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Resumo 

 
Doenças causadas por mutações no DNA mitocondrial (mtDNA) estão entre as doenças 

genéticas mais comuns em humanos. Apesar disso, não há tratamento efetivo para essas doenças 

e os mecanismos de herança não são totalmente conhecidos. Diversos estudos em camundongos 

e humanos apontam que mutações deletérias (e.g., não sinônimas) no mtDNA são negativamente 

selecionadas na linhagem germinativa (e.g., oócitos ou embriões), tendo impacto direto nas 

gerações seguintes. Este mecanismo parece estar intimamente associado com a dinâmica 

mitocondrial (e.g., eventos de fusão e fissão mitocondrial), a qual favorece a segregação de 

moléculas mutantes e selvagens coexistentes numa mesma célula (e.g., heteroplasmia). No 

entanto, faltam evidências sobre um possível papel desses mecanismos na herança mitocondrial, 

especialmente na linhagem germinativa de mamíferos. Nesse contexto, este trabalho teve o 

objetivo de estudar o papel da dinâmica mitocondrial na herança de mtDNA durante o 

desenvolvimento da linhagem germinativa feminina. Para isso, as seguintes fases do 

desenvolvimento foram utilizadas como modelo de estudo: i) embriogênese inicial; ii) 

estabelecimento das células germinativas primordiais (PGCs); e, iii) oogênese. Nossos resultados 

indicam um mecanismo purificador atuando contra um haplótipo mitocondrial deletério, 

dependente de Mfn2, e com ação durante o desenvolvimento dos oócitos. Além disso, 

destacamos a derivação de PGCs em fetos nocaute para Mfn2, e a derivação de PGCLCs (PGC-

like cells) a partir de células-tronco embrionárias deficientes em Drp1, ambos com efeito sobre 

o número de cópias de mtDNA. Como conclusão, nossos achados fornecem evidências do 

importante papel da dinâmica mitocondrial na regulação da herança mitocondrial.  

 

 

 

Palavras-chave: DNA mitocondrial, herança mitocondrial, dinâmica mitocondrial, linhagem 

germinativa. 

 

 

 

 
 



 

 

Abstract 
 

Diseases caused by mutations in mitochondrial DNA (mtDNA) are the most common 

genetic diseases in humans. Despite this, there is no effective treatment for these diseases and 

the mechanisms of inheritance are not fully understood. Several studies in mice and humans have 

shown that deleterious mutations (e.g., non-synonymous) in mtDNA are negatively selected in 

the germline (e.g., oocytes or embryos) leading to a direct impact on the following generations. 

This mechanism seems to be closely associated with mitochondrial dynamics (e.g., mitochondrial 

fusion and fission events), which act on the segregation of mutant and wild-type molecules. 

However, there is a lack of evidence on the action of these mechanisms on mitochondrial 

inheritance, especially in the germline of mammals. This work aims to study the role of 

mitochondrial dynamics on the inheritance of mtDNA during the development of the female 

germline. For this, the following development phases were used as a model: i) initial 

embryogenesis; ii) establishment of primordial germ cells (PGCs); iii) oogenesis. Our results 

indicate a purifying mechanism acting on mutant mtDNA, which is dependent on Mfn2, and acts 

during the development of oocytes. In addition, we highlight the derivation of PGCs in Mfn2 

knockout mice, and the specification of PGCLCs (PGC-like cells) from Drp1-deficient mice 

embryonic stem cells (mESCs), both with an effect on the mtDNA copy number. In conclusion, 

our results provide evidence that mitochondrial dynamics play an important role in regulating 

the mitochondrial inheritance. 
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1. Introdução 

 
Além do DNA nuclear, os organismos eucariontes possuem DNA mitocondrial (mtDNA), 

localizado em organelas de membrana dupla, denominadas mitocôndrias. As mitocôndrias têm 

papel fundamental na manutenção celular, atuando principalmente na produção energética, mas 

também contribuindo na regulação metabólica e em diversos eventos de sinalização celular1. 

Apesar de possuir seu próprio genoma, grande parte das proteínas mitocondriais são codificadas 

pelo DNA nuclear, fazendo com que o correto funcionamento da organela dependa da interação 

dos dois genomas2. 

O mtDNA codifica proteínas responsáveis pela produção de ATP3,4 e está presente nas células 

em múltiplas cópias, proporcional à demanda energética. Mutações no mtDNA podem acarretar 

em disfunções graves, principalmente quando presentes em grande quantidade, levando a 

doenças mitocondriais5. Atualmente, mais de 260 mutações no mtDNA já foram descritas e 

associadas a doenças mitocondriais, cujos sintomas são clinicamente diversos e o tratamento 

apenas paliativo6.  

Essas doenças, que no passado foram classificadas como raras, afetam cerca de 9,6 pessoas 

a cada 100.000 indivíduos7. No entanto, a frequência dessas mutações na população é muito 

maior, com ~1 a cada 200 indivíduos sendo portador de mutações patogênicas no mtDNA8. 

Mesmo presentes em baixos níveis ao nascimento, essas mutações têm potencial de acumular ao 

longo da vida em tecidos somáticos levando a manifestação de sintomas. Além disso, algumas 

mutações no mtDNA têm sido associadas ao maior risco de manifestação de doenças na fase 

adulta, como diabetes e câncer9, colocando as mutações no mtDNA como uma das principais 

causas de doenças em humanos. Apesar disso, os mecanismos de herança do mtDNA ainda não 

são totalmente conhecidos. 

As mutações no mtDNA são transmitidas exclusivamente através da linhagem materna, por 

um processo que gera rápida segregação de variantes mitocondriais entre gerações10,11. Esse 

fenômeno ocorre devido à transmissão de uma quantidade restrita de cópias do genoma 

mitocondrial12. Na prática, uma mulher que carrega parte de suas cópias de mtDNA mutada pode 

gerar indivíduos com níveis bastante diferentes da mutação. No entanto, além desse efeito, outros 

mecanismos têm sido demonstrados, os quais atuam para evitar a transmissão de mutações 

deletérias (e.g., não sinônimas)13,14. Nesse caso, o mtDNA mutado é seletivamente eliminado na 
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linhagem germinativa feminina, evitando assim sua propagação. Entretanto, os mecanismos 

moleculares envolvidos nesse processo ainda não foram desvendados.   

Uma possibilidade envolve a seleção a nível de organela, a qual tem sido proposta em 

Drosophila14 e mamíferos15,16. Nesse caso, mitocôndrias disfuncionais devido à alta proporção 

de mtDNA mutado poderiam ser eliminadas através de sistemas de qualidade da célula (e.g., 

mitofagia)17,18. Alternativamente, a replicação preferencial de haplótipos de mtDNA19 poderia 

levar a seleção de genomas do tipo selvagem.  

Uma vez que a dinâmica mitocondrial parece estar intimamente associada aos processos 

descritos acima, nossa hipótese se baseou na sua influência sobre a segregação de moléculas 

mutantes e selvagens. Nesse contexto, esse trabalho teve como objetivo avaliar o papel da 

dinâmica mitocondrial sobre a herança mitocondrial na linhagem germinativa feminina. 
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2. Revisão Bibliográfica 

 
2.1. DNA mitocondrial 

O mtDNA foi descoberto na década de 6020–22 e teve sua sequência e estrutura 

desvendados vinte anos mais tarde3,4. Em mamíferos, o mtDNA é formado por aproximadamente 

16,5 kb, tem formato circular e não apresenta íntrons. Sua sequência é responsável pela 

codificação de 13 polipeptídeos fundamentais para a função da mitocôndria, além de 22 RNAs 

transportadores (tRNAs) e 2 RNAs ribossômicos (rRNAs) envolvidos na síntese desses 

polipeptídeos3,4 (Figura 1).  

Apesar de compacta, a molécula de mtDNA possui alta densidade de informação 

genética, é constituída por uma fita pesada (H), a qual é rica em guanina, e outra leve (L), com 

maior quantidade de citosina. Além disso, possui uma região não codificadora (noncoding 

region, NCR), também conhecida como região de controle, a qual é essencial para a manutenção 

do mtDNA. É nessa região que estão alocadas as origens de transcrição e replicação23. Além 

disso, há também a frequente incorporação de uma terceira fita de DNA, formando a estrutura 

conhecida como D-loop (mitochondrial displacement loop)24–26, que apesar de não ter todas as 

suas funções caracterizadas, é fortemente associada a replicação do mtDNA23,27. 

O sistema de replicação mitocondrial difere do nuclear e ocorre constantemente, 

independente do ciclo celular. Envolve proteínas específicas codificadas pelo núcleo e 

importadas para a mitocôndria, como por exemplo, a DNA polimerase γ28, a helicase Twinkle29, 

a proteína de ligação a fita simples mtSSB30 e a RNA polimerase mitocondrial 

(POLRMT/mtRNAP)31. Embora seja semelhante a procariontes, a replicação do mtDNA é um 

evento bastante coordenado e influenciado pela biogênese mitocondrial, necessidade energética 

e replicação celular. Assim como a replicação, a transcrição também difere da nuclear e ocorre 

de forma policistrônica, a partir de promotores (HSP e LSP) localizados na região não 

codificadora de ambas a fitas32. A transcrição é realizada pela mtRNAP, a qual depende de 

importantes fatores33, como TFAM34, TFB2M, TEFM, MTERF1, entre outros, para a obtenção 

e processamento dos transcritos35.  

Além do papel na transcrição, o TFAM também atua na conformação do mtDNA36,37, 

auxiliando na sua compactação em complexos nucleoproteicos denominados nucleóides38 

(Figura 1). Cada nucleóide possui cerca de 100 nm, provavelmente contém apenas uma cópia de 
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mtDNA e encontra-se ancorado à membrana interna da mitocôndria39. A compactação do 

mtDNA em nucleóides é um processo determinante tanto na regulação dos níveis de replicação 

e transcrição como também na segregação do mtDNA38.  

As células eucarióticas contêm múltiplas cópias de mtDNA e a quantidade depende 

principalmente do metabolismo e do tipo celular40. Tecidos com elevada exigência energética 

(e.g., células nervosas e musculares) contêm mais moléculas de mtDNA por célula do que outros 

tecidos (e.g., leucócitos e monócitos) com menor exigência.  

Assim como o DNA nuclear, o mtDNA pode sofrer alterações e rearranjos fazendo com 

que moléculas mutantes e selvagens coexistam numa mesma célula, condição denominada 

heteroplasmia. Existem diversos tipos de mutações no mtDNA, algumas sendo consideradas 

apenas variações neutras e outras deletérias (e. g. não sinônimas), com potencial de causar 

doenças41. No caso das deletérias, o nível de patogenicidade depende da natureza da mutação e 

da quantidade presente. No geral, as células tendem a suportar baixos níveis de moléculas 

mutantes, ocorrendo o comprometimento da função mitocondrial somente quando um nível 

mínimo é ultrapassado (geralmente maior que 70-80% - Figura 1). 

Cerca de 260 mutações no mtDNA humano são conhecidas por resultarem em doenças 

graves, geralmente multissistêmicas, afetando principalmente tecidos com alta demanda 

energética. Essas doenças têm diagnóstico complexo, uma vez que uma mutação pode resultar 

em diversos sintomas e um mesmo conjunto de sintomas pode ser causado por diferentes 

mutações42. As mutações no mtDNA geralmente são classificadas em três tipos, mutações 

pontuais em genes codificadores de proteínas, mutações pontuais em genes envolvidos na síntese 

de proteínas (genes de tRNA ou rRNA) e rearranjos de mtDNA, incluindo deleções e inserções 

de mtDNA6.  

As mutações no mtDNA são herdadas através da linhagem materna, onde diversos 

eventos celulares, principalmente durante a formação da linhagem germinativa, influenciam na 

sua transmissão. Além disso, a função mitocondrial, a relação das mitocôndrias com o núcleo e 

a maneira com que a expressão de dois genomas distintos é coordenada tornam a herança 

mitocondrial um evento complexo e ainda pouco conhecido. 
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Figura 1: Organização do mtDNA. (a) Esquema representativo do mtDNA mostrando os 37 genes 

responsáveis pela codificação de 13 polipeptídeos: ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, e ND6 - 

subunidades do Complexo I (NADH-Coenzima Q oxidoreductase); uma subunidade - citocromo b - do 

Complexo III (CoQ-citocromo c oxidoreductase), três subunidades - COX I, COX II, e COX III - do 

Complexo IV (citocromo c oxidase, ou COX), e duas subunidades - ATPase 6 e ATPase 8 - do Complexo 

V (ATP sintase). Além dos polipeptídeos, estão representados os dois rRNAs (12 e 16S), 22 tRNAs e a 

região de controle (NCR), contendo os promotores da fita pesada e fita leve (HSP e LSP). (b) 

Conformação do mtDNA mediada por TFAM. (c) Esquema representativo do acúmulo dos níveis de 

mutação resultando em comprometimento da função mitocondrial. Fonte: Adaptado de Schon; Dimauro; 

Hirano (2012). 
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2.2. A mitocôndria 

  Mitocôndrias têm papel fundamental no funcionamento de qualquer célula eucariótica. 

Além da síntese de ATP, essas organelas estão intimamente integradas no metabolismo e nas 

principais vias de sinalização das células nucleadas, como por exemplo, a síntese de aglomerados 

de ferro e enxofre43, homeostase de cálcio44 e regulação da apoptose45. 

São organelas formadas por duas membranas lipoproteicas, uma externa com estrutura 

retilínea e outra interna que apresenta dobras, denominadas cristas. A dupla membrana leva a 

formação de compartimentos distintos, a matriz mitocondrial, delimitada pela membrana interna, 

e o espaço intermembranas, localizado entre a membrana interna e a externa46 (Figura 2). 

Estima-se que a mitocôndria tenha surgido há aproximadamente dois bilhões de anos, 

com a associação de uma bactéria primitiva (α proteobacterium) e uma célula hospedeira47. Com 

o estabelecimento da simbiose, a α proteobacterium tornou-se uma organela citoplasmática e teve 

parte do seu material genético transferido para o genoma nuclear. Durante milhões de anos, esse 

processo reduziu o tamanho do mtDNA e consolidou a relação simbiótica, resultando na 

formação das mitocôndrias como são conhecidas na atualidade. Esses acontecimentos fazem 

parte da teoria conhecida como endossimbiótica, proposta há mais de um século e que ainda 

passa por constantes atualizações48,49. Atualmente, a maior parte do proteoma mitocondrial é 

codificado pelo núcleo, e como consequência, as mitocôndrias adquiriram uma maquinaria 

eficiente de importação de proteínas de origem nuclear50. 

A produção de ATP pelas mitocôndrias ocorre através da fosforilação oxidativa 

(OXPHOS), processo que depende de cinco complexos proteicos presentes na membrana 

mitocondrial interna (Figura 2). Os quatro primeiros complexos (I, II, III e IV) junto com 

carreadores de elétrons coenzima Q (CoQ) e citocromo C formam a cadeia transportadora de 

elétrons. O transporte dos elétrons através dos complexos gera energia que é parcialmente 

utilizada pelos complexos I, III, e IV para bombear prótons (H+) para o espaço intermembranas, 

resultando em um potencial eletroquímico conhecido como potencial de membrana (ΔΨm). O 

ΔΨm gera uma força motriz, que é então utilizada pelo quinto complexo (ATP sintase) para a 

produção de ATP. 

