugado 

à 20.800 g por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante correspondente a fração proteica foi 

coletado. A fração mitocondrial foi obtida como descrito por Frezza, Cipolat e Scorrano 

(2007).  
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As proteínas correspondentes ao extrato proteico total e a fração mitocondrial foram 

quantificadas conforme Smith et al. (1985) utilizando o kit Pierce BCA Protein Assay 

(ThermoFisher), seguindo as recomendações do fabricante.  

Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sódio (SDS-PAGE) foi 

realizado como descrito por Laemmli (1970). Todas as corridas eletroforéticas de 

SDS-PAGE foram realizadas utilizando gel de empacotamento de 5% (p/v) e gel de 

corrida de 10% (p/v), foi utilizado tampão tris-glicina, sob uma corrente de 90 V e 

tempo variável. Em seguida, as proteínas foram transferidas para membrana de PVDF 

(Towbin, Staehelin e Gordon, 1979), utilizando tampão de carbonato e bicarbonato de 

sódio, sob aplicação de corrente de 350 mV e tempo de 90 minutos. Logo após a 

transferência as membranas foram incubadas com solução de bloqueio, leite 

desnatado 5% (p/v) diluído em TBS-T, por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, 

as membranas foram incubadas com anticorpos anti-V5 Tag, diluição 1:5.000 

(Invitrogen, ThermoFisher), anti-β actina monoclonal, diluição 1:5.000 (Sigma Aldrich), 

anti-SLC25A13, diluição 1:1.000 (Abcam), anti-VDAC, diluição 1:5.000 (Abcam), por 

16 horas a 4°C.  Após esse período, as membranas foram incubadas com anticorpos 

secundários conjugados com peroxidase por 1 hora a temperatura ambiente. A 

detecção do imunocomplexo (antígeno-anticorpo) foi obtida após incubação com kit 

Clarity™ WB Enhancer Reagent Luminol Substrate (BioRad) e observado em 

equipamento ChemiDoc™ Imaging System (BioRad). 

 

3.17. Microscopia Confocal  

As linhagens celulares obtidas foram submetidas a microscopia confocal para 

confirmação da localização celular da proteína recombinante Ndt1. Brevemente, 5x105 

células foram incubadas com MitoTracker® Deep Red FM (Molecular Probes, 

ThermoFisher) 50 nM por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as células 

foram plaqueadas sob lamínulas e incubadas em condição padrão, na presença de 

5% de CO2 por 16 horas a 37°C. As células foram fixadas utilizando metanol gelado, 

e incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente, e foi realizado uma reação de 

bloqueio utilizando solução tamponada de Tris (TBS) acrescido de Tween 20 0,5% 

(v/v, TBS-T) mais BSA 3% (p/v) por 1 hora a temperatura ambiente. Logo após as 

células foram incubadas com anticorpo primário anti-V5 na diluição 1:50 com TBS-T 

mais BSA 5% (p/v) por 16 horas a 4°C. As lamínulas foram lavadas com TBS-T, e 

incubadas com anticorpo secundário anti-mouse Alexa Fluor® 555 (Invitrogen, 
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ThermoFisher) na diluição de 1:1000 em TBS-T mais BSA 5% (p/v) por 2 horas a 

temperatura ambiente. O núcleo das células foi marcado com DAPI 10 µg/mL por 15 

minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as lâminas foram montadas com 

Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium (Sigma Aldrich) e analisadas em 

microscópio confocal [aumento de 63x (zoom digital de 3x); TCS SP8; Leica 

Microsystems].  

 

3.18. Quantificação de NADH, NAD+ e razão NADH/NAD+  

As concentrações de NADH e NAD+ foram determinadas através de um método 

fluorimétrico utilizando kit NAD/NADH (Abcam). As determinações foram realizadas 

em um leitor de microplacas (Biotek), utilizando os comprimentos de onda de 

excitação 540 nm e emissão de 590 nm, por 2 horas a temperatura ambiente. Foram 

utilizadas 2x106 células, para obtenção do lisado celular como descrito pelo fabricante 

do kit. As mitocôndrias foram isoladas como descrito por Frezza, Cipolat e Scorrano 

(2007), e em seguida lisadas como descrito pelo fabricante do kit. A razão 

NADH/NAD+ foi calculada a partir das concentrações de NADH e NAD+.      

 

3.19. Determinação da taxa de consumo de oxigênio (OCR) e taxa de acidificação 

extracelular (ECAR) 

OCR e ECAR foram determinados em equipamento SeaHorse XF24 Analyzer 

[SeaHorse Biosciences; (Nicholls et al., 2010; Sakamuri et al., 2018; TeSlaa e Teitell, 

2014)]. 3x104 células foram utilizadas para determinação do OCR e ECAR. As células 

foram plaqueadas em meio de cultura DMEM com concentração de glicose 5 mM ou 

25 mM, e mantidas em condição padrão de cultura por 24 horas. Para determinar o 

impacto de piruvato, aspartato, ou arginina no metabolismo celular, as células foram 

cultivadas na presença de piruvato 2 mM (Sigma-Aldrich), aspartato 2 mM (Merck) ou 

arginina 2 mM (Sigma-Aldrich). Em seguida, o meio de cultura foi trocado e para o 

experimento foi utilizado o meio de cultura DMEM suplementado com L - glutamina, 

mas sem HEPES e bicarbonato de sódio (Gibco), nas mesmas condições descritas 

acima, glicose 5 mM ou 25 mM, e suplementações com piruvato, aspartato ou arginina. 

As células foram mantidas nesse meio sem CO2 por 1 hora a 37°C antes de iniciar os 

experimentos. Para determinação do OCR foram adicionados oligomicina 3 µM 

(Sigma Aldrich), CCCP 1 µM (Sigma Aldrich), rotenona 1 µM (Sigma Aldrich) e 

antimicina A 1 µM (Sigma Aldrich). Em seguida, o ECAR foi determinado na presença 
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de oligomicina 3 µM (Sigma Aldrich) e 2-deoxiglicose 100 mM (Sigma Aldrich). Todos 

os experimentos foram realizados a 37°C. A normalização dos experimentos foi 

realizada utilizando a concentração de proteína total. Todos os experimentos foram 

realizados no laboratório da Profª. Drª. Alicia J. Kowaltowiski do IQ-USP. 

 

3.20. Determinação da concentração de lactato 

As concentrações de lactato foram determinadas de acordo com Savory e Kaplan 

(1966) e Westgard, Lahmeyer e Birnbaum (1972). 1x105 células foram plaqueadas em 

meios de cultura DMEM com glicose 5 mM ou 25 mM e suplementações com piruvato, 

aspartato ou arginina 2 mM. As placas foram incubadas em condição padrão de 

cultura por 72 horas. As concentrações de lactato foram determinadas utilizando o kit 

Lactato Enzimático (Labtest). Todas as determinações foram realizadas seguindo as 

recomendações do fabricante, e em seguida, os valores foram normalizados pela 

concentração de proteínas.  

 

3.21. Determinação da concentração de ureia extracelular 

As concentrações de ureia extracelular foram determinadas de acordo com 

Bergmeyer (1985). 1x106 células foram plaqueadas em meios de cultura DMEM com 

glicose 5 mM ou 25 mM, e suplementações com piruvato, aspartato ou arginina 2 mM. 

As placas foram incubadas em condição padrão de cultura por 48 horas. O meio de 

cultura foi utilizado para quantificação da concentração da ureia utilizando o kit Ureia 

CE (Labtest), seguindo as recomendações do fabricante. Em seguida, os valores 

foram normalizados pela concentração de proteínas.  

 

3.22. Determinação da concentração de amônia intracelular 

As concentrações de amônia intracelular foram determinadas de acordo com Olson 

e Anfinsen (1953), Mondzaac e colaboradores (1965) e Bergmeyer (1985). 1x106 

células foram plaqueadas em meios de cultura DMEM com glicose 5 mM ou 25 mM, 

e suplementações com piruvato, aspartato ou arginina 2 mM. As placas foram 

incubadas em condição padrão de cultura por 48 horas. As células foram lisadas com 

o reagente CelLytic™ M (Sigma Aldrich) e sonicação com 3 pulsos (100 Hz) de 10 

segundos, com intervalos de 30 segundos no gelo. Após esse período, o lisado celular 

foi centrifugado à 20.800 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para 
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quantificação da concentração de amônia utilizando o kit Ammonia Assay (Sigma-

Aldrich). Em seguida, os valores foram normalizados pela concentração de proteínas.   

 

3.23. Análise estrutural das proteínas 

A análise estrutural das proteínas Ndt1 de A. fumigatus e citrina de humanos foi 

realizada utilizando o software Phyre2 web portal (Kelley et al., 2015).  

 

3.24. Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 

versão 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, Califórnia, EUA). As análises foram 

realizadas utilizando o teste de variância (ANOVA) de uma via, seguido do pós-teste 

de Bonferroni. Foram consideradas diferenças significativas com p < 0,05.  
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4. RESULTADOS 

4.1. Clonagem do gene ndt1 de A. fumigatus em vetor de expressão de células 

de mamíferos  

O gene ndt1 de A. fumigatus possui 1.323 pb, após o processamento, a sequência 

apresenta 1.194 pb e codifica uma proteína com 397 aminoácidos e peso molecular 

de 44 kDa. A figura 6 apresenta a eletroforese em gel de agarose em condição 

desnaturante do RNA extraído de A. fumigatus após o tratamento com a enzima 

DNase, na qual, foi observado a presença de duas bandas predominantes, 

correspondentes as subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal, com um arraste. 

Após o tratamento com a DNase não foi observado a presença de uma banda acima 

das bandas das subunidades do RNA ribossomal, correspondente ao DNA genômico, 

confirmando que o tratamento foi suficiente para eliminar possíveis contaminações 

com DNA genômico. 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. RNA total extraído de A. fumigatus após o tratamento com a DNase (1). Eletroforese em gel 
de agarose 1% (p/v) em condição desnaturante. As setas indicam as bandas correspondentes as 
subunidades do RNA ribossomal 28S e 18S.  

 

O RNA extraído foi utilizado para a síntese do cDNA utilizando a enzima 

transcriptase reversa. Após a síntese do cDNA, o gene ndt1 foi amplificado utilizando 

os primers específicos descritos no item 3.3. A figura 7, apresenta o produto de PCR 

obtido com a amplificação do gene ndt1 a partir do cDNA de A. fumigatus. A seta 

indica o produto com o tamanho esperado de 1.194 pb. 

 

 

 

 

 

 

 

1 
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Figura 7. Produto de PCR obtido após amplificação do gene ndt1 de A. fumigatus a partir do cDNA. 
Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) em tampão TAE. A seta indica o produto de PCR obtido com 
o tamanho esperado, 1.194 pb.  
M: Marcador 1 Kb Plus DNA (Invitrogen); 1 – Produto de PCR após amplificação do gene ndt1.  

 

A banda com o tamanho esperado, 1.194 pb, foi extraída do gel de agarose e 

purificada, para reação de clonagem em vetor pDONR™/Zeo. Após a transformação 

das bactérias E. coli DH10β, as mesmas foram selecionadas na presença de zeocina. 

Os clones positivos foram confirmados através de reação de PCR de colônia. A figura 

8 apresenta a amplificação do gene ndt1 dos clones das bactérias selecionadas, 

apenas o clone 3 não apresentou amplificação do gene ndt1. 

 

  

 

 

 

Figura 8. Produtos da PCR de colônia após transformação das bactérias com a construção 
ndt1/pDONR. Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) em tampão TAE. A seta indica o produto de 
PCR com o tamanho esperado, 1.194 pb.  
M: Marcador 1 Kb DNA Plus (Invitrogen); 3: Clone negativo;  1-2 e 4-7: Clones positivos.   
 

O clone 6 foi selecionado, uma vez que apresentou a banda com maior intensidade. 

O clone foi inoculado em meio LB líquido para extração do DNA plasmidial. O DNA 

plasmidial do clone 6 foi extraído e submetido a reação de sequenciamento. A figura 

9 apresenta os alinhamentos da sequência clonada em vetor pDONR e a sequência 

do gene ndt1 depositada no GenBank. O clone apresentou 99% de identidade com a 

sequência depositada no GenBank, não houve formação de códon de parada, e o 

códon iniciador estava correto. A sequência também estava no frame de leitura correto. 

Houve a troca de quatro bases nitrogenadas, porém, ocorreu a troca de apenas um 

M          1 

1.000 pb 

M         1          2         3         4         5          6          7 

1.000 pb 
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aminoácido (Tabela 1), uma alanina por uma glicina, ambos pertencentes ao mesmo 

grupo de aminoácidos. Dessa forma, possivelmente não houve mudança nas 

características da proteína, tais como ancoramento na membrana mitocondrial interna 

e transporte de NAD+, uma vez que diferentes clones sequenciados apresentaram as 

mesmas trocas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ndt1c 104   ATGTTTTCCGACGGTCACGGCAATTCAGGAGCCACCAGCAGCTCTGAAGAGCAGCAGATA  163 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 1     ATGTTTTCCGACGGTCACGGCAATTCAGGAGCCACCAGCAGCTCTGAAGAGCAGCAGATA  60 
  
ndt1c 164   TCGCAGTCGAACAACCTTGCGTCATCCGACATTCAAGTTCCACCTGAAGCTGCTTCCAGC  223 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 61    TCGCAGTCGAACAACCTTGCGTCATCCGACATTCAAGTTCCACCTGAAGCTGCTTCCAGC  120 
  
ndt1c 224   CCCAAGTTCGTCACAAACCTTGAGATATGGTCCACGAAGATACCGGATTACTACGTTGCT  283 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 121   CCCAAGTTCGTCACAAACCTTGAGATATGGTCCACGAAGATACCGGATTACTACGTTGCT  180 
  
ndt1c 284   CCATTCTGCGGCGCCAGTGCGGGTGTGGCCTCTGGGATTGTCACATGCCCCCTTGATGTG  343 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 181   CCATTCTGCGGCGCCAGTGCGGGTGTGGCCTCTGGGATTGTCACATGCCCCCTTGATGTG  240 
  
ndt1c 344   ATCAAGACGAGGCTGCAGGCACAAGGCGGATTTCTCCGACGAGGCGGCGGAGTCGTTGAG  403 
            |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 241   ATCAAGACGAAGCTGCAGGCACAAGGCGGATTTCTCCGACGAGGCGGCGGAGTCGTTGAG  300 
  
ndt1c 404   GCGAAAACCCTTTATCGTGGTATGCTAGGTACTGGGCGGATCATATGGCGGCAAGATGGA  463 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 301   GCGAAAACCCTTTATCGTGGTATGCTAGGTACTGGGCGGATCATATGGCGGCAAGATGGA  360 
  
ndt1c 464   ATTCGGGGTCTATATCAAGGATTGGGTCCCATGCTCTTGGGATATCTGCCTACGTGGGCC  523 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 361   ATTCGGGGTCTATATCAAGGATTGGGTCCCATGCTCTTGGGATATCTGCCTACGTGGGCC  420 
  
