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RESUMO

Balico, L.L.L. Expresséo heterdloga de um transportador mitocondrial de nicotinamida
adenina dinucleotideo (Ndtl) de Aspergillus fumigatus em células HEK293 com
deficiéncia da citrina. 2018. 162f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

O balango redox em mitocéndrias de mamiferos € realizado pelo transportador de
aspartato-glutamato (AGC), o qual é o principal mecanismo para 0 movimento de
equivalentes redutores na forma de NADH. A citrulinemia do tipo Il (CTLN2) € uma
doenca autossdmica recessiva de inicio tardio, causada por mutacdes no gene
SLC25A13 que codifica a citrina. A citrina € uma isoforma do transportador AGC e
catalisa o transporte de glutamato citosoélico através da troca com o aspartato
mitocondrial, o qual sera utilizado no ciclo da ureia. A CTLN2 promove uma deficiéncia
no ciclo da ureia e consequente hiperamonemia. A deficiéncia da citrina promove um
aumento da razdo NADH/NAD™ citosélica. O aumento dessa razao inibe a glicélise e
a gliconeogénese. O desenvolvimento de modelo in vitro da CTLN2 é importante para
estudos do mecanismo da doenca e de novas terapias. A expressao heteréloga de
proteinas entre diferentes reinos tem sido utilizado como uma forma de corrigir
algumas doencas mitocondriais. Estudos bioquimicos e moleculares em nosso
laboratorio demonstraram a presenca de um transportador mitocondrial de
nicotinamida adenina dinucleotideo (Ndtl) em Aspergillus fumigatus. Ndtl realiza o
transporte de NAD™ citosélico para a matriz mitocondrial, sendo dessa forma uma
proteina importante para manter o balanco redox em A. fumigatus. Assim, o objetivo
deste trabalho foi obter uma linhagem de células de mamifero HEK293 com
knockdown para o gene SLC25A13, ou seja, um modelo in vitro de CTLN2 e a
expressdo heter6loga da proteina Ndtl como uma forma de recuperacdo do
metabolismo. As células com knockdown para o gene SLC25A13 apresentaram um
aumento da razao NADH/NAD* citosolico, reducdo da glicélise, reducdo da
concentracdo da ureia e aumento da concentracdo de amoénia. A expressao de Ndtl
foi capaz de reduzir a razdo NADH/NAD™ citosélico e recuperou a atividade glicolitica.
Entretanto, a expressédo de Ndtl néo foi capaz de aumentar a concentracéo de ureia
e reduzir a concentracdo de amonia causadas pela CTLN2. Dessa forma, nossos
resultados sugerem que a expressao da proteina Ndtl em células de mamiferos
recupera o metabolismo mitocondrial e atividade glicolitica das células com CTLN2,
mas ndo melhora o ciclo da ureia e 0 aumento da concentragdo de amonia.

Palavras-chave: Citrulinemia, Mitocondria, Citrina, Transportador mitocondrial de
nicotinamida adenina dinucleotideo, 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 Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeir&o Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o 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 Il 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 (Ndtl) in
Aspergillus fumigatus. Ndtl 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 Ndtl 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 Ndtl protein was able to reduce cytosolic NADH/NAD™* ratio and
recovered the glycolytic activity. However, Ndtl protein was not able to increase the
urea concentration and reduce of ammonia concentration caused by CTLN2. Thus,
our results suggest that expression of Ndtl 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. INTRODUCAO
1.1. Citrulinemia

Em 1962, McMurray e colaboradores descreveram pela primeira vez a citrulinemia,
0s quais evidenciaram aminoaciddria em individuos com desordens neuroldgicas.
Através da andlise do perfil cromatografico observaram um aumento de citrulina na
urina € no sangue desses individuos. A citrulinemia é uma disfuncdo metabdlica
caracterizada principalmente por hiperamonemia e acumulo de citrulina nos fluidos
corporais (Saheki e Kobayashi, 2002), essa doenca também € classificada como uma
desordem do ciclo da ureia.

O ciclo da ureia € uma via de excrecao final de nitrogénio em mamiferos. A ureia
apresenta baixa toxicidade aos individuos mesmo em altas concentracdes, enquanto,
a amonia, seu precursor € altamente téxico (Leonard e Morris, 2002). O ciclo da ureia
foi descrito por Hans Krebs e foi o primeiro ciclo biolégico descoberto, e ajudou a
estabelecer o conceito para a descoberta do ciclo do &cido tricarboxilico [(TCA) Krebs,
1932]. O ciclo da ureia (Figura 1) é muito parecido com o ciclo TCA, possui poucos
intermediarios, sendo que os quatro intermediarios formados sao todos a-aminoacidos
e trés desses ndo sao encontrados em proteinas, sdo eles: ornitina, citrulina e
argininosuccinato (Krebs, 1932; Watford, 2003). A deficiéncia ou auséncia total de
atividade das enzimas do ciclo da ureia leva ao acumulo de aménia e outros
metabdlitos nos primeiros dias de vida humanos (Summar, 2001). Entretanto, existem
outras proteinas que regulam o ciclo da ureia como a ornitina translocase (ORNT1) e
citrina, ambos transportadores mitocondriais, os quais tém sido relacionados a

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

A citrulinemia pode ser classificada em trés tipos, dependendo do gene envolvido
e da idade de inicio da doenca. A citrulinemia do tipo 1 (CTLN1) ou citrulinemia
classica é caracterizada pela deficiéncia de uma enzima do ciclo da ureia no figado, a
enzima argininosuccinato sintase, que converte citrulina e aspartato em
argininosuccinato. Esse tipo de citrulinemia ocorre nos primeiros dias de vida. A
deficiéncia total dessa enzima resulta em altos niveis de citrulina, que pode causar
hiperamonemia neonatal e ser fatal para os individuos acometidos. A deficiéncia
parcial da enzima resulta em quadros patolégicos mais brandos, sendo que alguns
pacientes sdo assintomaticos e outros apresentam apenas episodios repetidos e
atenuados de hiperamonemia. A hiperamonemia leve ou cronica pode prejudicar o
desenvolvimento intelectual dos individuos (Crombez e Cederbaum, 2007).

A colestase intra-hepatica neonatal (NICCD), é um tipo de citrulinemia. Causada
pela deficiéncia do transportador citrina e ocorre em recém-nascidos ou criangas. As
apresentacoes clinicas de NICCD em criancas com idade inferior a um ano séo
diversas, tais como a colestase intra-hepatica transitéria, hepatomegalia, histérico de
baixo peso ao nascer, restricdo no crescimento, hipoproteinemia, disfuncdo hepética
variavel. NICCD nao € grave, os sintomas geralmente desaparecem apés um ano do
inicio 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 inicio tardio. A manifestacdo mais
frequente é a hiperamonemia que causa sintomas neurologicos como desorientagéo,
delirios, anormalidade comportamental como agressividade, irritagdo e hiperatividade;
sonoléncia; perda de memoaria; tremores agudos; convulsdes; coma, podendo evoluir
para edema cerebral e morte (Saheki et al., 2004). Os sintomas surgem apds 0 uso
de alcool, medicagao ou cirurgia, principalmente. Alguns individuos que apresentaram
NICCD ap6s os 20 anos podem apresentar CTLN2 com graves sintomas neurolégicos.
Normalmente, ocorre uma fase de transicdo gradual apds a NICCD até o inicio da
CTLN2, no entanto, os sintomas de CTLN2 quando surgem sao repentinos (Sakehi e
Kobayashi, 2002; Saheki e Song, 2005; Miyazaki et al., 2018).

CTLN2 é mais frequente na populagdo japonesa, onde a estimativa é que ocorra
1:100.000-230.000 individuos nascidos. Nos ultimos anos, outras populacdes do leste
asiatico, Oriente Médio, Estados Unidos e Reino Unido tém sido diagnosticadas com
essa doenca, tornando-a assim uma doenca com distribuicdo 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 doenca autossémica recessiva, causada por mutacdes no gene
SLC25A13. Este gene possui 160 kb e 18 éxons e esta localizado no cromossomo
70921.3. SLC25A13 codifica uma proteina denominada citrina que faz parte da familia
de transportador de solutos 25 (lancadeira malato-aspartato), sendo o membro 13
(Hayasaka et al., 2018). A citrina possui 675 aminoacidos e peso molecular calculado
de aproximadamente 74 kDa. A estrutura da citrina possui aproximadamente 78% de
identidade com a proteina 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 € um componente da
lancadeira malato-aspartato, a qual € um importante transportador de equivalentes
redutores para a mitocondria na forma de NADH. A citrina transporta citrulina da
mitocdndria para o citosol. A citrulina e o aspartato séo utilizados para sintese de ureia
a partir da amonia (Williamson, 1976) e alanina. Dessa forma, a deficiéncia da citrina
causa uma reducao da concentracao de citrulina e aspartato no citosol, acimulo de
amoOnia na mitocondria e bloqueio da sintese de ureia (Figura 1). Além disso, a

deficiéncia da citrina causa alteracdo na lancadeira malato-aspartato e pode levar a
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um aumento da razdo NADH/NAD®* citosolica, causando inibicdo da glicolise e
gliconeogénese, pode também prejudicar o metabolismo de alcool e a lipogénese
(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 manutencdo das concentracdes de NAD* e suas
isoformas € importante para a manutencdo do metabolismo energético e das funcdes
celulares (Ying, 2008; Di Stefano e Conforti, 2013). Em mamiferos, o NADH é capaz
de atravessar a membrana mitocondrial externa (lwata et al., 1998). Entretanto, a
membrana mitocondrial interna é impermeavel a entrada de NAD* e NADH produzidos
no citosol (Bonitz et al., 1982). A entrada de moléculas hidrofilicas pela membrana
interna é catalisada por uma familia de proteinas codificadas no nucleo e
denominadas de transportadores mitocondriais, as moléculas transportadas por essa
familia de proteinas sdo muito variadas em tamanho e estrutura (Palmieri et al., 2011).
Dessa forma, a lancadeira malato-aspartato € a principal responsavel pelas alteracées
na relagcdo NAD*/NADH em mamiferos.

No citosol, equivalentes redutores de NADH sao transferidos para oxalacetato
(OAA) produzindo malato, essa reacdo € catalisada pela enzima malato
desidrogenase citosolica e forma NAD*. O malato é transportado para a matriz
mitocondrial na troca com a-cetoglutarato, pelo transportador malato-a-cetoglutarato.
Na matriz mitocondrial, o0 malato é oxidado pela malato desidrogenase mitocondrial
formando OAA e NADH. O NADH pode transferir elétrons para a cadeia respiratéria,
enquanto, o OAA é convertido para aspartato pela transaminacdo com glutamato
através da aspartato aminotransferase mitocondrial. O aspartato sai da mitocondria
através do AGC em uma troca eletrogénica por glutamato e um préton. O aspartato
citosolico € convertido para OAA pela transaminagdo com a-cetoglutarato através da
enzima aspartato aminotransferase citosolica, completando o transporte (Bakker et al.,
2001; McKenna et al., 2006) (Figura 2).

Para que ocorra glicolise aerobica o NADH citosolico deve ser oxidado atraves da
participacdo da langcadeira malato-aspartato. A citrina também participa da glicélise
aerdbica, uma vez que essa proteina transporta NADH do citosol para mitocéndria
como um membro da lancadeira malato-aspartato (Saheki et al.,, 2002; Saheki e
Kobayashi, 2002).
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Figura 2. Lancadeira malato-aspartato. Mal — malato; OAA — oxaloacetato; Pyr — piruvato; G3P- glicerol-
3-fosfato; DHAP — diidroxiacetona fosfato; Glu — glutamato; Asp — aspartato; aKG — a-cetoglutarato;
AGC - transportador de aspartato-glutamato; OMC — transportador de oxoglutarato-malato; cMDH e
mMDH - malato desidrogenase citosolica e mitocondrial; cGPDH e mGPDH - glicerofosfato
desidrogenase citosdlica e mitocondrial; cyt — citosol; mit — mitocondria; IM — membrana mitocondrial
interna. Adaptado de Saheki e Kobayashi, 2002.

1.2. Mitocondria

Lynn Margulis propds a teoria endossimbiotica das organelas (Margulis, 1967),
onde a mitocondria teria se originado de uma endossimbiose de uma a-protobactéria,
um ancestral das células eucaridticas, ocorrido a cerca de 2 bilh6es de anos. Essa
organela de origem bacteriana foi tolerada e atua como regulador central em inmeras
funcdes celulares (Archibald, 2015).

A mitocdndria é a organela celular responsavel, através da fosforilacdo oxidativa,
pela sintese de aproximadamente 95% do ATP necessario a manutengao da estrutura
e funcdo das células (Hatefi, 1985). Além de ser a principal fonte de energia celular, a
mitocOndria esté relacionada com a producao de espécies reativas de oxigénio [EROs;
(Bertero e Maack, 2018)], captacdo de calcio (Vercesi et al., 2018), apoptose e
autofagia (Hadj-Moussa, Green e Storey, 2018; Farmer, Naslavsky e Caplan, 2018) e
como reguladora de células imunoldgicas (Meyer et al., 2018).

Na mitocondria ocorre a interconversdo da energia redox livre proveniente da
oxidacao dos substratos respiratérios em energia quimica, na forma de ATP (Mitchell,
1961). A energizacdo das mitocondrias, com substratos respiratorios gera um

gradiente eletroquimico de protons (Ap), cujo potencial elétrico de membrana (AVY) é
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de 0,1 a 0,2 V (negativo na matriz) e cuja diferenca de pH (ApH) € de uma unidade
(alcalino na matriz). Em mamiferos, o sistema responsavel pela fosforilagcdo oxidativa,
na membrana mitocondrial interna, € formado por cinco complexos enzimaticos que
incluem a cadeia respiratoria (complexo I-IV) e a FOF1-ATP sintetase (complexo V).
Durante a fosforilagdo oxidativa, os elétrons sdo removidos dos substratos oxidaveis
pela acdo de desidrogenases especificas, ligadas a NADH (substratos de sitio 1), e
transferidos a cadeia respiratdria com subsequente reducdo do oxigénio molecular.
Os equivalentes redutores séo transferidos inicialmente a NADH desidrogenase
mitocondrial (complexo 1). O succinato (substrato de complexo Il) é oxidado pela
succinato desidrogenase ligada a FAD (complexo IlI). Os complexos | e Il transferem
seus elétrons a ubiquinona (UQ), sendo os mesmos transferidos sequencialmente aos
complexos lll, citocromo ¢, complexo IV e finalmente ao oxigénio, com formacao de
agua. Os elétrons originados da beta oxidacao de &cidos graxos sao transferidos a
cadeia respiratOria através da ubiquinona (Boyer et al., 1977; Hatefi, 1985; Lehninger
et al., 1993). De acordo com a hip6tese quimiosmotica de Mitchell em associacdo com
a do acoplamento conformacional de Boyer, o fluxo de elétrons através dos complexos
[, Il e IV sdo acompanhados do bombeamento de prétons da matriz mitocondrial para
0 espaco intermembranas, gerando um gradiente eletroquimico de H*. A energia livre
liberada no retorno do H* & matriz mitocondrial induz alteracdo conformacional do
componente F1 da FoF1-ATP sintetase (complexo V), liberando o ATP formado em

seus sitios cataliticos (Mitchell, 1961; Boyer et al., 1977) (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquematica da cadeia transportadora de elétrons classica. MME -
membrana mitocondrial externa; MMI — membrana mitocondrial interna; Cit ¢ — citocromo c¢; UQ —
ubiquinona; | — complexo I; Il — complexo II; Il — complexo IlI; IV — complexo 1IV; V — complexo V.
Adaptado de Mitchell, 1961.

Fungos, leveduras, plantas e protozoarios possuem além da cadeia respiratéria
classica, uma proteina desacopladora, a qual pode ser encontrada na maioria dos
organismos (Rasmusson e Miiller, 2006) e componentes alternativos. A via alternativa
estd ausente em células de mamiferos. A mitocondria de A. fumigatus foi
caracterizada em nosso laboratdrio, demonstrando a presenca de complexos |-V,
cadeia respiratoria classica, uma proteina desacopladora (UCP) e a presenca 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 classica e alternativa. | —
Complexo |; NDE - NAD(P)H desidrogenase alternativa externa; NDI — NAD(P)H
desidrogenase alternativa interna; Il — Complexo Il; UQ — ubiquinona; AOX — oxidase
alternativa; 11l — Complexo lllI; Cit ¢ — citocromo c; IV — Complexo IV; V — Complexo V; UCP —
proteina desacopladora. Adaptado de Mitchell, 1961 e de Rasmusson e Mdller, 2006.

As NADH desidrogenases alternativas foram descritas em mitocondrias de plantas
e fungos, catalisando a mesma reacdo redox do complexo | da via classica. Essas
enzimas transferem o elétron do NADH presente na matriz mitocondrial diretamente
para a ubiquinona, porém sem o bombeamento de prétons. Além da presenca 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 transferéncia de elétrons do NAD(P)H presente no
espaco intermembranas para a ubiquinona, contornando novamente o complexo I. As
NADH desidrogenase alternativas sao insensiveis a rotenona, inibidor classico do
complexo I, mas sensiveis a flavona (Kerscher, 2000; Martins et al., 2011).

A presenca 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 oxigénio, reduzindo até agua. A oxidase
alternativa é inibida por acido salicilhidroxamico (SHAM) e acido benzilhidroxamico
(BHAM), porém, resistente ao cianeto, inibidor classico do complexo IV (Moore e
Siedow, 1991; Magnani et al, 2007; Martins et al, 2011).



42

As UCPs sdo uma classe de proteinas transportadoras de anions, localizadas na
membrana mitocondrial interna. Essas proteinas estdo presentes em mitocondrias de
tecido adiposo marrom e de alguns tecidos ndo-termogénicos em mamiferos, plantas,
fungos e protozoarios (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 proteinas transportadoras de anions dissipam o gradiente eletroquimico de
prétons gerado pela cadeia de transporte de elétrons, sem que ocorra a passagem
pelo complexo V. A UCPL1 apdés dissipar o gradiente de prétons produz calor ao invés
de ATP. Essas proteinas sdo ativadas por acidos graxos e sensiveis a nucleotideos
de purina (Jarmuszkiewicz et al., 2010; Martins et al., 2011).

As mitocdndrias além de possuirem papel central no metabolismo energético, séo
as principais fontes de espécies reativas de oxigénio (EROs) durante o transporte de
elétrons na cadeia respiratéria pode ocorrer o escape de elétrons principalmente
através do complexo | e Il (Vercesi et al., 1997; Kowaltowski et al., 2009). As EROs
possuem um papel importante em mecanismos fisiolégicos de morte celular e
sinalizacao celular. Essas vias integram completamente os compartimentos celulares
e a mitocondria para uma rapida resposta ativando uma via de sinalizacao citosélica
e, finalmente alterando a expressao génica no ndcleo celular (Yun e Finkel, 2014).
Dessa forma, alteragbes na fungdo mitocondrial tém sido associado a diversos
processos fisio-patolégicos, como Alzheimer, Parkinson, cancer, doencas
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 Krtiger, 2018; Anderson, Ghiraldeli e Pardee,
2018; de Mello et al., 2018; Panel, Ghaleh e Morin, 2018).

