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BRUNA, M. G. Effect of mitofusin 2 knockout on mitochondria, endoplasmic reticulum and
mitofagia in murine oocytes. [Efeito do nocaute da mitofusina 2 sobre a mitocondria, o reticulo
endoplasmatico e a mitofagia em odcitos murinos] 2018. 81 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética
Evolutiva e Biologia Molecular) — Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, 2018.

RESUMO

As mitofusinas 1 (MFNI1) e 2 (MFN2) sdo GTPases transmembranares presentes na membrana
mitocondrial externa e envolvidas na regulagdo da fusdo mitocondrial. Uma vez que o MFN2 também
estd presente na membrana do reticulo endoplasmatico (RE), ele também € responséavel por regular a
morfologia e a interagdo deste com a mitocondria. Assim, sdo crescentes as evidéncias de que 0o MFN2
desempenha um papel chave na regulagdo da funcdo mitocondrial e do RE, assim como, da via
autofagica. Todavia, pouco se sabe sobre a sua funcdo no odcito. Recentemente, observamos que o
knockout condicional do Mfn2 em od6citos murinos (Mfn2-null) ndo altera significantemente a
fertilidade, mas resulta em hiperglicemia na prole. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
investigar os mecanismos moleculares que resultam nesses fendtipos. Os efeitos do knockout
condicional do Mfn2 no odcito foram avaliados considerando a fun¢do da mitocondria, do RE e a
ocorréncia de mitofagia. Para isso, primeiramente confirmamos os efeitos do knockout condicional
do Mfn2. Odcitos knockout para Mfn2 foram capazes de se desenvolver normalmente quando
maturados in vitro. Ja os filhotes oriundos de oocitos knockout demostraram alteragdes nos niveis de
glicose sanguinea nos testes de intolerancia a glicose e resisténcia a insulina quando comparados com
os filhotes oriundos de odcitos selvagens (WT). Além disso, encontramos nas mitocondrias de o6citos
knockout alteragcdes de numero (WT = 0,061 + 0,004 ¢ Mfn2-null = 0,037 + 0,003 organela/pmz),
morfologia das cristas, area (WT = 0,589 = 0,015 e Mfn2-null = 1,673 + 0,101 umz) e contato com o
RE. Todavia, o knockout do Mfn2 resultou em diminui¢do do conteudo lipidico em o6citos ovulados
(WT=13,07+0,96 e Mfn2-null =9,65 + 0,64% de area de ooplasma ocupada por lipideos). Ademais,
ndo foi encontrado indicios a nivel transcricional de estresse do RE. No que diz respeito a mitofagia,
ndo foi encontrado efeito do knockout do Mfn2 sobre a expressdo de genes participantes dessa via,
assim como sobre a co-localizag¢do entre mitocondrias e autofagossomos (WT = 0,65 £ 0,05 e Mfn2-
null = 0,53 £ 0,04 U.A). Sendo assim, esses achados demonstram que o knockout condicional do
Mfn2 no o6cito resulta em alteracdes metabodlicas na prole devido, muito provavelmente, as alteracdes
na morfologia, fun¢do e contato entre mitocondria € RE. Todavia, o0 mecanismo molecular pelo qual
isso ocorre ainda carece de elucidacdo. Ainda, demonstramos que o knockout condicional do Mfn2

pode vir a ser um bom modelo para o estudo da heranca de sindromes metabolicas.

Palavras-chave: o6cito, mitofusina 2, mitocondria, reticulo endoplasmatico e sindrome metabodlica.



BRUNA, M. G. Effect of mitofusin 2 knockout on mitochondria, endoplasmic reticulum and
mitofagia in murine oocytes. 2018. 81 p. Master thesis (Master in Evolutionary Genetics and
Molecular Biology) — Federal University of Sdo Carlos, Sao Carlos, 2018.

ABSTRACT

Mitofusins 1 (MFN1) and 2 (MFN2) are transmembrane GTPases present in the outer
mitochondrial membrane and involved in the regulation of mitochondrial fusion. Since MFN2 is also
present in the membrane of the endoplasmic reticulum (ER), it is also responsible for regulating the
morphology and its interaction with the mitochondria. Thus, there is increasing evidence that MFN2
plays a key role in the regulation of mitochondrial function and ER, as well as the autophagic
pathway. However, little is known about its role in the oocyte. Recently, we have observed that the
conditional knockout of Mfn2 in murine oocytes (Mfn2-null) does not significantly alter fertility, but
results in hyperglycemia in the offspring. Therefore, the objective of this work was to investigate the
molecular mechanisms that result in these phenotypes. The effects of the conditional knockout of
Mitn2 on the oocyte were evaluated considering the function of mitochondria, RE and the occurrence
of mitofagia. For this, we first confirmed the effects of the conditional knockout of Mfn2. Knockout
oocytes for Mfn2 were able to develop normally when matured in vitro. Pups from knockout oocytes
showed alterations in blood glucose levels in the tests of glucose intolerance and insulin resistance
when compared to wild-type oocyte (WT) pups. In addition, we found alterations in mitochondria of
oocyte knockout regarding number (WT = 0.061 = 0.004 and Mfn2-null = 0.037 + 0.003 organelle /
um?2), crests morphology, area (WT = 0.589 + 0.015 and Mfn2-null = 1.673 + 0.101 pm2) and contact
with RE. However, Mfn2 knockout resulted in decreased lipid content in ovulated oocytes (WT =
13.07 + 0.96 and Mfn2-null = 9.65 + 0.64 % of lipid-occupied area of ooplasm). In addition, no
evidence was found at the transcriptional level of ER stress. As regards mitophagy, no knockout effect
of Mfn2 was observed on the expression of genes involved in this pathway, as well as on co-
localization between mitochondria and autophagosomes (WT = 0.65 + 0.05 and Mfn2-null = 0.53 +
0.04 AU). Thus, these findings demonstrate that conditional knockout of Mfn2 in the oocyte results
in metabolic changes in offspring, most likely due to changes in morphology, function and contact
between mitochondria and ER. However, the molecular mechanism by which this occurs still lacks
elucidation. Furthermore, we have demonstrated that conditional knockout of Mfn2 can be a good

model for the study of the inheritance of metabolic syndromes.

Key words: oocyte, mitofusin 2, mitochondria, endoplasmic reticulum and metabolic syndrome.
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INTRODUCAO

O oocito ¢, dentre todas as células de um organismo, a que possui maior quantidade de
mitocondrias ¢ DNA mitocondrial (mtDNA) (SHOUBRIDGE e WAI, 2007). Isso sugere que a
mitocondria desempenha um papel chave na oogénese, mesmo que grande parte da energia necessaria
durante esse periodo seja provida pelas células do cumulus (COLLADO-FERNANDEZ et al., 2012;
SU et al., 2009). Sendo assim, as mitocondrias oocitaria sdo importantes para garantir a competéncia
de desenvolvimento do odcito, principalmente durante a maturagdo do gameta quando as células do
cumulus deixam de complementar as demandas energéticas do oocito (COLLADO-FERNANDEZ et
al.,2012; SU et al., 2009).

Ademais, a heranga mitocondrial é exclusivamente materna. Sendo assim, a qualidade das
mitocondrias oocitérias interferem ndo apenas na qualidade do odcito, mas também na qualidade das
mitocondrias que irdo povoar os mais diversos tecidos da progénie (WU, L. L. et al., 2015; SABEN
et al.,2016). Por causa disso, sindromes tanto metabolicas (AIKEN et al., 2016; SABEN et al., 2016,
WU et al., 2015) quanto neurodegenerativas (POULTON et al., 2010; STEWART et al., 2008;
WALLACE e CHALKIA, 2013) podem ter origem no gameta. Embora a contribui¢do mitocondrial
para o desenvolvimento de doencas metabolicas ainda ndo esteja totalmente esclarecida, ha
evidéncias de que a qualidade mitocondrial estd associada a obesidade, resisténcia a insulina, diabetes
¢ doengas cardiovasculares (CRESCENZO et al., 2015; KELLEY et al., 2002; MONTGOMERY e
TURNER, 2015).

Além disso, poucos estudos tém relacionado a heranga de mitocondrias disfuncionais com
sindromes metabodlicas na progénie (SABEN et al., 2016). Levando-se em conta que em 2014 ja
existiam 422 milhdes de pessoas com diabetes tipo Il no mundo e que 1,6 milhdes de mortes foram
causadas por diabetes em 2015 e mais 2,2 milhdes de mortes foram relacionadas com um alto nivel
de glicose no sangue, entender os mecanismos envolvidos com a heranca de sindromes metabolicas
tem se tornado cada vez mais importante (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2018).

Sendo assim, este estudo teve como objetivo analisar a presenca de sindrome metabdlica na
progénie oriunda de oocitos knockout para Mitofusina 2 (Mfn2), assim como, melhor entender os
mecanismos relacionados a esse efeito. Para isso, realizamos o knockout condicional da Mfn2 apenas
em odcitos e analisamos o efeito ocasionado na progénie quanto ao ganho de peso, metabolismo da
glicose e resisténcia a insulina. Além disso, investigamos alguns dos possiveis mecanismos alterados
no oodcito (alteragdes mitocondriais, estresse do reticulo endoplasmatico (RE), acimulo lipidico e

mitofagia) que poderiam vir a explicar a causa da heranca de sindrome metabolica.
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REVISAO DA LITERATURA

A mitocondria

Mitocondrias sdo conhecidas, sobretudo, por seu papel central na bioenergética e no
metabolismo de lipideos e aminoacidos, uma vez que abrigam a  oxidacdo, o ciclo de Krebs ¢ a
fosforilagdo oxidativa. Essas organelas oxidam as calorias oriundas da dieta com o oxigénio da
respiragdo, gerando cerca de 90% da energia celular. A mitocondria também estd envolvida na
regulacdo do calcio (Ca™) intracelular, na apoptose e na imunidade inata (MISHRA e CHAN, 2014;
SCHREPFER e SCORRANO, 2016; WALLACE e CHALKIA, 2013).

A mitocondria ¢ composta por duas membranas, as quais abrigam a matriz mitocondrial e o
espago inter-membranas. Como a membrana interna apresenta maior extensdo do que a externa, ela
se dobra formando cristas onde se ancoram os cinco complexos (I, II, IIT , IV e V) da cadeia
transportadora de elétrons ou cadeia respiratoria. A cadeia respiratoria ¢ constituida pelos
transportadores de elétrons méveis, coenzima Q e citocromo ¢, juntamente com os quatros complexos
que realizam a oxidac¢do do substrato para conduzir a extrusio de protons (H") da matriz mitocondrial
para o espago inter-membranas. Isso gera um gradiente eletroquimico (potencial de membrana; A¥Ym)
essencial para a producdo de adenosina trifosfato (ATP), uma vez que o retorno dos H' para a matriz,
via o complexo V (ATP sintase), ¢ utilizado como forca motriz para a producdo de ATP

(SCHREPFER e SCORRANO, 2016; WALLACE e CHALKIA, 2013; SILVA et al., 2016).

Genética Mitocondrial

Devido a sua origem endossimbidtica, a mitocondria contém seu proprio material genético
(DNA mitocondrial ou mtDNA), o qual tem formato circular e codifica genes essenciais para a cadeia
transportadora de elétrons. Uma célula somatica de mamifero contém centenas de mitocondrias e
milhares de copias de mtDNA (STEWART et al., 2008). Presentes na matriz mitocondrial, as
moléculas de mtDNA s3o organizadas num complexo nucleo-proteico denominado nucledide. O
mtDNA ¢ uma molécula extremamente compacta, a qual em mamiferos apresenta ~16,5 kb de
comprimento e codifica 37 genes, sendo 13 RNAs mensageiros (mRNAs), 2 RNAs ribossomicos
(rRNAs) e 22 RNAs transportadores (tRNAs). Todos os 13 polipeptidios codificados pelo mtDNA
compdem os complexos presentes na membrana mitocondrial interna, com exce¢do do complexo II
que ¢ composto somente por proteinas codificadas pelo DNA nuclear (nDNA) e importadas pela
mitocondria (MISHRA e CHAN, 2014). Sendo assim, os complexo I, IIl e IV da cadeia respiratoria
estdo sob controle genético duplo (SILVA et al., 2016). O nDNA também codifica o proteoma
mitocondrial necessario para a manutenc¢ao e expressdao do mtDNA (FALKENBERG et al., 2007),
sintese proteica (RORBACH et al., 2007), importacdo e exportacio (BOLENDER et al., 2008;



TATSUTA e LANGER, 2008), sintese de clusters ferro-enxofre (LILL ¢ MUHLENHOFF, 2008),
ciclo do 4cido citrico e ureia, oxidacao de acidos graxos e vias metabodlicas adicionais (SILVA et al.,
2016).

Uma vez que o mtDNA de mamiferos quase ndo contém regides intergénicas e ¢ destituido
de introns, mutagdes neste genoma tém maiores chances de afetar a codificacdo proteica se
comparado ao nDNA. Somado a isso, a mitocondria constitui um dos principais sitios de geragdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS - Reactive Oxygen Species), o que torna o mtDNA bastante
propenso ao surgimento de mutagdes (WALLACE et al., 2013). Uma mutacdo no mtDNA pode estar
presente na totalidade de moléculas de mtDNA de uma célula, sendo esta condicdo denominada
homoplasmia, ou pode abranger somente parte das moléculas, o que ¢ denominado heteroplasmia
(STEWART et al., 2008). Uma vez que a maioria das mutagdes no mtDNA ¢ recessiva, nos casos de
heteroplasmia o efeito da mutacdo depende da porcentagem de moléculas mutantes. O efeito da
mutagdo ¢ ainda minimizado pelos constantes eventos de fusdo e fissdo mitocondrial que misturam
os conteudos das organelas, resultando no que é conhecido por complementagdo mitocondrial
(MISHRA e CHAN, 2014).

Dado que a heranga mitocondrial ¢ exclusivamente materna, que ndo hd recombinagdo
homologa entre moléculas de mtDNA e que o genoma mitocondrial estd sujeito a uma elevada taxa
de mutacdo, era esperado encontrar em mamiferos o fendmeno denominado Catraca de Muller. Esse
fendmeno baseia-se no fato de que o genoma de uma populagdo assexuada tende a acumular mutagdes
deletérias (e.g., que resultam em disfun¢@o mitocondrial) de forma irreversivel. Apesar de esperado,
esse fendmeno ndo ¢ verificado, o que levanta questdes sobre os mecanismos envolvidos na heranga

mitocondrial e que evitam tal acimulo (STEWART e LARSSON, 2014).

Heranca Mitocondrial

Em mamiferos, a frequéncia de um determinado hapldtipo mitocondrial presente em
heteroplasmia varia na prole ao redor da frequéncia presente na progenitora e a homoplasmia tende a
ser restabelecida apos poucas geragdes (HAUSWIRTH e LAIPIS, 1982). Essa rapida segregagdo de
um haplotipo € proposta como sendo devida a um mecanismo conhecido como gargalo genético
mitocondrial (STEWART et al., 2008; Figura 1). De acordo com este mecanismo, 0 mtDNA ndo ¢
replicado na linhagem germinativa durante o desenvolvimento inicial, resultando em poucas dezenas
de copias nas células germinativas primordiais (PGCs). No entanto, nas fases seguintes do
desenvolvimento da linhagem germinativa da fémea o mtDNA ¢ intensamente replicado, atingindo
~200.000 copias no odcito maturo. Portanto, a reducdo de cerca de mil vezes do numero de copias de
mtDNA entre a fecundacdo e a formagao das PGCs ¢ apontada como um dos fatores que forca a

segregacdo de moléculas de mtDNA polimorficas. Somado a isso, somente cerca de dez células das
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milhares presentes no embrido ddo origem as PGCs e nem todas as moléculas de mtDNA presentes
nas oogonias sdo utilizadas como molde para a replicagdo do mtDNA no odcito, o que deve acentuar
a segregacdo mitocondrial (STEWART et al., 2008). No entanto, apesar da teoria do gargalo genético
mitocondrial ser amplamente aceita, alguns dos seus aspectos moleculares ndo sdo bem
compreendidos. Por exemplo, a mesma ndo explica achados mais recentes de que mutagdes deletérias
sdo negativamente selecionadas na linhagem germinativa (FAN et al., 2008; FREYER et al., 2012;
SATO et al.,2007; SHARPLEY et al., 2012; STEWART et al., 2008).