ndt1c 524   GTATATTTGGCTGTTTATGACCGATCTCGAGAATACTTCTACGAAACCACCGTGACTAAT  583 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 421   GTATATTTGGCTGTTTATGACCGATCTCGAGAATACTTCTACGAAACCACCGTGACTAAT  480 
  
ndt1c 584   CCAATCTGGGTCATTAAAACGCGGCTTATGTCACAGAGCCTCAAGTCCAACAGTGAAGGC  643 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 481   CCAATCTGGGTCATTAAAACGCGGCTTATGTCACAGAGCCTCAAGTCCAACAGTGAAGGC  540 
  
ndt1c 644   TACACGGCTCCATGGCAGTACTCAAGCACTTGGGATGCAGCCCGCAAAATGTACAGGATC  703 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 541   TACACGGCTCCATGGCAGTACTCAAGCACTTGGGATGCAGCCCGCAAAATGTACAGGATC  600 
  
ndt1c 704   GAAGGGATTAGGTCATTTTATTCTGGGCTGACCCCCGCGTTACTCGGCTTAACGCACGTC  763 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 601   GAAGGGATTAGGTCATTTTATTCTGGGCTGACCCCCGCGTTACTCGGCTTAACGCACGTC  660 
  
ndt1c 764   GCTATTCAATTCCCGCTATACGAATACTTGAAGATGGCCTTTACAGGGTACGGGATAGGG  823 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
ndt1b 661   GCTATTCAATTCCCGCTATACGAATACTTGAAGATGGCCTTTACTGGGTACGGGATAGGG  720 
  
ndt1c 824   GAACATCCTGATAACGGTGGCTCTCACTGGATTGGCATATCCTGTGCGACATTCCTAAGC  883 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 721   GAACATCCTGATAACGGTGGCTCTCACTGGATTGGCATATCCTGTGCGACATTCCTAAGC  780 
  
ndt1c 884   AAAGTTTGTGCCAGCACTTTAACCTACCCGCATGAAGTGCTACGGACAAGACTTCAGACA  943 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 781   AAAGTTTGTGCCAGCACTTTAACCTACCCGCATGAAGTGCTACGGACAAGACTTCAGACA  840 
  
ndt1c 944   CAGCAAAGAACATCTCCAGCGCCTTCTCCAGAAGGTATCTCATTTCGTGGAGGGCTAGAT 1003 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 841   CAGCAAAGAACATCTCCAGCGCCTTCTCCAGAAGGTATCTCATTTCGTGGAGGGCTAGAT  900 
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Figura 9. Alinhamento das sequências nucleotídicas do gene ndt1 clonado em vetor pDNOR e do cDNA 
do gene ndt1 de A. fumigatus depositado no GenBank, sob número de acesso XM_747055-1.  
ndt1c – sequência clonada;    ndt1b – sequência depositada no GenBank. 
Em verde a troca de uma adenina por uma guanina;  
Em azul a troca de uma timina por uma adenina;  
Em rosa a troca de uma citosina por uma guanina.  

ndt1c 212   CGGATCATATGGCGGCAAGATGGAATTCGGGGTCTATATCAAGGATTGGGTCCCATGCTC  271 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 337   CGGATCATATGGCGGCAAGATGGAATTCGGGGTCTATATCAAGGATTGGGTCCCATGCTC  396 
 

ndt1c 272   TTGGGATATCTGCCTACGTGGGCCGTATATTTGGCTGTTTATGACCGATCTCGAGAATAC  331 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 397   TTGGGATATCTGCCTACGTGGGCCGTATATTTGGCTGTTTATGACCGATCTCGAGAATAC  456 
 

ndt1c 332   TTCTACGAAACCACCGTGACTAATCCAATCTGGGTCATTAAAACGCGGCTTATGTCACAG  391 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 457   TTCTACGAAACCACCGTGACTAATCCAATCTGGGTCATTAAAACGCGGCTTATGTCACAG  516 
 

ndt1c 392   AGCCTCAAGTCCAACAGTGAAGGCTACACGGCTCCATGGCAGTACTCAAGCACTTGGGAT  451 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 517   AGCCTCAAGTCCAACAGTGAAGGCTACACGGCTCCATGGCAGTACTCAAGCACTTGGGAT  576 
 

ndt1c 452   GCAGCCCGCAAAATGTACAGGATCGAAGGGATTAGGTCATTTTATTCTGGGCTGACCCCC  511 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 577   GCAGCCCGCAAAATGTACAGGATCGAAGGGATTAGGTCATTTTATTCTGGGCTGACCCCC  636 
 

ndt1c 512   GCGTTACTCGGCTTAACGCACGTCGCTATTCAATTCCCGCTATACGAATACTTGAAGATG  571 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 637   GCGTTACTCGGCTTAACGCACGTCGCTATTCAATTCCCGCTATACGAATACTTGAAGATG  696 
 

ndt1c 572   GCCTTTACAGGGTACGGGATAGGGGAACATCCTGATAACGGTGGCTCTCACTGGATTGGC  631             
            |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 697   GCCTTTACTGGGTACGGGATAGGGGAACATCCTGATAACGGTGGCTCTCACTGGATTGGC  756 
 

ndt1c 632   ATATCCTGTGCGACATTCCTAAGCAAAGTTTGTGCCAGCACTTTAACCTACCCGCATGAA  691 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 757   ATATCCTGTGCGACATTCCTAAGCAAAGTTTGTGCCAGCACTTTAACCTACCCGCATGAA  816 
 

ndt1c 692   GTGCTACGGACAAGACTTCAGACACAGCAAAGAACATCTCCAGCGCCTTCTCCAGAAGGT  751 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 817   GTGCTACGGACAAGACTTCAGACACAGCAAAGAACATCTCCAGCGCCTTCTCCAGAAGGT  876 
 

ndt1c 752   ATCTCATTTCGTGGAGGGCTAGATCACCCACAAGACCGCGGGCGGCCTCCAGGAGCGGCT  811 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 877   ATCTCATTTCGTGGAGGGCTAGATCACCCACAAGACCGCGGGCGGCCTCCAGGAGCGGCT  936 
 

ndt1c 812   TCATCGGACGGCATGCCCAACCGCCCTCGGTATACGGGCGTGATCCGTACATGTCAGACC  871             
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 937   TCATCGGACGGCATGCCCAACCGCCCTCGGTATACGGGCGTGATCCGTACATGTCAGACC  996 
 

ndt1c 872   ATCCTGAGGGAGGAAGGCTGGCGCGCATTCTACTCCGGCATCGGGGTGAATCTATTCCGG  931             
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 997   ATCCTGAGGGAGGAAGGCTGGCGCGCATTCTACTCCGGCATCGGGGTGAATCTATTCCGG 1056 
 

ndt1c 932   GCTGTGCCGGCTGCCATGACCACAATGCTTACATACGAGTATCTCCGTAAGCTGATCGGT  991             
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ndt1b 1057  GCTGTGCCGGCTGCCATGACCACAATGCTTACATACGAGTATCTCCGTAAGCTGATCGGT 1116 

 
ndt1c 992   CACTTGCAACATGAGGGAGAGATGAAGCTGCGCATGGCAAATGATAGAGAAATAGGCTTG 1051                              
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| 
ndt1b 1117  CACTTGCAACATGAGGGAGAGATGAAGCTGCGCATGGCAAATGATAGAGAAATAGCCTTG 1176 
 

ndt1c 1052  CTGCAGCAGGATGAGTAA  1069             
            |||||||||||||||||| 
ndt1b 1177  CTGCAGCAGGATGAGTAA  1194   
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Tabela 1. Alinhamento das sequências nucleotídicas do gene ndt1 clonado e da sequência depositada 
no banco de dados GenBank (número de acesso: XM_747055.1), com a dedução dos aminoácidos.  

 

 Ndt1b 
ATG TTT TCC GAC GGT CAC GGC AAT TCA GGA GCC ACC AGC AGC TCT  

 M                         F                             S                           D                           G                           H                          G                           N                            S                           G                           A                            T                           S                            S                           S 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c 
ATG TTT TCC GAC GGT CAC GGC AAT TCA GGA GCC ACC AGC AGC TCT 

 M                         F                             S                           D                           G                           H                          G                           N                            S                           G                           A                            T                           S                            S                           S 

Ndt1b 
GAA GAG CAG CAG ATA TCG CAG TCG AAC AAC CTT CGC TCA TCC GAC 

          E                         E                           Q                            Q                           I                           S                           Q                           S                           N                           N                           L                           A                          S                         S                            D 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                              *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                            *                                                                 *    *    *    * 

Ndt1c GAA GAG CAG CAG ATA TCG CAG TCG AAC AAC CTT CGC TCA TCC GAC 

        E                          E                            Q                            Q   I   S   Q   S   N   N   L   A   S   S   D 

Ndt1b 
ATT CAA GTT CCA CCT GAA GCT GCT TCC AGC CCC AAG TTC GTC ACA 

        I                          Q                           V                           P                          P                            E                           A                           A                            S                         S                             P                          K                          F                           V                            T 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c ATT CAA GTT CCA CCT GAA GCT GCT TCC AGC CCC AAG TTC GTC ACA 

 I   Q   V   P   P   E   A   A   S   S   P   K   F   V   T  

Ndt1b 
AAC CTT GAG ATA TGG TCC ACG AAG ATA CCG GAT TAC TAC GTT GCT 

        N                          L                           E                           I                           W                           S                          T                             K                          I                           P                            D                           Y                           Y                            V                            A 

 
                   *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c AAC CTT GAG ATA TGG TCC ACG AAG ATA CCG GAT TAC TAC GTT GCT 

 N   L   E   I   W   S   T   K   I   P   D   Y   Y   V   A    

Ndt1b 
CCA TTC TGC GGC GCC AGT GCG GGT GTG GCC TCT GGG ATT GTC ACA 

        P                          F                           C                           G                            A                           S                         A                           G                            V                           A                           S                           G                           I                            V                          T 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c CCA TTC TGC GGC GCC AGT GCG GGT GTG GCC TCT GGG ATT GTC ACA 

 P   F   C   G   A   S   A   G   V   A   S   G   I   V   T 

Ndt1b 
TGC CCC CTT GAT GTG ATC AAG ACG AAG CTG CAG GCA CAA GGC GGA 

        C                          P                            L                          D                           V                            I                          K                            T                          K                           L                            Q                           A                           Q                           G                           G 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c TGC CCC CTT GAT GTG ATC AAG ACG AGG CTG CAG GAC CAA GGC GGA 

C                          P                            L                         D                          V                        I                          K                           T                          K                           L                            Q                           A                           Q                           G                           G 

Ndt1b 
TTT CTC CGA CGA GGC GGC GGA GTC GTT GAG GCG AAA ACC CTT TAT 

         F                         L                           R                           R                           G                            G                          G                          V                             V                          E                            A                           K                          T                            L                           Y 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c 
TTT CTC CGA CGA GGC GGC GGA GTC GTT GAG GCG AAA ACC CTT TAT 

 F   L   R   R   G   G   G   V   V   E   A   K   T   L   Y 

Ndt1b 
CGT GGT ATG CTA GGT ACT GGG CGG ATC ATA TGG CGG CAA GAT GGA 

         R                         G                           M                           L                           G                            T                          G                          R                             I                          I                            W                           R                          Q                            D                           G 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c CGT GGT ATG CTA GGT ACT GGG CGG ATC ATA TGG CGG CAA GAT GGA 

 R   G   M   L   G   T   G   R   I   I   W   R   Q   D   G 

Ndt1b 
ATT CGG GGT CTA TAT CAA GGA TTG GGT CCC ATG CTC TTG GGA TAT  

 I                         R                           G                           L                           Y                           Q                           G                           L                           G                            P                           M                           L                          L                           G                            Y  

 
                   *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c 
ATT CGG GGT CTA TAT CAA GGA TTG GGT CCC ATG CTC TTG GGA TAT 

 I                         R                           G                           L                            Y                            Q                        G                           L                           G                            P                           M                           L                          L                            G                           Y   

Ndt1b 
CTG CCT ACG TGG GCC GTA TAT TTG GCT GTT TAT GAC CGA TCT CGA 

       L                           P                           T                           W                           A                            V                           Y                           L                           A                           V                           Y                          D                           R                         S                          R 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c 
CTG CCT ACG TGG GCC GTA TAT TTG GCT GTT TAT GAC CGA TCT CGA 

        L                          P                            T                           W   A   V   Y   L   A   V   Y   D   R   S   R 
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Ndt1b 
GAA TAC TTC TAC GAA ACC ACC GTG ACT AAT CCA ATC TGG GTC ATT 

        E                          Y                           F                          Y                          E                            T                           T                           V                            T                            N                            P                           I                            W                           V                            I 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c 
GAA TAC TTC TAC GAA ACC ACC GTG ACT AAT CCA ATC TGG GTC ATT  

 E   Y   F   Y   E   T   T   V   T   N   P   I   W   V   I 

Ndt1b 
AAA ACG CGG CTT ATG TCA CAG AGC CTC AAG TCC AAC AGT GAA GGC 

        K                          T                           R                           L                           M                           S                          Q                             S                             L                          K                            S                         N                            S                            E                          G 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c AAA ACG CGG CTT ATG TCA CAG AGC CTC AAG TCC AAC AGT GAA GGC 

 K   T   R   L   M   S   Q   S   L   K   S   N   S   E   G  

Ndt1b 
TAC ACG GCT CCA TGG CAG TAC TCA AGC ACT TGG GAT GCA GCC CGC 

        Y                          T                             A                           P                            W                           Q                         Y                           S                            S                           T                           W                           D                           A                            A                          R 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c TAC ACG GCT CCA TGG CAG TAC TCA AGC ACT TGG GAT GCA GCC CGC 

 Y   T   A   P   W   Q   Y   S   S   T   W   D   A   A   R 

Ndt1b 
AAA ATG TAC AGG ATC GAA GGG ATT AGG TCA TTT TAT TCT GGG CTG 

        K                          M                            Y                          R                           I                            E                         G                            I                          R                           S                            F                           Y                           S                           G                           L 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c AAA ATG TAC AGG ATC GAA GGG ATT AGG TCA TTT TAT TCT GGG CTG 

 K   M   Y   R   I   E   G   I   R   S   F   Y   S   G   L 

Ndt1b 
ACC CCC GCG TTA CTC GGC TTA ACG CAC GTC GCT ATT CAA TTC CCG 

         T                         P                           A                           L                           L                            G                          L                          T                             H                          V                            A                           I                          Q                            F                           P 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c ACC CCC GCG TTA CTC GGC TTA ACG CAC GTC GCT ATT CAA TTC CCG 

 T   P   A   L   L   G   L   T   H   V   A   I   Q   F   P 

Ndt1b 
CTA TAC GAA TAC TTG AAG ATG GCC TTT ACT GGG TAC GGG ATA GGG 

         L                         Y                           E                           Y                           L                            K                            M                          A                            F                          T                            G                           Y                          G                            I                           G 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c CTA TAC GAA TAC TTG AAG ATG GCC TTT ACA GGG TAC GGG ATA GGG 

