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RESUMO

O DNA mitocondrial (mtDNA) de mamiferos esta sujeito a elevada frequéncia de mutacdes
que podem desencadear doengas graves. Para desencadear uma patologia, o nivel de mutagédo
deve ultrapassar uma quantidade minima, que varia entre tecidos. 1sso porque, multiplas copias
de mtDNA estéo presentes em cada célula e moléculas mutantes normalmente co-existem com
moléculas selvagens (heteroplasmia). O acimulo de muta¢Ges no mtDNA ¢ bastante acentuado
no figado. As mitocondrias estdo sujeitas a eventos continuos de fusdo e fissdo, que permite a
troca de conteudo entre diferentes mitocondrias de uma mesma célula. No entanto, em casos
em que ha mutacbes no mtDNA, os eventos de dindmica espalham a mutacdo pela rede
mitocondrial, dificultando a sua eliminacdo. Utilizando camundongos nocaute para a mitofusina
2 (Mfn2) e heteroplasmicos, contendo um haplétipo mitocondrial selvagem e um mutante, foi
visto que os animais apresentaram um acumulo de aproximadamente 17% nos niveis do
haplotipo mutante em relacdo ao nivel inicial presente. Ou seja, 0 acimulo de mtDNA mutante
continuou acontecendo no tecido hepatico, independente da expressdao de Mfn2. A MFN2
desempenha um papel critico na fusdo mitocondrial e na interacdo de mitoc6ndrias com o
reticulo endoplasmatico. Portanto, com este modelo experimental, fornecemos evidéncias de

que o acumulo de mtDNA no figado ocorre independentemente da expressdo de MFN2.

Palavras-chave: mitocondria, mtDNA, mutacao, heteroplasmia, Mfn2, figado.
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1. INTRODUCAO

As mitocondrias desempenham um papel fundamental na geragéo de energia,
mas também controlam uma miriade de fun¢des do organismo (WALLACE, 2018). Quase
todos os individuos sdo portadores de baixos niveis de mutacdes no DNA mitocondrial
(mtDNA), que podem ser transmitidas maternalmente. Essas mutacdes podem desencadear
doengas mitocondriais e estdo associadas a disturbios, como Parkinson e Alzheimer (PAYNE
et al. 2013; STEWART e CHINERRY, 2015). Os niveis de uma mesma muta¢do no mtDNA
costumam variar bastante entre tecidos, podendo se acumular com o envelhecimento
principalmente em tecidos que demandam grande aporte energético (CHINNERY e HUDSON,
2013; Ll etal., 2015). Curiosamente, isto € bastante acentuado no tecido hepatico, com acimulo
de mutagdes ndo-sindnimas no MtDNA (JENUTH et al. 1997; LI et al. 2015). As mitocéndrias
sdo altamente dinamicas para responder a diferentes situaces e dispdem de mecanismos de
fissdo e fusdo para adaptacdo (CHEN, CHAN 2017). A fusdo mitocondrial permite a mistura
do contetdo entre duas mitocdndrias, podendo diluir as moléculas mutantes entre as organelas
(MISHRA e CHAN, 2014) e pode estar relacionada com o padrdo de acimulo de mutacdes no
mtDNA do figado.

1.1 Mitocbndria

As mitocdndrias sdo organelas originadas a partir da associacdao de uma bactéria
primitiva com uma célula procariotica, resultado de uma relagdo simbidtica entre elas. Apos a
simbiose, a bactéria primitiva passou a ser uma organela com dupla membrana e com o tempo
transferiu seu material genético para a célula hospedeira. Ao passar dos anos, 0 genoma da
organela foi reduzido, consolidando a relacdo simbiotica e resultando no que hoje conhecemos
por mitocdndrias (STEWART e CHINERRY, 2015).

As mitocdndrias sdo conhecidas por desempenharem um papel fundamental no
metabolismo energético, através da producédo de trifosfato de adenosina (ATP) decorrente da
fosforilagdo oxidativa (OXPHOS). Além disso, também atuam na sinalizagdo intracelular de
calcio, na biossintese de aminoacidos e aglomerados de ferro-enxofre, além de estarem
relacionadas com os processos de apoptose, envelhecimento (KUHLBRANDT, 2015),
imunidade inata e autofagia (TILOKANI et al. 2018).



Essas organelas sdo constituidas por dupla membrana (externa e interna), um
espaco entre essas membranas e uma matriz (WALLACE e CHALKIA, 2013). A membrana
externa € voltada para o citosol (TILOKANI et al. 2018), sendo composta por poros que
permitem a passagem livre de ions e pequenas moléculas sem carga; para proteinas e moléculas
maiores, o transporte € mediado por translocases, o que auxilia na importagdo de centenas de
proteinas codificadas pelo DNA nuclear (nDNA) que sdo traduzidas no citosol. E por fim, a
matriz mitocondrial € o local em que ocorre a maioria das reacdes enzimaticas e biossintéticas,
como o ciclo do &cido tricarboxilico (KUHLBRANDT, 2015).

A membrana interna sofre invaginacdes que sdo conhecidas como as cristas
mitocondriais. E na membrana destas cristas que estdo localizados os cinco complexos
enzimaticos (1, I1, 111, IV e V) da cadeia transportadora de elétrons (KUHLBRANDT, 2015). A
oxidacdo de moléculas energéticas como acucares, lipidios e proteinas, acabam por gerar
elétrons que sdo transportados ao longo dos complexos I, I1, 111 e IV. A transferéncia de elétrons
entre os complexos | e 1V, por sua vez, gera energia que € utilizada para o bombeamento de H*
da matriz mitocondrial para o espaco intermembranar. O acimulo de H* no espaco
intermembranar gera um gradiente eletroquimico na mitocondria que é utilizado como forca
motriz pelo complexo V para a producéo de ATP. Por fim, o ATP produzido é exportado para
o citosol, atuando em diversas reacdes celulares (WALLACE e CHALKIA, 2013).

1.2. mtDNA e mutacdes

Devido a sua origem endossimbiotica, a mitocondria possui um genoma préprio,
o mtDNA. Em humanos e camundongos, o mtDNA contém ~16,5 kb, € circular, ndo apresenta
introns e esta localizado na matriz mitocondrial, preso a membrana interna (WALLACE e
CHALKIA, 2013). O mtDNA codifica para 37 RNAs necessarios para a sintese de 13
polipeptideos que compdem parte dos complexos I, I1I, IV e V da cadeia transportadora de
elétrons. Porém, o empacotamento, replicacdo e transcricdo do mtDNA, bem como a edi¢éo e
modificacdo dos transcritos codificados pelo mtDNA, sdo processos que estdo sob o controle
do nicleo dado que este codifica a maioria das proteinas mitocondriais (STEWART e
CHINERRY, 2015). Portanto, o funcionamento mitocondrial depende da expressao coordenada
do nDNA e mtDNA (WALLACE, 2018).

