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Resumo

Gebenlian,J.L. Efeito da MAPKS8 sobre o estresse oxidativo e a esteroidogénese
em células adrenocorticais com atividade reduzida de NNT. Tese (Mestrado)
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeiréo
Preto, 2022.

Introducdo: Novos estudos sobre a fisiopatologia adrenal revelaram que a
proteina nicotinamida nucleotideo transidrogenase (NNT) é essencial para os
mecanismos de defesa antioxidante do cortex adrenal. MutacGes deletérias no
gene NNT tém sido associadas a deficiéncia familiar de glicocorticoides (DFG),
uma forma hereditaria de insuficiéncia adrenal primaria. Modificacdes no estado
redox celular, como observado na deficiéncia de NNT, levam ao aumento da
proteina quinase 8 ativada por mitégeno (MAPKS).
Objetivo: Analisar os efeitos do crosstalk entre NNT e MAPK8 na linhagem
celular de carcinoma adrenocortical H295R (H295R). Verificar se o0 aumento da
MAPKS8 compensa o aumento da formagdo das espécies reativas de oxigénio
(EROs) e a reducao da producao de cortisol resultantes da deficiéncia de NNT
nas células H295R.
Métodos: O gene NNT nas células H295R foi silecido por meio de siRNA. O
efeito da deficiéncia de NNT na expressao da MAPK8 nessas células foi avaliado
por meio de qPCR), Western blot (WB) e imunofluorescéncia. Em situacdo basal
e apos estimulo com 10uM de forskolina (FSK), a producéo intracelular de
espécies reativas de oxigénio (EROs) pelas células NNT nontarget (NT) ou
deficientes em NNT (SiNNT) foi mensurada utilizando o marcador mitocondrial
DCFDA/H2DCDFDA. A viabilidade celular foi avaliada utilizando citometria de
fluxo (BD-FACS). A esteroidogéneses adrenal foi avaliada pela dosagem de
cortisol do meio celular por radioimunoensaio (RIE).
Resultados: O silenciamento do gene NNT reduziu seus niveis de RNAmM e
proteina em 78% (p<0,0001) e 50% (p=0,001), respectivamente, sem
comprometer a viabilidade das células H295R. Apds o silenciamento de NNT
houve aumento significativo da expressao génica (p=0,01) e proteica da MAPK8
assim como diminuicdo da secrecdo de cortisol (p=0,004). Nao ocorreram
alteracfes na producdo de EROs intracelular dessas células. Quando estas
8



células deficientes de NNT foram submetidas ao estimulo pela FSK, observouse
0 aumento significativo na expressao génica (p=0,03) e proteica da MAPKS8
porém houve diminui¢cao da secrecao de cortisol (p=0,01). Novamente ndo houve
alteracéo na producéo de EROs intracelular.

Conclusao: As células H295R deficientes em NNT sdo capazes de manter a
homeostase mitocondrial mas apresentam prejuizo na secre¢ao de cortisol em
situacao basal. A ativacéo da via da MAPKS8 parece ser um potencial mecanismo
de compensacao nesse processo. Em situacdo de estresse, as células H295R
deficientes para NNT parecem preservar o equilibrio redox em detrimento da
esteroidogénese.

Palavras-chaves: gene NNT, gene MAPKS, esteroidogénese adrenal, EROs,

estresse oxidativo.
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Abstract

Gebenlian,J.L. Effect of MAPK8 on oxidative stress and steroidogenesis in
adrenocortical cells with reduced NNT activity. Thesis (MSc) Faculty of Medicine

of Ribeirdo Preto, University of S&o Paulo, Ribeirdo Preto,2022.

Background: Recent new insights into adrenal pathophysiology revealed that the
protein nicotinamide nucleotide transidrogenase (NNT) is essential in the
antioxidant defense mechanisms in adrenal cortex. Loss-of-function mutations in
NNT gene have been associated with familial glucocorticoid deficiency (FGD), a
hereditary form of primary adrenal insufficiency. Modifications on the cell redox
state, as observed in NNT deficiency, lead to the increase of Mitogen-Activated
Protein Kinase 8 (MAPKS).

Aims: To analyze the crosstalk effects between NNT and MAPKS8 in the
adrenocortical carcinoma cell line H295R (H295R). To ascertain whether the
increase of MAPK8 compensates the increase in reactive oxygen species (ROS)
formation and reduction of cortisol production resulting from the NNT deficiency
in H295R cells.

Methods: NNT knockdown was performed in H295R cells using small interfering
RNA (siRNA). The effect of NNT deficiency on MAPKS8 expression in these cells
was evaluated by (QPCR), Eestern blot (WB) and immunofluorescence. Under
basal and after 10uM forskolin (FSK) stimulation, the production of intracellular
ROS by NNT nontarget (NT) or NNT deficient H295R (siNNT) cells was
measured using DCFDA/H2DCDFDA mitochondrial marker. Cell viability was
evaluated by BD-FACS flow cytometry. Adrenal steroidogenesis was evaluated
by measuring cortisol production (RIA).

Results: NNT siRNA knockdown in the H295R cells resulted in 78% (p<0.001)
and 50% (p=0.001) reduction of MRNA and protein NNT levels, respectively,
without decrease of cell viability. Under basal condition, NNT knockdown there
increased MAPKS8 gene and protein expression (p=0.01) . As well as a decrease
of cortisol secretion (p=0.004). There were no changes in the production of
intracelular ROS in these cells. When NNT deficient H295R cells were challenged

with FSK, MAPK8 mRNA and protein levels increased (p=0.03), however, cortisol
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secretion was decreased (p=0.01) but no change in the production of intracelular
ROS was observed.

Conclusion: NNT deficient H295R cells are able to maintain the mitochondrial
homeostasis but have impaired cortisol secretion at baseline. The activation of
MAPK8 pathway appears to be a potential compensation mechanism in this
process. Under stress, NNT-deficient H295R cells seem to preserve the redox
balance maintenance at the expense of steroidogenesis decrease.

Keywords: NNT gene, MAPKS8 gene, adrenal steroidogeneses, ROS, oxidative

stress.
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Siglas e Abreviaturas

ACTH: hormonio adrenocorticotréfico

ACTHR: receptor de ACTH

AMPc: Monofosfato ciclico de adenosina ciclico

ATP: adenosina trifosfato

BMK1: ERK/big MAP quinase 1

cDNA: DNA complementar

CYP11A1: gene citocromo P450 11A1

CYP11A1: enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol

CYP11B1: gene citocromo P450 familia 11 subfamilia B membro 1

CYP11B1: enzima citocromo P450 11B1

Dapi: marcador nuclear 4,6-diamidino-2-feninlidol

DFG: deficiéncia familiar de glicocorticoide

DHEA: desidroepiandrosterona

DHEA-S: sulfato de DHEA

DNA: acido desoxirribonucleico

11- DOC: 11-desoxicortisol

ERK: proteinas quinases reguladas por sinal extracelular
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EROs: espécies reativas de oxigénio

FAPESP: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo

FITC: comprimento de onda para Fluoresceina

FSK: forskolina

GAP: jun¢des comunicantes

GSH: glutationa reduzida

GSSG: glutationa oxidada

GPX: glutationa peroxidase

H295R: linhagem celular de carcinoma adrenocortical humano

HC-FMRP-USP: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo

H20,: perdéxido de hidrogénio

JNKs: proteinas quinases ativadas por estresse

MAPK: proteina-quinases ativadas por mitégenos

MAPKS: proteina quinase 8 ativada por mitégeno

MA-10: linhagem celular de tumor de células de Leydig

NCBI: National Center for Biotechnology Information
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NADPH: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

NNT: nicotinamida nucleotideo transidrogenase

NT: células NNT nontarget

pb: pares de base

PCR: reacdo de polimerase em cadeia

PKA: proteina quinase A

PRDX: peroxiredoxina

gPCR: reacdo de polimerase em cadeia quantitativa

RIE: radioimunoensaio

RNA: acido ribonucleico

RNAIi: RNA de interferéncia

RNAm: RNA mensageiro

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

SiNNT: células deficientes em NNT

siRNA: RNA de silenciamento

SODs: superoéxido dismutase

STAR: proteina reguladora aguda esteroidogénica

TACs: tumores adrenocorticais

TM: temperatura de melting

TNFa: fator de necrose tumoral alfa
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0,7: anion superoxido

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man

WB: western blot

YAP1: yes-associated protein-1

3BHSD1: 3-beta hidroxiesteroide desidrogenase 1

3BHSD2: 3-beta hidroxiesteroide desidrogenase 2
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1. Introducéo

1.1 Esteroidogénese adrenal

As glandulas adrenais sdo 6rgaos enddcrinos localizados acima e
adjacentes aos rins. Sdo 6rgaos encapsulados com clara divisao entre cértex
e medula, sendo o cortex responsavel pela producdo e secrecdo de
glicocorticoides, mineralocorticéides e androgénios, enquanto que a medula,

secreta adrenalina e noradrenalina 1.