1.3. Transportador mitocondrial de nicotinamida adenina dinucleotideo (Ndt1)

A mitocOndria possui em sua matriz, a coenzima NADH, a qual transfere o
hidrogénio do substrato para a cadeia respiratéria. O NAD* pode estar envolvido em
funcBes regulatodrias criticas na transcricdo, atividade enzimatica e outros importantes
processos como ADP-ribosilacdo e reacdes de desacetilacdo (Herrero-Yraola et al.,
2001; Onyango et al., 2002; Du et al., 2003). Além disso, o NAD* € um substrato das
sirtuinas (SIRT/Sir2, Silent Information Regulator), que pertencem a um grupo de

deacetilases NAD* dependentes. Estas enzimas removem grupos acetil dos residuos
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de lisina em histonas, microtibulos e outras proteinas, modulando assim inimeros
eventos celulares (Lin, Kwan e Dutcher, 2010).

As enzimas envolvidas na biossintese de NAD* estdo localizadas fora da
mitocondria (Anderson et al., 2002; Yang et al., 2003). A via de biossintese 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 &acido quinolinico e pela via do &cido nicotinico,
denominada via salvage (Penfound e Foster, 1996). A via de novo inicia-se a partir do
triptofano, o qual é convertido a 4cido nicotinico mononucleotideo (NaMN) através de
seis reacdes enzimaticas e uma nao enzimatica. O NaMN converge para a via salvage
e sofre a acdo de duas nicotinamidase formando NAD* (Figura 5). Uma vez sintetizado
no citosol, o NAD* deve ser importado para o interior da mitocondria.

i De novo pathw
[ Tryptophan | P

Salvage pathway

Excration

Figura 5. Via de novo e salvage de sintese de NAD*. Npt — &cido nicotinico fosforibosiltransferase;
NaMN — &cido nicotinico mononucleotideo; Nmnat — nicotinamida mononucleotideo adenililtrasnferase;
NMN — nicotinamida mononucleotideo; INAMPT — intracelular nicotinamida fosforibosil-transferase;
NMNAM — n-metilnicotinamida; Nnmt — nicotinamida n-metiltransferase. Adaptado de Wakino,
Hasegawa e Itoh, 2015.

Em mamiferos, as alteracdes na relacdo NADH/NAD* ocorrem principalmente

através da lancadeira malato-aspartato, essa lancadeira € encontrada em inUmeros
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tecidos como figado, rim, coracéo, cérebro e células B-pancreaticas (Nielsen et al.,
2011).

Em fungos, leveduras e plantas, o NADH citosélico pode sofrer oxidagdo pelas
NADH desidrogenases alternativas externas (Martins et al., 2011), e os elétrons sé@o
transferidos para a cadeia respiratéria. Além disso, estudos identificaram e
caracterizaram duas isoformas de proteina transportadora mitocondrial de NAD* (Ndtl
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 proteinas possuem massa molecular de aproximadamente 42 e
37,5 kDa para Ndtl e Ndt2, respectivamente. Os estudos em duplos mutantes
AndtlAandt2 de S. cerevisiae mostrou um severo atraso no crescimento destes
mutantes em fontes de carbono ndo fermentaveis (Todisco et al., 2006).

Estudos prévios em nosso laboratorio foi observado que em mitocondrias de
Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis), o NAD* também induzia a formacao de
potencial de membrana mitocondrial (Martins et al., 2008), o qual podia ser dissipado
por FCCP, sugerindo a presenca de um transportador de NAD*, conforme havia sido
descrito em S. cerevisiae. Balico e colaboradores (2017) demonstraram que uma
sequéncia no genoma de A. fumigatus, que possui 32% de identidade com o gene do
transportador mitocondrial de nicotinamida adenina dinucleotideo (ndtl) de S.
cerevisiae, apresenta a mesma fungao bioquimica das proteinas Ndtl de S. cerevisiae
e A. thaliana. Através da expressao heteréloga em S. cerevisiae foi confirmado que a
proteina Ndtl de A. fumigatus foi capaz de gerar potencial de membrana mitocondrial
na presenca de NAD*, bem como transportar o NAD* exdgeno para a matriz
mitocondrial, em experimentos utilizando mitocéndrias isoladas. Além disso, essa
proteina apresentou um papel importante no crescimento e sintese da parede celular
das leveduras. Dessa forma, a entrada de NAD* do citosol para a mitocondria por
diferentes mecanismos tem sido atribuido como uma forma de resisténcia dos
microrganismos em diferentes ambientes hostis (Amora et al., 2000; Calegario et al.,
2003; Hanqing et al., 2010; Kimura et al., 2010).

1.4. Expressao heter6loga de componentes mitocondriais
As alteragOes na fosforilagdo oxidativa decorrentes de dele¢bes ou mutacbes em

genes que codificam proteinas de diferentes vias mitocondriais tém sido descritas
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como causa de inumeras doencas degenerativas, cancer e envelhecimento (Wallace,
1999; Palmieri, 2008; Schon et al., 2010).

As desordens ligadas a erros inatos do metabolismo envolvendo o sistema de
fosforilacdo oxidativa representam uma incidéncia de 1 em 5.000 nascimentos
(Thorburn, 2004). Estas desordens resultam em uma grande variedade de fenoétipos
clinicos que podem iniciar durante a infancia ou na fase adulta. Diferentes 6rgaos ou
tecidos podem ser afetados, especialmente, cérebro, coracdo e musculo esquelético,
0s quais utilizam intensamente a fosforilagao oxidativa para produgéo de ATP. Dentre
as principais deficiéncias, as disfun¢cdes no complexo | esta associado com multiplas
patologias como a neuropatia optica hereditaria de Leber (LHON), Sindrome de Leigh,
encefalopatia mitocondrial com acidose latica e episodios tipo AVC (MELAS),
Epilepsia mioclonica com ragged red fibers (MERRF), e inclui também as doencas
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 doencas apresentam uma eficiéncia
moderada (Wallace, 2005). Desta forma, encontrar estratégias capazes de reverter
essas sindromes tem sido discutida. Na ultima década, tem se demonstrado a
possibilidade de substituicdo de alguma subunidade de componentes da cadeia
respiratoria que sofreu alteragdes por uma subunidade “selvagem”, denominado de
expressao heterdloga trans-reino. Nesse caso, realiza-se a expressao heterdloga em
células humanas de subunidades dos componentes da cadeia respiratoria ou outras
proteinas mitocondriais provenientes de fungos e plantas.

A expressao da NADH desidrogenase alternativa interna 1 (NDI1) de S. cerevisiae
em ceélulas de mamiferos pode corrigir deficiéncias no complexo | (Yagi et al., 2006;
Yagi et al., 2006; Seo et al., 2006; Marella et al., 2008; Marella et al, 2009). Essa
proteina também recuperou o metabolismo de células com muta¢des que causam
neuropatia Optica hereditaria de Leber (Park, Li e Bai, 2007). Além disso, a expressao
dessa proteina em camundongos ndo causou resposta imunoldgica (Marella et al.,
2011).

Outra proteina que tem sido estudada utilizando estratégias semelhantes é a AOX,
uma proteina encontrada em plantas, protozoarios e fungos, a qual também tem sido
expressa em linhagens celulares de mamiferos que possuem alguma deficiéncia do
citocromo c oxidase (Dassa et al., 2008; Perales-Clemente et al., 2008; EI-Khoury et

al., 2013) tentando dessa forma, restaurar a atividade da cadeia respiratoria.
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O estudo dessas proteinas mitocondriais ainda tem um alto e inexplorado interesse,
uma vez que, as mesmas tém mostrado reverter alteragdes da funcéo mitocondrial e
restaurar a cadeia transportadora de elétrons. Assim, compreender a contribuicéo
desses componentes mitocondriais para o metabolismo das células pode ser
essencial para avaliar o seu papel nas doencas que causam alteracdo da
bioenergética mitocondrial em humanos. Dessa forma, a expressao do transportador
Ndt1 pode contribuir com a melhora no metabolismo das células com citrulinemia, uma
vez que o NAD* transportado para as mitocondrias seria utilizado pelo ciclo de Krebs
para sintetizar NADH e este seria utilizado pela cadeira respiratoria para geracdo de
ATP.



2 @ﬁﬂwﬁé



48

2. OBJETIVOS

Clonar e expressar o gene do transportador mitocondrial de nicotinamida adenina
dinucleotideo (ndtl) de A. fumigatus para correcéo da deficiéncia da citrina em células
human embryonic kidney 293 (HEK293, célula embrionaria de rim humano), modelo
de CTLN2.

2.1. Objetivos especificos

e Obtencédo do modelo de CTLN2 em células HEK293;

e Construcao do vetor de transfeccao contendo o gene ndtl de A. fumigatus;

e Expressédo do gene ndtl em células HEK293 e HEK293 com deficiéncia da
citrina;

e Caracterizacdo do perfil metabdlico, respiracdo mitocondrial e via glicolitica,
além de outras alteragdes bioquimicas causadas pela CTLN2 nas linhagens
celulares obtidas.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Microrganismos
3.1.1. A. fumigatus
A cepa selvagem de A. fumigatus Af293 foi cultivada em meio de cultura solido YG
[extrato de levedura 0,5% (p/v); glicose 2% (v/v); solucédo de elementos tracos 0,1%
(v/v) e agar 2% (p/v)] e incubada por 48 horas a 37°C. Os conidios de A. fumigatus
foram recuperados em PBS esterilizado pH 7,4 utilizando filtracdo em |& de vidro
autoclavada. A suspenséo de conidios foi armazenada a 4°C (Magnani et al., 2007).

Todos os meios de cultura e solucdes estao descritos no Apéndices itens 8.3 e 8.4.

3.1.2. Escherichia coli
As bactérias Escherichia coli (E. coli) DH10, foram cultivadas em meio de cultura
Laria-Bertani [LB, triptona 1% (p/v); extrato de levedura 0,5% (p/v); NaCl 1% (p/v);
elou agar 2% (p/v)] e incubadas por 16 horas a 37°C.

3.2. Extracdo de RNA e sintese do cDNA

Os conidios de A. fumigatus foram inoculados em meio de culura YG e incubado
por 16 horas a 37°C sob agitacdo de 200 rpm. O micélio foi recuperado por filtracdo a
vacuo, e macerado com almofariz e pistilo, na presenca de nitrogénio liquido, até a
obtencdo de um p6 homogéneo (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 recomendacdes do fabricante. O RNA total
extraido foi tratado com DNase 1 U, para eliminacdo de possiveis contaminacao por
DNA. Logo apds o RNA total foi purificado utilizando uma mistura de fenol:cloroférmio
(v/v) e precipitado com isopropanol. A integridade do RNA foi verificada em gel de
agarose 1% (p/v) em condicdo desnaturante de acordo com McDonnel, Simon e
Studier (1977) e modificagdes de Sambrook e Green (1989). A concentragdo dos RNA
obtidos antes e apés 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® Ill One-Step System com Platinum® Taq DNA

Polimerase (Invitrogen, ThermoFisher), seguindo as instru¢des do fabricante.
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3.3. Desenho dos oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os primers foram desenhados a partir da sequéncia completa do gene que codifica
o transportador mitocondrial de nicotinamida adenina dinucleotideo (ndtl) de A.
fumigatus, depositada no GenBank, sob numero de acesso AFUA_4G06780. Os
primers foram desenhados com sequéncias especificas para recombinacdo com vetor
de expressdo em células de mamiferos pcDNA3.1/nV5-DEST™ (Invitrogen,

ThermoFisher):
Forward:5GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGCTTGACCATGTTTTCCGACGGTCACGGCS;;
Reverse:5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTACTCATCCTGCTGCAGCAAS'.

Em negrito estd a sequéncia Kozaqg, enquanto as sequéncias attBl e attB2,
respectivamente, estdo sublinhadas.

3.4. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As reacdes de amplificacdo foram realizadas de acordo com Saiki et al. (1985),
utilizando um Termociclador Eppendorf (Mastercycler Gradient). A reacao foi iniciada
pela adicdo da enzima Taq DNA polimerase High Fidelity 5 U/uL, tampé&o 10 X High
Fidelity PCR Buffer [Tris-SO4 600 mmol/L (pH 8,9), sulfato de aménio 180 mmol/L]
(Invitrogen, ThermoFisher), e 4gua deionizada estéril para completar o volume de 50
ML.

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 extensao final de 68°C por 10 minutos. O produto amplificado
foi purificado utilizando o kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen), seguindo as
recomendacdes 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 tampao TAE 1x. As
amostras foram preparadas com tampéao de amostra e GelRed™ (Uniscience).

As corridas eletroforéticas foram realizadas na presenca de tampao TAE 1x, sob
aplicacado de corrente de 90 V e tempo variavel. Os géis foram visualizados na

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

Para a expressao em células de mamiferos, HEK293 foi utilizada a plataforma de
clonagem Gateway® (Life Technologies) devido a sua eficiéncia, e compatibilidade na
construcdo de vetores de expressdo. Além de possibilitar a transferéncia por
recombinacdo in vitro do inserto a diferentes vetores de destino com aplicagdes
distintas, conforme recomendacéo do fabricante. Inicialmente, o produto da PCR
purificado foi clonado em vetor pPDONR™/Zeo (Invitrogen, ThermoFisher) através de
reacdo de recombinacdo BP, seguindo as recomendacfes do fabricante. Nessa
reacdo ocorre a recombinacdo através de sequéncias especificas chamadas sitios
attachment (att), esses sitios estédo inseridos no vetor destino e nos primers utilizados
para amplificacdo do inserto, nesse caso o gene ndtl de A. fumigatus. Na reacdo o
sitio attP do vetor pPDNOR™ recombina com o sitio 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 DH10B 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 agitacao de
200 rpm.

Em seguida, esta subcultura foi diluida em 250 mL de meio SOB e incubada a 37°C
sob agitacdo de 200 rpm até atingir uma densidade O6ptica entre 0,4 e 0,6 em
comprimento de onda de 600 nm. ApoOs esse periodo, a cultura foi transferida para
tubos de 50 mL estéril e incubadas em gelo por 10 minutos. Logo apés 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 condi¢gdes descritas
anteriormente. Novamente, o sobrenadante foi descartado e 0 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 aliguotadas em microtubos e congeladas

imediatamente em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80°C.

3.8. Transformacéo de células de E. coli competentes
As transformacdes 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 pL 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 suspenséo foi incubada em gelo por 3
minutos e adicionado meio de cultura SOC.

Essa cultura foi incubada por 1 hora a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm. Apos este
tempo, a cultura foi semeada em meio de cultura LB sélido com o antibiotico adequado
50 pg/mL e incubada por 16 horas a 37°C.

3.9. PCR de colbnia

Para confirmagao dos clones selecionados foi realizada uma PCR de colbnia para
confirmacédo da presenca do fragmento correspondente ao gene ndtl. As condi¢des
de reacdo foram as mesmas descritas no item 3.4. Como molde foi utilizado a propria

colénia inoculada diretamente ao meio de reacao.

3.10. Sequenciamento de DNA

Os clones positivos selecionados foram inoculados em 5 mL de meio LB liquido e
incubados por 16 horas a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm. O DNA plasmidial dos
clones positivos selecionados foram extraidos utilizando o kit QlAprep® Miniprep
(Qiagen), conforme instrugbes do fabricante. O DNA plasmidial foi utilizado para
preparacdo das reacles de sequenciamento utilizando o kit Big Dye® Terminator
Cycle Sequencing (ABI Prism).

A reacdo de sequenciamento foi realizada segundo Sanger, Nicklen e Coulson
(1977), em um sequenciador automatico 3500 Genetic Analyzer (ThermoFischer), no

Centro de Sequenciamento de Acidos Nucleicos da FCFRP-USP.

3.11. Clonagem em vetor pcDNA3.1 para expressédo em células de mamifero

O DNA plasmidial do clone positivo selecionado e confirmado por sequenciamento,
foi utilizado para clonagem em vetor de expressdo pcDNA3.1/nV5-DEST™ (Invitrogen,
ThermoFisher) através de reacdo de recombinacédo LR. As bactérias E. coli DH103
foram transformadas e os clones positivos selecionados, como descrito nos itens 3.8
e 3.9, respectivamente. O DNA plasmidial foi extraido utilizando o kit QIAprep®
Midiprep (Qiagen) conforme instru¢des do fabricante e descricdo no item 3.10. E a

reacao de sequenciamento foi realizada como descrito no item 3.10.
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Na reacdo LR, novamente ocorre uma recombinacdo dos sitios att presentes no
clone de entrada e no vetor destino, nesse caso 0s sitios attL1/attL2 presentes no
clone de entrada, obtido apés a reacdo BP, recombina com os sitios attR1 e attR2
presentes no vetor pcDNA3.1/nV5-DEST™, gerando um clone destino onde é
possivel a expressao da proteina de interesse em células de mamiferos (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
concentragdo 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 solucao de antibiético
e antimicético [penicilina 100 pg/mL, estreptomicina 100 pg/mL e anfotericina B 250
pg/mL (Sigma Aldrich)]. As células foram mantidas em incubadora umidificada na

presenca de 5% de CO2a 37°C, condi¢cao padréo de cultura.

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

A reducdo dos niveis de expressado 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 particulas lentivirais.

Os plasmideos com os shRNA possuem o0 gene de resisténcia ao antibiotico
puromicina, e o gene codificante da proteina verde fluorescente (GFP). A transducao
foi realizada a partir do calculo da multiplicidade de infeccdo (MOI), onde esse € o
namero de particulas lentivirais por células, para esse experimento foi determinado
gue o MOI era de 0,5x10° particulas necessarias. Foram utilizadas 1x10° células para
cada transducdo: controle e gene SLC25A13. As células foram incubadas com as
particulas em condi¢c&o padrao de cultura por 16 horas a 37°C. No dia seguinte, 0 meio
de cultura foi trocado e as células incubadas por mais 24 horas a 37°C. ApOs esse
periodo, as células foram selecionadas com o antibi6tico puromicina 2 ug/mL durante
15 dias para obtencéo das linhagens estaveis.

As linhagens estaveis obtidas foram utilizadas nos experimentos posteriores.
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3.14. Confirmacao dareducédo da expressado do gene SLC25A13 por qRT-PCR
Para confirmacdo da reducdo dos niveis de expressdo do gene SLC25A13 foi
realizada uma PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR) conforme Semighini et al.
(2002), utilizando o kit TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) e as
sondas pré-desenhadas TagMan® gene expression assays para 0s genes humanos
SLC25A13 e B-actina (Applied Biosystems). As variacdes na concentracdo inicial de
RNA mensageiro foram corrigidas através da normalizagdo com o0 gene

constitutivamente expresso B-actina.

3.15. Transfeccdo do gene ndtl de A. fumigatus em células HEK293

A sequéncia do gene ndtl clonada em vetor pcDNA 3.1, bem como o vetor pcDNA
3.1 vazio (pcDNAQ), foram utilizadas para a transfeccdo das células HEK293
utilizando o reagente PolyFect (Qiagen), seguindo as recomendacdes do fabricante.
Brevemente, 1,2x10° células HEK293 e células com deficiéncia da citrina (células sh),
obtidas como descrito anteriormente (item 3.13), apresentando confluéncia entre 60-
80%, foram incubadas com 2 pg DNA plasmidial juntamente com o reagente PolyFect.
Em seguida, a placa foi gentiimente homogeneizada para garantir a distribuicdo
uniforme dos complexos, e incubadas por 24 horas com 5% de CO:z a 37°C. Em
seguida, o meio de cultura foi trocado e as células incubadas por mais 24 horas a
37°C. ApoOs esse periodo, as células foram selecionadas com o antibidtico geneticina
750 pg/mL durante 15 dias para obtencao das linhagens estaveis.

As linhagens estaveis obtidas foram utilizadas nos experimentos posteriores.