A formação de todos os complexos da OXPHOS é um processo que envolve enzimas com 

atividades catalíticas e diversas subunidades que auxiliam na sua construção, regulação e 

estabilidade. Em mamíferos, com exceção do complexo II, os polipeptídeos da OXPHOS são 

codificados tanto pelo DNA nuclear quanto pelo mitocondrial. Os complexos podem também 
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interagir entre si, formando estruturas denominadas supercomplexos51–53. Associações entre os 

complexos I, III e IV (nos formatos CI-III-IV, I-III e III-IV) são frequentes, podem influenciar a 

conformação da membrana mitocondrial interna54 e interferir na herança de mtDNA55.  

 

Figura 2: A mitocôndria e os complexos envolvidos na fosforilação oxidativa. (a) Esquema 

representativo da estrutura da mitocôndria, formada por duas membranas lipoproteicas, uma externa com 

estrutura retilínea e outra interna que apresenta dobras. A dupla membrana leva a formação de 

compartimentos distintos, a matriz mitocondrial, delimitada pela membrana interna, e o espaço 

intermembranas, localizado entre a membrana interna e a externa (b) A figura exibe os complexos: I 

(NADH-coenzima Q oxidoredutase), II (Succinato-Q oxidorredutase), III (Q-citocromo c 

oxidorredutase), IV (Citocromo c oxidase) e complexo V ou ATP sintase. As subunidades são codificadas 

pelo DNA nuclear e mtDNA, com exceção do complexo II, que é codificado inteiramente pelo genoma 

nuclear. Complexos I, III e IV bombeiam prótons da matriz para o espaço intermembrana, gerando um 

gradiente eletroquímico através da membrana interna, que é usado para a produção de ATP pelo complexo 

V (ATP sintase). Fonte: Autor. 

 

2.3. Dinâmica mitocondrial 

As mitocôndrias são organelas dinâmicas capazes de modular sua morfologia e criar uma 

rede mitocondrial baseada na habilidade de realizar fusão e fissão. Além disso, a síntese de novas 

mitocôndrias e a eliminação das defeituosas ajudam a manter a população mitocondrial saudável. 

A consequência dessa dinâmica determina o número, o tamanho e a posição das mitocôndrias no 

citoplasma56.  

A arquitetura mitocondrial depende, entre outros fatores, da necessidade metabólica da célula 

e da disponibilidade/demanda por energia. Em um ambiente rico em nutrientes as mitocôndrias 

tendem a se manterem separadas uma das outras (fragmentadas), e na falta de nutrientes as 

mitocôndrias formam extensas conexões com organelas alongadas. No entanto, as mudanças na 
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rede mitocondrial irão depender do tipo celular e tecido em que as organelas estão inseridas, os 

quais respondem à diferentes necessidades e estímulos57. Na linhagem germinativa, por exemplo, 

as mitocôndrias encontram-se fragmentadas, com formato arredondado e poucas cristas. Essas 

características são típicas de atividade mitocondrial reduzida, com possível diminuição dos níveis 

de ROS58. 

A dinâmica mitocondrial tem um papel central no controle de qualidade mitocondrial. 

Mitocôndrias isoladas e com baixo ΔΨm podem ser marcadas para degradação. Por outro lado, 

a fusão mitocondrial mantém a homogeneidade genética e bioquímica, por permitir a troca de 

componentes (e.g. mtDNA mutante), a diluição de espécies reativas de oxigênio e o 

restabelecimento do potencial de membrana59.  

 

2.3.1. Fusão mitocondrial 

 

O processo de fusão é um evento conservado durante a evolução, presente tanto em 

leveduras60 quanto em humanos, e essencial para o correto funcionamento das células. Ocorre 

em duas etapas e requer primeiramente a fusão da membrana mitocondrial externa, seguido da 

fusão da membrana interna. As proteínas centrais da maquinaria de fusão pertencem a família 

das GTPases (dynamin-related GTPase), que têm habilidade de hidrolisar o GTP (Guanosina-5-

trifosfato) e a partir daí extrair a energia necessária para o remodelamento de membranas61,62.  

A fusão da membrana externa é mediada pelas mitofusinas Mfn1 e Mfn2 (mitofusin-1 e 

mitofusin-2)63, as quais apresentam alta similaridade na sequência de aminoácidos. Já a fusão da 

membrana interna é coordenada principalmente pela OPA1 (Optic atrophy 1), uma proteína 

complexa que apresenta 8 isoformas.  

O início da fusão ocorre através das mitofusinas, que coordenam o contato inicial entre duas 

mitocôndrias e, após mudanças estruturais devido a hidrólise de GTP, conferem aproximação e 

junção das membranas externas (Figura 3). A descoberta de Mfn1 e Mfn2 teve início a partir de 

um estudo em Drosophila64, em que machos mutantes (para o homólogo Fzo) eram incapazes de 

realizar fusão e se tornavam inférteis. Mais tarde, a função das mitofusinas foi demonstrada em 

células humanas65, e o seu nocaute revelou ser letal na fase embrionária de camundongos63.  

A ausência tanto de Mfn1 quanto de Mfn2 resulta na redução acentuada dos níveis de fusão, 

com mitocôndrias altamente fragmentadas66. Apesar da alta similaridade, as mitofusinas 

apresentam também funções distintas. O nocaute de Mfn1 apresenta maior fragmentação 

mitocondrial do que o nocaute de Mfn2, provavelmente devido a maior atividade GTPásica67, 
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enquanto que a Mfn2 funciona como regulador chave na interação da mitocôndria com o retículo 

endoplasmático68. 

 

 

Figura 3: Fusão mitocondrial. (a) Esquema representativo das etapas da fusão mitocôndrial (b) Esquema 

representativo dos elementos estruturais de Mfn1 e Mfn2. Os domínios estão representados por diferentes 

cores. (GTPase, GTPase domain; HR, heptad repeat; PR, Proline rich; TM, transmembrane) 

Modificações pós traducionais estão representadas por A-acetilação, P-fosforilação, U-ubiquitinação. 

Fonte: Autor. 

 

 

2.3.2. Fissão mitocondrial 

 

A fissão é um processo de várias etapas em que a GTPase Drp1 (dynamin-related protein 1) 

desenvolve papel fundamental69. A Drp1, descrita inicialmente em C. elegans70 e leveduras60,71, 

é uma proteína citoplasmática com cerca de 80 kDa e quatro domínios distintos (Figura 4)69. 

Durante a divisão da mitocôndria, a Drp1 é recrutada para a membrana mitocondrial externa, 

onde forma uma estrutura semelhante a um anel, que comprime a organela. Com a hidrólise do 

GTP a compressão aumenta, e as mudanças na estrutura dupla hélice da Drp1 moldam a formação 

de duas novas organelas72. 

A Drp1 depende de proteínas adaptadoras para seu correto recrutamento, provavelmente 

devido à ausência de um domínio PH (phospholipid-binding pleckstrin homology domain) em 

sua estrutura73. Mamíferos contam principalmente com MFF74,75 (mitochondrial fission factor), 

MiD49 e MiD5176 (mitochondrial dynamics proteins 49 and 51) para montar e orquestrar o 
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posicionamento da Drp1 no local da fissão. Além disso, o estágio final da fissão também parece 

depender de outras proteínas. Nesse sentido, tem sido demonstrado que o Dnm2 (Dynamin 2) 

exerce papel fundamental no processo de separação das mitocôndrias77.  

Além de toda maquinaria de adaptadores, a divisão também irá depender da interação da 

mitocôndria com o ER (retículo endoplasmático)78. Antes do recrutamento da Drp1, o ER forma 

uma zona de contato em volta da mitocôndria, e determina onde será o local da fissão (Figura 4). 

Esse local de interação auxilia no correto direcionamento da Drp1 bem como das proteínas 

adaptadoras61.  

Recentes trabalhos apontam que o mtDNA também exerce influência na determinação dos 

pontos de fissão79,80. Já era conhecida a existência de uma forte ligação entre fissão e manutenção 

do mtDNA, uma vez que o bloqueio da fissão resulta em nucleóides agregados e depleção de 

mtDNA81–83. Mas essa ligação se mostrou mais específica a partir da descoberta de que a 

localização de fatores de fissão (MFF e Drp1) é afetada pelos nucleóides79. Além disso, foi 

demonstrado recentemente que os nucleóides contendo moléculas de mtDNA em replicação 

estão associados à pontos de divisão guiados pelo ER80. Essas evidências colocam a replicação 

de mtDNA como fator determinante para o início da fissão e abrem novas perspectivas sobre os 

mecanismos de regulação da dinâmica mitocondrial.  
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Figura 4: Fissão mitocondrial. (a) Esquema representativo dos elementos estruturais de Drp1. Os 

domínios estão representados por diferentes cores. (BSE, bundle signalling elements; GTPase, GTPase 

domain; Middle, Middle domain; GED, GTPase effector domain); Modificações pós traducionais estão 

representadas por G-glicosilação; S-sumoilação; P-fosforilação; N-nitrosilação. (b) Esquema 

representativo das etapas da fissão mitocôndrial. A figura mostra o local de fissão mitocondrial 

determinado pelo mtDNA e retículo endoplasmático (ER). Em seguida, oligômeros de Drp1 atuam na 

constrição da mitocôndria. A hidrólise do GTP leva a mudanças na conformação e aumenta a constrição 

pré-existente. Em seguida, Dnm2 é recrutado para auxiliar na cisão e finalização da fissão em duas novas 

organelas. Fonte: Autor. 

 

 

2.3.3. Mitofagia 

 

Mitocôndrias disfuncionais podem ser eliminadas por uma forma seletiva de autofagia, 

conhecida como mitofagia. Apesar de compartilhar alguns mecanismos com a autofagia, a 

mitofagia ocorre através de um conjunto único de proteínas, que são ativadas por estímulos 

específicos84.  

Uma forma conservada de mitofagia ocorre através de PINK1 (PTEN-induced putative kinase 

1) e PARKIN (cytosolic E3 ubiquitin ligase). Em mitocôndrias saudáveis, PINK1 é importada 

para dentro da mitocôndria através dos complexos proteicos TIM e TOM, e processada pelas 

enzimas MPP (matrix processing peptidase) e PARL (PINK1/PGAM5-associated rhomboid-like 

protease). No entanto, quando a função mitocondrial é comprometida e a importação de proteínas 

prejudicada, PINK1 acumula na membrana externa da mitocôndria. Isso leva a fosforilação de 

ubiquitinas presentes na membrana, com o consequente recrutamento de PARKIN. Em seguida, 

PINK1 promove a fosforilação e ativação de PARKIN, que auxilia no recrutamento do 

autofagossomo. A formação do autofagossomo é regulada por cerca de 40 genes relacionados a 
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autofagia85 (ATG autophagy-related genes), caracterizados inicialmente em leveduras e 

posteriormente em mamíferos.  

Para que ocorra mitofagia, importantes adaptadores e receptores fazem a conexão entre o 

autofagossomo e a mitocôndria destinada à degradação85. Os adaptadores contêm um domínio 

de interação com o LC3 e podem atuar dependente ou independentemente de ubiquitinação86. 

Cinco adaptadores têm sido caracterizados de forma dependente de ubiquitinação: p62 

(sequestosome-1), OPTN (optineurin), NDP52 (nuclear domain 10 protein 52), TAX1BP1 

(TAX1 binding protein 1) e NBR1 (neighbor of BRCA1 gene 1). Já os adaptadores CHDH 

(Choline dehydrogenase) e TBC1D15 (TBC1 domain family member 15) atuam independente 

de ubiquitinação e provavelmente não dependem de Parkin. Além de auxiliar na detecção do 

dano mitocondrial, eles alteram sua localização ou a proteína com a qual interagem, guiando as 

mitocôndrias danificadas para o autofagossomo. 

Além dos adaptadores, existem receptores localizados na membrana mitocondrial que podem 

interagir de forma direta com o LC3 e assim recrutar mitocôndria danificadas aos 

autofagossomos. NIX (Nip3-like protein X), BNIP3 (BCL2/Adenovirus E1B 19 kDa Interacting 

Protein 3) e FUNDC1 (UN14 domain-containing protein 1) são receptores que atuam de forma 

independente de Parkin em condições de hipóxia.  

Dados recentes indicam que a mitofagia é de grande relevância para a herança mitocondrial. 

Nos modelos in vitro heteroplásmicos utilizados até o momento, a indução da mitofagia seja pelo 

tratamento com rapamicina (indutor de mitofagia através da via do mTOR – mammalian target  

of rapamicyn) ou pela super expressão de Parkin resultou em diminuição dos níveis de mtDNA 

mutado87,88. No entanto, faltam evidências das bases moleculares desse mecanismo. Além disso, 

a ocorrência de mitofagia durante a linhagem germinativa e sua associação com mecanismos de 

seleção de mtDNA mutante ainda é alvo de discussão.  
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Figura 5: Mecanismos moleculares da via PINK1-Parkin. Em mitocôndrias com função comprometida, 

PINK1 é estabilizado na membrana mitocondrial externa (OMM), promovendo o recrutamento de Parkin. 

Parkin ubiquitina vários componentes da membrana externa. As cadeias Poly-Ub são subsequentemente 

fosforiladas por PINK1 servindo como um sinal para a maquinaria autofágica. Proteínas adaptadoras (p62, 

OPTN, entre outros) reconhecem cadeias poli-Ub fosforiladas e iniciam a formação de autofagossomos 

através da ligação com LC3. Fonte: Autor. 

 

2.4. Mitocôndria na linhagem germinativa 

A herança mitocondrial é um processo amplamente coordenado entre gerações através da 

linhagem germinativa feminina. A partir da fecundação, o zigoto passa por diversas divisões, 

denominadas clivagens, antes de implantar-se no útero. No início deste período, o embrião é 

sustentado pelo conteúdo citoplasmático herdado do oócito, o qual possui grande quantidade de 

mitocôndrias, além de um extenso estoque de RNA, proteínas e ATP89.  

Assim como ocorre com o volume citoplasmático, o número total de mitocôndrias se mantém 

constante no embrião desde a fecundação até o estágio de blastocisto90,91. Como resultado, as 

mitocôndrias maternas presentes no zigoto são progressivamente distribuídas entre os 

blastômeros, resultando em células com baixo conteúdo relativo de mtDNA (Figura 6). 

Após a implantação e durante a gastrulação inicia-se o desenvolvimento das células 

primordiais germinativas (PGCs - ~E.6 em camundongos), que possuem apenas cerca de 200 

cópias de mtDNA12,92. Esse é considerado um momento crucial na herança mitocondrial, uma 

vez que delimita as moléculas de mtDNA que estarão presentes na próxima geração. As PGCs 

se proliferam e, após migração, colonizam as cristas genitais (E10,5 em camundongos)93. Em 
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seguida, se replicam e, por divisão meiótica, dão origem a milhares de oócitos primários que 

ficam estacionados em fase de diplóteno da prófase I94,95.  

Na fase adulta e concomitantemente a foliculogênese, parte dos oócitos bloqueados em 

prófase I é recrutada a crescer e produzir um gameta competente para fecundação. Durante este 

período o oócito tem seu desenvolvimento auxiliado por células somáticas (e.g., granulosa) que 

compõem o folículo ovariano. Com a proliferação e diferenciação celular, os folículos passam a 

serem classificados em primário, secundário, terciário (ou antral) e pré-ovulatório96. O oócito 

desempenha importante papel na coordenação da proliferação celular e crescimento do folículo, 

e recebe das células somáticas aminoácidos (e.g. L-alanina), colesterol e moléculas energéticas.  

