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RESUMO 

 

Mutações no genoma mitocondrial (mtDNA) são onipresentes em humanos e podem 

levar a um amplo espectro de doenças. No entanto, devido à presença de múltiplas 

moléculas de mtDNA na célula, a coexistência de mtDNAs mutantes e selvagens 

(denominada heteroplasmia) pode prevenir a manifestação de uma dada doença, 

desde que a porcentagem de moléculas mutantes não ultrapasse um limiar. Vale 

ressaltar, porém, que o nível de mtDNA mutante pode se alterar ao longo da vida 

dependendo do tecido e da mutação. Em particular, a segregação mitocondrial é 

bastante evidente em células hepáticas, as quais selecionam positivamente mutações 

no mtDNA, incluindo mutações não sinônimas. Usando camundongos nocautes para 

Atg7 e heteroplasmáticos para um haplótipo mitocondrial selvagem e um deletério, 

mostramos que o fenótipo de acúmulo do mtDNA deletério no fígado é dependente de 

autofagia. O gene Atg7 é uma enzima semelhante a E1, a qual atua ativando os dois 

sistemas de conjugação principais para o alongamento do autofagossomo, sendo que 

o seu nocaute resulta em bloqueio da autofagia. Por meio desse modelo experimental, 

propomos que o acúmulo idade-dependente de mtDNA mutante no fígado de 

indivíduos heteroplásmicos resulta da eliminação seletiva do mtDNA selvagem.  

 

Palavras-chave: envelhecimento / fígado / mitocôndria / mtDNA / mutação / NZB. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Mutations in the mitochondrial genome (mtDNA) are ubiquitous in humans and can 

lead to a broad spectrum of disorders. However, due to the presence of multiple 

mtDNA molecules in the cell, coexistence of mutant and wild-type mtDNAs (termed 

heteroplasmy) can mask disease phenotype unless a threshold of mutant molecules 

is reached. Importantly, mutant mtDNA level can change across lifespan as mtDNA 

segregates in an allele- and tissue-specific fashion, potentially leading to disease. 

Mitochondrial segregation is most evident in hepatic cells, which positively select for 

mtDNA mutations, including mutations potentially affecting protein sequence. Using 

Atg7 knockout and heteroplasmic mice with a deleterious mtDNA we show here that 

this phenotype relies on autophagy, implicating mtDNA degradation as a driving force 

of mtDNA segregation in the liver. The Atg7 gene is an E1-like enzyme, responsible 

for activating the two main conjugation systems required for elongation of the 

autophagosome, and its knockout results in the block of autophagy. Based on this 

model, we suggest that the accumulation of age-dependent mutant mtDNA in the liver 

of heteroplasmic individuals is a consequence of the selective clearance of the 

alternative mtDNA variant. 

 

Keywords: aging / liver / mitochondria / mtDNA / mutation / NZB 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Desde que foram descobertas há cerca de 30 anos, as mutações no 

DNA mitocondrial (mtDNA) foram identificadas como uma das principais causas de 

doenças humanas (STEWART e CHINNERY, 2015). Tais mutações acometem 

principalmente tecidos que demandam grande aporte energético, culminando em 

casos com severidade que varia de média a letal (CHINNERY e HUDSON, 2013; LI 

et al., 2015; SCHON et al., 2012; WALLACE, 2010; WALLACE e CHALKIA, 2013). 

Além disso, praticamente todas as pessoas, incluindo indivíduos saudáveis, são 

portadoras de baixos níveis de mtDNA mutantes, os quais são transmitidos 

maternalmente e podem se associar com doenças degenerativas como Parkinson, 

Alzheimer e tipos comuns de câncer (PAYNE et al. 2013). Esse quadro é agravado 

pela forte tendência que tecidos somáticos têm em acumularem mutações no mtDNA 

com o envelhecimento (LI et al., 2015; STEWART e CHINNERY, 2015). Em especial, 

essa característica é bastante pronunciada no tecido hepático onde observa-se maior 

acúmulo no mtDNA de mutações não sinônimas do que sinônimas (LI et al., 2015). 

Embora difícil de se explicar, o acúmulo de mutações pode estar associado a grande 

gama de processos metabólicos a que o fígado está sujeito, podendo resultar em 

danos ao mtDNA. Ademais, a renovação mitocondrial hepática é bastante rápida se 

comparada com outros tecidos (LI et al., 2015).  

 

1.1. Considerações gerais sobre as mitocôndrias 
 

Os primeiros registros sobre estruturas intracelulares que poderiam 

representar as mitocôndrias sugiram em 1840 (ERNSETER e SCHATZ, 1981), 

durante a observação de células de fígado e rim. No entanto, foi somente em 1981 

que Lynn Margulis teorizou a origem mitocondrial a partir da associação simbiótica de 

uma bactéria primitiva com uma célula procariótica, dando origem ao que se conhece 

atualmente como a sua estrutura e função (STEWART e CHINNERY, 2015). As 

mitocôndrias são principalmente conhecidas pelo papel que desempenham na 

respiração celular, onde ocorre a produção de adenosina trifosfato (ATP) através da 
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fosforilação oxidativa (OXPHOS) (SCHON et al., 2012; STEWART e CHINNERY, 

2015; WALLACE, 2010). No entanto, as mitocôndrias também desempenham 

diversas outras funções de destaque como no catabolismo de ácidos graxos, na 

homeostase de cálcio e na regulação apoptótica (KÜHLBRANDT, 2015).  

As mitocôndrias são consideradas organelas semiautônomas separadas 

do citoplasma por uma membrana externa e outra interna. A membrana externa é 

composta por porinas, as quais permitem a travessia de íons e pequenas moléculas 

de modo inespecífico, e por translocases que têm importante papel no transporte de 

proteínas. Por outro lado, a membrana interna é bastante impermeável, sendo o 

transporte de íons e proteínas realizado por proteínas específicas. Também estão 

presentes na membrana interna várias das proteínas necessárias para a OXPHOS. 

Por fim, o compartimento mais interno, delimitado pela membrana interna, é 

denominado de matriz mitocondrial. Este compartimento abriga enzimas envolvidas 

com a replicação e transcrição do mtDNA, a biossíntese de proteínas e várias outras 

reações enzimáticas (KÜHLBRANDT, 2015). 

 

1.2. DNA mitocondrial e mutações 
 

Diferente do DNA nuclear (nDNA), o mtDNA em mamíferos tem formato 

circular, extensão aproximada de 16,6 kb, é destituído de íntrons e quase não 

apresenta regiões intergênicas, motivo pelo qual 93% da sua sequência é composta 

por regiões codificantes de RNA (ANDERSON et al., 1981; LIGHTOWLERS et al., 

2015; STEWART e CHINNERY, 2015;  WALLACE, 2010). Dos 37 genes codificados 

pelo mtDNA, 13 são utilizados para a síntese de polipeptídeos constituintes da cadeia 

transportadora de elétrons, sendo os demais responsáveis por codificar 22 RNAs 

transportadores (tRNAs) e 2 RNAs ribossomais (rRNAs). Estes tRNAs e rRNAs, além 

de proteínas codificadas pelo nDNA e importadas pela mitocôndria, são essenciais 

para a tradução intramitocondrial dos 13 RNAs mensageiros (mRNAs) codificados 

pelo mtDNA (STEWART e CHINNERY, 2015; WALLACE, 2010).  