Um estudo realizado por Stewart et al. (2008) mostrou de forma bastante convincente a
ocorréncia desse mecanismo de purifica¢do. Neste estudo, machos de uma linhagem de camundongos
portadora de uma DNA polimerase mitocondrial defeituosa (PolgAD25 "A- KUJOTH et al., 2005;
TRIFUNOVIC et al., 2004) foram acasalados com fémeas selvagens com o intuito de introduzir
mutagdes no mtDNA. Apos duas geracdes de retrocruzamentos, as fémeas descendentes foram entao

.. ~ D257A
acasaladas com machos selvagens para eliminar a mutagio nuclear PolgAP*’

e estudar o padrao de
heranca das mutagdes introduzidas no mtDNA. Foi observada uma selecdo negativa mais intensa
contra mutagcdes no mtDNA em genes codificantes de proteinas do que em genes codificantes de
tRNAs e rRNAs, o que representa um claro exemplo de selecdo genética. Além disso, mutagdes
sindnimas em genes codificadores de mRNAs sofreram menor pressdo de selecdo do que mutagdes

ndo sindnimas ou com perda de sentido (STEWART et al., 2008).

Embriogénese
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Figura 1. Biogénese mitocondrial durante a foliculogénese e o inicio do desenvolvimento humano. Durante a
embriogénese, o conteido de mtDNA de cada célula do embrido diminui drasticamente. Ja durante a oogénese, ocorre
uma restri¢do e amplificagdo do niumero de copias de mtDNA, de forma que apenas um pool de moléculas ¢ multiplicado,
resultando em um efeito de gargalo (em verde). Além disso, a estreita relagdo entre as células do granulosa e o odcito
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parece ser importante para a constitui¢do deste pool/ de mitocondrias oocitarias. F= foliculo, I= primario, II= secundario,
1= terciario. Adaptado (MAY-PANLOUP et al., 2016).

Essa sele¢do explica porque, em humanos, grande parte das muta¢des mitocondriais
causadoras de doengas familiares ¢ relativamente leve enquanto que as causadas por grandes delegdes
sdo esporadicas (SCHON et al., 2012). Porém, pouco se sabe sobre a selecdo purificadora e como
esta evita que mutacdes deletérias sejam transmitidas. Segundo Stewart et al. (2008), uma possivel
hipotese € que a selecdo ocorra a nivel da organela, ou seja, organelas disfuncionais poderiam ser

eliminadas, por exemplo, através de autofagia (e.g., mitofagia).

Dinamica mitocondrial

Os processos de remodelacao mitocondrial (fusdo e fissdo) sdo coletivamente denominados
de dindmica mitocondrial (PERNAS e SCORRANO, 2015). O termo “dindmica mitocondrial”
também se refere as mudancgas continuas na posi¢do, tamanho e forma das mitocondrias dentro das
células. Em células eucariotas, as mitocondrias estdo dispostas em uma grande variedade de formas,
variando de longos tiibulos interconectados até esferas individuais (KONING et al., 1993; CHEN et
al., 2003; BEREITER-HAHN e VOTH, 1994). A morfologia da rede mitocondrial ¢ mantida por
ciclos de fusdo e fissdo (SILVA et al., 2016) e esta diretamente associada a respostas celulares ou
estagios do desenvolvimento como apoptose, resposta a fome, quimiotaxia, sinalizacdo imune,
desenvolvimento embriondrio, entre outros (Figura 2). Isso revela a existéncia de um grande espectro
de largura, comprimento, padrdes de cristas e interconectividade mitocondrial.

Sendo assim, mitocondrias sdo organelas dindmicas que apresentam a capacidade de
remodelar suas membranas em ciclos de fusdo e fissdo, o que tem efeitos diretos sobre o transporte e
a bioenergética mitocondrial (MISHRA e CHAN, 2014). A fusdo mitocondrial é um processo
altamente conservado em todas as células eucaridticas com mitocondrias (PERNAS e SCORRANO,
2015) e pode ser realizada em uma ou duas etapas (Figura 3). Primeiramente, ocorre a fusdo das
membranas externas, o que ¢ mediado pelas GTPases MFN1 e MFN2, seguida da fusdo das
membranas internas, mediado pela GTPase OPA1 (dynamin-related protein optic atrophy I). Ja a
fissdo mitocondrial ¢ fruto do estrangulamento de suas membranas, mediado pela GTPase DRP1
(dynamin-related protein 1). Eventos de fusdo e fissdo resultam na mistura do conteudo da rede
mitocondrial (e.g., mtDNA, RNAs e proteinas) e sdo fundamentais para a manutenc¢do da atividade
da organela e integridade do mtDNA.

A rede mitocondrial pode softrer alteragdes devido a condigdes de estresse ou modificagdo do
destino celular e do metabolismo, a fim de se adaptar as necessidades energéticas da célula (HYDE
et al., 2010; Figura 2). J4 ¢ sabido que a morfologia da rede mitocondrial varia dependendo dos
substratos respiratorios (JIMENEZ et al., 2014) ou glicoliticos (ROSSIGNOL et al., 2004; MISHRA
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et al.,2014) disponiveis. Além disso, as interconexdes da rede mitocondrial aumentam em condi¢des
de fome, o que tem sido relacionado com a prevencdo da degradagdo mitocondrial por autofagia
(GOMES et al., 2011; RAMBOLD et al., 2011), manutencdo do conteido de mtDNA, da
heterogeneidade de nucledides, manuten¢do do A¥m e da fosforilagdo oxidativa (MISHRA e CHAN,
2014). Em contraste, ocorre a fragmentacao da rede mitocondrial sob condi¢des apoptdticas (FRANK
et al.,2001) e uma vez que esta individualiza as mitocondrias, a fragmentacdo mitocondrial tem sido
também relacionada com a facilitagdo do transporte mitocondrial e mitofagia. Sendo assim, nos
ultimos anos, a dindmica mitocondrial emergiu como um aspecto chave da biologia e fungdo
mitocondrial, tendo importante papel na apoptose, autofagia, homeostase de Ca>", controle da
qualidade mitocondrial, respiracdo e metabolismo oxidativo. Portanto, as alteragdes na dinamica
mitocondrial tém um profundo impacto sobre a fun¢do celular e tecidual (ARCHER, 2013; LIESA et
al., 2009; LIESA e SHIRIHAI 2013). Assim como, t€ém sido associadas a neuropatias (Charcot-
Marie-Tooth tipo 2A e neuropatia Optica hereditdria dominante autossomica ou ADOA;
ALEXANDER et al., 2000; DELETTRE et al., 2000; ZUCHNER et al., 2004), doencas
neurodegenerativas (doenca de Parkinson e aterosclerose; CHEN et al., 2004; MCCOY e
COOKSON, 2012) e doengas metabdlicas (obesidade e diabetes tipo 2; BACH et al., 2003;
SCHNEEBERGER et al., 2013; SEBASTIAN et al., 2012).

MAVS
Gota lipidica |
) ' ATP
Estimulo Infecgdo
quimiotatico Viral
Fome \

Diferenciagdo

Apoptose

3 O& /\ N o &

‘Eﬁ o )J) / ;;
~o O 20 -

Citocromo C

Figura 2. Mudanc¢as na morfologia mitocondrial de acordo com as demandas celulares. As mitocOndrias sdo capazes de
alterar sua morfologia para atender as necessidades celulares mais diversas. Durante a autofagia devido a fome, as
mitocondrias encontram-se alongadas e promovem a sobrevivéncia celular através do aumento da captagdo de substratos
para a respirag@o, como gotas lipidicas, e da fosforilagdo oxidativa. Altera¢cdes morfoldgicas semelhantes ocorrem para
garantir a sobrevivéncia celular durante uma infecgdo viral, através do estimulo das vias antivirais por aumento do contato
com o reticulo endoplasmatico e também por vias de ativagdo antiviral por proteinas mitocondriais. Em contrapartida, a

7



fragmentacdo mitocondrial facilita divisdes assimétricas ¢ mantém a pluripoténcia, enquanto que a fusdo garante a
diferenciacdo adequada dos cardiomidcitos. A remodelag@o das cristas mitocondriais também ¢ de extrema importancia
para a autofagia e apoptose, assim como, influencia no metabolismo. A abertura das cristas durante a apoptose resulta na
liberagdo de moléculas pro-apoptoticas do espago entre membranas e em morte celular. Adaptado (PERNAS e
SCORRANO, 2015).

Fusao Mitocondrial

MFN1 e MFN2 sdo proteinas fusogénicas pertencentes a familia das GTPases
transmembranares (SANTEL, 2003). Essas proteinas encontram-se conservadas entre os organismos,
sendo encontradas desde leveduras a humanos (MISHRA e CHAN, 2014). As mitofusinas
apresentam semelhanca de 64% na sequéncia de aminoécidos na por¢do GTPase N-terminal, dominio
necessario para a atividade de fusdo mitocondrial. Além deste dominio, as mitofusinas também
possuem um dominio transmembranar necessario para a inser¢ao na membrana mitocondrial externa
e duas repeti¢des preditas que intermedeiam o contato entre mitocondrias adjacentes (KOSHIBA,
2004; SANTEL, 2003; ROJO et al., 2002). Essas proteinas apresentam 741 e 757 aminoacidos de
comprimento, respectivamente, em camundongos ¢ humanos. Sendo assim, ndo devem ser vistas
apenas como mediadores da fusdo, mas sim como receptores multifuncionais que integram sinais
citosolicos com mudangas morfologicas e funcionais da mitocondria (PERNAS e SCORRANO,
2015). Apesar da semelhanca entre as mitofusinas, MFN1 e MFN2 apresentam papéis distintos na
célula. Isso se deve a interagdo com parceiros especificos ou moduladores de atividade, assim como,
pelas formas de regulacdo pos-traducional a que estdo sujeitos. Além disso, Mfnl e Mfn2 sdo
diferencialmente expressos nos tecidos, sendo que, Mfnl ¢ preferencialmente expresso no coragao,
figado, pancreas, glandulas supra-renais e testiculo, enquanto que o Mfn2 ¢ mais abundantemente
expresso no coragdo, musculo esquelético, cérebro, glandulas supra-renais, e tecido adiposo marrom.
Ambas as mitofusinas sdo responsaveis por mediar a fusdo de mitocondrias (SCHREPFER e
SCORRANO, 2016), mas enquanto MFN1 parece ser mais eficiente nesta fungdo (ISHIHARA et al.,
2004), MFN2 desempenha varias outras fungdes na célula. Além disso, MFN2 também esta presente
na membrana do RE, sendo responsavel por regular a sua morfologia e interacdo com a mitocondria.
Ademais, o MFN2 estd envolvido na regulacdo do metabolismo energético e da autofagia. Como
consequéncia, mutagdes no Mfn2 se associam com diversas patologias, incluindo doencas
metabolicas (SCHREPFER e SCORRANO, 2016) e neurodegenerativas (CHEN et al., 2007).

Além disso, as diversas morfologias que as mitocondrias assumem, de modo tecido-
especifico, demonstram as suas diversas fung¢des sob diferentes demandas. Os eventos de fusdo e
fissdo ocorrem sem instrug@o nuclear ou tradugdo de novo, o que indica uma regulacio autonoma da
estrutura e funcdo em resposta a sinais celulares (PERNAS e SCORRANO, 2015). A fusdo ¢
responsavel pela manuten¢do da homogeneidade genética e bioquimica, permitindo a dilui¢do de

8



ROS, mtDNA mutante e repolarizagdo das membranas (CHAN, 2011). Isso poderia levar a crer que
mitocondrias saudaveis se fundem com mitocondrias ndo sauddveis, porém, mitocondrias
disfuncionais ou despolarizadas sdo rapidamente direcionadas para degradacdo (NARENDRA e
YOULE, 2011; TWIG e SHIRIHALI, 2011).

Além disso, as mitocondrias sdo funcional e morfologicamente heterogéneas com base em
estudos que caracterizam a morfologia, 0 A¥m, ensaios de liberagdo de Ca**, estado redox, atividade
respiratdria, interconectividade e interacdo com o RE (KUZNETSOV ¢ MARGREITER, 2009). Ao
invés das mitocondrias selecionarem ativamente outras mitocondrias para ocorréncia da fusdo,
acredita-se que o ambiente citoplasmatico ¢ o determinante chave destes eventos, integrando as
necessidades celulares a fungdo mitocondrial. Embora ndo haja duvida de que a fusdo ¢ necessaria
para a atividade mitocondrial e celular (CHEN et al., 2007; CHEN et al., 2010, CHEN et al., 2003),
o papel-chave da fusdo € sintonizar o estado da célula com a fun¢ao mitocondrial.

O meio citosolico pode inibir ou ativar a fusdao por meio de proteinas ou solutos. Por exemplo,
a inibicdo da fusdo pode ser ditada por eventos de ubiquitinacio que levam a degradacdo
proteossomica (LEBOUCHER et al., 2012; CHAN et al, 2011), eventos de fosforilagdo
(PYAKUREL et al., 2015) e interagdo com reguladores negativos (EURA et al., 2006).
Alternativamente, a ativa¢do pode ser imposta por sinais externos, incluindo glutationa oxidada e
proteinas citosolicas fosforiladas (PERNAS e SCORRANO, 2015).

Apesar do contato entre mitocondrias ser indispensavel para a fusdo mitocondrial (Figura 3),
apenas 20% dos contatos entre mitocondrias resultam em fusdo (CAGALINEC et al., 2013). Isso leva
a crer que o contato mitocondrial apresenta outras fungdes que ndo o desencadeamento da fusao.
Ambas as mitofusinas apresentam importante papel na fusdo mitocondrial (Figura 3). Mas,
dependendo do tipo celular, a associagdo em cis entre elas ¢ suficiente para evitar a ocorréncia de
graves disfungdes celulares (CHEN et al., 2003, 2005; MISHRA e CHAN, 2014). Porém, o nocaute
de Mfnl ou Mfn2 em embrides de camundongos resulta em bloqueio do desenvolvimento no dia 11
pds-coito, ressaltando também a importancia da associagdo em frans entre as mitofusinas. Ja o duplo
nocaute de Mfnl e Mfn2 ¢ ainda mais severo, cessando o desenvolvimento no dia 8,5 (CHEN et al.,
2003).

Diferentemente do MFN1, o MFN2 parece desempenhar funcdes alternativas na célula,
estando envolvido na regulagdo do metabolismo energético (ZORZANO et al., 2015), no transporte
mitocondrial (NI ez al., 2015), na atragdo de PARKIN para mitocondrias disfuncionais (CHEN e
DORN, 2013), na regula¢ao da forma e fun¢do do RE (SCHREPFER e SCORRANO, 2016) e no
tethering entre mitocondrias e o RE (DE BRITO e SCORRANO, 2008) ou gotas lipidicas
(WASILEWSKI et al., 2012; BOUTANT et al., 2017). A divergéncia funcional entre MFN1 e MFN2

¢ ainda suportada por estudos in vivo em camundongos, os quais mostram que o0 MFN2 ¢ necessario
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para a homeostase normal da glicose (SEBASTIAN et al., 2012), para a esteroidogénese
(WASILEWSKI et al., 2012; DUARTE et al., 2012), para o desenvolvimento cerebelar (CHEN et
al., 2007) e para a funcdo e manutencao de projecdes axonais de neurdnios dopaminérgicos (LEE et
al.,2012; PHAM et al., 2012). Além disso, o impacto bioenergético causado pela perda de MFN2 ¢
pleiotropico e tecido especifico. Em células de Purkinje, neurénios dopaminérgicos € musculo
esquelético, a perda de MFN2 esta associada a uma perda de atividade do complexo IV (CHEN et
al., 2007; SEBASTIAN et al., 2012; LEE et al., 2012). Porém, a perda de MFN2 no figado apenas
prejudica suavemente as atividades dos pares de complexos I-II e II-III (SEBASTIAN et al., 2012).
Ja a perda de MFN1 ou MFN2 no coracgdo esta associada a uma ligeira disfunc¢ao da fosforilacao
oxidativa que ndo pode ser explicada por niveis reduzidos dos complexos de proteinas ou pela perda
de suas atividades enzimaticas (PAPANICOLAOU et al., 2011; PAPANICOLAOU et al., 2012).
Ainda, a perda de MFN2 no coracdo tem sido relacionada com a protecdo das mitocondrias quanto a
abertura de poros de transi¢io de permeabilidade (mPTP) induzida por Ca*>" (PAPANICOLAOU et
al., 2011). Muitos estudos mostram ainda que os defeitos bioenergéticos mitocondriais observados
na auséncia de MFN2 nao podem ser atribuidos a uma perda acentuada de subunidades da cadeia
transportadora de elétrons ou niveis reduzidos de mtDNA (SEBASTIAN et al., 2012; LOISEAU et
al.,2007; MOURIER et al., 2015).