3.16. Western blot

As analises de Western blot foram realizadas utilizando o extrato proteico total ou
em mitocondrias 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 sonicacdo com 3 pulsos (100 Hz) de 10 segundos, com
intervalos de 30 segundos no gelo. Apos esse periodo, o lisado celular foi centrifugado
a20.800 g por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante correspondente a fracao proteica foi
coletado. A fragdo mitocondrial foi obtida como descrito por Frezza, Cipolat e Scorrano
(2007).
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As proteinas correspondentes ao extrato proteico total e a fracdo mitocondrial foram
guantificadas conforme Smith et al. (1985) utilizando o kit Pierce BCA Protein Assay
(ThermoFisher), seguindo as recomendacdes do fabricante.

Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio (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 tampéao tris-glicina, sob uma corrente de 90 V e
tempo varidvel. Em seguida, as proteinas foram transferidas para membrana de PVDF
(Towbin, Staehelin e Gordon, 1979), utilizando tampé&o de carbonato e bicarbonato de
sédio, sob aplicacdo de corrente de 350 mV e tempo de 90 minutos. Logo apos a
transferéncia as membranas foram incubadas com solugcdo de bloqueio, leite
desnatado 5% (p/v) diluido em TBS-T, por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida,
as membranas foram incubadas com anticorpos anti-V5 Tag, diluicdo 1:5.000
(Invitrogen, ThermoFisher), anti-B actina monoclonal, diluicdo 1:5.000 (Sigma Aldrich),
anti-SLC25A13, diluigdo 1:1.000 (Abcam), anti-VDAC, diluigdo 1:5.000 (Abcam), por
16 horas a 4°C. Apés esse periodo, as membranas foram incubadas com anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase por 1 hora a temperatura ambiente. A
deteccdo do imunocomplexo (antigeno-anticorpo) foi obtida apds incubagcéo 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
confirmacédo da localizacao celular da proteina recombinante Ndt1. Brevemente, 5x10°
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 laminulas e incubadas em condi¢cdo padrdo, na presenga de
5% de COz2 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 reacéo de
bloqueio utilizando solugdo 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 ap0s as
células foram incubadas com anticorpo primario anti-V5 na diluicdo 1:50 com TBS-T
mais BSA 5% (p/v) por 16 horas a 4°C. As laminulas foram lavadas com TBS-T, e

incubadas com anticorpo secundario anti-mouse Alexa Fluor® 555 (Invitrogen,
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ThermoFisher) na diluicdo de 1:1000 em TBS-T mais BSA 5% (p/v) por 2 horas a
temperatura ambiente. O nucleo das células foi marcado com DAPI 10 pg/mL por 15
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram montadas com
Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium (Sigma Aldrich) e analisadas em
microscopio confocal [aumento de 63x (zoom digital de 3x); TCS SP8; Leica

Microsystems].

3.18. Quantificacdo de NADH, NAD* e razdo NADH/NAD*

As concentracdes de NADH e NAD™* foram determinadas através de um método
fluorimétrico utilizando kit NAD/NADH (Abcam). As determinacfes foram realizadas
em um leitor de microplacas (Biotek), utilizando os comprimentos de onda de
excitacdo 540 nm e emisséo de 590 nm, por 2 horas a temperatura ambiente. Foram
utilizadas 2x10° células, para obtencéo do lisado celular como descrito pelo fabricante
do kit. As mitocéndrias foram isoladas como descrito por Frezza, Cipolat e Scorrano
(2007), e em seguida lisadas como descrito pelo fabricante do kit. A razéo
NADH/NAD* foi calculada a partir das concentracdes de NADH e NAD™.

3.19. Determinacao dataxa de consumo de oxigénio (OCR) e taxa de acidificacao
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)]. 3x10* células foram utilizadas para determinacéo do OCR e ECAR. As células
foram plagueadas em meio de cultura DMEM com concentracao de glicose 5 mM ou
25 mM, e mantidas em condi¢do padréo de cultura por 24 horas. Para determinar o
impacto de piruvato, aspartato, ou arginina no metabolismo celular, as células foram
cultivadas na presenca 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 sédio (Gibco), nas mesmas condi¢cdes descritas
acima, glicose 5 mM ou 25 mM, e suplementagbes com piruvato, aspartato ou arginina.
As células foram mantidas nesse meio sem CO:2 por 1 hora a 37°C antes de iniciar 0s
experimentos. Para determinacdo do OCR foram adicionados oligomicina 3 uM
(Sigma Aldrich), CCCP 1 uM (Sigma Aldrich), rotenona 1 pM (Sigma Aldrich) e
antimicina A 1 uM (Sigma Aldrich). Em seguida, o ECAR foi determinado na presenca
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de oligomicina 3 uM (Sigma Aldrich) e 2-deoxiglicose 100 mM (Sigma Aldrich). Todos
0os experimentos foram realizados a 37°C. A normalizacdo dos experimentos foi
realizada utilizando a concentracdo de proteina total. Todos os experimentos foram
realizados no laboratoério da Prof2. Dr2, Alicia J. Kowaltowiski do 1Q-USP.

3.20. Determinacao da concentracdo de lactato

As concentragdes de lactato foram determinadas de acordo com Savory e Kaplan
(1966) e Westgard, Lahmeyer e Birnbaum (1972). 1x10° células foram plaqueadas em
meios de cultura DMEM com glicose 5 mM ou 25 mM e suplementa¢des com piruvato,
aspartato ou arginina 2 mM. As placas foram incubadas em condicdo padrdo de
cultura por 72 horas. As concentracgdes de lactato foram determinadas utilizando o kit
Lactato Enzimético (Labtest). Todas as determinacdes foram realizadas seguindo as
recomendacdes do fabricante, e em seguida, os valores foram normalizados pela

concentracdo de proteinas.

3.21. Determinagéo da concentragédo de ureia extracelular

As concentracfes de ureia extracelular foram determinadas de acordo com
Bergmeyer (1985). 1x10° células foram plaqueadas em meios de cultura DMEM com
glicose 5 mM ou 25 mM, e suplementac¢des com piruvato, aspartato ou arginina 2 mM.
As placas foram incubadas em condi¢cdo padréo de cultura por 48 horas. O meio de
cultura foi utilizado para quantificacdo da concentracdo da ureia utilizando o kit Ureia
CE (Labtest), seguindo as recomendacdes do fabricante. Em seguida, os valores

foram normalizados pela concentracao de proteinas.

3.22. Determinagéo da concentragdo de amonia intracelular

As concentracdes de amdnia intracelular foram determinadas de acordo com Olson
e Anfinsen (1953), Mondzaac e colaboradores (1965) e Bergmeyer (1985). 1x10°
células foram plagueadas em meios de cultura DMEM com glicose 5 mM ou 25 mM,
e suplementacdes com piruvato, aspartato ou arginina 2 mM. As placas foram
incubadas em condicao padréo de cultura por 48 horas. As células foram lisadas com
o reagente CelLytic™ M (Sigma Aldrich) e sonicagcdo com 3 pulsos (100 Hz) de 10
segundos, com intervalos de 30 segundos no gelo. Apds esse periodo, o lisado celular

foi centrifugado a 20.800 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para
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quantificacdo da concentracdo de amoénia utilizando o kit Ammonia Assay (Sigma-

Aldrich). Em seguida, os valores foram normalizados pela concentracao de proteinas.

3.23. Andlise estrutural das proteinas
A analise estrutural das proteinas Ndtl de A. fumigatus e citrina de humanos foi

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

3.24. Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism
versdo 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, Califérnia, EUA). As andlises foram
realizadas utilizando o teste de variancia (ANOVA) de uma via, seguido do pos-teste

de Bonferroni. Foram consideradas diferencas significativas com p < 0,05.



4 - Resultaddes
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4. RESULTADOS
4.1. Clonagem do gene ndtl de A. fumigatus em vetor de expressao de células
de mamiferos

O gene ndtl de A. fumigatus possui 1.323 pb, ap0s o0 processamento, a sequéncia
apresenta 1.194 pb e codifica uma proteina com 397 aminoacidos e peso molecular
de 44 kDa. A figura 6 apresenta a eletroforese em gel de agarose em condi¢cao
desnaturante do RNA extraido de A. fumigatus apos o tratamento com a enzima
DNase, na qual, foi observado a presenca de duas bandas predominantes,
correspondentes as subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal, com um arraste.
Apos o tratamento com a DNase nao foi observado a presenca de uma banda acima
das bandas das subunidades do RNA ribossomal, correspondente ao DNA gendmico,
confirmando que o tratamento foi suficiente para eliminar possiveis contaminacées

com DNA gendmico.

Figura 6. RNA total extraido de A. fumigatus ap6s o tratamento com a DNase (1). Eletroforese em gel
de agarose 1% (p/v) em condicdo desnaturante. As setas indicam as bandas correspondentes as
subunidades do RNA ribossomal 28S e 18S.

O RNA extraido foi utilizado para a sintese do cDNA utilizando a enzima
transcriptase reversa. Apés a sintese do cDNA, o gene ndtl foi amplificado utilizando
os primers especificos descritos no item 3.3. A figura 7, apresenta o produto de PCR
obtido com a amplificacdo do gene ndtl a partir do cDNA de A. fumigatus. A seta

indica o produto com o tamanho esperado de 1.194 pb.
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1.000 pb

Figura 7. Produto de PCR obtido apds amplificacdo do gene ndtl de A. fumigatus a partir do cDNA.
Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) em tampéao 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 apés amplificacéo do gene ndt1.

A banda com o tamanho esperado, 1.194 pb, foi extraida do gel de agarose e
purificada, para reacao de clonagem em vetor pPDONR™/Zeo. Apos a transformacgéo
das bactérias E. coli DH103, as mesmas foram selecionadas na presenca de zeocina.
Os clones positivos foram confirmados através de reacao de PCR de col6nia. A figura
8 apresenta a amplificacdo do gene ndtl dos clones das bactérias selecionadas,

apenas o clone 3 ndo apresentou amplificacédo do gene ndtl.

M 1 2 3 4 S 6 7

1.000 pb

Figura 8. Produtos da PCR de colénia apés transformagdo das bactérias com a construgédo
ndtl/pDONR. Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) em tampdo 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 liquido para extracdo do DNA plasmidial. O DNA
plasmidial do clone 6 foi extraido e submetido a reacdo de sequenciamento. A figura
9 apresenta os alinhamentos da sequéncia clonada em vetor pDONR e a sequéncia
do gene ndtl depositada no GenBank. O clone apresentou 99% de identidade com a
sequéncia depositada no GenBank, ndo houve formacdo de codon de parada, e o
codon iniciador estava correto. A sequéncia também estava no frame de leitura correto.

Houve a troca de quatro bases nitrogenadas, porém, ocorreu a troca de apenas um
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aminoéacido (Tabela 1), uma alanina por uma glicina, ambos pertencentes ao mesmo
grupo de aminoacidos. Dessa forma, possivelmente ndo houve mudanca nas
caracteristicas da proteina, tais como ancoramento na membrana mitocondrial interna
e transporte de NAD*, uma vez que diferentes clones sequenciados apresentaram as

mesmas trocas.

ndtlc 104 ATGTTTTCCGACGGTCACGGCAATTCAGGAGCCACCAGCAGCTCTGAAGAGCAGCAGATA 163

Frrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrre et re et et e
ndtlb 1 ATGTTTTCCGACGGTCACGGCAATTCAGGAGCCACCAGCAGCTCTGAAGAGCAGCAGATA 60

ndtlc 164 TCGCAGTCGAACAACCTTGCGTCATCCGACATTCAAGTTCCACCTGAAGCTGCTTCCAGC 223

Frrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr e et e et et e
ndtlb 61 TCGCAGTCGAACAACCTTGCGTCATCCGACATTCAAGTTCCACCTGAAGCTGCTTCCAGC 120

ndtlc 224 CCCAAGTTCGTCACAAACCTTGAGATATGGTCCACGAAGATACCGGATTACTACGTTGCT 283

Frerrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrr et e et e e
ndtlb 121  CCCAAGTTCGTCACAAACCTTGAGATATGGTCCACGAAGATACCGGATTACTACGTTGCT 180

ndtlc 284 CCATTCTGCGGCGCCAGTGCGGGTGTGGCCTCTGGGATTGTCACATGCCCCCTTGATGTG 343

FErrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr et e et e et e
ndtlb 181 CCATTCTGCGGCGCCAGTGCGGGTGTGGCCTCTGGGATTGTCACATGCCCCCTTGATGTG 240

ndtlc 344 ATCAAGACGA.GCTGCAGGCACAAGGCGGATTTCTCCGACGAGGCGGCGGAGTCGTTGAG 403

FEErrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr e e et e et e e e
ndtlb 241 ATCAAGACGA'GCTGCAGGCACAAGGCGGATTTCTCCGACGAGGCGGCGGAGTCGTTGAG 300

ndtlc 404 GCGAAAACCCTTTATCGTGGTATGCTAGGTACTGGGCGGATCATATGGCGGCAAGATGGA 463

FErrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr e et e et e
ndtlb 301 GCGAAAACCCTTTATCGTGGTATGCTAGGTACTGGGCGGATCATATGGCGGCAAGATGGA 360

ndtlc 464 ATTCGGGGTCTATATCAAGGATTGGGTCCCATGCTCTTGGGATATCTGCCTACGTGGGCC 523

FEErrrrrrrrrrrr e et e e e et e e e e e e e e e e e
ndtlb 361  ATTCGGGGTCTATATCAAGGATTGGGTCCCATGCTICTTGGGATATCTGCCTACGTGGGCC 420

ndtlc 524 GTATATTTGGCTGTTTATGACCGATCTCGAGAATACTTCTACGAAACCACCGTGACTAAT 583

FEErrrrrrrrr et e et e e e e e e e e et r et e e e e
ndtlb 421  GTATATTTGGCTGTTTATGACCGATCTCGAGAATACTTCTACGAAACCACCGTGACTAAT 480

ndtlc 584 CCAATCTGGGTCATTAAAACGCGGCTTATGTCACAGAGCCTCAAGTCCAACAGTGAAGGC 643

FEErrrrrrrrr et e et e e e et e e e et e e e e e e e
ndtlb 481  CCAATCTGGGTCATTAAAACGCGGCTTATGTCACAGAGCCTCAAGTCCAACAGTGAAGGC 540

ndtlc 644 TACACGGCTCCATGGCAGTACTCAAGCACTTGGGATGCAGCCCGCAAAATGTACAGGATC 703

FEErrrrrrrrr et e et e e e e e et e e e et e e e e e e
ndtlb 541  TACACGGCTCCATGGCAGTACTCAAGCACTTGGGATGCAGCCCGCAAAATGTACAGGATC 600

ndtlc 704 GAAGGGATTAGGTCATTTTATTCTGGGCTGACCCCCGCGTTACTCGGCTTAACGCACGTC 763

FEEEErrrrrr et er et e e e e e e e et e e e e e
ndtib 601  GAAGGGATTAGGTCATTTTATTCTGGGCTGACCCCCGCGTTACTCGGCTTAACGCACGTC 660

ndtlc 764 GCTATTCAATTCCCGCTATACGAATACTTGAAGATGGCCTTTACAGGGTACGGGATAGGG 823

FEEEErrrrrr et r et e e e e e e e e e e e et e et
ndtlb 661  GCTATTCAATTCCCGCTATACGAATACTTGAAGATGGCCTTTACIGGGTACGGGATAGGG 720

ndtlc 824 GAACATCCTGATAACGGTGGCTCTCACTGGATTGGCATATCCTGTGCGACATTCCTAAGC 883

FEErrrrrrrrr et e e e e e et e e e e e e e e e e e e
ndtlb 721  GAACATCCTGATAACGGTGGCTCTCACTGGATTGGCATATCCTGTGCGACATTCCTAAGC 780

ndtlc 884 AAAGTTTGTGCCAGCACTTTAACCTACCCGCATGAAGTGCTACGGACAAGACTTCAGACA 943

FErrrrrrrrrrerrr et e e e e e e e e e e e e e e e
ndtlb 781  AAAGTTTGTGCCAGCACTTTAACCTACCCGCATGAAGTGCTACGGACAAGACTTCAGACA 840

ndtlc 944 CAGCAAAGAACATCTCCAGCGCCTTCTCCAGAAGGTATCTCATTTCGTGGAGGGCTAGAT 1003

FErrrrrrrrrrerrrerrr e e e e e e e e e e e e e e e e
ndtlb 841  CAGCAAAGAACATCTCCAGCGCCTTCTCCAGAAGGTATCTCATTTCGTGGAGGGCTAGAT 900
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CGGATCATATGGCGGCAAGATGGAATTCGGGGTCTATATCAAGGATTGGGTCCCATGCTC

Errrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e et e e e e e e
CGGATCATATGGCGGCAAGATGGAATTCGGGGTCTATATCAAGGATTGGGTCCCATGCTC

TTGGGATATCTGCCTACGTGGGCCGTATATTTGGCTGTTTATGACCGATCTCGAGAATAC

Errrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e et e e e e e e
TTGGGATATCTGCCTACGTGGGCCGTATATTTGGCTGTTTATGACCGATCTCGAGAATAC

TTCTACGAAACCACCGTGACTAATCCAATCTGGGTCATTAAAACGCGGCTTATGTCACAG

Errrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e et e e e e e e
TTCTACGAAACCACCGTGACTAATCCAATCTGGGTCATTAAAACGCGGCTTATGTCACAG

AGCCTCAAGTCCAACAGTGAAGGCTACACGGCTCCATGGCAGTACTCAAGCACTTGGGAT

Errrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e et e e e e e e
AGCCTCAAGTCCAACAGTGAAGGCTACACGGCTCCATGGCAGTACTCAAGCACTTGGGAT

GCAGCCCGCAAAATGTACAGGATCGAAGGGATTAGGTCATTTTATTCTGGGCTGACCCCC

rrrrrrrrrrrerrrrr e et e e e e et e e e e e e e
GCAGCCCGCAARATGTACAGGATCGAAGGGATTAGGTCATTTTATTCTGGGCTGACCCCC

GCGTTACTCGGCTTAACGCACGTCGCTATTCAATTCCCGCTATACGAATACTTGAAGATG

PErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e
GCGTTACTCGGCTTAACGCACGTCGCTATTCAATTCCCGCTATACGAATACTTGAAGATG

GCCTTTACAGGGTACGGGATAGGGGAACATCCTGATAACGGTGGCTCTCACTGGATTGGC

LErrrrer rrrrrerrrrrrerrrrrr et ettt et r e
GCCTTTACTGGGTACGGGATAGGGGAACATCCTGATAACGGTGGCTCTCACTGGATTGGC

ATATCCTGTGCGACATTCCTAAGCAAAGTTTGTGCCAGCACTTTAACCTACCCGCATGAA

PErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrerrr e e et b e e
ATATCCTGTGCGACATTCCTAAGCAAAGTTTGTGCCAGCACTTTAACCTACCCGCATGAA

GTGCTACGGACAAGACTTCAGACACAGCAAAGAACATCTCCAGCGCCTTCTCCAGAAGGT

PErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e
GTGCTACGGACAAGACTTCAGACACAGCAAAGAACATCTCCAGCGCCTTCTCCAGAAGGT

ATCTCATTTCGTGGAGGGCTAGATCACCCACAAGACCGCGGGCGGCCTCCAGGAGCGGCT

LEErrrrerrrrrrerrrrrrerr e et r ettt e
ATCTCATTTCGTGGAGGGCTAGATCACCCACAAGACCGCGGGCGGCCTCCAGGAGCGGCT

TCATCGGACGGCATGCCCAACCGCCCTCGGTATACGGGCGTGATCCGTACATGTCAGACC

LEErrrrerrrrrrerrrrrrer et e et r et e
TCATCGGACGGCATGCCCAACCGCCCTCGGTATACGGGCGTGATCCGTACATGTCAGACC

ATCCTGAGGGAGGAAGGCTGGCGCGCATTCTACTCCGGCATCGGGGTGAATCTATTCCGG

PErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e rerrr e rr e et e
ATCCTGAGGGAGGAAGGCTGGCGCGCATTCTACTCCGGCATCGGGGTGAATCTATTCCGG

GCTGTGCCGGCTGCCATGACCACAATGCTTACATACGAGTATCTCCGTAAGCTGATCGGT

FEErrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
GCTGTGCCGGCTGCCATGACCACAATGCTTACATACGAGTATCTCCGTAAGCTGATCGGT

CACTTGCAACATGAGGGAGAGATGAAGCTGCGCATGGCAAATGATAGAGAAATAGICTTG

FEErrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
CACTTGCAACATGAGGGAGAGATGAAGCTGCGCATGGCARATGATAGAGAAATAGHCTTG

CTGCAGCAGGATGAGTAA 1069

PEEEEEEEEr et
CTGCAGCAGGATGAGTAA 1194
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Figura 9. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas do gene ndtl clonado em vetor pPDNOR e do cDNA
do gene ndtl de A. fumigatus depositado no GenBank, sob niimero de acesso XM_747055-1.

ndtlc — sequéncia clonada;

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.

ndtlb — sequéncia depositada no GenBank.
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Tabela 1. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas do gene ndtl clonado e da sequéncia depositada

no banco de dados GenBank (nimero de acesso: XM_747055.1), com a deducéo dos aminoacidos.

