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RESUMO

A fertilidade esta diretamente relacionada a competéncia de desenvolvimento do odcito.
Nesse contexto, as mitocdndrias oocitarias desempenham um papel crucial e se
tornaram um importante alvo em terapias de reprodugcédo assistida. No entanto, os
mecanismos moleculares subjacentes a estes efeitos mitocondriais sdo desconhecidos.
Assim sendo, as implicacdes da delecdo da Mitofusina 1 (Mfnl cKO) em o6citos murinos
foi investigada nesse projeto. A infertilidade de fémeas Mfnl cKO foi caracterizada por
interrupcdo no crescimento do odcito e total falha na ovulagdo. Em comparacdo com
oocitos selvagens (WT), odcitos Mfnl cKO apresentaram mitocéndrias com
ultraestrutura anormal, menor quantidade de cristas e estrutura interna vesiculada.
Ensaios com incorporacao de BrdU pelas células da granulosa reforgcaram o fenétipo de
foliculogénese bloqueada, pois o grupo Mfnl cKO apresentou diminuicdo no numero de
células em replicacdo. Além disso, foi verificado que este grupo apresenta diminuigéo,
tanto no oocito como no ovério, na quantidade de transcritos da maior parte dos genes
analisados, envolvidos com comunicacdo od0cito-granulosa e com o controle da
foliculogénese. Fatores importantes para a progressao da foliculogénese tiveram seus
niveis de mMRNA restaurados quando complexos granulosa-oécito (GOCs) Mfnl cKO
foram co-cultivados com odcitos WT desnudos. Para testar a hipétese de que o efeito do
cKO de Mfnl foi devido a um desbalanco na expressdo da Mitofusina 2 (MFN2) em
relacdo a MFN1, MFN2 ou MFN1 e MFN2 foram superexpressados durante o cultivo de
GOCs. Observou-se que a superexpressdo de MFN2 inibiu o crescimento do odcito, o
qual foi resgatado pela superexpressdo de ambas as Mitofusinas. Portanto, a
infertilidade de fémeas Mfnl cKO parece estar relacionada a um desbalanco na
expressdo de MFN1 e MFN2. Consequentemente, a delecdo somente de Mfnl levou a
inibicdo de vias de sinalizagdo PI3K/AKT no odcito e também da expresséo de GDF9,
Bmpl5 e Fgf8b, resultando em bloqueio na foliculogénese, por afetar a comunicéo

olcito-granulosa.

Palavras-chave: Fertilidade, Mitocondria, Mitofusina.
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ABSTRACT

Fertility is directly related to oocyte developmental competence. In this context,
oocyte mitochondria play a crucial role and have become an important target in
assisted reproduction therapies. However, the molecular mechanisms underlying
these mitochondrial effects are unknown. Therefore, the implications of the deletion
of Mitofusin 1 (Mfn1 cKO) in murine oocytes was investigated in this project. Infertility
of Mfnl cKO females was characterized by interruption in oocyte growth and total
failure in ovulation. Compared with wild type oocytes (WT), Mfnl cKO oocytes
showed mitochondria with abnormal ultrastructure, fewer cristae and a vesicular
internal structure. Assays with BrdU incorporation by the granulosa cells reinforced
the phenotype of blocked folliculogenesis, since the Mfnl1 cKO group presented a
decrease in the number of cells in replication. In addition, it was verified that this
group shows a decrease, both in the oocyte and in the ovary, in the amount of
transcripts of most genes analyzed, involved with oocyte-granulosa communication
and folliculogenesis control. Important factors for the progression of folliculogenesis
had their mRNA levels restored when Mfnl cKO granulosa-oocyte complexes
(GOCs) were co-cultured with denuded WT oocytes. To test whether were due to an
imbalance in the expression of Mitofusin 2 (MFN2) relative to MFN1, MFN2 or MFN1
and MFN2 were overexpressed during GOC culture. It was observed that MFN2
overexpression inhibited oocyte growth, which was rescued by overexpression of
both Mitofusins. Therefore, the infertility of females Mfnl cKO seems to be related to
an imbalance in the expression of MFN1 and MFN2. Consequently, Mfn1 deletion led
to the inhibition of PI3K/AKT signaling pathways in the oocyte as well as the
expression of GDF9, Bmpl15 and Fgf8b, resulting in folliculogenesis blockage, as it

affected oocyte-granulosa communication.

Keywords: Fertility, Mitochondria, Mitofusin.
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1. INTRODUCAO

O papel determinante da mitocondria na regulacdo do desenvolvimento
folicular e do crescimento do odcito esta emergindo da pesquisa basica em espécies
modelo e de estudos clinicos de infertilidade em humanos (VAN BLERKOM, 2010).
Este novo ramo de pesquisa tem se dedicado a decifrar a relacdo entre a
bioenergética e a competéncia de desenvolvimento do od4cito, uma vez que varias
anormalidades que podem levar a infertilidade, como i) segregacdo cromossomal
desordenada (SCHON et al.,, 2000); ii) falhas na maturacdo e na fecundacao
(REYNIER et al., 2001); e, iii) divisdo celular interrompida, citocinese anormal e
fragmentacdo do embrido (VAN BLERKOM, 2004; MAY-PANLOUP et al., 2007;
SHOUBRIDGE; WAI, 2007), se associam com distarbios mitocondriais que
comprometem a producado de ATP.

A atividade mitocondrial depende, entre outras coisas, do controle de sua
dindmica, que por sua vez é dependente dos processos de fusdo e fissdo,
controlada por GTPases especificas pertencentes a familia das proteinas
relacionadas a dinamina (CHAN, 2006). O processo de fusdo mitocondrial é
intimamente associado com a atividade das Mitofusinas 1 e 2 (MFN1 e MFN2) e a
Proteina de Atrofia Otica 1 (OPA1). Ja a fissdo é mediada, entre outros fatores, pela
Proteina Relacionada a Dinamina 1 (DNM1l) (CHAN, 2006). UDAGAWA et al. (2014)
mostraram que o knockout condicional de Dnm1l em odcitos murinos leva a intensa
agregacao mitocondrial com o reticulo endoplasmético e com vesiculas secretorias,
implicando em completa infertilidade devido a defeitos na sinalizagéo por calcio, na
comunicacdo intercelular por secrecdo e na retomada da meiose. Os autores
verificaram ainda que o envelhecimento resulta em defeitos similares no oécito, o
gue chama a atencdo para um possivel papel da dindmica mitocondrial na
infertilidade devido a idade.

Estudos recentes do nosso grupo determinaram que o nocaute condicional de
Mfnl no odcito afeta o desenvolvimento folicular, resultando em bloqueio do
desenvolvimento do odcito e consequente falha na ovulacéo (dados ndo publicados).
No entanto, os mecanismos moleculares subjacentes a essas falhas ndo sé&o
conhecidos. Neste sentido, o estudo desses mecanismos deve contribuir com o

desenvolvimento de novas terapias visando o tratamento de infertilidade feminina
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bem como no entendimento do papel exercido pela mitocdndria na determinacao da

competéncia de desenvolvimento do odcito.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. FOLICULOGENESE E CRESCIMENTO DO OOCITO

A foliculogénese pode ser definida como a formacédo, o crescimento e a
maturacdo folicular, iniciando-se com a formacdo do foliculo primordial e se
estendendo até o foliculo peri-ovulatorio. Simultaneamente ao desenvolvimento
folicular, o odcito passa por uma série de mudancas que visam estabelecer um
programa molecular para a embriogénese. Esse programa inclui a replicacdo e a
redistribuicdo de organelas bem como o acumulo de uma infinidade de fatores como
proteinas, RNAs, ATP, entre outros (COLLADO-FERNANDEZ; PICTON;
DUMOLLARD, 2013). Ao longo do desenvolvimento folicular, o suporte das células
foliculares é essencial para prover o o0cito com nutrientes e reguladores de
crescimento (COLLADO-FERNANDEZ; PICTON; DUMOLLARD, 2013). O oécito, por
sua vez, desempenha um papel ativo na regulacdo do crescimento do foliculo (SU et
al., 2009). O resultado de todo este processo deve ser a ovulagdo de um od0cito
competente para ser fecundado e gerar um descendente saudavel.

Durante as primeiras fases do desenvolvimento do embrido, as células
germinativas primordiais (PGCs) se diferenciam e migram para a regido onde se
formardo as gbnadas. Assim, por meio de multiplicac6es mitéticas sucessivas, PGCs
dao origem as oogbnias que iniciam o processo meibtico para gerar milhdes de
odcitos primarios que permanecem estacionados no estagio de dipléteno da primeira
profase da meiose. Por ocasido do nascimento, esses o6citos sofrem uma reducgéo
em numero e 0s remanescentes sdo revestidos por uma camada de células
achatadas denominadas células da pré-granulosa (pCG), dando origem aos
chamados foliculos primordiais. Em mamiferos, esses foliculos permanecem
quiescentes por periodo variado de tempo, dependendo da espécie, até serem
recrutados para o crescimento.

O estimulo para desenvolvimento dos foliculos primordiais ndo é bem
compreendido, mas parece ser dependente da sinalizagédo KITL-KIT, sendo KITL um
ligante produzido pelas pCG/CG e KIT um receptor de membrana do tipo tirosina
quinase presente no oécito (BINELLI; MURPHY, 2010). Os primeiros sinais de
ativacdo da foliculogénese que resultam na formacédo de foliculos primarios séo
caracterizados pelo crescimento do odcito e pela proliferacdo das pCG. Essas

tltimas assumem formato cuboide, passando entdo a serem chamadas de células
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da granulosa (CG), e recobrem, ainda em uma Unica camada, o od6cito. No gameta,
por sua vez, Pi3K é diretamente ativada por KIT e passa a fosforilar PIP2 a PIP3, o
gue recruta Akt e PDK1 para a membrana citoplasmatica. PDK1 fosforila e ativa Akt,
gue acaba promovendo crescimento celular e sintese proteica pois ativa mTOR pela
fosforilacdo de TSCL/TSC2. mTOR € composto por dois complexos distintos:
MTORC1 e mTORC2. mTORC1 integra sinalizacdo de fatores de crescimento,
disponibilidade de nutrientes e de oxigénio, por exemplo, para regular sintese de
proteinas e de lipideos (MAKKER; GOEL; MAHDI, 2014). J& mTORC2 esta
relacionado ao controle de proliferacdo e metabolismo celular e tem como um de
seus substratos diretos, Akt (LAPLANTE; SABATINI, 2012; MAKKER; GOEL,
MAHDI, 2014).

Embora as células da granulosa expressem pequenas quantidade de
receptores (FSHR) para o horménio foliculo estimulante (FSH), a foliculogénese na
fase pré-antral € independente do efeito de gronadotrofinas (BINELLI; MURPHY,
2010) e, assim, deve ser dirigida por estimulos paracrinos e autocrinos, ou outros
fatores endocrinos. Um possivel fator paracrino derivado do oécito que tem
importante papel neste processo € o GDF9, pois ele estimula a proliferacdo das
células da granulosa na progressao da foliculogénese (SU et al., 2009). Além disso,
fatores produzidos pelas células da granulosa como folistatina (FST), inibina Bb
(INHBB), entre outros, também estdo envolvidos na regulacdo do desenvolvimento
folicular (BINELLI; MURPHY, 2010). A partir do momento em que as células da
granulosa aumentam em nuamero e novas camadas se formam, o foliculo passa a
ser classificado como secundario, caracterizado também pelo inicio da formacédo da
zona pellcida, uma camada de glicoproteinas que recobre o0 odcito e tem como uma
de suas funcdes a protecao contra a poliespermia por ocasido da fecundacéao.

Na préxima fase da foliculogénese, os foliculos passam a ser denominados
terciarios ou antrais, devido a formagcdo de um antro entre as varias camadas de
células da granulosa. O fluido que compde o antro € derivado do soro atraido pelo
gradiente osmotico entre as células da teca e o foliculo. A formacdo do antro
coincide com a aquisicdo de sensibilidade por parte do foliculo ao FSH, devido
principalmente ao aumento na expressédo de FSHR, fazendo com que as elevadas
concentracbes de hormoénios esteroides presentes no antro passem a influenciar o
desenvolvimento folicular (BINELLI; MURPHY, 2010). A formagé&o do antro subdivide
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as células da granulosa em duas popula¢des com caracteristicas e fungdes distintas:
as células murais da granulosa (CMG) e as células do cumulus (CC). Enquanto as
células murais da granulosa desempenham um papel central na sintese de
horménios e varios outros ligantes, as células do cumulus atuam dando suporte
metabdlico para o desenvolvimento do o6cito (COLLADO-FERNANDEZ; PICTON;
DUMOLLARD, 2013). A diferenciacdo das células da granulosa nessas duas
populacdes € principalmente influenciada por dois gradientes opostos de sinais
morfogénicos, o FSH presente na corrente sanguinea e os fatores paracrinos
derivados do odcito (SU et al., 2009; COLLADO-FERNANDEZ; PICTON;
DUMOLLARD, 2013).