Thetering por complexos de MFN
homotipicos e heterotipicos

m
Fusdo da OMM \ Fusao coordenadada OMM e da IMM

@@@@

Fusdo da IMM

(D @Iem
@UZD!.RD @HD(RD

Figura 3. Fusdo da membrana mitocondrial externa e interna. Representagdo esquematica do contato entre duas
mitocondrias através de interagdes homotipicas (MFN1-MFN1 e MFN2-MFN2) ou heterotipicas (MFN1-MFN2). Apds
o contato, a fusdo da membrana externa pode ocorrer em um passo distinto ou ndo da fusdo da membrana interna. O
evento de fusdo resulta na mistura do conteudo de mtDNA. IMM= membrana mitocondrial interna, L-OPA1 = isoformas
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longas de OPA1, MFN = mitofusina, MFN1 = mitofusina 1, MFN2 = mitofusina 2, OMM = membrana mitocondrial
externa, S-OPA1 = isoformas curtas de OPA1. Adaptado (PERNAS e SCORRANO, 2015).

A modulacdo da expressao de Mfn2 in vitro e in vivo demonstrou uma estreita ligacao entre
MFN2, respiracdo celular e metabolismo. A repressdo de Mfn2 resultou em diminui¢do do consumo
de oxigénio, diminuicdo da oxidacdo de glicose e acidos graxos, e diminuicdo do A¥Ym em varios
modelos e tecidos celulares (BACH et al., 2003; CHEN et al., 2005; PICH et al., 2005; SEBASTIAN
et al.,2012). Na maioria dos casos, 0 Mfn2 parece ser regulado por transcricao. Além disso, 0o MFN2
também ¢ regulado pela atividade proteossdmica apds ubiquitinacdo. J& o estresse oxidativo celular
sabidamente induz a expressao de Mfn2 em midcitos cardiacos (NIE et al., 2014) e melhora a fusao

mitocondrial em células HeLa (SHUTT et al., 2012).

MFN?2 e o reticulo endoplasmatico

E no RE que ocorre a sintese, dobramento e transporte de proteinas secretorias e de membrana.
O RE também desempenha papel fundamental no armazenamento de Ca”" e na biossintese de lipideos
(ROWLAND e VOELTZ, 2012). Além disso, ¢ sabido que esta organela ndo ¢ isolada, mas apresenta
locais de contato com outras organelas citoplasmaticas (ROWLAND e VOELTZ, 2012). Dentre
esses, 0 contato com a membrana mitocondrial externa (Figura 4) ¢ um dos mais bem caracterizados
(denominado MAM, mitochondrial-associated membranes), sendo de grande importincia na
regulagio do metabolismo lipidico e na sinalizagio por Ca®" (ZORZANO et al., 2015). A justa
posi¢do das membranas do RE e da mitocondria ¢ principalmente promovida por MFN2, o qual
também estd presente na membrana do reticulo RE (ZORZANO et al., 2015; DE BRITO e
SCORRANO, 2008). Uma vez que a MAM ¢é rica em receptores de liberagio de Ca*" do RE
(receptores inositol 1,4,5-trifosfato - IP;R1) e transportadores de Ca*" mitocondriais (VDAC), o
MFN2 atua na manutengdo da bioenergética mitocondrial, na regulagio da homeostase do Ca*"
mitocondrial e na indu¢do da apoptose (SCHREPFER ¢ SCORRANO, 2016; ZORZANO et al.,
2015).

Além disso, ndo apenas a membrana da mitocondria supre a formacao dos autofagossomos na
fome (HAILEY et al., 2010), mas também ¢ nas regides de contato entre RE e mitocondrias que se
formam os autofagossomos (HAMASAKI et al., 2013; GELMETTI et al., 2017). Hamasaki et al.
(2013) descobriram que na auséncia de MFN2 ocorre uma inibicdo da co-localizacdo de ATG14
(Autophagy Related 14) e DFCI1 (double FYVE domain-containing protein 1) nas MAMs e isto evita
a formacdo dos autofagossomos. Além disso, a fusdo destes com lisossomos (ZHAO et al., 2012)
também ¢ afetada na auséncia de MFN2, o que estd estritamente associado com a ocorréncia de

mitofagia e lipofagia (e.g., autofagia de goticulas lipidicas; DONG e CZAJA, 2011; Nl et al., 2015).
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Figura 4. A integridade da MAM ¢ necessaria para a correta passagem do Ca®" do reticulo endoplasmatico para a
mitocondria. CypD = cyclophilin D; IMM = membrana mitocondrial interna; MCU = mitochondrial Ca2+ uniporter;
OMM = membrana mitocondrial externa; P = phosphorylated; PACS2 = phosphofurin acidic cluster sorting protein 2;
PTEN = phosphatase and tensin homolog; SERCA = sarcoendoplasmic reticulum Ca2+ transport ATPase. Adaptado
(RUTTER e PINTON, 2014).

O estresse do RE ¢ desencadeado devido a uma variedade de estimulos que levam a uma série
de alteracdes do RE, tais como homoeostasia redox desregulada, o dobramento anormal de proteinas
e a redugio dos niveis de Ca* (MUNOZ et al., 2014). Patologias como neurodegeneragdes, diabetes,
cancer e¢ doengas cardiovasculares estdo associadas com a ocorréncia de estresse do RE
(HOTAMISLIGIL, 2010). Pelo menos trés proteinas localizadas na membrana do RE (PERK - ER
stress—activated elF 2o kinase, IRE-1 - kinase/endoribonuclease inositol-requiring enzyme I ¢ ATF6
- Activating Transcription Factor 6) respondem ao estimulo de estresse, desencadeamento a resposta
a proteinas mal enoveladas (UPR; MUNOZ et al., 2014). O fator de transcricdo A¢f6 encontra-se
aumentado durante o estresse RE, sendo o Ca*" também um importante regulador deste evento (XU
et al., 2004). O ATF6 induz a transcri¢do de Xbp-1 (X-box binding protein I) e de chaperonas, e

participa na sobrevivéncia celular (SCHEWE e AGUIRRE-GHISO, 2008).
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E sabido que a deficiéncia de MFN2 aumenta a taxa de marcadores da UPR no figado, no
musculo esquelético e em células cultivadas (NGOH et al., 2012; SEBASTIAN et al., 2012), e o
tratamento do estresse com acido tauroursodeoxicélico (uma chaperona sintética) melhora a
sinalizacdo deficiente em insulina em células hepaticas de camundongos Mfin2 nocaute (SEBASTIAN
etal.,2012). MFN2 foi também relacionado com a regulagdao de PERK em fibroblastos fetais murinos
(MEFs), sendo necessario para a ativagdo normal da apoptose e autofagia durante a resposta ao
estresse do RE (MUNOZ et al., 2014). Segundo Mufioz ef al. (2014), a deficiéncia de MFN2 causa
disfun¢do mitocondrial justamente pela ativagdo sustentada de PERK nas MEFs, sendo assim, este
mecanismo relacionado ao RE seria o responsavel pelo desenvolvimento de mitocondrias inchadas,
sobrecarga de Ca®" assim como, o aumentado da produgio de ROS e redugio da respiracio
mitocondrial em células deficientes em MFN2. A inativagdo de PERK por MFN2 se daria em
condi¢des basais e o nocaute de Mfn2 resulta em ativacdo sustentada de PERK no musculo
esquelético, figado e células pré-adiposas. Portanto, a ativagdo de PERK na auséncia de MFN2 pode
ndo ser tecido especifico. Ainda, a interacdo mediada pelo MFN2 do RE com mitocondrias € crucial
para a homoeostase metabdlica e para a regulagdo da vida e morte celular. Dessa forma, MFN2 parece

integrar também o estado celular com a resposta ao estresse do RE (MUNOZ et al., 2014).

MFN2, mitofagia e envelhecimento

Em modelos somaticos de cultivo celular, a mitofagia tem se apresentado como um promissor
mecanismo de elimina¢do de mitocondrias disfuncionais. Segundo Mishra e Chan (2014), mitofagia
¢ uma forma seletiva de autofagia que envolve o “sequestro” de mitocondrias por autofagossomos e
posterior degradagdo nos lisossomos. Acredita-se que esse mecanismo ¢ o principal responsavel pela
degradagdo de mitocondrias disfuncionais, e assim, mantém a qualidade da popula¢do mitocondrial.
Mitocondrias experimentalmente despolarizadas por tratamento com CCCP (cianeto de carbonila de
meta-clorofenilhidrazona) atraem mais facilmente a maquinaria necessaria para a autofagia
(NARENDRA et al., 2008; NI et al., 2015; YOULE e NARENDRA, 2011), o que confirma a
importancia desse processo na eliminacdo de mitocondrias disfuncionais (SONG et al., 2014). Além
disso, foi demonstrado que mutagdes no mtDNA também podem ser seletivamente eliminadas por
mitofagia em células cultivadas. No entanto, a eliminacdo neste caso foi dependente do tratamento
com rapamicina (DAI et al., 2014; GILKERSON et al., 2012) ou superexpressao de Parkin (ou Park
2 - Parkinson's disease (autosomal recessive, juvenile) 2), uma das proteinas envolvidas na via
mitofagica (SUEN et al., 2010). Além disso, estudos recentes indicam que o envelhecimento estd
relacionado com deficiéncia na via mitofagica em C. elegans, o que pode explicar o acumulo de

mitocondrias danificadas dependente da idade (PALIKARAS et al., 2015). No entanto, ainda nao
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esta claro se os danos mitocondriais sdo uma causa ou a consequéncia do envelhecimento (BRATIC
e LARSSON, 2013).

A via mais estudada de regulacdo mitofagica esta relacionada com as proteinas PINK1 (PTEN-
induced putative kinase protein 1) e PARKIN, cujas mutacdes em genes que as codificam estdo
relacionadas com formas herdaveis da doenga de Parkinson (SCARFFE et al., 2014). Em condi¢des
normais, o complexo TIM (Translocase of inner mitochondrial membrane) / TOM (Translocase of
outer mitochondrial membrane) constantemente importa PINK1 para as mitocondrias. Apds sua
importa¢do, PINK1 sofre um processamento proteolitico (JIN ez al., 2010) e sai da mitocondria para
degradacdo (YAMANO e YOULE, 2013). Porém, a perda do A¥m inibe a importagdao de PINK1 e a
clivagem proteolitica, levando a inser¢cdo do seu dominio transmembranar na membrana mitocondrial
externa (NARENDRA et al., 2010; NARENDRA et al., 2008). PINK1 fosforila a ubiquitina (Ub)
presente em proteinas mitocondriais, incluindo a MFN2. As ubiquitinas fosforiladas (p-Ub) recrutam
PARKIN para as mitocondrias danificadas (KANE et al., 2014; KOYANO et al., 2014; OKATSU et
al.,2015; CHEN e DORN, 2013) e a ligag@o deste com as pSer65-Ub libera o dominio ubiquitina de
PARKIN e permite a sua fosforilagio por PINKI1(SHIBA-FUKUSHIMA et al., 2012;
KONDAPALLI et al., 2012; Figura 5). Isso leva a ativacdo de PARKIN, que subsequentemente
ubiquitina outas proteinas da membrana mitocondrial externa, seguido da fosforilacao por PINK1. A
poli-ubiquitinagdo dessas proteinas atrai outros complexos como a histona deacetilase 6 (HDACO6) e
o sequestrosomo 1 (P62/SQSTMI). Esses complexos interagem com os dominios de poli-
ubiquitinagdo mitocondrial e com componentes dos autofagossomos. Em especial, HDAC6 e
P62/SQSTMlinteragem com a forma lipidada de MAPILC3b (LC3b), o qual estd localizado na
membrana dos autofagossomos (LC3-I) e sofre lipidagao (LC3-II) em resposta ao sinal autofagico.
Como resultado, autofagossomos sdo atraidos para a mitocondria, levando ao seu engolfamento e
posterior catabolismo nos lisossomos (NI et al., 2015).

A autofagia ¢ essencial para a manutencao da massa e da fungdo do musculo esquelético, bem
como a homeostase energética de todo o corpo (MASIERO et al., 2009; MASIERO e SANDRI,
2010). Além disso, a autofagia ¢ reduzida durante o envelhecimento (SALMINEN e
KAARNIRANTA, 2009; CARNIO et al., 2014), explicando um possivel envolvimento no aciimulo
de dano tecidual devido a idade (KROEMER, 2015). A andlise do fluxo autofagico em células
musculares sugere que a autofagia seletiva ¢ mais afetada pela deficiéncia de MFN2 do que a
autofagia geral ndo seletiva (também conhecida por macroautofagia). Uma menor expressdo da
proteina MFN2 também tem sido relacionada com o envelhecimento no musculo esquelético, e
camundongos jovens Mfn2 nocaute apresentam fenotipo precoce de alteragdes metabolicas e de

sarcopenia, devido principalmente a defeitos autofagicos. Além disso, o peso corporal desses animais
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nocaute ¢ maior, devido a um aumento na adiposidade, sem alteragdes no peso do figado, coragdo,

cérebro ou consumo alimentar (SEBASTIAN et al., 2016).

Citosol
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Figura 5. Ciclos de feedback positivos resultam no recrutamento e ativa¢do de PARKIN. PINK1 medeia a fosforilagdo
das ubiquitinas presentes nas proteinas ligadas 8 membrana mitocondrial externa. Isso leva ao recrutamento de PARKIN,
que ¢ fosforilado também por PINK1 de forma a ativa-lo. PARKIN ativado ubiquitina outras proteinas da membrana
mitocondrial externa, o que gera mais substrato para PINK1. Isso por sua vez, recruta e ativa mais moléculas de PARKIN.
Este ciclo de feedback continuado resulta em uma rapida amplificagdo do sinal que leva ao englobamento da mitocondria
pelo autofagossomo. Adaptado (NGUYEN et al., 2016).

Os efeitos do envelhecimento sobre as mitocondrias dos odcitos tém sido observados através
de anormalidades morfolégicas e funcionais. De fato, o inchago mitocondrial, a vacuolizacdo e a
alteragdo das cristas em oocitos tém sido relacionados com o aumento da idade em humanos (VAN
BLERKOM, 2011) ¢ em roedores (KUSHNIR et al., 2012; SIMSEK-DURAN et al., 2013). O AYm
no oocito também parecer estar alterado com o envelhecimento em humanos (WILDING et al., 2001)
e em camundongos (BEN-MEIR et al., 2015), assim como a produ¢do de ATP em camundongos
(BEN-MEIR et al., 2015). Além disso, a disfun¢do mitocondrial em odcitos de camundongos idosos
resulta em anormalidades do fuso meidtico (ZHANG et al., 2006), ocasionando aneuploidias e

anormalidades cromossomicas (MELDRUM et al., 2016).

MFN?2 e o metabolismo energético

Evidéncias recentes tém mostrado que a célula ¢ capaz de moldar a arquitetura mitocondrial
em funcdo do balanco entre demanda e disponibilidade de energia (SCHREPFER e SCORRANO,
2016; ZORZANO et al., 2015). Sob condigdo de abundancia de nutrientes, a rede mitocondrial se
fragmenta, minimizando a producdo de ATP, favorecendo o desacoplamento mitocondrial e
estimulando o acumulo de reservas energéticas, de modo a evitar o gasto energético desnecessario e
o efeito detrimental do excesso de nutrientes (e.g., elevada geracdo de ROS). Por outro lado, sob
condi¢do de escassez de nutrientes, as mitocondrias se alongam, o que favorece o uso de reservas

energéticas (e.g., gotas lipidicas) e uma maior eficiéncia bioenergética, de modo a adequar o
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metabolismo & disponibilidade de nutrientes. O elongamento mitocondrial também previne a
destruicdo de mitocondrias por aumento da macroautofagia como fonte energética em casos de
escassez prolongada de nutrientes.