Durante a foliculogênese há intensa replicação mitocondrial no oócito, resultando em 

gametas com cerca de 200.000 moléculas de mtDNA. Esse aumento é acompanhado pela intensa 

biogênese mitocondrial, passando de dezenas para ~100.000 mitocôndrias em oócitos totalmente 

crescidos. Isso faz com que cada mitocôndria atue como uma unidade segregativa de uma ou 

duas cópias de mtDNA97,98. O crescimento resulta em oócitos com cerca de 80 µm de diâmetro 

(e.g., camundongos) e, mitocôndrias fragmentadas, arredondadas e com poucas cristas, os quais 

são fortes indícios de baixa OXPHOS99.  

Na progressão do seu desenvolvimento, o oócito entra no estágio de maturação, onde dá 

continuidade à meiose até a fase de metáfase II, com consequente exclusão do primeiro 

corpúsculo polar. Nesse momento, as mitocôndrias se redistribuem ao redor do fuso meiótico, 

provavelmente devido à alta demanda energética100. Uma vez que o oócito se torna independente 

das células somáticas, o papel das mitocôndrias se torna crítico para o desenvolvimento do 

gameta. Na fecundação por um espermatozoide haplóide, o oócito completa a segunda divisão 

meiótica e extrusa o segundo corpo polar, dando origem ao zigoto e início de um novo ciclo. 

 



 

 

27 

 

 

Figura 6: Mitocôndria na linhagem germinativa. (a) O conteúdo mitocondrial herdado do oócito (cerca 

de 100.000 cópias de mtDNA) é progressivamente dividido entre os blastômeros durante o 

desenvolvimento inicial, resultando em células com baixo número de mitocôndrias e consequentemente 

mtDNA. Esse efeito leva a formação de PGCs (células primordiais germinativas) contendo cerca de 200 

cópias de mtDNA. (b) Durante a fase fetal, as PGCs se desenvolvem e dão origem a milhões de oócitos 

que ficam estacionados na fase de prófase I. Na fase adulta, os oócitos se desenvolvem num processo 

conhecido como foliculogênese. Essa fase é caracterizada por intensa replicação e biogênese mitocondrial 

(representada por setas vermelhas). Fonte: Autor. 
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2.5. Herança mitocondrial 

O sequenciamento de mtDNA na década de 803,4 possibilitou o início da identificação de 

mutações causadoras de doenças mitocondriais. Atualmente existem mais de 260 mutações 

caracterizadas em humanos e que estão ligadas a doenças de diagnóstico complexo e tratamento 

apenas paliativo5.  

A cada 100.000 pessoas, cerca de 9,6 apresentam doenças causadas por mutações no 

mtDNA7. No entanto, estima-se que a presença de mutações na população seja muito maior8. Na 

verdade, a recente utilização de técnicas avançadas de sequenciamento mostrou que todos os 

indivíduos carregam baixos níveis de mutações no mtDNA101. Muitas dessas mutações têm sido 

associadas ao risco de desenvolver diversos distúrbios metabólicos e neurodegenerativos na fase 

adulta, além de doenças como câncer e diabetes9. Portanto, ao contrário do que se imaginava, 

mutações no mtDNA contribuem tanto para doenças genéticas quanto para doenças comuns, em 

ação conjunta com outros mecanismos. Isso realça a importância de se entender os mecanismos 

que controlam a herança mitocondrial, que ainda não são totalmente conhecidos. 

A herança de mtDNA é exclusivamente materna, salvo raras exceções. Apesar de um recente 

trabalho levantar a possibilidade de herança biparental em humanos102, esse fato se mostrou 

pouco provável, uma vez que questões técnicas, principalmente quanto a incorporação de 

NUMTs (nuclearmitochondrial DNA segments)2, auxiliaram na interpretação dos dados. Além 

disso, diversos trabalhos já haviam identificado mecanismos eficazes de destruição de 

mitocôndrias paternas após a fecundação103.  

Os primeiros estudos envolvendo os mecanismos de herança mitocondrial foram realizados 

em bovinos104,105, os quais observaram que algumas variantes heteroplásmicas se fixavam 

rapidamente na população. Este resultado levou a teoria de que as diferentes proporções de 

mtDNA presentes nos descendentes eram resultado de uma pequena amostra de mitocôndrias 

maternas. Esse efeito pode ser melhor explicado com a seguinte analogia: se uma amostragem 

grande é realizada em um recipiente repleto de bolas azuis e vermelhas, há grande chance de se 

obter bolas de diferentes cores. No entanto, no caso de uma amostragem pequena, a chance de se 

obter bolas apenas azuis ou apenas vermelhas é maior. No caso da herança mitocondrial, as 

variantes se fixam em poucas gerações devido à um efeito semelhante, considerando uma 

pequena amostragem de mtDNA materno que é selecionada na linhagem germinativa e se 

prolifera nos descendentes. Esse efeito foi demonstrado em diferentes espécies97,106,107 e ficou 

conhecido como gargalo genético mitocondrial.  
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O evento que explica esse mecanismo é a diminuição no número de cópias de mtDNA durante 

a transmissão12,97. Conforme apresentado na sessão anterior, a partir do momento da fertilização 

todas as mitocôndrias provenientes do oócito são partilhadas entre as células, resultando numa 

drástica redução de cópias de mtDNA por célula durante a formação das PGC12. Na presença de 

heteroplasmia, cada PGC passa a ter uma proporção diferente de moléculas mutantes e 

consequentemente influencia o nível de mutação da próxima geração. Dessa forma, o gargalo 

genético contribui para a rápida segregação de novos genótipos mitocondriais97.  

Apesar do gargalo genético explicar boa parte dos resultados de segregação de mtDNA97, 

outros mecanismos parecem estar atuando, e provavelmente são dependentes do caráter da 

mutação. Algumas mutações em humanos variam rapidamente quanto à frequência, (e.g. 

m.8993T>G) e outras (e.g. m.8344A>G) apresentam níveis estáveis entre gerações108–110.  

Um recente trabalho em humanos mostrou que variantes de mtDNA sofrem seleção durante 

a linhagem germinativa111. Os autores analisaram indivíduos com níveis heteroplásmicos abaixo 

do que tipicamente causam doenças, e mostraram a ocorrência de seleção contra variantes não 

sinônimas. Esse fenômeno já foi demonstrado em outras espécies13 e confirma que a seleção é 

mais pronunciada em mutações não sinônimas em comparação com as sinônimas.  

Na tentativa de identificar os mecanismos responsáveis por essa seleção, um recente trabalho 

envolvendo embriões humanos mostrou que o metabolismo oxidativo durante a especificação de 

PGCs pode dirigir a seleção de mtDNA mutantes16. Neste caso, os dados fornecem evidências 

de que variantes que comprometem a produção de ATP são negativamente selecionadas. 

Apesar de apresentar dados de extrema relevância, o estudo em humanos ainda encontra 

muitas dificuldades. Por isso grande parte dos avanços nessa área provém de estudos com 

modelos animais. Em camundongos, dados robustos sobre a seleção contra mutações que afetam 

a função mitocondrial têm sido reportados112,113. Esse efeito pode ser observado tanto em 

mutações causadoras de fenótipo mitocondrial13 quanto em animais contendo haplótipos 

mitocondriais oriundos de linhagens diferentes55,114,115. 

Os mecanismos responsáveis pela seleção de mtDNA podem ocorrer a nível de indivíduo, 

celular ou até mesmo a nível de organela. Nesse sentido, várias hipóteses têm sido consideradas. 

Uma possibilidade seria a replicação preferencial de moléculas durante o desenvolvimento do 

oócito12. No entanto, os mecanismos que regulam a seleção de moléculas ou mesmo a intensa 

replicação que ocorre durante esse período ainda não são conhecidos. 

 Outros trabalhos sugerem que o mtDNA passa por uma seleção, de forma ativa, na linhagem 

germinativa, resultando na eliminação de mutações severas112. Nesse sentido, as variantes de 



 

 

30 

 

mtDNA que levam a um defeito severo no desempenho mitocondrial seriam identificadas e 

eliminadas. No entanto, se esse mecanismo é específico de algumas mutações ou um efeito 

generalizado ainda precisa ser testado116. 

Outro fator crítico é a determinação do momento exato da ocorrência de seleção. Nesse 

sentido, o estágio de formação das PGCs provavelmente é um momento decisivo, principalmente 

devido à redução do número de cópias de mtDNA16. Em contrapartida, vários trabalhos indicam 

a ocorrência de seleção em outros momentos da linhagem germinativa, como durante o 

desenvolvimento do oócito117 ou mesmo durante o desenvolvimento pós-implantação118 (Figura 

7). 

De modo geral, esses resultados sugerem a existência de seleção atuando em diferentes etapas 

do desenvolvimento da linhagem germinativa. No entanto, os mecanismos moleculares 

responsáveis por essa seleção ainda não foram estabelecidos. 

Nesse sentido, algumas evidências surgiram recentemente envolvendo a dinâmica 

mitocondrial. Um trabalho em Drosophila14 mostrou a importância da fragmentação 

mitocondrial em células germinativas, a qual impede a troca de mtDNA entre as organelas. Isso 

faz com que cada mitocôndria atue como uma unidade segregativa, o que acaba por conduzir a 

seleção contra mtDNA mutado14. Esse resultado é apoiado por análises computacionais que 

verificaram a influência da dinâmica mitocondrial no acúmulo de mutações no mtDNA119. Deste 

modo, é plausível considerar que a dinâmica mitocondrial tenha papel fundamental nos 

mecanismos de herança mitocondrial durante a linhagem germinativa. 

 

Figura 7: Herança mitocondrial. O conteúdo mitocondrial presente no oócito recém fecundado 

pertencente a mulher (A) é progressivamente dividido entre as células levando a diminuição da quantidade 

de mtDNA/célula. Durante o desenvolvimento do feto do sexo feminino (B) inicia-se a formação das 

células germinativas da geração seguinte (C). Na fase adulta de (B), os oócitos (C) se desenvolvem 

acompanhados de intensa replicação e biogênese mitocondrial. Fonte: Autor. 
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3. Hipótese 

 
 
 A dinâmica mitocondrial interfere sobre a herança mitocondrial na linhagem germinativa 

feminina, consequentemente afetando os níveis de mutação mitocondrial na geração seguinte. 
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4. Objetivos 

 
 
 Investigar o papel da dinâmica mitocondrial sobre a herança mitocondrial em 

camundongos heteroplásmicos; 

 

Objetivos específicos 

1. Avaliar o papel da fusão mitocondrial (Mfn1 e Mfn2) durante embriogênese inicial.  

2. Avaliar o papel da dinâmica mitocondrial (Mfn2 e Drp1) durante o desenvolvimento das 

PGCs. 

3. Avaliar o papel da dinâmica mitocondrial (Mfn2) e autofagia (Atg7) durante o 

desenvolvimento do oócito. 
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5. Metodologia 

 
 

5.1. Obtenção e manutenção dos animais de experimento 

As linhagens de Mfn1/2loxp/loxp foram originalmente obtidas do “Mutant Mouse Regional 

Resource Centers” Davis, CA, USA; (RRID: MMRRC Cat# 029901-UCD, 

RRID:MMRRC_029901-UCD and MMRRC Cat# 029902-UCD, RRID:MMRRC_029902-

UCD). As linhagens ZP3-Cre e POU5F1-EGFP foram originalmente obtidas do “Jackson 

Laboratory” (Bar Harbor, ME, USA; RRID: IMSR Cat#JAX:003651, 

RRID:IMSR_JAX:003651). Já a linhagem Atg7loxp/loxp  foi cedida pelo Prof. Dr. Julio Cesar 

Batista Ferreira do Instituto de Ciências Biomédicas da USP, a qual foi originalmente construída 

por Komatsu e colaboradores120. A linhagem heteroplásmica foi previamente estabelecida no 

Laboratório de Genética e Biotecnologia – LAGENBIO a partir da transferência de citoplasma 

de zigotos NZB/BINJ para zigotos C57BL/6. 

Todos os experimentos foram realizados conforme os regulamentos do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA, Brasil) e foram aprovados pelo 

Comitê de Cuidado e Uso de Animais da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar - 

1060020616 e 7788150318). Os animais foram mantidos em 12 horas de luz e 12 horas de escuro 

a 24oC com acesso ilimitado à ração e água. 

5.2. Cruzamentos para obtenção dos genótipos de interesse 

Nocaute condicional de Mfn2 no oócito: Fêmeas contendo 50-70% de mtDNA NZB 

foram acasaladas com machos portadores do transgene Zp3-Cre para obtenção de fêmeas 

heteroplásmicas e portadoras do transgene Zp3-Cre (B6/NZB; Zp3-Cre+/-). A seguir, essas 

fêmeas foram acasaladas com machos portadores do genótipo Mfn2loxP/loxP. A progênie resultante 

foi utilizada para a composição de matrizes (fêmeas: B6/NZB; Zp3-Cre+/-; Mfn2loxp/+ e machos 

Zp3-Cre+/-; Mfn2loxp/+) para obtenção de fêmeas utilizadas para coleta de oócito pertencentes ao 

grupo selvagem (WT) ou nocaute (Mfn2 cKO): B6/NZB; Zp3-Cre+/-; Mfn2+/+ (WT), B6/NZB; 

Zp3-Cre+/-; Mfn2loxP/- (Mfn2 cKO). 

 



 

 

34 

 

Nocaute de Mfn1 e Mfn2 para obtenção de fetos e MEFs: As mesmas matrizes 

mencionadas acima (fêmeas: B6/NZB; Zp3-Cre+/-; Mfn2loxp/+ e machos Zp3-Cre+/-; Mfn2loxp/+) 

foram utilizadas para selecionar fêmeas e machos com os respectivos genótipos 50-70% NZB; 

Mfn2+/- e Mfn2+/-. Os animais foram acasalados e os fetos resultantes foram utilizados para 

análise de mtDNA e derivação de MEFs. O mesmo foi realizado para o Mfn1, cujo os animais 

(fêmeas: B6/ NZB; Zp3-Cre+/-; Mfn1loxp/+ e machos: Zp3-Cre+/-; Mfn1loxp/+) já estavam 

disponíveis no laboratório.  

Nocaute de Mfn2 para obtenção de PGCs: As mesmas matrizes mencionadas acima 

(fêmeas: B6/NZB; Zp3-Cre+/-; Mfn2loxp/+ e machos Zp3-Cre+/-; Mfn2loxp/+) foram utilizadas para 

selecionar fêmeas e machos com os respectivos genótipos B6/NZB; Mfn2+/- e Mfn2+/-. Os machos 

foram então cruzados com fêmeas homozigotas para POU5F1-EGFP. Os descendentes machos 

portadores do genótipo POU5F1-EGFP+/-; Mfn2+/- foram novamente cruzados com fêmeas 

homozigotas POU5F1-EGFP para obtenção de machos POU5F1-EGFP+/+; Mfn2+/-. Esses, por 

sua vez, foram acasalados com fêmeas do genótipo B6/NZB; Mfn2+/- para obtenção de fetos 

pertencentes ao grupo selvagens (WT) ou nocaute (Mfn2 KO): B6/NZB; Mfn2+/+ (WT), 

B6/NZB; Mfn2-/- (Mfn2 KO), os quais foram utilizados para coleta de PGCs.  