Cada célula abriga de centenas a milhares de cópias de mtDNA, sendo 

que o número de cópias de mtDNA é diretamente relacionado ao tipo celular e seu 

metabolismo (WALLACE, 2005). Tecidos com elevado requerimento energético 
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abrigam milhares de cópias de mtDNA por célula ( STEWART e CHINNERY, 2015) e, 

por consequência, mtDNAs selvagens e mutantes podem coexistir numa mesma 

organela sem prejuízo para a função mitocondrial; condição denominada de 

heteroplasmia ( STEWART e CHINNERY, 2015). Mutações no mtDNA podem surgir 

durante o desenvolvimento inicial, denominadas mutação de novo, ou serem herdadas 

maternalmente (WALLACE, 2018; CRAVEN et al, 2017). Mas vale ressaltar que os 

tecidos somáticos apresentam uma forte tendência de acúmulo de mutações no 

mtDNA com o envelhecimento (LI et al., 2015; STEWART e CHINNERY, 2015). 

Entretanto, as mutações precisam atingir um limiar tecido- e mutação- específico para 

o defeito bioquímico ou o fenótipo clínico se manifestar (WALLACE, 2018; STEWART 

e CHINNERY, 2015).  

Segundo Lechuga-Vieco e colaboradores (2020), a segregação de 

mutações é um evento intracelular, em que cada célula possui capacidade de 

selecionar as mutações positiva ou negativamente, de acordo com a demanda do 

sistema OXPHOS. Sendo assim, em um tecido com diferentes tipos celulares pode 

haver células que selecionem para o haplótipo mutante e outras que selecionem para 

o selvagem, sendo a heteroplasmia do tecido definida pela somatória da seleção geral 

de cada tipo celular (LECHUGA-VIECO et al, 2020). Portanto, o acúmulo de mutações 

acontece independente da origem do nDNA (JENUTH et al., 1997), sendo específico 

para cada alelo ou tipo celular (BURGSTALLER et al, 2014; JENUTH et al, 1997; 

LECHUGA-VIECO et al, 2020; LIU et al, 1998; LI et al, 2015; SHARPLEY et al., 2012). 

Doenças causadas por mutações no mtDNA afetam cerca de 1 em cada 

5 mil pessoas (GORMAN et al., 2015; LIGHTOWLERS et al., 2015). No entanto, a alta 

densidade gênica torna o mtDNA bastante susceptível a mutações com possível efeito 

sobre a síntese de ATP (LIGHTOWLERS et al., 2015; MISHRA e CHAN, 2014; 

SCHON et al., 2012). Esses efeitos podem se originar de centenas de diferentes 

mutações pontuais ou deleções do genoma mitocondrial (WALLACE, 2018; CRAVEN 

et al, 2017). Sendo assim, a apresentação clínica dessas mutações varia bastante em 

fenótipo, mas comumente envolve o sistema nervoso central e periférico dada a 

grande demanda energética desses (CHINNERY e HUDSON, 2013; LI et al., 2015; 

NASSEH et al., 2001; SCHON et al., 2012; WALLACE, 2010; WALLACE e CHALKIA, 

2013).  

Embora mais comum para mutações na região de controle (displacement 

loop ou D-loop) do mtDNA, a qual é não codificante (WANG et al, 2001; MICHIKAWA 
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et al, 1999; NAUE et al, 2015; SAMUELS et al, 2013), a seleção positiva também 

abrange mutações em genes codificadores, inclusive mutações não-sinônimas com 

efeito deletério sobre a função proteica (LI et al, 2015, 2010). Neste contexto, têm-se 

descrito uma preferência dos hepatócitos pelo acúmulo de mutações não-sinônimas 

(LI et al, 2015). Este fenômeno é pouco compreendido, mas alguns trabalhos sugerem 

que o comprometimento da função mitocondrial possa ser vantajoso para o fígado (DE 

GREY, 1997; MORENO-LOSHUERTOS et al., 2006).  

 

1.3. Dinâmica mitocondrial e autofagia 
 

O termo dinâmica mitocondrial faz menção a várias características das 

mitocôndrias como arquitetura, atividade, transporte, interação com outras organelas, 

herança e degradação (CHEN e CHAN, 2017). Estes eventos são todos 

interconectados e dependentes de contínuos ciclos de fusão e fissão mitocondrial. 

Dada a distribuição das mitocôndrias no citoplasma, a fusão e fissão dessas organelas 

é essencial para homogeneizar o conteúdo das mesmas e garantir a função 

mitocondrial (MISHRA e CHAN, 2014). Por exemplo, mitocôndrias localizadas na 

região perinuclear importam com maior eficiência proteínas codificadas no núcleo e 

as distribuem para o restante da rede mitocondrial (KOWALD e KIRKWOOD, 2011). 

Da mesma forma, o acúmulo de danos a uma determinada mitocôndria é minimizado 

pela interação desta com outras mitocôndrias da rede mitocondrial, diluindo os danos 

(MISHRA e CHAN, 2014; TWIG et al., 2008; TWIG e SHIRIHAI, 2011). 

Portanto, a dinâmica mitocondrial é essencial para garantir funções vitais 

da célula, além de desempenhar importante papel na regulação do metabolismo 

energético (MISHRA e CHAN, 2014). Os ciclos de fusão e fissão mitocondrial 

promovem o transporte mitocondrial, onde há mistura de proteínas, RNAs e DNAs, 

conhecido por complementação mitocondrial (CHEN, CHOMYN e CHAN, 2005), e 

eliminação de mitocôndrias danificadas e possivelmente daquelas portadoras de 

mtDNA mutantes (Figura 1). Neste contexto, mitocôndrias com baixo potencial de 

membrana ou que produzem muitas espécies reativas de oxigênio, por exemplo, 

parecem ser impedidas de reintegrarem a rede mitocondrial após fissão, sendo 

posteriormente eliminadas por autofagia (MISHRA e CHAN, 2016). 
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Figura 1: Dinâmica mitocondrial. Homogeneização do conteúdo de mtDNA e posterior eliminação, 
por autofagia, das mitocôndrias que atingiram o limiar de mutações. Elaborado pelo autor. 

 

A autofagia constitui um mecanismo intracelular de degradação de 

componentes celulares, incluindo agregados proteicos e organelas, esses são então 

marcados com P62, que é uma proteína sinalizadora para degradação e 

posteriormente encaminhado para a autofagia (NODA e INAGAKI, 2015). Quando a 

autofagia é direcionada para a degradação específica de mitocôndrias ela é 

denominada mitofagia (GEISLER et al, 2010; NARENDRA et al, 2010; PICKLES et al, 

2018). Apesar das suas várias formas de ocorrência, podendo ser mais ou menos 

seletiva, esta via de degradação caracteriza-se pela formação de uma estrutura com 

dupla membrana denominada autofagossomo (PICKLES et al., 2018). A função do 

autofagossomo é envelopar o conteúdo alvo, isolando-o do citoplasma, para posterior 

degradação nos lisossomos. Entretanto, para que ocorra a ativação da via autofágica 

é necessário a participação de várias proteínas conhecidas como ATG (KOMATSU et 

al., 2005). 