Neste contexto, o MFN2 ¢ descrito como um potente modulador do metabolismo
mitocondrial, o qual tem sua expressdo fortemente regulada no musculo, no figado e nos neurdnios
hipotalamicos. Fatores como ingestdo de alimentos, disponibilidade de lipideos, citocinas pro-
inflamatorias e glucocorticdides regulam negativamente a expressao do Mfn2, resultando em
disfuncdo mitocondrial, aumento da geragdo de ROS, actimulo citoplasmatico de intermediarios
lipidicos e ativagdo da INK (c-Jun N-terminal Kinase). Ainda, a repressdo da expressao do Mfn2 pode
desencadear estresse do RE, culminando no desenvolvimento de sindromes metabdlicas como
obesidade e diabetes. Isso pode ser verificado em pacientes obesos ou diabéticos em que a reducao
da expressdo do Mfn2 ¢ diretamente proporcional a sensibilidade destes a insulina. Semelhantemente,
camundongos que ndo expressam Mfn2 no musculo esquelético, no figado ou em neurdnios
hipotalamicos apresentam disfun¢do mitocondrial, excessiva geracdo de ROS, estresse do RE,
resisténcia a insulina e gliconeogénese hepatica aumentada. Em modelos celulares, a deplecao de
Mfn2 também resulta em disfungdo mitocondrial e estresse do RE, fornecendo evidéncias de que
MFN2 desempenha papel-chave no controle da homeostase metabdlica (SCHREPFER e
SCORRANO, 2016; ZORZANO et al., 2015).

J& ¢ sabido que MFN2 nos neurénios POMC (pro-opiomelanocortin) estd envolvido na
resisténcia a leptina, uma condicdo caracteristica da obesidade (SCHNEEBERGER et al., 2013).
Além disso, existe uma relagdo linear negativa entre os niveis de mRNA de Mfn2 no musculo
esquelético e o IMC (indice de massa corporal) de roedores e humanos (BACH et al., 2003). Também
foi encontrada no musculo esquelético de animais obesos uma rede mitocondrial fragmentada,
associada a oxida¢ao de nutrientes e defeitos na cadeia respiratdria, bem como a resisténcia a insulina
(KELLEY etal.,2002; BACH et al., 2005). Todavia, esse fendmeno ¢ reversivel, uma vez que a perda
de peso ou a realizagdo de exercicio agudo, reverte o fenotipo de sensibilidade a insulina e aumenta
a expressdo de Mfn2 no musculo esquelético (CARTONI et al., 2005; MINGRONE et al., 2005;
TOLEDO et al., 2006).

Ademais, uma dieta rica em lipideos (HFD — high fat diet) também foi relacionada com a
diminuicdo de MFN2 hepético juntamente com o surgimento do fendtipo de resisténcia a insulina e
estresse oxidativo (LIONETTI et al., 2014). No musculo esquelético, a auséncia de MFN2 leva a
reducdo da respiracdo mitocondrial e ao aumento do estresse oxidativo, o que resulta em inibi¢do da
sinalizagdo da insulina. Camundongos Mfn2 nocaute quando alimentados com HFD demonstram
intolerancia a glicose e maior resisténcia a insulina, o que destaca a importancia do MFN2 na

manutencdo do metabolismo muscular normal (SEBASTIAN et al., 2012).
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No entanto, ao contrario do que ¢ visto em casos de obesidade, o exercicio ndo melhora as
anormalidades na biogénese mitocondrial em pacientes com diabetes tipo 2 de inicio precoce, devido
a alteragdes na via regulatoria que controla a expressdio de PGCla e indug¢do de Mfn2
(HERNANDEZ-ALVAREZ et al., 2010). Todavia, a superexpressio de Mfn2 melhora
significativamente a sensibilidade a insulina (NIE ez al., 2014). Além disso, uma vez que a integridade
da MAM ¢ necessaria para a correta sinalizacdo dependente de MAM e que o MFN2 altera essa
integridade (DE BRITO e SCORRANO, 2008), o MFN2 pode ser um alvo potencial para modular o

metabolismo celular em patologias de resisténcia a insulina (TUBBS et al., 2014).

Metabolismo lipidico em odcitos

Durante a oogénese, o odcito em formagdo passa por uma série de processos bioldgicos de
modo a ganhar competéncia para ser fecundado e dar suporte para a embriogénese inicial e
desenvolvimento de um individuo saudavel. O odcito interage intimamente com as cé¢lulas somaticas
que o circundam, e juntos constituem a unidade funcional do ovario — o foliculo. Ao nascimento,
todos os foliculos encontram-se no estagio primordial, caracterizado pela presenca de um oocito nao
crescido e circundado por uma Unica camada de células somaticas da pré-granulosa. A divisdo
meidtica no oocito inicia-se ainda durante o periodo fetal e nos foliculos primordiais encontra-se
estagnada em diploteno da profase I. Em murinos, alguns dias apds o nascimento um conjunto de
foliculos inicia o desenvolvimento, o qual se caracteriza pela proliferacdo das células da granulosa e
crescimento do odcito. Nos foliculos terciarios, devido a formagdo da cavidade antral, as células da
granulosa se dividem em cumulus (que circundam o odcito) e murais da granulosa (que ocupam a
camada mais externa do foliculo). Nesta fase, a expressao de receptores especificos nas células da
granulosa ¢ essencial para integrar sinais enddcrinos de origem no eixo hipotalamo-hipéfise com o
desenvolvimento folicular e do odcito. Em especial, o nivel sérico do hormdnio foliculo estimulante
(FSH) passa a ser determinante para o desenvolvimento folicular com a formacdo do antro. Mais
proximo da ovulagdo, outro horménio que desempenha papel essencial na foliculogénese ¢ o
hormonio luteinizante (LH). Em decorréncia da diminuigdo sérica dos niveis de FSH e aumento dos
niveis de LH, o odcito inicia a fase de matura¢ao que ¢ caracterizada principalmente pela retomada
da divisdo meidtica até o estdgio de metafase Il (DUNNING et al., 2014). Ainda, diversas alteragdes
sd0 observadas no citoplasma do oocito, as quais sdo coletivamente denominadas de maturacao
citoplasmatica. O processo de maturagcdo oocitaria demanda grande aporte energético, maior do que
em estagios anteriores da foliculogénese, e garante a viabilidade do odcito para ser fecundado e iniciar
o desenvolvimento embrionario.

Ao conjunto odcito-células do cumulus € dado o nome de complexo cumulus-o6cito (COC) e

esta estrutura ¢ essencial para o desenvolvimento normal do odcito. Dado que o odcito ¢ deficiente
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para realizacdo de glicolise, ele secreta fatores que estimulam as células do cumulus a realizarem
glicolise e suprirem o gameta com piruvato, lactato e ATP, que posteriormente sdo utilizados pelas
mitocondrias oocitarias (GARDNER e LEESE, 1990; LEESE ¢ BARTON, 1985; SAITO et al.,
1994).

A oxidag¢do de uma tunica molécula de glicose via glicolise produz aproximadamente 30
moléculas de ATP que podem ser utilizadas pelo COC ou embrido como fonte de energia.
Alternativamente, a oxida¢ao de uma tinica molécula de 4cido graxo, por exemplo o palmitato, pode
produzir 106 moléculas de ATP. Portanto, existe um potencial benéfico para COCs e embrides
realizarem a oxidagdo de acidos graxos (FAO). A oxidagdo de acidos graxos ¢ um componente critico
do metabolismo celular, embora tenha sido conduzida uma investigacao limitada sobre a importancia
da oxidacao de 4cidos graxos no COC durante a maturagao do oocito (PACZKOWSKI et al., 2013).
A utilidade da oxidacao de acidos graxos para a producdo de energia depende do transporte de acidos
graxos para as mitocondrias, que ¢ catalizada pela carnitina palmitol transferase 1 (CPT1). A presenga
de substratos de acidos graxos, como os acidos palmitico e oléico, aumenta a abundancia de
transcritos de Cpt1, que liga os dcidos graxos a carnitina e permite seu transporte através da membrana
mitocondrial (ASSIMACOPOULOS-JEANNET et al., 1997). A carnitina ¢ entdo removida por CPT2
e o acido graxo sofre B-oxidagdo para produzir ATP (MCGARRY e BROWN, 1997). A abundancia
de transcritos de Cpt/ aumenta nos COCs murinos durante a maturacao, resultando em um aumento
da oxidacdo de 4cidos graxos para auxiliar na demanda metabdlica do odcito durante a maturacao
(DUNNING et al., 2010). Além disso, a inibicdo de CPT1lb durante a maturacdo diminui o
desenvolvimento a blastocisto (DUNNING et al., 2010), indicando que a oxidagdo de acidos graxos
durante a maturagdo do odcito ¢ essencial para a competéncia dos odcitos e o subsequente
desenvolvimento embrionario (PACZKOWSKI et al., 2013).

A diminuicdo da abundancia de CPTI1 prejudica o transporte de acidos graxos para as
mitocondrias, resultando em diminui¢do da B-oxidagdo. Além disso, a produc¢do de ATP e o consumo
de oxigénio diminuem e o estresse oxidativo e a atividade glicolitica aumentam apds a inibi¢ao da
oxida¢ao de acidos graxos via etomoxir em células de glioblastoma humano (PIKE et al., 2011). O
aumento do metabolismo da glicose também ¢ observado em embrides suinos apos a inibi¢do da
oxidacao de acidos graxos, sugerindo que as vias de energia alternativas sdo aumentadas quando a
oxidacao de 4cidos graxos esta bloqueada (STURMEY et al., 2009). A taxa relativa da oxidacdo de
acidos graxos pode ser estimulada pela suplementagdo de meio de cultura com carnitina, um substrato
limitante de CPT1. A carnitina exdgena afeta positivamente a maturagao nuclear e o desenvolvimento
pré-implantacao quando fornecido durante a maturag@o do oocitaria (DUNNING ef al., 2010). Além
disso, a suplementacdo de carnitina durante o desenvolvimento folicular e maturacdo oocitaria

aumentam a porcentagem de oocitos que atingem o estagio de metafase II (MII; DOWNS et al., 2009;
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RUDERMAN et al., 2003). Apesar da oxidagdo de acidos graxos ser essencial para a maturagdo de
odcitos de camundongos, estes apresentam perturbagdes menores na expressao génica, consumo de
glicose, teor de lipideos e razao ADP/ATP apods a exposi¢do dos COCs a uma dose ndo inibitoria de

etomoxir quando comparado com os COCs suinos e bovinos (PACZKOWSKI et al., 2013).

MFN?2 e o odcito

Tanto a quantidade de mtDNA quanto a de mitocondrias aumenta durante a foliculogénese
(WAl et al., 2008; JANSEN e DE BOER, 1998), resultando num processo que pode ser denominado
“meiose mitocondrial” (POULTON et al., 2010). No entanto, qual a finalidade deste processo? Na
tentativa de responder a esta pergunta, Udagawa et al. (2014) nocautearam a GTPase DRP1
exclusivamente nos oocitos durante a oogénese e observaram que o nocaute da fissdo resulta em
elongacao mitocondrial. Este achado sugere que a fragmentagao mitocondrial observada nos o6citos
ndo ¢ devida a repressdo da expressdo de GTPases de fusdo como MFN1, MFN2 ou OPA1, mas
provavelmente devido a excessivos eventos de fissdo em relagdo aos eventos de fusdo. Isso foi
posteriormente confirmado por Wakai et al. (2014) que encontraram que odcitos de camundongos
expressam Mfnl, Mfn2 e Opal, porém a superexpressdo dessas GTPases ndo resulta em elongacao
mitocondrial. Udagawa et al. (2014) também observaram que o nocaute da DRP1 no odcito resulta
em grave efeito sobre a fertilidade. Este efeito foi ocasionado por um defeito no mecanismo de
secre¢do de fatores paracrinos derivados do odcito, resultando em incapacidade do odcito em dirigir
a foliculogénese. Todavia, apesar de tais odcitos apresentarem forte agrega¢do mitocondrial, os
efeitos sobre a fertilidade verificados neste modelo ndo podem ser atribuidos exclusivamente as
mitocondrias, uma vez que a DRP1 ¢ também envolvida em varios outros processos celulares (e.g.,
brotamento de vesiculas secretorias; UDAGAWA et al., 2014).

Além disso, a superexpressao de Mfn2 em oo6citos murinos resultou em diminui¢do da taxa de
GVBD (quebra da vesicula germinativa; XI-RUI, 2015) durante a maturacao in vitro. Ja o knockdown
de Mfn2 por siRNA em odcitos crescidos resultou em alteragdes na morfologia da rede mitocondrial
e no numero de mitocondrias oocitarias, assim como, em defeitos no fuso, no alinhamento dos
cromossomos, taxa de GVBD e na taxa de extrusdo do primeiro corpusculo polar (PB1; ZHANG et
al., 2016). Porém, nada se sabe sobre a influéncia do MFN2 no crescimento oocitario ¢ na heranca
mitocondrial.

Visando compreender o papel das mitofusinas nos odcitos, nosso grupo nocauteou o Mfnl
(Mfnl-null), o Mfn2 (Mfn2-null) ou ambos (Mfn-dm) em odcitos de camundongos (dados nao
publicados). Os odcitos Mfn2-null apresentaram menor didmetro (Mfn2-null = 78,6+0,68 vs. WT =
85,7 £ 0,49 pum) e menor taxa de ovulacdo (Mfn2-null = 10,3+4,29 vs. WT = 23,0+3,82

oocitos/fémea). Todavia, odcitos imaturos Mfn2-null ndo foram afetados quanto ao nivel de mtDNA
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e ATP. O nimero de nascimentos de filhotes oriundos de oo6citos Mfn2-null e WT também diferiu
(dados nao publicados), revelando uma possivel subfertilidade devido a dele¢do do Mfn2 no gameta.
Ademais, a progénie oriunda de od6citos Mfn2-null apresentou maiores niveis de glicose pré (Mfn2-
null 13543,9 vs. WT =115+3,5 mg/dl) e pos-jejum (Mfn2-null = 172+7,2 vs. WT =13744,1 mg/dl).
Baseado nos achados apresentados acima, propomos neste trabalho investigar mais a fundo o
papel exercido pelo MFN2 no odcito. Embora nosso grupo ndo tenha sido observado até o momento
efeito do nocaute deste gene sobre a funcdo mitocondrial (baseado apenas na distribui¢ao
mitocondrial e do RE, e na mensuracdo dos niveis de mtDNA e ATP no odcito), ¢ possivel que tal
efeito tenha se dado de forma menos aparente (dados ndo publicados). Como evidéncia disso, pode-
se citar os elevados indices glicémicos presentes na progénie ja com nove semanas de idade. Devido
ao papel do MFN2 na regulacdo do metabolismo energético (SCHREPFER e SCORRANO, 2016;
ZORZANO et al., 2015), este fendtipo pode ser oriundo de uma possivel disfungdo mitocondrial ou
do RE. Ainda, o efeito do MFN2 pode estar associado com o seu papel no recrutamento de PARKIN
para a mitocondria (CHEN e DORN, 2013), bem como, na sua fun¢do na formacdo dos

autofagossomos (HAILEY et al., 2010) e na fusdo destes com lisossomos (ZHAO et al., 2012).
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HIPOTESE

- O nocaute condicional do Mfn2 (Mfn2-null) no odcito resulta em um maior distanciamento entre a
mitocondria e o RE. Assim como em outros tecidos, isso leva ndo apenas ao stress do ER, mas
também ao acumulo de gotas lipidicas, diminui¢do da beta-oxidacdo e da via mitofagica. Essas
alteracdes oocitarias resultam na heranga de mitocondrias disfuncionais para a progénie, ocasionando

sindrome metabdlica caracterizada pelo aumento de peso, menor tolerancia & glicose e resisténcia &

insulina.
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Figura 6. Modelo hipotético. Em comparagao com fémeas selvagens (WT), o nocaute condicional do Mfn2 (Mfn2-null)
no odcito resulta em maior distancia entre mitocondria e reticulo endoplasmatico, acimulo de gotas lipidicas e diminuigado
na formag@o de autofagossomos. Isso leva a heranga de mitocondrias disfungdes que resulta em sindrome metabdlica na

progénie oriunda de odcitos Mfn2-null.
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OBJETIVOS
Objetivo geral
- Analisar a fun¢do da mitocondria e do RE, bem como a ocorréncia de mitofagia em oo6citos Mfn2-

null e WT.