Nocaute condicional de Atg7 no oócito: Fêmeas contendo 50-70% de mtDNA NZB foram 

acasaladas com machos portadores do transgene Zp3-Cre para obtenção de fêmeas 

heteroplásmicas e portadoras do transgene Zp3-Cre (B6/NZB; Zp3-Cre+/-). A seguir, essas 

fêmeas foram acasaladas com machos portadores do genótipo Atg7loxP/loxP. A progênie resultante 

foi por fim acasalada entre si para obter fêmeas selvagens (WT) ou nocaute (Atg7 cKO): 

B6/NZB; Zp3-Cre; Atg7+/+ (WT), B6/NZB; Zp3-Cre; Atg7loxP/- (Atg7 cKO). 

 

5.3. Genotipagem  

Para genotipagem dos animais foi utilizado o DNA total isolado de biópsia de orelha, 

como descrito previamente121. Resumidamente, as biópsias foram incubadas com 200 μl de 

solução de digestão [50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 2 mM MgCl2, 0,1 mg/ml gelatina, 

0,45% Nonidet P-40, 0,45% Tween-20 e 125 μg/ml proteinase K] por 3 h à 55°C121,122 seguido 

de inativação da proteinase K através da incubação por 10 min à 95°C. O mesmo protocolo de 

digestão foi utilizado para genotipagem de MEFs, membranas extra-embrionárias, PGCs e 

oócitos, sendo que para células individuais o volume total utilizado foi de 5 μl (vide abaixo). 
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Todas as reações descritas abaixo foram conduzidas em termociclador Veriti (Applied 

Biosystems), no volume total de 15μl contendo 7,5μl 2x Taq Pol mastermix (Cellco), 0,3μl de 

primers (20μM), 2,2μl H20 e 5μl do lisado. Os produtos de PCR foram analisados em gel de 

agarose 2%. 

A genotipagem de Mfn1 e Mfn2 foi realizada como descrito por Chen e colaboradores63. 

Resumidamente, a determinação dos sítios Loxp e da sequência recombinada foi realizada a 

partir de duas reações de PCR conduzidas separadamente. A seguinte ciclagem foi utilizada: 1 

ciclo de 95oC por 1 min, 30 ciclos de 94oC por 30 segundos, seguido de 65oC por 30 segundos e 

72oC por dois minutos, e 1 ciclo de 72oC por 2 minutos. Foram utilizados os seguintes primers 

para Loxp:  Mfn1-F: TGGTAATCTTTAGCGGTGCTC; Mfn1-R: 

AGCAGTTGGTTGTGTGACCA (Selvagem:350pb e Loxp: 450pb); Mfn2-F: 

GAAGTAGGCAGTCTCCATCG, Mfn2-R: AACATCGCTCAGCCTGAACC (Selvagem: 

145pb e Loxp: 180 pb). Para a checagem da recombinação foram utilizados: Mfn1-F2: 

TGGAAGCCACCCAGTGTTAC, Mfn1-R2: AGCCCTGAGTTCTATCCCCTA (Selvagem: 

828pb e excisado: 372pb); Mfn2-F2: TGTTGGCAAGAAGCAGGACA, e Mfn2-R2: 

AGAAGAGCATGTGTGCTCCC (Selvagem:1004pb e excisado: 412pb).  

A genotipagem de ATG7 foi realizada como descrito por Komatsu e colaboradores120. 

Resumidamente, a determinação dos sítios Loxp e da sequência recombinada foi realizada a 

partir de duas reações de PCR conduzidas separadamente de acordo com a seguinte ciclagem: 1 

ciclo de 95oC por 1 min, 30 ciclos de 94oC por 30 segundos, seguido de 60oC por 30 segundos e 

72oC por dois minutos, e 1 ciclo de 72oC por 2 minutos. Foram utilizados os seguintes primers 

para Loxp:  HindFW: TGGCTGCTACTTCTGCAATGATGT; Atg7-ex14-F: 

TCTCCCAAGACAAGACAGGGTGAA; Pst-Rv: CAGGACAGAGACCATCAGCTCCAC 

(Selvagem: 216pb e Loxp: 500pb). Para a checagem da recombinação foram utilizados: HindFW: 

TGGCTGCTACTTCTGCAATGATGT Atg7-ex14-R 

AAGCCAAAGGAAACCAAGGGAGTG (Selvagem:1641pb e excisado: 600pb).  

A presença do transgene Zp3-CRE foi verificada a partir de reação de PCR de acordo 

com a seguinte ciclagem: 1 ciclo de 95oC por 1 min, 30 ciclos de 94oC por 30 segundos, seguido 

de 60oC por 30 segundos e 72oC por dois minutos, e 1 ciclo de 72oC por 2 minutos. Foram 

utilizados os seguintes primers para Zp3-CRE: TTGATAATGGGCTCCACCCG e 

GCGAACCTCATCACTCGTTG (produto de PCR de 262 pb) e Controle interno: 

CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT (forward) ; GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC 

(reverse).  
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A determinação do sexo dos fetos utilizados para coleta de PGC foi realizada a partir de 

uma reação de PCR para o gene SRY (sex-determining region Y) conduzida de acordo com a 

seguinte ciclagem: 1 ciclo de 95oC por 1 min, 30 ciclos de 94oC por 30 segundos, seguido de 

60oC por 30 segundos e 72oC por dois minutos, e 1 ciclo de 72oC por 2 minutos. Foram utilizados 

os seguintes primers: SRY-F: AGCTGACATCACTGGTGAGC e SRY-R: 

ATGAGACTGCCAACCACAGG (Produto de PCR de 71pb). 

 

5.4. Derivação e cultivo de MEFs 

 Animais heteroplásmicos e heterozigotos (B6/NZB-Mfn1+/-,Mfn2+/+ ou B6/NZB-

Mfn1+/+,Mfn2+/-)  foram acasalados e a cópula confirmada por observação da presença de tampão 

vaginal (plug). No E10,5, as fêmeas prenhes foram sacrificadas para recolhimento dos úteros 

gravídicos os quais foram alocados em placas contendo solução salina fosfatada (PBS)123–127. 

Após lavagem em PBS, os úteros foram dissecados e os fetos recuperados individualmente. 

Durante a dissecação, as membranas extra-embrionárias foram coletadas e utilizadas para 

posterior determinação do genótipo dos fetos. As MEFs heterozigotas para Mfn1 ou Mfn2 foram 

descartadas, sendo mantidas somente as homozigotas (selvagem e nocaute). As células dos fetos 

foram desagregadas por pipetagem em meio DMEM (cat. # 12800082; Thermofisher) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Thermofisher), 100 U/ml de penicilina e 100 

g/ml de estreptomicina. A seguir, as células provenientes de cada feto foram cultivadas em 

placas de 6 poços e tiveram o meio trocado após 24 h para remover as células não aderentes. A 

partir deste momento, o meio foi trocado a cada dois dias, e ao atingirem 90% de confluência as 

células foram repicadas. Parte das células foi utilizada para determinação do nível de mtDNA 

NZB121. 

  

5.5. Coleta de PGCs 

Fêmeas heteroplásmicas e heterozigotas para Mfn2 (B6/NZB-Mfn2+/-) foram acasaladas 

com machos também heterozigotos para Mfn2 que expressam EGFP especificamente em PGCs 

(POU5F1-EGFP-Mfn2+/-). A coleta foi realizada no E10,5. No dia da coleta, o âmnio (anexo 

embrionário contendo apenas tecido de origem fetal) foi separado para confirmação do genótipo 

por PCR, enquanto os fetos foram utilizados para o isolamento e coleta de PGCs. Para tal, 

primeiramente foi realizado o isolamento das gônadas manualmente em microscópio 
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estereoscópio e a confirmação da fluorescência em microscópio invertido. Em seguida, as 

gônadas foram digeridas com colagenase tipo I (Sigma cod.CO130) durante 15 minutos a 37oC, 

conforme descrito por Wai. et. al 200832. Logo após, as células positivas para EGFP foram 

coletadas individualmente com auxílio de micromanipulador. 

 

5.6. Manutenção e modificação de ESCs por CRISPR 

A manutenção dos ESCs foi feita conforme descrito anteriormente128. Em resumo, as 

células foram cultivadas em placas de 6 poços revestidas com poli-l-ornitina (0.01%; Sigma) e 

laminina (10 ng/ml; Sigma), com a passagem realizada a cada dois dias, usando de 2 × 105 a 3 × 

105 células por poço, em meio 2i + LIF. Para o nocaute via CRISPR, o gRNA foi desenhado 

usando a ferramenta “Benchling CRISPR gRNA Design” e clonado no vetor px330-mCherry 

seguindo o protocolo de Zhang. As células foram transfectadas utilizando Lipofectamine Stem 

Reagent (ThermoFisher Scientific) por 7 horas e a fluorescência (mCherry) foi analisada por 

citometria de fluxo (BD FACS Melody – BD Biosciences) após 24 horas. As células positivas 

foram separadas individualmente por FACS em placas de 96 poços para o estabelecimento de 

linhagens clonais. Após aproximadamente 7 dias, o repique manual foi realizado para placas de 

24 poços e dois dias depois as linhagens foram repicadas em placas de 6 poços aonde foram 

mantidas conforme descrito acima. Após estabelecidas, as linhagens clonais foram selecionadas 

e avaliadas quanto a presença de proteínas alvo do nocaute por western blot. Para isso, a 

concentração de proteínas foi previamente determinada por Bradford e as amostras contendo 30 

µg foram aquecidas a 56oC por 10 minutos e aplicados em gel midi bis-tris BT 4-12%, submetido 

a 180V por 40 minutos. A transferência foi realizada no equipamento iBlot (ThermoFisher 

Scientific) seguido de bloqueio com leite 5% por 1 hora. A incubação de anticorpos primários e 

secundários foram realizados conforme recomendação do fabricante e a revelação utilizando o 

kit ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare). 

 

5.7. Diferenciação in vitro e coleta de PGCLC  

Para diferenciação de PGCLC, as ESCs foram primeiramente diferenciadas em EpiLCs. 

Para isso, as células (1 × 105) foram cultivadas em placas de 12 poços revestidas com fibronectina 

humana (Millipore) e meio contendo activin A (Peprotech) e bFGF (Invitrogen). Após dois dias, 

os EpiLCs foram utilizados para a diferenciação de PGCLC conforme descrito anteriormente128. 
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Em resumo, 2x103 células foram cultivadas por 4 dias em placa Lipidure-Coat com meio 

(GMEM) contendo KSR, NEAA, piruvato de sódio, l-glutamina, penicilina-estreptomicina, β-

mercaptoetanol, BMP4, BMP8a, SCF , ESGRO e EGF. As concentrações finais de cada fator de 

crescimento foram 500 ng ml -1 BMP4, 500 ng ml -1 BMP8a, 100 ng ml -1 SCF, 1.000 U ml -1 

LIF e 50 ng ml -1 EGF. Após 4, 5, 6, e 7 dias do início do protocolo as amostras de cada poço 

foram coletadas individualmente. Para isso, o meio contendo as células foi recuperado em um 

tubo falcon de 15ml e centrifugado por 220g por 1 minuto. O pellet foi então incubado com 500μl 

de tripsina-EDTA 0,5% por aproximadamente 5 minutos a 36oC, misturado com 500μl de meio 

MEF e dissociado através de poucas pipetagens. Em seguida, as amostras foram novamente 

centrifugadas a 220g por 5 minutos. O pellet foi suspenso em meio PGCLC previamente filtrado 

e classificadas usando FACS Aria II (BD Biosciences).  

 

5.8. Coleta de Oócitos 

Fêmeas com diferentes idades foram superovuladas utilizando 5 U.I. de eCG 

(gonadotrofina coriônica equina; Folligon, MSD Saúde Animal) por injeção via intraperitoneal 

(NAGY et al., 2003). Após 43-44 horas, os ovários foram coletados e os folículos antrais 

rompidos com agulha 30G para obtenção dos complexos cumulus-oócito (COCs) imaturos em 

meio MEM-alpha (ThermoFisher Scientific) tamponado com HEPES. A morfologia dos COCs 

foi analisada em microscópio invertido (Ti-S, Nikon). Em seguida os COCs foram desnudados, 

e os oócitos lavados, selecionados e individualmente coletados em PBS (Sigma-Aldrich) 

contendo 0,01% BSA e mantidos a -80°C até o uso. 

 

5.9. Análise de cópias de mtDNA e heteroplasmia em PGCLC 

 

A quantidade de cópias de mtDNA presente nas PGCLC foi determinada utilizando 

ddPCR (Bio-Rad) conforme recomendações do fabricante. Resumidamente, as células foram 

primeiramente lisadas em 4 µl de tampão de lise (previamente preparado com 100 µl de Tris pH 

8,5 (50mM), 5 µl de Triton X 100, 20 µl de Proteinase K (20mg/ml) e 795 µL de H20) a 37oC 

por 30 minutos, seguidos por inativação a 80oC por 15 minutos. Logo após, 3ul de H20 foram 

adicionados a cada lisado. Em paralelo, uma solução contendo 11µl de 2× ddPCR super mix, 

0,66µl de Primer (10uM) e 0,44 µl de Probe (10uM), 4,48µl de H20 e 3 µl de lisado foi preparada. 
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Foram utilizados dois conjuntos de primers: (ND1- F: 

GAGCCTCAAACTCCAAATACTCACT, ND1-R: 

GAACTGATAAAAGGATAATAGCTATGGTTACTTCA, CO3-F: 

CCTCGTACCAACACATGATCTAGG, CO3-R: AGTGGGACTTCTAGAGGGTTAAGTG) e 

duas probes (FAM- CCGTAGCCCAAACAAT e HEX-ACCTCCAACAGGAATTTCA). As 

amostras foram alocadas em gerador de gotículas “Automated Droplet Generator” (#1864101; 

Bio-Rad) utilizando placas de 96 poços, as quais em seguida foram seladas com folha perfurável. 

Após a PCR, a leitura foi realizada utilizando QX100 Droplet Reader (186-3003; Bio-Rad). 

A heteroplasmia (nível de mutação) de PGCLCs foi avaliada por Pyrosequencing – 

PyroMark Q48 QIAGEN. Para isso, primeiramente uma reação de PCR contendo 12, 5 µl de 2x 

PyroMark PCR Master Mix, 2,5µl CoralLoad, 1,5µl de MgCl2, 5µl de Qsolution, 0,5µl de cada 

primer (10uM) e 3ul de lisado foi preparada. A PCR foi conduzida de acordo com a seguinte 

ciclagem: 1 ciclo de 95oC por 15 minutos; 45 ciclos de 94oC por 30 segundos seguido de 60oC 

por 30 segundos e 72oC por 30 segundos e 1 ciclo de 72oC por 10 minutos. Os primers utilizados 

foram: Foward-/5biosg/TTCCACCCTAGCTATCATAAGC Reverse- 

CGTAGGTTTAATTCCTGCCAATCT. O produto de PCR foi então analisado em PyroMark 

Q48 (Qiagen), utilizando o primer de sequenciamento TGTAGGATGAAGTCTTACA 

conforme recomendações do fabricante. 