O cortex é dividido em trés zonas com células, morfologia e secrecéo
hormonal préprias (Figura 1). A zona glomerulosa, € formada por células
piramidais especializadas na producdo e secrecdo de mineralocorticoides.
Deste, 0 mais abundante é a aldosterona a qual tem papel fundamental na
regulacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona. A zona fasciculada é
a maior das zonas sendo composta por células poliédricas dispostas em
corddes e tem como funcdo a secre¢ao dos glicocorticoides, em especial 0
cortisol. Por fim a zona reticular é formada por células dispostas em corddes
irregulares que secretam androgénios, principalmente a
desidroepiandrosterona (DHEA) e o sulfato de DHEA (DHEA-S) 2.
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zona glomerulosa — Aldosterona

zona fasciculada — Cortisol
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Medula — catecolaminas

Glandula Adrenal

Figura 1. Representacdo esquematica da divisdo histolégica e funcional da glandula

adrenal®.

A producao dos horménios adrenais resulta de um processo denominado
esteroidogénese adrenal. Esse processo, regulado principalmente pelo
hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) por meio de sua ligacdo ao receptor de
ACTH (ACTHR), se inicia com o transporte de colesterol do citoplasma para o
interior da membrana mitocondrial, por meio da proteina reguladora aguda
esteroidogénica (StaR), onde sera convertido em pregnenolona pela enzima de
clivagem da cadeia lateral do colesterol (CYP11Al), codificada pelo gene
citocromo P450 11A1 (CYP11Al1). No reticulo endoplasmatico, as enzimas
3beta hidroxiesteroide desidrogenase 1 e 2 (3BHSD1 e 3HSD2) transformam a
pregnenolona em progesterona. Esta retorna a mitocéndria e € convertida a
11desoxicortisol (11-DOC) e depois a cortisol, pela enzima citocromo P450 11B1
(CYP11B1), que é secretado pelas células do cértex da adrenal para a circulacéo

sanguinea ? (Figura 2).
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Figura 2. Desenho esquematico da sintese de cortisol na zona fasciculada das

glandulas adrenais “.

1.2 Resposta ao estresse oxidativo em células esteroidogénicas

A producéo do cortisol, que ocorre parcialmente no interior da mitocéndria,
resulta na liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que devem ser
ativamente eliminadas para a manutencdo da homeostase no meio
intramitocondrial (Figura 3). Por esta razdo, as células do cortex adrenal sédo
supridas por niveis altos de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos para a
manutengdo da homeostase redox. Disturbios na homeostase redox do meio
intramitocondrial, das células adrenais, podem ter efeito deletério sobre a

esteroidogénese °.

A indugédo de estresse oxidativo em linhagem celular obtida de tumor de
células de Leydig (MA-10), que também séo capazes de secretar hormdnios
esteroides, resultou em reducdo da expressdo da proteina intramitocondrial

STAR ©7 e inibicdo na sintese de progesterona ’.

Ja existem estudos demonstrando os efeitos do estresse oxidativo ou
acumulo de EROs na esteroidogénese, porém, os mecanismos envolvidos nessa

relacdo ainda ndo foram elucidados.
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Figura 3. Desenho esquematico da esteroidogénese adrenal e liberacdo de EROs. Nas
etapas mitocondriais da esteroidogénese, na qual ocorrem a conversao do colesterol
em pregnenolona e 11-DOC em cortisol, séo liberadas EROs que deverdo ser degradas

por mecanismos dos sistemas antioxidantes®.

1.3 Mecanismos celulares de defesa antioxidante

O sistema de defesa antioxidante possui mecanismos complexos e
especificos para cada tipo celular®. Tecidos de maior consumo energético como,
por exemplo o figado, cérebro e os tecidos esteroidogénicos como a adrenal,
testiculos e ovérios sdo supridos por altos niveis de antioxidantes enzimaticos e
ndo enzimaticos necessarios para a desintoxicacdo de EROs °.

As EROs podem ser formadas por meio de reducdes parciais do oxigénio,
dando origem principalmente a radicais superoxido, peréxido de hidrogénio e
radical hidroxil. Estes radicais devem ser mantidos dentro dos limites fisiologicos
e, nessas concentracdes, funcionam como mediadores da sinalizag&o celular.

As células possuem mecanismos de defesa contra a toxicidade das EROs,
as enzimas antioxidantes como superoxido dismutase (SODs), glutationa
redutase, glutationa peroxidase (GPX) e catalase 8.

O bombeamento de prétons através da membrana mitocondrial interna
para a sintese de adenosina trifosfato (ATP) gera EROs °. Nesse processo de
transferéncia de elétrons uma porcentagem do oxigénio molecular € convertida
a anion superoxido (0O2), que é reduzido a perdxido de hidrogénio (H202) por

acdo das SODs °. O H202 é reduzido por membros dos sistemas da GPX e
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peroxiredoxina (PRDX) 19, Estes sistemas sdo dependentes de nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) sintetizado no meio intramitocondrial

pela enzima NNT (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquemética do papel da proteina NNT nos mecanismos de

defesa antioxidante e na sintese de NADPH na mitocondria *.

Alteracdes nos mecanismos de defesa antioxidante podem levar ao
acumulo de EROs. A perturbacéo do equilibrio dessas espécies leva ao processo
denominado estresse oxidativo que pode ter efeito deletério sobre proteinas,
lipidios e acidos nucleicos, comprometer as fungdes celulares e resultar em dano

e morte celular °.

O estresse oxidativo esta relacionado a uma infinidade de condi¢cbes
patoldgicas, incluindo disturbios neurodegenerativos, diabetes mellitus, doencas
cardiovasculares, envelhecimento e alteracbes na sintese de hormdénios pelas

glandulas adrenais.

1.4 NNT

O gene NNT (OMIM 607878), mapeado no cromossomo 5pl12, possui 22
éxons e é responsavel por codificar uma proteina de mesmo nome com 1.086

aminoacidos. Apresenta 11 variantes naturais, tendo seu transcrito principal
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6.483 pares de base e sua regido traduzida 3.261 pares de base
(ENSG00000112992).

A NNT € uma proteina transmembrana abundantemente expressa na

maioria dos tecidos humanos (Figura 5).
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Figura 5. Esquema representativo da intensidade de expressdo de NNT em diferentes

tecidos humanos??.

A proteina NNT é de grande importancia na eliminacdo das EROs e na
manutencdo da homeostase celular. A NNT utiliza a energia do gradiente de
prétons mitocondriais para produzir altas concentracdes de NADPH. O NADPH
€ responsavel por regenerar a glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada
(GSSG) mantendo alta a razdo GSH/GSSG 2.

Mutacoes no gene NNT que resultam em perda de fungcdo da NNT foram
descritas em pacientes com fenotipo de insuficiéncia adrenal, sendo a maior
parte delas associadas ao fendtipo de deficiéncia familiar de glicocorticoide
(DFG) 1013,
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1.5 Impacto do comprometimento de NNT

O silenciamento do gene NNT na linhagem de células de carcinoma
adrenocortical humano (H295R) reduziu a razdo GSH/GSSG e promoveu
aumento nas concentracdes de O2-. Tais efeitos demonstram a desregulacao do
potencial redox dessas células 12.

Fibroblastos carreadores da variante genética NNT p.G200S, encontrada
em um paciente com fenétipo de DFG, porém com deficiéncia parcial de
aldosterona, apresentaram aumento nos niveis de EROs, diminuicdo de ATP e
alteragées na morfologia mitocondrial 4. Células mononucleares sanguineas
carreadoras da variante NNT p.G866D apresentaram aumento na producgao de
EROs, diminuicdo de GSH e diminuicdo da massa marcagdo mitocondrial 4.