Objetivos especificos

- Confirmar a presenca de alteragdes metabolicas na progénie oriunda de odcitos WT e Mfn2-null
analisando a capacidade desses animais de metabolizar glicose, a presenca de resisténcia a insulina e
o ganho de peso.

- Analisar odcitos imaturos Mfn2-null e WT por PCR quantitativo (QPCR) quanto a expressdo de
genes associados com: 1) a dindmica mitocondrial; 2) a fung@o mitocondrial; 3) o stress do RE; 4) a
competéncia oocitaria; e, 5) a via mitofagica.

- Analisar a capacidade dos o6citos imaturos Mfn2-null e WT realizarem a maturagao in vitro (MIV).
- Analisar o6citos imaturos Mfn2-null e WT por microscopia de fluorescéncia quanto ao A¥m,
NAD(P)H e FAD.

- Analisar odcitos imaturos Mfn2-null e WT, por imunofluorescéncia, quanto a co-localizacdo de
mitocondrias com autofagossomos (Lc3b).

- Analisar oocitos imaturos Mfn2-null e WT por microscopia eletronica de transmissdao (TEM) quanto
a morfologia, o tamanho e o contato entre mitocondrias e RE. Além disso, quantificar o nimero de
autofagossomos e lisossomos.

- Analisar o6citos maturos Mfn2-null ¢ WT por microscopia confocal quanto a presenga e a
quantidade de gotas lipidicas. Também analisar a expressdo de genes relacionados com a sintese e

metabolismo lipidico nas células do cumulus de COCs com o6citos Mfn2-null e WT.
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PLANO DE TRABALHO

O presente projeto foi desenvolvido no Laboratéorio de Genética e Biotecnologia
(LAGENBIO), localizado no Departamento de Genética e Evolucao (DGE) da Universidade Federal
de Sao Carlos (UFSCar). Esse projeto se enquadrou como um desmembramento de um projeto maior
do nosso grupo intitulado “Bases moleculares da heranga mitocondrial: o papel da fusdo
mitocondrial” (Jovem Pesquisador - FAPESP 2012/50231-6). O principal objetivo do presente
projeto foi investigar em odcitos os efeitos do nocaute de Mfn2. Nossos estudos foram direcionados
no sentido de investigar os efeitos deste nocaute sobre a fun¢ao da mitocondria, do RE e a ocorréncia
de mitofagia a fim de ajudar a elucidar alguns dos dados preliminares ndo publicados. Conforme
apresentado anteriormente, tinhamos fortes evidéncias (ainda ndo publicadas) de que o6citos Mfn2-
null apresentam disfungdes associadas com esses processos/organelas que resultaram em um
indicativo de sindrome metabolica na progénie. Neste sentido, objetivou-se esclarecer os mecanismos

moleculares subjacentes a estas disfungdes.
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Figura 7. Crescimento dos foliculos ovarianos. O mtDNA ndo ¢é replicado na linhagem germinativa durante o inicio do
desenvolvimento folicular, sendo assim, ha poucas dezenas de copias de mtDNA nas células germinativas primordiais
(PGCs). No entanto, nas fases seguintes do desenvolvimento da linhagem germinativa da fémea, o mtDNA ¢ intensamente
replicado, atingindo ~200.000 copias no odcito maturo. Os odcitos nocaute Mfn2 serdo obtidos de fémeas portadoras de
45-80% de mtDNA NZB, cujo o éxon 6 do gene Mfn?2 foi excisado condicionalmente nos odcitos em crescimento. Isso
se deve a sequéncias loxP flanqueando a regido alvo do Mfi2, que juntamente com a enzima cre-recombinase resulta na
excisdo da regido flanqueada. A expressdo de cre-recombinase sera sob o comando do promotor Zp3 (Zp3-Cre), o qual é
exclusivamente expresso em odcitos a partir do estagio de foliculo primério.
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Para obten¢@o do modelo animal utilizado neste projeto, fémeas tiveram o éxon 6 do gene
Mfn2 excisado condicionalmente nos odcitos em crescimento (figura 7). Isso foi possivel uma vez
que esta linhagem contém sequéncias loxP flanqueando a regido alvo do Mfn2 (CHEN et al., 2007),
o que na presenca da enzima cre-recombinase resulta da excisdo da regido flanqueada. Para expressao
de cre-recombinase, utilizamos animais que expressam a enzima sob o comando do promotor Zp3
(Zp3-Cre; DE VRIES et al., 2000), o qual ¢ exclusivamente expresso em odcitos a partir do estagio
de foliculo primario (SUN et al., 2008). Os acasalamentos necessarios para a obtengdo dos odcitos

Mitn2-Null estdo representados na figura 8.
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Figura 8. Acasalamentos necessdrio para obtengdo de odcitos heteroplasmicos Zp3—Cre+/+, anZ'/' (Mfn2-null) e Zp3-
Cre™”, an2+/+ (WT). Camundongos machos Zp3-Cre+/+, Mfn2"*"" foram acasalados com fémeas heteroplasmicas e
portadoras de gen6tipo Zp3-Cre"", Mfn2"". Fémeas heteroplasmicas portadoras do genétipo Zp3-Cre"*, Mfn2"**" foram
utilizadas para obtengdo de odcitos Mfn2-null. Ja as fémeas heteroplasmicas portadoras do gendtipo Zp3-Cre+/+, Mfn2"*
foram utilizadas para obtencdo dos oocitos WT.

Foram coletados odcitos GV de fémeas superovuladas com 5 semanas de idade para as
analises de expressdo génica dos oocitos, AYm, FAD e NAD(P)H, maturagdo in vitro e co-localizagao
de mitocondrias com autofagossomos. Ja para as andlises de contingente lipidico e expressdo génica
das células do cumulus, os COCs foram coletados de fémeas superovuladas com 3 semanas de idade.
Quanto as analises realizadas na progénie oriunda dos odcitos Mfn2-null e WT, os testes de tolerancia
a glicose e resisténcia 4 insulina foram realizados em animais com 8 semanas de idade. O ganho de
peso foi calculado a partir das diferengas de peso entre as semanas 4 ¢ 5,5 ¢ 6, ¢ 6 ¢ 7 de vida. Para

as analises de por microscopia eletronica de transmissdo foi-se utilizado ovarios de fémeas com 5

semanas de idade.
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MATERIAL E METODO

Manuten¢ao dos animais

Os camundongos foram mantidos seguindo os procedimentos ja em uso na institui¢do, como
previamente aprovado pela Comissdo Interna de Biosseguranca (CIBio) e pela Comissdo de Etica
(CEUA) da UFSCar. Os animais foram mantidos em um ciclo de 14 horas de luz e 10 horas de escuro,
e temperatura de 25°C (NAGY et al., 2003). Os animais tiveram acesso ad libitum a dgua e a ragdo

(Presence Ratos e Camundongos, Purina).

Genotipagens

Para a genotipagem dos animais foi utilizado DNA total isolado de bidpsia de orelha ao
desmame, como descrito previamente (MACHADO et al., 2015). Resumidamente, as amostras foram
incubadas com 200 pl de solucao de digestao [SO mMKCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 2 mM MgCl,,
0,1 mg/ml gelatina, 0,45% Nonidet P-40, 0,45% Tween-20 e 100 ug/ml proteinase K] por 3 horas a
55°C. Ao final, as amostras foram incubadas por 10 minutos a 95°C para inativagdo da proteinase K
¢ armazenadas a -20°C até o uso. As amostras foram entdo diluidas em agua ultrapura (Life
Technologies) em uma proporgdo 1:5 para a genotipagem do Mfn2 e 1:500 para o transgene Zp3-Cre.
Para isso, foram utilizados primers para a analise qualitativa da presenca da sequéncia Loxp (forward:
GAAGTAGGCAGTCTCCATCG; reverse: AACATCGCTCAGCCTGAACC), de exons excisados
(foward: TGTTGGCAAGAAGCAGGACA, reverse: AGAAGAGCATGTGTGCTCCC) e do o
transgene Zp3-Cre (forward: GCGGTCCAGTAAAAACTATC, reverse:
GTCAAACATTGTTGTCACTT).

A genotipagem do Mfn2 foi realizada por PCR convencional como descrito por Chen et al.
(2007) e o transgene Zp3-Cre foi analisado por PCR em tempo real (q-PCR) conforme descrito por
de Vries et al. (2000). Resumidamente, para a genotipagem do Mfn2 foram utilizados 400 ng de
primer e o reagente para PCR JumpStart (Sigma-Aldrich) seguindo as recomendagdes do fabricante.
No que diz respeito a ciclagem, para a fase de iniciacdo, as amostras passaram por um ciclo a 94°C
durante 2 minutos, ja para a desnatura¢do das fitas de DNA utilizou-se a temperatura de 94°C por 30
segundos, seguida do anelamento dos primers a 65°C durante 30 segundos. A fase elongagdo foi
realizada a 72°C durante 1 minuto e 3 segundos. As fases de desnaturagdo, anelamento e elongamento
ocorreram em uma repeticao de 30 ciclos seguidos. Para a fase de elongamento final, as amostras
passam por um ciclo de 5 minutos a 72°C. Por fim, a PCR foi encerrada a 4°C. Em seguida, as
amostras foram aplicadas em gel de agarose 1,5% em TBE (tampao Tris/Borato/EDTA) contendo

SYBR Safe (Life Technologies) na propor¢ao de 1:10.000.
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J& para a genotipagem do transgene Zp3-Cre foram utilizados 200 ng de primer e o reagente
para PCR Power SYBR Green Master Mix (Life Technologies) seguindo as recomendagdes do
fabricante, no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies). Os parametros
da ciclagem foram segundo o proposto por Macabelli et al. (2014). Ao final de cada passo, a
fluorescéncia do SYBR Green era mensurada a uma temperatura de 62°C. A amplificacdo de cada
amostra foi realizada em duplicata. A andlise da presenga ou auséncia do transgene Zp3-Cre foi

conduzida utilizando o software 7500 Software (v. 2.0.6; Life Technologies).

Coleta de oocitos imaturos (GV)

Para a coleta de odcitos de GV, fémeas com 5 semanas de idade foram superovuladas através
da administragdo de 5 U.L. de eCG (gonadotrofina coridnica equina; Folligon, MSD Satde Animal)
via intraperitoneal (NAGY et al., 2003). Apds 42 a 44 horas, houve q eutanasia das fémeas e seus
ovarios foram dissecados em solugdo fisiologica. Os ovarios foram entdo transferidos para gotas de
meio FHM (NAGY et al., 2003) e os complexos cumulus-o6citos (COCs) obtidos por rompimento
dos foliculos antrais com o auxilio de uma agulha 30G (NAGY et al., 2003). Em seguida, os odcitos
foram desnudados das células do cumulus por pipetagem com auxilio de um capilar de vidro de
didmetro interno proximo ao dos o6citos (NAGY et al., 2003) e lavados em solugao tampao fosfatada
(PBS) +0,01% de BSA (BSA; Sigma-Aldrich). Somente odcitos integros, sem células do cumulus e
em estagio de vesicula germinativa (GV) foram selecionados para uso nos experimentos posteriores

(NAGY et al., 2003).

Maturacgao in vitro (MIV)

Para a MIV, o6citos GV foram coletados e desnudados como descrito a cima, porém na
presenga de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX; Sigma-Aldrich) na concentracdo final de 0,1 mM a fim
de bloquear a maturagao oocitaria estimulada pelo rompimento do foliculo. Os odcitos foram entao
lavados em meio FHM sem IBMX a fim de remover esse composto e permitir a maturagao oocitaria
sincronizada dos o6citos. Em seguida, os odcitos desnudos foram cultivados 4 37°C e 5% CO, na
incubadora (Thermo Fisher Scientific), em meio de cultura contendo penicilina e streptomicina
(1:100; Thermo Fisher Scientific) e soro fetal bovino (1:10; Thermo Fisher Scientific) em a-MEM
(Thermo Fisher Scientific) sem IBMX. Apds 3 horas de cultivo foi analisada a taxa de GV (odcitos
com GV*100/total de odcitos) e apos 15 horas a taxa de extrusdo do primeiro corpusculo polar

(oocitos com PB1*100/total de oocitos).

30



Coleta oocitos ovulados

Para a coleta de oocitos de ovulados, fémeas com 3 semanas de idade foram superovuladas
através da administracdo de 5 U.L. de eCG (gonadotrofina coridnica equina; Folligon, MSD Satide
Animal) via intraperitoneal (NAGY et al., 2003). Apds 47 horas da aplicagdo de eCG, foi
administrado 5 U.l. de hCG (gonadotrofina coridénica humana; Folligon, MSD Saude Animal). As
fémeas foram entdo sacrificadas 12h ap6s a aplicacdo do hCG e os seus ovarios dissecados em solug¢ao
fisiologica. Os ovarios foram entdo transferidos para gotas de meio FHM e os complexos cumulus-
odcitos (COCs) obtidos por rompimento da ampola com o auxilio de uma agulha 30G (NAGY et al.,
2003). Todos os COCs de uma mesma fémea foram desnudados em uma mesma gota de 20 a 30 pL
de solugdo de hialuronidase 0,7% diluida em FHM, dependendo da quantidade de COCs obtidos
(NAGY et al., 2003). Os oocitos foram entdo colocados em outra gota contendo apenas FHM. Foram
coletados entdo 10 puL da gota de hialuronidase contendo apenas as células do cumulus para futura
extracdo de mRNA das células do cumulus.

Apenas oocitos integros, ndo degenerados e com a presenca do PB1 foram selecionados e
lavados em solugdo de PBS + 0,01% de BSA. Esses oodcitos foram entdo utilizados para a

quantifica¢do de gotas lipidicas ou para andlises de expressao génica conforme sera descrito abaixo.

Analise do AYm

Para a analise de A¥Ym, os odcitos imaturos foram coletados conforme ja descrito e entdo
corados com a sonda TMRE (Thermo Fisher Scientific). Para isso, os oocitos foram incubados em
FHM + TMRE (0,1 uM) por 30 minutos a 37°C e 5% de CO,. Entdo, estes foram lavados em 3 gotas
FHM a fim de remover o excesso do corante. Apos isso, 0s odcitos foram entdo posicionados em uma
gota de 2,5ul de FHM coberta por 3 mL de 6leo mineral (Sigma-Aldrich) em placa com fundo de
vidro (Corning). Os o6citos foram analisados em microscépio de epifluorescéncia (Nikon eclipse Ti-
9) e/ ou confocal (SP5, Leica). A densitometria média de cada odcito foi mensurada através do
programa NIS-Elements BR Analysis 4.30.01 — NIKON. Para o calculo do valor médio da
densitometria, foi considerado o controle positivo de cada anélise como referencial, assim como, o

valor do background foi subtraido do valor médio da densitometria antes da analise estatistica.

Microscopia de fluorescéncia

Para as analises por imunofluorescéncia, os 0oocitos imaturos coletados conforme ja descrito,
foram lavados trés vezes em PBS + 0,01% BSA, e fixados por 20 min em 4% de paraformoldeido
diluido em PBS. A seguir, os odcitos foram lavados trés vezes em PBS + 0,01% BSA e a zona
pelticida removida por incubagdo por 15 minutos em solucdo acida (Tyrode’s acid; Sigma-Aldrich).

Entdo, os o6citos foram lavados em PBS+ 0,01% BSA. Os o6citos foram entdo permeabilizados por
31



incubagdo por 30 minutos em 0,1% triton (Sigma-Aldrich) diluido em PBS + 1% BSA e
posteriormente bloqueados por incubagdo por 2 horas em PBS + 1% BSA + 0,1% triton + 0,1M
glicina. Os o6citos foram entdo marcados para mitocondria e autofagossomo com os anticorpos anti-
COXIV (#11967 — Cell Signaling Technology) e anti-LC3b (L7534 - Sigma-Aldrich). Para isso, os
odcitos foram incubados a 4°C overnight com os dois anticorpos primarios (produzidos em espécies
diferentes) diluidos (100 x) em PBS + 1% BSA + 0,1M glicina. Posteriormente, os oo6citos foram
lavados trés vezes em PBS + 1% BSA + 0,1M glicina e incubados por 1 hora a temperatura ambiente
com os anticorpos secundarios diluidos (200x) também em PBS + 1% BSA + 0,IM glicina.
Finalmente, os oocitos foram lavados em PBS + 1% BSA + 0,1M glicina e posicionados em 5 pl de
prolong (Life Technologies) sob uma lamina (Perfecta). Imediatamente ap6s, colocou-se uma
laminula por cima e os oocitos foram entdo analisados em microscopio confocal (SP5, Leica) em uma
magnitude de 63X em 6leo. A co-localizacdo das marcagdes foi analisada no software imageJ, com

os plugins “VolumeJ” e “JACoP”, seguindo o descrito por De brito e Scorrano (2008).