O alongamento da membrana do autofagossomo envolve dois sistemas 

de conjugação semelhantes à ubiquitina, o ATG12 e o ATG8 (Figura 2). No primeiro, 

a proteína semelhante a ATG12 é conjugada à ATG5, de forma irreversível, pela ação 

de ATG7 e ATG10; estas últimas são proteínas semelhantes a enzimas E1 e E2 que 
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realizam o papel de ativação e conjugação, respectivamente. O complexo ATG12-

ATG5 é posteriormente associado a proteína ATG16, formando um grande complexo 

associado à membrana de isolamento (NODA e INAGAKI, 2015). Já o sistema ATG8 

começa a se formar a partir da exposição do resíduo de glicina presente no C-terminal 

da proteína ATG8, sendo tal ação mediada pela ATG4. Em seguida, a proteína ATG7 

ativa a ATG8 e a direciona para ATG3, a qual é uma enzima semelhante a E2. O 

complexo ATG12-ATG5-ATG16 catalisa a ligação covalente entre ATG3 e o ATG8, já 

conjugado com o lipídeo fosfatidiletanolamina (PE), dando início ao alongamento do 

autofagossomo (BAEHRECKE 2005; KOMATSU et al., 2005). Diante disso, podemos 

concluir que o Atg7 é um gene essencial para a formação do autofagossomo e sua 

deficiência hepática resulta no bloqueio da autofagia e consequente acúmulo de 

organelas anormais (por exemplo, mitocôndrias) e proteínas ubiquitinadas (KABEYA; 

MIZUSHIMA; YAMAMOTO; OSHITANI-OKAMOTO; OHSUMI; YOSHIMORI, 2004; 

KOMATSU et al., 2005; PICKLES; VIGIÉ; YOULE, 2018; TANIDA; TANIDA-MIYAKE; 

UENO; KOMINAMI, 2001). 

 

 

  

Figura 2: Sistemas de conjugação do tipo ubiquitina. Há dois principais sistemas para o 
alongamento da membrana do autofagossomo, o ATG8/ MAP1LC3A/B e o ATG12-ATG5-ATG16, em 
ambos a ATG7 possui função essencial. Adaptado de Genetics (1969). 
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Na autofagia, para que o autofagossomo inicie seu alongamento, é 

necessário que ocorra o recrutamento das proteínas ATG, mas no caso da mitofagia 

o responsável por esse recrutamento é o Parkin. O Parkin é uma ubiquitina ligase E3, 

da via PINK/Parkin relacionada a danos mitocondriais e considerada um importante 

marcador de disfunção mitocondrial (WHITWORTH  e PALLANCK, 2009). 

Inicialmente, ocorre o recrutamento de Pink, uma quinase mitocondrial que é 

internalizada e posteriormente degradada, de acordo com o potencial de membrana. 

Quando ocorre uma queda no potencial de membrana há um bloqueio na 

internalização de Pink, a qual se acumula na membrana mitocondrial (MISHRA e 

CHAN, 2016).  Tal acúmulo desencadeia o processo de mitofagia, através da 

importação da proteína Parkin presente no citosol, que se transloca para a membrana 

de mitocôndrias despolarizadas, levando à poli-ubiquitinação de várias proteínas da 

membrana mitocondrial, como por exemplo de TOMM20 (NARENDRA et al, 2008; 

NARENDRA et al, 2010; MATSUDA et al, 2010, QUIRÓS et al, 2015). A junção desses 

processos resulta na lipidação da LC3, importante proteína do sistema de conjugação 

do autofagossomo, e promove o reconhecimento da maquinaria autofágica, 

provocando a degradação específica da mitocôndria disfuncional (NARENDRA et al, 

2008). Além disso, dados recentes apresentados por Christina e colaboradores 

(2021), demonstram outras vias alternativas de degradação mitocondrial. Segundo 

esse estudo, vesículas derivadas de mitocôndrias (MDVs) são capazes de entregar 

pedaços de mitocôndrias danificadas ao lissosomo, compensando a falta da autofagia, 

através de um processo dependente do mecanismo mediado por SNX9, uma proteína 

endocítica (nexina 9) (TOWERS et al, 2021). 

 

1.4. Modelo experimental 
 

A investigação do acúmulo de mutações mitocondriais pode ser 

realizada, por exemplo, por meio da utilização de camundongos heteroplásmicos 

contendo dois haplótipos de mtDNA, C57BL/6J e NZB/BINJ, doravante denominados 

de BL6 e NZB, respectivamente. O mtDNA NZB, quando comparado com BL6, difere 

em 91 nucleotídeos (MORENO-LOSHUERTOS et al., 2006) que resultam em defeitos 

mitocondriais e podem alterar o fenótipo cognitivo e comportamental dos animais 

(JOHNSON et al., 2001; ROUBERTOUX et al. 2003; SHARPLEY et al. 2012). Como 
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uma consequência provável, o mtDNA NZB exibe segregação tecido-específica em 

camundongos heteroplasmáticos (JENUTH et al, 1997; SHARPLEY et al, 2012; 

LECHUGA-VIECO et al, 2020; LATORRE-PELLICER et al, 2019; BATTERSBY, 2001; 

BATTERSBY et al, 2003; JOKINEN et al, 2015), muito semelhante ao padrão de 

segregação de variantes deletérias do mtDNA em camundongos e humanos (WEI et 

al, 2019; BURGSTALLER et al, 2014; LIU et al, 1998; LI et al, 2015; WANG et al, 2001; 

MICHIKAWA et al, 1999; NAUE et al, 2015; SAMUELS et al, 2013; LI et al, 2010). 

Segundo Jenuth e colaboradores (1997), camundongos heteroplásmicos 

BL6/NZB apresentaram, com o envelhecimento, acúmulo bastante acentuado de 

mtDNA NZB no fígado e no rim, fornecendo fortes evidências de que a seleção celular 

desses tecidos, em sua maioria, é em favor do NZB, independente da origem do nDNA 

(JENUTH et al., 1997). No entanto, cada célula e tecido apresenta um tipo específico 

de comportamento. Por exemplo, células presentes em tecidos mitóticos como o 

hematopoiético e o baço selecionam negativamente o mtDNA NZB. Enquanto nas 

células de tecidos como o cérebro, pulmão, coração e músculo esquelético não parece 

ocorrer segregação; na verdade, observa-se que cerca de metade das células desses 

tecidos seleciona positivamente o NZB enquanto a outra metade seleciona 

positivamente o BL6 (JENUTH et al., 1997; SHARPLEY et al., 2012; LECHUGA-

VIECO et al., 2020).  

Com o intuito de investigar o acúmulo de mutações mitocondriais no 

fígado, nosso grupo construiu um modelo heteroplásmico BL6/NZB com nocaute 

condicional do gene Atg7. No presente trabalho, ao deletar condicionalmente o Atg7, 

investigamos a hipótese de que a  autofagia seletiva de uma variante mitocondrial 

(e.g., mtDNA BL6) implica no acúmulo da variante alternativa (e.g., mtDNA NZB) no 

fígado. 
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2. OBJETIVOS 
 

O presente estudo teve como objetivo geral analisar o impacto do 

nocaute condicional do gene Atg7 sobre o acúmulo hepático de mtDNA NZB em 

camundongos heteroplásmicos B6/NZB. Deste modo, os objetivos específicos do 

trabalho foram: 

 

• Comprovar o nocaute tecido-específico por genotipagem utilizando PCR 

(reação em cadeia da polimerase) convencional e primers que amplificam o 

éxon 14 do Atg7, 

• Confirmar a deficiência autofágica por análise do MAP1LC3A/B e 

SQSTM1 utilizando western blotting, 

• Determinar a porcentagem de mtDNA NZB e o número total de cópias 

mtDNA no fígado e na cauda de animais selvagens e nocautes com 21 e 100 

dias de idade, 

• Determinar por western blotting proteínas relacionadas ao número de 

mitocôndrias/mtDNA (e.g., TOMM20, MT-CO1 e TFAM).    
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Acasalamentos e manutenção dos animais 
 

Todos os experimentos foram realizados em conformidade com os 

regulamentos e políticas do Conselho Nacional de Controle da Experimentação 

Animal (CONCEA, Brasil) e foram aprovados pelo Comitê de Uso e Cuidado de 

Animais da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar - protocolo nº 6923040220, 

2629090919, 7788150318). Durante os cruzamentos iniciais, uma mutação de 

ocorrência espontânea no gene Nnt e presente na linhagem C57BL/6J (por exemplo, 

cepa Alb-Cre) foi eliminada com base em genotipagem e acasalamentos planejados 

(Ronchi et al, 2013).  A obtenção das linhagens experimentais se deu através do 

cruzamento de fêmeas heteroplásmicas (contendo 30-50% de mtDNA NZB) e com 

genótipo Atg7loxP/loxP com machos Alb-cre+/+ (Figura 3). Animais contendo os alelos 

Atg7loxP (em que o éxon 14 do gene Atg7 é flanqueado por sequências loxP) 

(KOMATSU et al, 2005) e Alb-cre (transgene que determina a expressão de CRE 

recombinase fígado-específica) (POSTIC et al, 1999) foram anteriormente descritos. 