Estima-se que a taxa de muta¢es no mtDNA é aproximadamente 10 vezes maior
em comparacdo ao genoma nuclear (SATO, NAKADA, HAYASHI, 2006). Inicialmente, essa

elevada taxa era atribuida ao fato de a mitocondria constituir a principal fonte de espécies



reativas de oxigénio (ROS), aumentando a susceptibilidade do mtDNA a lesdes oxidativas.
Porém, resultados mais recentes que isso se deve principalmente a erros replicativos, apesar da
mitocéndria dispor de mecanismos de reparo (WALLACE e CHALKIA, 2013). Somado a isso,
0 mtDNA apresenta uma a alta densidade génica, resultando em elevada frequéncia (~1:5.000)
de doencas causadas por mutagdes no mtDNA (GORMAN et al. 2015).

Uma vez que uma célula abriga vérias copias de mtDNA, o surgimento de uma
mutacdo ndo afeta todo o conjunto de moléculas de uma vez. Nesse contexto, moléculas de
mtDNA mutadas coexistem com moléculas selvagens - condicdo denominada heteroplasmia
(STEWART e CHINERRY, 2015). Visto que, o mtDNA ¢é fundamental para a codificacdo e
funcionamento da maquinaria bioenergética da célula, pequenas variagfes neste genoma podem
ter impactos graves (JOHNSTON e JONES, 2016). Variantes de mtDNA em humanos ja foram
relacionadas a motilidade de espermatozoides, longevidade e predisposicdo a diversos
disturbios complexos (MORENO-LOSHUERTOS et al. 2006). A manifestacdo de patologias
depende da proporgdo de mtDNA mutado presente em um tecido (JOHNSTON e JONES,
2016). Em niveis baixos as mutacfes no mtDNA podem ter efeitos fenotipicos despreziveis.
Porém, ao exceder um limiar critico, pode levar ao desenvolvimento de doengas mitocondriais
(PEREIRA; GITSCHLAG; PATEL, 2021).

Ja foi demonstrado que a segregacdo de mtDNA em alguns tecidos ndo é
aleatoria, de forma a selecionar progressivamente um haplétipo em detrimento de outros, o que
é conhecido como viés de segregacao (JENUTH et al. 1997; BURGSTALLER et al. 2014). De
acordo com Lechuga-Vieco et al. (2020), a selecdo de mutacbes é um evento intracelular, em
que as células podem selecionar positivamente ou negativamente, de acordo com sua demanda
energética requerida pela OXPHOS. Desta forma, os requisitos metabolicos de cada tipo celular

direcionam a preferéncia por um haplétipo mitocondrial (LEGHUGA-VIECO et al. 2020).

1.3. Dinamica mitocondrial

Dependendo do tipo celular, o nimero de mitoc6ndrias pode variar, sendo maior
em celulas metabolicamente ativas, como por exemplo, os hepatocitos. As mitocondrias ndo se
mantém isoladas, pelo contrario, eventos continuos de fissdo e fusdo permitem que essas
organelas sejam dindmicas para se adaptarem a diferentes situacGes, como por exemplo, a
disponibilidade de nutrientes. O termo “dindmica mitocondrial” abrange este comportamento
realizado para misturar o contetdo de mitocdndrias, controlar sua morfologia e promover maior

funcionalidade (CHEN e CHAN, 2017). Além destes processos, a dinamica mitocondrial



também se associa com a movimentacdo de mitocondrias ao longo do citoesqueleto, além de
regular o controle de qualidade mitocondrial por meio da autofagia preferencial de mitocondrias
disfuncionais (NI et al. 2015).

A fisséo e fusdo mitocondrial apesar de serem opostas, devem ser equilibradas
de forma que a morfologia das mitocondrias se mantenha adequada em uma dada célula (CHEN
e CHAN, 2017). A extensdo da rede mitocondrial depende do equilibrio entre o alongamento e
fragmentacdo de mitocdndrias (MALENA et al. 2009). Ambos os processos de fissdo e fusdo
ocorrem de forma auténoma (PERNAS e SCORRANO, 2016). A importancia da dindmica
mitocondrial é observada, por exemplo, nos casos de perda da capacidade de fissdo ou fuséo,
onde se observa a instabilidade do mtDNA, disfungdo mitocondrial e fenétipos patoldgicos
(CHEN e CHAN, 2017).

A fissdo mitocondrial é o processo pelo qual uma mitocondria se divide em duas
mitocondrias filhas (TILOKANI et al. 2018). E principalmente mediado pela GTPase DRP1
(dynamin related protein 1), que precisa ser recrutada do citosol para a mitocondria. Este
processo inicia-se com a interacdo da mitocéndria com o reticulo endoplasmatico, levando a
uma constricdo inicial. DRP1 € recrutada para a mitocondria por meio de receptores presentes
na membrana externa. Quando presente na superficie mitocondrial, DRP1 da suporte a divisao
mitocondrial por promover a constricdo da organela (CHEN e CHAN, 2017).

Como as mitocondrias sdo organelas com dupla membrana, a fusdo mitocondrial
ocorre em duas etapas, primeiramente a fusdo da membrana externa e depois a fusdo da
membrana interna, formando assim, uma Gnica matriz mitocondrial comum. Desta forma, a
fusdo permite que as mitocéndrias compartilhem seu contetdo, como metabdlitos, proteinas e
mtDNA, assim como o gradiente eletroquimico, 0 que as torna eletricamente acopladas (TWIG
et al. 2008). Com isso, a fusdo pode ser um mecanismo pelo qual mitocéndrias intactas podem
complementar uma mitocondria danificada, de forma a recuperar sua atividade e fungéo,
mantendo a eficiéncia metabolica (TWIG et al. 2008).

A fusdo mitocondrial requer trés GTPases: MFN1 (mitofusina 1), MFN2
(mitofusina 2) e OPAL (dynamin-related protein optic atrophy 1). As mitofusinas medeiam a
fusdo da membrana externa, enquanto OPAL realiza a fusdo da membrana interna. As
mitofusinas se acumulam em éareas de contato entre duas mitocondrias adjacentes e podem
formar complexos homotipicos ou heterotipicos que levam a fusdo (TILOKANI et al. 2018). A
auséncia dessas duas proteinas impede a etapa de fusdo da membrana externa, o que é observado

em células vivas e organelas isoladas (CHEN e CHAN, 2017).



1.4. MFN2

A MFN2 é uma GTPase localizada na membrana mitocondrial externa, que
possui 747 residuos de aminoacidos, em camundongos e humanos (PERNAS e SCORRANO,
2016). O gene Mfn2, em camundongos, € formado pela compilacdo de 22 éxons e estd
localizado no cromossomo 4. A atividade de MFN2 é rigidamente controlada, passando de um
estado inativo (forma comprimida) para um estado ativo (forma estendida), através de
interacGes intramoleculares especificas. Os niveis de MFN2 estdo aumentados no coracao,
musculo esquelético, lingua e cérebro (CHANDHOK; LAZAROU; NEUMANN, 2017).