Um estudo realizado no nosso laboratorio, utilizando células H295R,
desenvolveu um modelo knockout para o NNT utilizando a tecnologia do
CRISPR/Cas9. Nesse estudo observou-se que o comprometimento do NNT
resultou no aumento da produgcdo de EROs, diminuicdo na marcacéo
mitocondrial e diminuicdo do tamanho e densidade de goticulas de colesterol.
Também se observou reducdo na secrecao de cortisol e aldosterona. Esses
dados indicam que a abolicdo do NNT gera um estado de estresse oxidativo

aumentado, além de inibir a esteroidogénese das células afetadas *°.

Em estudo utilizando camundongos da linhagem C57BL6/J, naturalmente
deficientes da NNT, observou-se o impacto do comprometimento desta proteina
sobre a organizacdo da zona fasciculada das glandulas adrenais desses
animais. Notou-se também a reducdo da secrecdo de corticosterona e da
expressdao do gene CYP11A1l que participa da etapa mitocondrial da
esteroidogénese adrenal %167 Adicionalmente, camundongos knockout para o
gene NNT, quando submetidos a situacdo de estresse, apresentaram prejuizo
no aumento estimulado da secrecdo de corticosterona e maior secrecdo de
ACTH em relacdo aos animais-controle. Notou-se também aumento dos
concentragbes plasmaticas de neurotransmissores como horaepinefrina e

dopamina 18.
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1.6 Estresse oxidativo e ativacdo da via MAPKS8

As respostas celulares aos estimulos externos ao ambiente celular sdo
mediadas por diversas via de sinalizacao intracelular, sendo uma delas a via da
proteino-quinases ativadas por mitdgenos (MAPK). Essas proteinas atuam na
resposta a diversos estimulos extracelulares e s&o divididas em quatro
subgrupos: quinases reguladas por sinal extracelular (ERKS); proteinas quinases
ativadas por estresse (JNKs); ERK/big MAP kinase 1 (BMK1); e proteinas
cinases do grupo p38%°.

A proteina MAPK8/JNK1 é uma quinase serina/treonina, do subgrupo das
JNKs, envolvida em varios processos celulares, incluindo proliferacéo,
diferenciacdo, migracdo e transformacdo além da apoptose 2°. O estresse
oxidativo estimula a via de sinalizacdo da c-Jun N-terminal (JNK/SAP). Nesta
cascata, duas quinases de especificidade dupla MAP2K4/MKK4 e
MAP2K7/MKK?7 fosforilam e ativam a MAPK8/JNK1 (Figura 6).

[ Estresse ]
Oxidativo
4

M’“"‘“ =
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1Bad [BcIZJ T MAEES ]

1‘ Bax Bxl-xI Mitocondrial

Disfuncdo
Mitocondrial

Figura 6. Mecanismo de ativacao da proteina-quinase ativada por mitdgenos-8
(MAPKS) por estimulo de acumulo de EROs®.
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O acumulo de EROs no ambiente intracelular ocasiona diversas
alteracOes, em sua maioria deletérias, ao funcionamento celular. Uma das mais
importantes alteragfes € a iniciacdo do processo de apoptose. A apoptose pode
ocorrer por meio da ativacdo da via extrinseca ou intrinseca, sendo esta a
preferida em situacdes de estresse oxidativo. A via da apoptose intrinseca é
acionada perante a presenca excessiva de EROs no ambiente intracelular, a qual
aumenta a expressao do fator de necrose tumoral alfa(TNFa) acionando os seus
receptores da membrana externa celular, os quais ativam a via da MAPKS8 21,

A MAPKS8 promove, em resposta ao estresse oxidativo, a apoptose celular
mediada pela fosforilacdo dos seus principais fatores reguladores, incluindo as
proteinas P53 e yes-associated protein-1 (YAP1) 2. Nessa situacdo ocorre o
aumento da ativacao da proteina MAPKS8 localizada no citosol e sua translocacao
para a membrana interna mitocondrial. Esse mecanismo sugere uma interligacéo
entre o citosol e a mitocondria para a manutencao do equilibrio redox.

No ambiente interno mitocondrial, a MAPK8 promove o aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial, aumento da expressdo de caspase
9 e de proteinas proapoptoticas como BAX além da inibicdo da expressao de
proteinas antiapoptéticas como BCL-2 2324,

Mermejo e colaboradores em seu estudo sobre a expressao génica das
vias ndo canbnicas da beta-catenina, Wnt/PCP e Wnt/Ca, e sua relacdo com
mutagdes nos genes TP53 e CTNNB1 em tumores adrenocorticais (TACs) de
pacientes adultos e pediatricos, observaram alteracdes importantes no gene
MAPKS8. Foi observado, nas amostras de TAC pediatrico, que a expressao
aumentada de MAPKS8 estava associada ao pior prognéstico dos pacientes. Em
amostras de TAC de pacientes adultos ndo se observou alteragdo na expressao
génica da MAPKS 25,

Um estudo, utilizando células imortalizadas de adrenais de camundongo
(Y1-BS1), mostrou os efeitos do estresse oxidativo na reducéo da producao de
cortisol e sua relagéo com a via das MAPKs. Os autores observaram que perante
inducdo de estresse oxidativo por meio do tratamento com H202, ocorre a
inibicdo da esteroidogénese causada pelo excesso de oxidantes e mediada por

proteinas do grupo p38 MAPK 26,
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O silenciamento do NNT por meio de RNA de interferéncia (RNAI), em
células de feocromocitoma adrenal (linhagem PC12), reduziu os niveis de
NADPH intracelulares, reduziu a relacdo GSH/GSSG e aumentou os niveis de
H202, culminando em aumento do estado oxidativo. A redugéo da expresséo de
NNT nessas células resultou também no aumento da expressao de MAPKS8
fosforilada 23. Esses estudos demonstram o papel importante da MAPKS,
principalmente em células adrenocorticais e levantam o questionamento sobre
sua atuacao na manutencéao do estado redox celular e um possivel crosstalk com

a enzima NNT.

O impacto causado pelo comprometimento da enzima NNT na formacéo
de EROs, na massa e na marcacao mitocondrial, bem como na producdo de
cortisol e a expressdo da proteina MAPK8 em linhagem de células

adrenocorticais ainda nao foi avaliado.
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2. Hipotese de estudo

A MAPKS8 pode atuar como reguladora da homeostase oxidativa na
auséncia de NNT. Esse equilibrio na formacdo de EROs mantem a viabilidade
celular, poréem pode ndo consegue manter o funcionamento normal da

esteroidogénese em células de carcinoma adrenocortical.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Analisar o impacto causado pelo comprometimento da enzima NNT na
formacédo de EROs, massa e marcagdo mitocondrial, produgéao de cortisol e a

expressao da proteina MAPK8 em linhagem de células adrenocorticais.

3.2. Objetivos especificos

Na linhagem celular adrenocortical imortalizada esteroidogénica H295R

em situacao basal e apos o estimulo da esteroidogénese com FSK:

* Reduzir a expresséo do gene NNT por silenciamento com RNAI.
« Validar o silenciamento por avaliacdo da expressdo do RNAm e
expressao proteica de NNT.

« Avaliar o impacto deste silenciamento na viabilidade celular.

« Avaliar os parametros mitocondriais e 0 estresse oxidativo por
meio de ensaios de formacdo de EROs e analise de morfologia e
marcacao mitocondrial.

« Avaliar a esteroidogénese por meio da analise da capacidade de
producéo de cortisol e a expressdo génica de CYP11Al e CYP11B1.

« Avaliar a expressédo génica e proteica da MAPKS.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Linhagem celular H295R

A linhagem de carcinoma adrenocortical humana imortalizada NCI-H295R
€ derivada de um carcinoma adrenocortical invasivo e secretor de androgénios
e cortisol ?” (Figura 7). Essas células mantém as caracteristicas do tumor original
e sdo capazes de produzir a maioria dos esteroides caracteristicos do cortex
adrenal. As células foram compradas do American Type Culture Collection
(ATCC).