Analise de gotas lipidicas

Para a analise de gotas lipidicas foi utilizado o mesmo protocolo descrito acima para as
analises de imunufluorescéncia, porém a marcag¢do foi realizada com a sonda Bodipy 493/503
(Thermo Fisher Scientific). Resumidamente, os oo6citos ovulados foram coletados, fixados e
permeabilizados como ja descrito. Apds, estes foram incubados com a sonda Bodipy 493/503 a
concentragdo de Img/mL por 1 hora. Ao final, os o6citos foram lavados em 3 gotas de PBS+ 0,01%
BSA para a remocdo do excesso de corante e posicionados em 5 pl de prolong (Life Technologies)
sob uma lamina (Perfecta). Imediatamente apds, colocou-se uma laminula por cima e os o6citos foram
entdo analisados em microscopio confocal (SP5, Leica) em uma magnitude de 63X em 6leo excitados
com o laser Argdnio 488. Para a captura da imagem, foi-se considerado o plano focal de maior
diametro. A quantidade de gotas lipidicas presente no ooplasma foi mensurada utilizando o plugin
“nucleus counter” do software ImageJ. Também foi mensurada a area do odcito para o célculo da

razdo area das gotas lipidicas/area do odcito que foi comparada entre os grupos.

Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

Ovarios de animais de 5 semanas foram coletados, lavados e dissecados em solucao
fisiologica. Apos, os ovarios foram fixados por 4 horas a temperatura ambiente em solugdo de 2%
de glutaraldeido e 2% de paraformoldeido (UDAGAWA et al., 2014). Os ovarios foram entdo pds-
fixados por 1 hora em 2% de tetradxido de 6smio a 4°C e desidratados em solugdes com concentragdes

crescentes de etanol. Os ovarios foram entdo emblocados em resina epoxi, cortados em secgdes ultra-
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finas e corados com acetato de uranila e citrato de chumbo. Para a anélise foi utilizado microscopio
eletronico de transmissdo com aumento de 5 a 40 kV (UDAGAWA et al., 2014; WAKAI, T. et al.,
2014).

As imagens foram entdo analisadas no software ImageJ. Utilizou-se o plugin Cell Counter
para a contagem de lisossomos, autofagossomos, mitocondrias totais e para os diferentes tipos de
mitocondrias encontradas. Além disso, as ferramentas de desenho livre foram usadas para a
mensurac¢ao da distdncia entre mitocondria e ER, comprimento do contato entre as organelas, area

das mitocondrias e drea do ooplasma, seguindo o proposto por De brito e Scorrano (2008).

Analise da expressao génica por qPCR

Grupos de 30 oocitos imaturos foram coletados conforme ja descrito. O pool de o6citos foram
entdo colocados dentro de um tubo de 0,2 mL juntamente com o menor volume possivel de PBS +
0,01% BSA. Os odcitos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -80°C
até o uso. O RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol (Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific), como descrito previamente (MACABELLI et al., 2014) e seguindo as recomendagdes do
fabricante. Resumidamente, foi adicionado nos odcitos 100 pl de mix contendo Trizol, 4gua DEPC
(Life Technologies) e GlycoBlueTM (Life Technologies) na propor¢do 20:3:0,3 respectivamente e
deixados a temperatura ambiente por 5 minutos. Apoés isso, 20 uL. de cloroférmio (Millipore) foram
adicionados e entdo as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. Entdo foram
retirados 50 pL da parte aquosa (superior) e colocados em um novo tubo. Em seguida foram
adicionados 50 pL de alcool isopropilico (Millipore) e incubados a temperatura ambiente por 10
minutos. As amostras foram entdo colocadas a -20°C por 20 minutos. Apds, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O pellet contendo acidos nucleicos foi entdo lavado
com 100 pL de etanol 75% (Millipore) e centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C. O excesso de
etanol 75% foi removido com a pipeta e o pellet deixado secar para a total remocao do etanol. O pellet
foi entdo eluido em SuL de 4gua DEPC. A amostra entdo foi tratada com 5 pL de solugdo de DNase
I (ThermoFisher Scientific) mais 1 U/uL de RNaseOUT (ThermoFisher Scientific) para a degradacao
de DNA contaminante, conforme recomendag¢des do fabricante. Em seguida, o RNA foi convertido
em cDNA utilizando o Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (ThermoFisher Scientific), e
armazenado a -80°C até o uso.

As quantidades relativas dos transcritos alvos foram analisadas por qPCR utilizando o
equipamento 7500 Fast Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific). Para tanto, foi utilizado o kit
SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies) e primers especificos para os genes alvo ou

referéncia em uma concentragdo final de 200 ng. Experimentos pilotos foram realizados para
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determinagdo das condi¢des adequadas de qPCR e andlise da eficiéncia de amplificagdo dos ensaios.
Os parametros da ciclagem foram segundo o proposto por Macabelli et al. (2014).

Foi analisado por gq-PCR os transcritos para os seguintes genes alvos e endogenos. As
sequencias dos primers encontram-se na tabela xx. Além disso, todos os primers utilizados foram

desenhados com a ferramenta online Primer- BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/). Foi priorizado, sempre que possivel, o anelamento dos primers sobre jungdes exon-exon, a

fim de se evitar amplificagdo de DNA gendmico contaminante.

Gene Forward Reverse
Genes Alvo
Mfnl CTGCTTCCTGAGTGTCGAGG ATGCACAAGACAGCCAGCTT
Opal ATTGTCGGAGCAGGAATCGG AGGATTGGCAGACTTCACAGG
Drpl TAGATCCAGATGGGCGCAGA GCATCAGTACCCGCATCCAT
Mfn2 CATGAGGCCTTCCTCCTCAC CAACTGCTCGTCCTGATGGA
mt-Col TCGCAATTCCTACCGGTGTC CTCCGTGTAGGGTTGCAAGT
Sdha TCGACAGGGGAATGGTTTGG GGACTCCTTCCGAGCTTCTG
Tfam GAGCGTGCTAAAAGCACTGG GACAAGACTGATAGACGAGGGG
Nrfl AGGCGGTGAAATGACCATC GCGGCAGCTTCACTGTTGAG
Bmpl5 AAGGGAGAACCGCACGATTG TGTACATGCCAGGAACCTCTG
Gdfy CAACCAGGTGACAGGACCG CACCCGGTCCAGGTTAAACA)
Fgfs GCTAATTGCCAAGAGCAACGG AGCGCCGTGTAGTTGTTCTC
Acaca | ACTGAGAAGGCAATGAAAGGTACT | AGACACTTGGACACTGTTCACAC

Fasn TTCTAGACTCAATACACAGGCTGC
Srebpl = AGAGAGCAGAGATGGCTCTAATTG
Cpla | AACAAAACATAGTCTTACCGCAGC
Cptib | ATACTCAAGTTCAGAGACGAACGC
Cptic AAATCCTTCACCCTCATCGTCTTC

Cpt2 TTGTGTAAGGATTTTGAGAACGGC

GAACCAGCCCTCTCCATATCCT
CAGGTTCCCCATAGACAAAGAGAA
TGGTCAGCTATATTCGTTCACACA
GGTATCTCTTTTCCTCAGCTGTCT
CATAACCCAACTGGAAGCACTCT
ATATCAAACCAGGGGCCTGAGA

Plin2 CAGATGACCCCTTTTGCTGTATTG | AACTGAGCTGTGAGTGACCATAAT
Lc3b AGAGCGATACAAGGGGGAGA TGCAAGCGCCGTCTGATTA
Park2 CCCTGGAACCAGAGCTGAATTT AAGCTACCGACGTGTCCTTG
Gabpa CCGGGGAACAGAACAGGAAA CAGTCTCGAGCATCCTTGTCA
Atf4 TGGCGTATTAGAGGCAGCAG TGAAGAGCGCCATGGCTTAG
Atfo AAGCCTAAAGAGGACCTGTGG TCTACTTGGTCCATCGTGGG
Hsp90b1 GACCTTCGGGTTCGTCAGAG AGCCTTCTCGGCTTTTACCC
Hspa5 CTATTCCTGCGTCGGTGTGT GCCCTGATCGTTGGCTATGA

Endogenos
Ppia GTCTCCTTCGAGCTGTTTGC GCGTGTAAAGTCACCACCCT
H2afz GGCCGTATTCATCGACACCT ACTCAAGTACCTCTGCGGTG
Hprt GTTGGGCTTACCTCACTGCT TCATCGCTAATCACGACGCT
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Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados para os genes alvo e endégeno. Os primers utilizados foram desenhados
com a ferramenta online Primer- BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Foi priorizado, sempre que
possivel, o anelamento dos primers sobre jungdes exon-exon, a fim de se evitar amplificagdo de DNA gendmico
contaminante.

Os dados obtidos foram analisados seguindo o que foi proposto por Macabelli et al. (2014).
Resumidamente, o software 7500 Software (v. 2.0.6; Life Technologies) calculou o valor CT sob um
threshold de 0,2. O valor do CT foi entdo linearizado utilizando a formula 2-ct. Os valores
linearizados dos CTs dos genes alvos foram entdo divididos pela média geométrica dos CTs

linearizados dos genes de referéncia. Esse valor normalizado foi entdo comparado entre os grupos.

Teste de tolerancia 4 glicose e resisténcia a insulina (GTT e ITT)

O GTT e ITT foram realizados conforme descrito por Sebastian et al. (2012). Resumidamente,
os animais foram colocados em jejum matinal de 6 horas. Apos, foi medido o nivel de glicose
sanguinea no tempo 0. Para isso, foi feito um corte na cauda para a obtengdo de sangue.
Imediatamente ap0s, foi realizada uma injecao intraperitoneal de 2mg/g de glicose (Sigma-Aldrich)
ou 0,75 U/kg de insulina (Humulin®) diluidos em solu¢ao fisioldgica, de acordo com o teste a ser
realizado. Os niveis de glicose sanguinea também foram mensurados no tempo 15, 30, 60, 90 e 120
minutos apos a inje¢do de glicose e no tempo 15, 30, 45, 60 e 90 minutos apds a injecao de insulina.
Os niveis de glicose sanguinea foram mensurados com o aparelho FreeStyle Optium Neo (Abbott

Diabetes Care) e tiras-teste para glicose no sangue (Abbott Diabetes Care).

Ganho de peso

Para a anélise de ganho peso, os filhotes oriundos de fémeas portadoras de o6citos Mfn2-null,
WT e heterozigoto nocaute para o Mfn2 (Mfn2-het) foram alocados com no maximo 5 animais por
caixa. Os animais foram pesados na quarta, quinta, sexta e sétima semana de vida. Para isso utilizou-
se uma balanga padrao. Foram analisadas pelo menos 3 geracdes de filhotes de uma mesma fémea e
cada grupo conteve pelo menos 3 fémeas. Para o célculo do ganho de peso, fez-se a subtragdo entre

o peso de duas semanas consecutivas.

Analise de dados

Os experimentos acima foram repetidos com pelos 3 replicatas biologicas. Nas analises de
qPCR, ao menos 5 replicatas bioldgicas foram consideradas por gene e por grupo. Nos experimentos
de microscopia eletronica, ao menos trés ovarios de animais distintos foram considerados por grupo.
Ja nos experimentos de microscopia de fluorescéncia ao menos 10 odcitos de 3 fémeas distintas foram
considerados por marcac¢do e por grupo de pelo menos. As andlises estatisticas foram realizadas

utilizado o programa SAS University Edition (SAS Institute Inc.). Nos casos em que os dados
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seguiam as premissas de um teste paramétrico (homogeneidade de variancias e distribuicdo normal),
os grupos experimentais foram comparados por #-Student considerando nivel méaximo de
significancia igual a 5% (erro alfa). Do contrario, os dados foram comparados pelo teste de Wilcoxon
assumindo-se também erro alfa igual a 5%. Os dados de ganho de peso e glicemia foram analisados
por PROC MIXED, considerando como fatores principais tempo e grupo experimental. Os diferentes
tempos de coleta de sangue foram considerados como medidas repetidas no tempo. Nesta andlise foi
determinado o efeito dos fatores principais e da interagdo entre eles por ANOVA seguido por teste

posthoc de Tukey. Os resultados finais foram expressos como média =+ erro padrao da média (SEM).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Valida¢ao do modelo

Confirmamos o knockout condicional do Mfn2 utilizando qPCR para andlise da quantidade de
transcritos Mfn2 em odcitos (GV) dos grupos WT e Mfn2-null. Os odcitos Mfn2-null apresentaram
uma diminuicdo média de mais de duas mil vezes na quantidade de transcritos para o Mfn2 (0,0001
+0,0001) quando comparado com os odcitos do grupo WT (0,2145 £ 0,0378). Também foi analisada
a expressao de outros genes envolvidos com a dindmica mitocondrial (Mfnl, Opal e Drpl), contudo
ndo foi observada diferencga dos niveis de expressao destes entre odcitos WT e Mfn2-null (Figura 9).
Portanto, estes dados comprovam a especificidade e a eficiéncia do sistema utilizado para realizar o

knockout condicional do Mfn2.
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Figura 9. Quantificagdo de transcritos relacionados a dindmica mitocondrial. Odcitos GV Mfn2-null e WT foram
avaliados quanto a quantidade de transcritos Mfnl, Mfn2, Opal e Drpl. Odcitos GV Mfn2-null s¢ diferiram dos WT
quanto aos niveis do transcrito Mfn2, confirmando o nocaute condicional no grupo Mfn2-null. Utilizaram-se 10 pools de
odcitos oriundos de mais de 3 fémeas diferentes para a realizacdo dessa andlise. Letras diferentes representam diferenca
estatistica (P < 0,05) entre os grupos experimentais. Valor demostrado como média + erro padréo.

O knockout condicional do Mfn2 nao resulta em alteracdes na competéncia oocitaria

A fim de elucidar o efeito do knockout do Mfn2 sob a competéncia oocitaria, analisamos a
quantidade de transcritos de Bmpl5 (bone morphogenetic protein 15), Gdf9 (growth differentiation
factor 9) e Fgf8 (family of growth factors 8) em oocitos GV WT e Mfn2-null. Esses transcritos
codificam para fatores paracrinos expressos pelo odcito, os quais desempenham de forma sinérgica
papel-chave no desenvolvimento do COC (YAN et al., 2001; DONG et al., 1996). Todavia, nao foi
encontrada diferenga estatistica entre os grupos experimentais (Figura 10). Isso sugere que o knockout

38



do Mfn2 ndo afetou a comunicagao oodcito-granulosa, corroborando nossos achados prévios de que o
knockout do Mfn2 ndo afetou o crescimento oocitario nem a bioenergética mitocondrial (dados nao

publicados).
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Figura 10. Quantificagdo de transcritos relacionados a competéncia oocitaria. Odcitos GV Mfn2-null e WT foram
avaliados quanto a quantidade de transcritos Bmpl5, Gdf9 e Fgf8. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
experimentais (P > 0,05). Utilizaram-se 10 pools de odcitos oriundos de mais de 3 fémeas diferentes para a realiza¢do
dessa analise. Valor demostrado como média =+ erro padréo.

Sendo assim, decidimos investigar o efeito do knockout do Mfn2 sob a maturagdo oocitéria e
para isso analisamos a taxa de GV e de extrusdao do PB1 durante a MIV. Os o6citos Mfn2-null nao
apresentaram diferenga estatistica quanto a taxa de GV ap6s 3 horas de MIV, sugerindo que o
knockout ndo afetou a progressdo meiodtica no estagio de rompimento da vesicula germinativa
(GVBD; Tabela 2). Assim como, a maturagdo oocitdria indicada pela extrusdo do PB1 apds 15 horas
de cultivo, também ndo foi alterada (Tabela 2). Esses resultados ndo corroboram achados prévios
envolvendo a interferéncia por RNA sobre a expressao do Mfn2 em odcitos murinos (ZHANG et al.,
2016). No entanto, isso pode refletir uma diferenca entre as estratégias de knockout e knockdown uma

vez que a interferéncia por RNA leva a uma redugao mais abrupta dos niveis do transcrito alvo.