Diferentemente de MFN1, MFN2 tem papéis celulares pleiotropicos
(SEBASTIAN et al. 2012), com uma contribuicdo relevante na regulacio do metabolismo
mitocondrial (CASELLAS-DIAZ et al. 2021). Além disso, atua no transporte mitocondrial (LI
et al. 2015), na atragdo de PARKIN para elimina¢do de mitocondrias disfuncionais (CHEN e
DORN, 2013), na regulacdo da proliferacdo celular, na autofagia e proteina de sinalizacéo
antiviral mitocondrial (SEBASTIAN et al. 2012). Com isso, disfuncdes no gene Mfn2 tém sido
associadas a uma ampla gama de doencas em humanos, como a doenca de Charcot-Marie-Tooth
tipo 2A, diabetes mellitus tipo 2, obesidade, aterosclerose e hipertensdo (CHEN et al. 2014).

A MFN2 também esta presente na membrana do reticulo endoplasmatico (ER),
regulando a forma e funcédo desta organela (SCHREPFER e SCORRANO, 2016). A formacao
de regides de contato mitocondria-ER é dependente, entre outras proteinas, da presente da
MFNZ2 no ER, a qual forma complexos homo e heterotipicos com mitofusinas na mitocéndria.
Os sitios de contato mitocondria-ER sdo chamados de MERCs, os quais desempenham funcdes
relacionadas a proliferagdo celular, autofagia, sinalizacdo de calcio, biogénese, metabolismo
lipidico, resposta a proteinas desdobradas e fissdo mitocondrial. A captacdo de célcio pela
mitocondria é importante para manutencdo da bioenergética celular e deve ser finamente
regulada ja& que grandes oscilagbes podem ser nocivas (CHANDHOK; LAZAROU;
NEUMANN, 2017; CASELLAS-DIAZ et al. 2021).

Perturbag6es na sintese de proteinas ou na homeostase de calcio no ER levam a
uma condicdo conhecida como estresse do ER. Esta condicéo esta relacionada a patologias
como a diabetes, aterosclerose e Alzheimer (NGOH et al. 2012). Foi identificado que a
deficiéncia de Mfn2 no tecido hepatico resulta em estresse do ER (SEBASTIAN et al. 2012), o
que é explicado pelo papel chave da MFN2 na modulacéo da resposta a proteinas mal dobradas
(UPR) e funcio mitocondrial (CASELLAS-DIAZ et al. 2021).



1.5. Modelo experimental

Camundongos de diferentes linhagens apresentam variacdes na sequéncia do
mtDNA, principalmente representadas por polimorfismos de sitio Gnico (SNPs). Em
comparacdo com camundongos C57BL/6J (BL6), o hapldtipo mitocondrial presente na
linhagem NZB/BINJ (NZB) contém 91 SNPs que impactam negativamente a OXPHOS, a
geracdo de ROS e a manuten¢do do metabolismo energético (MORENO-LOSHUERTOS et al.
2006; LECHUGA-VIECO; JUSTO-MENDEZ; ENRIQUEZ, 2020). De acordo com Moreno-
Loshuertos et al. (2006), células contendo exclusivamente (homopladsmicas) mtDNA NZB
apresentam menor capacidade respiratoria por molécula de mtDNA e maior geracdo de H20>
se comparado com o hapl6tipo BL6. Por isso, camundongos heteroplasmicos foram produzidos
pela mistura de mitocondrias com mtDNAs de origens C57BL/6J e NZB. Estes apresentam
anomalias comportamentais, metabolicas e cognitivas, tendo sido utilizados como modelos de
estudo de heranca e doencas mitocondriais (SHARPLEY et al. 2012).

Dado que as mitocondrias sdo organelas dindmicas, compartilhando ativamente
seu conteldo, a presenca de haplétipos mitocondriais distintos numa mesma célula tem sido
associada a menor eficiéncia de OXPHOS (SHARPLEY et al. 2012). Em particular, o mtDNA
NZB demonstra segregacdo tecido-especifica em camundongos heteroplasmicos, com
acentuado acumulo em tecidos como o hepéatico (JENUTH et al. 1997; SHARPLEY et al. 2012;
LECHUGA-VIECO et al. 2020; BATTERSBY et al. 2003; JOKINEN et al. 2015). Esse
acumulo de hapl6tipo mitocondrial deletério também foi observado em estudos com humanos
que demonstram uma forte tendéncia hepatica em apresentam elevados niveis de mutacdo no
mtDNA com a idade (LI et al. 2015). Em contraposi¢éo, tecidos altamente mitéticos como o
sanguineo e bago, demonstram eliminacdo de mtDNA NZB com a idade. J& em tecidos pos-
mitoticos como o cérebro, pulméo, coracdo e musculo esquelético ndo parece ocorrer
segregacdo (JENUTH et al. 1997; SHARPLEY et al. 2012), muito embora a nivel celular tenha
sido relatada selegdo. De fato, foi demonstrado que astrdcitos apresentam segregacdo neutra e
neurdnios selecionam para o mtDNA NZB, conforme a idade. Um achado interessante, visto
que os neurdnios dependem mais de OXPHOS para desempenhar sua atividade em comparacgéo
com os astrécitos (LECHUGA-VIECO et al., 2020).

Conforme exposto acima, a fusdo mitocondrial minimiza a associacdo entre
gendtipo e fenotipo mitocondrial uma vez que mistura o contetido de duas ou mais organelas
com mtDNAs distintos — fendBmeno chamado de complementagdo mitocondrial (CHIARATTI

et al. 2018). De fato, em tecidos mit6ticos em que a rede mitocondrial se fragmenta antes da



divisao celular, haplétipos mitocondriais como 0 NZB apresentam selecdo negativa em funcéo
do tempo (BATTERSBY et al. 2005, 2003; JENUTH et al. 1997; MISHRA, CHAN, 2014).
Ainda, as regides de contato entre 0 ER e as mitocondrias parecem acoplar a replicacdo do
mtDNA, o ponto de fissdo mitocondrial e a motilidade mitocondrial (LEWIS et al. 2016). Isso
sugere que as MERCs tenham efeito sobre a segregacdo tecido-especifica.

Com o objetivo de estudar esses efeitos, foi proposto realizar o nocaute figado-
especifico da Mfn2 em camundongos heteroplasmicos portadores de mtDNA NZB e BL6. Era
esperado que o nocaute da Mfn2 aumentasse a associacdo entre genoOtipo e fendtipo
mitocondrial, resultando em menores niveis hepaticos de mtDNA NZB com o tempo. Mais
especificamente, a falta da MFN2 deveria mitigar a fusdo e complementagdo mitocondrial,

favorecendo a eliminacao autofagica de mitocdndrias com mtDNA NZB no figado.