A cultura celular foi mantida em meio Ham's F12 medium e Dulbecco's
modified Eagle's medium (Thermo Fisher Scientific, MA, Estados Unidos) com
20mM de HEPS (Thermo Fisher Scientific, MA, Estados Unidos) e suplementado
com 2,5% de Nu-serum (Thermo Fisher Scientific, MA, Estados Unidos), 1% de
penicilina + estreptomicina (Thermo Fisher Scientific, MA, Estados Unidos) e 1%
de ITS + Premix (Corning, NY, Estados Unidos) a 37°C e 5% de CO..

Low Density Scale"ar=100pm High Density v o Scale ar=100um
Figura 7. Microscopia de campo claro da linhagem celular H295R em baixa e alta

confluéncia, respectivamente, no aumento de 100um?22,
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4.2 Sequenciamento do gene NNT

Foi realizada a pesquisa de variantes nos 22 exons do gene NNT na
linhagem H295R por meio de sequenciamento direto. Foi utilizada metodologia
padronizada previamente no Laboratorio de Endocrinologia Molecular do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (HC-FMRP-USP) e descrita na dissertacao de
mestrado “Bodoni, A.F., Estresse oxidativo mitocondrial e deficiéncia familiar de
glicocorticoide: caracterizacdo fenotipica e funcional da nova variante pG866D
no gene Nicotinamide Nucleotide Transidrogenase (NNT). Dissertacao de
Mestrado em Saude da Crianca e do Adolescente — Faculdade de Medicina de

Ribeirdao Preto, Universidade de Sao Paulo, 2017.”.

4.2.1 Obtencéao e extracdo das amostras de DNA genémico

As amostras de DNA gendmico foram obtidas do lisado de células com o
auxilio do kit QIAmp Dna blood mini kit (Qiagen,CA, Estados Unidos) segundo
protocolo recomendado pelo fabricante. As amostras de DNA gendmico obtidas
foram quantificadas em espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (NanoDrop

Technologies, Wilmington, Delaware, USA).

4.2.2 Amplificacéo e sequenciamento do gene NNT

O DNA gendmico foi amplificado por reacdo de polimerase em cadeia
(PCR) (Tabela 1), utilizando-se os pares especificos de primers para a regiao
promotora e para cada éxon considerando as regides de transicao introns-exons
do gene NNT (Tabela 2). Em todas as reac¢des foi incluido um controle branco.
Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%
em TAE (Tris- acetato 0,004M; EDTA 0,001M; pH 8,0) marcado com GelRed
Nucleic Acid Stain 10000X Water (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). O
tamanho do fragmento foi confirmado por comparagao ao marcador de peso
molecular (Thermo Technologies Carlsbad, CA, Estados Unidos) e as imagens
dos géis foram obtidas como o auxilio do ChemiDoc™ MP System (BioRad, CA,
Estados Unidos).
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Tabela 1. Concentragdes dos reagentes utilizados na Reacéo de PCR.

Reagentes Concentragéo
Final

Tampao 1X (1.5mM MgCI2)
GoTaq® DNA Polymerase (Promega Madison, 0,05 U Estados
WI, Unidos).
Nucleotideos 0.2mM (cada Dntp)
Primers 0,6uM
DNA <0.5ug/50pl
Agua q.s.p 25ul

Tabela 2. Oligonucleotideos e condi¢cdes da PCR para estudo do gene NNT

Exon Primer F 5>3’ Primer R5 >3’ Fragmento (pb) Tm °C
2 ATTCTTTATAGATGTCTA CTATTACCTTGTCTTCTCT 550 50
CATGTAA GTTAG
3 AGCAGCTTGCATGTGTG ATGAAGAATATGACGACAT 516 55
GTATATT GCAGTCAT
4  AGATGGTATACCTCTGT ACAGTGTGTTCCTCATACA 685 55
GTGTGC AATAAT
5 CTTCATTGATGACTTAT TGAGTGTACATAGGATTGA 754 55
GATGATATGT AGGATC
6 TGATCATCATTATCACC ATCTG TAATATGCCCCTGAAACAA 283 55
AA
7  AAGTACGAAATCAAAGG CACAAAAGGGCTAGGCGT 831 55
GACTGTTGAC GGTA
8-9 CTTTGCTGCTCACACTC TTGAAAGCAGATAAGTGG 1099 50
ATCA GGGGAATG
10 CATTCCCCCCACTTATC CTGAAAAACCAAGTCTGTC 1040 63
TGCTTTCAA AGGCCCG
11 GCCACTTCTCAACTGTC TCTGCACTGCTTGAAATGG 562 55
AAATGTCT GAGC
12 ATGAGGGTGTAAGAAA GCTG TGGGATAAGGCAAAAGAC 601 55
TAAAAT
13 TAGGTGATAAAGATGTG TTATAAATCCACCGCAATC 582 50
CTTAAAAC TAGC
14 TTGTGCATGATAGCAAA TCCAGA GGTCTATGAAGCAGAATCT 725 55
TTGG
15 TTTTGAGTGCTGACATG ACATCA AGTGCTATACGAATACTCT 976 55
TCAC
16 TTCCCCTTTATTGATACT TGTTCTTCCTACACTCTTC 590 55
TAGTAAG TATG
17 TTATGTTATTAATTTTGA AATATACAACACGATCAGA 843 50
GTTCTGA CA
18 GAAGTGATTTTCAGAAA CCAGC TATAGAATTTCCATGTGAT 528 55
CTCCA
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19

20

21

22

GAATCATCAGATGGTTG CATTAGTAGGTAAGTTTTT 786
TTGAAGC GGAGAG

GTGGTTAAAGTTGAATG TGAAG TACAAGTTCTTTTTCATCT 683

GACTA

GCAAGATCATTTTGAGA CTTACTCCTGGCCTCCTAG 549
TCATAAAAG AAG

CTCTAATGGATATAAGA CCCTTGAAATATAGACTCT 937
ATAAGGG GAA

55

50

55

50

Tm: temperatura de melting

A reacao de sequenciamento foi realizada utilizando-se o ABI Prism® Big
DyTM-Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Thermo Fisher
Scientific, MA, Estados Unidos). Para a purificacdo da reacdo de
sequenciamento foi utilizado isopropanol 65% e etanol 60%. Na amostra
purificada foi adicionada a formamida e a eletroforese capilar foi realizada no
equipamento ABI Prism 3130 Genetic Analyser, PE Aplied Biosystems (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Os dados obtidos por meio do
sequenciamento foram alinhados com a sequéncia referéncia do gene (NCBI
NG_032869.1) e analisados com o auxilio do software Codon Code Aligner

(CodonCode Corporation, MA, Estados Unidos).

4.3 Silenciamento do gene NNT

O sistema utilizado para o silenciamento do gene NNT foi o RNA de
interferéncia (RNAi) SMARTpool (Thermo Fisher Scientific, MA, Estados
Unidos). Este sistema é direcionado para quatro regides do RNA mensageiro
(RNAmM), o que melhora a eficiéncia de silenciamento eficaz e reduz os falsos
negativos. A introducdo das sequéncias de RNAI, identifica o0 RNAmM do gene
alvo interferindo em sua transcricdo e, consequentemente, provoca prejuizo na

traducéo da proteina.

Para a realizagdo dos experimentos as células foram semeadas em placas
de culturas de 6, 24 ou 96 pocos, em meio completo sem antibiotico. Apds 24
horas, essas células foram transfectadas com 8uM de RNA de interferéncia, em
meio de cultura Opti-MEM (Opti-MEM reduced serum médium, GE Healthcare
Dharmacon, MA, Estados Unidos) para NNT (siNNT; L-009809-00-0005) ou
controle negativo do silenciador (siNonTargeting, SiNT; D-001206-13-05) (ambos
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ONTARGETplus SIRNA, GE Healthcare Dharmacon, MA, Estados Unidos),
utiizando o reagente de transfeccdo DharmaFECT 1 (GE Healthcare
Dharmacon, MA, Estados Unidos) (Tabela 3).