Grupo Taxa de GV Taxa de extrusao do PB1
WT 16,09 % 47,32 %
Mfn2-null 15,22 % 56,52 %

Tabela 2. Taxa de vesicula germinativa (GV) e de extrusdo do primeiro corpusculo polar (PB1) durante a MIV. Obcitos
GV Mfn2-null e WT foram cultivados por 15 horas em meio de maturag@o oocitario. Apos 3 horas de cultivo, a taxa de
GV foi avaliada, através da presenca ou ndo da GV em cada odcito. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
experimentais. Ao fim do cultivo de 15 horas, a taxa de extrusdo do PB1 foi analisada, através da presenca ou nao do
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PB1 em cada odcito. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos (P> 0,05). Utilizou-se 205 o6citos WT e 46 obcitos
Mifn2-null para a analise de GV. Ja para a analise de PB1 utilizaram-se 112 odcitos WT e 46 odcitos Mfn2-null.

O knockout condicional do Mfn2 resulta em sindrome metabdlica na progénie

Previamente, observamos que a progénie derivada de odcitos Mfn2-null apresenta evidéncia
de alteracdo no metabolismo da glicose (dados ndo publicados). Esse fendtipo pode ser uma
consequéncia de alteragdes no metabolismo energético do o6cito, como discutido acima. Afim de
confirmar esse achado, primeiramente investigamos mais a fundo o metabolismo da glicose na
progénie de fémeas WT e Mfn2-null com machos WT. A progénie oriunda de o6citos Mfn2-null com
machos WT, sdo heterozigotas nocaute para o Mfn2 em todos os tecidos. Sendo assim, um segundo
grupo controle, composto por animais heterozigotos nocaute para o Mfn2 em todos os tecidos, porém
oriundos de odcitos também heterozigotos nocaute para o Mfn2 (Mfn2-het), foi considerado neste
experimento. Com esse grupo, objetivou-se provar que os efeitos encontrados sdo devido ao efeito
do odcito Mfn2-null o qual originou a progénie e ndo devido ao fato da progénie ser heterozigota para
0 Mfn2 em todos os seus tecidos. Isso se mostrou necessario devido ao importante papel do MFN2
na homeostase da glicose em diversos tecidos e sua relagdo com a resisténcia 4 insulina (SEBASTIAN

etal.,2016; ZHANG et al., 2013).
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Figura 11. Ganho de peso. A progénie oriunda de oo6citos Mfn2-null, WT e Mfn2-het foi avaliada quanto ao ganho de
peso entre a quarta e quinta (5), quinta e sexta (6), e sexta e sétima (7) semana de vida. Foi observado efeito de grupo e
de tempo, mas ndo da interag@o entre esses fatores. No tocante ao efeito de grupo, o grupo WT néo diferiu do Mfn2-het
(P =0.1403) e nem do Mfn2-null (P= 0.1519), enquanto os grupos Mfn2-het e Mfn2-null diferiram entre si (P = 0.0033).
Valor demostrado como média + erro padrao.

Sendo assim, analisamos primeiramente o ganho de peso da prole entre trés semanas de vida

consecutivas (quarta e quinta, quinta e sexta, e sexta e sétima semana de vida) e realizamos em
40



seguida os testes de GTT (Glucose Tolerance Test) e ITT (Insulin Tolerance Test) nos descendentes
de oocitos WT, Mfn2-null e Mfn2-het. A progénie oriunda de odcitos Mfn2-null apresentou ganho
de peso elevado quando comparado ao grupo Mfn2-het, porém nenhum desses grupos diferiu do
grupo WT (Figura 11). Além disso, a progénie de o6citos Mfn2-null apresentou maior nivel de glicose
sanguinea tanto em repouso quando ap6és a administracdo de glicose ou insulina (Figura 12 e 13).
Ademais, o grupo Mfn2-het se comportou de forma idéntica ao grupo WT, indicando que os efeitos

encontrados nos animais Mfn2-null deveram-se ao knockout do Mfn2 no odbcito.
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Figura 12. Teste de tolerancia a glicose. A progénie de oo6citos Mfn2-null, WT e Mfn2-het foram avaliadas quanto aos
niveis de glicose sanguinea antes (tempo 0) e apds (15 minutos, 30 minutos, 60 minutos, 90 minutos e 120 minutos) a
administragdo de 2mg/g de glicose. Antes da realizagdo desta andlise, os animais foram mantidos em jejum de alimento
por 6 horas. Foi observado efeito de grupo e de tempo, mas ndo da interacéo entre esses fatores. No tocante ao efeito de
grupo, o grupo Mfn2-null diferiu do WT e Mfn2-het (P = <0,0001), enquanto os grupos WT e Mfn2-het ndo diferiram
entre si (P =0,6137). Valor demostrado como média + erro padrio.

41



160
- WT Mfn2-null Mfn2-het
140

Glicose sanguinea (mg/dL)
= =
(o] o N
o o o
— —
H—7/H—f —
-+
H—

D
o

Grupo : p= 0,0439
Tempo: p < 0,001
Grupo x Tempo: p= 0,9919

iy
o

N
o

o

0 15 30 45 60 75 90
Tempo (minutos)

Figura 13. Teste de tolerdancia a insulina. A progénie de odcitos Mfn2-null, WT e Mfn2-het foram avaliadas quanto aos
niveis de glicose sanguinea antes (tempo 0) e ap6és (15 minutos, 30 minutos, 60 minutos, 45 minutos e 90 minutos) a
administragdo de 0,75 UI/Kg de glicose. Antes da realizagdo desta analise, os animais foram mantidos em jejum de
alimento por 6 horas. Foi observado efeito de grupo e de tempo, mas ndo da interag@o entre esses fatores. No tocante ao
efeito de grupo, o grupo Mfn2-null diferiu do WT (P = 0,0173) mas ndo do Mfn2-het (0,7762), enquanto os grupos WT
e Mfn2-het diferiram entre si (P = 0,0474). Valor demostrado como média + erro padrdo.

O knockout condicional do Mfn2 resulta em alteracdes nas mitocondrias oocitarias

Foi avaliado por qPCR a expressio no o6cito de genes associados com a fun¢do mitocondrial.
No entanto, od6citos GV do grupo Mfn2-null ndo diferiram do WT quanto a expressao dos genes Sdha,
mt-Col, Tfam e Nrfl (Figura 14). A SDHA (Succinate dehydrogenase complex subunit A) compdem
o complexo II da cadeia respiratéria, enquanto o MT-CO1 (Mitochondrially Encoded Cytochrome C
Oxidase I) compdem o complexo IV da cadeia respiratoria. Sendo assim, ambos estdo estritamente
relacionados com o correto funcionamento da fosforilacdo oxidativa. J& foi demonstrado que o
knockout ou knockdown de Mfn2 pode afetar a expressdo de Sdha, dependendo do tipo celular. Por
exemplo, Sebastian et al. (2012) demostraram que a quantidade de transcritos Sdha tende a aumentar
em musculo soleo knockout para Mfn2. Por outro lado, os niveis de Sdha encontram-se diminuidos
em resposta ao knockdown do Mfn2 em fibras musculares. Em odcitos, apesar da diferenga numérica
na expressao (WT = 3,42 + 1,73 e Mfn2-null = 1,48 + 0,91), ndo foi encontrado diferenca estatistica
entre os grupos. Além disso, ndo encontramos diferenga na quantidade de transcritos downstream a

PGCla (peroxisome proliferator-activated receptor g coactivator-1 a): Nrfl (Nuclear respiratory
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factor 1), que ¢ responsavel pela regulacdo da biogénese mitocondrial e da fosforilacdo oxidativa, e
Tfam (Transcription factor A), que € responsavel pela replicacdo, transcricao e reparo do mtDNA.
Isso difere dos achados relatados para outros tipos celulares, onde a expressdo do Mfn2 se mostrou

diretamente relacionada com a expressao de Ppargcla (RYAN et al., 2013; Figura 14).
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Figura 14. Quantificagdo de transcritos relacionados a fung¢do mitocondrial. Odcitos GV Mfn2-null e WT foram
avaliados quanto a quantidade de transcritos mt-Col, Sdha, Tfam e Nrfl. Odcitos GV Mfn2-null ndo diferiram dos WT
quanto ao nivel de nenhum dos transcritos avaliados (P > 0,05). Utilizaram-se 10 pools de o6citos oriundos de mais de 3
fémeas diferentes para a realizagdo dessa analise. Valor demostrado como média + erro padrio.

A relacdo entre morfologia e fungdo de estruturas celulares ¢ muito discutida na Biologia, € a
mitocondria parece ser um 6timo exemplo disso. A morfologia mitocondrial esta estritamente
relacionada com a capacidade da mitocondria em converter energia, responder a sinais citosolicos,
importar/exportar proteinas, lipideos, solutos e metabdlitos. Além disso, a arquitetura mitocondrial
desempenha importante fun¢ao na prote¢do do citosol contra a exposi¢ao a substratos mitocondriais,
no contato entre mitocondrias e na resisténcia da mitocondria a possiveis alteragdes no nimero de
complexos e proteinas da cadeira respiratoria (PERNAS e SCORRANO, 2015). Com o intuito de se
verificar o efeito do knockout do Mfn2 sobre a morfologia e fungdo mitocondrial, os odcitos de ambos

os grupos WT e Mfn2-null foram avaliados por microscopia eletronica de transmissao.
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Figura 15. Densidade mitocondrial. Imagens com 20kx de aumento foram utilizadas para a quantificagdo das
mitocondrias. O nimero de mitocondrias de cada imagem foi dividido pela area de ooplasma considerada. A) Odcito do
grupo WT e B) Mfn2-null. C) Quantifica¢do da densidade mitocondrial de odcitos WT e Mfn2-null. Nota-se que o grupo
Mifn2-null apresentou menor densidade mitocondrial que o WT. Letras diferentes representam diferencga estatistica (P <
0,05) entre os grupos experimentais. Foram utilizadas 65 imagens de oocitos WT e 39 de Mfn2-null para essa analise.
Valor demostrado como média + erro padrao.

Em condi¢des normais, oocitos apresentam mitocondrias pequenas, redondas ou ovais, com
matriz densa e cristas circulares que podem apresentar em alguns casos vactolos bem definidos
(WAKAILT. et al., 2014; HAN et al., 2018). Todavia, o6citos GV do grupo Mfn2-null diferiram do
WT quanto a densidade mitocondrial (WT = 0,061 + 0,004 e Mfn2-null = 0,037 £ 0,003
organela/umz; figura 15), area mitocondrial (WT = 0,589 + 0,015 e Mfn2-null = 1,673 + 0,101 umz;
Figura 16) e morfologia das cristas (Figura 17). No tocante esta Gltima analise, as variagdes de cristas
observadas nas amostras experimentais foram classificadas em tipos 1, 2, 3 e 4, sendo que os tipos 1

e 2 sao comumente observados em odcitos selvagens, enquanto os tipos 3 € 4 podem ser considerados
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anormais. Portanto, a maior incidéncia de mitocondrias do tipo 3 nos oo6citos Mfn2-null indica uma
possivel disfuncdo destas organelas. Esses achados corroboram observagdes prévias em
cardiomiodcitos (PAPANICOLAOU et al.,2011) e células de Purkinje (CHEN et al., 2007), sugerindo
que 0 MFN2 estd envolvido com a manuten¢ao da morfologia mitocondrial também em o6citos. Além
disso, esse fenotipo mitocondrial em odcitos tem sido relacionado com stress oxidativo (ZHANG et
al., 2013), degeneragdo folicular (GULYAS e MATTISON, 1979), idade materna avancada
(SCHAFER et al., 1996, RAMBAGS et al., 2014), diabetes (WANG et al., 2009) e obesidade
materna (BOUDOURES et al., 2014). As alteragcdes mitocondriais nos oocitos causadas por
obesidade da mae podem resultar em resisténcia a insulina na F1, como também afetar a morfologia
mitocondrial de o6citos por até trés geracdes (SABEN et al., 2016). Isso demostra que a heranga de
mitocondrias anormais pode ser relacionada com a heranga de resisténcia a insulina na prole, muito
provavelmente associada a alteragdes epigenéticas (SABEN et al., 2016). Sendo assim, esses achados
corroboram os nossos dados prévios (ndo publicados) onde a prole oriunda de odcitos Mfn2-null
apresentou maiores niveis de glicose pré (Mfn2-null 135+£3,9 vs. WT =11543,5 mg/dl) e pds-jejum
(Mfn2-null = 172+7,2 vs. WT =137+4,1 mg/dl).
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Figura 16. Area mitocondrial. Imagens com 20kx de aumento foram utilizadas para a quantificagdo da drea mitocondrial.
A) Mitocondrias oocitaria do grupo WT e Mfn2-null. C) Quantificagdo da area mitocondrial de odcitos WT e Mfn2-null.
Nota-se que o grupo Mfn2-null apresentou mitocondrias com maior area que as do grupo WT. Letras diferentes
representam diferenca estatistica (P < 0,05) entre os grupos experimentais. Nessa andlise foram mensuradas 415
mitocondrias de o6citos WT e 173 de odcitos Mfn2-null. Em cada grupo foram utilizadas imagens de 5 animais diferentes.
Valor demostrado como média + erro padréo.
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Figura 17. Morfologia das cristas mitocondriais. Os tipos mitocondriais encontrados nas imagens de microscopia
eletronica de transmissdo foram classificados em 4 diferentes grupos de acordo com a morfologia das cristas
mitocondriais. A) Tipo 1: Mitocondria com estruturas de cristas normais. Tipo 2: Mitocondria com vactolos na estrutura
das cristas. Tipo 3: MitocOndria com menos cristas, formando estruturas arqueadas. Tipo 4: Mitocondria com
pouquissimas cristas, formando pequenas estruturas arqueadas. B) Quantificagdo de cada tipo mitocondrial encontrado
em relagdo ao total de mitocondrias nos grupos WT e Mfn2-null (imagens com 20kx). Letras diferentes representam
diferenca estatistica (P < 0,05) entre os grupos experimentais. Para essa analise foram utilizadas 65 imagens de o6citos
WT e 53 Mfn2-null oriundas de 5 animais diferentes para cada grupo. Valor demostrado como média + erro padréo.
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A combinagdo de inchamento mitocondrial e anormalidades de cristas ¢ geralmente associada
com um comprometimento da bioenergética mitocondrial (BEREITER-HAHN e VOTH, 1994).
Sendo assim, analisamos o AWYm (Figura 18) e quantificamos o contingente de FAD e NAD(P)H
(Figura 19) em odcitos GV WT e Mfn2-null. Todavia, ndo encontramos diferenga estatistica entre os
grupos analisados. Isso ndo corrobora a literatura uma vez que em diversos modelos e tecidos
celulares ¢ sabido que a repressao de Mfn2 resulta na diminuicdo do consumo de oxigénio, da
oxida¢ao de glicose e 4cidos graxos, assim como, na diminui¢cdo do AYm (BACH et al., 2003; CHEN
et al., 2005; PICH et al., 2005; SEBASTIAN et al., 2012). Isso sugere que as alteracdes observadas
na arquitetura mitocondrial ndo necessariamente estdo associadas a disfun¢do dessa organela nos

odcitos em estagio de GV.
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Figura 18. Potencial de membrana mitocondrial. O6citos GV dos grupos WT e Mfn2-null foram incubados em FHM +
TMRE para analise do potencial de membrana mitocondrial. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos
experimentais (P > 0,05). Foram utilizados 100 odcitos do grupo WT oriundos de 3 animais diferentes e 121 o6citos do
grupo Mfn2-null oriundos de 3 animais diferentes. Valor demostrado como média + erro padrio.