Dentre os fatores-chave secretados pelo odcito responsaveis por regular o
metabolismo das células do cumulus e, possivelmente, também o desenvolvimento
folicular, estdo o GDF9, o BMP15 e o Fator de Crescimento de Fibroblastos 8b
(FGF8B) (SU et al., 2009). Esses e outros fatores secretados pelo o6cito regulam a
atividade metabdlica nas células do cumulus promovendo a expressao de genes
essenciais que se encontram inativos no oodcito. Esses estimulos abrangem a
expressao de receptores de aminoacidos e enzimas tanto da via glicolitica como da
via de biossintese de colesterol, pois o6citos ndo possuem a capacidade de
metabolizar glicose a piruvato ou de sintetizar colesterol a partir de acetato. Deste
modo, alguns aminoacidos como L-alanina tém de ser captados pelas CC e
transferidos para os odcitos, assim como os produtos da via glicolitica e da via de
biossintese de colesterol, ambas realizadas pelas CC mediante a sinalizacao obtida
(SU et al., 2009). Esses exemplos ilustram a cooperatividade metabdlica entre o6cito
e células do cumulus, ressaltando a importancia dessa cooperacdo para O
desenvolvimento do gameta. Toda essa comunicacdo e troca de metabdlitos é
realizada através de juncdes do tipo GAP e aderente entre a membrana plasmatica
do odcito e das CG/CC. Em foliculos primordiais ja existem ligacdes dessa natureza
entre o gameta e as pCG porém, apos o inicio da fase de crescimento, o odécito
comecga a secretar a ZP, que acaba constituindo uma barreira a essa comunicacao.
Para transpor este obstaculo, as CG/CC emitem projecdes citoplasmaticas que
atravessam a ZP e, em suas extremidades, estabelecem contato com a membrana
do oocito (CLARKE, 2018). Essa estrutura € denominada TZP (Transzonal
Projections) e constitui filopodios especializados (EL-HAYEK et al., 2018). Estudo
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recente realizado por EL-HAYEK et al. (2018) mostrou que o numero de TZPs
aumenta durante a fase de crescimento do od4cito em resposta a secrecéo de GDF9,
que estimula a transcricdo de componentes estruturais de filopodios. Os autores
ainda sugerem que GDF9, além de estimular a formacdo de novas TZPs, também
funcione como um quimioatraente, controlando a orientagéo dessas estruturas.

A transicdo de foliculo antral inicial para foliculo pré-ovulatério resulta em um
aumento de trés a dez vezes no volume do foliculo, assim como no remodelamento
morfologico e bioquimico das células da teca e da granulosa. Esse enorme aumento
do foliculo é derivado, principalmente, da proliferacdo das células da granulosa e da
expansao do antro. O odcito parece regular, em parte, o desenvolvimento do foliculo
pré-ovulatorio pela secrecdo de fatores como TGF-B1 e Activina A, além de fatores
também importantes em fases anteriores como o GDF9, que também interagem com
FSH e constituem um dos principais estimulos para o desenvolvimento folicular
nesta fase (BINELLI; MURPHY, 2010). Como resultado, o foliculo passa a sintetizar
e secretar Estradiol e Inibina, além de as células da murais da granulosa passarem a
expressar receptores (LHR) para o Horménio Luteinizante (LH). O Estradiol e a
Inibina agem a nivel da pituitaria para gradualmente diminuirem a secrecao de FSH.
Simultaneamente, o aumento da producdo de Estradiol pelos foliculos antrais induz
a liberagdo do Hormonio Liberador de Gonadotrofina (GnRH) e a consequente
liberacdo de LH. Como resultado, ha a progressdo para a fase de foliculo peri-
ovulatorio, a qual se caracteriza por expanséo do foliculo, bloqueio da proliferacao
das células da granulosa e expansao das CC, com perda da comunica¢do odcito-
cumulus via TZPs.

O bloqueio meidtico exercido pelas CC é perdido por ocasido da expansao
das mesmas, culminando numa série de eventos no 00cito que constituem sua
maturacdo nuclear e citoplasmética. A maturacdo nuclear é representada pela
quebra da vesicula germinativa (GVBD), progressdo da divisdo meidtica até o
estagio de metafase Il (MIl) e extrusao do primeiro corpusculo polar. J& a maturacéao
citoplasmatica envolve a redistribuicdo de organelas como as mitocondrias e 0s
granulos corticais. A expansao das células do cumulus também impede que essas
continuem a suprir o oo6cito com fatores para os quais este é deficiente, como
aminodcidos, piruvato e colesterol. Como consequéncia, agueles o0citos que nao

acumularem esses e outros componentes durante o crescimento poderdo ter sua
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competéncia de desenvolvimento comprometida. Isso decorre, por exemplo, do fato
de a maturagdo oocitaria requerer um grande aporte energético, o qual, quando nédo
suprido, pode resultar em defeitos severos (VAN BLERKOM, 2010). A redistribuicédo
de organelas, a condensacdo da cromatina, a formacdo do fuso meidtico e a
segregacao cromossOmica sdo processos que demandam muito ATP. Com a
expansdo das células do cumulus, o odcito deve utilizar suas proprias reservas para
suprir a demanda energética desses processos, 0 que se nao atendido pode resultar

em comprometimento da fertilidade ou formacéo de embrides aneupléides.
2.2. MITOCONDRIAS

Mitocbndrias sdo organelas com dupla membrana que evoluiram de um
processo endossimbiético e desempenham atividades celulares importantes
relacionadas a transducdo de sinais e a ativacao de apoptose (WATSON, 2004).
Porém, acima de tudo, mitocdndrias produzem a molécula essencial para suprir as
demandas energéticas da célula, o ATP. Tal producdo se da a partir do transporte
de elétrons armazenados em equivalentes redutores (NADH, FADH, por exemplo)
derivados da quebra de moléculas de &cidos graxos e de carboidratos,
metabolizados por diversas vias metabdlicas distintas (NELSON; COX, 2013). Esses
elétrons sdo transportados ao longo dos quatro complexos pertencentes a cadeia
transportadora de elétrons localizada na membrana interna mitocondrial (NELSON;
COX, 2013) e a passagem dos mesmos de um complexo para o outro resulta no
transporte de prétons (H") da matriz mitocondrial para o espaco intermembranas da
mitocondria o que, ao final da cadeia, culmina na reducdo de uma molécula de O, a
H,O (NELSON; COX, 2013). Caso a transferéncia de elétrons para O, ocorra de
forma incompleta, pode também haver geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (VAN BLERKOM, 2010). O gradiente de (H") gera um potencial de membrana
(A¥Wm) que é utilizado pelo complexo V (ATP sintase) como forca motriz para a
sintese de ATP (NELSON; COX, 2013). Este processo, chamado de fosforilacdo
oxidativa (OXPHOS), possibilita a producdo de 18 vezes mais ATP do que seria
obtido pela glicolise a partir de uma mesma quantidade de glicose (NELSON; COX,
2013). No entanto, a via glicolitica é extremamente importante pois seu produto
direto é o piruvato, molécula que pode ser convertida pelo complexo da Piruvato
Desidrogenase a Acetil-CoA, a qual é entdo importada pela mitocondria para ser
oxidada no Ciclo do Acido Tricarboxilico (TCA) (NELSON; COX, 2013). Em conjunto,
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esses processos geram 0s equivalentes redutores necessarios para alimentar a
cadeia transportadora de elétrons.

As mitocondrias contém seu proprio genoma (mtDNA), o qual em mamiferos
possui formato circular e extensao de aproximadamente 16,5 mil pares de bases. O
MtDNA encontra-se empacotado num complexo nudcleo-protéico denominado
nucleoide (KUKAT, 2013). Este complexo € organizado, principalmente, pelo fator de
transcricdo mitocondrial A (TFAM), mas também estdo presentes fatores como uma
DNA polimerase mitocondrial (Polg), uma helicase (TWINKLE) e fatores que se
ligam a fita simples de DNA (mtSSB) (KUKAT, 2013). O mtDNA codifica 13
polipeptideos que integram, junto com polipeptideos codificados pelo DNA nuclear
(nDNA), quatro dos cinco complexos da cadeia transportadora de elétrons
(WALLACE, 2005). Além desses, o0 mMtDNA também codifica 22 RNAs
transportadores (tRNAs) e 2 RNAs ribossdmicos (rRNAs), todos envolvidos na
traducdo dos RNAs mensageiros (mMRNAs) codificados pelo mtDNA (WALLACE,
2005). Cada célula nucleada de um organismo contém de centenas a milhares de
moléculas de mtDNA, sendo que cada organela abriga varias dessas copias,
havendo normalmente uma associacao entre a quantidade de mtDNA e capacidade
oxidativa da mitocéndria. Isso ocorre porque a regulacdo do numero de cépias de
MtDNA esta diretamente associada a sua capacidade de transcricdo e de traducéo,

afetando diretamente, portanto, a funcdo mitocondrial.
2.3. MITOCONDRIAS DURANTE O CRESCIMENTO DO OOCITO

Durante o crescimento do o00cito, 0 numero de mitocondrias aumenta de
menos de uma dezena em PGCs para cerca de cem mil em odcitos maturos
(JANSEN; DE BOER, 1998). O aumento do numero de moléculas de mtDNA durante
o periodo também €é muito grande, atingindo ~200.000 moléculas no o0d4cito
(SHOUBRIDGE; WAI, 2007). Esses achados sugerem que, diferentemente do que
acontece em tecidos somaticos, o0 mtDNA seja mantido na linhagem germinativa
feminina sob condicdo proxima da haploidia (e.g., uma ou duas moléculas por
organela) (SHOUBRIDGE; WAI, 2007). As mitocondrias oocitarias também diferem
enormemente das de outros tecidos no tocante a morfologia. Embora durante o
crescimento do o0cito as mitocondrias sofram uma série de modificaces
morfologicas (MOTTA et al.,, 2000), essas organelas caracterizam-se pelo formato

arredondado e pequeno tamanho. Essas caracteristicas ddo suporte a um estado de
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baixa atividade oxidativa, o que minimiza a geragdo de ROS, mas n&o condiz com a
demanda energética do odcito. Sabe-se que as células do cumulus suprem parte
desta demanda (SU et al., 2009; COLLADO-FERNANDEZ; PICTON; DUMOLLARD,
2013), mas o ATP de origem glicolitica n&o é suficiente para o desenvolvimento do
gameta. Neste sentido, o piruvato e outros subprodutos do metabolismo das células
do cumulus sédo usados pelas mitocondrias do odcito para complementar a sua
demanda energética. Isso é possivel, em parte, devido a proliferacdo em massa de
mitocondrias. Mas, sobretudo, a redistribuicdo mitocondrial é indispensavel para que
a demanda energética do odcito seja atendida (YU et al., 2010). Tal redistribuicéo e
a formacdo de clusters possibilita que a necessidade por ATP seja suprida
localmente numa porcao do citoplasma, sem um aumento excessivo na atividade
oxidativa, e com minima formacédo de ROS (DUMOLLARD et al., 2003). Na auséncia
dessa redistribuicdo, tanto o crescimento do o6cito como a sua maturacdo podem
ser prejudicados, resultando em grave efeito sobre a fertilidade. Isso € comprovado
em humanos, por exemplo, em que odcitos com baixo potencial de desenvolvimento
apresentam distribuicdo mitocondrial aberrante e baixos niveis de ATP (VAN
BLERKOM, 2010). Além disso, disfun¢des mitocondriais, com subsequente efeito
sobre a producgéo de ATP, constitui o principal fator que compromete a qualidade do
odcito, resultando em sindromes de infertilidade (VAN BLERKOM, 2010).