Posteriormente, machos e fêmeas heteroplásmicos (30-50% mtDNA NZB) e com 

genótipo Alb-cre+/-:Atg7+/loxP foram acasalados entre si para obtenção dos animais 

para uso nos experimentos:  

• Selvagem (WT): Atg7 +   

• Flanqueado (loxP): Atg7 loxP  

• Nocaute (Atg7-/-): Atg7 - 
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Figura 3: Cruzamentos realizados para obtenção dos genótipos de interesse. Obtenção dos dois 
grupos de interesse; WT: 30-50%NZB Alb-Cre Atg7+/+ e Atg7-/-: 30-50%NZB Alb-Cre Atg7-/-. Elaborado 
pelo autor. 

 

A manutenção dos camundongos seguiu o Guide for the Care and use 

of Laboratory Animals (GARBER et al., 2011), sendo que os animais tiveram acesso 

ad libitum a água e ração (PRESENCE RATOS e CAMUNDONGOS, Purina), e foram 

mantidos à 22ºC em ciclo de 12 h de luz e 12 h de escuro (NAGY et al., 2003). 

Todos os animais foram genotipados a partir de biópsia de orelha 

coletada 10-12 dias (P10-P12) após o nascimento, conforme descrito anteriormente 

(MACHADO et al, 2015; KOMATSU et al, 2005; POSTIC et al, 1999; CARVALHO et 

al, 2020). Com esta mesma idade também foi coletada uma biópsia da cauda. Para 

coleta de cauda, coração e fígado, os animais foram sacrificados com 21 ou 100 dias 

de idade (P21-P100). Todos os tecidos foram armazenados em criotubos de 2 mL e 
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imediatamente congelados em nitrogênio líquido. As amostras foram mantidas à -

80ºC, até o uso. 

 

3.2. Genotipagens 
 

A genotipagem inicial dos animais foi realizada a partir do DNA total 

isolado de biópsia auricular coletada 10-12 dias após o nascimento, conforme descrito 

previamente (MACHADO et al., 2015; THE JACKSON LABORATORY (stock No 

3574)). Resumidamente, as amostras 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 100 μg/mL proteinase K] por 3 h a 65°C. Ao 

final, as amostras foram incubadas por 20 min adicionais a 95°C para inativação da 

proteinase K e armazenadas a -20°C até o uso. As genotipagens de Atg7 (loxP e 

excisado) e Alb-Cre foram realizadas por PCR convencional. As amostras 

previamente congeladas foram descongelas e centrifugadas à 10000 x g por 5 min, e 

então diluídas 5 vezes em água. Aplicou-se em cada tubo de reação de PCR 5 µl da 

amostra diluída e 10 µl do mix de reação contendo 300nM dos primers F (senso) e R 

(anti-senso), 2,2 µl de água e 7,5 µl de JumpStart (Sigma-Aldrich). A sequência dos 

primers utilizados é apresentada na tabela abaixo. A PCR foi realizada considerando 

30 ciclos de 94ºC por 30 s, 65ºC por 3 s, 75ºC por 63 s e 72ºC por 5 min. Ao término, 

as amostras foram mantidas à 4ºC e visualizadas após eletroforese em gel de agarose 

2%, com o auxílio do corante Syber Safe (Sigma-Aldrich). 
 

Gene alvo         Primer Senso         Primer Anti-senso 
Atg 7 LoxP TGGCTGCTACTTCTGCAATGATGT CAGGACAGAGACCATCAGCTCCAC 

Atg 7 Excisado TCTCCCAAGACAAGACAGGGTGAA AAGCCAAAGGAAACCAAGGGAGTG  
Alb – Cre Controle Interno ACGCGTTAATGGCTAATCGC GGCGCTAAGGATGACTCTGG 
Alb – Cre CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC 

Tabela 1. Sequências dos primers senso e anti-senso utilizados na reação de PCR para genotipagem dos 
camundongos. 
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3.3. Análise de heteroplasmia e número de cópias de mtDNA 
 

Para análise da cauda, coração e fígado, foram utilizados 22 animais do 

grupo controle (13 com 21 dias e 9 com 100 dias) e 24 animais do grupo nocaute (15 

com 21 dias e 9 com 100 dias), o DNA total foi extraído utilizando protocolo a base de 

fenol-clorofórmio, conforme previamente descrito por Machado e colaboradores 

(2015). Resumidamente, os diferentes tecidos foram digeridos overnight à 55ºC em 

500 µL de solução de digestão SNET [0,4 M NaCL, 1,0 M Tris-HCl (pH 8,0), 0,5 M 

EDTA (pH 8,0), SDS 20% e 0,4 mg/mL proteinase K]. A proteína foi removida por 

tratamento com solução contendo 25:24:1 de fenol (P4557 Sigma), clorofórmio 

(QHC028 QHEMIS) e álcool isoamílico (A1074.01-BJ Synth), agitada por 30 minutos 

e posteriormente centrifugada a 14000 x g por 5 minutos em temperatura ambiente. 

Após a retirada do sobrenadante, foi adicionado 24:1 de clorofórmio e álcool isoamílico 

e a centrifugação anterior repetida. A precipitação do DNA foi feita com isopropanol 

100% (1.093.4.1000 Merck), centrifugação a 13000 x g por 15 minutos em temperatura 

de 4°C. A lavagem foi realizada com etanol 70% (Sigma-Aldrich), seguida de 

centrifugação a 13000 x g por 15 minutos em temperatura ambiente, e a eluição em 

água ultrapura (ThermoFisher Scientific).  

Os níveis de mtDNA NZB e B6 foram determinados por amplificação no 

equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific) seguindo o 

descrito por Machado et al. 2015. Para cada amostra, foram realizadas triplicatas com 

volume de 15 μl contendo 0,2 μM de primers, 1x LuminoCt SYBR Green qPCR 

ReadyMix (Sigma-Aldrich) e 1 ng de DNA total. Para tal, foram usados os primers 

ARMS22 e MT20 (que amplificam um fragmento de 118 pb específico do mtDNA NZB) 

e os primers ARMS2 e MT14 (que amplificam um fragmento de 146 pb específico do 

mtDNA B6) (Tabela 2). Os níveis de cada haplótipo foram comparados em cada 

amostra considerando-se a fase exponencial de amplificação. A porcentagem de 

mtDNA NZB foi determinada em relação à soma das quantidades de mtDNA NZB e 

B6. As reações de amplificação foram conduzidas por 40 ciclos de 95°C durante 10 

min, 95°C por 15 s e 62°C por 1 min. A sequência dos primers utilizados segue na 

tabela abaixo. 
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Gene alvo Primer Senso Primer Anti-senso 
ARMS 2/14 CTCCGTGCTACCTAAACACCTTATC CCTAAGAAGATTGTGAAGTAGATGATGTC 

ARMS 20/22 TGGCACTCCCGCTGTAAAAA TTATCCACGCTTCCGTTACGTC 
Tabela 2. Sequências dos primers senso e anti-senso utilizados na reação de qPCR (PCR quantitativo) para 
calcular o nível de NZB presentes nos diferentes tecidos. 