Porém, devido a possibilidade de que as alteragdes mitocondriais observadas resultassem em
disfunc¢des mitocondriais em estagios mais tardios do desenvolvimento oocitario, analisamos o FAD
e NAD(P)H também em odcitos ovulados. Diferentemente do visto em odcitos GV, odcitos ovulados

apresentaram um aumento no contingente de FAD nos o6citos Mfn2-null (Figura 20).
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Figura 19. Quantificagdo de NAD(P)H e FAD. Odcitos GV dos grupos WT e Mfn2-null tiveram seu contingente de
NAD(P)H e FAD quantificados por autofluorescéncia. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos experimentais (P
> 0,05). Foram utilizados 265 odcitos do grupo WT oriundos de 6 animais diferentes € 267 oocitos do grupo Mfn2-null
oriundos de 6 animais diferentes. Valor demostrado como média =+ erro padréo.
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Figura 20. Quantificagdo de NAD(P)H e FAD. Odcitos ovulados dos grupos WT e Mfn2-null tiveram seu contingente
de NAD(P)H e FAD quantificados por autofluorescéncia. Letras diferentes representam uma diferenga estatistica (p <
0,05) entre as amostras. Foram utilizados 171 odcitos do grupo WT oriundos de 5 animais diferentes e 87 odcitos do
grupo Mfn2-null oriundos de 4 animais diferentes. Valor demostrado como média + erro padrio.

O knockout condicional do Mfn2 nao resulta em stress do ER

Apesar da deficiéncia de MFN2 levar ao estresse do RE em diversos tecidos (NGOH et al.,
2012; SEBASTIAN et al., 2012), ndo encontramos diferenca estatistica na expressdo de genes
relacionados ao estresse do RE nos o6citos GV Mfn2-null (Figura 21). Porém, foi encontrado uma

maior distancia entre mitocondria € RE nesses mesmos o6citos (Figura 22 A e B). Além disso,
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encontramos um maior comprimento de contato entre mitocondrias € RE no grupo Mfn2-null, em

comparagdo com oocitos WT (Figura 22 A e C).

BEWT O Mfn2-null

Numero de transcritos (relativo ao endégeno)

Atf4 Atf6 Hsp90b1 Hspa5

Figura 21. Quantificagdo de transcritos relacionados ao stress do reticulo endoplasmatico. Odcitos GV Mfn2-nulle WT
foram avaliados por qPCR quanto a quantidade de transcritos A#f4, Atf6, Hsp90bl e Hspa5. Nao houve diferenga
estatistica entre os grupos experimentais (P > 0,05). Utilizaram-se 10 pools de odcitos oriundos de mais de 3 fémeas
diferentes para a realizag@o dessa analise. Valor demostrado como média + erro padréo.

Uma vez que as MAMs sdo flexiveis e se adaptam ao estado metabdlico das células, mudangas
na frequéncia, distancia e comprimento do contato sdo parametros importantes, € ndo necessariamente
compensatorios ou redundantes (BRAVO et al., 2011; CSORDAS et al., 2006; SOOD et al., 2014).
Sendo assim, esses achados demonstram uma particular adaptacado das MAMs nos odcitos Mfn2-null.
Além disso, esses achados corroboram um recente estudo que demostrou que odcitos de fémeas
obesas apresentam um maior comprimento de contato entre mitocondria e RE (ZHAO et al., 2017).

Segundo Zhao et al. (2017), o aumento no comprimento do contato entre mitocondrias € o RE
aumenta o uptake de célcio para a mitocondria e isso por sua vez, resulta em disfun¢des mitocondriais
e apoptose exacerbada em odcitos de fémeas murinas obesas (HOU et al., 2016; ZHAO et al., 2017).
Isso corrobora o nosso dado de inchamento mitocondrial no grupo Mfn2-null (Figura 16), uma vez
que o aumento no contato entre o RE e mitocondrias poderia ter levado ao aumento de Ca®*
mitocondrial, o que por sua vez, levou ao inchamento mitocondrial. Entretanto, o autor ndo analisou
a distancia entre mitocondria ¢ RE. Além disso, nesse estudo ndo foram encontradas alteragdes na
quantidade de transcritos Mfn2 nos odcitos de fémeas obesas. Isso pode sugerir entdo, que as
alteracdes encontradas nas MAMSs sejam o principal problema que resulta nas disfungdes
mitocondriais encontradas nos oocitos de fémeas obesas e ndo necessariamente a auséncia de uma

proteina especifica dentre as varias presentes nas MAMs.
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Figura 22. Contato entre mitocondria e o reticulo endoplasmatico. O contato entre as organelas foi mensurado em
imagem com 40kx de aumento. A) Contato entre mitocondria e reticulo endoplasmatico de mitocondrias oocitarias do
grupo WT e Mfn2-null. B) Quantificagdo da distancia entre o reticulo endoplasmatico ¢ uma mitocondria (nm). C)
Quantificagdo do comprimento relativo do contato entre mitocondrias e o reticulo endoplasmatico. Para isso, o valor total
do contato foi divido pelo perimetro mitocondrial, a fim de se evitar um efeito do inchamento mitocondrial na analise.
Letras diferentes representam diferenga estatistica (p < 0,05) entre os grupos experimentais. Para a analise de distancia
entre mitocondria e reticulo foram analisados 61 contatos de odcitos do grupo Mfn2-null e 44 contatos do WT. Ja para a
analise de comprimento do contato, foram analisados 57 contatos de oocitos Mfn2-null e 40 contatos do WT. Valor
demostrado como média + erro padréo.

Portanto, as altera¢cdes na morfologia e no contato entre mitocondria e o RE encontradas nos
odcitos Mfn2-null suportam nossos dados preliminares onde a prole oriunda de odcitos knockout
condicional para Mfn2 apresentaram maiores niveis glicémicos e fornecem possiveis direcionamentos
para melhor se entender o efeito do MFN2 no metabolismo de odcitos murinos, assim como, sua

relacdo com sindromes metabdlicas maternas.

50



O knockout condicional do Mfn2 nao resulta em alteracdes na via mitofagica

Apesar da importancia do MFN2 para a via mitofagica (CHEN e DORN, 2013; HAILEY e¢
al., 2010; ZHAO et al., 2012), ndo encontramos qualquer efeito do knockout do Mfn2 na expressao
de genes associados com a mitofagia nos o6citos GV (Figura 23). Andlises de quantificagdo proteica
seriam mais adequadas e informativas para se avaliar um possivel efeito nesta via, porém, o baixo
conteudo dessas proteinas nos odcitos nos impediu até o momento de realizar tal quantificacdo por
western blot. Tentando solucionar esse problema, utilizamos imagens obtidas por microscopia
eletronica de transmissdo de oo6citos WT e Mfn2-null para determinar um possivel efeito sobre a
quantidade de lisossomos e autofagossomos. Todavia, ndo foi encontrado diferenca estatistica entre

os grupos (Figura 24).
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Figura 23. Quantificacdo de transcritos relacionados d via mitofagica. Oocitos GV Mfn2-null e WT foram avaliados
quanto a quantidade de transcritos Lc3b, Park2 e Gabpa (GA-Binding Protein Alpha Chain). Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos experimentais (P > 0,05). Utilizaram-se 10 pools de odcitos oriundos de mais de 3 fémeas
diferentes para a realizac¢@o dessa analise. Valor demostrado como média + erro padréo.

Para investigar mais afundo um possivel efeito do knockout do Mfn2 sobre a ocorréncia de
mitofagia analisamos a co-localiza¢dao entre mitocondrias e autofagossomos (Figura 25). Apesar de
ndo termos encontrado diferenga estatistica entre os grupos, o grupo Mfn2-null apresentou tendéncia

(P =0,0627) de menor co-localizagdo entre mitocondria e autofagossomo. Sendo assim, o # amostral

desse experimento deve ser aumentado a fim de se confirmar este possivel efeito do MFN2.

51



0,008
BEWT O Mfn2-null
0,007

~ 0,006

0,005

0,004

0,003

Densidade (organela/pm?2

o
o
o
N

0,001

Lisossomo Autofagossomo

Figura 24. Quantificagdo de lisossomos e autofagossomos. A densidade de lisossomos e autofagossomos foi mensurada
em imagens de microscopia eletronica de transmissdo com 20kx de aumento. Para isso, foi verificado o niimero dessas
organelas por foto e este foi posteriormente normalizado pela area de ooplasma considerada. Nao houve diferenga
estatistica entre os grupos experimentais (P > 0,05). Foram utilizados para essa analise 8 e 5 cortes de ovarios dos grupos
WT e Mfn2-null, respectivamente, provenientes de 5 e 4 animais. Valor demostrado como média + erro padrio.
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Figura 25. Co-localiza¢do de mitocondrias e autofagossomos. Oocitos GV WT e Mfn2-null foram avaliados por
imunufluorescéncia quanto a co-localizagdo de mitocondrias e autofagossomos. Para isso, determinou-se o coeficiente de
Mander que indica de forma diretamente proporcional a co-localizagdo entre duas marcagdes. O coeficiente de Mander
varia de 0 a 1, onde 0 indica a menor co-localizacdo possivel e 1 a maior co-localizagdo possivel. A) Coeficiente de
Mander. B) Imagens da reconstrug@o 3D de o6citos WT e Mfn2-null. Mitocdndria (vermelho) e autofagossomo (verde).
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos experimentais (P > 0,05). Utilizaram-se 20 odcitos Mfn2-null e 12 odcitos
WT oriundos de pelo menos 2 fémeas diferentes para a realizagdo dessa analise. Valor demostrado como média + erro
padrio.
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Portanto, esse conjunto de dados ndo ¢ conclusivo quanto ao papel do MFN2 na mitofagia e
no envelhecimento oocitario. Como resultado, ndo conseguimos fornecer evidéncias até o momento
do mecanismo subjacente ao acimulo de mtDNA NZB em odcitos e na prole como consequéncia do

knockout do Mfn2.

O knockout condicional do Mfn2 resulta em alteracdes no contingente lipidico

Uma vez que a heranga de disturbios metabdlicos € comum em progénies oriundas de oocitos
com excesso de lipideos, devido principalmente a obesidade materna (SABEN et al., 2016;
BOUDOURES et al., 2014), analisamos o contetido lipidico em o6citos Mfn2-null e WT. Entretanto,
diferente do esperado, os oocitos Mfn2-null apresentaram menor conteudo lipidico que os odcitos
WT (Figura 26). Apesar desse resultado ndo corroborar nossa hipdtese inicial ou mesmo a literatura
(ZHANG et al.,2013; LIU et al., 2014), a diminui¢do no conteudo lipidico pode indicar uma redugao
na energia nos odcitos para 3-oxidacdo (PACZKOWSKI et al., 2013; DUNNING et al., 2010).

% Area lipideos /Area citoplasma
[o.]

N

WT Mfn2-null

WT Mfn2-null

Figura 26. Conteudo lipidico em odcito ovulados. A) Foi calculada a porcentagem da area do ooplasma ocupada por
gotas lipidicas. Nota-se que o grupo Mfn2-null apresentou um menor contingente lipidico quando comparado ao WT. B)
Odcitos WT e Mfn2-null corados com o corante Bodipy 493/503 (Thermo Fisher Scientific), o qual marca as gotas
lipidicas. Letras diferentes representam diferenca estatistica (P < 0,05) entre os grupos. Utilizaram-se 37 o6citos Mfn2-
null e 24 WT de mais de 3 fémeas diferentes para a realizagdo dessa analise. Valor demostrado como média + erro padrio.

A fim de investigar essa hipotese, investigamos se o knockout condicional do Mfn2 no oocito
foi capaz de alterar a sintese e o metabolismo lipidico nas células do cumulus (principal fonte de
energia proveniente da 3-oxidagcdo no COC). Porém, ndo encontramos diferenca (Figura 27 A) entre
os grupos para genes relacionados com a sintese lipidica: Acaca (Acetyl-CoA carboxylase 1), Fasn
(Fatty acid synthase) e Srebpl (Sterol regulatory element-binding protein 1); a B-oxidag¢do: Cpla
(Carnitine Palmitoyltransferase la), Cptlb (Carnitine Palmitoyltransferase 1b), Cptic (Carnitine
Palmitoyltransferase Ic) e Cpt2 (Carnitine Palmitoyltransferase 2); e o acimulo lipidico: Plin2

(Perilipin 2). Sendo assim, caso exista alguma alteracdo a nivel transcricional nessas vias, elas se
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encontram no odcito e ndo nas células do cumulus. Em futuros experimentos, planejamos realizar as
mesmas analises em oocitos ovulados com o intuito de elucidar o mecanismo subjacente a diminui¢ao
do conteudo lipidico nos odcitos Mfn2-null. Além disso, ndo encontramos nenhum efeito quanto ao

nivel de transcritos relacionados a dindmica mitocondrial (Figura 27 B).
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Figura 27. Quantificacdo de transcritos nas células do cumulus. As células do cumulus foram isoladas de odcitos
ovulados dos grupos WT e Mfn2-null. Foram analisados genes relacionados a A) Sintese lipidica, 3-oxidagdo e acimulo
lipidico, e B) Dinamica mitocondrial. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos experimentais (P > 0,05).
Utilizaram-se pelo menos 3 pools de CC oriundos de pelo menos 3 fémeas diferentes para a realizagdo dessa analise.
Valor demostrado como média + erro padrao.

54



Em conjunto, esses achados demonstram que o knockout do Mfn2 no oocito resulta em
alteracdes metabolicas na prole (Figura 11, 12 e 13). Todavia, isso ndo ¢ devido ao aumento do
contetdo lipidico dos odcitos ovulados (Figura 26), mas muito provavelmente, devido as alteragdes
mitocondriais observadas (Figura 16, 17 e 22). Intrigantemente, o6citos de fémeas obesas apresentam
as mesmas alteragdes na morfologia mitocondrial, assim como, resultam em prole com alteragdes
metabolicas (SABEN et al.,, 2016). Porém, odcitos de fémeas obesas apresentam aumento no
conteudo lipidico (WU et al., 2010). Isso pode nos levar a crer que o principal problema que leva a
heranca de sindromes metabolicas em fémeas obesas ¢ a alteragdo na morfologia, fun¢do e contato
entre mitocondria e reticulo, ndo o aumento lipidico por si s6. Sendo assim, propomos que tanto o
aumento no contetdo lipidico quanto o knockout do Mfn2 resultam em alteracdo mitocondriais e/ou
no reticulo endoplasmatico que explicam os efeitos sobre a prole. Todavia, 0 mecanismo molecular

pelo qual isso se dé ainda carece de elucidagao.
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CONCLUSAO
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do knockout do Mfn2 sob a mitocondria, o
RE e a mitofagia em oocitos murinos a fim de se elucidar um possivel mecanismo que explicasse
uma possivel anormalidade metabolica na prole. Com base no conjunto de resultados apresentados,

as seguintes conclusdes podem ser feitas:
No que concerne ao efeito sob a mitocondria:

e O MFN2 ¢ importante para a manutenc¢ao da arquitetura mitocondrial, sendo que, sua ablagao
resulta em fenotipo de inchamento mitocondrial e alteragdo na morfologia das cristas.
e O knockout do Mfn2 ndo resultou em alteracdes na bioenergética mitocondrial em odcitos

murinos imaturos, mas sim, em odcitos ovulados.
No que concerne ao efeito sob o RE:

e O MFN2 ¢ importante para a manutencdo e arquitetura das MAMs. Sendo que, sua ablagao
resulta em uma maior distancia entre mitocondria e o RE, assim como, em maior comprimento
do contato entre as organelas.

o O knockout do Mfn2 nao resultou em estresse do RE.
No que concerne ao efeito sob a competéncia oocitaria:

e O knockout do Mfn2 ndo resultou em alteragdes na competéncia oocitaria.
No que concerne ao efeito sob o metabolismo lipidico:

e O knockout do Mfn2 no odcito resultou em progénie com metabolismo alterado da glicose.
o O knockout do Mfn2 resultou em diminui¢ao no contetdo lipidico oocitério.
e O knockout do Mfn2 nao altera a sintese, o0 metabolismo e o acimulo lipidico nas células do

cumulus.
No que concerne ao efeito sob a mitofagia:
e O knockout do Mfn2 no odcito ndo afetou a incidéncia de mitofagia.

Sendo assim, esses achados demonstram que o knockout condicional do Mfn2 no odcito resulta
em alteracdes metabolicas na prole devido, muito provavelmente, a alteragdes na morfologia, funcao
e contato entre mitocondria ¢ RE, e ndo devido ao aumento lipidico por si s6 como suposto pela
literatura e na hipotese inicial deste trabalho. Todavia, 0 mecanismo molecular pelo qual isso ocorre

ainda carece de elucidacdo. Ainda, demonstramos aqui que o knockout condicional do Mfn2 pode vir
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a ser um bom modelo para o estudo da heranga de sindromes metabdlicas considerando o nimero

alarmante e em constante crescimento de pessoas afetadas.
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