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

Ndt1b M F s D G H G N S G A T S s s
* % %k Kk %k Kk kx % %k %k % % *k *k %
N1 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
GAA GAG CAG CAG ATA TCG CAG TCG AAC AAC CTT CGC TCA TCC GAC

Ndt1b E E o0 o I S o S N N L A S S D
* % %k % % %k k %k k * x k %k % %
Ndtic GAA GAG CAG CAG ATA TCG CAG TCG AAC AAC CTT CGC TCA TCC GAC
E £ o o I S o S N N L A S S D
ATT CAA GTT CCA CCT GAA GCT GCT TCC AGC CCC AAG TTC GTC ACA

Ndt1b I o v P P E A A S S P K F V T
* % %k Kk %k Kk kx % %k %k % % * * k
Ndtic ATT CAA GTT CCA CCT GAA GCT GCT TCC AGC CCC AAG TTC GTC ACA
1 9 v P P E A A S S P K F V T
AAC CTT GAG ATA TGG TCC ACG AAG ATA CCG GAT TAC TAC GTT GCT

Ndt1b N L E I W S T K I P D Y Y V A
* % % x % % %k % %k % %k k *k %k %k
Ndtic 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
CCA TTC TGC GGC GCC AGT GCG GGT GTG GCC TCT GGG ATT GTC ACA

Ndt1b P F ¢ 6 A S A G V A S ¢ I VvV T
* % %k k %k k x % %k %k %k % * * k
Ndtic CCA TTC TGC GGC GCC AGT GCG GGT GTG GCC TCT GGG ATT GTC ACA
P F ¢ G A S A G V A S G I V T
TGC CCC CTT GAT GTG ATC AAG ACG ARG CTG CAG GCA CAA GGC GGA

Ndt1b c P L. D Vv I XK T K L O A Qo G G
* % %k 0k %k k x % %k %k % % % *x %
Ndtic TGC CCC CTT GAT GTG ATC AAG ACG ABG CTG CAG GAC CAA GGC GGA
c P L D V I K T K L O A Q G G
TTT CTC CGA CGA GGC GGC GGA GTC GTT GAG GCG AAA ACC CTT TAT

Ndt1b F L R R G G G VvV Vv E A K T L Y
* % %k 0k %k k x % %k %k % k % *x %
N1 TTT CTC CGA CGA GGC GGC GGA GTC GTT GAG GCG AAA ACC CTT TAT
¢ F . R R G G G Vv VvV E A K T L Y
CGT GGT ATG CTA GGT ACT GGG CGG ATC ATA TGG CGG CAA GAT GGA

Ndt1b R ¢ M L ¢ T G R I I W R Q D G
* * * £ 3 £ 3 £ 3 £ 3 ¥ £ 3 ¥ ¥ % £ 3 % £ 3
Ndt1e CGT GGT ATG CTA GGT ACT GGG CGG ATC ATA TGG CGG CAA GAT GGA
R ¢6 M L 6 T G R I I W R 0O D G
ATT CGG GGT CTA TAT CAA GGA TTG GGT CCC ATG CTC TTG GGA TAT

Ndt1b I R ¢6 L. Y ©Q G L 6 P M L L G Y
* % % x % x %k * %k % %k k *k %k %k
ATT CGG GGT CTA TAT CAA GGA TTG GGT CCC ATG CTC TTG GGA TAT

Ndtic I R ¢6 L Y © 6 L 6 P M L L G Y
CTG CCT ACG TGG GCC GTA TAT TTG GCT GTT TAT GAC CGA TCT CGA

Ndt1b L P T W A V Y L A V Y D R S R
* * * 3 3 3 * ¥ * ¥ ¥ % * % *
CTG CCT ACG TGG GCC GTA TAT TTG GCT GTT TAT GAC CGA TCT CGA

Ndt1c L. P T W A VvV Y L A V Y D R S R




GAA TAC TTC TAC GAA ACC ACC GTG ACT AAT CCA ATC TGG GTC ATT
Ndt1b E Y fF Y E T T V T N P I W V I
* % %k Kk %k Kk kx % %k %k % % *k *k %
Ndtic GAA TAC TTC TAC GAA ACC ACC GTG ACT AAT CCA ATC TGG GTC ATT
E Yy F Y E T T Vv T N P I W V I
AAA ACG CGG CTT ATG TCA CAG AGC CTC AAG TCC AAC AGT GAA GGC

Ndt1b K T R L M S Q S L K S N S E G
* % %k % %k * x % %k %k % * % % k
Ndt1c AAA ACG CGG CTT ATG TCA CAG AGC CTC AAG TCC AAC AGT GAA GGC
K T R L M S 0 S L K S N S E G
TAC ACG GCT CCA TGG CAG TAC TCA AGC ACT TGG GAT GCA GCC CGC

Ndt1b Y T A P W o Y S S T W D A A R
* % %k Kk %k k x % %k %k %k % * * k
Ndtic 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
ABMA ATG TAC AGG ATC GAA GGG ATT AGG TCA TTT TAT TCT GGG CTG

Ndt1b K M Y R I E G I R S F Y S G 1L
* % %k Kk %k k kx % %k %k % % Kk * k
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
ACC CCC GCG TTA CTC GGC TTA ACG CAC GTC GCT ATT CAA TTC CCG

Ndt1b T P A L L G L T H V A I Q F P
* % %k % %k * x % %k %k % % % *x %
N1 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 o F P
CTA TAC GAA TAC TTG AAG ATG GCC TTT ACE GGG TAC GGG ATA GGG

Ndt1b L. Yy E Y L K M A F T G Y G I G
* % %k k ¥ k x % %k %k %k % * * k
N1 CTA TAC GAA TAC TTG AAG ATG GCC TTT ACE GGG TAC GGG ATA GGG
¢ . Y E Y L XK M A F T G Y G I G
GAA CAT CCT GAT AAC GGT GGC TCT CAC TGG ATT GGC ATA TCC TGT

Ndt1b E H P D N G G S H W I G I S C
* % % * % %k * % % %k % %k % % %

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

Ndtic E H P D N G G S H W I G I s cC
GCG ACA TTC CTA AGC AAA GTT TGT GCC AGC ACT TTA ACC TAC CCG

Ndt1b A T F L S K Vv Cc A S T L T Y P
% * £ 3 * £ 3 * £ 3 ¥ £ 3 ¥ ¥ % £ 3 % £ 3
GCG ACA TTC CTA AGC AAA GTT TGT GCC AGC ACT TTA ACC TAC CCG

Ndtic A T F L S K VvV C A S T L T Y P
CAT GAA GTG CTA CGG ACA AGA CTT CAG ACA CAG CAA AGA ACA TCT

Ndt1b H E Vv L R T R L o T Q Q R T S
* % %k 0k %k Kk x % %k %k % * * * %

Nelt1e CAT GAA GTG CTA CGG ACA AGA CTT CAG ACA CAG CAA AGA ACA TCT
H E Vv L R T R L Q T O Q R T S

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

Ndt1b P A P s P E ¢ I S F R G G L D
* % %k 0k %k Kk kx % %k %k % % *k *k %

Neitic 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 1L D

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

Ndt1b H P Q D R G R P P G A A S S D
* * * 3 3 3 * ¥ * ¥ £ 3 % * % *
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Net1e CAC CCA CAA GAC CGC GGG CGG CCT CCA GGA GCG GCT TCA TCG GAC
H P o D R G R P P G A A S S D
GGC ATG CCC AAC CGC CCT CGG TAT ACG GGC GTG ATC CGT ACA TGT
Ndt1b G M P N R P R Y T G VvV I R T C
£ % % % % % % % %k x % % %k % %
Ndtic 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
CAG ACC ATC CTG AGG GAG GAA GGC TGG CGC GCA TTC TAC TCC GGC
Ndt1b © T I L R E E G W R A F Y S G
£ % % % % % % x %k x % % %k % %
Nelt1e 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
ATC GGG GTG AAT CTA TTC CGG GCT GTG CCG GCT GCC ATG ACC ACA
Ndt1b 1 ¢ v N~ L F R A V P A A M T T
£ % % % % *x % *x %k x % % %k % %
Natic ATC GGG GTG AAT CTA TTC CGG GCT GTG CCG GCT GCC ATG ACC ACA
1 ¢6 v N~ L F R A V P A A M T T
Ndtib 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 0
£ % % % % % % % % x % % %k % %
Ndtic 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 0
Ndtib CAT GAG GGA GAG ATG AAG CTG CGC ATG GCA AAT GAT AGA GAA ATA
H E 6 E M XK L R M A N D R E I
£ % % % % *x % *x %k x %k % %k % %
Ndtic CAT GAG GGA GAG ATG AAG CTG CGC ATG GCA AAT GAT AGA GAA ATA
H £E 6 E M X L R M A N D R E I
Ndt1b GHC TTG CTG CAG CAG GAT GAG TAA
A L L O O D E Stop
£ % % %k k% %
Ndtic GBC TTG CTG CAG CAG GAT GAG TAA
G L L o O D E Stop

ndtlc — sequéncia clonada;
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.

ndtlb — sequéncia depositada no GenBank.
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Os asteriscos representam os aminoacidos idénticos, houve apenas a troca de um aminoéacido, uma
alanina por uma glicina.

ApoOs confirmar que a sequéncia do gene ndtl clonada em vetor pDONR, estava

correta, o DNA plasmidial do clone selecionado foi submetido a reacdo de
recombinacdo com o vetor pcDNA3.1/nV5-DEST™. As bactérias E.coli DH108 foram

transformadas, e selecionadas na presenca do antibidtico ampicilina. Os clones

selecionados foram submetidos a reacdo de PCR de colbnia para confirmar a

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

da PCR de colbnia da construcédo ndt1l/pcDNA obtidos a partir dos clones de bactéria.

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

ndtl com o tamanho esperado.
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Figura 10. Produtos da PCR de colbnia apés transformacdo das bactérias com a construcéo
ndt1l/pcDNA. Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) em tampéo 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 extraido e submetido a reac¢éo de sequenciamento.
A sequéncia obtida a partir dessa clonagem foi a mesma apresentada na figura 9 e
tabela 1, dessa forma, o DNA plasmidial foi utilizado para transfeccéo das células
HEK293.

4.2. Knockdown do gene SLC25A13 utilizando shRNA em células HEK293

O gene SLC25A13 codifica a proteina citrina, a deficiéncia dessa proteina causa
CTLN2. Para mimetizar as condi¢cdes da CTLN2 in vitro utilizamos a técnica de ShRNA,
para reducdo da expressao do gene que codifica a citrina. As células transduzidas
foram selecionadas na presenca do antibiético puromicina durante 15 dias. Em
seguida, essa linhagem denominada como linhagem estavel foi utilizada nos
experimentos. A figura 11 apresenta a eletroforese em gel de agarose em condicao
desnaturante do RNA total extraido das linhagens HEK293, sh (knockdown para o
gene da citrina), e shControle, ambos apés o tratamento com a DNase, foi observado
a presenca das bandas correspondentes as subunidades 28S e 18S do RNA

ribossdmico, sem arrastes, demonstrando um RNA integro (Figura 11).
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Figura 11. RNA total extraido das células HEK293 apds o tratamento com a DNase. Eletroforese em
gel de agarose 1% (p/v) em condicdo 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 extraido foi utilizado para a sintese do cDNA. A expressdao do gene
SLC25A13 foi analisado por gRT-PCR. A figura 12 apresenta a expressao relativa do
gene SLC25A13, houve uma reducéo de 56% na expressao do gene SLC25A13 (sh)
comparado com as linhagens HEK293 e shControle. A linhagem shControle, € uma
construcdo da particula lentiviral controle (ShRNA Controle) ndo possuindo nenhum
alvo especifico no genoma das células, porém, € utilizada para controlar todas as
variaveis experimentais. Essa linhagem apresentou o mesmo nivel de expressédo do
gene SLC25A13 que a linhagem HEK293. O nivel dos transcritos foi normalizado pelo

gene constitutivamente expresso, p-actina.
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gene SLC25A13
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0.0-
HEK?293 shControle sh

Figura 12. Andlise da expresséo relativa do gene SLC25A13 nas diferentes linhagens: HEK293,
shControle e sh. O nivel dos transcritos do gene SLC25A13 foram normalizados pelo nivel dos
transcritos do gene da B-actina. O gréfico representa a média + erro padrdo de trés experimentos
independentes.

Em seguida, analisamos o nivel da proteina citrina em mitocéndrias isoladas de
células HEK293 utilizando a técnica de Western blot e anticorpo primario anti-
SLC25A13 (citrina). A figura 13 apresenta a imagem do Western blot, e mostra que
houve uma reducdo no nivel da proteina citrina apenas na linhagem sh quando
comparada com as linhagens HEK293 e shControle. A linhagem shControle

apresentou 0s mesmos niveis da proteina citrina que a linhagem HEK293.

M S e | 74 kDa - Citrina

—— T ooy 31 kDa — VDAC
HEK293 + - -

shControle - + -

sh - - +

Figura 13. Andlise do Western blot de mitocéndria isolada das linhagens HEK293, shControle e sh. A
proteina citrina (74 kDa) apresentou reducdo apenas na linhagem sh. A proteina VDAC (31 kDa) foi
utilizada como proteina housekeeping. Imagem representativa. Resultados similares foram obtidos de
trés experimentos independentes.

4.3. Expressdao heterdloga da proteina Ndt1 de A. fumigatus em células HEK293
e HEK293 com deficiéncia da citrina

Apés a obtencao das linhagens estaveis com o knockdown do gene SLC25A13 que
codifica a citrina, foi realizada a transfeccéo das células com a construcao ndtl/pcDNA

e com o vetor pcDNA vazio (pcDNAW), como controle, utilizando o reagente PolyFect
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(Qiagen). As células foram selecionadas por 15 dias na presenca do antibiotico
geneticina. Em seguida, a expressao da proteina recombinante Ndtl foi confirmada
pela analise de Western blot, utilizando anticorpo primério anti-V5, uma vez que o
vetor de expresséao utilizado adiciona na porgédo N-terminal um epitopo com 9 ou 14
aminoacidos, 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 construcdo ndtl/pcDNA
apresentam a banda correspondente a proteina Ndtl, 44 kDa, confirmando a sua
expressdo. Enquanto, as células transfectadas com o vetor vazio (pcDNAQ) néo

apresentam banda correspondente a proteina Ndt1.

44 kDa — Ndt1 (V5)

42 kDa — B-Actina

pcDNAG + - + - + -
ndt1/pcDNA - - - + - +
shControle - - + + - -
sh - - - - + +

Figura 14. Anélise do Western blot do extrato proteico total das linhagens obtidas. A proteina Ndtl (44
kDa) foi marcada utilizando anticorpo primario anti-V5, e a proteina foi detectada apenas nas linhagens
transfectadas com a construcédo ndtl/pcDNA. A proteina (-actina (42 kDa) foi utilizada como proteina
housekeeping. Imagem representativa. Resultados similares foram obtidos de trés experimentos
independentes.

Transportadores mitocondriais séo codificados pelo DNA nuclear e apés a sintese
e processamento no citosol sédo enderecados para as mitocondrias. A proteina Ndtl
estava sendo expressa, porém, para confirmar se a mesma estava sendo enderecada
corretamente para as mitocondrias das células de mamifero, foi realizado isolamento
das mitocondrias, e em seguida, o Western blot. A figura 15 apresenta o Western blot
de mitocdndrias isoladas. Novamente, apenas as linhagens transfectadas com a
construcdo ndtl/pcDNA apresentaram a banda com o tamanho esperado, 44 kDa,

correspondente a proteina Ndtl. Confirmando dessa forma, que a proteina estava
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sendo expressa e enderecada corretamente para as mitocondrias de células de

mamiferos.

S
m “ Y e 44 kDa - Ndt1 (V5)
i ,

— —— c— G w— e | 31 D2 - VDAC

pcDNA@ . - + . + -
ndt1/pcDNA - + - + - +
shControle - - - - + +
sh - - + + + +

Figura 15. Andlise do Western blot de mitocéndria isolada das linhagens obtidas. A proteina Ndt1 (44
kDa) foi marcada utilizando anticorpo primério anti-V5, e a proteina foi detectada apenas nas linhagens
transfectadas com a construgdo ndtl/pcDNA. A proteina VDAC (31 kDa) foi utilizada como proteina
housekeeping. Imagem representativa. Resultados similares foram obtidos de trés 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 construcao ndtl/pCDNA [Ndtl; sh/Ndtl e shC/Ndtl (shControle)]
apresentaram co-localizacdo da proteina Ndtl com as mitocondrias marcadas com
MitoTracker, cor laranja no painel merge. Enquanto, as linhagens transfectadas com
o vetor vazio [Controle; sh/Controle e shC/Controle (shControle)] ndo apresentaram
expressdo da proteina Ndtl, bem como, ndo apresentaram co-localizagdo com as
mitocondrias. As marcacfes em verde observadas nessas células sdo devido a
marcacao inespecifica e background, ndo é possivel observar a cor laranja resultado

da sobreposicéo das cores vermelha (mitocondrias) e verde (proteina Ndt1).



DAPI MitoTracker Ndtl (V5)

Controle

sh/Controle

sh/Ndtl
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Figura 16. Microscopia confocal das linhagens obtidas. As imagens da sobreposi¢cdo (merge, cor

laranja) apresentam a co-localizagao da proteina Ndtl com as mitocéndrias. As imagens apresentam:
DAPI, nucleo (azul); MitoTracker, mitocondrias (vermelho); Anticorpo primario Anti-V5 e anticorpo
secundario anti-mouse Alexa Fluor 555, proteina Ndtl (verde); Merge, sobreposicdo das marcacdes.
Obijetiva de imerséo de 63x, zoom éptico 3x. Barra de escala, 30 uM.