 

A quantidade total de cópias de mtDNA por célula também foi 

determinada no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System, como descrito por 

Machado e colaboradores (2015). O número total de cópias de mtDNA por célula foi 

determinado por amplificação paralela de qPCR de um fragmento de mtDNA, parte de 

mt-Nd1, através do primer mt-Nd1 (Tabela 3), juntamente à amplificação do gene 

nuclear de cópia única Apob, o qual foi empregado para normalização do número de 

cópias de mtDNA por célula (Tabela 3), considerando que duas cópias do gene Apob 

estão presentes por célula (MACHADO et al., 2015). As quantificações utilizando o 

primer mt-Nd1 foram realizadas em triplicatas e nas mesmas concentrações utilizadas 

para medir o nível de mutações. Enquanto, quantificações com o normalizador 

nuclear, que também foram realizadas em triplicatas, continham 0,2 μM de primers, 

1x LuminoCt SYBR Green qPCR ReadyMix (Sigma-Aldrich) e 1 ng de DNA total. 

 

Gene Alvo         Primer Senso         Primer Anti-senso 
mt-Nd1 TCCGAGCATCTTATCCACGC GTATGGTGGTACTCCCGCTG 
Apob CACGTGGGCTCCAGCATT TCACCAGTCATTTCTGCCTTTG 

Tabela 3. Sequências dos primers senso e anti-senso utilizados na reação de qPCR para quantificar o número de 
cópias de mtDNA presente nos diferentes tecidos. 

 

 

3.4. Western blotting 
 

Os níveis das proteínas alvo foram analisados por western blotting 

utilizando lisado hepático de camundongos P21 e P100, foram utilizados 14 animais 

do grupo controle (7 com 21 dias e 7 com 100 dias) e 14 animais do grupo nocaute (7 

com 21 dias e 7 com 100 dias), como descrito em Campos e colaboradores (2017). A 

homogeneização do tecido foi realizada com auxílio de pestilo na presença de 1:3 
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(relação massa:volume) de tampão contendo 5μl de inibidor de protease para cada 1 

mg de tecido, 210 mM de manitol, 70 mM de sacarose, 5 mM de MOPS e 1 mM de 

EDTA (pH 7.4). As amostras homogeneizadas foram centrifugadas a 22000 x g por 5 

min e temperatura de 4ºC. Após recuperação do sobrenadante este foi utilizado para 

determinação da concentração proteica pela técnica de Bradford. A curva de Bradford 

foi realizada com albumina bovina a 1mg/ml, nas diferentes proporções: 0μl de 

albumina:20μl de água, 1μl de albumina:19μl de água, 3μl de albumina:17μl de água, 

5μl de albumina:15μl de água, 7μl de albumina:13μl de água, 10μl de albumina:10μl 

de água. Finalmente, a concentração proteica foi ajustada para 3 mg/ml por adição de 

água e tampão de amostra 5x (SDS, glicerol, bromofenol, 1 M Tris-Cl [pH 6,8] e b-

mercaptoetanol), seguido de aquecimento à 95ºC por 5 min. 

As amostras foram aplicadas em gel SDS-PAGE (15%) para separação 

das proteínas por eletroforese. A corrida foi realizada a 120 V por 1 h. Após, foi 

realizada a transferência das proteínas para uma membrana de PVDF através do 

sistema de transferência Mini Trans-Blot Cell (BioRad, a 110V por 1 h 15). A 

transferência das proteínas foi confirmada por coloração da membrana com solução 

PONCEAU, seguido de bloqueio por 2 h em solução TTBS (10 mM Tris-CL [pH 7,6], 

150 mM NaCl e 0,1% Tween 20) contendo 5% de albumina sérica bovina (BSA). Após 

incubação overnight da membrana com o anticorpo primário 1:1000 (anti- 

MAP1LC3A/B (4108S, Cell Signaling Technology), -SQSTM1 (5114S, Cell Signaling 

Technology), -TOMM20 (sc-11415, Santa Cruz Biotechnology), -TFAM (SAB1401383, 

Sigma Aldrich), -MT-CO1 (ab14705, Abcam) e -GAPDH (2-RGM2, Advanced 

Immunochemical)), a mesma foi lavada em solução TTBS (3 vezes de 5 min cada) e 

incubada por 2 h com anticorpo secundário 1:3000 (reativo a espécie em que o 

anticorpo primário foi produzido, anti-camundongo IgG-HRP (KPL), anti-coelho IgG-

HRP (KPL)) conjugado a peroxidase. Finalmente, a membrana foi lavada em solução 

TTBS (3 vezes de 5 min cada), revelada com reagente ECL prime (GE) e analisada 

por bioluminescência. Os níveis de cada proteína foram determinados utilizando o 

ImageJ (NIH) e são apresentados, após normalização pelo GAPDH, em relação ao 

grupo controle WT. 
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3.5. Análise de dados 
 

O nível de mtDNA NZB em um dado momento e tecido (e.g., fígado no 

P21 ou P100) foi normalizado (subtração) pelo nível de mtDNA NZB na cauda do 

mesmo animal e coletado de modo contemporâneo (e.g., P21 ou P100) ou 

anteriormente (e.g., P10). Esta diferença é expressa nos resultados abaixo como delta 

NZB, sendo utilizada para correção dos valores iniciais de mtDNA NZB no animal 

(SHARPLEY et al, 2012). Trabalhos anteriores mostraram que os níveis de mtDNA 

NZB na cauda se mantêm estáveis ao longo da vida do animal, possibilitando o uso 

da cauda com esse propósito (JENUTH et al, 1997; BATTERSBY et al, 2003; 

SHARPLEY et al, 2012; LECHUGA-VIECO et al, 2020). Alternativamente, o delta NZB 

transformado (h’) foi calculado como proposto por Johnston e Jones (2016): h’ = ln (ℎ 

(ℎ0−1) / ℎ0 (ℎ − 1)), onde h é o valor NZB (proporção) em um determinado tecido e 

idade (e.g., fígado no P21 ou P100), enquanto h0 é o valor NZB inicial (proporção) 

estimado com base na cauda (e.g., P10). A correção considerando o delta NZB 

transformado é considerada mais robusta do que o delta NZB, permitindo a 

comparação de camundongos com diferentes valores iniciais de mtDNA NZB. Valores 

positivos de h' indicam aumento dos níveis de mtDNA NZB em relação a h0. 

 A análise estatística foi realizada por meio do programa SAS University 

Edition v. 9.4 (SAS Institute Inc, Cary, NC, EUA). Os dados foram testados quanto à 

distribuição normal e homogeneidade de variâncias, e transformados quando 

necessário. Os valores de NZB, delta NZB, delta NZB transformado e número de 

cópias de mtDNA foram comparados entre os grupos (WT vs. Atg7- / -) e idades (P21 

vs. P100) por meio de teste t-Student não pareado. Os níveis de proteína foram 

comparados entre grupos e idades por ANOVA de dois fatores, seguido do teste de 

comparação de médias de Tukey. Diferenças com probabilidades (P) < 0,05 foram 

consideradas significativas. Os dados são apresentados como média ± desvio padrão 

(DP). 
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4. RESULTADOS 
 

Para investigar um possível papel da autofagia no fenótipo hepático, 

deletamos condicionalmente o gene Atg7 (Figura 4), através da excisão do éxon 14, 

cruzando fêmeas heteroplasmáticas BL6/NZB (Machado et al, 2015) com machos 

Atg7-floxed (KOMATSU et al, 2005) e Alb-Cre (POSTIC et al, 1999).  