Outro fator de grande relevancia para a fertilidade do odcito é o numero de
mitocondrias e mMtDNA. Isso decorre do fato que a expansdo da populacao
mitocondrial durante a oogénse € essencial para suprir ndo somente a demanda
energética do gameta, como também do embrido nos estagios iniciais de
desenvolvimento (JANSEN; DE BOER, 1998; DUMOLLARD; DUCHEN; SARDET,
2006). Com as clivagens embrionarias, as mitocéndrias do oécito sdo partilhadas
entre as células filhas, resultando na diluicdo do numero de mitocéndrias por
blastémero a medida que o desenvolvimento progride. Uma vez que a mitocdndria e
o mtDNA néo sédo replicados durante o inicio do desenvolvimento, o odcito deve
conter uma quantidade minima desses (e.g., 40.000 cépias em murinos) para
suportar o desenvolvimento do embrido. Em humanos, isso tem sido usado como
uma ferramenta para a sele¢do de odcitos e embrides com maiores chances de

desenvolvimento a termo. Além disso, a capacidade de odcitos inférteis de produzir
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descendentes saudaveis apos a suplementacdo com mitocondrias ressalta o papel
gue essas organelas exercem na determinacgéo da fertilidade.

2.4. DINAMICA MITOCONDRIAL

Os processos de fusao e fissao trabalham em conjunto para manter a forma,
o tamanho e o numero apropriado de mitocéndrias na célula (BLEAZARD et al.,
1999; SESAKI; JENSEN, 1999). Reduzida taxa de fusdo leva a fragmentacao
mitocondrial devido a sucessivas divisdes enquanto o bloqueio da fisséo leva a uma
rede de mitocondrias altamente conectadas e tubulares (HOPPINS; LACKNER,;
NUNNARI, 2007). Esse controle de morfologia é critico para a regulacéo da fisiologia
da organela, assim como sua mobilidade e posicionamento na célula, garantindo o
desempenho de suas fungoes.

Ambos o0s processos de fusdo e fissdo sdo controlados por proteinas
altamente conservadas pertencentes a familia das proteinas relacionadas a
dinamina (DRPs). Tais proteinas possuem a capacidade de sequestrar e hidrolisar
GTP (GTPase) com a finalidade de liberar energia para auxiliar no processo de
modelagem de membranas mitocondriais (BLIEK, 1999; DANINO; HINSHAW, 2001,
PRAEFCKE; MCMAHON, 2004; HOPPINS; LACKNER; NUNNARI, 2007). Proteinas
desta familia sdo encontradas em todos os reinos, e sua funcdo em comum, até o
momento, é a modelagem de membranas. Como revisado por FAELBER (2013), a
acdo de uma proteina tipica da familia em questdo esta relacionada a formacao de
hélices ancoradas em locais especificos da membrana para mediar o
estrangulamento do citoplasma por ocasido da divisdo celular. Da mesma forma, foi
mostrado que a fissdo mitocondrial € catalisada por uma DRP citosélica, conhecida
como DMN1L ou DRP1, a qual é capaz de formar hélices cuja dimensao é
compativel com o tamanho da mitocondria (LABROUSSE et al.,, 1999; YOON;
PITTS; MCNIVEN, 2001; INGERMAN et al., 2005).

Em mamiferos, GTPases relacionadas a dinamina também mediam a fuséo
da membrana externa, MFN1 e MFN2, e da membrana interna, OPA1 (CHEN et al.,
2003). OPAL1 é uma proteina localizada no espaco intermembranas da mitocondria,
associada a membrana interna (OLICHON et al., 2002; GRIPARIC et al., 2004), e
como as Mitofusinas, OPA1 é essencial a fusdo mitocondrial, pois o knockout da
OPAL1 por RNA de interferéncia (iRNA) leva a fragmentagdo mitocondrial, sinal de
diminuicdo drastica da taxa de fusdo (CIPOLAT et al., 2004; CHEN; CHOMYN;
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CHAN, 2005). MFN1 e MFN2 sdo homdlogos intimamente relacionados encontrados
na membrana externa da mitocondria (ROJO et al., 2002; CHEN et al., 2003). Essas
duas proteinas possuem a capacidade de formar homo e heterodimeros, e séo
muito parecidas em termos estruturais e funcionais, apesar de desempenharem
papéis em grande parte ndo redundantes (DETMER; CHAN, 2007).

As diferencas da funcéo entre Mitofusinas séo refletidas pelo fato de MFNL1 ter
maior afinidade por GTP quando comparado a MFN2 (ISHIHARA; EURA; MIHARA,
2004), e também pelo fato de MFN2 ser encontrado em outras organelas, como, por
exemplo, no reticulo endoplasmatico (ER) (NAON; SCORRANO, 2014), enquanto o
MFN1 foi descrito até 0 momento como presente somente em mitocondrias (LABBE;
MURLEY; NUNNARI, 2014). Ha evidéncias de que o MFN1 seja responsavel pelo
ancoramento entre mitocondrias que da inicio a fusdo e que MFN2 atue em etapas
subsequentes do processo (CHEN et al., 2003). Tal suspeita foi reforcada pela
descoberta de um eixo funcional entre MFN1 e OPA1 (CIPOLAT et al., 2004), que
possibilita a ocorréncia de um pequeno grau de fusdo na auséncia de MFN2, e
justifica o grave efeito sobre a fusdo mitocondrial na auséncia de MFNL1.

Ha fortes evidéncias de que a MFN2 desempenha um papel na homeostase
de Ca*, biossintese lipidica, regulacdo metabdlica, proliferacédo celular, autofagia,
apoptose e diferenciacdo em varios tipos de células (NAON; SCORRANO, 2014;
ZORZANO et al., 2015; SCHREPFER; SCORRANO, 2016). Neste contexto, a
falta de MFN2 é comumente associada ao aumento da taxa de glicélise, aumento da
proliferacédo celular e diminuicdo de autofagia/apoptose. Esses papéis de MFN2 sao
dependentes de regides denominadas Membranas Associadas a Mitocéndrias
(MAM), em que as mitocondrias formam pontes interorganellares com o Reticulo
Endoplasmatico (ER) (NAON; SCORRANO, 2014). MFN2 é enriquecido em MAM,
onde se liga e inibe varios fatores, incluindo Ras e mTORC2, controlando
diretamente processos importantes ao desenvolvimento celular como a sintese
proteica (DE BRITO; SCORRANO, 2009; CHEN et al., 2014; XU et al., 2017).
Como consequéncia, na auséncia de MFN2, as vias de sinalizacdo mTORC2/Akt e
Ras/Rafl/ERK tornam-se altamente ativadas, sustentando o efeito inibitério de

MFN2 na proliferacdo celular e na progressdo do cancer (SCHREPFER,;
SCORRANO, 2016).
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A importancia da manutencdo da dindmica mitocondrial é revelada pela
severidade das consequéncias de qualquer ruptura em alguns desses mecanismos.
Por exemplo, camundongos deficientes em MFN1, MFN2 (CHEN et al., 2003), OPA1l
(ALAVI et al., 2007; DAVIES et al., 2007) ou DRP1 (ISHIHARA et al.,, 2009;
WAKABAYASHI et al., 2009) ndo sobrevivem até o nascimento; e mutacdes
patogénicas no gene humano que codifica MFN2 leva & Sindrome Charcot-Marie-
Tooth (ALEXANDER et al., 2000; WATERHAM et al., 2015).

2.5. MODELOS ANIMAIS PARA ESTUDO DAS MITOFUSINAS

Estudos baseados no nocaute ou na superexpressdo de proteinas
relacionadas a dinamica mitocondrial proporcionam uma visdo da funcdo e da
importancia dessas proteinas e desses eventos para o bom funcionamento celular.
Wakai et al (2014) determinaram que a superexpressao de MFN1 e MFN2 no odcito
durante a maturacdo resultou em drastica agregacdo mitocondrial, com
consequéncia para a distribuicdo espaco-temporal dos cromossomos e do ER. Ja
UDAGAWA et al. (2014) nocautearam a DRP1 exclusivamente nos odcitos durante a
foliculogénese, o que resultou em elongacdo mitocondrial. Esse achado sugere que
a fragmentacdo mitocondrial no odcito ndo € decorrente da auséncia das GTPases
de fusdo MFN1, MFN2 ou OPAL, mas provavelmente devido a excessivos eventos
de fissdo em relacéo aos de fuséo. Isso foi confirmado por WAKAI et al. (2014) que
observaram MFN1, MFN2 e OPAl sdo expressos em odcitos de camundongos.
UDAGAWA et al. (2014) também observaram que o nocaute da DRP1 no odcito
resulta em grave efeito sobre a fertilidade, ocasionado por um defeito no mecanismo
de secrecédo de fatores paracrinos derivados do odcito, resultando na incapacidade
do odcito em regular a foliculogénese. No entanto, apesar de tais odcitos
apresentarem forte agregacao mitocondrial, os efeitos sobre a fertilidade verificados
neste modelo ndo podem ser atribuidos exclusivamente as mitocondrias uma vez
gque a DRP1 é também envolvida em varios outros processos nas células (e.g.,
brotamento de vesiculas secretorias).

Visando compreender o papel das mitofusinas nos od6citos, nosso grupo
realizou knockout condicional (cKO) de MFN1 (Mfnl cKO), de MFN2 (Mfn2 cKO) ou
ambos (Mfnl&2 cKO) em odé6citos de camundongos por expressao de cre-
recombinase dirigida pelo promotor Zp3 (dados n&o publicados). O acasalamento de

fémeas contendo odcitos Mfnl cKO com machos WT né&o resultou em nascimento.
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Tal infertilidade associou-se a falha na ovulacdo (Mfnl cKO =0 vs. WT = 23,0 = 3,82
odcitos/fémea), acumulo de foliculos secundarios (Mfnl cKO =251 + 36 vs. WT =54
+ 12 foliculos) e bloqueio da progressdo meiotica quando do cultivo in vitro. Odcitos
Mfnl cKO também apresentaram menor diametro (Mfnl cKO = 57,8 £ 0,73 vs. WT =
85,7 £ 0,49 um) e menor nivel de mtDNA (Mfnl cKO = 39.263 + 2.878 vs. WT =
198.164 + 18.611 coOpias/odcito), ATP (0,03 + 0,016 vs. 0,46 + 0,076 pmol/odcito) e
A¥Ym (Mfnl cKO =0,71 £ 0,03 vs. WT =1,00 £ 0,03 u.a.).

Os achados acima forneceram evidéncias de que a expressdo de Mfnl é
essencial para o crescimento e aquisicdo de competéncia por parte do od0cito.
Assim, este projeto dedicou-se a investigar mais a fundo o mecanismo molecular

subjacente a este defeito.
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HIPOTESE E OBJETIVOS
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3. HIPOTESE

O knockout condicional de Mfnl no odcito altera o balanco entre a quantidade
de MFN1 e MFN2 necessario ao desenvolvimento do gameta, resultando em defeito
na comunicacao odcito-granulosa, com consequente bloqueio do desenvolvimento

folicular e incapacidade de crescimento do odcito.
4. OBJETIVOS

4.1. GERAL

- Investigar os mecanismos moleculares envolvidos com a infertilidade de

fémeas murinas cKO para Mfnl no odcito.
4.2. ESPECIFICOS

Baseado no cKO de Mfnl:

- Analisar a ultraestrutura de ovarios contendo odcitos Mfnl cKO e WT por
microscopia eletronica de transmisséo;

- Avaliar, em ovarios contendo oocitos Mfnl cKO e WT, as taxas de
proliferacéo e de apoptose por imunofluorescéncia;

- Avaliar por PCR quantitativo (QPCR) a expressdo em odcitos Mfnl cKO e
WT de genes envolvidos com i) a dindmica mitocondrial (Mfnl, Mfn2, Opal e
Dnm1ll); ii) a atividade mitocondrial (Nrfl, Tfam, Sdha e Mt-CO1, Atp5al); iii) a
comunicacdo odcito-granulosa (Bmpl5, Fgf8b e Gdf9); iv) a via da Akt (Akt, Pi3Kk,
Pten, Pdkl) e metabolismo glicolitico (Ldha, Pfkp, Pkm2);

- Avaliar, em ovarios contendo odcitos Mfnl cKO e WT, a expressao de genes
envolvidos com o desenvolvimento folicular (Fshr, Lhcgr, Inha, Inhba, Inhbb, Amh,
Bmp4, Bmp7, Fgf7, Fst, Kit, Kitl, Kitl1, Kitl2, Cyp26b1);

- Cultivar complexos odcito-células da granulosa (GOCs) contendo odécitos
Mfnl cKO na presenca de odécitos WT ou de odcitos Mfnl cKO para avaliacdo da
expressdo nos GOCs de genes relacionados ao desenvolvimento folicular (Fshr,
Lhcgr, Inha, Inhba, Inhbb, Amh, Fst Kitl e Cyp26b1l);

Baseado na superexpressdo de MFN2 e de MFN1+MFN2 durante a etapa
de crescimento do oocito:

- Superexpressar MFN2 para confirmar se o excesso de MFN2 em relagédo a
MFN1 é a causa principal da interrup¢do do desenvolvimento de odcito Mfnl cKO
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avaliando diametro dos odcitos, taxa SN/NSN e as quantidades de pAkt/Akt e
pMmTOR;

- Superexpressar MFN1+MFN2 para verificar se a expressao balanceada de
Mitofusinas permite o desenvolvimento do odcito também avaliando diametro dos
odcitos, taxa Surrounding Nucleolus/Not Surrounding Nucleolus e as quantidades de
pAkt/Akt e pmTOR.