2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi analisar o acimulo de mtDNA NZB em
camundongos heteroplasmicos BL6/NZB com nocaute figado-especifico de Mfn2. Com isso,
0s objetivos especificos do trabalho foram:

e Validar o modelo nocaute figado-especifico para Mfn2 (Mfn2”) por PCR
quantitativo (QPCR) por determinacdo do nivel de expressdo de Mfn2 em
comparacdo com os genes de referéncia endégenos Rps18 e Rpl19.

e Determinar a porcentagem de mtDNA NZB no figado e na cauda de animais
WT e Mfn2” com 100 dias de idade.

e Determinar o nimero total de copias mtDNA no figado de animais WT e Mfn2
’ com 100 dias de idade.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Acasalamento e manutengdo dos animais

Todos os experimentos foram realizados de acordo com os regulamentos e
politicas do Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA, Brasil) e
também foram aprovados pelo Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Sdo Carlos (UFSCar - protocolo n® 2629090919).

A manuten¢do dos camundongos foi realizada de acordo com o “Guide for the
Care and use of Laboratory Animals” (Garber, 2011), sendo que 0s animais tiveram acesso ad
libitum a &gua e ragdo (Presence Ratos e Camundongos, Purina), e foram mantidos a 22°C em
ciclo de 12 h de luz e 12 h de escuro (NAGY et al. 2003).

Para a realizacdo do nocaute de Mfn2 no figado, trés linhagens de camundongos

foram utilizadas:

) uma linhagem condicional nocaute que apresenta o éxon 6 do Mfn2
flanqueado por sequéncias LoxP (Mfn2'o?®) (CHEN et al. 2007);
i) uma linhagem transgénica que expressa a enzima Cre-recombinase sobre

0 comando do promotor do gene Alb (Alb-cre) (POSTIC et al. 1999);
iii) uma linhagem heteroplasmica contendo 20-47% de mtDNA NZB em
background de DNA nuclear e mitocondrial de origem BL6 (MACHADO et al. 2015).

Essas linhagens foram acasaladas de forma planejada para obtencdo de animais
dos grupos (Figura 1):

I Controle selvagem (WT), ambos os alelos do gene Mfn2 integros (Alb-
cre*’: Mfn2*)

ii. Nocaute (Mfn27"), ambos os alelos do gene Mfn2 excisados no figado
(Alb-cre*: Mfn2!oxP/loxPy

De acordo com Sebastian et al. (2012), o gene da albumina (Alb) possui alta
ativacdo no figado durante o periodo neonatal. Além disso, a expressao desse gene se restringe
ao tecido hepatico. Dessa forma, presume-se que a expressdo de Cre-recombinase em animais

com gendtipo Alb-Cre:Mfn2'%®1oX resylte em nocaute figado-especifico do Mfn2.
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Alb-Cre; Mfn2'=®/ 20-47% NZB; Alb-Cre; Mfn2 =+
NZB; Alb-Cre; Mfn2** NZB; Alb-Cre; Mfn2'o®o®
Selvagem Nocaute

Figura 1. Obtenc&o dos animais dos grupos experimentais. WT: NZB, Alb-Cre, Mfn2** e Mfn27: NZB, Alb-
Cre, Mfn2". Elaborada pela autora.

3.2. Coleta de tecidos

Para coleta de bidpsia de orelha, animais com 8-10 dias tiveram a ponta da orelha
cortada conforme descrito previamente (SHARPLEY et al. 2012). Para coleta de cauda e figado,
os animais foram sacrificados com 100 dias de idade (MACHADO et al. 2015). Todos 0s
tecidos foram armazenados em criotubos de 2 mL e imediatamente congelados em nitrogénio

liquido. As amostras foram mantidas & -80°C, até a sua utilizagao.

3.3.  Genotipagens

Os animais foram genotipados a partir do DNA total isolado da bidpsia de orelha
coletada 8-10 dias apds o nascimento. O protocolo foi descrito por Machado et al. (2015).
Resumidamente, o tecido foi digerido por 3 h a 55°C em 200 pL de solucdo de digestdo
contendo 100 pg/mL de proteinase K (ThermoFisher Scientific). Para inativacdo da proteinase
K, as amostras foram incubadas durante 20 min a 95°C, e posteriormente armazenadas a -20°C
até a utilizagdo.

Conforme descrito por Chen et al. (2007), a confirmacéo dos alelos selvagem e
excisado para o gene Mfn2 foi realizada por PCR convencional. A confirmacdo do transgene
Alb-Cre foi realizada de acordo com o proposto por The Jackson Laboratory (stock No 3574).
As amostras previamente congeladas foram descongeladas e centrifugadas a 10.000 x g por 5
min, e entdo diluidas 5 vezes em &gua. Aplicou-se em cada tubo de reacdo de PCR 5 pl da
amostra diluida e 10 pl do mix de reacdo contendo 300 nM dos primers F (senso) e R (anti-
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senso), 2,2 Ul de agua e 7,5 pl de JumpStart (Sigma-Aldrich). A sequéncia dos primers
utilizados é apresentada na Tabela 1. A PCR foi realizada considerando 30 ciclos de 94°C por
30's, 65°C por 3s, 75°C por 63 s, seguido de um Unico passo a 72°C por 5 min. Ao término, as
amostras foram mantidas a 4°C e visualizadas apés eletroforese em gel de agarose 2%, com o

auxilio do corante Sybr Safe (ThermoFisher Scientific).

Gene alvo Primer senso Primer anti-senso
Mfn2 LoxP GAAGTAGGCAGTCTCCATCG AACATCGCTCAGCCTGAACC
Mfn2 Excisado TGTTGGCAAGAAGCAGGACA AGAAGAGCATGTGTGCTCCC
Alb-Cre ACGCGTTAATGGCTAATCGC GGCGCTAAGGATGACTCTGG

Controle Interno

Alb —Cre CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT | GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC

Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados para genotipagem dos animais.

3.4. Andlise da heteroplasmia e nimero de copias de mtDNA

A andlise da cauda e figado foi realizada conforme o protocolo de Machado et
al. (2015). Resumidamente, os tecidos foram submetidos a digestdo durante 3 h por 55°C em
500 pL de solucdo de digestdo contendo 0,4 mg/mL de proteinase K. A remocéo da proteina e
lipidios foi realizada mediante a utilizacdo de duas solugdes contendo 25:24:1 de
fenol/cloroférmio/alcool  isoamilico  (Sigma-Aldrich), e posteriormente 24:1 de
cloroférmio/alcool isoamilico (Sigma-Aldrich). Para a precipitacdo do DNA foi necesséria a
utilizacdo de alcool isopropilico 100% (Sigma-Aldrich), seguida de lavagem com etanol 70%
(Sigma-Aldrich) e, por final, eluicho em agua ultrapura (ThermoFisher Scientific). A
determinacédo da concentragdo de DNA foi realizada por espectroscopia de UV em NanoDrop
2000 (ThermoFisher Scientific).