 

5.10.  Análise de cópias de mtDNA e heteroplasmia em oócitos 

O número total de cópias de mtDNA e nível de NZB foram determinados utilizando PCR 

quantitativo (qPCR), como descrito anteriormente57. Resumidamente uma reação contendo 7µl 

de 2x SYBR Green Master Mix (Thermofisher), 1µl de (3uM) primer, 1,35µl de H20, 0,15µl de 

ROX dye (Thermofisher) e 5µL do lisado foi preparada. As amplificações foram realizadas 

utilizando o qPCR 7500 Fast (thermofisher) e a seguinte ciclagem: 10 minutos a 95°C, 40 ciclos 

de 95°C durante 15 segundos e 62°C durante 1 minuto. A fluorescência foi adquirida ao final de 

cada passo de extensão. Para a quantificação de mtDNA uma curva padrão foi utilizada, a qual 

consiste de DNA plasmidial contendo o fragmento de 736-pb que engloba nucleotídeos 3.455 a 

4.190 de mtDNAs de B6 e NZB. Foram utilizadas as concentrações de 107, 106, 105, 104 e 103 

cópias, preparadas a partir do estoque antes de cada reação de qPCR. A amplificação foi realizada 

utilizando o conjunto de primers MT14-CTCCGTGCTACCTAAACACCTTATC e MT15-

GACCTAAGAAGATTGTGAAGTAGATGATG. 
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O nível de NZB foi mensurado por amplificação paralela de mtDNA NZB e B6 em 

reações independentes por qPCR com base na tecnologia ARMS121. Os parâmetros foram os 

mesmos descritos para cópias de mtDNA com exceção aos primers. O conjunto de primers 

ARMS22-TTATCCACGCTTCCGTTACGtC e MT20-TGGCACTCCCGCTGTAAAAA foi 

utilizado para mensurar a quantidade de mtDNA NZB enquanto o conjunto de ARMS2-

CCTAAGAAGATTGTGAAGTAGATGATGtC e MT14-

CTCCGTGCTACCTAAACACCTTATC foi utilizado para mensurar a quantidade de mtDNA 

B6. 

 

5.11.  Análise dos dados 

 As análises estatísticas foram realizadas utilizando os programas GraphPad Prism 8 e 

SAS v. 9.3 (SAS/STAT, SAS Institute Inc.) e nível máximo de significância igual a 5% (erro α). 

Os dados foram avaliados quanto as premissas de distribuição normal e homogeneidade de 

variâncias, e quando necessário transformados (e.g., raiz quadrada, inversa, exponencial ou log). 

Os dados foram analisados por ANOVA seguido pelo teste de médias de Tukey e apresentados 

como médias ± o erro padrão da média (SEM). 
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6. Resultados e Discussão 

 
6.1. Papel da dinâmica mitocondrial durante a formação de 

PGCLCs 

Conforme detalhado anteriormente, um momento crítico na herança mitocondrial é a 

formação de PGCs. Um dos motivos se deve ao reduzido número de cópias de mtDNA por célula, 

que em situação de heteroplasmia, força a segregação de variantes. A formação de PGCs pode 

ser realizada in vitro128 a partir de células pluripotentes, tais como células tronco embrionárias 

(Embryonic Stem Cells – ESCs). A derivação de PGCs in vitro, denominadas PGCLCs, faz parte 

de um protocolo estabelecido, no qual as PGCLCs são viáveis, capazes de se desenvolverem a 

oócitos competentes, e de sustentarem o desenvolvimento a termo de animais saudáveis128.  

A especificação de PGCLCs representa um excelente modelo para o estudo da 

transmissão de mtDNA, uma vez que o cultivo in vitro facilita a interferência sobre os 

mecanismos moleculares subjacentes. Nesse contexto, esse trabalho utilizou o protocolo de 

derivação de PGCLCs para investigar o efeito da dinâmica mitocondrial sob a segregação de 

mtDNA mutante. Para isso, a estratégia utilizada foi a de modificar ESCs heteroplásmicas 

utilizando CRISPR, com a finalidade de realizar o nocaute de Mfn2 ou Drp1, e posteriormente 

utiliza-las na derivação de PGCLCs, conforme esquematizado na figura abaixo (Figura 8).  

 

Figura 8: Esquema representativo do modelo experimental em PGCLCs. ESCs heteroplásmicas 

(contendo duas variantes de mtDNA) foram modificadas via CRISPR visando o nocaute de Mfn2 e Drp1. 

As linhagens modificadas foram posteriormente utilizadas no protocolo de especificação de PGCLCs, que 

por sua vez, foram analisadas individualmente quanto ao número de cópias de mtDNA e nível de mutação. 
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Para a construção do sistema CRISPR/Cas9, um conjunto de RNAs guias (gRNAs) foram 

desenhados utilizando a ferramenta Benchling CRISPR gRNA Design tool e clonados no vetor 

px330-mCherry (Figura 9, a e b). Em seguida, as diferentes construções foram primeiramente 

testadas quanto a eficiência de modificação em células somáticas NIH3T3 (Figura 10). As células 

foram transfectadas e avaliadas quanto a expressão de mCherry por citometria de fluxo. As 

construções utilizadas resultaram em cerca de 49% de células positivas (mCherry), as quais 

foram individualmente selecionadas por FACS para o estabelecimento de linhagens clonais. 

Após o cultivo, algumas linhagens clonais foram selecionadas e avaliadas quanto ao nocaute por 

western blotting. Os resultados (Figura 10) mostraram uma linhagem com menor expressão da 

proteína alvo Drp1, indicativo de modificação causada por CRISPR. Essa linhagem foi obtida 

através da utilização do gRNA Drp1-1. Para o grupo gMfn2, os resultados não foram conclusivos, 

porém a utilização do gRNA Mfn2-1 resultou em linhagens com maior variação nos níveis de 

proteína (Figura 10). Devido a esses motivos as construções utilizando os gRNA Mfn2-1 e Drp1-

1 foram selecionadas para dar continuidade aos experimentos.  
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 Fonte: Addgene.org 

Figura 9: Construção CRISPR/Cas9. a. Sequências de gRNA para Mfn2 e Drp1 utilizados. b. 

Representação esquemática do vetor px330-mCherry.  
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Figura 10: Padronização da construção CRISPR/Cas9 em células NIH3T3 (a) Células NIH3T3 após 24 

h de transfecção utilizando construções contendo diferentes gRNAs (Mfn1-1, Mfn2-2, Drp1-1 e Drp1-2)  

(b) Resultado de western blot para Mfn2 (86Kda) e Drp1 (82.6Kda) – as letras a, c, f e h acima do gel 

representam amostras da linhagem Controle (transfectadas apenas com px330-mCherry), as letras b e d 

acima do gel representam linhagens clonais transfectadas utilizando construções px330-mCherry e os 

gRNAs Mfn1-1 e Mfn2-2, respectivamente. As letras g e i acima do gel representam linhagens clonais 

transfectadas utilizando construções px330-mCherry e os gRNAs Drp1-1 e Drp1-2, respectivamente. 

 

As construções foram então utilizadas para transfecção das ESCs. Foram utilizadas neste 

estudo três diferentes linhagens heteroplásmicas de ESC que foram previamente desenvolvidas 

no laboratório do Prof. Dr. Patrick Chinnery (University of Cambridge). Duas delas portadoras 

da variante m.3062 T> A, uma contendo 20% de heteroplasmia, denominada ND1-low, e a outra 

com 40%, denominada ND1-high. E, uma terceira linhagem celular portadora de 40% da variante 

heteroplasmática m.5024 C> T no gene mt-tRNAala, denominada tRNA.  

As ESCs foram transfectadas e se mantiveram viáveis, com poucas evidências de 

diferenciação após 24 h de cultivo (Figura 11). Em seguida, as células foram avaliadas quanto a 

fluorescência de mCherry por citometria de fluxo (Figura 11, c), o que resultou em 5-10% de 

eficiência de transfecção tanto para Mfn2-1 quanto Drp1-1. As células positivas foram 

selecionadas individualmente para o estabelecimento de linhagens clonais. Foram estabelecidas 

67 linhagens, 15 pertencentes ao grupo Controle, 27 ao grupo gMfn2 e 25 ao grupo gDrp1. 

Todas as linhagens foram avaliadas quanto à expressão de Mfn2 e Drp1 por western 

blotting, sendo parte desses resultados apresentados na Figura 11, letra d. Para a Drp1, 2 

linhagens mostraram deficiência da proteína. Para Mfn2, nenhuma linhagem estabelecida 

apresentou deficiência da proteína, apenas redução parcial da expressão (Figura 11, d). Esse 

resultado provavelmente se deveu a baixa eficiência da construção CRISPR/Cas9, uma vez que 

a viabilidade de ESCs não é afetada pela redução da expressão de Mfn2129.   
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Para dar continuidade aos experimentos, foram selecionadas três linhagens celulares, 

sendo uma selvagem (Controle) e duas geneticamente modificadas para Mfn2 e Drp1 (gMfn2 e 

gDrp1 respectivamente). As ESCs escolhidas pertenciam ao grupo heteroplásmico ND1-low, 

portadoras da variante m.3062 T>A em nível médio de 20%. Essa linhagem foi previamente 

caracterizada pelo grupo de pesquisa, apresentando cerca de 17% de redução no consumo de 

oxigênio sem ativação de vias glicolíticas, resultado indicativo de disfunção mitocondrial leve 

(dados não apresentados). 

 

Figura 11: Modificação de ESCs heteroplásmicas por CRISPR/Cas9. (a). Representação esquemática 

dos processos realizados para obtenção das linhagens clonais: As ESCs foram transfectadas com as 

construções px330-mCherry (Controle), px330-mCherry + gRNA Mfn2-1 (gMfn2) e px330-mCherry 

+gRNA Drp1-1 (gDrp1); As células foram selecionadas individualmente por FACS em placas de 96 poços 

para o estabelecimento de linhagens clonais. Após o estabelecimento das linhagens clonais, as mesmas 

foram avaliadas e selecionadas baseado na expressão das proteínas alvo Mfn2 e Drp1. (b). Linhagem 

ND1-low após 24h de transfecção com as contruções representadas em (a). (c). Resultado de citometria 

de fluxo para as linhagens de ESCs Controle (não transfectada), gMfn2 e gDrp1. (d). Resultado de 

Western blotting para Mfn2 (86Kda) e Drp1 (82.6Kda) de parte das linhagens clonais de ESCs 

estabelecidas. Em destaque estão as ESCs selecionadas (Controle, gMfn2 e gDrp1) pertencentes ao grupo 

ND1-low. 

 

As ESCs selecionadas tiveram o nível de expressão gênica e proteica de Mfn2 e Drp1 

confirmados e foram caracterizadas quanto a morfologia e proliferação celular (Figura 12). As 
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três linhagens apresentaram morfologias semelhantes e características típicas de ESCs (Figura 

12, b), com colônias densas e bordas distintas e estreitas. Esse resultado está em acordo com 

estudos anteriores129,130, e indicam que a ausência de Drp1 ou a redução de Mfn2 não afetam a 

capacidade de pluripotência de ESCs. Com relação ao crescimento celular, a linhagem gDrp1 

apresentou menor taxa de proliferação comparada as linhagens Controle e gMfn2 (Figura 12, c). 

Apesar disso, essa linhagem pode ser mantida nas mesmas condições de cultivo que as demais.  

As ESCs gDrp1 também apresentaram menor quantidade cópias de mtDNA em relação 

as demais (Figura 13, a). Entretanto, nenhuma diferença quanto ao nível de mutação m.3062 T>A 

foi encontrada entre os grupos (Figura 13, b). Em conjunto, os resultados mostram a obtenção de 

ESCs viáveis e modificadas quanto a expressão de Mfn2 e Drp1.  

 

 

Figura 12: Caracterização das ESCs Controle, gMfn2 e gDrp1. (a) Níveis de transcritos Mfn2 e Dnm1l 

obtidos através de qPCR; B2M e TBP foram utilizados como controles endógenos; e Níveis de proteína 

de Mfn2 (86 KDa) e Drp1 (82,6 KDa) obtidos por immunoblotting. (b) Imagens das ESCs Controle, 

gMfn2 e gDrp1 obtidas após 24h de repique. (c) Taxa de proliferação das linhagens ESCs. A contagem 

de células foi realizada através do contador automático de células Countess™ II em triplicata biológica. 

* P <0,05; ** P< 0,01; **** P < 0,0001. 
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Figura 13: Caracterização de ESCs quanto ao conteúdo de mtDNA. (a) Cópias de mtDNA em ESCs 

Controle, gMfn2 e gDrp1 obtidas através de PCR digital (Biorad). (b) Níveis de heteroplasmia (m.3063 

t>A) em ESCs Controle, gMfn2 e gDrp1 obtidas a partir de Pyrosequencing (QIAGEN). As análises 

foram realizadas em células previamente individualizadas por FACS em três diferentes passagens de 

cultivo. N= 92, 93 e 87 para Controle, gMfn2 e gDrp1 respectivamente. ** P < 0,01. 

 

Uma vez caracterizadas, as ESCs Controle, gMfn2 e gDrp1 foram utilizadas para 

derivação de PGCLCs. Além das modificações descritas acima, essas ESCs continham 

transgenes reporters (Blimp1-mVenus e Stella-CFP) previamente desenvolvidos para 

identificação de PGCLCs durante o protocolo de diferenciação in vitro128. A expressão desses 

transgenes foi monitorada por microscopia confocal e citometria de fluxo (Figuras 14 e 15).  

Como resultado, foi possível obter com sucesso PGCLCs a partir de todas as linhagens 

de ESCs. Esse resultado foi inesperado e fornece evidências de que a diferenciação de PGCs 

pode ocorrer na ausência de Drp1. No entanto, a eficiência de derivação foi menor neste grupo 

quando comparado ao Controle, tanto no início do protocolo (D4), devido a menor expressão de 

Blimp1-mVenus, quanto ao final, evidenciado pela menor quantidade de células duplo positivas 

Blimp1-mVenus e Stella-ECFP no dia 7 do protocolo (D7- Figura 15).  

Além disso, é possível notar um atraso na formação de PGCLCs gDrp1, uma vez que nos 

dias 6 e 7 há uma maior quantidade de células positivas Blimp1-mVenus neste grupo. O esperado 

é que no início do protocolo (D4 e 5) ocorra a obtenção de células exclusivamente positivas para 

Blimp1-mVenus, com consequente redução das mesmas nos dias 6 e 7 devido ao aumento de 

células duplo positivas (Blimp1-mVenus + Stella-ECFP). Esse efeito, que pode ser claramente 

observado no grupo Controle, é diferente na linhagem gDrp1 (Figura 15, letras “a” e “b”).  



 

 

48 

 

Com relação ao grupo gMfn2, houve menor quantidade de células positivas Blimp1-

mVenus no dia 4, e menor quantidade de células duplo positivas (Blimp1-mVenus + Stella-

ECFP) no dia 7, mas nenhuma diferença em relação ao grupo Controle nos dias 5 e 6.  