Controle — células transfectadas com o vetor pcDNA vazio, controle;

Ndtl — células transfectadas com a construgdo ndtl/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 construgao ndtl/pcDNA,;
shC/Controle — células transduzidas com o shControle e transfectadas com o vetor pcDNA vazio;
shC/Ndtl - células transduzidas com o shControle e transfectadas com a construgdo ndtl/pcDNA.
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A tabela 2 apresenta todas as linhagens celulares obtidas nesse trabalho.

Tabela 2. Linhagens celulares obtidas nesse trabalho.

Linhagem Celular Transducéo Transfeccéo
Controle - vetor pcDNA vazio (pcDNAD)
Ndtl - ndtl/pcDNA
shC/Controle shRNA controle vetor pcDNA vazio (pcDNAQ)
shC/Ndt1 shRNA controle ndtl/pcDNA
sh/Controle shRNA SLC25A13 vetor pcDNA vazio (pcDNAQ)
sh/Ndtl ShRNA SLC25A13 ndtl/pcDNA

4.4. Similaridades entre as proteinas citrina e Ndtl

A familia de transportadores mitocondriais apresentam algumas caracteristicas
altamente conservadas durante a evolugéo. A figura 17 apresenta o alinhamento das
proteinas Ndtl de A. fumigatus e da citrina isoforma 1 e 2, presente em humanos. As
sequéncias estdo depositadas no GenBank sob nimero de acesso: XP_752148.1,
NP_001153682.1 e NP_055066.1, respectivamente. O alinhamento apresenta as
duas isoformas da proteina citrina, disponivel no banco de dados, a diferenca entre
as isoformas é de apenas um aminoacido. Em rosa, estdo os aminoacidos altamente
conservados entre as proteinas, sublinhado estdo as sequéncias de assinatura de
transferéncia de energia mitocondrial, do inglés METS (mitochondrial energy transfer
signature). Os METS séo de extrema importancia para caracterizar e classificar os
transportadores mitocondriais, como pertencentes a essa familia de proteinas. As
caixas cinzas e pretas, indicam as seis hélices transmembranas presentes nas
proteinas, Ndtl e citrina, respectivamente. As hélices sdo importantes para o
ancoramento dos transportadores mitocondriais na membrana mitocondrial interna, e
a presenca dessas hélices é outra caracteristica presente na familia de

transportadores mitocondriais.
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Figura 17. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas Ndtl de A. fumigatus
(XP_752148.1), citrina isoforma 1 (NP_001153682.1) e isoforma 2 (NP_055066.1). Em rosa estédo
indicados os aminoacidos altamente conservados entre as proteinas; sublinhado estdo as trés
sequéncias correspondentes aos METS; as caixas cinzas indicam as hélices transmembranas
presentes na proteina Ndtl, 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 proteinas citrina isoforma 1 e 2
(Figura 18A e 18B), e Ndtl (Figura 18C). Ambas proteinas, citrina e Ndtl ndo
apresentam peptideo sinal, dessa forma, o enderecamento dessas proteinas para as
mitocondrias ocorre devido a presenca de sequéncia sinalizadora interna. A proteina
citrina apresenta sete hélices transmembranas, responsaveis pelo ancoramento
dessa proteina na membrana mitocondrial interna. Enquanto, a proteina Ndtl
apresenta apenas seis hélices transmembrana. O tamanho dessas hélices é
conservado entre as proteinas. Ambas proteinas apresentam hélices com tamanhos
muito proximos, o tamanho dessas hélices varia de 22 a 28 aminoacidos. As Unicas
excecOes presentes, sdo a hélice transmembrana 7 na proteina citrina com 16
aminoacidos, e a hélice transmembrana 3 na proteina Ndtl com 17 aminoacidos. No
entanto, as principais mutacdes encontradas em pacientes com CTLN2 séo
encontradas nos loops da proteina citrina. Esses loops sdo sequéncias de
aminoacidos que ndo sao conservados entre as espécies, no caso das proteinas
analisadas. Na proteina citrina existe uma grande variedade de tamanho dos loops,
entre 19 e 30 aminoacidos, enquanto na proteina Ndtl os tamanhos variam entre 26
e 59 aminodacidos, sendo que o loop 2 apresenta apenas 7 aminoacidos. Ndo ha

relatos de mutacdes presentes nos loops da proteina Ndt1.
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Figura 18. Modelagem estrutural das proteinas citrina isoformas 1 e 2, e Ndt1, utilizando
o software Phyre2. MMI — Membrana Mitocondrial Interna.

A — Proteina Citrina isoforma 1, nimero de acesso: NP_001153682.1

B — Proteina Citrina isoforma 2, nimero de acesso: NP_055066.1

C - Proteina Ndt1, numero de acesso: XP_752148.1
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4.5. Analise do metabolismo celular
4.5.1. Determinacao das concentragdes celular e mitocondrial de NADH, NAD",
e razdo NADH/NAD*

A principal forma de entrada de equivalentes redutores nas mitocondrias de
mamiferos € através da lancadeira malato-aspartato. Em organismos como A.
fumigatus, leveduras e plantas, a entrada desses equivalentes redutores pode ocorrer
atraves de outras proteinas, como o Ndtl. Dessa forma, a atividade da proteina Ndtl
pode promover um aumento nas concentragdes mitocondriais de NAD™. Para avaliar
se a expressao de Ndtl em células de mamiferos altera o balanco redox, foi realizada
a quantificacdo das concentracdes celulares totais de NADH, NAD* e da razéo
NADH/NAD*. A figura 19 apresenta as concentragdes desses equivalentes redutores.
A figura 19A e B apresentam o aumento nas concentracdes de NAD* e NADH,
respectivamente, nas linhagens expressando a proteina Ndtl (Ndtl, shC/Ndtl e
sh/Ndtl) e nas células com deficiéncia da citrina (sh/Controle e sh/Ndt1). Nas células
transfectadas com o pcDNA@ (Controle) e shC/Controle ndo ha diferenca nas
concentragbes de NAD* e NADH, respectivamente. A razdo NADH/NAD* aumentou
nas células com deficiéncia da citrina da citrina (sh/Controle), porém, a expresséo da
proteina Ndtl reduziu os valores dessa razao (Figura 19C). A linhagem Ndtl

apresenta um aumento na razdo NADH/NAD*.
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Figura 19. Concentracdo de NAD*, NADH e raz8o NADH/NAD" celular total. A deficiéncia da citrina e
a expressédo de Ndtl alteram as concentracdes de NAD*, NADH e da razdo NADH/NAD* celular total.
A — Concentracdo de NAD*; B — Concentragdo de NADH;

C — Razédo NADH/NAD".

Os valores foram normalizados pela concentracdo de proteina celular total. Os gréaficos representam
média + erro padréo de trés experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle; #, p < 0,01 versus
sh.

Em seguida, para determinar quanto a proteina Ndtl e a deficiéncia da citrina
contribuem para alteracédo do pool de NAD* e NADH nas mitoc6ndrias, foi quantificado

esses cofatores em mitocondrias isoladas de células HEK293. A figura 20 apresenta

*k*k
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as concentracdes de NAD*, NADH e a razdo NADH/NAD* em mitocondrias isoladas
das linhagens celulares obtidas nesse trabalho. A figura 20A e B mostra que todas as
linhagens que expressam a proteina Ndtl apresentam um aumento nas
concentracOes desses equivalentes redutores (Ndtl, shC/Ndtl e sh/Ndtl). A razao
NADH/NAD* também foi alterada em todas as linhagens expressando a proteina Ndt1,
as quais apresentaram aumento na razao NADH/NAD™* mitocondrial (Figura 20C). A

deficiéncia da citrina reduziu a razao NADH/NAD* mitocondrial.
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Figura 20. Concentracéo de NAD*, NADH e razdo NADH/NAD* em mitocéndrias isoladas. A expresséo
de Ndt1 altera as concentracdes de NAD*, NADH e da razdo NADH/NAD* em mitocéndrias isoladas.
A — Concentracdo de NAD*; B — Concentragdo de NADH;

C — Razdo NADH/NAD".

Os valores foram normalizados pela concentracao de proteina mitocondrial. Os graficos representam
média + erro padréo de trés experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle; #, p < 0,01 versus
sh.

4.5.2. Determinacdo do metabolismo oxidativo e via glicolitica
Para determinar o metabolismo celular das linhagens foram analisadas as taxas de
consumo de oxigénio (OCR) e a acidificacdo extracelular (ECAR), utilizando

equipamento SeaHorse XF24 Analyzer. OCR é um indicador de respiracao
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mitocondrial e, 0 ECAR é em grande parte resultado da glicélise. As taxas sao
determinadas em tempo real utilizando um volume pequeno, aproximadamente 2 uL
do meio de cultura, acima da monocamada celular dentro da microplaca. A respiracao,
OCR, e a excrecao de protons, ECAR (glicélise) causam mudancas rapidas e
facilmente determinadas nas concentracdes de oxigénio dissolvido e prétons livres na
microcamara, que sao medidos a cada poucos segundos por sondas sensoras em
estado solido.

Os graficos referentes as linhagens transduzidas com o shControle sé&o
apresentados no apéndice, uma vez que essas linhagens celulares apresentaram
resultados similares as linhagens controle e Ndtl. A figura 21 apresenta a respiracao
mitocondrial nas linhagens celulares em meio com glicose, 5 mM (Figura 21A e B) ou
25 mM (Figura 21C e D). Em ambas condi¢fes, a respiracdo basal das células
expressando a proteina Ndtl (Ndtl e sh/Ndtl) € menor quando comparado com a
linhagem controle. No entanto, a linhagem sh/Controle, deficiente da citrina, apresenta
respiracdo menor quando comparada com as demais linhagens em meio de cultura
com glicose 5 mM. Porém, a expressdo da proteina Ndtl foi capaz de aumentar a
respiracdo basal nas células com deficiéncia da citrina (sh/Ndtl). A adicdo de
oligomicina, um inibidor da ATP sintase, apresenta um consumo de oxigénio
independente da fosforilacdo oxidativa, escape de protons. Em ambas condi¢cdes de
cultura, meio com glicose 5 mM e 25 mM, as células apresentaram 0s mesmos valores
de escape de prétons que as células controle. A adicdo de CCCP, desacoplador da
cadeia respiratOria, apresenta a respiracdo maxima ou OCR maximo. Em ambas as
condicbes, as células apresentaram o mesmo perfil, mostrando uma reducédo da
capacidade respiratoria comparado com as células controle. No entanto, a expresséo
de Ndtl aumentou essa taxa em células com deficiéncia da citrina e em meio com
glicose 5 mM. Finalmente, a adi¢éo de rotenona, inibidor do complexo I, e antimicina
A, inibidor do complexo Ill, demonstra 0 consumo de oxigénio independente da
respiragcdo mitocondrial. Nestes experimentos, foi observado uma reducao
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.



83

A ] B [[] Respiracdo Basal [l Respiragdo maxima
Oligo CCCP Rot+AA 500- M Escape de prétons [CRespiracéo

500~ = N&ao-mitocondrial
~—~ \E
£ g 4004 _
% 4007 -e- Controle ok
o (@]
? ool -8 sh/Controle E 300-
= —-— Ndtl E Hit#
£ = shiNdl S = w L
8 200- £ 2007 iy s
§ ‘\t-\ %_ Hkk
o ~
x 1004 58 o 1004 e
< P\E/E\L.\ o

0 T T T T 0
30 . 60( " )90 120 Controle Ndtl  sh/Controle  sh/Ndtl
empo (minutos
C D [[] Respiragdo Basal
2000+ = Escape de prétons
_ — Respiracdo maxima

2000
. Oligo CCCP  ROMAA —¢- Controle & [ Respiracéo Nao-mitocondrial
g & sh/Controle &
T Y © 15004
g 1500- Ndtl %
> - sh/Ndtl £E
s £ 1000- rik T
g 1000+ B *okk -
E V\V\K % *kk sk
£ 500 \ ~
o x
9 3

0 T T T T 0 |l| I—I Ill
30 60 90 120 Controle Ndtl  sh/Controle  sh/Ndtl

Tempo (minutos)

Figura 21. OCR em células com deficiéncia da citrina e expressando a proteina Ndtl. A respiracao
mitocondrial foi determinada pelo OCR ap0s a adi¢ao sequencial de oligomicina (oligo) 3 uM, CCCP 1
UM, rotenona (Rot) 1 uM acrescido com antimicina A (AA) 1 uM.

A — Respiracdo mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM,;

B — Respiracao mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;

C - Respiracdo mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;

D — Respirac@o mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.

Os valores foram normalizados pela concentracdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padréo de trés 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 concentracdes de glicose descritas anteriormente. Em meio de cultura com
glicose 5 mM (Figura 22A e B), as linhagens celulares apresentaram reducao na
respiragdo mitocondrial comparada com a linhagem controle, o mesmo perfil foi
observado apoés adicao de todos os inibidores. A proteina Ndtl foi capaz de recuperar

a respiracao mitocondrial nas linhagens celulares com deficiéncia da citrina (sh/Ndt1).
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Em meio de cultura com glicose 25 mM, as linhagens Ndtl e sh/Controle
apresentaram reducdo na respiracdo mitocondrial basal, e ap6s a adicdo dos
inibidores ndo houve diferenca quando comparado com a linhagem controle. Porém,
a linhagem sh/Ndtl, apresentou valores de respiragdo mitocondrial maiores que a
linhagem controle. A expressao de Ndtl e a suplementacdo de piruvato aumentou a
respiracdo mitocondrial. De forma geral, a suplementacdo de piruvato reduziu a
respiragdo mitocondrial quando comparado com 0s experimentos realizados sem

suplementagao.
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Figura 22. OCR em células com deficiéncia da citrina e expressando a proteina Ndt1, suplementagéo
com piruvato 2 mM. A respiracao mitocondrial foi determinada pelo OCR apés a adicdo sequencial de
oligomicina (oligo) 3 uM, CCCP 1 uM, rotenona (Rot) 1 uM acrescido com antimicina A (AA) 1 uM.

A — Respiracdo mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM;

B — Respiracdo mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;

C — Respiracdo mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;

D — Respiracdo mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.

Os valores foram normalizados pela concentragdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padrdo de trés experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle; # p < 0,01 versus sh.

A figura 23 apresenta OCR das linhagens celulares com a suplementacdo do
aminoacido 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 reducdo nos valores de respiracdo mitocondrial (respiracdo basal,
escape de prétons e respiracdo maxima), porém, a respiracdo nao mitocondrial ndo
apresentou alteracdo entre as linhagens. No entanto, a linhagem sh/Ndt1 apresentou

aumento da respiracdo basal, escape de elétrons e respiracdo méaxima quando
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comparada com a linhagem sh/Controle. Dessa forma, a expressao de Ndtl foi capaz
de recuperar a respiracao mitocondrial nas células com deficiéncia da citrina. Em meio
de cultura com glicose 25 mM, as linhagens celulares apresentaram respiracéo
mitocondrial menor que em meio de cultura com glicose 5 mM. Apenas a linhagem
sh/Controle apresentou reducéo na respiracao mitocondrial basal quando comparado
com a linhagem controle, no entanto, a expressao da proteina Ndtl foi capaz de
aumentar essa taxa quando comparada com a linhagem sh/Controle. Em meio de
cultura com glicose 5 mM, as células apresentaram respiracao mitocondrial similar aos

valores obtidos com a suplementacéo de piruvato.
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Figura 23. OCR em células com deficiéncia da citrina e expressando a proteina Ndt1, suplementacdo
com aspartato 2 mM. A respiragdo mitocondrial foi determinada pelo OCR apés a adi¢do sequencial de
oligomicina (oligo) 3 uM, CCCP 1 uM, rotenona (Rot) 1 uM acrescido com antimicina A (AA) 1 uM.

A — Respiracdo mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM;

B — Respiracdo mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;

C — Respiracdo mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;

D — Respiracdo mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.

Os valores foram normalizados pela concentragdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padréo de trés 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 oxigénio. A figura 24 apresenta a respiracao
mitocondrial apds a suplementacdo com arginina em meios de cultura com glicose 5
mM ou 25 mM. Todas as células apresentaram redu¢&o na respiracao basal em meio

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

apresentaram reducdo nos parametros de escape de prétons e respiragdo maxima,
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enquanto a respiracdo ndo mitocondrial ndo apresentou alteracdo nas linhagens
guando comparada com a linhagem controle. A suplementacdo com arginina, foi
capaz de melhorar a respiragdo mitocondrial nas células com deficiéncia da citrina,
porém a expressao da proteina Ndtl nessas células ndo aumentou todas as taxas da
respiracdo mitocondrial, apenas aumentou a respiracdo maxima. No entanto, foi
observado um perfil diferente quando meio de cultura com glicose 25 mM foi utilizado.
A linhagem Ndtl apresentou aumento em todas as taxas analisadas, enquanto a
linhagem sh/Controle apresentou reducdo da respiracdo mitocondrial, todos os
parametros analisados apresentaram reducdo. A linhagem sh/Ndtl apresentou
maiores valores de respiracdo mitocondrial, e foi capaz de recuperar todas as taxas
analisadas na linhagem com deficiéncia da citrina. Em comparagdo com as demais
suplementacdes, o uso de piruvato e arginina (2 mM) foram capazes de recuperar

melhor a respiracao mitocondrial em células com deficiéncia da citrina.
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Figura 24. OCR em células com deficiéncia da citrina e expressando a proteina Ndtl, suplementacdo
com arginina 2 mM. A respiragcao mitocondrial foi determinada pelo OCR apés a adicdo sequencial de
oligomicina (oligo) 3 uM, CCCP 1 uM, rotenona (Rot) 1 uM acrescido com antimicina A (AA) 1 uM.

A — Respiracdo mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM,;

B — Respiracdo mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;

C — Respiracdo mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;

D — Respiracdo mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.

Os valores foram normalizados pela concentragdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padréo de trés experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle; # p < 0,01 versus sh.

A glicélise foi medida através da quantificacdo da taxa de acidificacéo extracelular

(ECAR) no meio de cultura, apos a secrecao de acido latico por unidade ao longo do

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

alimentar a glicélise, as primeiras leituras do equipamento é chamada de glicélise
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basal ou ECAR basal. A adicdo de oligomicina, diminui a razdo ADP/ATP e direciona
o metabolismo para glicolise. A adicdo de oligomicina corresponde a capacidade
glicolitica das células, ou glicélise maxima. A adicdo de 2-deoxiglicose (2-DG), um
analogo da glicose inibe a glicélise por meio da sua a¢do na enzima hexoquinase, um
passo limitante da glicélise. A 2-DG é fosforilada pela hexoquinase em 2-deoxiglicose-
fosforilada (2-DG-P), esse produto ndo pode ser metabolizado pela glicose-6-fosfato
isomerase (GPI). Dessa forma, a adicdo de 2-DG fornece a medida do ECAR néo-
glicolitico. Todas as taxas foram calculadas segundo TeSlaa e Teitell (2014), onde:

— Glicdlise = ECAR basal — ECAR ap0s adicao de 2-DG;

— Capacidade glicolitica= ECAR ap6s adicao de oligo-ECAR apoés adicdo de

2-DG;

— Acidificacdo nao-glicolitica= ECAR ap0s adi¢céo de 2-DG.