28

MATERIAL E METODOS



29

5. MATERIAL E METODOS
5.1. ANIMAIS

Os camundongos utilizados neste trabalho séo pertencentes a linhagem B6 e
foram mantidos seguindo-se 0s procedimentos ja em uso ha instituicdo, como
previamente aprovado pela Comissao Interna de Biosseguranca (CIBio) e pela
Comissdo de Etica (CEUA) da UFSCar. Para realizacdo dos experimentos foram
utilizadas fémeas de 5 ou 8 semanas de idade, mantidas em ciclo de 14 h de luz e
10 de escuro a temperatura de 25 C com acesso ad libitum a agua e a racdo

(Presence Ratos e Camundongos, Purina).

5.2. GENOTIPAGEM DOS ANIMAIS

A genotipagem dos animais foi realizada a partir do DNA total isolado de
biépsia de orelha, como descrito previamente (MACHADO et al., 2015).
Resumidamente, as bidpsias de orelha foram incubadas com 200 uL de solucéo de
digestdo [50 mM KCI, 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 h a 65°C. Ao
final, as amostras foram incubadas por 10 min adicionais a 95°C para inativacdo da
proteinase K e armazenadas a -20' C até o uso. A genotipagem das modificacées no
gene Mfn1l foi realizada como descrito por Chen et al (2010) e o transgene Zp3-Cre
analisado como descrito por de Vries et al (2000). Em mais detalhes, a verificacdo
da presenca de sequéncias LoxP flanqueando o éxon 4 do gene Mfnl foi realizada
por PCR utilizando-se os primers F. TTGGTAATCTTTAGCGGTGCTC e R:
AGCAGTTGGTTGTGTGACCA. Também foi avaliada a presenca de alelos
previamente excisados, agora se utilizando o seguinte par de primers: F:
TTGGTAATCTTTAGCGGTGCTC e R: TTAAAGACACGGCTAATGGCAG. Estes
ensaios foram realizados a partir de uma diluicdo contendo 40 pl de agua e 10 ul da
amostra digerida e do Mix JumpStart (Sigma) com concentracao final de primer igual
a 0,4 M e temperatura de anelamento igual a 65°C. Para verificacdo da presenca do
transgene Zp3-Cre, foram realizados ensaios de PCR em tempo real utilizando-se
uma diluicdo contendo 49,5 pl de agua e 0,5 pl da amostra digerida com Master Mix
Syber Green (Thermo Fisher Scientific), temperatura de anelamento 62°C e primers
F: GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC e R: GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT, no
equipamento ABI PRISM SDS 7500 HT Real-Time PCR System (Life Technologies).
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5.3. COLETA DE OOCITOS E OVARIOS

Para o isolamento de odcitos, o desenvolvimento folicular foi estimulado por
injecao peritoneal de 5 U.l. de eCG (gonadotrofina coridnica equina; Folligon, MSD
Saude Animal) em fémeas com 5 semanas de idade (NAGY et al., 2003). Apos 44 a
46 h, as fémeas foram sacrificadas e os ovarios dissecados em solucéao fisiolégica.
Os ovarios foram entédo transferidos para gotas de meio FHM (NAGY et al., 2003) e
0s complexos odcito-cumulus (COCs) obtidos por rompimento dos foliculos antrais
com o auxilio de uma agulha 30G (NAGY et al.,, 2003). Os odcitos foram
desnudados das células do cumulus por pipetagem com auxilio de um capilar de
vidro de didmetro interno préximo ao dos odcitos (NAGY et al., 2003). Somente
odcitos integros, sem células do cumulus e em estagio de vesicula germinativa (GV)
foram selecionados para uso nos experimentos posteriores. Os ovarios para
microscopia foram coletados como descrito acima, assim como aqueles destinados
as analises histolégicas, exceto pelo fato de que essas fémeas nao foram
estimulados com eCG e tinham 8 semanas de idade.

5.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Os ovarios utilizados para microscopia eletrénica de transmissdo foram
dissecados, cortados em pedacos menores e fixados em tampéao cacodilato 0,1 M
contendo 2% glutaraldeido, 2% paraformoldeido por 4h a temperatura ambiente.
Decorrido este tempo, os fragmentos de ovario foram lavados em gotas de solucdo
1:1 de tampao cacodilato 0,1M e agua MilliQ trés vezes. Os fragmentos foram entédo
emblocados em resina epodxi, cortados em seccles ultra-finas e corados com
acetato de uranila e citrato de chumbo. Para andlise foi utilizado microscoépio
eletrdnico de transmissao pertencente a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
USP.

5.5. IMUNOFLUORESCENCIA DE CORTES DE OVARIO

Fémeas contendo od6citos WT ou Mfnl cKO foram injetadas intra-
peritonialmente com 3 mg de BrdU (UDAGAWA et al., 2014). Passadas duas horas,
as fémeas foram sacrificadas e os ovarios coletados, dissecados e fixados por 4 h
em paraformaldeido 4% (Sigma-Aldrich) diluido em PBS. Os ovarios foram entdo
tratados com gradiente de sacarose 10-20% e criopreservados em OCT (Sakura

Finetek). Com auxilio de um micrétopo (Leica), se¢bes de 5 um do 6rgdo foram
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obtidas e fixadas em lamina previamente gelatinizada (6%), que foram mantidas a -
20°C até uso (UDAGAWA et al., 2014).

Para analise por imunofluorescéncia, as laminas contendo os cortes foram
lavadas em PBS por, no minimo, 4 horas e foram entao fixadas por 15 minutos com
paraformaldeido 2% (Sigma-Aldrich) em PBS. A seguir, os cortes foram submetidos
ao processo de recuperacgéo antigénica, que consiste na incubacéo, por 20 minutos,
em solucédo de citrato de sédio 10mM e Tween 20 0,05% a 95°C. Passado este
periodo esperou-se que as laminas, ainda imersas na solucdo, voltassem a
temperatura ambiente e procedeu-se ao bloqueio com BSA 10% (Sigma-Aldrich) em
PBS. Apo0s bloqueio os cortes foram incubados overnight com o anticorpo primario
(anti-BrdU, produzidos em camundongo; Sigma-Aldrich) diluido 1:50 em solucdo
BSA 2%. No dia seguinte as laminas foram lavadas com PBS e incubadas com
solucdo de BSA 2% contendo o anticorpo secundério (Alexa Fluor 594 — Thermo
Fisher Scientific) e DAPI (10 pg/ml). Finalmente, as ldminas foram lavadas em PBS
e 0s cortes cobertos com laminula contendo meio de montagem (Fluormont, Sigma)
para serem analisadas em microscopio epifluorescente (Ti-S, Nikon).

As imagens foram analisadas com auxilio do software fornecido pelo
fabricante. Durante a andlise, foram obtidas fotos em campo claro, com filtro UV e
com filtro verde, para visualizacdo da marcacdo com o anticorpo secundario. A area
de cada foliculo foi determinada e delimitada, de forma a viabilizar a contagem do
namero total de células (pela marcacdo com DAPI) e o nimero de células positivas
para a marcagdo com anticorpo anti BrdU. Deste modo, o dado final obtido oi a
porcentagem de células positivas para replicacdo, a partir da divisédo de células BrdU

+ pelo nimero total de células contadas na secc¢éo do foliculo em questéao.
5.6. EXPRESSAO GENICA

Grupos de 30 odcitos imaturos e desnudos foram coletados em 5 uL de PBS
acrescido de 0,1% de PVP e 1 U/uL de inibidor de RNase (RNase OUT,
ThermoFisher Scientific), congelados em nitrogénio liquido e mantidos até uso a -
80°C. Ja os ovarios foram coletados individualmente, congelados em nitrogénio
liguido e também mantidos a -80°C. A extracdo do RNA total foi realizada utilizando
o reagente TRIzol (ThermoFisher Scientific), conforme recomendacdes do
fabricante. Resumidamente, um mix contendo 100 pL do reagente TRIzol, 5 yL de
H,O DEPC e 1,33 pL de GlycoBlue™ 15 mg/mL (ThermoFisher Scientific) foi
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adicionado ao grupo de odcitos. Entdo adicionou-se 20 pL de cloroférmio a solugédo
com a finalidade de separar a fase aquosa da organica, prosseguindo-se a uma
centrifugacédo de 15 min a 12.000 x g a 4°C. Em seguida, o RNA presente na fase
aquosa foi precipitado por adicdo de 150 pL de alcool isopropilico seguido de
centrifugagéo a 12.000 x g durante 10 min a 4°C. O pellet de RNA foi entdo lavado
com 100 uL de etanol 75% e centrifugado a 7500 x g durante 5 min a 4°C. O etanol
75% foi removido e o pellet eluido em 5uL de H,O DEPC. O RNA total extraido foi
tratado com 5 uL de solucdo de DNase | (ThermoFisher Scientific) mais 1 U/uL de
RNaseOUT para a degradacao de DNA contaminante, conforme recomendagdes do
fabricante. Imediatamente apos o tratamento com DNAse |, 0 RNA foi convertido em
cDNA utiizando o Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Life
Technologies), e armazenado a -80°C até o uso. Para extracdo de RNA total de
ovarios, o tecido foi macerado em nitrogénio liquido e a extracdo realizada como
descrito acima com ajuste (x10) nos volumes utilizados devido a maior quantidade
de material bioldgico inicial.

Para validacdo dos primers desenhados, foi realizado um ensaio inicial com
diluicdo seriada de amostra para verificar se 0os primers se comportavam da mesma
maneira independentemente da concentracdo de cDNA presente e também para
auxiliar na escolha da melhor diluicdo a ser utilizada na analise. Para as analises
realizadas a partir de odcitos, foram testadas as seguintes concentracoes:

P1: 0,25 odcito/uL,;

P2: 0,0625 odcito/uL;

P3: 0,0156 odcito/pL;

P4: 0,0039 odcito/uL;

De forma que as andlises do nivel de expressao dos genes (Dnmll, Fgf8b,
Gabpa, Mfn2, Opal, Tfam) foram realizadas com cDNA diluidos no P2 e a analise
dos genes (Akt, Bmp15, Gdf9, Mfnl, Mtcol, Nrfl, Sdha, Pten, Pi3k) foram realizadas
com cDNA diluido no P3.

Para os genes analisados no ovario, os pontos testados foram os seguintes:

P1: Diluicdo de 80x;

P2: Diluicdo de 320x;

P3: Diluicao de 1.280x;

P4: Diluigéo de 5.120x;
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Todas as analises baseadas em cDNA de ovério foram realizadas na diluicao
P2, com excecado do gene Cyp26b1l, que foi realizada na diluicdo P1.

A quantificacdo relativa dos transcritos por qPCR foi realizada no
equipamento ABI PRISM SDS 7500 HT Real-Time PCR System (Life Technologies)
em reagdes de 15 pL contendo 0,3 uM de primers, 1x SYBR Green PCR Master Mix
(Life Technologies) e 5 yL de cDNA na diluicdo especifica definida anteriormente.
Foram realizadas curvas de diluicdo com diferentes concentracbes de cDNA para
padronizacdo dos primers. Além disso, essas curvas foram utilizadas como padrao
para definicdo da melhor concentracao de cDNA para a realizacao da andlise.

Os primers foram desenhados utilizando-se a ferramenta online Primer-

BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/) e, quando possivel, o0s

primers foram desenhados para anelar sobre juncdes exon-exon, evitando assim a
amplificacdo de possivel DNA gendmico contaminante. Os dados foram analisados
seguindo-se o que foi proposto por MACABELLI et al. (2014). A tabela 1 traz um

resumo dos genes analisados e dos primers utilizados para tal.