 

 

Figura 14: Expressão de Blimp1-mVenus e Stella-CFP ao longo da derivação de PGCLC. As formações 

embrionárias dos grupos Controle, gMfn2 e gDrp1 foram avaliados através de microscópio confocal nos 

dias (D) 4, 5, 6 e 7. Aumento de 10x. 
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Figura 15: Expressão de Blimp1-mVenus e Stella-ECFP ao longo da diferenciação de PGCLC. (a) 

Resultado obtido através de citômetro de fluxo. Os gráficos mostram a quantidade de células positivas 

para mVenus (eixo x) e CFP (eixo y) nos grupos Controle, gMfn2 e gDrp1 nos dias (D) 4, 5, 6 e 7 após a 

indução de PGCLC. (b) Porcentagem de eventos positivos para Blimp1-mVenus, Stella-ECFP e duplo 

positivas (DP) nos dias (D) 4, 5, 6 e 7 da derivação de PGCLC. Os dados são representativos de quatro 

repetições com base na análise de citômetro de fluxo. * P < 0,05; ** P < 0,01; **** P < 0,0001. 
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Em seguida, as PGCLCs foram avaliadas quanto a morfologia mitocondrial por 

imunofluorescência utilizando anti-TOM20 e microscopia confocal. As PGCLCs do grupo 

gDrp1 apresentaram organelas agregadas e formato alongado, típico da ausência de Drp181 

(figura 16). No entanto, nenhuma diferença foi observada no grupo gMfn2 quando comparado 

com o Controle. 

 

 

Figura 16: Morfologia mitocondrial em PGCLCs. a. Imagens de imunofluorescencia (TOM20) em 

PGCLCs dos grupos Controle, gMfn2 e gDrp1 obtidas através de microscópio High Speed Spinning Disk 

Confocal. Aumento de 100x. b. Análise de área, aspecto (aspect ratio – largura/altura) e circularidade 

mitocondrial em PGCLCs do grupo Controle, gMfn2 e gDrp1. ** P < 0,01. 

 

Para as análises moleculares, tanto as ESCs utilizadas no início de cada protocolo de 

derivação (D0), quanto as EpiLCs (D2), e PGCLCs obtidas nos dias (D) 4, 5, 6 e 7 foram 

coletadas individualmente por FACS. As células foram utilizadas para análise simultânea do 

número de cópias de mtDNA (por ddPCR) e determinação dos níveis de m.3062 T>A (por 

pirosequenciamento).  
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A análise do número de cópias de mtDNA nas PGCLCs (Figura 17) revelou que não 

houve diferença entre grupos Controle, gMfn2 e gDrp1 no D4 da diferenciação (Figura 17, D4). 

Esse dado é inusitado, uma vez que as ESCs do grupo gDrp1 apresentaram menor quantidade de 

cópias de mtDNA (Figura 13, a). Já nos dias seguintes (D5, 6 e 7), as PGCLCs do grupo gDrp1 

apresentaram menor quantidade cópias de mtDNA. Esses dados revelam uma regulação negativa 

da quantidade de cópias de mtDNA durante a formação de PGCLC na ausência de Drp1. Este 

efeito se assemelha ao in vivo, sugerindo que a deficiência de Drp1 favoreceu a ocorrência do 

gargalo genético mitocondrial nas PGCLCs. 

 

Figura 17: Cópias de mtDNA em PGCLCs dos grupos Controle, gMfn2 e gDrp1ao longo da derivação 

(D4-D7). Quantidade de cópias de mtDNA em PGCLCs dos grupos Controle, gMfn2 e gDrp1 obtidas 

através de ddPCR. As análises foram realizadas em células previamente individualizadas por FACS nos 

dias (D)) 4, 5, 6 e 7 após o início da derivação de PGCLC. Os dados são representativos de 4 derivações. 

N=~96 para cada dia de diferenciação. * P < 0,05; ** P < 0,01; **** P < 0,0001. 

 

O resultado acima é melhor observado quando a comparação do número de cópias de 

mtDNA é feita entre os dias da diferenciação dentro de um mesmo grupo (Figura 18). Nesse 

caso, primeiramente é possível observar que o nível semelhante de mtDNA entre os grupos no 

D4 (Figura 17, D4) é explicado por um aumento no grupo gDrp1 no número de cópias de mtDNA 

entre ESCs e D4, fenômeno este não observado nos demais grupos (Figura 18).  

Em relação as comparações entre os dias de especificação de PGCLCs (D4-D7), há um 

aumento no conteúdo de mtDNA no grupo Controle entre D4/D5 e D7 (Figura 18, Controle). Já 

na ausência de Drp1, esse efeito se dá somente entre D5 e D7 (Figura 18), não havendo diferença 

entre D4 e D7. Este último resultado corrobora os dados apresentados na Figura 17, sugerindo 

que a deficiência de Drp1 levou a redução do número de cópias de mtDNA e possível ocorrência 

de um gargalo genético mais estreito durante o desenvolvimento das PGCLCs.  
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Em relação ao grupo gMfn2, nenhuma diferença na quantidade de mtDNA foi observada 

entre os dias de especificação de PGCLCs (D4-D7), no entanto, é possível observar que entre a 

quantidade de cópias no D5 é maior em relação as ESCs, o que não ocorre nos demais grupos.  

Por fim, todos os grupos apresentaram um aumento no conteúdo de mtDNA entre o início 

(ESCs) e o final do protocolo (PGCLCs obtidas no dia 7). No entanto, essa diferença se dá entre 

ESCs e D6/D7 no grupo Controle, entre ESCs e D5/D6/D7 no grupo gMfn2, e entre ESCs e 

D4/D7 no grupo gDrp1. De modo geral, esses dados indicam que a dinâmica mitocondrial está 

envolvida no controle da quantidade de cópias de mtDNA durante a diferenciação em PGCLCs. 

Além disso, esses achados parecem ser exclusivos das PGCLCs já que células negativas 

para os genes reporters (mVenus-Blimp1 e CFP-Stella) se comportaram de forma diferente 

(Figuras 19). Nessas células, ao contrário das PGCLCs, o conteúdo de mtDNA diminui ao longo 

da diferenciação no grupo Controle e se mantém estável no grupo gDrp1. Além disso, a 

quantidade de mtDNA foi maior em PGCLC do que nas BVSC- em ambos os grupos, resultado 

similar ao demonstrado anteriormente in vivo98. 

Em resumo, os resultados apresentados demonstram que a derivação de PGCLCs 

independe de Drp1. Esse resultado foi inesperado, uma vez que Drp1 é essencial para o 

desenvolvimento e maturação do oócito81. Nossos resultados também reforçam as evidências 

sobre interação entre fissão e replicação do mtDNA80, e sugerem que a diminuição de cópias de 

mtDNA em PGCs11 pode estar associado aos baixos níveis de Drp1. 

Interessantemente, é possível observar que com a redução da expressão de Mfn2 (gMfn2), 

houve um aumento na quantidade de cópias de mtDNA no D5, sugerindo um efeito oposto ao 

encontrado em gDrp1. Esses resultados indicam uma fina regulação no conteúdo de mtDNA 

baseado na dinâmica mitocondrial. 
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Figura 18: Cópias de mtDNA ao longo da derivação de PGCLCs. Quantidade de cópias de mtDNA em 

ESCs, EpiLCs e PGCLCs dos grupos Controle, gMfn2 e gDrp1 obtidas através de PCR digital (Biorad). 

As análises foram realizadas em células previamente individualizadas por FACS nos dias (D) 0 e 2 (ESCs 

e EpiLC respectivamente) e nos dias (D) 4, 5, 6 e 7 (PGCLCs) após o início da derivação de PGCLC. Os 

dados são representativos de 4 derivações. N=~96 para cada dia de diferenciação. * P < 0,05; ** P < 0,01; 

*** P < 0,001; **** P < 0,0001. 

 

 

Figura 19: Cópias de mtDNA em células negativas para Blimp1-mVenus e Stella-ECFP (BVSC-). 

Quantidade de cópias de mtDNA em ESCs, EpiLCs e BVSC-  dos grupos Controle e gDrp1 obtidas 

através de PCR digital (Biorad). As análises foram realizadas em células previamente individualizadas 

por FACS nos dias (D) 0 e 2 (ESCs e EpiLC respectivamente) e nos dias (D) 4, 5, 6 e 7 (BVSC-) após o 

início da derivação de PGCLC. Os dados são representativos de 3 derivações. N=~96 para ESCs e EpiLC 

e N=~72 para BVSC-. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001.  

 

 Apesar do efeito sobre a quantidade de mtDNA, nenhuma diferença foi encontrada entre 

os grupos em relação aos níveis de m.3062T>A (P > 0,05 – Figura 20). O mesmo ocorre quando 

a comparação é feita entre os diferentes dias da diferenciação nos grupos gMfn2 e gDrp1 (Figura 

21, gMfn2 e gDrp1). Já o grupo Controle apresentou aumento nos níveis de heteroplasmia entre 
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D4/D5 e D6, o que nesse caso não é explicado por mudanças no conteúdo de mtDNA (Figura 21, 

Controle).  

Embora não houvesse diferença entre os grupos em relação aos níveis de m.3062T>A, o 

coeficiente de variação foi maior em gDrp1 do que no Controle (Figura 22), o que corrobora os 

dados acima e estudos anteriores97, em que a diminuição do número de cópias de mtDNA leva a 

maior segregação de variantes de mtDNA.  

Em conjunto, esses dados sugerem a ausência de mecanismos de seleção atuando sobre 

m.3062T>A, uma vez não houve diminuição dos níveis de mutação entre ESCs e PGCLCs no 

final do protocolo (D7) no grupo Controle. Esse resultado pode ser consequência dos baixos 

níveis de m.3062T>A (média de ~15%). Nesse caso, apenas cerca de 2% das células apresentam 

altos níveis (>50%) da mutação, possivelmente necessário para causar defeito bioquímico. 

Considerando que a distribuição de moléculas mutantes seja aleatória entre as organelas, 

provavelmente poucas mitocôndrias apresentaram níveis da mutação a ponto de se tornarem 

disfuncionais e vulneráveis aos mecanismos de seleção. Portanto, os resultados apresentados 

acima sugerem que Mfn2 e Drp1 não interferem na herança de mtDNA em condições randômicas 

de segregação do mtDNA.  

 

Figura 20: Nível de m.3062T>A em PGCLCs dos grupos Controle, gMfn2 e gDrp1ao longo da derivação 

(D4-D7). As análises foram realizadas em células previamente individualizadas por FACS nos dias (D)) 

4, 5, 6 e 7 após o início da derivação de PGCLC. Os dados são representativos de 4 derivações. N=~96 

para cada dia de diferenciação.  
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Figura 21: Segregação de m.3062T>A ao longo da derivação de PGCLCs. Níveis de m.3062T>A em 

ESCs, EpiLCs e PGCLCs dos grupos Controle, gMfn2 e gDrp1 obtidas através de Pyrosequencing 

(QIAGEN). As análises foram realizadas em células previamente individualizadas por FACS nos dias (D) 

0 e 2 (ESCs e EpiLC respectivamente) e nos dias (D) 4, 5, 6 e 7 (PGCLCs) após o início da derivação de 

PGCLC. Os dados são representativos de 4 derivações. N=~96 para cada dia de diferenciação. * P < 0,05. 

 

 

Figura 22: Coeficiente de variação dos níveis de m.3062T>A ao longo da derivação de PGCLCs. O 

gráfico mostra o coeficiente de variação em ESCs, EpiLCs e PGCLCs nos dias (D) 4, 5, 6 e 7 dos grupos 

Controle, gMfn2 e gDrp1considerando 4 diferentes derivações. Os grupos Controle e gDrp1 diferem 

estatisticamente; P = 0,004. 
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6.2. Papel da dinâmica mitocondrial na herança de mtDNA em 

camundongos heteroplásmicos B6/NZB 

Conforme detalhado na revisão bibliográfica, um dos modelos mais utilizados em estudos 

de herança mitocondrial é a linhagem de camundongos B6/NZB55,114,131. Esta linhagem, também 

utilizada no presente trabalho, foi previamente desenvolvida no Laboratório de Genética e 

Biotecnologia (LaGenBio) por transferência de citoplasma entre embriões contendo mtDNA 

NZB e embriões contendo mtDNA B6. Esta linhagem heteroplásmica B6/NZB bem como a 

metodologia de qPCR utilizada na determinação dos níveis de cada haplótipo mitocondrial foram 

previamente descritos pelo nosso grupo121.  

Nessa linhagem, o mtDNA NZB se comporta como deletério131, sendo progressivamente 

eliminado nos descendentes55, o que a torna um interessante modelo para o estudo de mutações 

no mtDNA. Dados preliminares do nosso grupo de pesquisa indicaram redução de ~9,4% ± 1% 

na quantidade de mtDNA NZB entre uma geração e outra. Neste contexto, este trabalho teve 

como objetivo testar se o nocaute das mitofusinas (Mfn1 ou Mfn2), e a consequentemente 

interrupção da fusão mitocondrial, poderia alterar a eliminação de mtDNA NZB na linhagem 

germinativa. Para isso, as diferentes fases do desenvolvimento foram utilizadas: i) embriogênese 

inicial; ii) estabelecimento das células germinativas primordiais (PGCs); iii) oogênese. 

 

6.2.1. Padronização da análise da heteroplasmia nas progenitoras  

Para dar início aos experimentos in vivo, primeiramente foi necessário validar o método de 

determinação do nível de mtDNA mutante em biópsias de orelha, uma vez que estas são 

utilizadas como indicativo do nível de NZB na progenitora. Nesse sentido, diferentes biópsias de 

orelha e cauda de animais heteroplásmicos foram utilizadas para investigar a variação inter e 

intra-tecidual nos níveis de mtDNA NZB. Conforme apresentado na Figura 23, os níveis de NZB 

se mantiveram estáveis em função da posição da biópisa (Figura 23, b) e se correlacionaram aos 

níveis de NZB encontrados na cauda (Figura 23, c). Além disso, a variação intra-tecidual foi 

pequena (<5%) em função da idade do animal (Figura 23, b e d). Esses resultados estão em acordo 

com trabalhos anteriores132 em camundongos e demonstram variações insignificantes em 

diferentes biópsias de orelha em função da idade, considerando o método de digestão seguido de 

quantificação por qPCR133. Sendo assim, a biópsia de orelha se mostrou eficaz em representar o 

nível de NZB da progenitora e foi utilizada em todos os experimentos seguintes.  
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Figura 23: Variação inter e intra-tecidual de NZB em biópsias de orelha. (a) Esquema ilustrativo das 

posições de biópsia de orelha e cauda utilizadas para análise do nível de NZB.  (b) Nível de NZB e 

coeficiente de variação (CV) em diferentes biópsias de orelha. Foram considerados animais com 2, 3 e 5 

semanas. (c) Correlação do nível de NZB entre biópsias de cauda e orelha. Foram considerados animais 

com 2, 3 e 5 semanas. (d) Nível de NZB e coeficiente de variação (CV) em biópsias realizadas em um 

mesmo animal com 12, 19 e 26 dias. 

 

 

6.2.2. Papel da dinâmica mitocondrial durante o desenvolvimento 

inicial 

Inicialmente focamos nossos esforços em investigar os níveis de mtDNA NZB e um possível 

papel das mitofusinas durante o desenvolvimento embrionário inicial. Diferentemente das células 

germinativas, essa fase é caracterizada por uma maior dependência energética da OXPHOS, o 

que poderia conduzir a eliminação de mtDNA NZB observada entre gerações.  

Para testar essa hipótese, a estratégia utilizada foi acasalar fêmeas heteroplásmicas e 

heterozigotas para Mfn1 (B6/NZB-Mfn1+/-) ou Mfn2 (B6/NZB-Mfn2+/-) com machos 

heterozigotos (Mfn1+/- e Mfn2+/-, respectivamente) e utilizar os descendentes de genótipo 

selvagem (Controle – Mfn1+/+; Mfn2+/+) e nocaute (Mfn1-/- ou Mfn2-/-) para avaliação dos níveis 

de mtDNA NZB, conforme esquematizado abaixo (Figura 24).  
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Figura 24: Esquema representativo do modelo experimental envolvendo fetos Mfn1 e Mfn2 KO. 