Tabela 3. Condicdes utilizadas para a transfeccdo do gene NNT

Tubo 1: diluicdo do siRNA Tubo 2: diluigdo do
(ul/pogo) DharmaFECT1 (ul/po¢o)

Volume de Volume de '\élﬁ:?u?ae
Placas siRNA (ul) @ Opti-MEM (pl) DharmaFECT1 Opti-MEM (ul) completo
8uM () (ul/pogo)

6 10 190 5 194,9 2000

24 2,5 47,5 1 49 500

96 0,5 9,5 0,2 9,8 100

Apbs 24 horas da transfeccédo, o meio foi trocado por meio completo novo
e 72 horas depois da transfec¢cdo foram realizados o ensaio de viabilidade
celular, a coleta de RNA, proteina e meio de cultura celular, além da preparacao
para a quantificacdo de EROs, marcacao mitocondrial e imunofluorescéncia.

A eficiéncia do silenciamento foi avaliada por reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa (QPCR) (Item 4.5) e quantificacdo proteica por meio de
Western Blot (WB) (Item 4.6).

4.4 Estimulo da esteroidogénese

Para estimulo da esteroidogénese adrenal, as células H295R NT e NNT,
foram tratadas com o ativador de AMP ciclico forskolina (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha) ou com DMSO. Apos 48 horas da transfeccdo com o
RNAI, foi adicionado as células 10uM de FSK, suspesna em DMSO, diluida em
meio de cultura completo por 24 horas, como padronizado por meio de avaliagéo

da sua curva dose-resposta.

46



4.5 Andlise da expresséo génica (qPCR)

Para extracdo de RNA total a cultura foi centrifugada e ao residuo (pellet)
de células foi adicionado TRIzol Reagente (Invitrogen — Thermo Technologies
Carlsbad, CA, Estados Unidos) na proporcéo de 1,0ml/1x107 células. O protocolo
utilizado foi o recomendado pelo fabricante. A quantificacdo do RNA obtido em
solucdo aquosa foi realizada no espectrofotémetro NanoDrop 2000 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, Delaware, Estados Unidos), em comprimento de onda
de 260 nM. A qualidade das amostras foi avaliada pelo calculo da razao entre as
absorbancias em 260 e 280 nM (razéo ideal entre 1,6 e 1,8) e sua integridade
verificada pela visualizagdo das bandas de RNA riboss6mico em gel de agarose
1,2% corado com solugéo de brometo de etideo 0,5%. O RNA total extraido das
amostras de cultura foi diluido a uma concentragao final de 100 ng/uL e utilizado
para sintese da fita de DNA complementar (cCDNA).

A reacao de transcricdo reversa foi realizada com o auxilio do kit
HighCapacity cDNA Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, MA,
Estados Unidos). A seguir foram realizadas as reacdes de gPCR utilizando os
ensaios TagMan® (Thermo Technologies Carlsbad, CA, Estados Unidos) para
avaliar a expressdo do RNAm dos genes propostos e dos controles endégenos
(Tabela 4). O protocolo seguido foi o sugerido pelo fabricante. A seguir as curvas
de amplificacdo foram processadas no software ABI Prism® 7500 no qual a linha
de base (Baseline) e o limiar de deteccéo de fluorescéncia (Threshold) foram
estabelecidos. Nos experimentos realizados foram utilizados dois controles
endogenos para a linhagem H295R (ACTB e GUSB). A expresséao relativa do

RNAm foi calculada por meio do célculo de 2-AACt descrita por Livak 2°.
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Tabela 4.1dentificacdo dos ensaios de PCR em tempo real

Gene ID Ensaio comercial

NNT (humano) Hs00966097_m1

GUSB (humano) 4326320E

ACTB (humano) 4326315E

MAPKS8 (humano) Hs00177083_ml1
CYP11B1 (humano) HS01596404
CYP11A1 (humano) Hs00897320 m1l

4.6 Analise da expressao proteica (WB)

As amostras da linhagem celular H295R, NT ou siNNT, foram
homogeneizadas em tampéao CelLytic M (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha), com o objetivo de lizar as células, juntamente com inibidores de
proteases e de fosfatases. Os lizados centrifugados a 12000g por 5 minutos
a 4°C, permitindo a obtencéo das proteinas no sobrenadante que foi utilizado
para as analises de Western Blot. A concentracdo proteica foi determinada
utilizando o kit Qubit™ Protein Assay Kit no equipamento Qubit™ 2.0.

O extrato proteico (50ug) foi diluido em tampdo (Laemmli) e as
amostras foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 8%. As
amostras foram aquecidas a 95°C por 5 minutos e em seguidas aplicadas no
gel juntamente com o marcador de peso molecular Dual Color Biorad
(BioRadiations Life Science Research, Hercules, Canada). Apds a
eletroforese, o gel foi colocado em contato com a membrana de nitrocelulose
(Hybond™-C, AmershamBiosciences, GE Healthcare, Reino Unido) e foi
realizada a transferéncia das amostras a 150V por 30 minutos. A membrana
contendo as amostras foi bloqueada com tampéao (Tris 1M; NaCl 5M; Tween
20 + Blotting-Grade Blocker 5%( 170-6404)) por 30 min e incubada com o 1°
anticorpo (Anti-NNT (diluicdo: 1:200; HPA004829, Sigma) ou AntiGAPDH
(dilution: 1:1000, sc-47724; Santa Cruz Biotechnology) utilizado como

controle enddgeno, previamente diluidos, em tampéao (Tris 1M; NaCl 5M;
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Tween 20 + Blotting-Grade Blocker 5%( 170-6404)) por 12 horas em a 4 C
sob agitacédo. Apds esse periodo, a membrana foi lavada com tampao (Tris
1M; NaCl 5M; Tween 20). Posteriormente foi realizada a incubagéo com o 2°
anticorpo HRP conjugado anti-mouse (diluicao: 1:4000; #sc-2005; Santa Cruz
Biotechnology) ou anti-rabbit (diluicdo: 1:3000; sc2357; Santa Cruz
Biotechnology) por 1 hora. A deteccdo das amostras foi feita por
guimiluminescéncia (Kit ECL Western Blotting Detection Reagentscod
RPN2109; GE HealthCare) no sistema ChemiDoc™ XRS (BioRad®). Foi

realizado um experimento em triplicata.

4.7 Radioimunoensaio

Para a avaliacdo das concentracdes de cortisol nas amostras, foi recolhido
o meio de cultura das placas de 6 pocos (1x10%cel/ml) das quais foram retiradas
as proteinas para realizacdo de WB. As dosagens de cortisol foram realizadas
pelo método de radioimunoensaio, padronizado no Laboratério de
Endocrinologia do HC-FMRP-USP conforme descrito previamente°,

As concentracdes de cortisol em ng/dL obtidas por radioimunoensaio
foram normalizadas pela concentracdo de proteina (ug) em cada poc¢o. Foram

realizados trés experimentos em triplicatas bioldgicas.

4.8 Anélise da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada por colorimetria se utilizando do kit
Cell Titer 96 Aqueous (Promega Corporation, WI, Estados Unidos), o qual afere
a viabilidade por meio da bioreducédo do MTS (tetrazolium) em formazan, com
formacéao de cor, que é diretamente proporcional ao numero de células vivas em
cultura. Apos 48, 72, 96 ou 120 horas da realizacao do silenciamento de NNT,
as células foram incubadas com o reagente CellTiter 96® AQueous One Solution
a 37°C por uma hora. A leitura foi realizada em absorbancia de 490nM. Os efeitos
do silenciamento de NNT sobre a viabilidade celular foram calculados a partir da
absorbancia obtida pelas células controle, que foi considerada igual a 100% de

viabilidade celular. Foram realizados trés experimentos em triplicata.
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4.9 Anélise de parametros mitocondriais

4.9.1 Andlise da formacao de EROs e estresse oxidativo

A deteccéo das EROs foi realizada utilizando o CMDCFDA (Thermo Fisher
Scientific, MA, Estados Unidos). Este € um marcador que emite fluorescéncia na
presenca de Oz ~ e H202. As células foram semeadas em placas de cultura de
24 pocos, apos 72h de silenciamento do gene NNT (Iltem 4.3) foram incubadas
com CMDCFDA (5 uM) por 30 minutos, e a seguir lavadas com PBS 1x e
ressuspendidas em PBS 1x e a leitura foi feita no citdmetro de fluxo BD-FACS
Canto (Becton Dickinson, NJ, Estados Unidos) em comprimento de onda para
Fluoresceina (FITC) com excitacdo a 495nm e emissdo a 527nm. Foram

analisadas 4.10° células em trés experimentos independentes.