 

Figura 4: Deleção condicional do gene Atg7. Utilizando o sistema Cre-loxP com ativação específica 
em fígado, através do gene Alb, foi possível deletar o éxon 14 do gene Atg7, tornando-o inativo nesse 
tecido. Elaborado pelo autor. 

 

A fim de confirmar a excisão do éxon 14 do gene Atg7 e comprovar a 

eficiência do nocaute, foram genotipadas amostras de cauda, fígado, rim, baço e 

coração dos camundongos pertencentes aos grupos selvagens (WT) e nocaute (Atg7 
-/-) (Figura 5). As análises foram realizadas em duas etapas: na primeira (Figura 5A), 

observamos que, independentemente do tecido analisado, os animais WT 

apresentaram bandas amplificadas com ~200 pb (indicativo da forma selvagem do 

alelo Atg7), enquanto os animais Atg7-/-, apresentaram bandas entre 500 e 600 pb 

(indicativo do alelo Atg7-floxed); a segunda parte consistiu em analisar a deleção do 

éxon 14 nos diferentes tecidos (Figura 5B). Nessa etapa podemos observar que todas 

as amostras do grupo WT apresentaram bandas maiores que 1000 pb (indicativo da 

forma selvagem do alelo Atg7), enquanto nas amostras Atg7-/- notamos que apenas a 

amostra de fígado apresentou uma banda na altura de ~600 pb (indicativo da versão 

recombinada do alelo Atg7-floxed, ou seja, deletado para o éxon 14). 
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Figura 5: Confirmação do nocaute fígado específico. Análises de cauda (Ca), fígado (F), rim (R), 
baço (B) e coração (C) de camundongos com 100 dias de idade. (A) A presença de sítios loxP 
flanqueando o éxon 14 do gene Atg7 resulta em um fragmento de ~ 550 pb (sequência floxed). (B) A 
expressão de Cre recombinase leva à recombinação de locais loxP e excisão do éxon 14, que é 
detectado como um fragmento de ~ 600 pb apenas no fígado de camundongos Atg7-/- (sequência 
excisada); no grupo WT, um fragmento> 1000 pb é observado (sequência de tipo selvagem). CN = 
controle negativo. 

 

Após a confirmação do nocaute tecido-específico, o impacto do bloqueio 

da autofagia sobre os níveis de mtDNA NZB foram acessados, por qPCR, no fígado e 

na cauda dos animais ao atingirem 21 dias de idade (P21). O bloqueio da autofagia 

no fígado desencadeou uma alteração no padrão de segregação comparado com 

animais WT (Figura 6A). As caudas P21 apresentaram segregação neutra como 

indicado por níveis similares (P=0,57) de NZB entre os grupos WT (33,9%) e Atg7-/- 

(31,7%), e também pelo cálculo do delta NZB (Figura 6B). Por outro lado, o delta NZB 

no fígado foi maior em animais WT do que nos Atg7-/- (Figura 6C), consequentemente 

resultando em maiores níveis de NZB no fígado dos animais WT (43,8%) em relação 

aos Atg7-/- (33,3%; P = 0,01). Vale salientar que os níveis de mtDNA NZB nos 

diferentes tecidos foram normalizados através do cálculo do delta NZB pelos valores 

encontrados na cauda, como sugerido por relatos prévios (JENUTH et al. 1997 e 

SHARPLEY et al. 2012). 
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Figura 6: O nível de DNA mitocondrial (mtDNA) NZB no fígado é dependente da expressão de 
Atg7. Para as análises de 21 dias foram utilizados 13 animais para o grupo WT e 15 animais para o 
grupo Atg7-/-. (A) O nocaute de Atg7-/- aos 21 dias resultou na estabilização dos níveis de mtDNA NZB 
no fígado. As caudas também não apresentaram diferença significativa entre os grupos (B). Enquanto 
no fígado, o nível de NZB foi maior no grupo WT (C). Os grupos foram comparados por teste T e foi 
considerado P < 0,05 como significativo. 

 

O delta NZB transformado é considerado uma análise mais robusta do 

que o delta NZB, possibilitando comparar até mesmo animais com valores inicialmente 

bastante distintos de NZB na cauda, pois avalia os níveis de NZB dependente do valor 

inicial; valores positivos de delta NZB transformado indicam aumentam no nível de 

NZB, enquanto valores negativos indicam perda. Os valores transformados 

confirmaram os resultados encontrados por meio do cálculo do delta NZB. Em resumo, 

a segregação do mtDNA na cauda apresentou-se neutra tanto em camundongos WT 

quanto em Atg7-/- (Figura 7A). Porém, diferente do acúmulo de mtDNA NZB observado 

no fígado do grupo WT (0,44), o nível de mtDNA se mantém estável no fígado do 

grupo Atg7-/- (0,08) (Figura 7B). 
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Figura 7: O nível de DNA mitocondrial (mtDNA) NZB no fígado é dependente da expressão de 
Atg7. A transformação dos valores NZB comprovaram que a cauda possui segregação neutra, 
independentemente do grupo (A). Enquanto no fígado, visualizamos um ganho de NZB no grupo WT, 
mas não no Atg7-/- (B). Os grupos foram comparados por teste T e foi considerado P < 0,05 como 
significativo. 

 

Buscando aprofundar nosso entendimento sobre os efeitos descritos 

acima, calculamos o número total de cópias de mtDNA. Como resultado, observamos 

um aumento significativo do número de cópias de mtDNA no fígado de animais Atg7-

/- em relação aos WT no P21 (P = 0,0001, Figura 8A). Em comparação, o número de 

cópias de mtDNA entre os grupos, quando considerada a análise na cauda, manteve-

se similar (Figura 8B). É importante destacar que a análise do número de cópias no 

fígado, quando considerada a contribuição de cada genótipo, indicou aumento do 

mtDNA BL6, nos animais Atg7-/-, mas não do NZB (Figura 8C). 

 

 

Figura 8: O nocaute do Atg7 resulta em acúmulo de cópias de mtDNA no fígado. Para as análises 
de número e cópias de mtDNA com 21 dias foram utilizados 13 animais para o grupo WT e 15 animais 
para o grupo Atg7-/-. O grupo Atg7-/- apresentou maior número total de cópias de mtDNA no fígado aos 
21 dias (A), mas não apresentou diferença entre as caudas. Os níveis de BL6 estão aumentados no 
grupo Atg7-/-. Os grupos foram comparados por teste T e foi considerado P < 0,05 como significativo. 
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Em seguida, para investigar se o fenótipo encontrado nos animais P21 

sofria alterações durante o envelhecimento, analisamos um grupo de camundongos 

adultos, com 100 dias (P100). Ao analisarmos o fígado desses animais encontramos 

que o grupo Atg7-/- apresentou o mesmo padrão observado no grupo P21, com o 

acúmulo de NZB praticamente nulo quando comparado ao grupo WT (Figura 9A). Por 

outro lado, o grupo WT apresentou no mesmo período um ganho substancial de NZB 

no fígado (delta NZB igual a ~25%, Figura 9B). Também confirmamos que o nocaute 

do gene Atg7-/- no fígado de animais P100 não causou impacto sobre o nível de mtDNA 

NZB na cauda (Figura 9C) e no coração (Figura 9D), em comparação com a cauda no 

P10.  