 L   Y   E   Y   L   K   M   A   F   T   G   Y   G   I   G 

Ndt1b 
GAA CAT CCT GAT AAC GGT GGC TCT CAC TGG ATT GGC ATA TCC TGT  

 E                         H                           P                           D                           N                             G                         G                             S                           H                            W                           I                           G                          I                           S                            C  

 
                  *                                                        *                                                               *                                                               *                                                                *                                                                    *                                                                *                                                           *                                                              *                                                                   *                                   *                                                                    *    *    *    * 

Ndt1c 
GAA CAT CCT GAT AAC GGT GGC TCT CAC TGG ATT GGC ATA TCC TGT 

 E                           H                          P                            D                          N                            G                           G                           S                           H                            W                           I                           G                           I                            S                           C   

Ndt1b 
GCG ACA TTC CTA AGC AAA GTT TGT GCC AGC ACT TTA ACC TAC CCG 

       A                           T                           F                              L                          S                            K                           V                           C                           A                           S                           T                           L                           T                         Y                            P 

 
                *                                                             *                                                                *                                                                  *                                                              *                                                                *                                                                *                                                             *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c 
GCG ACA TTC CTA AGC AAA GTT TGT GCC AGC ACT TTA ACC TAC CCG 

        A                          T                            F                             L   S   K   V   C   A   S   T   L   T   Y   P 

Ndt1b 
CAT GAA GTG CTA CGG ACA AGA CTT CAG ACA CAG CAA AGA ACA TCT 

        H                            E                           V                             L                          R                            T                           R                           L                            Q                         T                             Q                          Q                          R                           T                            S 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c CAT GAA GTG CTA CGG ACA AGA CTT CAG ACA CAG CAA AGA ACA TCT 

 H   E   V   L   R   T   R   L   Q   T   Q   Q   R   T   S  

Ndt1b 
CCA GCG CCT TCT CCA GAA GGT ATC TCA TTT CGT GGA GGG CTA GAT 

        P                          A                            P                           S                           P                            E                           G                           I                          S                            F                             R                           G                         G                            L                          D 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c CCA GCG CCT TCT CCA GAA GGT ATC TCA TTT CGT GGA GGG CTA GAT 

 P   A   P   S   P   E   G   I   S   F   R   G   G   L   D 

Ndt1b 
CAC CCA CAA GAC CGC GGG CGG CCT CCA GGA GCG GCT TCA TCG GAC 

        H                            P                            Q                           D                           R                          G                            R                          P                            P                           G                            A                           A                          S                           S                           D 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 
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Ndt1c 
CAC CCA CAA GAC CGC GGG CGG CCT CCA GGA GCG GCT TCA TCG GAC 

 H   P   Q   D   R   G   R   P   P   G   A   A   S   S   D 

Ndt1b 
GGC ATG CCC AAC CGC CCT CGG TAT ACG GGC GTG ATC CGT ACA TGT 

        G                            M                            P                         N                             R                          P                        R                              Y                           T                           G                            V                           I                           R                           T                           C 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c GGC ATG CCC AAC CGC CCT CGG TAT ACG GGC GTG ATC CGT ACA TGT 

 G   M   P   N   R   P   R   Y   T   G   V   I   R   T   C 

Ndt1b 
CAG ACC ATC CTG AGG GAG GAA GGC TGG CGC GCA TTC TAC TCC GGC 

         Q                           T                           I                           L                           R                            E                          E                          G                             W                          R                            A                           F                          Y                            S                           G 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c CAG ACC ATC CTG AGG GAG GAA GGC TGG CGC GCA TTC TAC TCC GGC 

 Q   T   I   L   R   E   E   G   W   R   A   F   Y   S   G 

Ndt1b 
ATC GGG GTG AAT CTA TTC CGG GCT GTG CCG GCT GCC ATG ACC ACA 

         I                         G                           V                           N                           L                            F                            R                           A                             V                          P                            A                           A                          M                            T                           T 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c 
ATC GGG GTG AAT CTA TTC CGG GCT GTG CCG GCT GCC ATG ACC ACA 

 I   G   V   N   L   F   R   A   V   P   A   A   M   T   T 

Ndt1b ATG CTT ACA TAC GAG TAT CTC CGT AAG CTG ATC GGT CAC TTG CAA 

         M                            L                           T                           Y                           E                            Y                          L                          R                             K                          L                            I                           G                          H                            L                           Q 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c ATG CTT ACA TAC GAG TAT CTC CGT AAG CTG ATC GGT CAC TTG CAA 

 M   L   T   Y   E   Y   L   R   K   L   I   G   H   L   Q 

Ndt1b CAT GAG GGA GAG ATG AAG CTG CGC ATG GCA AAT GAT AGA GAA ATA 

         H                         E                           G                           E                             M                           K                            L                             R                         M                           A                           N                           D                            R                         E                           I 

 
                         *                                                        *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                              *                                                                 *                                                         *                                                                         *    *    *    * 

Ndt1c CAT GAG GGA GAG ATG AAG CTG CGC ATG GCA AAT GAT AGA GAA ATA 

 H   E   G   E   M   K   L   R   M   A   N   D   R   E   I 

Ndt1b GCC TTG CTG CAG CAG GAT GAG TAA  

         A                         L                              L                           Q                           Q                            D                          E                          Stop                      

 
                                                                                                               *                                                                  *                                                               *                                                              *                                                                *                                                                *                                                          *                                                               

Ndt1c GGC TTG CTG CAG CAG GAT GAG TAA  

 G   L   L   Q   Q   D   E   Stop 

ndt1c – sequência clonada;    ndt1b – sequência depositada no GenBank. 
Em verde a troca de uma adenina por uma guanina;  
Em azul a troca de uma timina por uma adenina;  
Em rosa a troca de uma citosina por uma guanina.  
Os asteriscos representam os aminoácidos idênticos, houve apenas a troca de um aminoácido, uma 
alanina por uma glicina. 

Após confirmar que a sequência do gene ndt1 clonada em vetor pDONR, estava 

correta, o DNA plasmidial do clone selecionado foi submetido a reação de 

recombinação com o vetor pcDNA3.1/nV5-DEST™. As bactérias E.coli DH10β foram 

transformadas, e selecionadas na presença do antibiótico ampicilina. Os clones 

selecionados foram submetidos a reação de PCR de colônia para confirmar a 

recombinação. A figura 10 apresenta a eletroforese em gel de agarose dos produtos 

da PCR de colônia da construção ndt1/pcDNA obtidos a partir dos clones de bactéria. 

Todos os clones selecionados foram positivos, apresentaram a amplificação do gene 

ndt1 com o tamanho esperado.  
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Figura 10. Produtos da PCR de colônia após transformação das bactérias com a construção 
ndt1/pcDNA. Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) em tampão TAE. A seta indica o produto de PCR 
com o tamanho esperado, 1.194 pb.  
M: Marcador 1 Kb DNA Plus (Invitrogen);  1-5: Clones positivos.   
  

O DNA plasmidial do clone 3 foi extraído e submetido a reação de sequenciamento. 

A sequência obtida a partir dessa clonagem foi a mesma apresentada na figura 9 e 

tabela 1, dessa forma, o DNA plasmidial foi utilizado para transfecção das células 

HEK293.  

 

4.2. Knockdown do gene SLC25A13 utilizando shRNA em células HEK293 

O gene SLC25A13 codifica a proteína citrina, a deficiência dessa proteína causa 

CTLN2. Para mimetizar as condições da CTLN2 in vitro utilizamos a técnica de shRNA, 

para redução da expressão do gene que codifica a citrina. As células transduzidas 

foram selecionadas na presença do antibiótico puromicina durante 15 dias. Em 

seguida, essa linhagem denominada como linhagem estável foi utilizada nos 

experimentos. A figura 11 apresenta a eletroforese em gel de agarose em condição 

desnaturante do RNA total extraído das linhagens HEK293, sh (knockdown para o 

gene da citrina), e shControle, ambos após o tratamento com a DNase, foi observado 

a presença das bandas correspondentes as subunidades 28S e 18S do RNA 

ribossômico, sem arrastes, demonstrando um RNA íntegro (Figura 11). 
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Figura 11. RNA total extraído das células HEK293 após o tratamento com a DNase. Eletroforese em 
gel de agarose 1% (p/v) em condição desnaturante. As setas indicam as bandas correspondentes as 
subunidades do RNA ribossomal 28S e 18S. 
1 – RNA total das células HEK293; 
2 – RNA total das células sh, com knockdown do gene SLC25A13;  
3 – RNA total das células shControle.  

 

O RNA extraído foi utilizado para a síntese do cDNA. A expressão do gene 

SLC25A13 foi analisado por qRT-PCR. A figura 12 apresenta a expressão relativa do 

gene SLC25A13, houve uma redução de 56% na expressão do gene SLC25A13 (sh) 

comparado com as linhagens HEK293 e shControle. A linhagem shControle, é uma 

construção da partícula lentiviral controle (shRNA Controle) não possuindo nenhum 

alvo específico no genoma das células, porém, é utilizada para controlar todas as 

variáveis experimentais. Essa linhagem apresentou o mesmo nível de expressão do 

gene SLC25A13 que a linhagem HEK293. O nível dos transcritos foi normalizado pelo 

gene constitutivamente expresso, β-actina.  

 

 

 

 

 

        1     2      3        
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Figura 12. Análise da expressão relativa do gene SLC25A13 nas diferentes linhagens: HEK293, 
shControle e sh. O nível dos transcritos do gene SLC25A13 foram normalizados pelo nível dos 
transcritos do gene da β-actina. O gráfico representa a média ± erro padrão de três experimentos 
independentes.  
  

Em seguida, analisamos o nível da proteína citrina em mitocôndrias isoladas de 

células HEK293 utilizando a técnica de Western blot e anticorpo primário anti-

SLC25A13 (citrina). A figura 13 apresenta a imagem do Western blot, e mostra que 

houve uma redução no nível da proteína citrina apenas na linhagem sh quando 

comparada com as linhagens HEK293 e shControle. A linhagem shControle 

apresentou os mesmos níveis da proteína citrina que a linhagem HEK293.  

   

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Análise do Western blot de mitocôndria isolada das linhagens HEK293, shControle e sh. A 
proteína citrina (74 kDa) apresentou redução apenas na linhagem sh. A proteína VDAC (31 kDa) foi 
utilizada como proteína housekeeping. Imagem representativa. Resultados similares foram obtidos de 
três experimentos independentes.  

 

4.3. Expressão heteróloga da proteína Ndt1 de A. fumigatus em células HEK293 

e HEK293 com deficiência da citrina 

Após a obtenção das linhagens estáveis com o knockdown do gene SLC25A13 que 

codifica a citrina, foi realizada a transfecção das células com a construção ndt1/pcDNA 

e com o vetor pcDNA vazio (pcDNAØ), como controle, utilizando o reagente PolyFect 
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(Qiagen). As células foram selecionadas por 15 dias na presença do antibiótico 

geneticina. Em seguida, a expressão da proteína recombinante Ndt1 foi confirmada 

pela análise de Western blot, utilizando anticorpo primário anti-V5, uma vez que o 

vetor de expressão utilizado adiciona na porção N-terminal um epítopo com 9 ou 14 

aminoácidos, GKPIPNPLLGLDST, que é reconhecido por esse anticorpo. A figura 14 

apresenta o Western blot do extrato proteico total das células HEK293, e mostra que 

todas as linhagens que foram transfectadas com a construção ndt1/pcDNA 

apresentam a banda correspondente a proteína Ndt1, 44 kDa, confirmando a sua 

expressão. Enquanto, as células transfectadas com o vetor vazio (pcDNAØ) não 

apresentam banda correspondente a proteína Ndt1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Análise do Western blot do extrato proteico total das linhagens obtidas. A proteína Ndt1 (44 
kDa) foi marcada utilizando anticorpo primário anti-V5, e a proteína foi detectada apenas nas linhagens 
transfectadas com a construção ndt1/pcDNA. A proteína β-actina (42 kDa) foi utilizada como proteína 
housekeeping. Imagem representativa. Resultados similares foram obtidos de três experimentos 
independentes. 

 

Transportadores mitocondriais são codificados pelo DNA nuclear e após a síntese 

e processamento no citosol são endereçados para as mitocôndrias. A proteína Ndt1 

estava sendo expressa, porém, para confirmar se a mesma estava sendo endereçada 

corretamente para as mitocôndrias das células de mamífero, foi realizado isolamento 

das mitocôndrias, e em seguida, o Western blot. A figura 15 apresenta o Western blot 

de mitocôndrias isoladas. Novamente, apenas as linhagens transfectadas com a 

construção ndt1/pcDNA apresentaram a banda com o tamanho esperado, 44 kDa, 

correspondente a proteína Ndt1. Confirmando dessa forma, que a proteína estava 

44 kDa – Ndt1 (V5) 

42 kDa – β-Actina 
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sendo expressa e endereçada corretamente para as mitocôndrias de células de 

mamíferos.  

 

            
            
            
            
            
            
            
            
            
            
            
            
            
            
            

Figura 15. Análise do Western blot de mitocôndria isolada das linhagens obtidas. A proteína Ndt1 (44 
kDa) foi marcada utilizando anticorpo primário anti-V5, e a proteína foi detectada apenas nas linhagens 
transfectadas com a construção ndt1/pcDNA. A proteína VDAC (31 kDa) foi utilizada como proteína 
housekeeping. Imagem representativa. Resultados similares foram obtidos de três experimentos 
independentes. 

Em seguida, foi a realizada a microscopia confocal das linhagens celulares. A figura 

16 apresenta as imagens obtidas com a microscopia confocal. As linhagens 

transfectadas com a construção ndt1/pCDNA [Ndt1; sh/Ndt1 e shC/Ndt1 (shControle)] 

apresentaram co-localização da proteína Ndt1 com as mitocôndrias marcadas com 

MitoTracker, cor laranja no painel merge. Enquanto, as linhagens transfectadas com 

o vetor vazio [Controle; sh/Controle e shC/Controle (shControle)] não apresentaram 

expressão da proteína Ndt1, bem como, não apresentaram co-localização com as 

mitocôndrias. As marcações em verde observadas nessas células são devido a 

marcação inespecífica e background, não é possível observar a cor laranja resultado 

da sobreposição das cores vermelha (mitocôndrias) e verde (proteína Ndt1).  

 

 

 

 

 

 

44 kDa – Ndt1 (V5) 

31 kDa – VDAC 
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Figura 16. Microscopia confocal das linhagens obtidas. As imagens da sobreposição (merge, cor 
laranja) apresentam a co-localização da proteína Ndt1 com as mitocôndrias. As imagens apresentam: 
DAPI, núcleo (azul); MitoTracker, mitocôndrias (vermelho); Anticorpo primário Anti-V5 e anticorpo 
secundário anti-mouse Alexa Fluor 555, proteína Ndt1 (verde); Merge, sobreposição das marcações. 
Objetiva de imersão de 63x, zoom óptico 3x. Barra de escala, 30 µM.   
Controle – células transfectadas com o vetor pcDNA vazio, controle;  
Ndt1 – células transfectadas com a construção ndt1/pcDNA;  
sh/Controle – células com knockdown da citrina e transfectadas com o vetor pcDNA vazio;  
sh/Ndt1 - células com knockdown da citrina e transfectadas com a construção ndt1/pcDNA; 
shC/Controle – células transduzidas com o shControle e transfectadas com o vetor pcDNA vazio;  
shC/Ndt1 - células transduzidas com o shControle e transfectadas com a construção ndt1/pcDNA. 