Para a determinacdo da porcentagem de mtDNA NZB, foi seguido o protocolo
descrito por Machado et al. (2015). Em resumo, para cada amostra foram realizadas duas
reacOes simultaneas de gPCR contendo 0,2 uM de primers, 1x SYBR Green PCR Master Mix
(ThermoFisher Scientific) e 1 ng de DNA total, totalizando 15 pl de volume final. Para
amplificacdo do fragmento de mtDNA NZB foram utilizados os primers ARMS22 e MT20 (que
amplificam um fragmento de 118 pb especifico do mtDNA NZB). J& para a amplificagdo do

fragmento de mtDNA BL6 foi feito o uso dos primers ARMS2 e MT14 (que amplificam um
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fragmento de 146 pb especifico do mtDNA BL6), conforme a Tabela 2. A amplificacéo ocorreu
no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific). Para cada
amostra foi considerada a fase exponencial de amplificacdo na determinacao dos niveis de cada
hapldtipo. A porcentagem de mtDNA NZB foi determinada em relacéo a soma das quantidades
de mtDNA NZB e BL6 (MACHADO et al. 2015).

Gene alvo Primer senso Primer anti-senso

ARMS 2/14 | CTCCGTGCTACCTAAACACCTTATC | CCTAAGAAGATTGTGAAGTAGATGATGTC

ARMS 20/22 | TGGCACTCCCGCTGTAAAAA TTATCCACGCTTCCGTTACGTC

Tabela 2. Sequéncia de primers utilizados para determinar o nivel de NZB nos tecidos.

Para determinacdo do numero de cApias total de mtDNA por célula, foi utilizado
0 equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System, como descrito por Machado e colaboradores
(2015). Para isso, foi realizada a amplificacdo paralela por g°PCR de um fragmento de mtDNA,
parte de gene mt-Nd1, através do primer mt-Nd1 (Tabela 3), juntamente a amplificacdo do gene
nuclear de copia Unica Apob, o qual foi empregado para normalizacdo do nimero de copias de
mtDNA por célula. Para tanto, foi considerado que duas cdpias do gene Apob estdo presentes
por célula (MACHADO et al. 2015).

Gene alvo Primer senso Primer anti-senso
mt-Nd1 TCCGAGCATCTTATCCACGC GTATGGTGGTACTCCCGCTG
Apob CACGTGGGCTCCAGCATT TCACCAGTCATTTCTGCCTTTG

Tabela 3. Sequéncias dos primers utilizados para quantificar o nimero de cépias de mtDNA presente nos tecidos.

3.5.  Expressdo génica

Para a extracdo do RNA total foi sequido o proposto por Macabelli et al. (2014),
com algumas modificagdes. Em resumo, o tecido foi macerado na presenca de nitrogénio
liquido e posteriormente transferido para um tubo onde foi adicionado 1 mL do reagente TRIzol
(ThermoFisher Scientific) e 50 ul de H2O DEPC (ThermoFisher Scientific). O tubo foi
invertido e ap6s 1 min foi adicionado 200 pL de cloroférmio, responsavel pela separagdo da
fase aquosa e organica. Em seguida, foi realizada a centrifugagdo a 12.000 x g por 15 min a
4°C. O RNA contido na fase aquosa foi precipitado por adi¢do de 1,5 mL de &lcool isopropilico
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e posteriormente foi realizada outra centrifugacdo a 12.000 x g durante 10 min a 4°C. A lavagem
do pellet de RNA utilizou 1 mL de etanol 75% e este foi novamente centrifugado a 7.500 x g
durante 5 min a 4°C. O etanol 75% foi removido para que o pellet fosse eluido em 50 pL de
H.O DEPC.

O RNA total extraido foi tratado para eliminar o DNA contaminante, utilizando
DNase I e 1 U/uL de RNaseOUT. Em seguida, o RNA total foi convertido a cDNA utilizado o
Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (ThermoFisher Scientific). O cDNA foi
armazenado a -20°C ate sua utilizacao.

Para o desenho de primers foi utilizada a ferramenta Primer-BLAST (disponivel
em: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/). Somente primers com anelamento sobre
juncoes éxon-éxon foram utilizados, evitando desta maneira a amplificacdo de DNA genémico
(Tabela 4).

Gene alvo Primer senso Primer anti-senso
Rps18 ACTTTTGGGGCCTTCGTGTC GCAAAGGCCCAGAGACTCAT
Rpl19 TCAGGCTACAGAAGAGGCTTGC ATCAGCCCATCCTTGATCAGC
Mfn2 CATGAGGCCTTCCTCCTCAC CAACTGCTCGTCCTGATGGA

Tabela 4. Sequéncia de primers para determinar a expressao génica.

Para determinacdo do nivel de expressdao do gene alvo Mfn2 e dos genes de
referéncia Rps18 e Rpl19, foram otimizadas as condi¢cdes de amplificacdo através da realizacao
de curvas de diluicdo dos primers e cDNA. Para isso, foi utilizado SYBR Green PCR Master
Mix (ThermoFischer Scientific) e primers para os trés genes a concentracdo de 200 nM nas
reacbes. As amostras de cDNA foram diluidas 10x em &gua ultrapura (ThermoFischer
Scientific) e foi utilizado 2 uL da diluicdo por reagédo (volume total de 15 plL), analisadas em
duplicata. As condicdes de ciclagem foram: 10 min a 95°C, seguido por 40 ciclos de 95°C
durante 15 seg e 62°C durante 1 min. Para determinar a expressao relativa do transcrito alvo, o
Ct (cycle threshold) da Mfn2 foi normalizado pela média geométrica dos Cts dos genes de
referéncia enddgenos (Rps18 e Rpl19), conforme descrito por Macabelli et al. (2014):

2-ACt

expressao relativa = onde, ACt = Ctgenealvo — Ctgene de referéncia
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3.6.  Analise de dados

Foram utilizados 3 animais com 21 dias por grupo experimental (WT e Mfn27)
para avaliagdo dos niveis de transcritos para o0 Mfn2.

Para analise do nivel de mtDNA NZB na cauda e no figado foram utilizados 12
a 15 animais por grupo experimental. Os grupos experimentais foram comparados quanto ao
ANZB no figado e cauda (SHARPLEY et al. 2012). Para calculo do ANZB, o nivel de mtDNA
NZB na cauda de animais com 100 dias foi subtraido do nivel de mtDNA NZB no figado de
animais com 100 dias (SHARPLEY et al. 2012). Alternativamente, o nivel de mtDNA NZB no
figado foi normalizado pelo nivel na cauda utilizando a transformacdo do (ANZB

transformada) proposta por Johnston & Jones (2016) de acordo com a seguinte formula:

h(hO—l))
ho(h—1)

ANZB transformada = In (

Observacéo: h corresponde a proporcdo de mtDNA NZB no figado aos 100 dias,
enquanto h0 é a proporcdo inicial de NZB na cauda também aos 100 dias. Valores positivos de
ANZB transformada indicam acumulo de mtDNA no figado, enquanto valores negativos
indicam eliminacao.