 

 
Figura 9: O nocaute do Atg7 resulta em estabilização do NZB no fígado de camundongos 
adultos. Para as análises de níveis de mtDNA NZB, após 100 dias, foram utilizados 9 animais para o 
grupo WT e 9 animais para o grupo Atg7-/-. Os níveis de NZB no fígado dos animais do grupo Atg7-/-, 
representados pelo triângulo, permaneceram estáveis (A). Os níveis de NZB presentes no fígado do 
grupo WT foram ainda maiores do que os vistos em P21, para o mesmo grupo (B). O nocaute também 
não afetou os níveis de NZB presentes na cauda (C) e no coração (D) com 100 dias. Os grupos foram 
comparados por teste T e foi considerado P < 0,05 como significativo. 

 

Para visualizar de maneira mais clara o nível de NZB no camundongo 

adulto, comparamos cada grupo com o delta NZB transformado de P21 e P100. Ao 

analisar o fígado dos animais P100, notamos um acúmulo substancial no nível de 
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mtDNA NZB no grupo WT, mas não no Atg7-/- (Figura 10A). Já, ao comparar os valores 

dentro de cada grupo após 100 dias, observamos que o delta NZB transformado nos 

fígados WT variaram de 0,4 (P21) para 1,0 (P100; Figura 10B), enquanto para os 

animais Atg7 -/- a variação permaneceu próxima de zero (Figura 10C).  

 

 
Figura 10: O nocaute de Atg7 estabilizou o ganho de NZB no fígado. Os níveis de NZB foram 
significativamente maiores no fígado do grupo WT (A). Quando comparamos esses parâmetros nos 
dois pontos de checagem, P21 e P100, notamos que o grupo WT sofreu acúmulo de NZB já nos 
primeiro 21 dias, mas no camundongo adulto (P100), tal acúmulo tornou-se ainda mais significativo (B). 
Enquanto o grupo Atg7-/-, permaneceu com a variação no nível de NZB praticamente nula (C). Os 
grupos foram comparados por teste T e foi considerado P < 0,05 como significativo. 

 

Em contraste com o acúmulo de mtDNA em P21 (Figura 6A), o número 

total de cópias de mtDNA no P100 foi menor no fígado Atg7-/- do que no WT (4.491 vs 

5.801, respectivamente; Figura 11A). Quando analisamos o número de cópias de 

mtDNA por grupo podemos traçar dois fenótipos: o primeiro é o aumento no número 

de cópias de mtDNA no grupo WT ao se comprar fígados P21 e P100 (Figura 11B); já 

o segundo fenótipo pode ser visto no grupo Atg7-/-, onde se observa um aumento no 

número de cópias de mtDNA em fígado P21, seguido de redução no P100 (Figura 

11C).  
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Figura 11: O nocaute de Atg7 gerou queda no número de cópias de mtDNA no camundongo 
adulto. O número de cópias de mtDNA foram significativamente maiores no fígado do grupo WT (A). 
Quando comparamos esses parâmetros nos dois pontos de checagem, P21 e P100, notamos que o 
grupo WT sofreu acúmulo de cópias no fígado de camundongos adultos (P100) (B). Enquanto o grupo 
Atg7-/-, diminuiu o número de cópias (C). Os grupos foram comparados por teste T e foi considerado P 
< 0,05 como significativo.  

 

Para obter mais informações sobre os mecanismos associados à 

segregação de mtDNA, avaliamos os níveis de diferentes proteínas no fígado dos 

animais P21 e P100 (Figura 12A e B, respectivamente) através da técnica de Western 

Blotting. Entre elas temos as proteínas MAP1LC3A/B I (LC3 - I) e MAP1LC3A/B II 

(LC3 - II), as quais são consideradas marcadores padrões de autofagossomos. 

Também realizamos a mensuração de P62/SQSTM-1 (P62), por seu importante papel 

como receptora de autofagia (RUNWAL; STAMATAKOU; SIDDIQI; PURI; ZHU e 

RUBINSZTEIN, 2019); de TOMM20, por se tratar de um receptor essencial para 

proteínas direcionadas à mitocôndria (PARK; LEE; CHOI; JOUNG; YOON e KIM, 

2019); de TFAM, por estar envolvido na regulação da transcrição e replicação do 

mtDNA (KANG; CHU e KAUFMAN, 2018); e MT-CO1, considerado um indicador 

indireto de atividade e quantidade de mtDNA (GHAFFARI et al., 2015). 
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Figura 12: Avaliação do conteúdo proteico de proteínas relacionadas a autofagia. Mensuramos 
os níveis de proteínas envolvidas na autofagia, como por exemplo LC3-I, LC3-II e P62, Além de 
proteínas envolvidas na biogênese de mtDNA, como as proteínas TOMM20, MT-CO1 e TFAM. Foi 
analisado o fígado de animais em P21 (A) e em P100 (B), para os dois grupos de interesse. 

 

Houve aumento nos níveis de MAP1LC3A/B I (LC3 – I) e P62/SQSTM-1 

(P62) nos fígados de animais Atg7-/-, em ambas as idades (Figura 13A e B, 

respectivamente). Esses resultados, somados a ausência de detecção da banda 

correspondente a MAP1LC3A/B II (LC3 – II) no grupo Atg7-/- do P21 e P100 (Figura 

12A e B), são sugestivos de boqueio no fluxo autofágico. O grupo Atg7-/- no P21, 

comparado ao WT, também apresentou maiores níveis de TOMM20 e MT-CO1 

(Figura 13C e D, respectivamente); essas são proteínas mitocondriais 

respectivamente codificadas pelo nDNA e mtDNA. Apesar dessas proteínas 

aumentarem nos fígados WT do P21 para o P100, não se observou diferença delas 

entre fígados WT e Atg7 -/- no P100. Também, um aumento significativo foi detectado 

para os níveis de TFAM no grupo WT do P21 para o P100. No entanto, o grupo Atg7-

/- não apresentou tal aumento, pelo contrário, os níveis de TFAM diminuíram no fígado 

P100.  
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Figura 13: Proteínas relacionadas ao funcionamento mitocondrial. Níveis elevados de proteínas 
LC3-I e P62 foram encontrados no grupo Atg7-/-, P21 e P100 (A). Os níveis de TOMM20 (C) e MT-CO1 
(D) encontram-se aumentados no grupo Atg7-/- (P21 e P100) e no WT (P100).  Enquanto, os níveis de 
TFAM (E) não aumentaram no grupo Atg7-/- com a idade. Os grupos foram comparados por teste T e 
foi considerado P < 0,05 como significativo. 
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5. DISCUSSÃO  
 

O presente projeto visou analisar se o nocaute condicional do gene Atg7 

influencia no acúmulo hepático de mtDNA NZB em camundongos heteroplásmicos. O 

gene Atg7, em camundongos, é formado pela compilação de 17 éxons, sendo o éxon 

14 responsável pela codificação do resíduo de cisteína do sítio ativo essencial para 

lipidação do LC3-I, por exemplo (KOMATSU et al., 2005). Para confirmar a excisão 

desse éxon, realizamos genotipagens por PCR convencional que possibilitaram a 

separação dos animais em dois grupos: o WT, o qual possuía a cópia Atg7 selvagem, 

e o Atg7-/-, com a cópia Atg7 flanqueada por sítios loxP em todos os tecidos. Uma vez 

que todos esses animais eram transgênicos para Alb-Cre, somente no fígado 

verificou-se a forma excisada do alelo Atg7 em decorrência da recombinação dos 

sítios loxP (Figura 5).  