Os experimentos de determinacgéo de glicélise 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 deficiéncia da citrina (sh/Controle) apresentaram reducao na
glicOlise, em todas as taxas analisadas. A expressao da proteina Ndt1, linhagens Ndt1l
e sh/Ndtl, aumentou a glicélise e a capacidade glicolitica comparado com a linhagem
controle, porém nao houve diferenca apdés a adicdo de 2-DG, acidificacdo néo-
glicolitica. Em meio de cultura com glicose 25 mM (Figura 25C e D), ndo houve
reducado na glicélise na linhagem sh/Controle. No entanto, nas células expressando
Ndtl houve aumento na glicélise e novamente, a linhagem sh/Ndtl apresentou
aumento na glicolise comparada com as células sh/Controle. Estes resultados
demonstram que, em ambas as condi¢cdes de cultura (glicose 5 mM ou 25 mM), a

expressao de Ndtl recupera a glicolise em linhagens com deficiéncia da citrina.
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Figura 25. ECAR em células com deficiéncia da citrina e expressando a proteina Ndtl. A glicélise foi
determinada pelo ECAR apés a adigédo sequencial de oligomicina (oligo) 3 uM 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 concentracdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padrdo de trés experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle; # p < 0,01 versus sh.

A adicéo de piruvato 2 mM em meio de cultura com glicose 5 mM ou 25 mM,
respectivamente, também alterou a via glicolitica nas linhagens. A figura 26 apresenta
0 ECAR na presenca de piruvato. Em meio de cultura com glicose 5 mM (Figura 26A
e B), as células expressando a proteina Ndtl ndo apresentaram diferenca na via
glicolitica comparada com a linhagem controle. As células com deficiéncia da citrina
apresentaram reducdo significativa em todas as taxas analisadas, glicélise,
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capacidade glicolitica e acidificacdo n&o-glicolitica, comparada com a linhagem
controle. No entanto, a expressao da proteina Ndtl nas células com deficiéncia da
citrina (sh/Ndt1l) aumentou os valores de glicélise e capacidade glicolitica comparado
com as células controle e sh/Controle. Entretanto, apenas a acidificacdo ndo-glicolitica
apresentou aumento comparado com a linhagem sh/Controle.

A analise da via glicolitica na presenca de glicose 25 mM é apresentada na figura
26C e D. Nessa condicdo, a adicdo de piruvato reduziu a via glicolitica (glicolise,
capacidade glicolitica e acidificacdo n&o-glicolitica) em todas linhagens analisadas,
Ndtl, sh/Controle, sh/Ndtl comparado com a linhagem controle. Porém, a expressao
da proteina Ndtl na linhagem com deficiéncia da citrina foi capaz de recuperar a via

glicolitica.



93

A
2507 M Glicolise
300~ = [l Capacidade Glicolitica
; K= [ Acidificaco Nao-glicolitica #Hi#
=) Oligo 2DG -e- Controle © 2001 T
£ 250 o
g -8 shiControle &
S 200 - Ndtl £ 150-
€ - =
£ 1501 v/v/Y/ st g i
E —
I ?.// 5. 100+ "
£ 1001 e £ ok
< e X s0-
O 507 \ O
w | ﬂ ﬂ
0 T T T 0
30 T (éot ) %0 Controle Ndtl sh/Controle sh/Ndtl
empo (minutos
C D
250 [Jalicslise
300- . [l Capacidade Glicolitica
Oligo 2DG 8 [ Acidificagéio Nao-glicolitica
‘S -e- Controle @ 2004
& 250+ o
*“5’ 8- sh/Controle &
S (@]
g 2004 —— Ndtl % 150
£ -%- sh/Ndt1 £ s
£ 1501 = 1004 X
%_ g_ *%k%k
1= 100+ / \ = *kk
x QE 50- KRk *kk
S 501 O
L (1] I’\}:{I
0 T T T O
30 60 90 Controle Ndtl  sh/Controle sh/Ndtl

Tempo (minutos)

Figura 26. ECAR em células com deficiéncia da citrina e expressando a proteina Ndt1, suplementacgao
com piruvato 2 mM. A glicolise foi determinada pelo ECAR ap0s a adi¢do sequencial de oligomicina
(oligo) 3 uM 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 concentracao de proteina total. Os dados representam média +
erro padrdo de trés 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 expressao da proteina Ndtl (Ndtl e sh/Ndtl) aumentou a
glicdlise e a capacidade glicolitica comparado com a linhagem controle. Na linhagem
sh/Controle ndo houve diferenca nas taxas analisadas, enquanto, a expressao de

Ndt1 nas células com deficiéncia da citrina foi capaz de aumentar a taxa glicolitica.
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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, Ndtl, sh/Controle e sh/Ndtl apresentaram reducdo na glicolise e
capacidade glicolitica, porém apenas a linhagem sh/Controle apresentou reducao na
acidificacao nao-glicolitica. A expressao de Ndtl nas células com deficiéncia da citrina

aumentou a via glicolitica comparada com a linhagem sh/Controle.
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Figura 27. ECAR em células com deficiéncia da citrina e expressando a proteina Ndt1, suplementagéo
com aspartato 2 mM. A glicdlise foi determinada pelo ECAR ap06s a adigdo sequencial de oligomicina
(oligo) 3 uM 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 concentracdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padrdo de trés 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
suplementacdo com arginina 2 mM. A figura 28A e B apresenta o ECAR em meio de
cultura com glicose 5 mM. A expressao de Ndtl aumentou a glicOlise e a capacidade
glicolitica nas linhagens Ndtl e sh/Ndtl comparado com a linhagem controle. A
linhagem sh/Controle ndo apresentou diferenca na via glicolitica, no entanto, a
expressao de Ndtl foi capaz de aumentar a via glicolitica nas células com deficiéncia
da citrina. Em meio de cultura com glicose 25 mM (Figura 28C e D), a linhagem Ndt1

nao apresentou diferenca na glicolise e na acidificacdo néo-glicolitica, foi observado
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uma reducdo apenas na capacidade glicolitica. A linhagem sh/Controle apresentou
reducdo no ECAR basal e na capacidade glicolitica. Porém, a expresséo da proteina
Ndtl nas células com deficiéncia da citrina (sh/Ndt1) apresentou reducao na glicolise
e na capacidade glicolitica comparado com a linhagem controle, mas essa proteina
foi capaz de recuperar a via glicolitica em células com deficiéncia da citrina. A
expressao de Ndt1l aumentou a glicolise, a capacidade glicolitica e a acidificacdo néo-

glicolitica.
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Figura 28. ECAR em células com deficiéncia da citrina e expressando a proteina Ndt1, suplementacao
com arginina 2 mM. A glicélise foi determinada pelo ECAR apds a adicdo sequencial de oligomicina
(oligo) 3 uM 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 concentragcdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padréo de trés experimentos independentes. *, p < 0,01 versus controle; # p < 0,01 versus sh.

Nossos dados em conjunto de respiracao mitocondrial e via glicolitica, sugerem que
ocorre uma mudanca metabodlica de respiracdo mitocondrial para aumento da
atividade da via glicolitica nas células expressando a proteina Ndtl. A expressao
dessa proteina em células com deficiéncia da citrina foi capaz de recuperar a
respiragcdo mitocondrial e a atividade glicolitica que esta prejudicada (sh/Ndtl). Em
meio de cultura com glicose 5 mM, a analise da respiracdo mitocondrial e atividade

glicolitica ficaram melhores, uma vez que, as taxas apresentaram melhores diferencas
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entre as linhagens celulares nessa condicdo. A suplementacdo do meio de cultura
com piruvato ou arginina melhoram a respiracdo mitocondrial e a atividade glicolitica.

Como algumas linhagens celulares apresentaram diferengas na atividade glicolitica
comparada com a linhagem controle, foi determinado a concentragcdo de lactato
extracelular apos 72 horas de cultura, e nas mesmas condi¢des de cultura utilizadas
nos experimentos de ECAR, em meio de cultura com glicose 5 mM ou 25 mM, e as
diferentes suplementagdes, piruvato, aspartato e arginina (2 mM).

A figura 29 apresenta a concentragéo de lactato em meio de cultura com glicose 5
mM (Figura 29A) e glicose 25 mM (Figura 29B). A linhagem com deficiéncia da citrina
(sh/Controle), apresentou reducdo na concentracdo de lactato comparado com a
linhagem controle. Porém, a expressao de Ndtl em ambas as linhagens (Ndtl e
sh/Ndtl), apresentou aumento na concentracdo de lactato comparado com a linhagem
controle e sh/Controle. Nessas linhagens, os valores de lactato sédo praticamente duas
vezes maiores apos 72 horas. A expressdo de Ndtl em células com deficiéncia da
citrina aumentou a producdo de lactato, corroborando nossos dados de atividade
glicolitica, onde essa proteina foi capaz de recuperar a glicélise em células com
deficiéncia da citrina. Em meio de cultura com alta concentracéo de glicose (Figura
29B), as linhagens controle e sh/Controle apresentaram as mesmas concentracdes
de lactato. Novamente, as células Ndtl e sh/Ndtl apresentaram maiores
concentracdes 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

concentracdes de lactato quando comparadas com meio de cultura com glicose 5 mM.
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Figura 29. Concentracéo de lactato extracelular em células com deficiéncia da citrina e expressando a
proteina Ndt1.

A — Concentracédo de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM;
B — Concentracgéo de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM.
Os valores foram normalizados pela concentragcdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padrdo de trés experimentos independentes. *, p < 0,01 versus controle; # p < 0,01 versus sh.

A figura 30A apresenta a concentragéo de lactato em meio de cultura com glicose
5 mM e piruvato 2 mM. As células com deficiéncia da citrina (sh/Controle)
apresentaram uma menor concentracdo de lactato comparado com a linhagem
controle. As linhagens controle, Ndtl e sh/Ndtl ndo apresentaram diferenca na
concentracdo de lactato, mas as células sh/Ndtl apresentaram mais lactato que as
demais linhagens.

A figura 30B apresenta a concentracao de lactato em meio de cultura com glicose
25 mM e piruvato 2 mM. As linhagens controle, Ndtl e sh/Ndtl ndo apresentaram
nenhuma diferenga na concentracdo de lactato, mas as células com deficiéncia da

citrina (sh/Controle) apresentaram redug¢ao na concentracéo de lactato.
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Figura 30. Concentracao de lactato extracelular em células com deficiéncia da citrina e expressando a
proteina Ndt1, suplementac¢do com piruvato 2 mM.

A — Concentragdo de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM;

B — Concentracao de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM.

Os valores foram normalizados pela concentracdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padréo de trés experimentos independentes. *, p < 0,01 versus controle; # p < 0,01 versus sh.

A figura 31 apresenta a concentracdo de lactato em meio de cultura com glicose 5
mM ou 25 mM, e suplementacdo com aspartato 2 mM. A figura 31A apresenta a
concentracéo de lactato em meio de cultura com glicose 5 mM, as células sh/Controle
apresentam uma reducao na concentracao de lactato. A linhagem Ndtl apresenta um
aumento na concentracdo de lactato, enquanto, a linhagem sh/Ndtl ndo apresenta
diferenca na concentracéo de lactato comparado com a linhagem controle, mas houve
um aumento quando comparada com a linhagem sh/Controle. A figura 31B apresenta
a concentracao de lactato em meio de cultura com glicose 25 mM, ndo ha diferenca
na concentracdo de lactato nas linhagens controle, Ndtl e sh/Ndtl, no entanto, a
linhagem sh/Controle apresenta as menores concentracdes de lactato. A expressao
de Ndtl nas células com deficiéncia da citrina, aumentou a concentracéo de lactato

no mesmo nivel que as células controle.
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Figura 31. Concentracdo de lactato extracelular em células com deficiéncia da citrina e expressando a
proteina Ndt1, suplementa¢do com aspartato 2 mM.

A — Concentragdo de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM;

B — Concentragéo de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM.

Os valores foram normalizados pela concentragcdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padrdo de trés experimentos independentes. *, p < 0,01 versus controle; # p < 0,01 versus sh.

A concentracao de lactato em meios de cultura com suplementacao de arginina 2
mM, e diferentes concentracdes de glicose é apresentada na figura 32. Ndo houve
diferenca na concentracao de lactato nas linhagens controle e sh/Controle. Apenas a
linhagem Ndtl apresentou uma concentracdo de lactato maior que as demais
linhagens. As células com deficiéncia da citrina (sh/Ndtl) que expressam Ndtl néo
apresentaram aumento de lactato, e apresentaram a mesma concentracdo que as
linhagens controle e sh/Controle. A figura 32B apresenta as concentracdes de lactato
em meio de cultura com glicose 25 mM e arginina 2 mM. As células da linhagem
controle e Ndtl apresentaram a mesma concentracdo de lactato, houve reducao
apenas nas linhagens sh/Controle e sh/Ndtl comparada com a linhagem controle. No
entanto, a expressao da proteina Ndtl aumentou a secrecdo de lactato comparada

com as células sh/Controle.
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Figura 32. Concentracéo de lactato extracelular em células com deficiéncia da citrina e expressando a
proteina Ndt1, suplementacdo com arginina 2 mM.

A — Concentracédo de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM;

B — Concentracgéo de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM.

Os valores foram normalizados pela concentragcdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padrdo de trés experimentos independentes. *, p < 0,01 versus controle; # p < 0,01 versus sh.

Nossos resultados de concentracéo de lactato utilizando diferentes concentracdes
de glicose e suplementagbes (piruvato, aspartato ou arginina 2 mM) corroboram
nossos dados de atividade glicolitica. As células com deficiéncia da citrina
apresentaram reducdo da atividade glicolitica e reducdo na secrec¢do de lactato,
porém a expressao da proteina Ndtl foi capaz de recuperar o metabolismo dessas
células, o que foi acompanhado pelo aumento da concentracado de lactato extracelular.

4.5.3. Andlise das concentracfes de ureia e ambnia

A formacdo de ureia € um processo dependente do transporte de aspartato da
matriz mitocondrial para o citosol. Dessa forma, em células com deficiéncia de citrina,
o bombeamento de aspartato esta comprometido, prejudicando a formacdo de
argininosuccinato e consequentemente reduzindo a ureia produzida, bem como
aumentando os niveis de aménia (Saheki, 2004). Assim, para validar o nosso modelo
de CTLNZ2, ou seja, células com knockdown para o gene SLC25A13 que codifica a
citrina realizamos a determinacao das concentracdes de ureia e amoénia.

A figura 33 apresenta as concentracdes de ureia extracelular obtidas utilizando
diferentes concentracdes de glicose (5 mM ou 25 mM) e suplementagdes, piruvato,

aspartato ou arginina 2 mM.



103

A figura 33A-D apresenta as concentracbes de ureia em meio de cultura com
glicose 5 mM e com as diferentes suplementacdes realizadas, A - ndo houve
suplementacdo no meio de cultura, B - suplementacdo com piruvato 2 mM, C -
suplementacdo com aspartato 2 mM e D - suplementacdo com arginina 2 mM. Em
todas as condi¢des analisadas, as células apresentaram o mesmo perfil. A linhagem
controle e Ndtl ndo apresentam diferenca na concentracdo de ureia, enquanto, as
células com deficiéncia da citrina, sh/Controle e sh/Ndtl apresentam reducdo na

concentracéo de ureia extracelular quando comparadas com o controle.



104

A B
0.5- 0.5
0.4- 0.4
0.3

Ureia (mg/mL)/mg proteina
Ureia (mg/mL)/mg proteina

*% *k
Controle Ndtl sh/Controle  sh/Ndtl ' Controle Ndtl sh/Controle  sh/Ndtl
C D
0.59 0.5-
© ©
S 0.4 g 0.4-
° °
S s
o a2l o 012
E 0.3 E 0.3
: 2
£ € 02
E E
o «©
(0] KKk o
5 5 ** *x
Controle Ndtl sh/Controle  sh/Ndtl ' Controle Ndtl sh/Controle  sh/Ndtl

Figura 33. Concentracdo de ureia extracelular em células com deficiéncia da citrina e expressando a
proteina Ndt1 em meio de cultura com glicose 5 mM.

A — Sem suplementacao;

B — Suplementacdo com piruvato 2 mM;

C - Suplementagdo com aspartato 2 mM;

D — Suplementacdo com arginina 2 mM.

Os valores foram normalizados pela concentragdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padréo de trés experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.

A figura 34A-D apresenta as concentragbes de ureia extracelular em meio de
cultura com glicose 25 mM e diferentes suplementacbes, A - nédo houve
suplementacéo, B - piruvato 2 mM, C - aspartato 2 mM e D - arginina 2 mM. Nas
condi¢cbes analisadas foi observado o mesmo perfil descrito acima, ou seja, reducao
da concentragdo de ureia apenas nas linhagens com deficiéncia da citrina, sh/Controle
e sh/Ndtl.
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Figura 34. Concentracao de ureia extracelular em células com deficiéncia da citrina e expressando a
proteina Ndtl em meio de cultura com glicose 25 mM.

A — Sem suplementacéo;

B — Suplementacdo com piruvato 2 mM;

C — Suplementag&o com aspartato 2 mM;

D — Suplementacdo com arginina 2 mM.

Os valores foram normalizados pela concentracdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padrdo de trés experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.

Em todas as condicbes analisadas, a expressao de Ndtl e as diferentes
suplementacdes realizadas, ndo recuperaram 0s niveis de ureia extracelular nas
células com deficiéncia da citrina no mesmo nivel que as células controle.

Além disso, foi determinada a concentracdo de amonia intracelular, uma vez que a
amoOnia também é um importante produto metabdlico para confirmar nosso modelo in
vitro de CTLN2. Uma vez que uma das principais alteragcfes bioquimicas encontradas
em pacientes com CTLN2 é a hiperamonemia, responsavel pelos sintomas clinicos.

A figura 35A-D apresenta as concentracfes de amoénia em meio de cultura com
glicose 5 mM e diferentes condi¢cdes de suplementacéo, A - sem suplementacéo no

meio de cultura, B - piruvato 2 mM, C - aspartato 2 mM e D - arginina 2 mM. As células
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com deficiéncia da citrina apresentaram aumento nas concentracdes de amonia
intracelular quando comparadas com as células controle e Ndtl. No entanto, as
suplementacdes com piruvato, aspartato e arginina 2 mM (Figura 35B-D) reduziram
as concentragcbes de amonia comparado com o meio de cultura sem suplementacéo
(Figura 35A).
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Figura 35. Concentracao de amonia intracelular em células com deficiéncia da citrina e expressando a
proteina Ndtl em meio de cultura com glicose 5 mM.

A — Sem suplementacao;

B — Suplementacdo com piruvato 2 mM;

C - Suplementagdo com aspartato 2 mM;

D — Suplementacdo com arginina 2 mM.

Os valores foram normalizados pela concentracao de proteina total. Os dados representam média +
erro padrdo de trés experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.

A figura 36A-D apresenta as concentracdes de amodnia em meio de cultura com
glicose 25 mM e diferentes suplementagdes, A - meio de cultura sem suplementacéo,
B - piruvato 2 mM, C - aspartato 2 mM, D - arginina 2 mM. Todas as células com
deficiéncia da citrina apresentaram aumento na concentragdo de amonia intracelular

comparado com as células controle. A expressao de Ndtl nas células com deficiéncia

da citrina ndo reduziu a concentragdo de aménia nessas células. A suplementacgéo
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com piruvato ou aspartato nessa condicdo reduziram as concentracdes de amonia

intracelular nas células com deficiéncia da citrina.