As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando o programa SAS v. 9.3
(SAS/STAT, SAS Institute Inc.), com nivel de significdncia maximo igual a 5% (erro a). Nos
casos em que os dados atenderam as premissas de um teste paramétrico (homogeneidade de
variancias e distribuicdo normal), os grupos experimentais foram comparados por teste T. Caso
contrario, eles foram comparados por teste de Wilcoxon.
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4. RESULTADOS

Para estudar o possivel impacto da fusdo mitocondrial no acimulo de mtDNA
mutante no figado, foi deletado condicionalmente o gene Mfn2 (Figura 2), através da excisao
do éxon 6, por meio do cruzamento de fémeas heteroplasmicas NZB/BL6 (MACHADO et al.
2015) e Mfn2'”P*/Alb-cre*” com machos Mfn2'P*/Alb-cre*- (POSTIC et al. 1999; CHEN et
al. 2007). Obtendo-se filhotes com os seguintes gendtipos de interesse Mfn2*"*/Alb-cre*”” (WT)
e Mfn2'>P1ox®/Alp-cre* (Mfn27). O nocaute condicional foi possivel porque esta linhagem
contém sequéncias LoxP flanqueando os alelos da Mfn2 (CHEN et al. 2007), e na presenca de
cre-recombinase ocorre a excisdo da regido flanqueada. Os animais utilizados expressavam a
cre-recombinase sob o controle do promotor Alb, o qual é exclusivamente expresso no figado
(POSTIC et al. 1999).

Alb-Cre Alb-Cre

) . O_._Mm-—o Alelo Mfn2flanqueado

Figura 2. Dele¢do condicional do gene Mfn2 no figado. Utilizando o sistema Cre-LoxP com ativagao especifica
no figado, guiado pelo promotor Alb, foi possivel deletar o éxon 6 do gene Mfn2, tornando-o inativo no tecido
hepatico. Elaborado pela autora.

Os animais previamente genotipados, conforme descrito na metodologia, foram
sacrificados para a coleta de figado e cauda. A coleta ocorreu em ambiente estéril, com a
utilizacdo de todos 0s equipamentos de seguranca necessarios. Foram coletados 12 animais do
grupo WT e 15 animais do grupo Mfn2”, todos com 100 dias de idade. Os animais dos grupos
WT e Mfn2”" ndo apresentaram diferencas visuais quanto ao tamanho e coloragdo do figado
(Figura 3).
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Figura 3. Coleta de tecidos de animais com 100 dias. A esquerda, o animal WT; a direita, o animal Mfn27-. As
setas indicam o figado.

A selecdo dos animais para cada grupo experimental, foi realizada através de
genotipagem por PCR convencional utilizando a bidpsia da orelha de animais de 8 dias (Figura
4). Cada namero representa um animal. Na Figura 4A, podemos identificar trés grupos
considerando apenas a presenga ou auséncia de LoxP flanqueando o gene Mfn2: i) WT
(Mfn2**), para os animais 157, 167, 169 e 170; ii) heterozigoto (Mfn2*'®), para os animais
159, 160, 161 e 166; e iii) Mfn2” (Mfn2'™®1o*P) nara os animais 158, 162, 163, 164, 165, 168 e
171. O grupo WT apresentou banda amplificada de ~ 100 pb (indicativo do alelo Mfn2
selvagem), enquanto animais heterozigotos apresentam duas bandas amplificadas e por fim, os
animais Mfn2”- apresentam bandas de ~150 pb (indicativo do alelo Mfn2 flanqueado). Na Figura
4B, podemos identificar quais animais possuem o transgene Alb-Cre: a primeira banda
corresponde ao controle interno que € detectado por um fragmento de 324 bp. J& 0s animais que
possuem Alb-cre mutante sdo aqueles em que é possivel observar uma segunda banda no gel,
com um fragmento de 225 bp. Portanto, os animais 157, 158, 159, 161, 162, 163, 164, 165, 166,
167, 170 e 171, correspondem aos animais que contém o transgene Alb-Cre que possibilitara a

recombinacao de sitios LoxP e excisdo do éxon 6 de Mfn2.
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A LoxP Mfn2 B Alb-cre
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Figura 4. Selecio dos animais para os grupos experimentais (WT e Mfn27). (A) A presenca de sitios loxP
flanqueando o éxon 6 do gene Mfn2 resulta em um fragmento de ~ 150 pb. J& os animais WT que ndo apresentam
o gene Mfn2 flanqueado pelos sitios loxP apresentam um fragmento de ~ 100 pb. (B) O controle interno para Alb-
Cre ¢ detectado por um fragmento 324 bp. J4 os animais que contém o transgene Alb-Cre, que possibilitard a
recombinacéo de sitios LoxP e excisdo do éxon 6 de Mfn2, apresentam uma segunda banda de 225 bp.

Para confirmar a eficiéncia do nocaute condicional de Mfn2 no figado, trés
animais de 21 dias por grupo experimental foram utilizados para determinacdo do nivel de
expressdo dos genes Mfn2, Rpsl8 e Rpll9 por gPCR. Os genes de referéncia enddgenos
escolhidos (Rps18 e Rpl19) codificam para proteinas ribossomais, portanto, sdo caracterizados
pela sua expressdo constitutiva e estavel. Os calculos de expressao relativa demonstraram que
0 gene Mfn2 era expresso 9,8 vezes menos no grupo Mfn2”-, em comparacio com o WT (Figura
5). Ou seja, os transcritos deste gene estavam significativamente reduzidos no figado, indicando
que o gene neste tecido foi nocauteado com sucesso. Com isso, 0 sucesso do modelo de nocaute
figado-especifico foi confirmado para este estudo.

0.10 #

0.08-

lativa

0.06

expressao re

0.04 -

0.024

0.00-
WT Mf2™"

Figura 5. Analise da expresséo génica por qPCR. Expressdo relativa do gene Mfn2 em comparagdo com dois
enddgenos, Rps18 e Rpl19. *Indica diferenga significativa entre os grupos (P < 0,0001). Elaborado pela autora.

Apos confirmagdo do modelo experimental, os niveis de mtDNA NZB foram
investigados por meio da utilizacdo da cauda de animais de 100 dias (Figura 6). N&o foi
verificada diferenca estatistica (P = 0,70) quanto ao nivel de mtDNA NZB na cauda entre 0s



18

grupos WT (19,3% = 3,29) e 0 Mfn2 7~ (17,7% =+ 2,57). Conforme a literatura, os niveis de
mtDNA NZB na cauda se mantém estaveis ao longo da vida do animal (JENUTH et al. 1997,
SHARPLEY et al. 2012) possibilitando que a cauda seja utilizada como indicador confiavel dos
niveis iniciais de mtDNA NZB em relacdo aos diferentes tecidos do animal (JENUTH et al.
1997).