A comprovação do modelo experimental também ocorreu através da 

verificação de altos níveis de LC3 – I e P62 no grupo Atg7-/- (Figura 13A e B, 

respectivamente), somados a ausência de detecção nesse mesmo grupo de LC3 – II 

(Figura 12).  As proteínas LC3 – I e LC3 – II são consideradas marcadores padrão de 

autofagossomos. Por meio da ação de várias enzimas, incluindo a ATG7, a ativação 

autofágica resulta na conversão de LC3 – I em LC3 – II. Assim, a ausência de LC3 – 

II no fígado de animais Atg7-/- constitui forte evidência de bloqueio autofágico, 

consequentemente resultando no acúmulo de LC3 – I. Os níveis aumentados de P62 

também apontam nesse sentido, uma vez que este medeia a interação do 

autofagossomo com o substrato a ser degradado. Por tanto, o acúmulo de P62 é 

indicativo de acúmulo de substratos marcados para degradação autofágica 

(RUNWAL; STAMATAKOU; SIDDIQI; PURI; ZHU E RUBINSZTEIN, 2019).  

Após a confirmação do nocaute condicional, buscamos analisar a 

segregação do mtDNA NZB nos diferentes grupos e momentos considerados. A 

segregação de mtDNA específica do fígado e relacionada à idade foi amplamente 

relatada em camundongos e humanos nas últimas décadas (PIKÓ et al, 1988; 

JENUTH et al, 1997; LI et al, 2015; NAUE et al, 2015; LECHUGA-VIECO et al, 2020; 

SHARPLEY et al, 2012; SAMUELS et al, 2013; BURGSTALLER et al, 2014). Dados 

anteriores do nosso grupo demonstraram que o envelhecimento de camundongos 

heteroplasmáticos por 100 dias resultou em forte acúmulo de mtDNA NZB no fígado 
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(delta NZB = 27,7 e delta NZB transformado = 1,44), se comparado com tecidos com 

segregação neutra, como o coração (2,7 e 0,11, respectivamente) e o cérebro (2,9 e 

0,13, respectivamente) (MACHADO et al, 2015).  

Em contraste com esses achados anteriores, nossos dados atuais 

apontam que o nocaute do Atg7 resultou em níveis estáveis de mtDNA NZB no fígado 

(Figuras 6C e 9B). De forma bastante evidente, o delta NZB transformado do grupo 

Atg7-/- (Figuras 7 e 10) apresentou h’ próximo de zero tanto no P21 como no P100. 

Este resultado é cerca de 10 vezes menor nos fígados Atg7-/- do que que no grupo 

WT com 100 dias (Figura 10), indicando que a deficiência de ATG7 bloqueou o 

acúmulo de mtDNA NZB no fígado desses animais. 

Para investigar outras consequências do bloqueio autofágico, 

mensuramos o número de cópias de mtDNA por célula e os níveis de diferentes 

proteínas envolvidas na renovação e degradação mitocondrial. No P21, o fígado dos 

animais do grupo Atg7-/- apresentou cerca de 2.500 cópias de mtDNA a mais que o 

grupo WT com a mesma idade (Figura 8A). Esse aumento significativo no número de 

cópias corrobora o bloqueio autofágico uma vez que na ausência de degradação é 

esperado o acúmulo de mitocôndrias/mtDNA. Além disso, o aumento de TOMM20 e 

MT-CO1 (Figura 13C e D, respectivamente) respalda o acúmulo de mitocôndrias no 

fígado de animais Atg7-/- no P21. 

Em animais P100, o grupo Atg7-/- apresentou aproximadamente 1.000 

cópias de mtDNA a menos que o grupo WT (Figura 11A). Essa redução é explicada 

tanto pelo aumento do número de cópias de mtDNA no grupo WT do P21 para o P100, 

como pela redução do número de cópias de mtDNA no grupo Atg7-/- no mesmo 

período (Figura 11). Em paralelo, os níveis de TOMM20 e MT-CO1 aumentaram do 

P21 para o P100 em animais WT, mas mantiveram-se estáveis nos animais Atg7-/- 

(Figuras 13C e D). Como resultado, não foi observada diferença entre animais WT e 

Atg7-/- quanto aos níveis de TOMM20 e MT-CO1 no P100, sugerindo que a redução 

no número de cópias de mtDNA nos animais Atg7-/- no P100 não foi acompanhada por 

redução do número de mitocôndrias. Diante dessa hipótese, mensuramos os níveis 

de TFAM, uma importante proteína envolvida no empacotamento e regulação da 

transcrição e repllicação de mtDNA (KANG; CHU e KAUFMAN, 2018). Nossos dados 

apontam que os níveis de TFAM estavam aumentados em cerca de 9 vezes nos 

animais WT comparado ao Atg7-/- no P100 (Figura 13E). Os níveis de TFAM nos 



28 
 
animais Atg7-/- inclusive mostraram-se menores no P100 em comparação ao P21 

(Figura 13E), indicativo de possível repressão da replicação do mtDNA nesse grupo. 

Com base nos resultados acima, e considerando que a proliferação 

celular bem como a replicação seletiva foram anteriormente excluídas como atuando 

sobre a segregação do mtDNA NZB no fígado (BATTERSBY et al., 2001; LECHUGA-

VIECO et al., 2020), sugerimos que a autofagia é o principal mecanismo responsável 

por este fenótipo no fígado. Resultados obtidos por Lechuga-Vieco e colaboradores 

(2020), apontam para evidências de que a segregação do mtDNA em camundongos 

heteroplásmicos BL6/NZB é determinada pela eliminação do mtDNA menos adaptado 

(LECHUGA-VIECO et al, 2020). Já De Grey (1997) propôs que, ao acentuar o defeito 

sobre a função mitocondrial e a geração de ROS, o acúmulo de moléculas deletérias 

como o mtDNA NZB acaba por mitigar um possível dano maior ao fígado e a 

sobrevivência do animal como um todo (DE GREY, 1997). Portanto, é possível que as 

mutações deletérias no mtDNA se adequem melhor ao metabolismo hepático, 

acumulando-se por ação da autofagia ao longo do tempo (Figura 14). 
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Figura 14: Modelo hipotético que explica a segregação de mtDNA específica do fígado. A 
segregação mitocondrial no fígado é uma consequência da depuração autofágica do mtDNA menos 
adaptado. Como consequência, isso leva a um rápido acúmulo, ou mesmo fixação, dependente do 
tempo, do mtDNA mais adequado, que pode ser representado por uma mutação deletéria e 
virtualmente levar à doença. Elaborada pelo autor. 
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6. CONCLUSÃO 
 

Em conclusão, identificamos a autofagia como força motriz do acúmulo 

de mtDNA NZB no fígado através da eliminação seletiva de mtDNA BL6.  Além disso, 

nossos resultados levantam a interessante possibilidade de que é possível modular 

os níveis heteroplásmicos por meio de drogas e de outras intervenções com vistas a 

regulação da autofagia. No entanto, levando em consideração que os mtDNAs NZB e 

BL6 são haplótipos não patológicos, resta verificar se o mesmo mecanismo se aplica 

a outras variantes de mtDNA, como mutações potencialmente deletérias que se 

acumulam no fígado durante o envelhecimento humano (LI et al, 2015). 

Consequentemente, estudos com o intuito de esclarecer os processos pelos quais a 

segregação de mtDNA ocorre no tecido hepático são essenciais para ampliar o 

conhecimento básico sobre o assunto e para o desenvolvimento de possíveis 

alternativas terapêuticas. 
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