Camundongos heteroplásmicos e heterozigotos (fêmea B6/NZB,Mfn1+/- e macho Mfn1+/- ou fêmea 

B6/NZB,Mfn2+/- e macho Mfn2+/-) foram acasalados para obtenção de fetos controle (B6/NZB-

Mfn1+/+,Mfn2+/+) ou nocaute (B6/NZB-Mfn1-/- ou B6/NZB-Mfn2-/-) para Mfn1 ou Mfn2. O nível de NZB 

e a quantidade de cópias de mtDNA foram analisados em fetos/MEFs e comparados com a progênie 

materna para investigação da segregação de mtDNA NZB. 

 

As coletas foram realizadas no dia 10,5 pós-coito (E10,5), uma vez que animais com genótipo 

Mfn1-/- ou Mfn2-/- apresentam bloqueio do desenvolvimento por volta do dia 11 pós-coito 

(E11,0)127. Os primeiros resultados indicaram uma menor frequência de fetos nocaute (Mfn1-/- 

ou Mfn2-/-) do que o esperado. De um total de 37 coletas realizadas, 35-39% não continham fetos 

com genótipo homozigoto nocaute (Figura 25, a e b).  

Esse resultado revela uma possível reabsorção dos fetos antes do dia 10,5, provavelmente 

devido ao impacto dos nocautes sobre o desenvolvimento inicial. Apesar disso, nas coletas em 

que fetos nocautes estavam presentes, a frequência observada correspondeu a esperada: ~27,6% 

dos fetos apresentaram genótipo selvagem – WT (Mfn1+/+ ou Mfn2+/+); ~20,6% apresentaram 

genótipo nocaute (Mfn1-/- ou Mfn2-/-); e ~51,7% apresentaram genótipo heterozigoto (Mfn1+/- ou 

Mfn2+/- - Figura 25 a e b). Em concordância com relatos anteriores127, os fetos Mfn1-/- ou Mfn2-

/- apresentaram menor tamanho e algumas deformações em comparação com os fetos selvagens 

da mesma ninhada (Figura 25, c). 
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Figura 25: Frequência de genótipos presentes no 10,5 dia de gestação. (a) Porcentagem de coletas com 

ausência de genótipo nocaute (gráfico circular) e frequência de fetos (gráfico retangular) Selvagem (+/+), 

nocaute (-/-) e heterozigotos (+/-) em coletas do grupo Mfn1. (b) Porcentagem de coletas com ausência 

de genótipo nocaute (gráfico circular) e frequência de fetos (gráfico retangular) Selvagem (+/+), nocaute 

(-/-) e heterozigotos (+/-) em coletas do grupo Mfn2. (c) Imagem obtida através de estereoscópio (aumento 

de 2x) de feto Selvagem (superior) e Mfn2 -/- (inferior). 

 

No momento da coleta, as células foram submetidas ao cultivo celular de fibroblastos 

fetais murinos (MEF) visando estabelecer um modelo celular para o estudo dos mecanismos 

moleculares da segregação do mtDNA NZB. No entanto, ao contrário de outros trabalhos127, 

grandes dificuldades foram encontradas na derivação de MEFs nocaute para Mfn1 e Mfn2. Cerca 

de 60% dos fetos nocautes não geraram linhagens celulares, reduzindo consideravelmente o 

número de amostras e dificultando análises posteriores utilizando o cultivo in vitro.  

Apesar do número reduzido de amostras, as análises envolvendo mtDNA foram 

realizadas. A segregação do nível de mtDNA NZB (Segregação de NZB – Figura 26) entre 

gerações foi calculada conforme proposto por Johnston e Jones134, utilizando uma transformação 

(equação abaixo) que leva em consideração os níveis iniciais (ℎ0 - presente na progenitora) e 

finais (ℎ - presente no feto, calculado utilizando MEF) para o cálculo da diferença no nível de 

mtDNA NZB. Resultado de segregação de NZB negativo indicam valores mais baixos de NZB 

no feto em relação a progenitora. 
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Segregação de NZB = ln (ℎ (ℎ0−1)) 

                                    ln (ℎ0 (ℎ−1))) 

 

Os resultados deram indícios de que as mitofusinas não interferem na segregação do 

mtDNA NZB durante o desenvolvimento inicial (Figura 26). A análise das MEFs quanto ao 

número de cópias de mtDNA também revelou não haver diferença entre os grupos selvagem e 

Mfn1-/- ou Mfn2-/- (Figura 26, letras “b” e “d”), confirmando os resultados de outros autores1-4 

de que o nocaute individual das mitofusinas não afeta o número de cópias de mtDNA em MEFs. 

 

Figura 26: Efeito do nocaute de Mfn1 e Mfn2 durante o desenvolvimento inicial sobre a segregação de 

mtDNA. (a) Segregação de mtDNA NZB em MEFs  (P1) derivadas de fetos do grupo Controle e Mfn1 

KO. (N=11 para Controle e N=5 para Mfn1 KO). (b) Cópias de mtDNA por célula em MEFs do grupo 

Controle e Mfn1 KO (N=15 amostras para Controle; N=5 para Mfn1 KO). (c) Segregação de mtDNA 

NZB em MEFs (P1) derivadas de fetos do grupo Controle e Mfn2 KO. (N=10 para Controle e N=6 para 

Mfn2 KO). (d) Quantidade de cópias de mtDNA em MEFs do grupo Controle e Mfn2 KO (N=13 para 

controle e N=4 para Mfn2 KO). 

  

Com a finalidade de confirmar os dados apresentados acima, a segregação de NZB foi 

investigada utilizando células fetais obtidas no E10,5, sem que essas fossem submetidas ao 

cultivo celular. Levando em consideração a baixa frequência de fetos Mfn1 KO, esse 

experimento foi realizado apenas com o grupo Mfn2 KO.  
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Os resultados revelaram seleção negativa de mtDNA NZB (Figura 27, a) nos fetos do 

grupo controle, resultado similar do encontrado em MEFs (Figura 26, c). No entanto, este 

mecanismo parece ser independente de Mfn2, uma vez que fetos Mfn2 KO não diferiram do 

grupo Controle (Figura 27, a). Esse resultado também foi confirmado ao utilizar células do âmnio 

(anexo embrionário contendo apenas tecido de origem fetal). A utilização do âmnio foi baseada 

na forte correlação com os níveis de mtDNA NZB presente nos fetos ou nas MEFs (P < 0,0001 

– Figura 27, c), sugerindo que esse tecido também pode ser utilizado na predição do nível de 

mtDNA NZB no feto. 

Em conjunto, esses resultados indicam que o nocaute de Mfn2 durante o desenvolvimento 

inicial não interfere sobre a herança de mtDNA NZB. Esse resultado sugere que nenhum 

mecanismo a nível de organela esteja ocorrendo durante esse período. Além disso, é possível que 

a segregação de NZB observada nos fetos seja resultado de seleção num momento anterior do 

desenvolvimento (e.g. PGCs ou oócitos). 
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Figura 27: Efeito do nocaute de Mfn2 durante o desenvolvimento inicial sobre a herança de mtDNA. (a) 

Segregação de mtDNA NZB de fetos (E.10,5) do grupo Controle e Mfn2 KO. (N=23 para Controle e 

N=13 para Mfn2 KO). (b) Segregação de mtDNA NZB no âmnio de fetos do grupo Controle e Mfn2 KO. 

(N=55 para Controle e N=35 para Mfn2 KO). (c) Correlação entre nível de NZB presente no âmnio e 

nível de NZB presente nos fetos ou MEFs (N=65). 
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6.2.3. Papel da dinâmica mitocondrial durante a formação de PGCs 

A partir dos resultados anteriores de que o Mfn2 não interfere na herança de mtDNA NZB 

durante o desenvolvimento inicial, tornou-se interessante investigar o seu papel em um momento 

anterior no desenvolvimento da linhagem germinativa feminina. Nesse sentido, a estratégia 

utilizada foi investigar a segregação de mtDNA NZB em PGCs isoladas de fetos selvagens e 

nocaute para Mfn2 (Mfn2 KO). Para isso, fêmeas heteroplásmicas e heterozigotas para Mfn2 

(B6/NZB-Mfn2+/-) foram acasaladas com machos com mesmo genótipo que continham um 

transgene para expressão de EGFP em PGCs (POU5F1-eGFP-Mfn2+/-), conforme detalhado na 

figura 28.  

A coleta dos fetos foi realizada no E10,5, os quais tiveram suas células dissociadas para 

análise em microscópio epifluorescente (Figura 28 e Figura 29). As células positivas para EGFP 

foram coletadas para posterior análise do mtDNA enquanto que o âmnio foi utilizado para 

seleção dos fetos quanto ao genótipo de Mfn2 (para identificação dos selvagens, heterozigotos e 

nocautes), seguido de seleção quanto a ausência do gene SRY (sex-determining region Y – para 

identificação das fêmeas) e finalmente seleção de fetos com níveis intermediários de NZB (50-

80% - Figura 28).  

Para esse experimento, 15 coletas foram realizadas, totalizando 46 fetos e 703 PGCs 

coletadas individualmente. No entanto, devido as várias etapas de seleção apresentadas nas 

figuras 28 e 29, poucos fetos (1 feto de genótipo Selvagem (Mfn2 +/+), 4 fetos de genótipo 

heterozigoto (Mfn2+/-) e 3 fetos de genótipo Mfn2 KO (Mfn2-/-) puderam ser utilizados. Devido 

isso e também ao fato de que o nocaute em heterozigose não resulta em mudanças fenotípicas127, 

fetos selvagens e heterozigotos (Mfn2+/+ e Mfn2+/-) foram utilizados como Controle. 

As análises do mtDNA nas PGCs provenientes de fetos do sexo feminino pertencentes 

aos grupos experimentais revelou efeito do nocaute de Mfn2 (P < 0,05) na quantidade de cópias 

de mtDNA (Figura 30, a). Apesar disso, os grupos não apresentaram diferenças quanto a 

segregação de mtDNA NZB (Figura 30, b), havendo evidência de diminuição nos níveis de 

mtDNA NZB em ambos. Apesar disso, a dispersão dos dados (range) foi maior no grupo Mfn2 

KO (Mfn2 KO = 4,9; Controle = 2,7), provavelmente devido a menor quantidade de mtDNA por 

célula. Esses resultados indicam seleção contra o NZB em PGCs independente de Mfn2.  
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Figura 28: Esquema representativo das etapas experimentais. Fêmeas heteroplásmicas e heterozigotas 

para Mfn2 (B6/NZB-Mfn2+/-) foram acasaladas com machos heterozigotas para Mfn2 que continham um 

transgene para expressão de EGFP em PGCs (POU5F1-eGFP-Mfn2+/-). Em seguida, as células positivas 

para EGFP foram coletadas para posterior análise do mtDNA. Paralelamente o âmnio foi utilizado para 

seleção dos fetos quanto ao genótipo de Mfn2 (para identificação dos selvagens, heterozigotos e 

nocautes), seguido de seleção quanto a ausência do gene SRY (sex-determining region Y – para 

identificação das fêmeas) e finalmente seguido da seleção de fetos com níveis intermediários de NZB (50-

70%). As PGCs provenientes dos fetos selecionados tiveram o conteúdo de mtDNA avaliado por ddPCR 

e nested-PCR/qPCR. 
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Figura 29: Proporção de genótipos presentes em coletas utilizadas para isolamento de PGCs (E10,5). (a) 

Frequência de fetos Selvagem (+/+), Mfn2 nocaute (-/-) e heterozigotos (+/-). (b) Frequência de fetos do 

sexo masculino (♂) e feminino (♀) presente em cada genótipo (Selvagem (+/+), Mfn2 nocaute (-/-) e 

heterozigotos (+/-)). (c) Imagens ilustrando o isolamento das gônodas e posterior identificação de PGCs 

(imagem inferior) através de fluorescência de GFP sob excitação de luz UV em microscópio invertido. 

 

 

Figura 30: Efeito do nocaute de Mfn2 em PGCs sobre a herança de mtDNA. (a) Quantidade de cópias 

de mtDNA em PGCs do grupo Selvagem/Heterozitogo (WT/HET) e Mfn2 KO obtidas através de PCR 

ditigal (Biorad). (b) Segregação de mtDNA NZB em PGCs do grupo Selvagem/Heterozitogo (WT/HET) 

e Mfn2 KO obtidas através de Nested-PCR seguido de qPCR. N=53 para WT/HET; N=35 para Mfn2 KO. 

A segregação de NZB foi calculada segundo a seguinte equação: “Segregação de NZB = ln (ℎ (ℎ0−1)/ ℎ0 

(ℎ−1))”, onde ℎ0 representa a proporção de NZB da progenitora e ℎ a proporção de NZB nas PGCs.  Os 

dados são representativos de 1 feto de genótipo Selvagem (Mfn2 +/+), 4 fetos de genótipo heterozigoto 

(Mfn2+/-) e 3 fetos de genótipo Mfn2 KO (Mfn2-/-). 
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6.2.4. Investigação dos mecanismos de herança mitocondrial no 

oócito 

Acompanhando a sequência cronológica do desenvolvimento da linhagem germinativa 

na fêmea, a última etapa deste trabalho teve como objetivo investigar a herança mitocondrial 

durante o desenvolvimento do oócito. Para isso, o nocaute condicional do Mfn2 (cKO) foi 

realizado de modo dirigido no oócito em crescimento por uso do sistema Cre-Lox. Conforme 

demonstrado na figura abaixo (Figura 31), fêmeas heteroplásmicas, contendo o transgene de 

expressão da Cre recombinase sob o comando do promotor do gene Zp3 (Zp3-Cre) e 

heterozigotas para sítios loxP flanqueando um éxon essencial do gene Mfn2 (B6/NZB;Zp3-

Cre;Mfn2loxp/+) foram acasaladas com machos do mesmo genótipo (Zp3-Cre;Mfn2loxP/+). Como 

resultado desse acasalamento, fêmeas com os seguintes genótipos foram utilizadas nos 

experimentos: Selvagem (Controle - B6/NZB;Zp3-Cre;Mfn2+/+) e nocaute condicional de Mfn2  

(Mfn2 cKO; B6/NZB;Zp3-Cre;Mfn2loxP/-). Os oócitos dessas fêmeas foram então utilizados para 

investigação da segregação de mtDNA (Figura 31). 
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Figura 31: Esquema representativo do modelo experimental envolvendo oócitos Mfn2 cKO. Fêmeas 

heteroplásmicas, contendo o transgene Zp3-Cre e heterozigotas para a presença de sequências loxP 

(B6/NZB;Zp3-Cre;Mfn2loxp/+) foram acasaladas com machos do mesmo genótipo (Zp3-Cre;Mfn2loxP/+). 

Como resultado desse acasalamento, fêmeas com os seguintes genótipos B6/NZB;Zp3-Cre;Mfn2+/+ e 

B6/NZB;Zp3-Cre;Mfn2loxP/- foram selecionadas e tiveram seus oócitos avaliados quanto a segregação de 

mtDNA. 