40— o
og
30+ © o WT
8
m ° ° M2
> 20—
= On0
(o]
10-
a 00
o o o
0 1 1
WT Mfn2™"

Figura 6. Determinacéo do nivel de mtDNA NZB na cauda. Nivel de mtDNA NZB (%) na cauda de animais
com 100 dias de idade, grupos WT (n= 12 animais) e Mfn2” (n= 15 animais). Os grupos ndo diferiram
estatisticamente (P = 0,70). Cada ponto (quadrado ou circulo) indica um animal, enquanto as barras indicam a
média. Elaborado pela autora.

Posteriormente, os niveis de mtDNA NZB foram acessados no figado de animais
de 100 dias. Resultado similar ao anterior foi observado, pois a analise do nivel de mtDNA
NZB no figado também ndo gerou diferenca estatistica significativa (P = 0,77): animais WT
apresentaram 36,6% * 5,18, enquanto animais Mfn2”- apresentaram 34,7% =+ 3,91 (Figura 7).
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Figura 7. O nocaute de Mfn2 nao interfere sobre o acimulo de mtDNA NZB no figado. Foram utilizados
animais com 100 dias de idade: grupos WT (n= 12 animais) e Mfn2" (n= 15 animais). Os grupos néo diferiram
estatisticamente (P = 0,77). Cada ponto (quadrado ou circulo) indica um animal, enquanto as barras indicam a
média. Elaborado pela autora.
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Para complementar essa anélise avaliou-se ainda o nimero total de cdpias de
mtDNA por hepatocito, ndo havendo diferenca significativa entre os grupos (P = 0,61): animais

WT apresentaram 5.035 + 610, enquanto animais Mfn2”- apresentaram 5.065 + 389 (Figura 8).
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Figura 8. O nocaute de Mfn2 néo interfere sobre o nimero de cépias de mtDNA total no figado. Foram
utilizados animais com 100 dias de idade: grupos WT (n= 12 animais) e Mfn2"- (n= 15 animais). Os grupos nao
diferiram estatisticamente (P = 0,61). Cada ponto (quadrado ou circulo) indica um animal, enquanto as barras
indicam a média. Elaborado pela autora.

Uma vez que os niveis de mtDNA NZB no figado dependem dos niveis iniciais
desse haplétipo no animal, os niveis na cauda foram utilizados como um fator de normalizacéo.
Inicialmente isso foi realizado pelo calculo do ANZB, o qual expressa a diferenga nos niveis de
mtDNA NZB entre esses dois tecidos. O ANZB nao diferiu entre os grupos experimentais e foi
em média igual a 17,3% em animais WT e 17,0% em animais Mfn2" (Figura 9). Esses dados
indicam, portanto, um aumento de aproximadamente 17% nos niveis de mtDNA NZB em
relacdo ao nivel inicialmente presente nos animais, aumento este que independe da expressao
de Mfn2.
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Figura 9. O nocaute de Mfn2 ndo interfere sobre a diferenca no nivel de NZB (ANZB) entre o figado e cauda.
Foram utilizados animais com 100 dias de idade: grupos WT (n= 12 animais) e Mfn2”- (n= 15 animais). Os grupos
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ndo diferiram estatisticamente (P = 0,93). Cada ponto (quadrado ou circulo) indica um animal, enquanto as barras
indicam a média. Elaborado pela autora.

Uma segunda correcdo dos valores de mtDNA NZB no figado também foi
utilizada considerando o ANZB transformado. Essa transformagio ¢ baseada no trabalho de
Johnston & Jones (2016), os quais propuseram uma normalizacao mais robusta também baseada
no valor de mtDNA NZB na cauda. Mais uma vez os dados obtidos confirmaram a auséncia de

efeito do nocaute do gene Mfn2 sobre o0 acimulo hepatico de mtDNA NZB (Figura 10).
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Figura 10. O nocaute de Mfn2 néo interfere sobre a diferenca no nivel de NZB (ANZB transformado) entre
o figado e cauda. Foram utilizados animais com 100 dias de idade: grupos WT (n= 12 animais) e Mfn2”- (n= 15
animais). Os grupos ndo diferiram estatisticamente (P = 0,96). Cada ponto (quadrado ou circulo) indica um animal,
enquanto as barras indicam a média. Elaborado pela autora.
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5. DISCUSSAO

Aqui propomos analisar se 0 nocaute condicional de Mfn2 influencia no acumulo
de mtDNA NZB no figado de camundongos heteroplasmicos. Isso porque, a instabilidade dos
niveis de mtDNA em tecidos que selecionam progressivamente um haplétipo mitocondrial ja
foi descrita por Jenuth et al. (1997) e foi sustentada por outros trabalhos, Sharpley et al. (2012),
Burgstaller et al. (2014), Takeda et al. (2000), Lechuga-Vieco et al. (2020). Ademais, varios
estudos associam variantes humanas nao patologicas do mtDNA a doengas como Alzheimer,
doenca de Huntington, Parkinson, esclerose maltipla, diabetes tipo 2 e cancer (LECHUGA-
VIECO; JUSTO-MENDEZ; ENRIQUEZ, 2020).

A inducdo do nocaute figado-especifico através do sistema Alb-Cre-LoxP foi
descrita primeiramente por Postic et al. (1999) e vem sendo amplamente utilizada para estudar
0 impacto da perda de genes especificos no tecido hepatico de camundongos (SEBASTIAN et
al. 2012; MAKINO et al. 2018; Ll etal. 2019; GREENHALGH et al. 2019; WANG et al. 2019).
Este é um modelo robusto de delecao condicional, visto que o gene Alb (albumina) possui alta
ativacdo durante o periodo neonatal em células hepéticas (SEBASTIAN et al. 2012).

A confirmacéo do modelo nocaute condicional foi realizada por meio da anélise
da expressdao génica por qPCR em animais de 21 dias e também pela genotipagem por PCR
convencional com animais de 8 dias. Os resultados comprovaram a eficicia do nocaute, em que
foi observado a reducdo dos niveis de transcritos do Mfn2 (Figura 5). Isso permitiu que os
animais fossem separados em dois grupos: (i) WT, que possuia alelos selvagens para Mfn2 e
(i) Mfn27, onde o gene Mfn2 estava flanqueado por sequéncias LoxP em todos os tecidos.