Tabela 1: Genes analisados por gPCR em ovario e od4citos imaturos

Gene alvo Sequéncia primer (5’->3’) Gene alvo Sequéncia primer (5’->3’)
F: CTGGCTAGGGGAGACTGGAG F: AGATCCTACTGGGCGAACAC
Amh* Cyp26b1*
R: TCGGGCTCCCATATCACTTC R: GGAGAAGACCTTGCGCTTGT
F: GAGGGATCTTTACCGGCTCC F: CTGCTTCCTGAGTGTCGAGG
Bmp4* Mfn1***
R: TGTTCTCCAGATGTTCTTCGTGA R: ATGCACAAGACAGCCAGCTT
F: ATCGTCCAGACACTGGTTCAC F: CATGAGGCCTTCCTCCTCAC
Bmp7** Mfn2***
R: GAGGACAGAGATGGCGTTGA R: CAACTGCTCGTCCTGATGGA
F: GAGAGGCTCAAGTTGCACGA F: ATTGTCGGAGCAGGAATCGG
Fgf7* Opal***
R: GGTTGCTCCTTGACTTTTGTTCT R: AGGATTGGCAGACTTCACAGG
F: GGAGGGCCAGGTCAACATACC F: TAGATCCAGATGGGCGCAGA
Fshr* Dnm1/***
R: GAAGTCAGAGGTTTGCCGC R: GCATCAGTACCCGCATCCAT
F: GAGGACAGAGATGGCGTTGA F: TCGCAATTCCTACCGGTGTC
Fst* Mt-Col***
R: CCACGTTCTCACACGTTTCTTT R: CTCCGTGTAGGGTTGCAAGT
F: TATTCCGGCCATCCCAACAC F: TCGACAGGGGAATGGTTTGG
Inha* Sdha***
R: CAGAAGATCTAGCAGGGGCG R: GGACTCCTTCCGAGCTTCTG
F: GGGACCCGAAAGAGAATTTGC F: GAGCGTGCTAAAAGCACTGG
Inhba* Tfam***
R: TCCTCTCAGCCAAAGCAAGG R: GACAAGACTGATAGACGAGGGG
F: TTTGCAGAGACAGATGGCCT F: AAGGGAGAACCGCACGATTG
Inhbb* Bmp15***

R: GAAGAAGTACAGGCGGACCC R: TGTACATGCCAGGAACCTCTG
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F: ACAACAAAGAGCAAATCCAGGC F: CAACCAGGTGACAGGACCG
Kit* Gdf9***
R: GCTGCAACCACAAAGCCAAT R: CACCCGGTCCAGGTTAAACA
F: TGCTGGTGCAATATGCTGGA F: GCTAATTGCCAAGAGCAACGG
Kitl* Fgf8b***
R: GTGATAATCCAAGTTTGTGTCTTCT R: AGCGCCGTGTAGTTGTTCTC
F: TTCAACATTAGGTCCCGAGAA F: AGGCGGTGAAATGACCATC
Kitl1* Nrf1***
R: TGCGGCTTTCCTATTACTGC R: GCGGCAGCTTCACTGTTGAG
F: TAGGTCCCGAGAAAGGGAAA F: CCTTGACCTTCCTTTGCGCT
Kitl2* Atp5al***
R: CGAAATGAGAGCCGGCAATG R: ATTTTTGGAGACCAGTCCCGC
F: CTCGCCCGACTATCTCTCAC F: TCTCCAGCAAGACTACTGTGT
Lhcgr* Ldha***
R: TTGAGGAGGTTGTCAAAGGCA R: GTTTCGCTGGACCAGGTTGA
F: AAGAAGGAGGTCATCGTCGC F: TGGTACAGATTCAGCCCTGC
Akt** Pfkp***
R: CTTGAGGGCCGTAAGGAAGG R: ACCAAGGCCAAGTAACCACA
F: TTCCTGCAGAAAGACTTGAAGGT F: CATTACCAGCGACCCCACAG
Pten** Pkm2 ***
R: AAAGGATACTGTGCAACTCTGC R: GAGCACTCCTGCCAGACTTG
F: ATGCCTGCTCCGTAGTGGTA F: TGCAAAGTTGGTATATCCAAAGCC
Pi3k** Pdk1***
R: CACGAGGGAGGTGTGTTGAT R: ACCCCGAAGCTCTCCTTGTA
* Indica transcritos que foram analisados apenas em ovarios
ok Indica transcritos que foram analisados em ovario e em odcitos imaturos
ok Indica transcritos que foram analisados apenas em 00citos imaturos

5.7. CO-CULTIVO

Para realizagdo do co-cultivo, o6citos WT e Mfnl cKO foram obtidos como
descrito anteriormente. GOCs contendo oécitos Mfnl cKO foram coletados apés
digestdo dos ovarios por 15 min a 37°C com 0,1% de colagenase (tipo I; Sigma-
Aldrich) diluida em FHM. Ao menos trés grupos de GOCs Mfnl cKO e odécitos WT
foram cultivados em uma placa por 24 h em gotas de 90 ul de FHM, suplementado
com 100 uM de IBMX (UDAGAWA et al., 2014; ZENG et al., 2014) e a0 menos
outros trés grupos de GOCs Mfnl cKO foram cultivados com odécitos Mfnl cKO nas
mesmas condi¢cdes, como grupo controle. Apdés as 24 horas de cultivo, os GOCs

foram coletados para analise de expressao génica.
5.8. PLASMIDEOS PARA SUPEREXPRESSAO

As regides codificantes de MFN1 e MFN2 de camundongo foram amplificadas
por PCR (Taq Polymerase High Fidelity, Invitrogen) a partir de plasmideos
comerciais (tabela 2). Os produtos Mfnl e Mfn2 incluindo a cauda Myc ao final da
sequéncia foram clonados em vetor pCS2" (Invitrogen) entre os sitios de restri¢cdo

EcoRI e Xhol (figura 1 a, b). O tamanho dos fragmentos clonados foi confirmado por
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eletroforese em gel de agarose e a sequéncia final dos plasmideos verificada por
sequenciamento de Sanger (Génome Québec Innovation Centre, Montreal, Canada).

Tabela 2: Primers utilizados na construcao dos plasmideos para superexpressao

Produto Primers (5’->3’) Template
F: ATACTGAATTCATGGCAGAAACGGTATCTCC Addgene
Mfn1_Myc #23212
R: TATGACTCGAGTCAATGATGATGATGATGAT
F: ATACTGAATTCATGTCCCTGCTCTTTTCTCG Addgene
Mfn2_Myc #23213

R: TATGACTCGAGTCAATGATGATGATGATGAT

o Myc tag - Myc tag

Mfn1
Xhol

pCS2+

(a) (b)

Figura 1: Plasmideos construidos para realizar a superexpressdo de MFNL1 (a) e MFN2 (b).

Os plasmideos contendo as regifes codificadoras para Mfnl e Mfn2
fusionadas com a cauda Myc foram entdo linearizados utilizando-se Nodl, e cRNA
foi transcrito tendo o plasmideo linearizado como template utilizando-se o kit SP6
MMESSAGE mMACHINE (Ambion). Uma cauda poli(A) foi adicionada ao cRNA
obtido utilizando-se o Tailing Kit (Ambion). Os cRNAs obtidos ao final do processo

foram eluidos em agua livre de RNAse e mantidos a -80°C até uso.
5.9. COLETA, MICROINJECAO DE cRNA E CULTIVO DE GOCS

Os GOCs foram obtidos e cultivados como descrito anteriormente (EL-
HAYEK; DEMEESTERE; CLARKE, 2014; EL-HAYEK; CLARKE, 2015).
Resumidamente, ovarios de fémeas com 12 dias de idade foram incubados em meio
a-MEM-HEPES (pH 7.2, Life Technologies) contendo colagenase (10 pg/mL;
Cedarlane, Burlington, ON) e DNase | (10 ug/ml; Sigma) a 37°C por 15 minutos. Em

intervalos de 2 ou 3 minutos os fragmentos foram gentilmente pipetados para auxiliar
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no processo de digestdo. Ao final do periodo de incubacdo, GOCs foram coletados
com auxilio de uma pipeta de vidro e transferidos para meio meio a-MEM-HEPES

fresco e aquecido.

Utilizando-se um microscopio Zeiss Axio Observer Z1 e um microinjetor PLI-
100 (Medical Systems, NY), aproximadamente 10 pL de uma solucdo contendo
cRNA a uma concentracdo de 100 uM foi injetada no citoplasma do odcito
pertencente ao GOC (tabela 3) e o GOC foi entdo transferido para insertos
recobertos por colageno tipo | (3.0 micron, Becton-20 Dickinson, Mississauga, ON)
previamente posicionados em uma placa de 24 pocos, cada poco contendo 750 uL
de a-MEM-NaHCO3; suplementado com ITS (Sigma), cilostamida (10 uM, Sigma) e
FSH (10 mlU/mL; EMD Serono, Mississauga, ON). Os GOCs foram cultivados por
um period de 7 dias em atmosfera contendo 5% de CO,. A cada 3 dias o inserto foi

movido para um novo poco contendo 750 uL meio fresco.

Tabela 3: Descricdo dos grupos experimentais

cRNA injetado Grupo experimental

EGFP Controle
MFN2 MFN2 OE
MFN1+MFN2 MFN1+MFN2 OE

5.10. IMUNOFLUORESCENCIA DE OOCITOS

Apods o periodo de cultivo, os GOCs foram coletados, os odécitos desnudos e
coletados para analise por western blot ou imunofluorescéncia. Os odcitos coletados
para imunofluorescéncia foram fixados a temperatura ambiente por 30 minutos em
paraformaldeido 4% em PBS contendo Triton-X (0.1%, Sigma), e entdo lavados em
Tampao de Bloqueio (TB) — PBS contendo BSA (3%, Sigma) and Triton-X (0,1%,
Sigma). A seguir as ceélulas foram blogueadas com TB por outros 30 minutos e
incubadas overnight com anticorpo primario contra MFN1 ou MFN2 (Abcam ab57602
e ab56889, respectivamente) diluidos 1:100 em TB. Apds este periodo, 0s oécitos
foram lavados duas vezes em PBS e entdo incubados por uma hora a temperatura
ambiente em solucdo de anticorpo secundario (1:100) suplementado com DRAQ5
(1:20). Os oocitos foram entéo lavados e posicionados em gotas de PBS cobertas
com Oleo mineral e imagens foram adquiridas utilizando-se um microscoépio invertido

(Leica). Para medir o diametro do odcito imagens foram obtidas com foco no
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diametro maximo dos oécitos e as medidas realizadas com auxilio do software

fornecido pelo fabricante (LAS X, Leica).
5.11. WESTERN BLOT

Grupos de 30 ocitos desnudos foram transferidos para um microtubo
contendo 10 yL de Tampéao Laemmli 2x (Biorad) e desnaturados por aguecimento a
95°C por 5 minutos. Essas amostras foram entdo utilizadas para analise de western
blot como descrito previamente (YANG et al., 2010). Os anticorpos séo contra MFN1
(Abcam, ab57602), MFN2 (Abcam, ab56889), pmTOR (Cell Signalling, #2971s) e
Actina (Cell Signalling, #3700). As membranas foram reveladas utilizando-se
(SuperSignal™ West Pico PLUS, Thermo Scientific) e phosphorimager (Amersham
Imager). A intensidade das bandas foi quantificada utilizando-se o software ImageJ
(National Institutes of Health).

5.12. ANALISE DOS DADOS

Os experimentos foram repetidos ao menos trés vezes cada e as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa SAS University Edition
(SAS/STAT, SAS Institute Inc.) com nivel méximo de significancia igual a 5% (erro
a). Previamente a cada analise, foi verificado se os dados seguem as premissas de
distribuicdo normal e homogeneidade de variancias. Se a premissa foi atendida, os
grupos experimentais foram comparados por t-Student ou por aplicacdo do método
ANOVA. Do contrario, os dados foram analisados por teste ndo paramétrico. Os

dados séo apresentados como médias + o erro padrdo da média (SEM).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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PARTE 1:
KNOCKOUT CONDICIONAL DA MITOFUSINA 1
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. PARTE 1: KNOCKOUT CONDICIONAL DA MFN1

6.1.1. Microscopia eletrénica de transmissao

As fotos obtidas por microscopia eletrdnica de transmissao permitiram
analisar a ultraestrutura dos ovarios coletados, pois foram avaliados a distribuicdo
das células da granulosa, a estrutura da zona pellcida e o citoplasma do odcito,
incluindo as organelas e sua morfologia. Os ovarios WT apresentaram, em geral,
células da granulosa bem distribuidas e justapostas, com mitocondrias alongadas de
alta densidade de cristas, além de zona pelUcida espessa com varias projecées
transzonais das células da granulosa (TZPs) em direcdo ao oodcito (figura 2a).
Também foi possivel identificar os pontos em que as TZPs atingem a membrana

plasmatica do odcito e estabelecem jun¢des do tipo aderente (figura 2b).