A B
0.5+ 0.5-
o «
< 0.4- 5 0.4
° °
s S
g 0.3 g’
%\ -
S 0.2 %,
o Ko
c c
§ 0.1- §
0.0- .
Controle Ndt1l sh/Controle  sh/Ndtl Controle Ndt1l sh/Controle  sh/Ndtl
C D
0.5+ 0.57
© ©
§ 0.4 S 04
5 S
S S
2 0.3- g
= -
= £
S 02- ®
8 Jo
c c
Bov ;
0.0-

Controle Ndtl sh/Controle  sh/Ndtl ' Controle Ndtl sh/Controle  sh/Ndtl

Figura 36. Concentracdo de amoénia intracelular em células com deficiéncia da citrina e expressando a
proteina Ndtl em meio de cultura com glicose 25 mM.

A — Sem suplementacéo;

B — Suplementacdo com piruvato 2 mM;

C - Suplementagédo com aspartato 2 mM;

D — Suplementacdo com arginina 2 mM.

Os valores foram normalizados pela concentragdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padréo de trés experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.
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5. DISCUSSAO

As funcdes celulares dependem de inUmeros cofatores e coenzimas, dentre elas a
coenzima NAD*, apresenta um papel central em diversas rea¢des enzimaticas e em
inUmeros processos celulares redox e ndo redox. A sua forma reduzida, NADH
também apresenta funcbes essenciais para as células. Ambas, NAD* e NADH
desempenham papel em inUmeras vias envolvidas no metabolismo celular, tais como
a glicdlise, ciclo do &cido tricarboxilico e producdo de ATP. Além disso, ambas
apresentam func¢des bioldégicas, como modulacdo do metabolismo energético,
participacdo na morte celular, homeostase de célcio e expressao génica. NAD™* € a
precursora das demais isoformas de nicotinamida adenina dinucleotideo, NADP* e
NADPH, ambas utilizadas na via pentose fosfato, assim como durante o estresse
oxidativo. Sendo assim, a disponibilidade e compartimentalizagdo de NAD* nas
células de mamiferos possui uma relacao direta em praticamente todas as principais

vias metabodlicas mitocondriais.

5.1. Expresséo heterdloga da proteina Ndtl e knockdown do gene SLC25A13
gue codifica a proteina citrina

O cDNA do gene ndtl de A. fumigatus foi utilizado para clonagem e expressao em
célula de mamifero.

Para a expressdo da proteina Ndtl em células HEK293 foi utilizada o vetor
pcDNA3.1/nV5-DEST™ da plataforma de clonagem Gateway® (Invitrogen). Os mapas
dos vetores sdo apresentados em Anexos. Essa plataforma possui algumas
caracteristicas que resultou na sua escolha, tais como: alta eficiéncia na clonagem,
compatibilidade na obtencao de vetores de expressao e possibilidade de transferir por
recombinacao in vitro o inserto a diferentes vetores. A clonagem € dividida em duas
reacOes de recombinacdo, a reacdo BP e a reacdo LR. Em ambas reacdes 0s sitios
attachment (att), presentes nos vetores e no inserto sdo recombinados, e a partir do
clone destino obtido € possivel a expresséo da proteina Ndt1l em células de mamiferos.

Nesse estudo foi escolhido as células de mamifero HEK293, essas sédo células
embrionarias de rim humano, amplamente utilizadas para expressdo de proteinas
recombinantes, uma vez que possuem a capacidade de processamento, quando
necessario para a sintese de proteinas funcionais. Essas células sdo muito utilizadas
para expressao heterdloga, porque sdo de facil manutencdo e propagacao, alta

eficiéncia de transfeccéo independentemente do método escolhido, e processamento
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das proteinas recombinantes (Thomas e Smart, 2005). Além disso, ndo ha descricédo
na literatura de modelos in vitro da CTLN2, sendo que os trabalhos publicados até o
momento estudaram principalmente as alteragdes hepaticas em camundongos, uma
vez que essas sao as responsaveis pelos principais sintomas de CLTNZ2. No entanto,
o rim dos pacientes com CTLN2 também é um 6rgao afetado pela doenca. Estudos
prévios demonstraram que 0 rim apresenta um papel muito importante para o
metabolismo, atuando principalmente no metabolismo da glicose, além de participar
em outras vias metabdlicas tais como: lactato, glicerol e 4cidos graxos (Stumvoll et al.,
1999). Dessa forma, a célula HEK293 foi escolhida para demonstrar as possiveis
alteracdes causadas pela CTLN2 em células renais, uma vez que a funcionalidade
desse 6rgédo é essencial para a homeostase do organismo (Saheki e Kobayashi, 2002;
Saheki et al., 2007; Sinasac et al., 2004; Komatsu et al., 2015).

Apos a transfeccdo das células HEK293 e selecdo na presenca de geneticina, a
expressdo da proteina Ndtl foi confirmada por Western blot, demonstrando que a
construcdo ndtl/pcDNA e a transfeccéo foram eficientes para a expressao heteréloga
da proteina Ndtl em células HEK293. Uma vez que os transportadores mitocondriais,
como a proteina Ndtl, sdo proteinas codificadas pelo DNA nuclear e, apos a sintese
no citosol sdo processadas e enderecadas as mitocondrias. O transporte dessas
proteinas para as mitocondrias pode ocorrer devido a presenca de um peptideo sinal,
que € uma sequéncia de aminoacidos normalmente encontrada na por¢éo N-terminal
das proteinas, ou pode ocorrer através de sequéncias sinalizadoras internas (Palmieri
e Pierri, 2009; Kulawiaki et al., 2012). A proteina Ndtl ndo apresenta um peptideo
sinal na sua sequéncia de aminoacidos, dessa forma, seu enderecamento as
mitocondrias ocorre através de sinalizagéo interna (Balico et al., 2017). As analises de
Western blot em mitocondrias isoladas e as imagens de microscopia confocal
demonstraram que a proteina Ndtl estava sendo expressa e a proteina estava
localizada nas mitocondrias, sugerindo que a sequéncia de sinalizacdo interna
direcionou o transportador Ndtl de A. fumigatus para as mitocondrias das células
HEK293, sem a necessidade de otimizacdo de coédons para expressao em células
humanas.

A citrina é uma isoforma do AGC, localizada na membrana mitocondrial interna,
essa proteina € responsavel pela troca de aspartato da matriz mitocondrial por
glutamato citosoélico e um proton (H*), um processo eletrogénico (Palmieri et al., 2001).

A citrina é encontrada principalmente nos 6rgaos que possuem a expressao de genes
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envolvidos no ciclo da ureia, dessa forma, € altamente expressa no figado, rins e
pancreas (Yasuda et al., 2000; Begum et al., 2002). Como mencionado anteriormente,
o0 modelo de CTLN2 obtido nesse estudo € importante, uma vez que utilizamos células
embrionérias de rim humano, um dos 6érgdos que possui alta expressao de citrina,
muito importante para o metabolismo e homeostase do organismo.

A deficiéncia da citrina ocorre devido a mutacdes no gene SLC25A13 e tém sido
descritas inUmeras muta¢des, sendo que as principais sao as mutacdes de frameshit,
onde um nucleotideo é trocado por outro, formando um cédon de parada, e dessa
forma, uma proteina truncada e sem atividade funcional. Além dessa mutacéo, outro
tipo de mutacdo muito comum séo as mutaces onde ocorre alteracdo no splicing do
gene SLC25A13, levando a delecdo de éxon, perda de aminoécidos, e finalmente a
uma proteina truncada prematuramente (Kobayashi et al., 1999; Yasuda et al., 2000).
Em nosso modelo, utilizamos a técnica de RNA de interferéncia (RNAI) para obtermos
células com deficiéncia da citrina. O RNAI pode ser induzido através da introducao de
uma pequena molécula de RNA (siRNA) ou entdo, pela geracado intracelular dessa
molécula siRNA, a partir da expressao de precursores de curtos hairpins (sh) de RNA
em vetores.

No caso de shRNA, a construcdo deve apresentar 0s seguintes itens: um
oligonucleotideo contendo uma sequéncia do siRNA para o gene alvo, seguido por
um loop de aproximadamente 9 nucleotideos, e um reverso complementar da
sequéncia de siRNA. Essas sequéncias sao clonadas em vetores plasmidiais ou virais,
gue apos a transfeccdo das células, expressardo endogenamente o shRNA que em
seguida, sera processado no citoplasma a siRNA. As modificacdes génicas que
utilizam shRNA possuem efeitos mais longos comparados com siRNA, uma vez que
o shRNA é continuamente processado pelas células. Os vetores mais utilizados séao
0s virais, adenovirus, adenovirus-associado ou lentivirais. Neste modelo, foi utilizado
o0 shRNA clonado em vetor lentiviral, dado que esses vetores infectam ativamente as
células em divisdo e as demais células. Os vetores lentivirais sao utilizados para
expressao do shRNA em longo prazo, e para silenciamento de genes, uma vez que 0
DNA incorpora no genoma da célula hospedeira. No entanto, esses vetores podem
apresentar toxicidade para as células associado com a expressao desregulada do
shRNA (Manjunath et al., 2009; Rao et al., 2009; Moore et al., 2010).

Nesse estudo foi obtido a linhagem estavel com reducdo da expresséo do gene

SLC25A13, a qual foi obtida ap0s a sele¢éo das células transduzidas com puromicina,
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sendo que a reducao da expresséo da citrina foi de 56%. Existem diferentes genotipos
para a CTLNZ2, tais como: mutacdo em apenas um alelo do gene que codifica a citrina
apresentando dessa forma, uma reducdo parcial nos niveis da proteina citrina,;
mutacdo em ambos alelos e nenhuma expressdo do gene que codifica a citrina, e
ainda pode ser encontrado mutacfes no gene, porém, nenhuma caracteristica
fenotipica 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 condic¢des bioquimicas da CTLN2.

A citrina de mamiferos e o transportador Ndtl de A. fumigatus pertencem a mesma
familia de proteinas, a familia dos transportadores mitocondriais. Visto que ambas
transportam substratos para a matriz mitocondrial, que serdo utilizados em vias
metabdlicas relacionadas as diversas funcées celulares (Wohlrab, 2005). A familia de
transportadores mitocondriais, principalmente a familia SLC25, a qual a citrina
pertence, apresenta algumas caracteristicas estruturais muito importantes. Essas
caracteristicas sao preservadas em proteinas da familia de transportadores
mitocondriais de outras espécies, tais como os transportadores mitocondriais Ndt1 e
Ndt2 de S. cerevisiae e A. thaliana, e Ndtl de A. fumigatus. Ambas proteinas
apresentam trés METS altamente conservados, que sdo as assinaturas de
transferéncia de energia importantes para classificar os transportadores mitocondriais.
No entanto, as sequéncias ndo sdo completamente conservadas, podendo ocorrer
alguns aminoécidos diferentes, mas segundo Palmieri e colaboradores (2004), as
sequéncias dos METs podem ser parcialmente modificadas em uma, duas ou até trés
repeticbes, como € o caso da citrina e Ndtl. Além disso, ambas possuem hélices
transmembrana, com sequéncias de aminoacidos conservados, 0s quais S&o
importantes para 0 correto ancoramento desses transportadores na membrana
mitocondrial interna. A citrina apresenta sete hélices transmembrana com tamanho
variados, enquanto, a proteina Ndtl apresenta apenas seis hélices transmembrana
também com tamanhos variados. Em ambos os casos n&o tem sido relatadas
mutacOes nessas regides (Kobayashi et al., 1999; Yasuda et al., 2000; Balico et al.,
2017).

A proteina citrina possui em sua sequéncia uma regido susceptivel a mutacoes, as
cinco principais mutacdes encontradas em pacientes com CTLN2 foram identificadas
em regibes entre as hélices transmembranas (Figura 37), os loops. Esses loops

apresentam tamanho e sequéncia de aminoacidos variaveis, sendo que as mutagdes
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descritas nessa regido provavelmente, levam a proteina a ndo ser enderecada
corretamente para a membrana mitocondrial interna (Kobayashi et al., 1999),
possivelmente essas muta¢des ocorrem na sequéncia de enderecamento da proteina
para as mitocondrias. A proteina Ndtl também possui os loops, estes também
apresentando tamanho e sequéncias variadas, porém ndo foram descritas mutacées
nessas regides (Balico et al., 2017).

A identidade entre a citrina e o Ndtl € de aproximadamente 27%, sendo que as
sequéncias conservadas responsaveis por essa identidade sdo todas as hélices
transmembranas e consequentemente os METS. Dessa forma, as regides que
apresentam as mutacdes mais encontradas em pacientes com CTLN2 ndo séo
conservadas na proteina Ndt1, dessa forma, possivelmente tornando a proteina Ndtl
menos suscetivel a mutacdes, como as encontradas na citrina.

As mutacdes encontradas em pacientes com CTLN2 podem ser devido a mutacdes
do tipo hotspot, uma vez que, esse tipo de mutacdo é frequente em determinadas
posi¢cdes de nucleotideos. As mutacdes hotspots podem refletir um mecanismo
especifico para geracdo de mutacdes em sitios particulares, dessa forma, a anélise
desse tipo de mutacdo pode revelar informacdes sobre dominios funcionais em
proteinas alvos (Rogozin e Pavlov, 2003). Na citrina as mutacdes encontradas alteram
principalmente a insercao da proteina na membrana mitocondrial interna, dessa forma,
as mutacdes afetam a sequéncia de sinaliza¢do da proteina para as mitocéndrias,
gerando alterac6es metabdlicas. Mutacdo do tipo hotspot foi identificada em canais
de potassio. Essa mutacdo foi encontrada no dominio C-terminal na porcéo
citoplasmatica, sendo que, essa regido esta localizada logo ap6s um loop. Essa
mutac&o encontrada levou a consequéncias metabdlicas principalmente, no dominio
citoplasmatico (Pattnaik et al., 2012). Essa mutagédo descrita € bem semelhante as

mutac¢des encontradas na citrina, causando também alteragdes metabdlicas.
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Figura 37. Estrutura predita da proteina citrina e as cinco principais mutagdes encontradas em
pacientes com CTLN2. Adaptado de Yasuda et al., 2000.

5.2. Caracterizacao metabdlica das células HEK293 expressando a proteina Ndt1
e com deficiéncia da citrina

A CTLN2 é uma doenca autossémica recessiva, de inicio tardio, e segundo Yasuda
e colaboradores (2000) pode existir uma possivel relacdo entre os efeitos da
regulacdo hormonal e fatores ambientais. Nesse estudo foi possivel identificar
diferencas importantes na incidéncia de CTLN2 entre homens e mulheres, sendo mais
incidente em homens. Além disso, a média de idade de inicio da doenca em mulheres
€ maior do que em homens, ou seja, a CTLN2 acomete as mulheres mais tarde do
gue homens.

As células HEK293 com deficiéncia da citrina (sh) apresentaram as principais
alteracdes metabdlicas da CTLN2 in vivo, tais como: aumento na concentracdo de
amonia; aumento da razado NADH/NAD* e reducéo/inibicéo da glicolise (Sinasac et al.,
2004; Saheki et al., 2007). No entanto, ndo foram avaliadas todas as alteracbes
bioguimicas comuns em pacientes com CTLNZ2, como o0 aumento da concentracdo de
citrulina, aumento na secre¢do de argininosuccinato e aumento da razao
treonina/serina (Kobayashi et al., 1999; Yasuda et al., 2000).

A citrina é importante para manutenc¢éo do ciclo da ureia, nha sua auséncia ocorre
uma disfuncdo neste ciclo, que leva a hiperamonemia, e aumento da razéo
NADH/NAD™* citosdlico. Como a glicolise e lipogénese hepatica sdo acopladas ao
bombeamento de NADH, no caso de aumento da razao NADH/NAD™ ocorre a inibicdo
da glicolise e lipogénese (Kobayashi et al., 1999; Yasuda et al., 2000; Saheki et al.,
2002; Hayasaka et al., 2014). A funcdo mitocondrial € muito importante para

manutencdo da homeostase e funcionamento celular, na CTLN2 alguns sintomas
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dependem intimamente da funcdo mitocondrial. A lancadeira-malato aspartato é a
principal via de transporte de equivalentes redutores do citosol para a mitocondria.
Essa lancadeira é composta por diferentes transportadores mitocondriais, dentre eles
o0 AGC (Palmieri et al., 2001). Dessa forma, a deficiéncia da citrina leva a um
desequilibrio no transporte de NADH para a matriz mitocondrial e, consequentemente
acumulo no citosol, causando aumento na razdo NADH/NAD" citosolico. O aumento
nessa razao pode afetar a razdo ATP/ADP intramitocondrial, uma vez que essa ultima
€ dependente da concentracdo de NAD* (La Noue e Williamson, 1971; Saheki et al.,
2002; Saheki et al., 2007). A proteina Ndtl foi escolhida para a expressao heteréloga
em células com deficiéncia da citrina, uma vez que é um transportador mitocondrial
de NAD* de A. fumigatus e participa do seu balanco redox.

A expressao da proteina Ndtl foi capaz de aumentar a concentracdo de NADH,
NAD* e da razdo NADH/NAD™* nas células obtidas, esse parametro foi utilizado para
determinar a atividade dessa proteina em células de mamiferos. Em células HEK293
com deficiéncia da citrina houve um aumento na razdo NADH/NAD* citosdlica,
enquanto, as células que expressam a proteina Ndtl alterou a concentracao de NADH,
NAD* e a razdo NADH/NAD™ citosolica e mitocondrial. Por outro lado, as células
sh/Ndt1l apresentaram uma diminuicdo da razdo NADH/NAD".

O aumento de nucleotideos de pirimidina altera o metabolismo celular e a producao
de energia, uma vez que o NAD™* e suas formas regulam varias reacdes redox que
formam o metabolismo celular compartimento especifico, como a glicélise, o TCA, a
oxidacdo de acidos graxos e aminoacidos (Srivastava, 2016). A entrada de
equivalentes redutores do citosol para as mitocondrias através da citrina €
indispensavel para o metabolismo mitocondrial na oxida¢do do piruvato formado na
glicdlise. Uma vez que esse piruvato € transportado para a matriz mitocondrial e
oxidado pela enzima piruvato desidrogenase a oxaloacetato. Esse produto sera
utilizado pelo TCA para geracdo de substratos redutores e manutencdo do
metabolismo mitocondrial. Além disso, 0 mesmo ocorre na gliconeogénese gerando
lactato e glicerol. Dessa forma, a expressdo da proteina Ndtl em células com
deficiéncia de citrina foi capaz de restabelecer o equilibrio redox e o metabolismo
celular, principalmente pela reducédo da razdo NADH/NAD™ citosdlica, e consequente
aumento de NADH e NAD™ intramitocondrial.

A taxa de consumo de oxigénio pode ser utilizada como um indicador da respiracao

mitocondrial. Em células cultivadas, a medida dos prétons produzidos indiretamente
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através do lactato liberado pode ser utilizada como um indicador de glicolise, e &
fornecida através do ECAR. A expresséao da proteina Ndtl recuperou o metabolismo
celular, principalmente aumentando o OCR e ECAR nas células com deficiéncia de
citrina. A proteina Ndt1 pode manter o equilibrio redox nas células com deficiéncia de
citrina, onde ha alteracdo na lancadeira malato-aspartato, uma vez que essa proteina
catalisa o transporte de NAD™* para a matriz mitocondrial, mantendo o balanco redox.
Esse NAD* sera utilizado para geracdo de substratos oxidaveis durante o TCA,
recuperando dessa forma a respiracdo mitocondrial em células com deficiéncia da
citrina, onde o balanco redox esta alterado.