 

DAPI MitoTracker Ndt1 (V5) Merge 

Controle 

Ndt1 

sh/Controle 

sh/Ndt1 

shC/Controle 

shC/Ndt1 
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A tabela 2 apresenta todas as linhagens celulares obtidas nesse trabalho.  

 

Tabela 2. Linhagens celulares obtidas nesse trabalho.  

Linhagem Celular Transdução Transfecção 

Controle - vetor pcDNA vazio (pcDNAØ) 

Ndt1 - ndt1/pcDNA 

shC/Controle shRNA controle vetor pcDNA vazio (pcDNAØ) 

shC/Ndt1 shRNA controle ndt1/pcDNA 

sh/Controle shRNA SLC25A13 vetor pcDNA vazio (pcDNAØ) 

sh/Ndt1 shRNA SLC25A13 ndt1/pcDNA 

 

4.4. Similaridades entre as proteínas citrina e Ndt1 

A família de transportadores mitocondriais apresentam algumas características 

altamente conservadas durante a evolução. A figura 17 apresenta o alinhamento das 

proteínas Ndt1 de A. fumigatus e da citrina isoforma 1 e 2, presente em humanos. As 

sequências estão depositadas no GenBank sob número de acesso: XP_752148.1, 

NP_001153682.1 e NP_055066.1, respectivamente. O alinhamento apresenta as 

duas isoformas da proteína citrina, disponível no banco de dados, a diferença entre 

as isoformas é de apenas um aminoácido. Em rosa, estão os aminoácidos altamente 

conservados entre as proteínas, sublinhado estão as sequências de assinatura de 

transferência de energia mitocondrial, do inglês METS (mitochondrial energy transfer 

signature). Os METS são de extrema importância para caracterizar e classificar os 

transportadores mitocondriais, como pertencentes a essa família de proteínas. As 

caixas cinzas e pretas, indicam as seis hélices transmembranas presentes nas 

proteínas, Ndt1 e citrina, respectivamente. As hélices são importantes para o 

ancoramento dos transportadores mitocondriais na membrana mitocondrial interna, e 

a presença dessas hélices é outra característica presente na família de 

transportadores mitocondriais.  
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Figura 17. Alinhamento das sequências de aminoácidos das proteínas Ndt1 de A. fumigatus 
(XP_752148.1), citrina isoforma 1 (NP_001153682.1) e isoforma 2 (NP_055066.1). Em rosa estão 
indicados os aminoácidos altamente conservados entre as proteínas; sublinhado estão as três 
sequências correspondentes aos METS; as caixas cinzas indicam as hélices transmembranas 
presentes na proteína Ndt1, enquanto as caixas pretas indicam as hélices transmembranas presentes 
nas isoformas da citrina.    
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A figura 18 apresenta a modelagem estrutural das proteínas citrina isoforma 1 e 2 

(Figura 18A e 18B), e Ndt1 (Figura 18C). Ambas proteínas, citrina e Ndt1 não 

apresentam peptídeo sinal, dessa forma, o endereçamento dessas proteínas para as 

mitocôndrias ocorre devido à presença de sequência sinalizadora interna. A proteína 

citrina apresenta sete hélices transmembranas, responsáveis pelo ancoramento 

dessa proteína na membrana mitocondrial interna. Enquanto, a proteína Ndt1 

apresenta apenas seis hélices transmembrana. O tamanho dessas hélices é 

conservado entre as proteínas. Ambas proteínas apresentam hélices com tamanhos 

muito próximos, o tamanho dessas hélices varia de 22 a 28 aminoácidos. As únicas 

exceções presentes, são a hélice transmembrana 7 na proteína citrina com 16 

aminoácidos, e a hélice transmembrana 3 na proteína Ndt1 com 17 aminoácidos. No 

entanto, as principais mutações encontradas em pacientes com CTLN2 são 

encontradas nos loops da proteína citrina. Esses loops são sequências de 

aminoácidos que não são conservados entre as espécies, no caso das proteínas 

analisadas. Na proteína citrina existe uma grande variedade de tamanho dos loops, 

entre 19 e 30 aminoácidos, enquanto na proteína Ndt1 os tamanhos variam entre 26 

e 59 aminoácidos, sendo que o loop 2 apresenta apenas 7 aminoácidos. Não há 

relatos de mutações presentes nos loops da proteína Ndt1.   
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Figura 18.  Modelagem estrutural das proteínas citrina isoformas 1 e 2, e Ndt1, utilizando 
o software Phyre2. MMI – Membrana Mitocondrial Interna. 
A – Proteína Citrina isoforma 1, número de acesso: NP_001153682.1 
B – Proteína Citrina isoforma 2, número de acesso:  NP_055066.1 
C – Proteína Ndt1, número de acesso: XP_752148.1 
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4.5. Análise do metabolismo celular 

  4.5.1. Determinação das concentrações celular e mitocondrial de NADH, NAD+, 

e razão NADH/NAD+ 

A principal forma de entrada de equivalentes redutores nas mitocôndrias de 

mamíferos é através da lançadeira malato-aspartato. Em organismos como A. 

fumigatus, leveduras e plantas, a entrada desses equivalentes redutores pode ocorrer 

através de outras proteínas, como o Ndt1. Dessa forma, a atividade da proteína Ndt1 

pode promover um aumento nas concentrações mitocondriais de NAD+. Para avaliar 

se a expressão de Ndt1 em células de mamíferos altera o balanço redox, foi realizada 

a quantificação das concentrações celulares totais de NADH, NAD+ e da razão 

NADH/NAD+. A figura 19 apresenta as concentrações desses equivalentes redutores. 

A figura 19A e B apresentam o aumento nas concentrações de NAD+ e NADH, 

respectivamente, nas linhagens expressando a proteína Ndt1 (Ndt1, shC/Ndt1 e 

sh/Ndt1) e nas células com deficiência da citrina (sh/Controle e sh/Ndt1). Nas células 

transfectadas com o pcDNAØ (Controle) e shC/Controle não há diferença nas 

concentrações de NAD+ e NADH, respectivamente. A razão NADH/NAD+ aumentou 

nas células com deficiência da citrina da citrina (sh/Controle), porém, a expressão da 

proteína Ndt1 reduziu os valores dessa razão (Figura 19C). A linhagem Ndt1 

apresenta um aumento na razão NADH/NAD+.  
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Figura 19. Concentração de NAD+, NADH e razão NADH/NAD+ celular total. A deficiência da citrina e 
a expressão de Ndt1 alteram as concentrações de NAD+, NADH e da razão NADH/NAD+ celular total.  
A – Concentração de NAD+;    B – Concentração de NADH;    
C – Razão NADH/NAD+.  
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína celular total. Os gráficos representam 
média ± erro padrão de três experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle; #, p < 0,01 versus 
sh.  

 

Em seguida, para determinar quanto a proteína Ndt1 e a deficiência da citrina 

contribuem para alteração do pool de NAD+ e NADH nas mitocôndrias, foi quantificado 

esses cofatores em mitocôndrias isoladas de células HEK293. A figura 20 apresenta 
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as concentrações de NAD+, NADH e a razão NADH/NAD+ em mitocôndrias isoladas 

das linhagens celulares obtidas nesse trabalho. A figura 20A e B mostra que todas as 

linhagens que expressam a proteína Ndt1 apresentam um aumento nas 

concentrações desses equivalentes redutores (Ndt1, shC/Ndt1 e sh/Ndt1). A razão 

NADH/NAD+ também foi alterada em todas as linhagens expressando a proteína Ndt1, 

as quais apresentaram aumento na razão NADH/NAD+ mitocondrial (Figura 20C). A 

deficiência da citrina reduziu a razão NADH/NAD+ mitocondrial.  
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Figura 20. Concentração de NAD+, NADH e razão NADH/NAD+ em mitocôndrias isoladas. A expressão 

de Ndt1 altera as concentrações de NAD+, NADH e da razão NADH/NAD+ em mitocôndrias isoladas.  
A – Concentração de NAD+;    B – Concentração de NADH;    
C – Razão NADH/NAD+.  
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína mitocondrial. Os gráficos representam 
média ± erro padrão de três experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle; #, p < 0,01 versus 
sh.  

 

4.5.2. Determinação do metabolismo oxidativo e via glicolítica  

Para determinar o metabolismo celular das linhagens foram analisadas as taxas de 

consumo de oxigênio (OCR) e a acidificação extracelular (ECAR), utilizando 

equipamento SeaHorse XF24 Analyzer. OCR é um indicador de respiração 
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mitocondrial e, o ECAR é em grande parte resultado da glicólise. As taxas são 

determinadas em tempo real utilizando um volume pequeno, aproximadamente 2 µL 

do meio de cultura, acima da monocamada celular dentro da microplaca. A respiração, 

OCR, e a excreção de prótons, ECAR (glicólise) causam mudanças rápidas e 

facilmente determinadas nas concentrações de oxigênio dissolvido e prótons livres na 

microcâmara, que são medidos a cada poucos segundos por sondas sensoras em 

estado sólido.  

Os gráficos referentes as linhagens transduzidas com o shControle são 

apresentados no apêndice, uma vez que essas linhagens celulares apresentaram 

resultados similares as linhagens controle e Ndt1. A figura 21 apresenta a respiração 

mitocondrial nas linhagens celulares em meio com glicose, 5 mM (Figura 21A e B) ou 

25 mM (Figura 21C e D). Em ambas condições, a respiração basal das células 

expressando a proteína Ndt1 (Ndt1 e sh/Ndt1) é menor quando comparado com a 

linhagem controle. No entanto, a linhagem sh/Controle, deficiente da citrina, apresenta 

respiração menor quando comparada com as demais linhagens em meio de cultura 

com glicose 5 mM. Porém, a expressão da proteína Ndt1 foi capaz de aumentar a 

respiração basal nas células com deficiência da citrina (sh/Ndt1). A adição de 

oligomicina, um inibidor da ATP sintase, apresenta um consumo de oxigênio 

independente da fosforilação oxidativa, escape de prótons. Em ambas condições de 

cultura, meio com glicose 5 mM e 25 mM, as células apresentaram os mesmos valores 

de escape de prótons que as células controle. A adição de CCCP, desacoplador da 

cadeia respiratória, apresenta a respiração máxima ou OCR máximo. Em ambas as 

condições, as células apresentaram o mesmo perfil, mostrando uma redução da 

capacidade respiratória comparado com as células controle. No entanto, a expressão 

de Ndt1 aumentou essa taxa em células com deficiência da citrina e em meio com 

glicose 5 mM. Finalmente, a adição de rotenona, inibidor do complexo I, e antimicina 

A, inibidor do complexo III, demonstra o consumo de oxigênio independente da 

respiração mitocondrial. Nestes experimentos, foi observado uma redução 

significativa dessa taxa apenas em meio de cultura com glicose 5 mM. Em meio de 

cultura com glicose 25 mM, as células apresentaram o mesmo perfil. 
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Figura 21. OCR em células com deficiência da citrina e expressando a proteína Ndt1. A respiração 
mitocondrial foi determinada pelo OCR após a adição sequencial de oligomicina (oligo) 3 µM, CCCP 1 
µM, rotenona (Rot) 1 µM acrescido com antimicina A (AA) 1 µM.  
A – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;  
C – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle; # p < 0,01 versus sh.  

 

As células foram cultivadas em meio de cultura suplementado com piruvato 2 mM, 

e nas concentrações de glicose descritas anteriormente. Em meio de cultura com 

glicose 5 mM (Figura 22A e B), as linhagens celulares apresentaram redução na 

respiração mitocondrial comparada com a linhagem controle, o mesmo perfil foi 

observado após adição de todos os inibidores. A proteína Ndt1 foi capaz de recuperar 

a respiração mitocondrial nas linhagens celulares com deficiência da citrina (sh/Ndt1). 
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Em meio de cultura com glicose 25 mM, as linhagens Ndt1 e sh/Controle 

apresentaram redução na respiração mitocondrial basal, e após a adição dos 

inibidores não houve diferença quando comparado com a linhagem controle. Porém, 

a linhagem sh/Ndt1, apresentou valores de respiração mitocondrial maiores que a 

linhagem controle. A expressão de Ndt1 e a suplementação de piruvato aumentou a 

respiração mitocondrial. De forma geral, a suplementação de piruvato reduziu a 

respiração mitocondrial quando comparado com os experimentos realizados sem 

suplementação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



85 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. OCR em células com deficiência da citrina e expressando a proteína Ndt1, suplementação 
com piruvato 2 mM. A respiração mitocondrial foi determinada pelo OCR após a adição sequencial de 
oligomicina (oligo) 3 µM, CCCP 1 µM, rotenona (Rot) 1 µM acrescido com antimicina A (AA) 1 µM. 
A – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;  
C – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle; # p < 0,01 versus sh.  
 

A figura 23 apresenta OCR das linhagens celulares com a suplementação do 

aminoácido aspartato 2 mM. As figuras 23A e B apresentam os valores de OCR 

utilizando meio de cultura com glicose 5 mM, e mostra que todas as linhagens 

apresentaram redução nos valores de respiração mitocondrial (respiração basal, 

escape de prótons e respiração máxima), porém, a respiração não mitocondrial não 

apresentou alteração entre as linhagens. No entanto, a linhagem sh/Ndt1 apresentou 

aumento da respiração basal, escape de elétrons e respiração máxima quando 
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comparada com a linhagem sh/Controle. Dessa forma, a expressão de Ndt1 foi capaz 

de recuperar a respiração mitocondrial nas células com deficiência da citrina. Em meio 

de cultura com glicose 25 mM, as linhagens celulares apresentaram respiração 

mitocondrial menor que em meio de cultura com glicose 5 mM. Apenas a linhagem 

sh/Controle apresentou redução na respiração mitocondrial basal quando comparado 

com a linhagem controle, no entanto, a expressão da proteína Ndt1 foi capaz de 

aumentar essa taxa quando comparada com a linhagem sh/Controle. Em meio de 

cultura com glicose 5 mM, as células apresentaram respiração mitocondrial similar aos 

valores obtidos com a suplementação de piruvato. 
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Figura 23. OCR em células com deficiência da citrina e expressando a proteína Ndt1, suplementação 
com aspartato 2 mM. A respiração mitocondrial foi determinada pelo OCR após a adição sequencial de 
oligomicina (oligo) 3 µM, CCCP 1 µM, rotenona (Rot) 1 µM acrescido com antimicina A (AA) 1 µM. 
A – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;  
C – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle; # p < 0,01 versus sh.  
 