(b)

Figura 2: Microscopia eletrénica de ovéarios WT. (a) Regido contendo parte da corona radiata (CG),
zona pellcida (ZP) e citoplasma do oécito (O) de um ovéario WT. (b) Regido de maior aumento da
ZP, evidenciando morfologia das mitocéndrias da CG. A seta indica extremidade de uma TZP
estabelecendo jun¢éo do tipo aderente com a membrana plasmatica do odcito. Barras = 1um.

Em comparacdo, os ovarios Mfnl cKO apresentaram divergéncias na
ultraestrutura, como espacos entre as células da granulosa (figura 3a), zona
pelicida mais fina ou ausente em alguns pontos (figura 3b), e constante
aparecimento de TZPs com orientacdo paralela & membrana plasmatica do odcito
(figura 3a, setas). Além disso, foi comum o aparecimento de estruturas consideradas
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anormais, como invasao da zona pellcida por projecBes das células da granulosa
mais espessas que TZP normais, como indicado nas figuras 3c e 3d. Analisando
essas e outras micrografias, fica evidente o impacto do cKO no fenétipo dos ovarios
Mfn1l cKO.

(b)

() (d)

Figura 3: Micrografias ilustrando a ultraestrutura anormal de ovarios do grupo Mfnl cKO, contendo
evidéncias de (a) espacamento entre as células da granulosa e (setas) as TZPs paralelas a membrana
plasmatica do odcito, (b) regides com ZP mais fina (setas), (c) e (d) invasdes da zona pellcida por
projecdes anormalmente grossas das células da granulosa (setas).
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O espacamento notado entre as células da granulosa do grupo Mfnl cKO
poderia ser artefato da preparacéo do ovario. No entanto, esse padrao foi observado
em todos os animais analisados para este grupo e ndo estava presente em
nenhuma grade do WT; mas uma afirmacdo nesse sentido s6 pode ser feita
mediante analise especifica, como imunofluorescéncia para proteinas de adeséo
celular ou western blot, por exemplo. Ja as regibes em que se observou zona
pelicida com menor espessura, conforme ilustrado na figura 3b, podem ser
evidéncias de atraso na secrecdo de proteinas ou mesmo de uma falha nesse
processo. Isso porque os animais foram estimulados com eCG, entéo, era esperado
gue o desenvolvimento folicular estivesse sincronizado.

Além do fenoétipo associado as TZPs e a zona pellcida, foi possivel notar
mudancas na morfologia das mitocéndrias (Figura 4). O grupo WT apresentou
mitocondrias arredondadas com alta densidade de cristas. Ja no grupo Mfnl cKO,
as mitocOndrias raramente apresentavam cristas, mas sim uma estrutura interna

desorganizada e vesicular.

(b)

Figura 4: Micrografias ilustrando morfologia de mitocéndrias pertencentes a o6citos WT (a) e a
odcitos Mfnl cKO (b).

Foram definidos, entdo, padrées normais de morfologia mitocondrial (que
enquadram mitocondrias com cristas longitudinais, podendo estar espacadas ou
nao) e padrbes anormais de morfologia mitocondrial (qQue incluem organelas com
cristas menos densas e ndo longitudinais, podendo apresentar estrutura interna
altamente vesiculada). E tais padrdes foram utilizados para classificacdo das
organelas encontradas para cada um dos grupos experimentais, conforme ilustrado

na figura 5.
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Figura 5: Andlise quantitativa da distribuicdo de mitocéndrias com morfologia considerada normal ou
anormal entre 0s grupos experimentais. Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca
significativa com P<0,05.

E possivel atribuir o forte efeito na morfologia mitocondrial diretamente a
auséncia de MFN1, pois apenas MFN1 possui a capacidade de recrutar OPAL e dar
inicio & segunda etapa da fusdo mitocondrial, a fusdo da membrana interna que
delimita a matriz mitocondrial (CIPOLAT et al., 2004). Deste modo, nos odcitos Mfnl
cKO, apenas a fusdo da membrana externa ocorre normalmente, ao passo que as
matrizes mitocondriais, delimitadas pelas membranas internas de cada organela,
nao se fundem. Assim, quando o processo de fissdo ocorre, a estrutura interna da
mitocondria é dividida aleatoriamente, perturbando as cristas e criando a estrutura

vesicular interna observada.
6.1.2. Proliferacéo celular

Animais pertencentes ao grupo Mfnl cKO e ao grupo WT foram injetados
intraperitonealmente com BrdU e o0s ovarios coletados ap6s 2 horas para
processamento e corte de seccdes histologicas. As seccdes foram utilizadas para
imunofluorescéncia com anticorpo primario anti-BrdU (figura 6). Na andlise, foram
determinados tanto o niumero de células positivas para BrdU quanto o namero de

células pertencentes a secc¢éo analisada de cada foliculo.
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(@) (b)

Figura 6: Imagens microscoépio epifluorescéncia de cortes congelados de ovarios contendo odécitos
WT (a) e o6citos Mfnl cKO (b) tratados com anticorpo anti BrdU.

De posse desses dados, o nivel de replicacdo das células da granulosa foi
avaliado conforme a porcentagem de células positivas para BrdU de cada foliculo
analisado (Figura 7). O grupo WT apresentou, em média, porcentagem de 23,37 *
0,99 de células replicativas nos foliculos analisados. Para o grupo Mfnl cKO esse
numero foi de 4,34 + 0,40; ou seja, o cKO de Mfnl levou a uma diminuicdo de

aproximadamente 81% nos niveis de replicacdo das células da granulosa.

Porcentagem células BrdU+

WT Mfn1 cKO

Figura 7: Analise de proliferacéo celular pelo célculo da porcentagem de células positivas para
BrdU em ambos os grupos experimentais. Letras diferentes sobre as barras indica diferenca
estatistica (P<0,05).

Levando-se em consideracdo o numero total de células de cada sec¢édo dos

foliculos analisados, pode-se construir um grafico de dispersdo para analisar o
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padrdao de desenvolvimento dos foliculos WT versus o dos foliculos Mfnl cKO,
conforme observado na figura 8.
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Figura 8: Associagéo entre o tamanho do foliculo (nimero de células por sec¢do) e nimero de
células em replicagcdo (BrdU +) para ambos 0s grupos experimentais.

Analisando-se o grafico presente na figura acima percebe-se que, para o
grupo WT, a medida em que o foliculo analisado tem um maior nimero de células
por seccdo ele também apresenta um numero aumentado de células em replicacao.
A longo prazo, esse cendrio leva ao aparecimento de foliculos maiores, conforme
também evidenciado pelo gréfico, pois o total de células aumenta e o foliculo
progride na foliculogénese, acompanhado pelo crescimento do odcito. No caso do
grupo Mfnl cKO, o mesmo padrdo ndo € observado, e o numero de células em
replicacdo permanece baixo apesar de o total de células por seccdo aumentar.
Também é valido chamar atencdo ao fato de que o grupo Mfnl cKO n&o apresentou
foliculo com mais de 300 células por seccédo, o que corrobora o fenoétipo inicial de

desenvolvimento interrompido e completa falha na ovulagao.
6.1.3. Expressdao génica

Com o intuito de investigar o efeito do cKO sobre varias vias de sinalizagéo, o

nivel de diversos transcritos foi medido em odcitos imaturos e ovarios Mfnl cKO e
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WT por gPCR. A figura 9 apresenta os resultados gerais da andlise dos tecidos cKO

em relacdo aos WT.

Odcito
Ovario Gene Mfnl cKO Gene Mfnl cKO

Gene Mfn1l cKO Gene Mfn1l cKO Mfnl Ldha
Amh Mfn2 Nrfl
Bmp4 Opal Pfkp
Bmp7 Dnm1l Akt
Fgf7 Mtcol Pten
Fshr Sdha Pi3k

Fst Tfam Atp5al
Inhba Bmp15 Pdk1
Inhbb Gdf9 Pkm?2
Inha Fgf8b Gabpa

Magnitude da mudancgana

~ 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 >10
expressao:

aumento

diminuicao

Figura 9: Heatmap ilustrando o resultado geral da analise de expresséo génica realizado utilizando-
se cDNA proveniente de (a) ovarios ou de (b) odcitos imaturos desnudos. A presenca de cores indica
diferenca significativa nos niveis de mMRNA com P<0,05 para cada gene.

De modo geral, o grupo Mfnl cKO apresentou uma diminuigdo na quantidade
de transcritos da maior parte dos genes analisados. A diminuicdo global de
transcritos no oocito, com excecdo de Pten e Gabpa, é condizente com o fenétipo de
desenvolvimento folicular bloqueado e crescimento deficiente (PICTON; BRIGGS;
GOSDEN, 1998; FAIR, 2010), pois os oécitos ndo completaram seu crescimento e,
consequentemente, ndo acumulam os transcritos que supostamente acumulariam
nessa etapa do desenvolvimento. Fora isso, a diminui¢do nos niveis de transcritos
pode indicar diminuicdo no nivel de proteina, o que sugere deficiéncia no processo
ao qual o gene em questao pertence. Por exemplo, analisando-se a expressao no
odcito dos genes relacionados a dinamica mitocondrial (tabela 4), nota-se diminuicédo
na quantidade de transcritos para Opal. Como uma das fun¢cdes da OPA1 também
€@ organizar a morfologia das cristas mitocondriais (PATTEN et al.,, 2014),
percebemos que este dado da suporte as analises de microscopia eletrbnica, que
revelaram mitocondrias com estrutura interna descaracterizada. Além disso, também

notamos a completa auséncia de transcritos Mfn1, validando nosso modelo de cKO.
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Tabela 4: Niveis relativos de transcritos relacionados a Dindmica Mitocondrial

Tecido Gene WT + SEM Mfn1 cKO + SEM P value ‘
Mfn1 1+0,335 4,55E-6 +1,10E-4%  <0,00001
Mfn2 1+0,191 0,745 +0,102 0,2549
Odcito imaturo a
Opal 1+0,120 0,624 +0,057 0,0113
Dnm1/ 1+0,136 0,629 + 0,103 ° 0,0439

A funcdo mitocondrial depende tanto da integridade do mtDNA quanto da
integracdo e coordenacdo entre NDNA e mtDNA, pois ambos codificam proteinas
importantes como, por exemplo, as que compdem as subunidades da cadeia
transportadora de elétrons. Assim, é necessaria uma fina regulacdo dos genes
codificados por ambos os genomas, e tal tarefa € desempenhada por fatores de
transcricdo como Nrfl e Nrf2 (Gabpa, em camundongos). Tais fatores de transcricao
controlam, a nivel nuclear, a expressdo de proteinas pertencentes ao processo de
fosforilacdo oxidativa e também de fatores de transcricdo que, uma vez importados
pela mitocdndria, coordenam a transcricdo, a replicacdo e a traducdo do mtDNA
(CHIARATTI et al., 2011). Em nosso modelo, apesar dos niveis de Nrfl se
mostrarem normais e os de Nrf2 aumentados (tabela 5), a quantidade relativa de
Tfam se apresentou diminuida. Tal gene codifica para a proteina Fator de
Transcricdo Mitocondrial A (TFAM) que, além de integrar o nucledide do mtDNA, tem
funcdes importantes na manutencdo e na replicacdo dessa molécula e €, assim,
indispensavel para a fertilidade de mamiferos (WAI et al., 2010). A diminuicdo nos
niveis de Tfam, além de justificar a queda no nimero de cépias apresentado por
oocitos Mfnl cKO (dados ndo publicados), indica que a atividade mitocondrial esta
prejudicada, em consonancia com as analises de microscopia eletronica de

transmissao e diminuicdo dos niveis de Mtcol.