Estudos anteriores demonstraram que pode ocorrer toxicidade da glicose em casos
de CTLN2, além disso esse substrato pode interferir na determinagdo 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 concentracdes de
glicose, 5 mM ou 25 mM. Os resultados obtidos demonstram que as diferencas
metabdlicas ficaram mais evidentes em meio de cultura com a menor concentracéo
de glicose (5 mM). Uma vez que, para avaliar processos fisiolégicos, como o
observado no modelo obtido alguns nutrientes presentes no meio de cultura ou
estoques enddgenos de substratos podem alterar a capacidade da mitocondria em
oxidar alguns substratos, e dessa forma ndo podemos observar claramente as
alteracdes metabdlicas. A glicose é um dos nutrientes exdgenos/endégenos que
podem influenciar na determinacdo do metabolismo celular, dessa forma, utilizando
dois meios de cultura diferentes podemos obter melhores diferencas no metabolismo
celular, visto que no meio de cultura com menor concentracao de glicose, as células
reduzem a oxidacdo dos estoques de glicose enddégenos e aumentam a respiracao
mitocondrial utilizando a oxidac&o de acidos graxos (Zeidler et al., 2017).

A administracdo oral de piruvato, aspartato ou arginina tem sido utilizado no
tratamento de pacientes com CTLN2 (Mutoh et al.,, 2008). Nesse sentido, foram
realizadas suplementacdes com esses compostos nos meios de cultura utilizados
nesse estudo, para andalise da contribuicAo dessas suplementacdes para o
metabolismo. O aspartato mitocondrial tem sido demonstrado como uma fonte
preferida para a enzima ASS condensar citrulina e aspartato formando
argininosuccinato. Na deficiéncia de citrina o aspartato citosolico formado a partir do
oxaloacetato ou da asparagina pode se tornar fonte essencial (Meijer et al., 1978). A

suplementacdo de piruvato, aspartato ou arginina podem ser uma alternativa
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terapéutica para a deficiéncia de citrina, uma vez que estes foram capazes de
recuperar as alteracées 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 suplementacédo com aspartato ndo foi capaz de promover uma
melhoria na funcdo mitocondrial, uma vez que ndo houve aumento nas taxas de
respiracdo mitocondrial e via glicolitica, corroborando os resultados encontrados em
ratos knockout, onde foi demonstrado que o aspartato mitocondrial ndo era essencial
para a reacao do ASS, e o déficit de ureogénese foi resultado da geracdo de aspartato
citosélico (Moriyama et al., 2006). Essa geracdo de aspartato citosélico também
poderia limitar a re-oxidacdo de equivalentes redutores, o que poderia explicar os
resultados obtidos.

A suplementacdo 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-oxidagao 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 acido tricarboxilico e
consequentemente a cadeia respiratéria (Kane, 2014). Em ratos com knockout de
citrina a infusdo de piruvato também melhorou o metabolismo hepatico, diminuiu a
razao lactato/piruvato, e aumentou a ureogénese (Moriyama et al., 2006; Saheki et al.,
2011).

Nossos resultados de ECAR e concentracdo de lactato extracelular, demonstram
gue a expressao de Ndtl nas células com ou sem deficiéncia da citrina altera a via
glicolitica. O aumento na concentracao 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 mitocéndria. Em estudo prévio VanLinden e
colaboradores (2015) expressaram o transportador de NAD* de A. thaliana, e
observaram uma mudanca metabdlica de fosforilagdo oxidativa para glicolise, nossos
dados sugerem que o mesmo ocorre quando a proteina Ndtl de A. fumigatus foi
expressa em células HEK293. Quando a proteina foi expressa em células com
deficiéncia da citrina, essa mudanca metabolica foi benéfica, uma vez que estas
células apresentaram inibicdo da glicolise e a expressao de Ndtl foi capaz de

recuperar a glicélise nas mesmas. A reducdo de NAD* a NADH mantém a glicélise, e
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essa regeneracao de NAD* é catalisada pela lactato desidrogenase, a qual, pode levar
a um aumento na concentracao de lactato, como observado em células expressando
a proteina Ndtl.

Na deficiéncia da citrina ocorre comprometimento da sintese da ureia. Isto seria
decorrente do comprometimento no bombeamento de aspartato mitocondrial para o
citosol, prejudicando dessa forma a formacdo de argininosuccinato, e reduzindo a
sintese de ureia e com consequente aumento nos niveis de amoénia (Saheki e
Kobayashi, 2002; Saheki et al., 2002; Saheki et al., 2007). A reducdo na concentracao
de ureia no meio de cultura foi observada no modelo obtido nesse estudo, assim como,
um aumento na concentracdo de amoénia. A expressao de Ndtl nado foi capaz de
aumentar a sintese de ureia e reduzir a concentracao de aménia através do transporte
de NAD®* para a mitocondria. Assim, estes dados sugerem que a reducdo na
concentracdo de amonia podem ser regulados por outros mecanismos, além da
reducdo da razdo NADH/NAD™* e aumento da via glicolitica, mas pode envolver outros
mecanismos de re-oxidagao de NADH.

No modelo in vitro de CTLN2 desse estudo, foi possivel identificar e demonstrar as
principais alteracdes bioquimicas que comprometem o metabolismo celular, tais
como: aumento da razdo NADH/NAD™ citosélica, inibicdo da glicdlise, reducdo da
concentracdo de ureia e aumento na concentracdo de amobnia. A expressao
heter6loga da proteina Ndtl foi capaz de recuperar a respiracdo mitocondrial e
aumentar a glicélise nas células com deficiéncia da citrina, melhorando dessa forma
o metabolismo celular através do transporte de NAD* para a matriz mitocondrial, e
correcdo da razdo NADH/NAD™ citosodlica. No entanto, a expressdo de Ndtl néo foi
capaz de melhorar a concentracdo de amonia, ou seja reduzir as concentracdes de
amoOnia que é a principal alteracdo bioquimica que causa os sintomas e a morte dos
pacientes. Nesse caso, a expressao heterdloga de Ndtl pode ser uma alternativa para

CTLN2, principalmente devido a melhora do metabolismo celular.
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6. CONCLUSAO
Nossos resultados permitem concluir:

— A proteina Ndtl foi expressa e enderecada corretamente para as mitocondrias
das células HEK293;

— O knockdown do gene SLC25A13 que codifica a proteina citrina foi eficiente,
reduzindo em 56% a expressao desse gene;

— Nosso modelo in vitro da CTLN2 possui algumas das principais caracteristicas
da CTLNZ2, tais como: aumento da razao NADH/NAD?; inibicdo da glicélise;
reducdo na concentracao de ureia e aumento na concentracdo de amonia;

— A expressdo de Ndtl em células com deficiéncia da citrina melhorou o
metabolismo mitocondrial alterando principalmente:

e reducao da razdo NADH/NAD™;
e aumento da respiracdo mitocondrial,
e aumento da atividade glicolitica.

— A expresséao de Ndtl e a suplementagcao do meio de cultura com piruvato 2 mM
foi a melhor condig&o para recuperar o metabolismo mitocondrial e a atividade
glicolitica;

— A expressdo de Ndtl ndo foi capaz de aumentar a concentracao de ureia e
reduzir a concentracdo de amonia,

— A expressao heterdloga de Ndtl pode ser uma alternativa para a CTLN2, uma

vez que recupera o metabolismo mitocondrial e a glicdlise.
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8. APENDICES
8.1. OCR, ECAR e concentracdo 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.
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Figura 38. OCR em células shC/Controle e shC/Ndtl1. A respiragcdo mitocondrial foi determinada pelo
OCR ap0s a adicao sequencial de oligomicina (oligo) 3 uM, CCCP 1 pM, rotenona (Rot) 1 uM acrescido
com antimicina A (AA) 1 pM.

A — Respiracdo mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM;

B — Respiracdo mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;

C — Respiracéo mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;

D — Respiracdo mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.

Os valores foram normalizados pela concentracdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padrdo de trés experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle.
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Figura 39. OCR em células shC/Controle e shC/Ndt1, suplementacdo com piruvato 2mM. A respiragao

mitocondrial foi determinada pelo OCR ap0s a adi¢do sequencial de oligomicina (oligo) 3 uM, CCCP 1

UM, rotenona (Rot) 1 uM acrescido com antimicina A (AA) 1 uM.

A — Respiracdo mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM,;

B — Respiracao mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;

C - Respiracdo mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;

D — Respirac@o mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.

Os valores foram normalizados pela concentracdo de proteina total. Os dados representam média +

erro padréo de trés experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle.
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Figura 40. OCR em células shC/Controle e shC/Ndtl, suplementacdo com aspartato 2mM. A
respiracdo mitocondrial foi determinada pelo OCR ap0s a adigdo sequencial de oligomicina (oligo) 3
UM, CCCP 1 pM, rotenona (Rot) 1 uM acrescido com antimicina A (AA) 1 uM.

A — Respiracdo mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM,;

B — Respiracao mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;

C - Respiracdo mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;

D — Respirac@o mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.

Os valores foram normalizados pela concentracdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padréo de trés experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle.
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Figura 41. OCR em células shC/Controle e shC/Ndt1, suplementacdo com arginina 2mM. A respiragao
mitocondrial foi determinada pelo OCR ap0s a adi¢do sequencial de oligomicina (oligo) 3 uM, CCCP 1
UM, rotenona (Rot) 1 pM acrescido com antimicina A (AA) 1 uM.

A — Respiracdo mitocondrial em meio de cultura com glicose 5 mM,;

B — Respiracao mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em A;

C - Respiracdo mitocondrial em meio de cultura com glicose 25 mM;

D — Respirac@o mitocondrial quantificada a partir dos dados obtidos em C.

Os valores foram normalizados pela concentracdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padréo de trés 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.

Oligo

SS A

2DG

s

-o- shC/Controle
- shC/Ndtl

ECAR (mpH/min/mg proteina)

200+

150+

100+

504

30

T
60

Tempo (minutos)

Oligo

=

2DG

O

-o- shC/Controle
- shC/Ndtl

ECAR (mpH/min/mg proteina)

.,

30

60

90

Tempo (minutos)

150+

100+

[ Glicolise
[l Capacidade Glicolitica

[ Acidificagéo N&o-glicolitica

*kk

*k%k

50
0
shC/Controle shC/Ndt1
150+ [ Glicélise
[l Capacidade Glicolitica
[ Acidificagéio N&o-glicolitica
100+
*k*k
=
50
_ —
0
shC/Controle shC/Ndtl

Figura 42. ECAR em células shC/Controle e shC/Ndt1. A glicélise foi determinada pelo ECAR apés a
adicdo sequencial de oligomicina (oligo) 3 uM 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 concentragdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padréo de trés experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle.
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Figura 43. ECAR em células shC/Controle e shC/Ndt1, suplementacdo com piruvato 2 mM. A glicélise
foi determinada pelo ECAR apés a adicao sequencial de oligomicina (oligo) 3 uM 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 concentracdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padréo de trés experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle.
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Figura 44. ECAR em células shC/Controle e shC/Ndt1, suplementagdo com aspartato 2 mM. A glicélise
foi determinada pelo ECAR apés a adicao sequencial de oligomicina (oligo) 3 uM 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 concentracdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padréo de trés experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle.
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Figura 45. ECAR em células shC/Controle e shC/Ndt1, suplementacdo com arginina 2 mM. A glicélise
foi determinada pelo ECAR apo6s a adigdo sequencial de oligomicina (oligo) 3 uM 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 concentracdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padréo de trés experimentos independentes. *, p < 0,01 versus Controle.
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As figuras 46 e 47 apresentam a concentracao de lactato extracelular linhagens
shC/Controle e shC/Ndt1.
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Figura 46. Concentracdo de lactato extracelular em células shC/Controle e shC/Ndt1.

A — Concentracdo de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM;

B — Concentracao de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM;

C - Concentracéo de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM e piruvato 2mM;

D — Concentracao de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM e piruvato 2mM.

Os valores foram normalizados pela concentragdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padréo de trés experimentos independentes.
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Figura 47. Concentragéo de lactato extracelular em células shC/Controle e shC/Ndt1, suplementacéo
com aspartato ou arginina.

A — Concentracdo de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM e aspartato 2 mM,;

B — Concentracgdo de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM e aspartato 2 mM,;

C — Concentracéo de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 5 mM e arginina 2mM,;

D — Concentragéo de lactato extracelular em meio de cultura com glicose 25 mM e arginina 2mM.

Os valores foram normalizados pela concentragdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padrdo de trés experimentos independentes.

8.2. Concentracdo de ureia e amoénia das linhagens shC/Controle e shC/Ndt1

As figuras 48 e 49 apresentam a concentracao de ureia extracelular das linhagens
shC/Controle e shC/Ndt1.
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Figura 46. Concentracéo de ureia extracelular em células shC/Controle e shC/Ndtl em meio de cultura
com glicose 5 mM.

A — Sem suplementacéo;

B — Suplementacdo com piruvato 2 mM;

C - Suplementagé@o com aspartato 2 mM;

D — Suplementacdo com arginina 2 mM.

Os valores foram normalizados pela concentracdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padrdo de trés experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.
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Figura 49. Concentracéo de ureia extracelular em células shC/Controle e shC/Ndt1 em meio de cultura
com glicose 25 mM.

A — Sem suplementacéo;

B — Suplementacdo com piruvato 2 mM;

C - Suplementagdo com aspartato 2 mM;

D — Suplementacdo com arginina 2 mM.

Os valores foram normalizados pela concentracdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padrdo de trés experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.
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As figuras 50 e 51 apresentam a concentracao de amonia intracelular das linhagens
shC/Controle e shC/Ndt1.
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Figura 50. Concentragdo de amonia intracelular em células shC/Controle e shC/Ndtl em meio de
cultura com glicose 5 mM.

A — Sem suplementacéo;

B — Suplementacdo com piruvato 2 mM;

C - Suplementagdo com aspartato 2 mM;

D — Suplementacdo com arginina 2 mM.

Os valores foram normalizados pela concentracdo de proteina total. Os dados representam média +
erro padréo de trés experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.
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Figura 51. Concentragdo de amonia intracelular em células shC/Controle e shC/Ndtl em meio de
cultura com glicose 25 mM.

A — Sem suplementacéo;

B — Suplementacdo com piruvato 2 mM;

C - Suplementagdo com aspartato 2 mM;

D — Suplementacdo com arginina 2 mM.

Os valores foram normalizados pela concentragcao de proteina total. Os dados representam média +
erro padrdo de trés experimentos independentes. * p < 0,01 versus Controle.
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8.3. Meios de Cultivo

8.3.1. YG
GliCOSE. i 2,0% (p/v)
Extrato de levedura.............coooiiiiiiiiiiiie, 0,5% (p/v)
Solugdo de elementos tragos.........c.ooeveiviiiiiinnn. 0,1% (v/v)

As substancias que compdem o meio foram dissolvidas em agua destilada e o pH
foi ajustado para 7,0. O meio foi esterilizado por calor tmido em autoclave a 120°C e
1 kgf/cm? por 20 minutos. Para o meio sélido (YAG) foi acrescentado agar 2,0% (p/v)

antes da autoclavagem.

8.3.2. LB (Luria Bertani)

LI 0] (6] 4 = VPP P PP UUPPPPPPP 1,0% (p/v)
Extrato de levedura..........ccccooviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 0,5% (p/v)
NACH ... e ——————— 1,0% (p/v)

As substancias que compdem o meio foram dissolvidas em agua destilada e o pH
foi ajustado para 7,0. O meio foi esterilizado por calor imido em a 120°C e 1 Kgf/cm?
por 20 minutos. Para o meio solido foi acrescentado agar 1,5% (p/v) antes da

autoclavagem.
8.3.3. SOC
TrPIONA. .. e 2,0% (p/v)
Extratode levedura..............cooooiiiiiiiiiiii, 0,5,% (p/v)
NaCH 10,0 mmol/L
K e 2,0 mmol/L
MOCI 2. e 10,0 mmol/L
GliCOSE. . e 20,0 mmol/L

O meio SOB € o0 meio SOC sem a adicao de glicose.
As substancias que compdem, exceto MgCl2 e glicose, foram dissolvidas em agua
destilada. O meio foi esterilizado por calor umido em autoclave a 120°C e 1 Kgf/cm?
por 20 minutos. Na hora do uso, foram adicionados MgCl2 e glicose, a partir de

solugdes estoque previamente esterilizadas.
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8.34.TB
Extratodelevedura..............coiiiiiiii 2,4% (p/v)
TrPtONa. ... 1,2% (p/v)
GlICEIOL. ... 0,4% (p/v)
KH2PO4. . 17,0 mmol/L
KoHP O . e 72,0 mmol/L

As substancias que compdem o meio foram dissolvidas em agua destilada. O meio
foi esterilizado por calor imido em autoclave a 120°C e 1 kgf/cm? por 20 minutos. Apés
o resfriamento, foi adicionado ao meio uma solucao estéril de KH2P0O4 0,17 M/K2HPO4

0,72 M previamente esterilizada.

8.4. Solucdes, tampdes e reagentes
8.4.1. Tampao salina fosfato (PBS)

NG o 0,14 mol/L
S 2,7 mmol/L
NAZHPO 4. .. 8,1 mmol/L
KH2P O . 1,5 mmol/L

As substancias que compdem o tampéo foram dissolvidas em agua destilada e o
pH foi ajustado para 7,4. O tampdo foi esterilizado por calor tmido em autoclave a
120°C e 1 kgf/cm? por 20 minutos.

8.4.2. Tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE)
= D I 10,0 mmol/L
Tris-acetato pH 8,0.......ccovviiiiiiiiie e, 40,0 mmol/L

As substancias que compdem o tampao foram dissolvidas em agua destilada e
o pH foi ajustado para 8,0. Em seguida o tampao foi esterilizado por calor tmido em

autoclave a 120°C e 1 kgf/cm? por 20 minutos.



8.4.3. Tampé&do de amostra para DNA

TrS-HCI pH 7,5,
Azul de bromofenol
Xileno Cianol FF

Orange G

Sacarose

8.4.4. Tampé&o de amostra para SDS-PAGE
B-mercaptoetanol
Tris-HCI pH 6,8

8.4.5. SDS-PAGE
Gel de empilhamento 5%

Acrilamida/Bis-acrilamida

10,0 mmol/L
10,0 mmol/L
0,25% (p/v)
0,25% (p/v)
0,25% (p/v)
0,65% (p/v)

2,0% (v/v)
62,5 mmol/L

10,0% (v/v)
2,0% (p/v)
0,1% (p/v)

5,0% (p/v)
125,0 mmol/L
0,1% (p/v)
0,1% (p/v)
0,1% (v/v)

10,0% (p/v)
400,0 mmol/L
0,1% (p/v)
0,1% (p/v)
0,1% (v/v)
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8.4.6. Tampao de corrida Tris-Glicina pH 8,3

Tris-HCIPH 8,3 .., 25,0 mmol/L
GlCINAL e 250,0 mmol/L
S S 0,1% (p/v)

NA2C O3, .ot 50,0 mmol/L

NAHCOS. ..o 50,0 mmol/L
8.4.8. TBS-T

Tris-sHCIPH 7,6. ..o 0,02 mol/L

NG o 140,0 mmol/L

TWEEN 20 ... 0,1% - 0,5% (v/v)
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9. ANEXOS
9.1. Mapa dos vetores
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As figuras 52 e 53 apresentam os mapas dos vetores utilizados para as

clonagens em células de mamiferos.
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Figura 53. Mapa do vetor pcDNA3.1/nV5-DEST™ (Invitrogen).