Arginina 2 mM também foi utilizada para suplementar os meios de cultura utilizados 

para os experimentos de consumo de oxigênio. A figura 24 apresenta a respiração 

mitocondrial após a suplementação com arginina em meios de cultura com glicose 5 

mM ou 25 mM. Todas as células apresentaram redução na respiração basal em meio 

de cultura com glicose 5 mM. No entanto, apenas as linhagens sh/Controle e sh/Ndt1 

apresentaram redução nos parâmetros de escape de prótons e respiração máxima, 
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enquanto a respiração não mitocondrial não apresentou alteração nas linhagens 

quando comparada com a linhagem controle. A suplementação com arginina, foi 

capaz de melhorar a respiração mitocondrial nas células com deficiência da citrina, 

porém a expressão da proteína Ndt1 nessas células não aumentou todas as taxas da 

respiração mitocondrial, apenas aumentou a respiração máxima. No entanto, foi 

observado um perfil diferente quando meio de cultura com glicose 25 mM foi utilizado. 

A linhagem Ndt1 apresentou aumento em todas as taxas analisadas, enquanto a 

linhagem sh/Controle apresentou redução da respiração mitocondrial, todos os 

parâmetros analisados apresentaram redução. A linhagem sh/Ndt1 apresentou 

maiores valores de respiração mitocondrial, e foi capaz de recuperar todas as taxas 

analisadas na linhagem com deficiência da citrina. Em comparação com as demais 

suplementações, o uso de piruvato e arginina (2 mM) foram capazes de recuperar 

melhor a respiração mitocondrial em células com deficiência da citrina.  
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Figura 24. OCR em células com deficiência da citrina e expressando a proteína Ndt1, suplementação 

com arginina 2 mM. A respiração mitocondrial foi determinada pelo OCR após a adição sequencial de 
oligomicina (oligo) 3 µM, CCCP 1 µM, rotenona (Rot) 1 µM acrescido com antimicina A (AA) 1 µM. 
A – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;  
C – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle; # p < 0,01 versus sh.  

 

A glicólise foi medida através da quantificação da taxa de acidificação extracelular 

(ECAR) no meio de cultura, após a secreção de ácido lático por unidade ao longo do 

tempo após a sua conversão em piruvato (Wu et al., 2007). A glicose é usada para 

alimentar a glicólise, as primeiras leituras do equipamento é chamada de glicólise 
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basal ou ECAR basal. A adição de oligomicina, diminui a razão ADP/ATP e direciona 

o metabolismo para glicólise. A adição de oligomicina corresponde a capacidade 

glicolítica das células, ou glicólise máxima. A adição de 2-deoxiglicose (2-DG), um 

análogo da glicose inibe a glicólise por meio da sua ação na enzima hexoquinase, um 

passo limitante da glicólise. A 2-DG é fosforilada pela hexoquinase em 2-deoxiglicose-

fosforilada (2-DG-P), esse produto não pode ser metabolizado pela glicose-6-fosfato 

isomerase (GPI). Dessa forma, a adição de 2-DG fornece a medida do ECAR não-

glicolítico. Todas as taxas foram calculadas segundo TeSlaa e Teitell (2014), onde:  

⎯ Glicólise = ECAR basal – ECAR após adição de 2-DG;  

⎯ Capacidade glicolítica= ECAR após adição de oligo-ECAR após adição de 

2-DG;  

⎯ Acidificação não-glicolítica= ECAR após adição de 2-DG. 

Os experimentos de determinação de glicólise foram realizados em meio de cultura 

com glicose 5 mM ou 25 mM.  

A figura 25 apresenta o ECAR das células em meio de cultura com glicose 5 mM 

(Figura 25A e B) e glicose 25 mM (Figura 25C e D). Em meio de cultura com glicose 

5 mM, as células com deficiência da citrina (sh/Controle) apresentaram redução na 

glicólise, em todas as taxas analisadas. A expressão da proteína Ndt1, linhagens Ndt1 

e sh/Ndt1, aumentou a glicólise e a capacidade glicolítica comparado com a linhagem 

controle, porém não houve diferença após a adição de 2-DG, acidificação não-

glicolítica. Em meio de cultura com glicose 25 mM (Figura 25C e D), não houve 

redução na glicólise na linhagem sh/Controle. No entanto, nas células expressando 

Ndt1 houve aumento na glicólise e novamente, a linhagem sh/Ndt1 apresentou 

aumento na glicólise comparada com as células sh/Controle. Estes resultados 

demonstram que, em ambas as condições de cultura (glicose 5 mM ou 25 mM), a 

expressão de Ndt1 recupera a glicólise em linhagens com deficiência da citrina.  
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Figura 25. ECAR em células com deficiência da citrina e expressando a proteína Ndt1. A glicólise foi 

determinada pelo ECAR após a adição sequencial de oligomicina (oligo) 3 µM e 2-deoxiglicose (2DG) 
100 mM. 
A – ECAR em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em A;  
C – ECAR em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle; # p < 0,01 versus sh.  

 

A adição de piruvato 2 mM em meio de cultura com glicose 5 mM ou 25 mM, 

respectivamente, também alterou a via glicolítica nas linhagens. A figura 26 apresenta 

o ECAR na presença de piruvato. Em meio de cultura com glicose 5 mM (Figura 26A 

e B), as células expressando a proteína Ndt1 não apresentaram diferença na via 

glicolítica comparada com a linhagem controle. As células com deficiência da citrina 

apresentaram redução significativa em todas as taxas analisadas, glicólise, 
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capacidade glicolítica e acidificação não-glicolítica, comparada com a linhagem 

controle. No entanto, a expressão da proteína Ndt1 nas células com deficiência da 

citrina (sh/Ndt1) aumentou os valores de glicólise e capacidade glicolítica comparado 

com as células controle e sh/Controle. Entretanto, apenas a acidificação não-glicolítica 

apresentou aumento comparado com a linhagem sh/Controle.  

A análise da via glicolítica na presença de glicose 25 mM é apresentada na figura 

26C e D. Nessa condição, a adição de piruvato reduziu a via glicolítica (glicólise, 

capacidade glicolítica e acidificação não-glicolítica) em todas linhagens analisadas, 

Ndt1, sh/Controle, sh/Ndt1 comparado com a linhagem controle. Porém, a expressão 

da proteína Ndt1 na linhagem com deficiência da citrina foi capaz de recuperar a via 

glicolítica.  
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Figura 26. ECAR em células com deficiência da citrina e expressando a proteína Ndt1, suplementação 

com piruvato 2 mM. A glicólise foi determinada pelo ECAR após a adição sequencial de oligomicina 
(oligo) 3 µM e 2-deoxiglicose (2DG) 100 mM. 
A – ECAR em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em A;  
C – ECAR em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle; # p < 0,01 versus sh.  
 

A figura 27 apresenta o ECAR em meio de cultura com glicose 5 mM ou 25 mM e 

suplementado com aspartato 2 mM. A figura 27A e B, apresenta o ECAR em glicose 

5 mM, e mostra que a expressão da proteína Ndt1 (Ndt1 e sh/Ndt1) aumentou a 

glicólise e a capacidade glicolítica comparado com a linhagem controle. Na linhagem 

sh/Controle não houve diferença nas taxas analisadas, enquanto, a expressão de 

Ndt1 nas células com deficiência da citrina foi capaz de aumentar a taxa glicolítica.  
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Em meio de cultura com glicose 25 mM e aspartato 2 mM, as linhagens 

apresentaram resultados diferentes dos obtidos no meio de cultura com glicose 5 mM. 

As linhagens, Ndt1, sh/Controle e sh/Ndt1 apresentaram redução na glicólise e 

capacidade glicolítica, porém apenas a linhagem sh/Controle apresentou redução na 

acidificação não-glicolítica. A expressão de Ndt1 nas células com deficiência da citrina 

aumentou a via glicolítica comparada com a linhagem sh/Controle.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



95 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. ECAR em células com deficiência da citrina e expressando a proteína Ndt1, suplementação 
com aspartato 2 mM. A glicólise foi determinada pelo ECAR após a adição sequencial de oligomicina 
(oligo) 3 µM e 2-deoxiglicose (2DG) 100 mM. 
A – ECAR em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em A;  
C – ECAR em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle; # p < 0,01 versus sh.  
 

A figura 28 apresenta o ECAR em meio de cultura com glicose 5 mM ou 25 mM, e 

suplementação com arginina 2 mM. A figura 28A e B apresenta o ECAR em meio de 

cultura com glicose 5 mM. A expressão de Ndt1 aumentou a glicólise e a capacidade 

glicolítica nas linhagens Ndt1 e sh/Ndt1 comparado com a linhagem controle. A 

linhagem sh/Controle não apresentou diferença na via glicolítica, no entanto, a 

expressão de Ndt1 foi capaz de aumentar a via glicolítica nas células com deficiência 

da citrina. Em meio de cultura com glicose 25 mM (Figura 28C e D), a linhagem Ndt1 

não apresentou diferença na glicólise e na acidificação não-glicolítica, foi observado 

0

50

100

150

200

250

Controle           Ndt1      sh/Controle    sh/Ndt1

*
**
##

#

E
C

A
R

 (
m

p
H

/m
in

/m
g
 p

ro
te

ín
a
)

Glicólise 
Capacidade Glicolítica 
Acidificação Não-glicolítica 

0

50

100

150

200

250

Controle           Ndt1      sh/Controle    sh/Ndt1

***

***

** **

***

E
C

A
R

 (
m

p
H

/m
in

/m
g
 p

ro
te

ín
a
)

Glicólise 
Capacidade Glicolítica 
Acidificação Não-glicolítica 

A B 

C D 

0

50

100

150

200

250

300

Controle

sh/Controle

Ndt1

sh/Ndt1

30 60 90

Tempo (minutos)

E
C

A
R

 (
m

p
H

/m
in

/m
g
 p

ro
te

ín
a
) Oligo 2DG 

0

50

100

150

200

250

300

Controle

sh/Controle

Ndt1

sh/Ndt1

30 60 90

Tempo (minutos)

E
C

A
R

 (
m

p
H

/m
in

/m
g
 p

ro
te

ín
a
) Oligo 2DG 



96 
 

uma redução apenas na capacidade glicolítica. A linhagem sh/Controle apresentou 

redução no ECAR basal e na capacidade glicolítica. Porém, a expressão da proteína 

Ndt1 nas células com deficiência da citrina (sh/Ndt1) apresentou redução na glicólise 

e na capacidade glicolítica comparado com a linhagem controle, mas essa proteína 

foi capaz de recuperar a via glicolítica em células com deficiência da citrina. A 

expressão de Ndt1 aumentou a glicólise, a capacidade glicolítica e a acidificação não-

glicolítica.  
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Figura 28. ECAR em células com deficiência da citrina e expressando a proteína Ndt1, suplementação 
com arginina 2 mM. A glicólise foi determinada pelo ECAR após a adição sequencial de oligomicina 
(oligo) 3 µM e 2-deoxiglicose (2DG) 100 mM. 
A – ECAR em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em A;  
C – ECAR em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus controle; # p < 0,01 versus sh.  
 

Nossos dados em conjunto de respiração mitocondrial e via glicolítica, sugerem que 

ocorre uma mudança metabólica de respiração mitocondrial para aumento da 

atividade da via glicolítica nas células expressando a proteína Ndt1. A expressão 

dessa proteína em células com deficiência da citrina foi capaz de recuperar a 

respiração mitocondrial e a atividade glicolítica que está prejudicada (sh/Ndt1). Em 

meio de cultura com glicose 5 mM, a análise da respiração mitocondrial e atividade 

glicolítica ficaram melhores, uma vez que, as taxas apresentaram melhores diferenças 
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entre as linhagens celulares nessa condição. A suplementação do meio de cultura 

com piruvato ou arginina melhoram a respiração mitocondrial e a atividade glicolítica.  

Como algumas linhagens celulares apresentaram diferenças na atividade glicolítica 

comparada com a linhagem controle, foi determinado a concentração de lactato 

extracelular após 72 horas de cultura, e nas mesmas condições de cultura utilizadas 

nos experimentos de ECAR, em meio de cultura com glicose 5 mM ou 25 mM, e as 

diferentes suplementações, piruvato, aspartato e arginina (2 mM).   

A figura 29 apresenta a concentração de lactato em meio de cultura com glicose 5 

mM (Figura 29A) e glicose 25 mM (Figura 29B). A linhagem com deficiência da citrina 

(sh/Controle), apresentou redução na concentração de lactato comparado com a 

linhagem controle. Porém, a expressão de Ndt1 em ambas as linhagens (Ndt1 e 

sh/Ndt1), apresentou aumento na concentração de lactato comparado com a linhagem 

controle e sh/Controle. Nessas linhagens, os valores de lactato são praticamente duas 

vezes maiores após 72 horas. A expressão de Ndt1 em células com deficiência da 

citrina aumentou a produção de lactato, corroborando nossos dados de atividade 

glicolítica, onde essa proteína foi capaz de recuperar a glicólise em células com 

deficiência da citrina. Em meio de cultura com alta concentração de glicose (Figura 

29B), as linhagens controle e sh/Controle apresentaram as mesmas concentrações 

de lactato. Novamente, as células Ndt1 e sh/Ndt1 apresentaram maiores 

concentrações de lactato comparada com as demais linhagens, controle e sh/Controle, 

respectivamente, aproximadamente duas vezes mais lactato que as células controle. 

Em meio de cultura com glicose 25 mM, as células apresentam maiores 

concentrações de lactato quando comparadas com meio de cultura com glicose 5 mM.  
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Figura 29. Concentração de lactato extracelular em células com deficiência da citrina e expressando a 
proteína Ndt1.  
A – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM.  
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus controle; # p < 0,01 versus sh. 
 

A figura 30A apresenta a concentração de lactato em meio de cultura com glicose 

5 mM e piruvato 2 mM. As células com deficiência da citrina (sh/Controle) 

apresentaram uma menor concentração de lactato comparado com a linhagem 

controle. As linhagens controle, Ndt1 e sh/Ndt1 não apresentaram diferença na 

concentração de lactato, mas as células sh/Ndt1 apresentaram mais lactato que as 

demais linhagens.   

A figura 30B apresenta a concentração de lactato em meio de cultura com glicose 

25 mM e piruvato 2 mM. As linhagens controle, Ndt1 e sh/Ndt1 não apresentaram 

nenhuma diferença na concentração de lactato, mas as células com deficiência da 

citrina (sh/Controle) apresentaram redução na concentração de lactato.  
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Figura 30. Concentração de lactato extracelular em células com deficiência da citrina e expressando a 
proteína Ndt1, suplementação com piruvato 2 mM.  
A – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM.  
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus controle; # p < 0,01 versus sh.  
 

A figura 31 apresenta a concentração de lactato em meio de cultura com glicose 5 

mM ou 25 mM, e suplementação com aspartato 2 mM. A figura 31A apresenta a 

concentração de lactato em meio de cultura com glicose 5 mM, as células sh/Controle 

apresentam uma redução na concentração de lactato. A linhagem Ndt1 apresenta um 

aumento na concentração de lactato, enquanto, a linhagem sh/Ndt1 não apresenta 

diferença na concentração de lactato comparado com a linhagem controle, mas houve 

um aumento quando comparada com a linhagem sh/Controle. A figura 31B apresenta 

a concentração de lactato em meio de cultura com glicose 25 mM, não há diferença 

na concentração de lactato nas linhagens controle, Ndt1 e sh/Ndt1, no entanto, a 

linhagem sh/Controle apresenta as menores concentrações de lactato. A expressão 

de Ndt1 nas células com deficiência da citrina, aumentou a concentração de lactato 

no mesmo nível que as células controle.  
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Figura 31. Concentração de lactato extracelular em células com deficiência da citrina e expressando a 
proteína Ndt1, suplementação com aspartato 2 mM.  
A – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM.  
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus controle; # p < 0,01 versus sh.  
 