4.9.2 Marcagao Mitocondrial

As analises de massa e marcacao mitocondrial foram realizadas por meio
da coloragcéo com Mitotracker deep Red (Thermo Fisher Scientific, MA, Estados
Unidos) segundo os protocolos descritos pelo fabricante. Este € um marcador
gue por potencial de membrana se acumula em mitocondrias ativas. As células
foram semeadas em placas de cultura de 24 pocos apos 72h de silenciamento
do gene NNT (Item 4.3). Apés este periodo, foram incubadas com Mitotracker
(250 nM) por 30 minutos, e a seguir lavadas com PBS 1x e ressuspendidas em
PBS 1x e a leitura foi feita no citbmetro de fluxo BD-FACS Canto (Becton
Dickinson, NJ, Estados Unidos) com comprimento de onda para APC com
excitagdo e emissdo a 644 /665 nm. Foram analisadas 4X10° células, em trés

experimentos independentes.
4.10 Imunoflurescéncia

As células H295R foram plaqueadas em placas de 24 pocos, contendo
laminulas estéreis. Foram silenciadas e estimuladas seguindo os protocolos ja

descritos (Item 4.3 e 4.4). Para verificacdo da integridade mitocondrial as células

vivas foram incubadas durante 30 minutos com 250 nM de Mitotracker (Thermo
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Fisher Scientific, MA, Estados Unidos). Para confeccdo das laminas, apds a
marcacdo com Mitotracker, as células foram fixadas com formaldeido a 4% e
permeabilizadas com BSA a 1% e Triton (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha).
Em seguida foram incubadas overnight com o anticorpo primario (Anti-MAPKS8
antibody diluigdo: 1:200; AB18680, Abcam). Foram incubadas por uma hora com o
anticorpo secundario (Alexafluor 488 dunkey anti-rabbit igG; A21206; diluicdo
1:250; Thermo Fisher Scientific, MA, Estados Unidos), em seguida incubadas
com o marcador nuclear 4,6-diamidino-2-feninlidol (Dapi) (diluicdo: 1:25000
#4,083, Cell Signaling Technology) por um minuto. Ao fim desses processos as
laminulas foram retiradas dos pocos e aderidas em laminas utilizando o meio de
montagem ProLong™ Diamond (Thermo Fisher Scientific, MA, Estados Unidos).
As imagens foram obtidas por microscopia confocal no equipamento Confocal
Leica SP5 (Leica Microsystems, HE, Germany) no Laboratorio Multiusuério de
Microscopia Confocal (LMMC) da FMRP-USP. A aquisicao a

1024 pixels foi realizada por meio do software LAS AF verséo 2.7.3.9723 (Leica
Microsystems, Germany) com as linhas de laser de excitacdo e emissao a
644/665 nm para o mitotracker e 365/405nm para o DAPI e 340 nm/ 488nm para

0s anticorpos. Foi realizado um experimento em triplicata.

4.11 Anélise Estatistica dos dados

Os resultados foram expressos em média + desvio padrao. As diferencas
entre os parametros avaliados foram calculadas utilizando teste t de Student ou
por meio de andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey para
comparacdes multiplas. O limite de significancia para todos os testes foi de 95%
(p<0,05), utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA).

5. Aspectos éticos e financiamento

Este projeto foi financiado com recursos publicos da agéncia fomentadora
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP),
principalmente pelo projeto vinculado ao processo #2014/03989-6. A aluna teve

bolsa de estudos da Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel

51



Superior (CAPES) no periodo de agosto de 2020 a julho de 2022. Este estudo

n&o envolveu seres humanos nem experimentos em animais.
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6. Resultados

6.1 Sequenciamento do gene NNT na linhagem H295R

A triagem molecular dos 22 éxons do gene NNT na linhagem celular

H295R n&o encontrou alteracdes potencialmente danosas (Figura 8).
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Figura 8. Imagem representativa da anélise do sequenciamento direto de fragmento do

éxon 2 do gene NNT.

6.2 Validacédo do silenciamento de NNT

Para a validacéo do silenciamento do gene NNT na linhagem H295R, foi
avaliada a reducdo da expressao génica e proteica do gene NNT e a viabilidade
das células apés 48,72, 96 e 120 horas da transfeccdo com o RNAIi (NonTarget
ou SINNT).

A linhagem H295R apresentou uma expresséo relativa do gene NNT de
22%, ou seja, 78% de eficiéncia do silenciamento (p<0,0001) (Figura 9A) e
reducdo de 49% da expressao da proteina (p=0,001) (Figura 9B e C). A
viabilidade celular relativa das células ap6s o silenciamento de NNT nao
apresentou alteracfes em relacdo ao controle (NT) (Figura 9D). Comprovada a
eficiéncia do silenciamento e a manutencédo da viabilidade celular, essas células

foram consideradas adequadas para a continuidade dos experimentos.

54



A)

B)
£ _ 100-
< ¥ - o
= °
w 2 ™
(=} :z s1°
;; 104 L 32 60 »
g2 8%
T o "o
- D @5
S _8 0.5 2 a 20+
& 22% i
@ 0 .
; B w
w 0.0 T : D)
NT  siNNT
150
)
=
*;'100-
NT SINNT B
-
- NNT =
——— - 2 50 - NT
. > GAPDH > - SINNT

0 T T T T
48 h 72 h 96 h 120 h

Figura 9. Expressdo génica e proteica de NNT e a viabilidade celular na linhagem
H295R apds silenciamento do gene NNT.A) Expressao relativa do RNAm do gene NNT
(2-AACT) mostrando reducgéo de 78% da expressao do gene (p<0,0001). B) Expressao
relativa da proteina NNT mostrando reducdo de 49% da expressdo da proteina
(p=0,001). C) Imunoblot mostrando reducdo na expressdo de NNT. D) A viabilidade
celular relativa das células € preservada ap6és o silenciamento de NNT.
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6.3 Avaliacdo de parametros mitocondriais

6.3.1 Avaliacdo da formacdo de EROs apds silenciamento de NNT

Na linhagem celular H295R nao foram observadas diferencas no acumulo
de espécies reativas de oxigénio entre as linhagens NT e a siNNT (Figura 10).
O achado indicou a capacidade de manutencédo da defesa antioxidante destas

células mesmo apos a reducéo da expressdo de NNT.
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Figura 10. Grafico representativo da média da intensidade de fluorescéncia (MIF) do
marcador de EROs, CMDCFDA, na linhagem H295R silenciada para o gene NNT.

6.3.2 Avaliagdo da massa e da marcagdo mitocondrial

Na linhagem celular H295R, em condi¢des basais, ndo foram observadas
diferengcas na massa e na marcagdo mitocondrial entre as linhagens NT e a
SiNNT (Figura 11).
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Figura 11. Avaliacdo da massa e da marcacao mitocondrial. A) Imagem, de microscopia
confocal em aumento de 7,5um representativa da massa e integridade mitocondrial em
células da linhagem H295R.. B) Grafico representativo da MIF de fluorescéncia do
marcador, Mitotracker, na linhagem H295R silenciada para o gene NNT.

6.4 Avaliacdo da esteroidogénese
6.4.1 Expressao génica

Foram avaliadas as expressoes relativas de dois dos principais genes das
etapas mitocondriais da esteroidogénese adrenal apés o silenciamento do gene
NNT. Em condi¢cbes basais, observamos que o comprometimento do NNT né&o
afeta a expresséo dos genes CYP11Al e CYP11B1 (Figura 12).
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Figura 12. Expressao relativa dos principais genes mitocondriais da esteroidogénese
adrenal na linhagem H295R. A) Expressao relativa do RNAmM do gene CYP11A1 perante
silenciamento do gene NNT. B) Expressao relativa do RNAm do gene CYP11B1 perante

silenciamento do gene NNT

6.4.2 Producao de cortisol

A secrecao de cortisol foi alterada significativamente apds o silenciamento
do gene NNT (p=0,004) (Figura 13). Tal achado demonstra que mesmo em
situacao de equilibrio redox, ou seja, sem aumento de EROs, o

comprometimento do NNT afeta a esteroidogénese na linhagem H295R.
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Figura 13. Gréfico representativo da secre¢ao de cortisol normalizado por ug de proteina

na linhagem H295R silenciada para o gene NNT (* p=0,004).