Tabela 5: Niveis relativos de transcritos relacionados a funcao mitocondrial

Tecido Gene WT + SEM Mfn1 cKO + SEM P value ‘
Tfam 1+0,438 0,076 + 0,015 ° 0,0196
Nrfl 1+0,225 0,732+0,127 0,3143
o Gabpa 1+0,605 1,398 + 0,159 0,0048
Odcito imaturo 3
Mtcol 1+0,210 0,264 + 0,051 0,0067
Sdha 1+0,421 0,074 £ 0,012 0,0681

Atp5al 1+0,277 1,426 +£ 0,428 0,4142
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Além do fendtipo relacionado a mitocondria, oécitos Mfnl cKO apresentaram
crescimento limitado e deficiéncia na progressdo da foliculogénese. A analise das
guantidades de transcritos relacionados a via PI3K/PTEN/Akt (tabela 6), que tem
papel importante no recrutamento e no crescimento de odécitos (CECCONI et al.,
2012), auxiliou no entendimento deste fenétipo: apesar de os niveis de Akt e Pdkl
estarem inalterados, foi verificada uma queda nos niveis de Pi3k e um aumento de
mais de 5 vezes no nivel do transcrito Pten, gene que codifica para um importante
modulador negativo da via, sugerindo a interrupcdo no crescimento por possivel
inibicdo da via PISK/PTEN/AKkt.

Tabela 6: Niveis relativos de transcritos relacionados a via PI3K/PTEN/Akt no odcito

Tecido Gene WT + SEM Mfn1 cKO + SEM P value

Akt 1+0,306 1,016 £ 0,268 0,9644

L Pten 1+£0,217 5,298 + 1,494 ° 0,0107
Odcito imaturo a

Pi3k 1+£0,143 0,267 £ 0,059 0,0002

Pdk1 1+0,179 0,958 £+ 0,421 0,9298

Outro fato que vai ao encontro com o fenétipo de crescimento deficiente é a
diminuicdo na quantidade de mRNA de fatores paracrinos secretados pelo odécito
(tabela 7). Essas proteinas, codificadas pelos genes Bmpl5 e FGF8b, ao
encontrarem receptores do tipo serina/treonina quinase na superficie das células da
granulosa, ativam PI3K e Akt, que por sua vez vao iniciar processos celulares que
envolvem transcricdo, traducdo, proliferacdo, organizacdo do citoesqueleto, etc,
atividades diretamente relacionadas com a acdo dos complexos 1 e 2 de mTOR
(MAKKER; GOEL; MAHDI, 2014). Ha vérios relatos na literatura que corroboram o
importante papel dessa via na ativacdo e na manutencdo da dorméncia de foliculos
primordiais, na ativacdo e na manutencdo de odcitos e, também, no estimulo para
proliferacdo e na diferenciacdo de células da granulosa (MAKKER; GOEL; MAHDI,
2014).

Tabela 7: Niveis relativos de transcritos de fatores paracrinos secretados pelo odcito

Tecido Gene WT + SEM Mfn1 cKO + SEM P value
Bmpl5 1+0,172 0,553 + 0,085 ® 0,0193
Odcito imaturo Gdf9 1+0,107 0,878 + 0,084 0,3810

Fgfsb 1+0,180 0,361 +0,056° 0,0069
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Deste modo, a investigacao dos transcritos da via PIBK/PTEN/Akt nas células
somaticas do ovario se torna muito importante, principalmente nas células da
granulosa. Como os foliculos contendo odcitos Mfnl cKO apresentam um numero
baixo de células da granulosa, optou-se por realizar a analise desses e de outros
transcritos importantes para o desenvolvimento da foliculogénese a partir de cDNA
obtido do ovario como um todo. Como resultado, os niveis de transcritos para Pi3k
também se mostraram alterados no ovario (tabela 8), um indicio de que a via em

questado esta deficiente no conjunto de células sométicas do ovario Mfnl cKO.

Tabela 8: Niveis relativos de transcritos relacionados a via PI3K/PTEN/Akt no ovario

Tecido Gene WT £ SEM Mfn1 cKO + SEM P value
Akt 1+0,071 0,914 + 0,112 0,5296
Ovario Pi3k 140,053 0,757 + 0,049 ° 0,0049
Pten 1+0,122 1,206 £ 0,168 0,3361

Em relacédo a taxa de proliferacdo das células da granulosa, verificou-se que
0s niveis de Cyp26bl, um gene naturalmente reprimido nas células da granulosa
durante a foliculogénese por regular negativamente proliferacao celular (KIPP et al.,
2011; DEMCZUK et al., 2016), mostrou-se aumentado em ovarios Mfnl cKO,
apresentando média de 1 + 0,181 para o grupo WT e 1,903 + 0,356 para o grupo
Mfnl cKO, com P value de 0,0401. Além da falta de estimulo para crescimento e do
aumento na repressao de replicacdo nas células da granulosa, a analise do nivel de
transcritos no ovario revelou que a expressao de fatores relacionados a progressao
da foliculogénese estava diminuida (tabela 9). Genes como Amh, Fshr, Fst, Inha,
Inhba, Inhbb, que estéo diretamente relacionados com o desenvolvimento do foliculo
e com a replicagdo das células da granulosa (MATZUK; BURNS, 2012),
apresentaram reducao de pelo menos 50% de seu conteddo quando comparado

com o grupo WT.

Tabela 9: Niveis relativos de transcritos relacionados a progressao da foliculogénese

Tecido Gene WT + SEM Mfn1 cKO + SEM P value

Amh 1+0,115 0,434 + 0,064 ° 0,0007

o Bmp4 1+0,107 1,270 + 0,195 0,2459
Ovario

Bmp7 1+0,217 1,046 + 0,199 0,8785

Fof7 1+0,147 1,024 + 0,138 0,9059
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Fshr 1+£0,085 0,470 + 0,064 ° 0,0002

Fst 1+0,094 0,361+0,081° 0,0001
Inhba 140,235 0,473 £0,198 ° 0,0412
Inhbb 1£0,315 0,201 0,062 ° 0,0025
Inha 1£0,120 0,601 0,100 ° 0,0165
Lhegr 1+0,108 4,107+ 0,619 ° 0,0014

Kit 1+0,155 1,242 0,253 0,4283

Kitl 1+£0,220 3,178 £0,435° 0,0005
Kitl1 140,227 2,287 +0,187° 0,0007
Kitl2 1+0,190 5,712 +0,911° <0,0001

Em uma situagdo normal, o FSH secretado pela glandula pituitaria, quando
em contato com as células da granulosa, estimula a expresséo de receptores FSHR.
Este, por sua vez, interage com FSH presente no meio e ativa a expressao de
diversos genes, entre eles o que codifica o receptor de LH (Lhcgr) (ZELEZNIK;
MIDGLEY; REICHERT, 1974). Este evento marca a progressao do foliculo para o
estagio pré-ovulatorio que agora expressa LHCGR nas células murais da granulosa.
As células do cumulus, apesar de também entrarem em contato com FSH devido a
sua difusdo no fluido antral, ndo expressam FSHR pois estdo sob acdo de BMP15.
Esta proteina é um importante fator paracrino secretado pelo odcito que tem como
uma de suas func¢des inibir a expressdo de FSHR nas células do cumulus (OTSUKA
et al., 2001), preservando a diferenciacdo entre as duas populacdes de células da
granulosa. No caso de foliculos contendo odcitos Mfnl cKO, com a baixa expresséo
de Bmp15, as células da granulosa mais proximas do odécito, as quais nao deveriam
sofrer influéncia do FSH nem expressar FSHR, passam a fazé-lo e,
consequentemente, também podem expressar Lhcgr. De acordo com o descrito por
SHI e SEGALOFF (1995), o estimulo por FSH é capaz de aumentar em até 10 vezes
o nivel de transcricdo de Lhcgr, e a presenca do horménio contribui para a
estabilizacdo deste transcrito, fatos que podem explicar o resultado obtido mesmo
com a diminuicao do nivel de Fshr nos ovarios Mfnl cKO.

Ja o gene Kitl (KNIGHT; GLISTER, 2006) tem papel importante durante o
recrutamento de foliculos primordiais (PARROTT; SKINNER, 1999) e no crescimento
do odcito, tendo sua expressao nas células da granulosa a partir de entédo controlada

pelo proprio gameta, que passa a inibi-la nas CC uma vez que atinge seu diametro



51

méximo (JOYCE et al.,, 1999). Uma analise geral indicou aumento de mais de 3
vezes na quantidade de transcritos para Kitl no ovario Mfnl cKO. No entanto, o
transcrito de Kitl passa por um processo de splicing alternativo, podendo dar origem
a uma isoforma soltvel, denominada Kitll, e outra insoltvel que permanece ligada a
membrana das células da granulosa, o Kitl2 (CLARKE, 2018). THOMAS et al. (2008)
demonstraram, in vitro, a capacidade de Kitl2 promover crescimento e sobrevivéncia
do odcito. No nosso modelo, foi verificado um aumento de mais de 5 vezes nos
niveis do transcrito para Kitl2, fato que pode indicar uma regulacdo no sentido de
compensar a deficiéncia no crescimento de oocitos Mfnl cKO. Neste caso, o
aumento dos niveis de Kitl2 e sua capacidade de promover a sobrevivéncia do
odcito, também poderiam explicar o fato de os foliculos Mfnl cKO ndo entrarem em
processo de degeneracdo e se acumularem no ovario. Ainda assim, o0 aumento na
expressao de Kitl pode ser associada a deficiéncia de GDF9, que comprovadamente
€ secretada pelo odcito e regula a expressao desse fator pelas células da granulosa
(WU et al., 2004). Apesar de néo ter sido observada diferenca significativa nos niveis
de transcrito para Gdf9, dados obtidos pelo nosso grupo indicam diminuicdo nos
niveis proteicos de GDF9 (dados ndo mostrados).

No geral, a analise da expressao génica em nivel de mRNA mostrou que no
ovario Mfnl cKO ha deficiéncia de producao de fatores paracrinos pelo odcito. Estes
fatores, que deveriam auxiliar na ativacdo e no processo de diferenciacdo das
células somaticas presentes no foliculo, ndo o fazem. Estas células sométicas, entre
elas as células da granulosa e as células da teca, ndo se desenvolvem e perdem a
capacidade de apoiar o desenvolvimento do odcito. Desta forma, a deficiéncia de
Mfnl no odcito parece interromper a foliculogénese como evidenciado pela baixa
expressdo de importantes genes envolvidos no desenvolvimento folicular. Esses
achados também estdo em acordo com nossos dados prévios de que animais Mfnl

cKO sdao inférteis e apresentam falha na ovulacao.
6.1.4. Co-cultivo

De posse das evidéncias de que o desenvolvimento do foliculo Mfnl cKO foi
interrompido por deficiéncia na producdo e na secrecao de fatores paracrinos pelo
odcito, realizou-se um experimento de co-cultivo. Este experimento teve como
objetivo avaliar se GOCs contendo oocitos Mfnl cKO eram capazes de retomar a

expressao de fatores chave da foliculogénese quando cocultivados com odécitos WT
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em fase de crescimento. O resultado da quantificacdo relativa dos transcritos
encontra-se na figura 10 abaixo.
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Figura 10: Expressédo génica dos GOCs Mfnl cKO cocultivados com oécitos Mfnl cKO (controle) ou

com odcitos WT. Letras sobre as barras indicam diferenga significativa com P<0,05.

A presenca de o6citos WT no meio de cultivo durante as 24 horas nas quais o
experimento foi realizado mostrou-se capaz de recuperar a expressao de fatores
chave como Fst, Inhba, Inhbb e Kitl. Esses resultados indicam, entdo, que a provavel
deficiéncia de oocitos Mfnl cKO na secrecao de fatores paracrinos foi responsavel
pelos efeitos observados sobre a foliculogénese (UDAGAWA et al., 2014). No
entanto, ndo se pode afirmar que isto tenha se dado por um papel direto da falta de
Mfn1l.

De acordo com a segunda parte da hipétese levantada, é possivel que a
relacdo entre as quantidades de MFN1l e de MFN2 seja importante para o
desenvolvimento do odcito. Essa possibilidade €, entdo, investigada na proxima
secdo por meio da superexpressdo de MFN2 ou MFN1+MFN2 durante o
crescimento in vitro do odcito, com o intuito de verificar se o excesso de MFN2 em

relacdo a MFN1 é prejudicial para o odcito.
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PARTE 2:
SUPEREXPRESSAO DE MITOFUSINA 1 E 2
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6.2. PARTE 2: SUPEREXPRESSAO DE MITOFUSINA 1 E 2
6.2.1. Coleta de GOCs, microinjecéo e cultivo

Os plasmideos para superexpressao das mitofusinas fusionadas a cauda Myc
foram obtidos e utilizados para sintese de cRNA. Os GOCs para microinjecao foram
sempre coletados pela manha e as microinjecdes (Figura 11a) realizadas no periodo
da tarde para os trés grupos experimentais. Ao final do cultivo, os GOCs injetados
tinham uma aparéncia normal e continham uma grande quantidade de células da

granulosa associadas ao odcito, como ilustrado nas figuras 11b, c, d.