Os animais foram eutanasiados, a coleta de tecidos realizada e n&o foi observada
nenhuma anormalidade morfoldgica aparente no figado dos animais WT e Mfn2”- de 100 dias
(Figura 3). Por outro lado, o trabalho de Sebastian et al. (2012), que também utilizou o sistema
Alb-Cre-LoxP para deletar Mfn2 no figado, identificou importantes alteragdes na funcéo
hepatica. Atraves do isolamento de hepatdcitos e analise em microscopia confocal, foi
observado que que em camundongos Mfn2”- houve formagao de aglomerados mitocondriais, ao
contrario da condicdo normal que exibe uma morfologia alongada. Também foi visto um
aumento na quantidade de mitocondrias esféricas nestes camundongos. Além disto, a ablagéo
de Mfn2 no figado levou a disfuncdo mitocondrial, diminuicdo da atividade respiratéria e
aumento da concentragdo de H20>. Esses achados ressaltam a importancia de Mfn2 no tecido
hepético, atuando na regulacdo da fusdo e funcdo mitocondrial (CHEN e CHAN, 2017), na
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interacédo e controle da fungdo do ER (NGOH et al. 2012; SCHREPFER e SCORRANO, 2016;
CASELLAS-DIAZ et al. 2021) e também no controle de qualidade mitocondrial (TWIG et al.
2008; CHANDHOK; LAZAROU; NEUMANN, 2017). N&o foi possivel analisar
microscopicamente os tecidos dos animais deste projeto em decorréncia do isolamento social
frente a atual pandemia de COVID-19.

Diversos autores vém estudando extensivamente a segregacdo de mtDNA no
figado de camundongos e humanos, conforme a idade (JENUTH et al. 1997; LI et al. 2015,
NAUE et al. 2015, BATTERSBY et al. 2003 SHARPLEY et al. 2012, BURGSTALLER et al.
2014, LECHUGA-VIECO et al. 2020). Os achados de Machado et al. (2015) revelaram que
camundongos heteropldsmicos envelhecidos por ~120 dias, apresentaram forte acumulo de
mtDNA NZB no figado, em contraste com tecidos que apresentam segregacao neutra como o
coracao e o cérebro.

Os dados deste projeto indicam que independentemente da expressdo de Mfn2,
0 acumulo de mtDNA NZB continuou acontecendo no figado. Portanto, ao contrario do que
pensavamos, o nocaute condicional de Mfn2 nédo diminuiu a segregacéo especifica de NZB que
acontece no tecido hepatico. De fato, foi observado um aumento de aproximadamente 17% nos
niveis de mtDNA NZB em relagdo ao nivel inicial presente nos animais, aumento este que
independe da expressdo de Mfn2 (Figura 6). Os resultados sobre o nimero de copias total de
mtDNA (Figura 7) e a normalizagdo através do ANZB transformado (Figura 8), refor¢aram que
nédo ha efeito do nocaute de Mfn2 sobre o acimulo hepatico de mtDNA NZB.

Malena et al. (2009) utilizaram modelo celular contendo a variante patoldgica
do mtDNA A3243G e realizaram o silenciamento por RNA de interferéncia de Opal,
responsavel pela fusdo das membranas internas. Os resultados apontaram que o silenciamento
de Opal néo afetou a segregacdo de mtDNA mutante. Mas, este mesmo estudo identificou que
a diminuicdo da fissdo mitocondrial favorece a selecdo de mtDNA mutante. Através do
silenciamento dos genes Drpl e Fis1, foi observado que o nivel de mtDNA mutante aumentou
em comparagdo com o mtDNA selvagem (MALENA et al. 2009). Esses resultados sugerem
que a fissdo mitocondrial possivelmente desempenha um papel-chave na segrega¢do do mtDNA
mutante.

Porém, ja foi descrito que a segregacdo de variantes do mtDNA em células
cultivadas, é altamente variavel e ndo consegue replicar os padres observados in vivo, tanto
em camundongos quanto em humanos (JOKINEN; BATTERSBY, 2012). Por isso, o trabalho
de Battersby et al. (2016) que utilizou modelo animal, fornece dados mais préximos dos

encontrados neste projeto. Os pesquisadores realizaram o nocaute de Drpl em camundongos e
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observaram que ndo houve interferéncia no acimulo de mtDNA NZB no figado desses animais.
Esses achados em conjunto, dos trabalhos de Malena et al. (2009), Battershy et al. (2016) e os
dados do nosso projeto, sugerem que a dindmica mitocondrial (fissdo e fusao) parece ndo ser
fundamental para a segregacéo tecido-especifica do mtDNA.

Entretanto, sabe-se que uma das funcgdes criticas de Mfn2 é sua interagdo com o
ER, promovendo o funcionamento adequado de mitocéndrias e ER (SCHREPFER e
SCORRANO, 2016; CASELLAS-DIAZ et al. 2021). Os sitios de contato entre ambas organelas
foram relacionados a replicacdo e manutencdo do mtDNA e também ao ponto de fisséo
mitocondrial (Lewis et al. 2016). NOs acreditdvamos que a interacdo entre ER e mitocondrias
poderia estar relacionada com a segregacdo especifica de mtDNA no figado, e por isso foi
realizada a ablacdo de Mfn2 hepatica. Contudo, os resultados encontrados neste projeto indicam
que o nocaute de Mfn2 no figado néo interfere no acimulo de mtDNA NZB (Figura 7). N&o foi
investigado o impacto da ablacdo de Mfn2 no figado em relacdo a comunicagdo e
funcionamento do ER neste trabalho, pois ja foi demonstrado na literatura que importantes
alteracbes, como aumento acentuado de marcadores de estresse no ER (SEBASTIAN et al.
2012).

O tecido hepético € caracterizado por intensa atividade metabdlica e alta
renovacao celular. Por isso, Lechuga-Vieco e colaboradores (2020) sugeriram que 0 Viés de
segregacao para tecidos somaticos depende do impacto do hapldtipo mitocondrial para o
desempenho de OXPHOS. Nesse sentido, os pesquisadores identificaram que a preferéncia por
um haplétipo de mtDNA ocorre de acordo com ““a arquitetura metabolica da célula”. De fato,
foi visto que o aumento da taxa de proliferacdo do figado acelerou o acimulo de NZB neste
tecido, 0 que sugere fortemente que o Vviés de segregacdo para NZB é uma propriedade
intrinseca dos hepatdcitos (LECHUGA-VIECO et al. 2020). N6s propomos que MFN2, pelo
seu papel importante na fusdo e complementacdo mitocondrial, bem como na interagdo com o
ER, poderia ser uma proteina chave para explicar o viés de segregacdo no tecido hepatico. Os
resultados contrariam nossa hipotese, mas podem fornecer dados para pesquisas futuras na

tentativa de elucidar este fendbmeno.
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6. CONCLUSOES

Os resultados encontrados indicam que a ablacdo de Mfn2 ndo interfere na
selecdo positiva de mtDNA NZB no figado. O acimulo continua acontecendo mesmo na
auséncia deste gene. Com base nisso, é possivel descartar a hipdtese de que o nocaute de Mfn2
no figado dirige 0 mecanismo de selecdo de mtDNA mutante neste tecido, sugerindo que a
dindmica mitocondrial ndo é essencial para a segregacdo tecido-especifica (MALENA et al.
2009; BATTERSBY et al. 2016).
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