6.5 Andlise da expressado de MAPKS8

O silenciamento do gene NNT aumentou a expressao génica de MAPK8
(p=0,02) (Figura 14A). Ao avaliar a expressao da proteina MAPK8, marcada em
verde por imunofluorescéncia, observa-se aumento da mesma nas células sSINNT

em relacdo as NT (Figura 14B).
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Figura 14. Expressao de MAPKS8 ap0és silenciamento de NNT (* p=0,02). A) Expressao

relativa do gene MAPKS8. B) Imagem representativa da expressao proteica de MAPKS8

(verde) nos aumentos de 50um e 10um.
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6.6 Estimulo da esteroidogénese na linhagem H295R

Em células H295R o estimulo da esteroidogénese com 10uM de FSK por
24h na linhagem H295R aumentou a secrec¢éao de cortisol (p<0,0001) (Figura
15A) e a formacdo de EROs nas células (p=0,0002) (Figura 15B).
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Figura 15. Resposta da linhagem H295R apds estimulo com forskolina. A) Grafico
representativo da secrecdo de cortisol (* p<0,0001). B) Grafico representativo da

formacgéo de espécies reativas de oxigénio (** p=0,0002).

Avaliamos entdo o impacto do silenciamento de NNT e do estimulo da
esteroidogénese sobre a viabilidade da linhagem H295R. Apds o silenciamento
do NNT, em condi¢des basais ou perante estimulo da esteroidogénese com FSK

por 24 horas, ndo houve alteragdes na viabilidade celular (Figura 16).
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Figura 16. Avaliagdo do impacto do estimulo com forskolina (FSK) na linhagem H295R.

Graéfico representativo da viabilidade celular em células com e sem estimulo de FSK.
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6.7 Avaliagdo de parametros mitocondriais ap0s estimulo com FSK

6.7.1 Formacgéo de EROs

Na linhagem celular H295R NT estimulada com FSK foi observado
aumento da formacdo de EROs em relacdo ao NT sem estimulo (p= 0,003)
(Figura 17). As células siNNT, quando estimuladas com FSK, porém, ndo
apresentaram aumento na formacédo de EROs. O que indica uma possivel via
alternativa de manutencéo da defesa antioxidante perante comprometimento da

expressao de NNT.
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Figura 17. Grafico representativo da intensidade de fluorescéncia média (MIF) do
marcador de EROs, CMDCFDA, na linhagem H295R silenciada para o gene NNT na

auséncia e presenca de estimulo com FSK (* p=0,003).

6.7.2 Avaliacdo da massa e da marcacao mitocondrial

Na linhagem celular H295R nao foram observadas diferencas na massa e
na marcacao mitocondrial entre as linhagens NT e a siNNT, em situacédo basal

ou perante estimulo da esteroidogénese com FSK (Figura 18).
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Figura 18. Avaliacdo da massa e da marcac¢ao mitocondrial. A) Imagem representativa

da massa e integridade mitocondrial em células da linhagem
H295R, sem e com estimulo com forskolina (FSK), em aumento de 7,5um. B)
Gréfico representativo da MIF de fluorescéncia do marcador, Mitotracker, na

linhagem H295R silenciada para o gene NNT, sem e com estimulo.
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6.8 Avaliacdo da esteroidogénese ap6s estimulo com FSK

6.8.1 Expresséo génica

A avaliacdo das expressodes relativas dos principais genes envolvidos nas
etapas intramitocondriais do processo de esteroidogénese adrenal permitiu
observar que o silenciamento do gene NNT néo afeta a expressao dos genes
CYP11Al e CYP11B1, em células basais ou estimuladas.
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Figura 19. Expressdo relativa dos principais genes da etapa mitocondrial da
esteroidogénese na linhagem H295R basal ou perante estimulo com FSK. A) Expressao
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relativa do RNAm do gene CYP11A1 em células siNNT. B) Expresséo relativa do RNAmM
do gene CYP11B1 em células siNNT.

6.8.2 Producdo de cortisol

Como esperado, a secrecédo de cortisol aumentou significativamente apds
o estimulo da esteroidogénese com FSK (p=0,008) nas células NT. Entretano,
nas células siNNT, ndo houve aumento da secrecao de cortisol apods estimulo
com FSK.

BN
o
1

*%

W
o
1

Hm Basal
Estimulado

-
o
1

—_

o
L

Cortisol (ng/dL) / proteina (ug)
N
o

NT NT SINNT SINNT

Figura 20. Gréfico representativo da secre¢do de cortisol normalizado por ug de
proteina, na linhagem H295R silenciada para o gene NNT com e sem estimulo de FSK
(* p=0,008).

6.8.3 Andlise da expressdo de MAPK8

Apbs o estimulo com 10uM de FSK na linhagem H295R houve aumento
significativo na expressao de MAPK8 (p=0,03) repetindo o padrdo das células
sem estimulo (p=0,03) (Figura 21A). A andlise da expressao da proteina
MAPKS8, marcada em verde por imunofluorescéncia, também demonstrou o
aumento da mesma nas células siNNT em relacdo as NT, sem ou com estimulo
de FSK (Figura 21B).
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Figura 21. Analise da expressdo de MAPKS8. A) Grafico representativo da expressao
relativa do RNAm do gene MAPKS, na linhagem H295R NT ou siNNT, na presenca
(*p=0,03) e na auséncia de FSK (*p=0,03). B) Imagem de imunofluorescéncia
representativa da expressao proteica de MAPK8 na linhagem H295R NT ou NNT, na
auséncia (aumento de 10um) e na presenga (aumento de 7,5um) do estimulo com a
FSK.
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7. Discussao

Alteracdes na regulacdo da proteina NNT vém sendo associadas a
alteracdes no funcionamento do cértex adrenal. Mutagdes inativadoras no gene
NNT resultam em insuficiéncia adrenal primaria, com compromentimento da
producéo de cortisol, porém com preservacao da secrecao de aldosterona. Estes

achado caracterizam a DFG 31,

Apesar da importadncia da proteina NNT para o funcionamento da
esteroidogénese adrenal ser conhecida %18, ainda ha muitas lacunas nessa area
de conhecimento. Os mecanismos que levam a desregulacdo da

esteroidogénese na auséncia de NNT ainda precisam ser elucidados.

Nesse sentido, o presente estudo realizou uma andlise in vitro na linhagem
celular de carcinoma adrenocortical H295R com o objetivo de avaliar o impacto
do comprometimento da enzima NNT na esteroidogénese adrenal, formacéo de
EROs e marcacéao mitocondrial. O objetivo principal foi analisar a existéncia de
um mecanismo potencial de compensacdo ao estresse oxidativo pela via da
enzima MAPKS8. Para tal, o NNT foi silenciado por meio de RNAIi nas células
H295R, e ensaios para verificar os efeitos na secrecdo de cortisol, expressao
relativa de genes da esteroidogénese, producéo intracelular de EROs e massa
e marcacao mitocondrial em condi¢cfes basais e apds estimulo com 10uM de
forskolina foram realizados. Adicionalmente, a expresséo relativa do RNAm de
MAPKS e a localizacdo e expressao da proteina também foram avaliadas.

A proteina NNT é de grande importancia na eliminacdo das EROs e na
manutencdo da homeostase celular. Sua principal funcdo é manter alta as
concentragbes de NADPH no meio intramitocondrial, sendo responsavel por
regenerar a GSH em GSSG mantendo alta a razdo GSH/GSSG durante o
processo de eliminacdo das EROs 2. O comprometimento dessa proteina, na
linhagem H295R, provocou uma diminuicdo da raz&do entre as taxas de
GSH/GSSG e um aumento nas concentracdes de 0O2-, evidenciando a

desregulacdo do potencial redox dessas células 2.