A concentração de lactato em meios de cultura com suplementação de arginina 2 

mM, e diferentes concentrações de glicose é apresentada na figura 32. Não houve 

diferença na concentração de lactato nas linhagens controle e sh/Controle. Apenas a 

linhagem Ndt1 apresentou uma concentração de lactato maior que as demais 

linhagens. As células com deficiência da citrina (sh/Ndt1) que expressam Ndt1 não 

apresentaram aumento de lactato, e apresentaram a mesma concentração que as 

linhagens controle e sh/Controle. A figura 32B apresenta as concentrações de lactato 

em meio de cultura com glicose 25 mM e arginina 2 mM. As células da linhagem 

controle e Ndt1 apresentaram a mesma concentração de lactato, houve redução 

apenas nas linhagens sh/Controle e sh/Ndt1 comparada com a linhagem controle. No 

entanto, a expressão da proteína Ndt1 aumentou a secreção de lactato comparada 

com as células sh/Controle. 
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Figura 32. Concentração de lactato extracelular em células com deficiência da citrina e expressando a 
proteína Ndt1, suplementação com arginina 2 mM.  
A – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM.  
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus controle; # p < 0,01 versus sh.  
 

Nossos resultados de concentração de lactato utilizando diferentes concentrações 

de glicose e suplementações (piruvato, aspartato ou arginina 2 mM) corroboram 

nossos dados de atividade glicolítica. As células com deficiência da citrina 

apresentaram redução da atividade glicolítica e redução na secreção de lactato, 

porém a expressão da proteína Ndt1 foi capaz de recuperar o metabolismo dessas 

células, o que foi acompanhado pelo aumento da concentração de lactato extracelular.  

 

4.5.3. Análise das concentrações de ureia e amônia  

A formação de ureia é um processo dependente do transporte de aspartato da 

matriz mitocondrial para o citosol. Dessa forma, em células com deficiência de citrina, 

o bombeamento de aspartato está comprometido, prejudicando a formação de 

argininosuccinato e consequentemente reduzindo a ureia produzida, bem como 

aumentando os níveis de amônia (Saheki, 2004). Assim, para validar o nosso modelo 

de CTLN2, ou seja, células com knockdown para o gene SLC25A13 que codifica a 

citrina realizamos a determinação das concentrações de ureia e amônia.  

A figura 33 apresenta as concentrações de ureia extracelular obtidas utilizando 

diferentes concentrações de glicose (5 mM ou 25 mM) e suplementações, piruvato, 

aspartato ou arginina 2 mM.    
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A figura 33A-D apresenta as concentrações de ureia em meio de cultura com 

glicose 5 mM e com as diferentes suplementações realizadas, A - não houve 

suplementação no meio de cultura, B - suplementação com piruvato 2 mM, C - 

suplementação com aspartato 2 mM e D - suplementação com arginina 2 mM. Em 

todas as condições analisadas, as células apresentaram o mesmo perfil. A linhagem 

controle e Ndt1 não apresentam diferença na concentração de ureia, enquanto, as 

células com deficiência da citrina, sh/Controle e sh/Ndt1 apresentam redução na 

concentração de ureia extracelular quando comparadas com o controle.  
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Figura 33. Concentração de ureia extracelular em células com deficiência da citrina e expressando a 
proteína Ndt1 em meio de cultura com glicose 5 mM.  
A – Sem suplementação;  
B – Suplementação com piruvato 2 mM; 
C – Suplementação com aspartato 2 mM; 
D – Suplementação com arginina 2 mM.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.  

 

A figura 34A-D apresenta as concentrações de ureia extracelular em meio de 

cultura com glicose 25 mM e diferentes suplementações, A - não houve 

suplementação, B - piruvato 2 mM, C - aspartato 2 mM e D - arginina 2 mM. Nas 

condições analisadas foi observado o mesmo perfil descrito acima, ou seja, redução 

da concentração de ureia apenas nas linhagens com deficiência da citrina, sh/Controle 

e sh/Ndt1. 
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Figura 34. Concentração de ureia extracelular em células com deficiência da citrina e expressando a 
proteína Ndt1 em meio de cultura com glicose 25 mM.  
A – Sem suplementação;  
B – Suplementação com piruvato 2 mM; 
C – Suplementação com aspartato 2 mM; 
D – Suplementação com arginina 2 mM.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.  

 

Em todas as condições analisadas, a expressão de Ndt1 e as diferentes 

suplementações realizadas, não recuperaram os níveis de ureia extracelular nas 

células com deficiência da citrina no mesmo nível que as células controle.    

Além disso, foi determinada a concentração de amônia intracelular, uma vez que a 

amônia também é um importante produto metabólico para confirmar nosso modelo in 

vitro de CTLN2. Uma vez que uma das principais alterações bioquímicas encontradas 

em pacientes com CTLN2 é a hiperamonemia, responsável pelos sintomas clínicos.   

A figura 35A-D apresenta as concentrações de amônia em meio de cultura com 

glicose 5 mM e diferentes condições de suplementação, A - sem suplementação no 

meio de cultura, B - piruvato 2 mM, C - aspartato 2 mM e D - arginina 2 mM. As células 
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com deficiência da citrina apresentaram aumento nas concentrações de amônia 

intracelular quando comparadas com as células controle e Ndt1. No entanto, as 

suplementações com piruvato, aspartato e arginina 2 mM (Figura 35B-D) reduziram 

as concentrações de amônia comparado com o meio de cultura sem suplementação 

(Figura 35A).   
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Figura 35. Concentração de amônia intracelular em células com deficiência da citrina e expressando a 
proteína Ndt1 em meio de cultura com glicose 5 mM.  
A – Sem suplementação;  
B – Suplementação com piruvato 2 mM; 
C – Suplementação com aspartato 2 mM; 
D – Suplementação com arginina 2 mM.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.  
 

A figura 36A-D apresenta as concentrações de amônia em meio de cultura com 

glicose 25 mM e diferentes suplementações, A - meio de cultura sem suplementação, 

B - piruvato 2 mM, C - aspartato 2 mM, D - arginina 2 mM. Todas as células com 

deficiência da citrina apresentaram aumento na concentração de amônia intracelular 

comparado com as células controle. A expressão de Ndt1 nas células com deficiência 

da citrina não reduziu a concentração de amônia nessas células. A suplementação 
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com piruvato ou aspartato nessa condição reduziram as concentrações de amônia 

intracelular nas células com deficiência da citrina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Concentração de amônia intracelular em células com deficiência da citrina e expressando a 
proteína Ndt1 em meio de cultura com glicose 25 mM.  
A – Sem suplementação;  
B – Suplementação com piruvato 2 mM; 
C – Suplementação com aspartato 2 mM; 
D – Suplementação com arginina 2 mM.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.  
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5 - Discussão  
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5. DISCUSSÃO 

As funções celulares dependem de inúmeros cofatores e coenzimas, dentre elas a 

coenzima NAD+, apresenta um papel central em diversas reações enzimáticas e em 

inúmeros processos celulares redox e não redox. A sua forma reduzida, NADH 

também apresenta funções essenciais para as células. Ambas, NAD+ e NADH 

desempenham papel em inúmeras vias envolvidas no metabolismo celular, tais como 

a glicólise, ciclo do ácido tricarboxílico e produção de ATP. Além disso, ambas 

apresentam funções biológicas, como modulação do metabolismo energético, 

participação na morte celular, homeostase de cálcio e expressão gênica. NAD+ é a 

precursora das demais isoformas de nicotinamida adenina dinucleotídeo, NADP+ e 

NADPH, ambas utilizadas na via pentose fosfato, assim como durante o estresse 

oxidativo. Sendo assim, a disponibilidade e compartimentalização de NAD+ nas 

células de mamíferos possui uma relação direta em praticamente todas as principais 

vias metabólicas mitocondriais.  

 

5.1. Expressão heteróloga da proteína Ndt1 e knockdown do gene SLC25A13 

que codifica a proteína citrina  

O cDNA do gene ndt1 de A. fumigatus foi utilizado para clonagem e expressão em 

célula de mamífero.   

Para a expressão da proteína Ndt1 em células HEK293 foi utilizada o vetor 

pcDNA3.1/nV5-DEST™ da plataforma de clonagem Gateway® (Invitrogen). Os mapas 

dos vetores são apresentados em Anexos. Essa plataforma possui algumas 

características que resultou na sua escolha, tais como: alta eficiência na clonagem, 

compatibilidade na obtenção de vetores de expressão e possibilidade de transferir por 

recombinação in vitro o inserto a diferentes vetores. A clonagem é dividida em duas 

reações de recombinação, a reação BP e a reação LR. Em ambas reações os sítios 

attachment (att), presentes nos vetores e no inserto são recombinados, e a partir do 

clone destino obtido é possível a expressão da proteína Ndt1 em células de mamíferos.  

Nesse estudo foi escolhido as células de mamífero HEK293, essas são células 

embrionárias de rim humano, amplamente utilizadas para expressão de proteínas 

recombinantes, uma vez que possuem a capacidade de processamento, quando 

necessário para a síntese de proteínas funcionais. Essas células são muito utilizadas 

para expressão heteróloga, porque são de fácil manutenção e propagação, alta 

eficiência de transfecção independentemente do método escolhido, e processamento 
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das proteínas recombinantes (Thomas e Smart, 2005). Além disso, não há descrição 

na literatura de modelos in vitro da CTLN2, sendo que os trabalhos publicados até o 

momento estudaram principalmente as alterações hepáticas em camundongos, uma 

vez que essas são as responsáveis pelos principais sintomas de CLTN2. No entanto, 

o rim dos pacientes com CTLN2 também é um órgão afetado pela doença. Estudos 

prévios demonstraram que o rim apresenta um papel muito importante para o 

metabolismo, atuando principalmente no metabolismo da glicose, além de participar 

em outras vias metabólicas tais como: lactato, glicerol e ácidos graxos (Stumvoll et al., 

1999). Dessa forma, a célula HEK293 foi escolhida para demonstrar as possíveis 

alterações causadas pela CTLN2 em células renais, uma vez que a funcionalidade 

desse órgão é essencial para a homeostase do organismo (Saheki e Kobayashi, 2002; 

Saheki et al., 2007; Sinasac et al., 2004; Komatsu et al., 2015).  

Após a transfecção das células HEK293 e seleção na presença de geneticina, a 

expressão da proteína Ndt1 foi confirmada por Western blot, demonstrando que a 

construção ndt1/pcDNA e a transfecção foram eficientes para a expressão heteróloga 

da proteína Ndt1 em células HEK293. Uma vez que os transportadores mitocondriais, 

como a proteína Ndt1, são proteínas codificadas pelo DNA nuclear e, após a síntese 

no citosol são processadas e endereçadas às mitocôndrias. O transporte dessas 

proteínas para as mitocôndrias pode ocorrer devido à presença de um peptídeo sinal, 

que é uma sequência de aminoácidos normalmente encontrada na porção N-terminal 

das proteínas, ou pode ocorrer através de sequências sinalizadoras internas (Palmieri 

e Pierri, 2009; Kulawiaki et al., 2012). A proteína Ndt1 não apresenta um peptídeo 

sinal na sua sequência de aminoácidos, dessa forma, seu endereçamento às 

mitocôndrias ocorre através de sinalização interna (Balico et al., 2017). As análises de 

Western blot em mitocôndrias isoladas e as imagens de microscopia confocal 

demonstraram que a proteína Ndt1 estava sendo expressa e a proteína estava 

localizada nas mitocôndrias, sugerindo que a sequência de sinalização interna 

direcionou o transportador Ndt1 de A. fumigatus para as mitocôndrias das células 

HEK293, sem a necessidade de otimização de códons para expressão em células 

humanas. 

A citrina é uma isoforma do AGC, localizada na membrana mitocondrial interna, 

essa proteína é responsável pela troca de aspartato da matriz mitocondrial por 

glutamato citosólico e um próton (H+), um processo eletrogênico (Palmieri et al., 2001). 

A citrina é encontrada principalmente nos órgãos que possuem a expressão de genes 
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envolvidos no ciclo da ureia, dessa forma, é altamente expressa no fígado, rins e 

pâncreas (Yasuda et al., 2000; Begum et al., 2002). Como mencionado anteriormente, 

o modelo de CTLN2 obtido nesse estudo é importante, uma vez que utilizamos células 

embrionárias de rim humano, um dos órgãos que possui alta expressão de citrina, 

muito importante para o metabolismo e homeostase do organismo.  

A deficiência da citrina ocorre devido a mutações no gene SLC25A13 e têm sido 

descritas inúmeras mutações, sendo que as principais são as mutações de frameshit, 

onde um nucleotídeo é trocado por outro, formando um códon de parada, e dessa 

forma, uma proteína truncada e sem atividade funcional. Além dessa mutação, outro 

tipo de mutação muito comum são as mutações onde ocorre alteração no splicing do 

gene SLC25A13, levando a deleção de éxon, perda de aminoácidos, e finalmente a 

uma proteína truncada prematuramente (Kobayashi et al., 1999; Yasuda et al., 2000). 

Em nosso modelo, utilizamos a técnica de RNA de interferência (RNAi) para obtermos 

células com deficiência da citrina. O RNAi pode ser induzido através da introdução de 

uma pequena molécula de RNA (siRNA) ou então, pela geração intracelular dessa 

molécula siRNA, a partir da expressão de precursores de curtos hairpins (sh) de RNA 

em vetores.  

No caso de shRNA, a construção deve apresentar os seguintes itens: um 

oligonucleotídeo contendo uma sequência do siRNA para o gene alvo, seguido por 

um loop de aproximadamente 9 nucleotídeos, e um reverso complementar da 

sequência de siRNA. Essas sequências são clonadas em vetores plasmidiais ou virais, 

que após a transfecção das células, expressarão endogenamente o shRNA que em 

seguida, será processado no citoplasma a siRNA. As modificações gênicas que 

utilizam shRNA possuem efeitos mais longos comparados com siRNA, uma vez que 

o shRNA é continuamente processado pelas células. Os vetores mais utilizados são 

os virais, adenovírus, adenovírus-associado ou lentivirais. Neste modelo, foi utilizado 

o shRNA clonado em vetor lentiviral, dado que esses vetores infectam ativamente as 

células em divisão e as demais células. Os vetores lentivirais são utilizados para 

expressão do shRNA em longo prazo, e para silenciamento de genes, uma vez que o 

DNA incorpora no genoma da célula hospedeira. No entanto, esses vetores podem 

apresentar toxicidade para as células associado com a expressão desregulada do 

shRNA (Manjunath et al., 2009; Rao et al., 2009; Moore et al., 2010).  