 

  

Além das etapas mencionadas acima, os experimentos foram realizados levando em 

consideração a idade das fêmeas (Controle e Mfn2 cKO). Isso porque, existem fortes evidências 

de que a seleção contra mutações no mtDNA acentue-se nos oócitos com a progressão da idade 

materna55,117. Sendo assim, fêmeas Controle e Mfn2 cKO com 3, 5 e 8 semanas tiveram os oócitos 

analisados quanto a quantidade de cópias de mtDNA e segregação de mtDNA NZB (Figura 32).  

Primeiramente, foi possível observar que com 3 semanas não há diferença entre os grupos 

em relação a segregação de NZB, embora os oócitos do grupo Mfn2 cKO apresentem menor 

quantidade de cópias de mtDNA (Figura 32).  

Com 5 e 8 semanas, a diferença entre os grupos quanto ao número de cópias de mtDNA 

é acentuada em relação aos oócitos de fêmeas com 3 semanas (Figura 32 d, e, f). Além disso, 

nessas idades os grupos diferem quanto a segregação de mtDNA NZB. No grupo Controle, os 

oócitos apresentaram seleção negativa de NZB, o que não ocorreu em oócitos do grupo Mfn2 

cKO. Esse resultado sugere que a eliminação de NZB em oócitos ocorre em função da idade 
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materna e é dependente de Mfn2. Esse efeito é confirmado ao verificar que a segregação de NZB 

foi maior em oócitos de animais com 8 semanas do que naqueles com 3 semanas para o grupo 

Controle (Figura 33, a), diferentemente do que ocorre com Mfn2 cKO (Figura 33, b).  

 

 

Figura 32: Efeito do nocaute condicional de Mfn2 (Mfn2 cKO) em oócitos sob a herança de mtDNA. Os 

gráficos mostram a segregação de NZB (gráficos superiores) e a quantidade de cópias de mtDNA (gráficos 

inferiores) em oócitos de fêmeas do grupo Controle e Mfn2 cKO com 3, 5 e 8 semanas. A segregação de 

NZB foi calculada segundo a seguinte equação: “Segregação de NZB = ln (ℎ (ℎ0−1) /ℎ0 (ℎ−1))”, onde ℎ0 

representa a proporção de NZB da progenitora e ℎ a proporção de NZB nos oócitos. Os oócitos foram 

coletados individualmente e tiveram o conteúdo de mtDNA determinado por qPCR. *P < 0,05; ****P < 

0,0001. 
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Figura 33: Efeito da idade sob a segregação de mtDNA NZB em oócitos. O gráfico mostra a segregação 

de NZB em oócitos de fêmeas com 3, 5 e 8 semanas. Os oócitos foram coletados individualmente e 

tiveram o nível de NZB determinado por qPCR. Grupo Controle: N = 54, 63 e 90 para 3, 5 e 8 semanas. 

Grupo Mfn2 cKO: N =  49, 54 e 98 para 3, 5 e 8 semanas. *P < 0,05; **P < 0,01. 

 

Com intuito de comprovar esses resultados, as mesmas análises foram realizadas em 

oócitos isolados de folículos secundários (Figura 34) obtidos das mesmas fêmeas apresentados 

na figura 32, c e f (8 semanas). Os resultados mostraram que a segregação de NZB se manteve 

neutra nos oócitos de folículos secundários, em ambos os grupos (Controle = 0,038 ±0,07; Mfn2 

cKO = 0,017 ±0,06), diferente dos oócitos crescidos (Figura 34, d). Esses resultados sugerem 

que a eliminação de NZB é específica de oócitos totalmente crescidos, provenientes de folículos 

antrais. Esse resultado era esperado, uma vez que a ativação da expressão de Cre-recombinase, e 

consequente nocaute do Mfn2, deveriam ocorrer no nosso modelo entre os estágios de folículo 

primário e secundário. Apesar disso, oócitos provenientes de fêmeas Mfn2 cKO apresentaram 

menor quantidade de cópias de mtDNA, evidenciando uma forte relação entre Mfn2 e a 

estabilidade do mtDNA no oócito.  

Os resultados descritos acima revelam um mecanismo purificador de mtDNA NZB 

durante a fase final de crescimento do oócito. Uma vez que esta fase é marcada por intensa 

replicação mitocondrial, investigamos se a quantidade de cópias de mtDNA estaria 

correlacionada com a segregação de mtDNA NZB. Em acordo com a nossa hipótese, tanto no 

grupo Controle como no grupo Mfn2 cKO houve correlação entre cópias de mtDNA e segregação 

de NZB (P < 0,05). No entanto, a correlação é negativa (R = -0,19) no grupo Controle e no 
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positiva (R = 0,14) no grupo Mfn2 cKO (Figura 35). Esse resultado revela que oócitos com maior 

quantidade de cópias de mtDNA apresentam menor conteúdo de NZB (grupo Controle). No 

entanto, na ausência de Mfn2 os oócitos com maior quantidade de cópias de mtDNA apresentam 

maior proporção de mtDNA NZB. Esses resultados ainda necessitam de confirmação, mas 

colocam a replicação de mtDNA como um mecanismo candidato para explicar a eliminação de 

NZB em oócitos. 

 

Figura 34: Efeito do nocaute condicional de Mfn2 (Mfn2 cKO) sob a herança de mtDNA em oócitos 

provenientes de folículos secundários. (a) Imagens de oócitos obtidos de folículos antrais (Antral) e 

oócitos obtidos através de folículos secundários (Secundário). (b) Diâmetro de oócitos obtidos de folículos 

antrais e (c) oócitos obtidos através de folículos secundários. (d) Quantidade de cópias de mtDNA em 

oócitos de fêmeas do grupo Controle e Mfn2 cKO obtidos de folículos secundários. (e)  Segregação de 

mtDNA NZB em oócitos de fêmeas do grupo Controle e Mfn2 cKO obtidos de folículos secundários. (f) 

Segregação de mtDNA NZB em oócitos obtidos de folículos antrais e secundários de fêmeas do grupo 

Controle. (g)  Segregação de mtDNA NZB em oócitos obtidos de folículos antrais e secundários de fêmeas 

do grupo Mfn2 cKO. Os oócitos foram coletados individualmente e tiveram o conteúdo de mtDNA 

determinado por qPCR. ****P < 0,0001. 
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Figura 35: Correlação entre cópias de mtDNA e segregação de NZB em oócitos crescidos obtidos de 

fêmeas do grupo Controle (a) e Mfn2 cKO (b). (c) Correlação entre cópias de mtDNA e segregação de 

NZB em oócitos Controle (azul) e Mfn2 cKO (vermelho). N = 207 para Controle e N = 201 para Mfn2 

cKO. 

 

Embora a replicação parece estar atuando sobre a segregação de mtDNA NZB, a 

existência de outros mecanismos não foi descartada. Nesse sentido, nossa hipótese se baseou na 

ocorrência de mitofagia, que poderia estar dirigindo ativamente a eliminação de mitocôndrias 

contendo maior quantidade de mtDNA NZB. Essa teoria está fundamentada em trabalhos que 

mostram que o mtDNA deletério pode ser eliminado por mitofagia devido ao seu efeito sobre a 

função mitocondrial. Além disso, o fato do Mfn2 desempenhar um importante papel na 

ocorrência de mitofagia vai de encontro com os dados apresentados anteriormente, onde a 

ausência de Mfn2 impediu a eliminação de mtDNA NZB. Para testar essa hipótese, o nocaute 

condicional do gene Atg7 (gene essencial na formação do autofagossomo) foi realizado no oócito 

por uso do sistema Cre-Lox. Seguindo a mesma estrutura do experimento anterior, os 

acasalamentos foram realizados (Figura 36) para obtenção de fêmeas com os seguintes genótipos: 

Selvagem (Controle - B6/NZB;Zp3-Cre;Atg7+/+) e nocaute condicional de Atg7  (Atg7 cKO; 

B6/NZB;Zp3-Cre;Atg7loxP/-). Os oócitos dessas fêmeas foram então utilizados para investigação 

da segregação do mtDNA NZB. 
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Figura 36: Esquema representativo do modelo experimental envolvendo oócido Atg7 cKO. Fêmeas 

heteroplásmicas, contendo o transgene Zp3-Cre e heterozigotas para a presença de sequências loxP 

flanqueando parte do gene Atg7 (B6/NZB;Zp3-Cre;Atg7loxp/+) foram acasaladas com machos do mesmo 

genótipo (Zp3-Cre;Atg7loxP/+). Como resultado desse acasalamento, fêmeas com os seguintes genótipos 

B6/NZB;Zp3-Cre;Atg7+/+ e B6/NZB;Zp3-Cre;Atg7loxP/- foram selecionadas e tiveram seus oócitos 

avaliados quanto a segregação de mtDNA. 

 

Diferentemente do experimento anterior, os oócitos Atg7 cKO não haviam sido 

previamente caracterizados. No entanto, conforme esperado e apresentado na figura 37, os 

oócitos Atg7 cKO não diferem quanto a morfologia de COC e apresentam redução significativa 

de transcritos Atg7. Entretanto, os oócitos Atg7 cKO coletados com 8 semanas de idade 

apresentaram maior diâmetro, diferença não observada quando a coleta foi realizada com 3 

semanas. 

Apesar do maior diâmetro, não foram observadas diferenças entre oócitos WT e Atg7 KO 

quanto ao número de cópias de mtDNA, inpendente da idade (Figura 38). Além disso, ao 

contrário do esperado os grupos não diferiram quanto a segregação de mtDNA NZB. No entanto, 

muito estranhamente o grupo Controle com 8 semanas não apresentou evidência de eliminação 

de NZB (0,004 ± 0,06). Esse resultado leva a suposição de que fatores específicos da linhagem 

de camundongos estejam atuando na seleção negativa de NZB. Neste sentido, já era previsto por 

nosso grupo a influência do gene nuclear NNT (nicotinamide nucleotide transhydrogenase) sob 

a segregação de mtDNA. Como algumas linhagens comerciais de camundongo apresentam 
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mutações nesse gene, esse trabalho utilizou apenas animais com NNT selvagem. No entanto, um 

trabalho recente mostrou que além do NNT, o gene nuclear Scaf1 (supercomplex assembly factor 

1) pode interferir na segregação mitocondrial55. Nossos próximos experimentos terão como 

objetivo checar se a linhagem utilizada para obtenção de oócitos Atg7 cKO apresentava a versão 

mutada do gene Scaf1.  

 

Figura 37: Efeito do nocaute condicional de Atg7 (Atg7 cKO) sob a morfologia e diâmetro de oócitos. 

(a) Imagens de complexos cumulus-oócitos (COCs) obtidos de fêmeas com 3 semanas. (b) Níveis de 

transcritos Atg7 obtidos a partir de qPCR; Ppia e Rps18 foram utilizados como endógenos. (c) Diâmetro 

de oócitos do grupo Controle e Atg7 cKO obtidos de fêmeas com 3 semanas. (d) (c) Diâmetro de oócitos 

do grupo Controle e Atg7 cKO obtidos de fêmeas com 8 semanas. ****P < 0,0001. 
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Figura 38: Efeito do nocaute condicional de Atg7 (Atg7 cKO) em oócitos sob a herança de mtDNA. Os 

gráficos mostram a segregação de NZB (gráficos superiores) e a quantidade de cópias de mtDNA (gráficos 

inferiores) em oócitos de fêmeas do grupo Controle e Atg7 cKO com 3 e 8 semanas. Os oócitos foram 

coletados individualmente e tiveram o conteúdo de mtDNA determinado por qPCR. P > 0,05. 

 

De modo geral, nossos dados envolvendo a linhagem heteroplásmica B6/NZB indicam a 

presença de um mecanismo seletivo de eliminação de mtDNA NZB em oócitos no estágio de 

folículo antral (Figura 39). Esse mecanismo parece ocorrer a nível de organela, uma vez que é 

dependente de Mfn2. Além disso, nossos dados fornecem evidências de que os menores níveis 

de NZB nos oócitos podem ser resultado de uma amplificação preferencial de haplótipos B6.  

Em concordância com esse resultado, tem sido demonstrado que a replicação do mtDNA 

é prejudicada em organelas deficientes em ATP19, o que pode conduzir a renovação preferencial 

de mitocôndrias contendo genomas do tipo selvagem. Uma vez que o NZB apresenta menor 

desempenho da OXPHOS115,131, mitocôndrias contendo maior quantidade de mtDNA B6 podem 

ter sido favorecidas durante a replicação nos estágios finais da oogênese.  
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Esse mecanismo de seleção talvez tenha sido alterado na ausência de Mfn2, uma vez que 

oócitos Mfn2 cKO não apresentaram eliminação de mtDNA NZB. Esse efeito provavelmente 

está relacionado com o papel do Mfn2 na estabilidade do mtDNA. Vários trabalhos já mostraram 

que mutações no Mfn2 podem causar distúrbios na manutenção do mtDNA com associação a 

defeitos na cadeia respiratória135. Nossos dados confirmam esses resultados uma vez que o 

nocaute do Mfn2 resultou em oócitos com menor quantidade de cópias de mtDNA.  

Apesar das evidências apresentadas acima, nossos dados não excluem outros mecanismos 

de seleção. Isso porque o Mfn2 está diretamente ligado a ocorrência de mitofagia por diversas 

formas, como por exemplo, por interferir no recrutamento de Parkin136, pela ação mediadora com 

o ER137,  ou por afetar a formação de autofagossomos138. O efeito do Mfn2 sob o mecanismo de 

seleção de NZB em oócitos pode ser um indicativo da ocorrência de mitofagia. No entanto, outros 

experimentos, além dos apresentados aqui, são necessários para responder essa hipótese. 

Nossos resultados também não excluem outras formas de seleção durante o período de 

desenvolvimento inicial. Em concordância com os resultados apresentados neste trabalho,  

Latorre-Pellicer e colaboradores55  mostraram seleção de NZB durante os primeiros dias do 

desenvolvimento (5,5 dias de gestação) ao utilizarem a mesma linhagem heteroplásmica. No 

entanto, nós fornecemos evidências de que os mecanismos de seleção durante esse período 

diferem daqueles apresentados em oócitos, uma vez que independem de Mfn2. Resultados 

similares foram encontrados em PGCs, onde o Mfn2 não parece interferir na segregação de NZB. 
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Figura 39: Modelo hipotético da segregação de mtDNA na linhagem heteroplásmia B6/NZB. A figura 

resume os resultados encontrados: presença de um mecanismo de eliminação de mtDNA NZB, 

dependente de Mfn2, com ação durante o desenvolvimento de oócitos. Os menores níveis de NZB 

provavelmente são resultado de uma amplificação preferencial de haplótipos B6. A figura também mostra 

eliminação de mtDNA NZB em fetos e PGCs, no entanto, este resultado mostrou ser independente de 

Mfn2. Fonte: Autor. 
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7. Conclusões 

 
 

Nossos resultados indicam um mecanismo purificador de mtDNA mutante, dependente de 

Mfn2, e com ação durante o desenvolvimento oocitário. Além disso, destacamos a derivação de 

PGCs em fetos nocaute para Mfn2, e a derivação de PGCLCs (PGC-like cells) a partir de células-

tronco embrionárias deficientes em Drp1, ambos com efeito sobre o número de cópias de 

mtDNA. Como conclusão, nossos achados revelam que a dinâmica mitocondrial desempenha 

importante função na regulação da herança mitocondrial em oócitos.   
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