Por meio de silenciamento com RNAI nossos experimento foram capazes
de reduzir de maneira transitoria em cerca de 50% a expressao da proteina NNT
na linhagem adrenocortical H295R. Nessas condi¢cfes as células foram capazes
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de manter o funcionamento normal dos mecanismos de defesa antioxidante
como podemos observar nas analises de formacdo de EROs e massa e
marcagao mitocondrial. Meirimadou e colaboradores mostraram alteracées em
outros parametros mitocondriais ap6s o silenciamento dessa linhagem por short
hairpin *2. Naquele estudo, as células H295R apresentaram diminuicéo na razéo
de conversdo de GSH/GSSG e um aumento de O2". E importante ressaltar que a
metodologia utilizada naquele estudo induz a reducéo da proteina por um periodo
prolongado o que pode explicar as alteragdes no funcionamento da mitocondria

nessas células.

Em condi¢céo basal observamos que as células H295R foram capazes de
manter a expressao génica das enzimas mitocondriais CYP11Al e CYP11B1,
fundamentais para a esteroidogénese, mesmo apos reducdo da expressao de
NNT. Entretanto, a produgéo de cortisol foi significativamente reduzida. Esse
achado demonstra que danos na proteina ndo afetam diretamente a expressao
dos genes da esteroidogénese. Vasileios Chortis e colaboradores, em estudo
comparando células com comprometimento transitorio (SiRNA) e permanente
(shRNA) do gene NNT, mostraram que em ambos os modelos ndo houve
alteracdo na expressao génica desses genes (CYP11A1l e CYP11B1) .

O estresse oxidativo estimula a ativacdo de diversas vias intracelulares,
entre elas esta a via de sinalizagdo da proteina quinase ativada por estresse,
cJun Nterminal (SAP / JNK). Nesta via, duas cinases de especificidade dupla
MAP2K4 e MAP2K7 fosforilam e ativam a proteina MAPK8. A MAPKS8 promove
a apoptose celular, diminuicdo das juncdes comunicantes (GAP) entre as
células, fibrose, aumento da expressdo de genes para hipertrofia e disfungdes
mitocondriais. Durante esse processo ha aumento da ativacdo da proteina
MAPKS localizada no citosol e translocacdo da mesma para a membrana interna
mitocondrial o que sugere interligacdo entre o citosol e a mitocéndria para a
manutencao do equilibrio redox 2324,

Ying F. e colaboradores, em estudo utilizando células de feocromocitoma
adrenal de ratos PC12, silenciaram o gene NNT e detectaram reducao nos niveis
intracelulares de NADPH, na relacdo GSH/GSSG e aumento nos niveis de H20,
culminando no aumento do estado oxidativo. A redugao da expressdo de NNT

nessas células resultou também no aumento da expressao de MAPKS fosforilada
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23, Esse fato também foi observado no presente estudo, pois ao reduzirmos a
expressao da proteina NNT na linhagem H295R foi observado o aumento das
expressdes génica e proteica da MAPK8. Em nosso estudo as células nao
apresentaram desregulacao no equilibrio redox, o que nos sugere que a ativacao
da via da MAPKS8 pode estar servindo como uma via de compensacao nessas
células, permitindo que elas mantenham o equilibrio redox em detrimento da
secrecao de cortisol.

Estes dados obtidos na analise de células adrenais em situacdo basal
indicam que, frente a diminuicao parcial e temporaria na funcéo da proteina NNT,
as células podem ativar mecanismo de compensacdo ou predilecdo, mantendo
o funcionamento do sistema antioxidante em detrimento da esteroidogénese

adrenal.

Alguns estudos mostram que a inducdo do estresse oxidativo em células
com a funcdo de NNT comprometida, pode afetar ainda mais o sistema de defesa
antioxidante e comprometer também a esteroidogénese #*2. Um estudo realizado
pelo nosso grupo avaliou células mononucleares sanguineas de individuo
homozigoto e heterozigotos para a mutacdo pG866D no gene NNT, a qual esta
relacionada com a DFG. Nesse trabalho os individuos heterozigotos néo
apresentam fendtipo para a doenca. A avaliacdo de suas células mostrou que
em situacéo basal essas apresentam um funcionamento normal do sistema da
glutationa. Porém, quando submetidas a estresse oxidativo, as células dos
heterozigotos apresentaram GSH significativamente menor que nos controles
indicando um potencial desequilibrio redox quando esses individuos séo

retirados das condicdes fisiol6gicas basais 4.

Em estudo utilizando camundongos naturalmente deficientes de NNT,
Picard e colaboradores, detectaram diminuicéo da secrecdo de corticosterona e
aumento de ACTH desses animais em relagdo aos animais controle, quando

esses eram submetidos a uma situagéo de estresse 8.

Para avaliar a capacidade de resposta dessas células a situacdes de
estresse causadas pelo aumento da esteroidogénese, induzimos esse aumento
pela adicdo de 10uM de FSK a cultura das células adrenocorticais durante vinte

e quatro horas. A FSK se liga ao seu receptor acoplado a proteina G (GPCR) e
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o fosforila, ativando a via do monofosfato ciclico de adenosina ciclico (AMPc). O
AMPc ativa a proteina quinase A (PKA) o que leva a fosforilacdo de residuos de
serina em outras proteinas da cascata de sinalizag&o intracelular levando ao
aumento da expressao génica e proteica dos receptores de glicocorticoides (RG)
32 Na linhagem H295R o estimulo com FSK aumenta, principalmente, a

expressdo de CYP11B1 e a secrecéo de cortisol .

Como esperado, verificamos que o estimulo com FSK provocou aumento
da secrecéo de cortisol e da expresséo de genes CYP11A1 e CYP11B1, ambos
envolvidos na esteroidogénese adrenal. Tal dado demonstra a resposta das
células H295R ao estimulo com FSK e o aumento da esteroidogénese. A
viabilidade celular ndo foi alterada perante o estimulo da FSK apesar desta
promover aumento da viabilidade celular em células H295R23. A auséncia do
aumento da viabilidade celular nas células estimuladas pode estar relacionada a
metodologia de tratamento com a FSK. No presente experimento, estas células
foram submetidas a apenas 24 horas de tratamento, sendo a seguir avaliada sua
viabilidade celular. Dessa forma ndo é possivel avaliar os efeitos do tratamento
sobre sua viabilidade nas células H295R no longo prazo. Em paralelo,
observamos que a inducdo da esteroidogénese causou também um acumulo de
EROs, o que nao foi observado em células ndo estimuladas. Esse acumulo indica
gue o sistema de defesa antioxidante mitocondrial (GSH-PX/GSSG-PX) nao é
capaz de reduzir e eliminar todo o aporte de EROs produzido excessivamente
durante a esteroidogénese perante estimulo de FSK. O acumulo de EROs no
meio intracelular causa danos irreversiveis a proteinas, lipidios e &cidos

nucleicos, comprometendo as fungdes celulares e levando até a morte celular °.

Ao avaliarmos a resposta ao estimulo com FSK das células H295R
silenciadas para o gene NNT notamos resposta diferente a observada nas
células com a proteina nativa. Apesar da expressao dos genes CYP11lAl e
CYP11B1 aumentarem apés o estimulo com FSK ndo houve aumento da
secrecao de cortisol. Esta observacéo indica que danos na proteina NNT podem
bloguear a secrecao de cortisol. Nas células H295R suficientes em NNT houve
aumento na secrecao de cortisol, acompanhado de aumento na producao de
EROs. Entretanto, nas células H295R cujo NNT foi silenciado, esse incremento
nao ocorreu. Esses dados indicam que essas células podem estar bloqueando
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0 aumento da esteroidogénese para evitar uma maior formacdo de EROs e

manter assim o equilibrio redox.

O aumento da expresséao relativa do RNAm da MAPKS8, assim como o
aumento de sua proteina, também foi observado nas células H295R em situagéo
de estimulo e pode justificar o acumulo de EROs nas células controle
estimuladas que nao se repete nas células estimuladas com comprometimento
do NNT.
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8. Concluséao

Em sintese, nossos dados demonstram que as células adrenocorticais
com reducdo parcial e temporaria na expressao génica e proteica de NNT sao
capazes de manter a homeostase redox mitocondrial em detrimento da secrecao
de cortisol. A ativacédo da via MAPK8 parece ser um potencial mecanismo de
compensacao durante esse processo. Mesmo em uma situagdo de demanda
aumentada de esteroides adrenais, causada pelo estimulo da FSK, a MAPKS8
parece manter equilibrio redox as custas de reducdo da capacidade

esteroidogénica celular.
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