Nesse estudo foi obtido a linhagem estável com redução da expressão do gene 

SLC25A13, a qual foi obtida após a seleção das células transduzidas com puromicina, 
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sendo que a redução da expressão da citrina foi de 56%. Existem diferentes genótipos 

para a CTLN2, tais como: mutação em apenas um alelo do gene que codifica a citrina 

apresentando dessa forma, uma redução parcial nos níveis da proteína citrina; 

mutação em ambos alelos e nenhuma expressão do gene que codifica a citrina, e 

ainda pode ser encontrado mutações no gene, porém, nenhuma característica 

fenotípica da CTLN2 (Kobayashi et al., 1999; Yasuda et al., 2000). Assim, o 

knockdown do gene da citrina obtido nesse trabalho foi capaz de mimetizar algumas 

das condições bioquímicas da CTLN2.    

A citrina de mamíferos e o transportador Ndt1 de A. fumigatus pertencem à mesma 

família de proteínas, a família dos transportadores mitocondriais. Visto que ambas 

transportam substratos para a matriz mitocondrial, que serão utilizados em vias 

metabólicas relacionadas as diversas funções celulares (Wohlrab, 2005). A família de 

transportadores mitocondriais, principalmente a família SLC25, a qual a citrina 

pertence, apresenta algumas características estruturais muito importantes. Essas 

características são preservadas em proteínas da família de transportadores 

mitocondriais de outras espécies, tais como os transportadores mitocondriais Ndt1 e 

Ndt2 de S. cerevisiae e A. thaliana, e Ndt1 de A. fumigatus. Ambas proteínas 

apresentam três METS altamente conservados, que são as assinaturas de 

transferência de energia importantes para classificar os transportadores mitocondriais. 

No entanto, as sequências não são completamente conservadas, podendo ocorrer 

alguns aminoácidos diferentes, mas segundo Palmieri e colaboradores (2004), as 

sequências dos METs podem ser parcialmente modificadas em uma, duas ou até três 

repetições, como é o caso da citrina e Ndt1. Além disso, ambas possuem hélices 

transmembrana, com sequências de aminoácidos conservados, os quais são 

importantes para o correto ancoramento desses transportadores na membrana 

mitocondrial interna. A citrina apresenta sete hélices transmembrana com tamanho 

variados, enquanto, a proteína Ndt1 apresenta apenas seis hélices transmembrana 

também com tamanhos variados. Em ambos os casos não tem sido relatadas 

mutações nessas regiões (Kobayashi et al., 1999; Yasuda et al., 2000; Balico et al., 

2017).  

A proteína citrina possui em sua sequência uma região susceptível a mutações, as 

cinco principais mutações encontradas em pacientes com CTLN2 foram identificadas 

em regiões entre as hélices transmembranas (Figura 37), os loops. Esses loops 

apresentam tamanho e sequência de aminoácidos variáveis, sendo que as mutações 
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descritas nessa região provavelmente, levam a proteína a não ser endereçada 

corretamente para a membrana mitocondrial interna (Kobayashi et al., 1999), 

possivelmente essas mutações ocorrem na sequência de endereçamento da proteína 

para as mitocôndrias. A proteína Ndt1 também possui os loops, estes também 

apresentando tamanho e sequências variadas, porém não foram descritas mutações 

nessas regiões (Balico et al., 2017).  

A identidade entre a citrina e o Ndt1 é de aproximadamente 27%, sendo que as 

sequências conservadas responsáveis por essa identidade são todas as hélices 

transmembranas e consequentemente os METS. Dessa forma, as regiões que 

apresentam as mutações mais encontradas em pacientes com CTLN2 não são 

conservadas na proteína Ndt1, dessa forma, possivelmente tornando a proteína Ndt1 

menos suscetível a mutações, como as encontradas na citrina.  

As mutações encontradas em pacientes com CTLN2 podem ser devido a mutações 

do tipo hotspot, uma vez que, esse tipo de mutação é frequente em determinadas 

posições de nucleotídeos. As mutações hotspots podem refletir um mecanismo 

especifico para geração de mutações em sítios particulares, dessa forma, a análise 

desse tipo de mutação pode revelar informações sobre domínios funcionais em 

proteínas alvos (Rogozin e Pavlov, 2003). Na citrina as mutações encontradas alteram 

principalmente a inserção da proteína na membrana mitocondrial interna, dessa forma, 

as mutações afetam a sequência de sinalização da proteína para as mitocôndrias, 

gerando alterações metabólicas. Mutação do tipo hotspot foi identificada em canais 

de potássio. Essa mutação foi encontrada no domínio C-terminal na porção 

citoplasmática, sendo que, essa região está localizada logo após um loop. Essa 

mutação encontrada levou a consequências metabólicas principalmente, no domínio 

citoplasmático (Pattnaik et al., 2012). Essa mutação descrita é bem semelhante as 

mutações encontradas na citrina, causando também alterações metabólicas.  
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Figura 37. Estrutura predita da proteína citrina e as cinco principais mutações encontradas em 
pacientes com CTLN2. Adaptado de Yasuda et al., 2000.  
 

5.2. Caracterização metabólica das células HEK293 expressando a proteína Ndt1 

e com deficiência da citrina 

A CTLN2 é uma doença autossômica recessiva, de início tardio, e segundo Yasuda 

e colaboradores (2000) pode existir uma possível relação entre os efeitos da 

regulação hormonal e fatores ambientais. Nesse estudo foi possível identificar 

diferenças importantes na incidência de CTLN2 entre homens e mulheres, sendo mais 

incidente em homens. Além disso, a média de idade de início da doença em mulheres 

é maior do que em homens, ou seja, a CTLN2 acomete as mulheres mais tarde do 

que homens.   

As células HEK293 com deficiência da citrina (sh) apresentaram as principais 

alterações metabólicas da CTLN2 in vivo, tais como: aumento na concentração de 

amônia; aumento da razão NADH/NAD+ e redução/inibição da glicólise (Sinasac et al., 

2004; Saheki et al., 2007). No entanto, não foram avaliadas todas as alterações 

bioquímicas comuns em pacientes com CTLN2, como o aumento da concentração de 

citrulina, aumento na secreção de argininosuccinato e aumento da razão 

treonina/serina (Kobayashi et al., 1999; Yasuda et al., 2000).  

A citrina é importante para manutenção do ciclo da ureia, na sua ausência ocorre 

uma disfunção neste ciclo, que leva a hiperamonemia, e aumento da razão 

NADH/NAD+ citosólico. Como a glicólise e lipogênese hepática são acopladas ao 

bombeamento de NADH, no caso de aumento da razão NADH/NAD+ ocorre a inibição 

da glicólise e lipogênese (Kobayashi et al., 1999; Yasuda et al., 2000; Saheki et al., 

2002; Hayasaka et al., 2014). A função mitocondrial é muito importante para 

manutenção da homeostase e funcionamento celular, na CTLN2 alguns sintomas 
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dependem intimamente da função mitocondrial. A lançadeira-malato aspartato é a 

principal via de transporte de equivalentes redutores do citosol para a mitocôndria. 

Essa lançadeira é composta por diferentes transportadores mitocondriais, dentre eles 

o AGC (Palmieri et al., 2001). Dessa forma, a deficiência da citrina leva a um 

desequilíbrio no transporte de NADH para a matriz mitocondrial e, consequentemente 

acumulo no citosol, causando aumento na razão NADH/NAD+ citosólico. O aumento 

nessa razão pode afetar a razão ATP/ADP intramitocondrial, uma vez que essa última 

é dependente da concentração de NAD+ (La Noue e Williamson, 1971; Saheki et al., 

2002; Saheki et al., 2007). A proteína Ndt1 foi escolhida para a expressão heteróloga 

em células com deficiência da citrina, uma vez que é um transportador mitocondrial 

de NAD+ de A. fumigatus e participa do seu balanço redox.  

A expressão da proteína Ndt1 foi capaz de aumentar a concentração de NADH, 

NAD+ e da razão NADH/NAD+ nas células obtidas, esse parâmetro foi utilizado para 

determinar a atividade dessa proteína em células de mamíferos. Em células HEK293 

com deficiência da citrina houve um aumento na razão NADH/NAD+ citosólica, 

enquanto, as células que expressam a proteína Ndt1 alterou a concentração de NADH, 

NAD+ e a razão NADH/NAD+ citosólica e mitocondrial. Por outro lado, as células 

sh/Ndt1 apresentaram uma diminuição da razão NADH/NAD+.  

 O aumento de nucleotídeos de pirimidina altera o metabolismo celular e a produção 

de energia, uma vez que o NAD+ e suas formas regulam várias reações redox que 

formam o metabolismo celular compartimento específico, como a glicólise, o TCA, a 

oxidação de ácidos graxos e aminoácidos (Srivastava, 2016). A entrada de 

equivalentes redutores do citosol para as mitocôndrias através da citrina é 

indispensável para o metabolismo mitocondrial na oxidação do piruvato formado na 

glicólise. Uma vez que esse piruvato é transportado para a matriz mitocondrial e 

oxidado pela enzima piruvato desidrogenase a oxaloacetato. Esse produto será 

utilizado pelo TCA para geração de substratos redutores e manutenção do 

metabolismo mitocondrial. Além disso, o mesmo ocorre na gliconeogênese gerando 

lactato e glicerol. Dessa forma, a expressão da proteína Ndt1 em células com 

deficiência de citrina foi capaz de restabelecer o equilíbrio redox e o metabolismo 

celular, principalmente pela redução da razão NADH/NAD+ citosólica, e consequente 

aumento de NADH e NAD+ intramitocondrial.  

A taxa de consumo de oxigênio pode ser utilizada como um indicador da respiração 

mitocondrial. Em células cultivadas, a medida dos prótons produzidos indiretamente 
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através do lactato liberado pode ser utilizada como um indicador de glicólise, e é 

fornecida através do ECAR. A expressão da proteína Ndt1 recuperou o metabolismo 

celular, principalmente aumentando o OCR e ECAR nas células com deficiência de 

citrina. A proteína Ndt1 pode manter o equilíbrio redox nas células com deficiência de 

citrina, onde há alteração na lançadeira malato-aspartato, uma vez que essa proteína 

catalisa o transporte de NAD+ para a matriz mitocondrial, mantendo o balanço redox. 

Esse NAD+ será utilizado para geração de substratos oxidáveis durante o TCA, 

recuperando dessa forma a respiração mitocondrial em células com deficiência da 

citrina, onde o balanço redox está alterado.   

Estudos anteriores demonstraram que pode ocorrer toxicidade da glicose em casos 

de CTLN2, além disso esse substrato pode interferir na determinação do metabolismo 

celular (Saheki et al., 2008; Sinasac et al., 2004; Zeidler et al., 2017). Dessa forma, os 

experimentos de OCR e ECAR foram realizados utilizando duas concentrações de 

glicose, 5 mM ou 25 mM. Os resultados obtidos demonstram que as diferenças 

metabólicas ficaram mais evidentes em meio de cultura com a menor concentração 

de glicose (5 mM). Uma vez que, para avaliar processos fisiológicos, como o 

observado no modelo obtido alguns nutrientes presentes no meio de cultura ou 

estoques endógenos de substratos podem alterar a capacidade da mitocôndria em 

oxidar alguns substratos, e dessa forma não podemos observar claramente as 

alterações metabólicas. A glicose é um dos nutrientes exógenos/endógenos que 

podem influenciar na determinação do metabolismo celular, dessa forma, utilizando 

dois meios de cultura diferentes podemos obter melhores diferenças no metabolismo 

celular, visto que no meio de cultura com menor concentração de glicose, as células 

reduzem a oxidação dos estoques de glicose endógenos e aumentam a respiração 

mitocondrial utilizando a oxidação de ácidos graxos (Zeidler et al., 2017).  

A administração oral de piruvato, aspartato ou arginina tem sido utilizado no 

tratamento de pacientes com CTLN2 (Mutoh et al., 2008). Nesse sentido, foram 

realizadas suplementações com esses compostos nos meios de cultura utilizados 

nesse estudo, para análise da contribuição dessas suplementações para o 

metabolismo. O aspartato mitocondrial tem sido demonstrado como uma fonte 

preferida para a enzima ASS condensar citrulina e aspartato formando 

argininosuccinato. Na deficiência de citrina o aspartato citosólico formado a partir do 

oxaloacetato ou da asparagina pode se tornar fonte essencial (Meijer et al., 1978). A 

suplementação de piruvato, aspartato ou arginina podem ser uma alternativa 
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terapêutica para a deficiência de citrina, uma vez que estes foram capazes de 

recuperar as alterações do metabolismo. O piruvato tem sido descrito como principal 

fonte de energia nestes pacientes, e tem demonstrado capacidade aumentar o 

metabolismo celular (Hedden e Buse, 1982; Petkova et al., 2000).  

No nosso modelo, a suplementação com aspartato não foi capaz de promover uma 

melhoria na função mitocondrial, uma vez que não houve aumento nas taxas de 

respiração mitocondrial e via glicolítica, corroborando os resultados encontrados em 

ratos knockout, onde foi demonstrado que o aspartato mitocondrial não era essencial 

para a reação do ASS, e o déficit de ureogênese foi resultado da geração de aspartato 

citosólico (Moriyama et al., 2006). Essa geração de aspartato citosólico também 

poderia limitar a re-oxidação de equivalentes redutores, o que poderia explicar os 

resultados obtidos.  

A suplementação com piruvato foi mais eficiente para recuperar o metabolismo 

celular quando comparado com aspartato e arginina. Uma vez que, o piruvato 

favorece principalmente a re-oxidação mitocondrial de NADH e dessa forma, fornece 

energia para a célula. O piruvato deve ser transportado através da membrana 

mitocondrial interna para a matriz mitocondrial, onde é oxidado pela piruvato 

desidrogenase a acetil-coA, mantendo o ciclo do ácido tricarboxílico e 

consequentemente a cadeia respiratória (Kane, 2014). Em ratos com knockout de 

citrina a infusão de piruvato também melhorou o metabolismo hepático, diminuiu a 

razão lactato/piruvato, e aumentou a ureogênese (Moriyama et al., 2006; Saheki et al., 

2011).  

Nossos resultados de ECAR e concentração de lactato extracelular, demonstram 

que a expressão de Ndt1 nas células com ou sem deficiência da citrina altera a via 

glicolítica. O aumento na concentração de lactato extracelular, ocorre porque o lactato 

é formado e oxidado continuamente pelas células. A mesma célula que forma o lactato 

no citosol, oxida o mesmo na mitocôndria. Em estudo prévio VanLinden e 

colaboradores (2015) expressaram o transportador de NAD+ de A. thaliana, e 

observaram uma mudança metabólica de fosforilação oxidativa para glicólise, nossos 

dados sugerem que o mesmo ocorre quando a proteína Ndt1 de A. fumigatus foi 

expressa em células HEK293. Quando a proteína foi expressa em células com 

deficiência da citrina, essa mudança metabólica foi benéfica, uma vez que estas 

células apresentaram inibição da glicólise e a expressão de Ndt1 foi capaz de 

recuperar a glicólise nas mesmas. A redução de NAD+ a NADH mantém a glicólise, e 
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essa regeneração de NAD+ é catalisada pela lactato desidrogenase, a qual, pode levar 

a um aumento na concentração de lactato, como observado em células expressando 

a proteína Ndt1.  