(b) (c) (d)

Figura 11: Imagem ilustrando o processo de microinjecéo (a) e imagens obtidas dos GOCs apds os 7 dias
de cultivo para cada grupo experimental, (b) Controle (c) MFN2 OE e (d) MFN1+MFN2 OE.

6.2.2. Validagdo do modelo

Devido a dificuldade em se obter amostras para analise, odcitos desnudos
poés cultivo foram agrupados em pools de 30 para realizacdo do western blot.
Infelizmente, com essa quantidade de material por réplica, ndo foi possivel identificar
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os niveis enddgenos das Mitofusinas. Como alternativa, odcitos foram marcados
com anticorpo anti-MFN1 e anti-MFN2, com objetivo de verificar os niveis
aumentados de MFN2 e de MFN1+MFN2 (figura 12).
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Figura 12: Imagens obtidas com microscépio de epifluorescéncia a partir de amostras de odcitos
submetidos a imunofluorescéncia com anticorpos contra MFN1 e MFN2 para os grupos controle ndo
injetado (a), MFN2 OE (b) e MFN1+MFN2 OE (c).

A partir da quantificacdo das imagens obtidas por imunofluorescéncia,
confirmou-se a superexpressdo de MFN1 e MFN2 em cada grupo experimental

quando comparado com odcitos cultivados sem nenhuma injecdo de cRNA, apenas

para esta etapa de validacao (figura 13).
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Figura 13: Resultados da quantificacdo dos niveis de fluorescéncia obtidos quando o anticorpo
utilizado era contra (a) MFN1 ou (b) MFN2.

No entanto, ao contrario do que era esperado, observou-se um aumento no
nivel de MFN1 no grupo MFN2 OE, e ndo apenas no grupo MFN1+MFN2 OE, talvez
devido a alguma resposta compensatéria. Tal fato pode ser um sinal de que o
balanco entre as quantidades de Mitofusinas 1 e 2 seja importante. Seguindo esta
linha de raciocinio, os dados coletados puderam ser analisados levando-se em
consideracdo a razdo MFN2/MFN1 e os resultados estdo resumidos na tabela 10.
Os numeros obtidos mostram quéo préximo do grupo controle o grupo MFN1+MFN2
OE esta nesse quesito, se considerarmos a razdo MFN2/MFN1 importante para o

desenvolvimento do odcito, de acordo com o que foi proposto na hipétese inicial.

Tabela 10: Razdo MFN2/MFN1

Grupo experimental Razdo MFN2/MFN1

Controle 1
MFN2 OE 1,719683
MFN1+MFN2 OE 1,111707

6.2.3. Crescimento e desenvolvimento do od6cito

Para avaliar a competéncia de desenvolvimento dos o0citos microinjetados e
cultivados, o plano inicial era realizar ensaios de maturagéo in vitro. No entanto,
apos a realizacdo de duas rodadas de ensaios de maturacéo in vitro, foi notado que
nenhum dos odcitos foi capaz de atingir o estagio Mll, e apenas de 50% dos odcitos
de cada grupo atingiu o estagio MI. Como o0s o0d0citos apresentavam morfologia

normal e uma grande quantidade de células da granulosa, foi elaborada a hipétese
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de que 7 dias pode ser um periodo curto para que o0s o00citos completem a
maturagao citoplasmatica apdés o estresse do processo de microinjecdo. Assim, ao
invés de se aumentar o periodo de cultivo, os odcitos tiveram a razdo SN/SNS
(Surrounding Nucleolus/Not Surrounding Nucleolus) determinada em uma tentativa

de aferir sua capacidade de desenvolvimento.

A existéncia de diferentes padrdes organizacionais de cromatina em odcitos
de camundongos GV totalmente crescidos foi descrita pela primeira vez por Britta
Mattson e David Albertini em 1990 (MATTSON; ALBERTINI, 1990). Trés anos
depois, DEBEY et al. (1993) simplificou a classificacédo, reduzindo-a a dois padrdes
gerais de cromatina: o surrounding nucleolus (onde o nucléolo é circundado pela
cromatina) e o not surrunding nucleolus (onde o nucléolo nédo é circundado pela
cromatina). Eles também determinaram que esses dois estagios ndo sao
intercambiaveis e que a proporcao de cada um deles é geralmente igual, sendo sua
ocorréncia ndo dependente da presenca de células do cumulus nem da idade do
camundongo (DEBEY et al., 1993). Além disso, ZUCCOTTI et al. (2002) mostraram
diferencas de desenvolvimento entre o6citos com configuracdo de cromatina NSN e
SN: quando em cultivo, ambos o0s grupos sdo capazes de retomar a meiose e atingir
o estagio MIl; no entanto, quando fertilizados, os o6citos NSN tem desenvolvimento
interrompido no estagio embriondario de duas células enquanto os SN desenvolvem a

termo.

Dito isto, a relagdo SN/NSN pode ser um bom indicador da competéncia de
desenvolvimento do odcito para cada grupo. De acordo com a hipGtese, esperava-se
que o grupo MFN2 OE apresentasse menor competéncia de desenvolvimento
guando comparado aos grupos controle e MFN1+MFN2 OE. Esta competéncia de
desenvolvimento relativamente inferior poderia de alguma forma se traduzir em um
namero maior de oo6citos NSN no grupo MFN2 OE, mas a analise, no entanto, nao

mostrou diferenca significativa na relacdo SN/NSN entre os grupos (figura 14).
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Figura 14: Resultados da andlise da razdo SN/NSN apds microinjecéo e cultivo de todos os grupos

experimentais.

Os odcitos cultivados também foram avaliados quanto a diferenca no diametro
apos o periodo de cultivo (Figura 15). Esta analise mostrou-se bastante robusta, pois
foi capaz de mostrar uma diferenca estatistica e relevante entre os trés grupos
experimentais: considerando-se a diferengca entre o diametro inicial e final dos
oocitos WT (58 £ 0,7 um e 77,3 £ 0,6 um, respectivamente) como o crescimento
esperado, percebe-se que o grupo MFN1+MFN2 OE cresceu 87% desse total
esperado e o grupo MFN2 OE, apenas 47,5%.

Didmetro do odcito (um)

Controle MFN2 OE MFN1+MFN2 OE

Figura 15: Resultados da andlise do crescimento do o6cito apds microinjecao e cultivo para todos os
grupos experimentais. Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca significativa com P<0,05.
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Este resultado € interessante porque além do fato de os odcitos MFN2 OE
terem crescido menos que os grupos MFN1+MFN2 OE e controle, eles nem sequer
alcancaram 70 um de diametro total (67,6 + 0,6 um), que € um marcador morfolégico
classico de odcitos totalmente crescidos (DEBEY et al., 1993). Portanto, pode-se
concluir que o crescimento dos odécitos superexpressando MFN2 foi prejudicado, o
que ndo ocorreu ha mesma medida para os odcitos MFN1+MFN2 OE (74,9 £ 1,0
pum) que ultrapassaram a marca dos 70 um mas, ainda assim, ndo cresceram tanto
guanto o grupo controle (77,3 £ 0,6 um).

O comprometimento do crescimento pode ser um indicativo de que as vias
Pi3K/PTEN/Akt e mTORC2/Akt estao inibidas. Para investigar melhor este fato, os
niveis proteicos de Akt, pAkt e pmTOR foram avaliados. Infelizmente, o baixo
namero de odcitos utilizados (30 por replicata) ndo foi suficiente para detectar os
niveis de pAkt, mas a andlise da quantidade de pmTOR mostrou menor ativagdo do
complexo mTOR nos oécitos MFN2 OE e MFN1+MFN2 OE em comparacdo ao do

grupo controle (figura 16).

1,2 5

Quantidade relativa de pmTOR

Controle MFN2 OE MFN1+MFN2 OE

Figura 16: Resultados para a quantificacdo dos niveis proteicos de pmTOR para 0s grupos

experimentais. Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca significativa com P<0,05.
Apesar do fato de que a diferenca entre 0s grupos superexpressando
Mitofusinas e o de controle ser impressionante, este resultado nao explica
completamente os dados obtidos para o crescimento. Esperava-se que a quantidade
de pmTOR nos oocitos MFN2 OE fosse menor que nos demais grupos, com
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MFN1+MFN2 OE apresentando valores intermediérios ou equivalentes de controle,
seguindo a hipotese inicial de que o balanco entre as quantidades de MFN1 e MFN2
€ importante para o desenvolvimento do odcito.

Em fibroblastos embrionérios de camundongo (MEF), o knock down de MFN2
levou a um aumento de duas vezes na taxa de proliferacdo celular, fenétipo que foi
revertido com a restauracédo da expressao da proteina (CHEN et al., 2004). CHEN et
al. (2014) demonstraram o mecanismo pelo qual MFN2 interage com Ras e controla
a proliferacao celular. Além disso, varios relatos ligam a maior expressdao de MFN2
em tumores com melhores prognésticos devido ao controle que MFN2 exerce sobre
as vias Pi3BK/PTEN/Akt e mMTORC2/Akt (ZHANG et al., 2013; MA et al., 2015; XU et
al., 2017). Ras, uma vez ativada, pode interagir e estimular Pi3K diretamente e, por
meio de seus efetores, também controla a atividade de mTORC1 (MAKKER; GOEL,;
MAHDI, 2014). E mTORC2, por sua vez, pode ser inibido diretamente por MFN2,
mediante interacdo deste com o dominio HR1 daquele, conforme demonstrado em
células tumorais (XU et al., 2017). Assim, a partir destas evidéncias e dos dados
coletados, pode-se inferir que, ao contrario do que estabelece a hipotese original,
ndo €& apenas o balanco entre MFN1 e MFN2 que importa para o correto
desenvolvimento do odcito. Isso por que quando a quantidade de ambas as
Mitofusinas € aumentada, o numero de homodimeros de MFN2 também cresce,
levando assim ao aumento do controle sobre vias importantes de sinalizacdo como
PiBK/PTEN/Akt e mMTORC2/Akt. Pode ser que a magnitude da inibicdo ndo seja a
mesma, e para investigar mais a fundo essa questdo, novos experimentos deverao

ser realizados.
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7. CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo investigar os mecanismos moleculares
envolvidos com a infertilidade de fémeas murinas Mfnl cKO. De acordo com a
hipétese inicial, a eliminacdo de Mfnl durante o crescimento do odcito implica em
duas principais consequéncias i) bloqueio na comunicacdo odcito-granulosa,
interrompendo o desenvolvimento folicular devido a ii) alteracdo do balango entre
Mitofusina 1 e Mitofusina 2, necessario ao desenvolvimento do oocito.

Evidéncias acerca do bloqueio na comunicagdo odcito-granulosa foram
levantadas e estas incluem a menor taxa de proliferacdo das células da granulosa
em ovarios Mfnl cKO, os baixos niveis de transcritos relacionados a progressdo da
foliculogénese, bem como de transcritos que codificam fatores determinantes na
comunicacdo oolcito-granulosa. Ainda, o co-cultivo de odécitos WT com complexos
odcito-granulosa Mfnl cKO reforcou a hipétese de falha na comunicagcéo, pois
fatores secretados pelos odécitos foram capazes de restaurar a expressao de genes
necessarios a regulacao da foliculogénese apds 24 horas de cultivo.

Ja a superexpressdo de MFN2 e de MFN1+MFN2 durante o crescimento in
vitro do odcito foi de suma importancia para investigar o impacto do balanco na
expressdo de MFN1 e MFN2 sobre o desenvolvimento do odcito. De fato, a
superexpressdo de MFN1+MFN2 possibilitou o crescimento do odcito, ao contrario
do que ocorreu quando apenas MFN2 foi superexpresso.

Assim, uma vez que se elimina Mfnl, com consequente perda de MFNL1, a
guantidade absoluta de dimeros MFN2-MFN2 aumenta, assim como a inibi¢cdo sobre
as vias mTORC2/Akt, interrompendo o desenvolvimento do od4cito, que interrompe a
producdo de proteinas importantes, entre elas fatores de comunicagdo odcito-
granulosa. Desta forma, a comunicagéo entre o gameta e as células da granulosa é
comprometida e o desenvolvimento do foliculo € interrompido, levando as fémeas

Mfnl cKO a completa infertilidade.
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