Na deficiência da citrina ocorre comprometimento da síntese da ureia. Isto seria 

decorrente do comprometimento no bombeamento de aspartato mitocondrial para o 

citosol, prejudicando dessa forma a formação de argininosuccinato, e reduzindo a 

síntese de ureia e com consequente aumento nos níveis de amônia (Saheki e 

Kobayashi, 2002; Saheki et al., 2002; Saheki et al., 2007). A redução na concentração 

de ureia no meio de cultura foi observada no modelo obtido nesse estudo, assim como, 

um aumento na concentração de amônia. A expressão de Ndt1 não foi capaz de 

aumentar a síntese de ureia e reduzir a concentração de amônia através do transporte 

de NAD+ para a mitocôndria. Assim, estes dados sugerem que a redução na 

concentração de amônia podem ser regulados por outros mecanismos, além da 

redução da razão NADH/NAD+ e aumento da via glicolítica, mas pode envolver outros 

mecanismos de re-oxidação de NADH.  

No modelo in vitro de CTLN2 desse estudo, foi possível identificar e demonstrar as 

principais alterações bioquímicas que comprometem o metabolismo celular, tais 

como: aumento da razão NADH/NAD+ citosólica, inibição da glicólise, redução da 

concentração de ureia e aumento na concentração de amônia. A expressão 

heteróloga da proteína Ndt1 foi capaz de recuperar a respiração mitocondrial e 

aumentar a glicólise nas células com deficiência da citrina, melhorando dessa forma 

o metabolismo celular através do transporte de NAD+ para a matriz mitocondrial, e 

correção da razão NADH/NAD+ citosólica. No entanto, a expressão de Ndt1 não foi 

capaz de melhorar a concentração de amônia, ou seja reduzir as concentrações de 

amônia que é a principal alteração bioquímica que causa os sintomas e a morte dos 

pacientes. Nesse caso, a expressão heteróloga de Ndt1 pode ser uma alternativa para 

CTLN2, principalmente devido a melhora do metabolismo celular. 
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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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8. APÊNDICES 

8.1. OCR, ECAR e concentração de lactato das linhagens shC/Controle e 

shC/Ndt1 

As figuras 38 a 41 apresentam os dados de OCR das linhagens celulares 

shC/Controle e shC/Ndt1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. OCR em células shC/Controle e shC/Ndt1. A respiração mitocondrial foi determinada pelo 
OCR após a adição sequencial de oligomicina (oligo) 3 µM, CCCP 1 µM, rotenona (Rot) 1 µM acrescido 
com antimicina A (AA) 1 µM.  
A – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;  
C – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle.   
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Figura 39. OCR em células shC/Controle e shC/Ndt1, suplementação com piruvato 2mM. A respiração 
mitocondrial foi determinada pelo OCR após a adição sequencial de oligomicina (oligo) 3 µM, CCCP 1 
µM, rotenona (Rot) 1 µM acrescido com antimicina A (AA) 1 µM.  
A – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;  
C – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle.   
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Figura 40. OCR em células shC/Controle e shC/Ndt1, suplementação com aspartato 2mM. A 
respiração mitocondrial foi determinada pelo OCR após a adição sequencial de oligomicina (oligo) 3 
µM, CCCP 1 µM, rotenona (Rot) 1 µM acrescido com antimicina A (AA) 1 µM.  
A – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;  
C – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle.   
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Figura 41. OCR em células shC/Controle e shC/Ndt1, suplementação com arginina 2mM. A respiração 
mitocondrial foi determinada pelo OCR após a adição sequencial de oligomicina (oligo) 3 µM, CCCP 1 
µM, rotenona (Rot) 1 µM acrescido com antimicina A (AA) 1 µM.  
A – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;  
C – Respiração mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – Respiração mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle.   
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As figuras 42 a 45 apresentam os dados de ECAR das linhagens shC/Controle e 

shC/Ndt1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. ECAR em células shC/Controle e shC/Ndt1. A glicólise foi determinada pelo ECAR após a 

adição sequencial de oligomicina (oligo) 3 µM e 2-deoxiglicose (2DG) 100 mM. 
A – ECAR em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em A;  
C – ECAR em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle.  
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Figura 43. ECAR em células shC/Controle e shC/Ndt1, suplementação com piruvato 2 mM. A glicólise 

foi determinada pelo ECAR após a adição sequencial de oligomicina (oligo) 3 µM e 2-deoxiglicose 
(2DG) 100 mM. 
A – ECAR em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em A;  
C – ECAR em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle.  
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Figura 44. ECAR em células shC/Controle e shC/Ndt1, suplementação com aspartato 2 mM. A glicólise 

foi determinada pelo ECAR após a adição sequencial de oligomicina (oligo) 3 µM e 2-deoxiglicose 
(2DG) 100 mM. 
A – ECAR em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em A;  
C – ECAR em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle.  

 

 

 

 

 

 

0

50

100

150

200

250

           shC/Controle                 shC/Ndt1

*

E
C

A
R

 (
m

p
H

/m
in

/m
g
 p

ro
te

ín
a
)

Glicólise 
Capacidade Glicolítica 
Acidificação Não-glicolítica 

0

50

100

150

200

250

           shC/Controle                 shC/Ndt1

***

E
C

A
R

 (
m

p
H

/m
in

/m
g
 p

ro
te

ín
a
)

Glicólise 
Capacidade Glicolítica 
Acidificação Não-glicolítica 

A B 

C D 

0

50

100

150

200

250

300

shC/Controle

shC/Ndt1

30 60 90

Tempo (minutos)

E
C

A
R

 (
m

p
H

/m
in

/m
g
 p

ro
te

ín
a
)

Oligo 2DG 

0

50

100

150

200

250

300

shC/Controle

shC/Ndt1

30 60 90

Tempo (minutos)

E
C

A
R

 (
m

p
H

/m
in

/m
g
 p

ro
te

ín
a
)

Oligo 2DG 



151 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. ECAR em células shC/Controle e shC/Ndt1, suplementação com arginina 2 mM. A glicólise 

foi determinada pelo ECAR após a adição sequencial de oligomicina (oligo) 3 µM e 2-deoxiglicose 
(2DG) 100 mM. 
A – ECAR em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em A;  
C – ECAR em meio de cultura com glicose 25 mM;  
D – ECAR quantificado a partir dos dados obtidos em C.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle.  
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As figuras 46 e 47 apresentam a concentração de lactato extracelular linhagens 

shC/Controle e shC/Ndt1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Concentração de lactato extracelular em células shC/Controle e shC/Ndt1.  
A – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM;  
B – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM;  
C – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM e piruvato 2mM;  
D – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM e piruvato 2mM.  

Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 

erro padrão de três experimentos independentes.  
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Figura 47. Concentração de lactato extracelular em células shC/Controle e shC/Ndt1, suplementação 
com aspartato ou arginina.  
A – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM e aspartato 2 mM;  
B – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM e aspartato 2 mM;  
C – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM e arginina 2mM;  
D – Concentração de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM e arginina 2mM.  

Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 

erro padrão de três experimentos independentes.  

 

8.2. Concentração de ureia e amônia das linhagens shC/Controle e shC/Ndt1 

As figuras 48 e 49 apresentam a concentração de ureia extracelular das linhagens 

shC/Controle e shC/Ndt1.  
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Figura 46. Concentração de ureia extracelular em células shC/Controle e shC/Ndt1 em meio de cultura 
com glicose 5 mM.  
A – Sem suplementação;  
B – Suplementação com piruvato 2 mM; 
C – Suplementação com aspartato 2 mM; 
D – Suplementação com arginina 2 mM.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.  
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Figura 49. Concentração de ureia extracelular em células shC/Controle e shC/Ndt1 em meio de cultura 
com glicose 25 mM.  
A – Sem suplementação;  
B – Suplementação com piruvato 2 mM; 
C – Suplementação com aspartato 2 mM; 
D – Suplementação com arginina 2 mM.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.  
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As figuras 50 e 51 apresentam a concentração de amônia intracelular das linhagens 

shC/Controle e shC/Ndt1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50. Concentração de amônia intracelular em células shC/Controle e shC/Ndt1 em meio de 
cultura com glicose 5 mM.  
A – Sem suplementação;  
B – Suplementação com piruvato 2 mM; 
C – Suplementação com aspartato 2 mM; 
D – Suplementação com arginina 2 mM.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.  
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Figura 51. Concentração de amônia intracelular em células shC/Controle e shC/Ndt1 em meio de 
cultura com glicose 25 mM.  
A – Sem suplementação;  
B – Suplementação com piruvato 2 mM; 
C – Suplementação com aspartato 2 mM; 
D – Suplementação com arginina 2 mM.   
Os valores foram normalizados pela concentração de proteína total. Os dados representam média ± 
erro padrão de três experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.  
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8.3. Meios de Cultivo 

8.3.1. YG 

Glicose……………………………………………………... 2,0% (p/v) 

Extrato de levedura……………………………………….. 0,5% (p/v) 

Solução de elementos traços……………………………. 0,1% (v/v) 

As substâncias que compõem o meio foram dissolvidas em água destilada e o pH 

foi ajustado para 7,0. O meio foi esterilizado por calor úmido em autoclave a 120°C e 

1 kgf/cm2 por 20 minutos. Para o meio sólido (YAG) foi acrescentado ágar 2,0% (p/v) 

antes da autoclavagem.  

 

8.3.2. LB (Lúria Bertani) 

Triptona......................................................................... 1,0% (p/v) 

Extrato de levedura....................................................... 0,5% (p/v) 

NaCl.............................................................................. 1,0% (p/v) 

As substâncias que compõem o meio foram dissolvidas em água destilada e o pH 

foi ajustado para 7,0. O meio foi esterilizado por calor úmido em a 120ºC e 1 Kgf/cm2 

por 20 minutos. Para o meio sólido foi acrescentado ágar 1,5% (p/v) antes da 

autoclavagem. 

 

8.3.3. SOC 

Triptona…………………………………………………. 2,0% (p/v) 

Extrato de levedura…………………………………….. 0,5,% (p/v) 

NaCl……………………………………………………... 10,0 mmol/L 

KCl………………………………………………………. 2,0 mmol/L 

MgCl2……………………………………………………. 10,0 mmol/L 

Glicose………………………………………………….. 20,0 mmol/L 

   O meio SOB é o meio SOC sem a adição de glicose. 

As substâncias que compõem, exceto MgCl2 e glicose, foram dissolvidas em água 

destilada. O meio foi esterilizado por calor úmido em autoclave a 120ºC e 1 Kgf/cm2 

por 20 minutos. Na hora do uso, foram adicionados MgCl2 e glicose, a partir de 

soluções estoque previamente esterilizadas.  
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8.3.4. TB  

Extrato de levedura………………………………………. 2,4% (p/v) 

Triptona…………………………………………………… 1,2% (p/v) 

Glicerol……………………………………………………. 0,4% (p/v) 

KH2PO4…………………………………………………… 17,0 mmol/L 

K2HPO4…………………………………………………… 72,0 mmol/L 

As substâncias que compõem o meio foram dissolvidas em água destilada. O meio 

foi esterilizado por calor úmido em autoclave a 120ºC e 1 kgf/cm2
 

por 20 minutos. Após 

o resfriamento, foi adicionado ao meio uma solução estéril de KH2PO4 0,17 M/K2HPO4 

0,72 M previamente esterilizada.  

 

8.4. Soluções, tampões e reagentes 

8.4.1. Tampão salina fosfato (PBS) 

NaCl……………………………………………………………. 0,14 mol/L 

KCl……………………………………………………………... 2,7 mmol/L 

Na2HPO4………………………………………………………. 8,1 mmol/L 

KH2PO4………………………………………………………... 1,5 mmol/L 

As substâncias que compõem o tampão foram dissolvidas em água destilada e o 

pH foi ajustado para 7,4. O tampão foi esterilizado por calor úmido em autoclave a 

120ºC e 1 kgf/cm2 por 20 minutos. 

 

8.4.2. Tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) 

EDTA.......................................................................... 10,0 mmol/L 

Tris-acetato pH 8,0..................................................... 40,0 mmol/L 

 As substâncias que compõem o tampão foram dissolvidas em água destilada e 

o pH foi ajustado para 8,0. Em seguida o tampão foi esterilizado por calor úmido em 

autoclave a 120ºC e 1 kgf/cm2 por 20 minutos. 
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8.4.3. Tampão de amostra para DNA 

EDTA.......................................................................... 10,0 mmol/L 

Tris-HCl pH 7,5........................................................... 10,0 mmol/L 

Azul de bromofenol..................................................... 0,25% (p/v) 

Xileno Cianol FF......................................................... 0,25% (p/v) 

Orange G.................................................................... 0,25% (p/v) 

Sacarose..................................................................... 0,65% (p/v) 

 

8.4.4. Tampão de amostra para SDS-PAGE  

Β-mercaptoetanol……………………………………………    2,0% (v/v) 

Tris-HCl pH 6,8……………………………………………… 62,5 mmol/L 

Glicerol………………………………………………………. 10,0% (v/v) 

SDS…………………………………………………………... 2,0% (p/v) 

Azul de bromofenol…………………………………………. 0,1% (p/v) 

 

8.4.5. SDS-PAGE 

        Gel de empilhamento 5% 

Acrilamida/Bis-acrilamida............................................ 5,0% (p/v) 

Tris-HCl pH 6,8........................................................... 125,0 mmol/L 

SDS............................................................................ 0,1% (p/v) 

Persulfato de amônio.................................................. 0,1% (p/v) 

TEMED....................................................................... 0,1% (v/v) 

     

     Gel de separação 10% 

Acrilamida/Bis-acrilamida............................................ 10,0% (p/v) 

Tris-HCl pH 8,8........................................................... 400,0 mmol/L 

SDS............................................................................ 0,1% (p/v) 

Persulfato de amônio.................................................. 0,1% (p/v) 

TEMED....................................................................... 0,1% (v/v) 
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8.4.6. Tampão de corrida Tris-Glicina pH 8,3 

Tris-HCl pH 8,3………………………………………... 25,0 mmol/L 

Glicina………………………………………………….. 250,0 mmol/L 

SDS…………………………………………………….. 0,1% (p/v) 

 

8.4.7. Tampão de transferência 

Na2CO3………………………………………………… 50,0 mmol/L 

NaHCO3……………………………………………….. 50,0 mmol/L 

 

8.4.8. TBS-T 

Tris-HCl pH 7,6……………………………………………… 0,02 mol/L 

NaCl………………………………………………………….. 140,0 mmol/L 

Tween 20…………………………………………………… 0,1% - 0,5% (v/v) 
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9. ANEXOS 

9.1. Mapa dos vetores  

As figuras 52 e 53 apresentam os mapas dos vetores utilizados para as 

clonagens em células de mamíferos. 

 

                Figura 52. Mapa do vetor pDONR™/Zeo (Invitrogen). 

 

 

Figura 53. Mapa do vetor pcDNA3.1/nV5-DEST™ (Invitrogen). 

 

 

 

 

 

 

 


