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RESUMO

Doencgas cardiacas estao entre as principais causas de morte no mundo e pesquisas
realizadas evidenciam uma intrinseca relagcéo entre efeitos cardiol6gicos na progénie
e a obesidade materna. Além disso, surgem cada vez mais indicios do possivel
envolvimento da mitocéndria nos odcitos como fatores que auxiliam para o efeito
materno. Assim, essas alteragbes acabam sendo transmitidas adiante para a
progénie, associando-se com disturbios metabdlicos e cardiacos. Portanto, a MFN2,
um importante modulador do metabolismo que esta localizado na mitocéndria e no
RE, parece ter um papel fundamental na transmissdo de condigcbes e mudangas
metabdlicas para a progénie. Com isso, o trabalho atual buscou determinar as
mudangas transcricionais e na morfologia mitocondrial no tecido cardiaco de murinos
nascidos de maes obesas com nocaute odcito-especifico da MFN2. Para isso, foram
coletados tecidos cardiacos da progénie que eram oriundos de um acasalamento de
fémeas obesas com nocaute odcito-especifico da MFN2 e machos selvagens. Depois
da coleta, foi extraido e purificado o conteudo de RNA desses tecidos para a produgao
de bibliotecas de RNA-Seq, examinando a qualidade e quantidade do transcrito,
convertendo-o subsequentemente em cDNA, com a ligagdo de adaptadores nas
extremidades da molécula, seguido de sequenciamento e geragcao de dados de
expressao diferencial. Foi avaliado, dessa maneira, os niveis de transcricdo do tecido
cardiaco, assim como as principais vias reguladas diferencialmente com o auxilio da
plataforma DAVID e do ambiente de desenvolvimento integrado RStudio para as
anadlises de expressdo diferencial. Ainda, buscou-se determinar parametros da
morfologia mitocondrial do tecido da progénie dessas fémeas obesas que
apresentavam nocaute oocito-especifico da MFN2 por meio da obtengdo de imagens
de microscopia eletrénica de transmiss&o e analises realizadas no software ImageJ.
Assim, os resultados indicaram uma profunda mudanga na transcricdo no tecido
cardiaco desses animais, com impactos na via de fosforilacdo oxidativa e relacionadas
a cardiomiopatia diabética, apesar de alteragbes pouco significativas nas analises
quantitativas da morfologia das mitocondrias. Portanto, o nocaute da MFN2 no odcito
esta relacionado com a transmissao de efeitos a nivel transcricional no tecido cardiaco
da progénie.

Palavras-chave: KO MFN2; Heranca Unidirecional; Mitocéndrias; Coragéo.



ABSTRACT

Heart disease is one of the main causes of death worldwide and research has shown
an intrinsic relationship between cardiac effects in offspring and maternal obesity. In
addition, there is increasing evidence of the possible involvement of mitochondria in
oocytes as factors that contribute to the maternal effect. Thus, these alterations end
up being passed on to the offspring and are associated with metabolic and cardiac
disorders. Therefore, MFN2, an important modulator of metabolism that is located in
the mitochondria and the ER, appears to play a fundamental role in transmitting
metabolic conditions and changes to the offspring. With this information in mind, the
current study sought to determine the transcriptional changes and mitochondrial
morphology in the cardiac tissue of mice born to obese mothers with oocyte-specific
MFN2 knockouts. For this purpose, cardiac tissues were collected from the offspring
of obese females with oocyte-specific knockout of MFN2 and wild males. After
collection, the RNA content of these tissues was extracted and purified for the
production of RNA-Seq libraries, assessing the quality and quantity of the transcript,
subsequently converting it into cDNA by attaching adapters to the ends of the
molecule, followed by sequencing and the generation of differential expression data.
In this way, the levels of transcription in cardiac tissue were assessed, as well as the
main differentially regulated pathways, using the DAVID platform and the RStudio
integrated development environment for differential expression analysis. In addition,
we sought to determine parameters of mitochondrial morphology in the tissue of the
offspring of these obese females with oocyte-specific MFN2 knockouts by obtaining
transmission electron microscopy images and analyzing them using ImageJ software.
Thus, the results indicated a profound change in the transcription in cardiac tissue of
these animals, with impacts on the oxidative phosphorylation pathway and related to
diabetic cardiomyopathy, despite insignificant changes in the quantitative analysis of
mitochondrial morphology. Therefore, the MFN2 knockout is related to the
transmission of effects at the transcriptional level in the cardiac tissue of the offspring.

Keywords: KO MFN2; Unidirectional Inheritance; Mitochondria; Heart.
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1. INTRODUCAO

A transmissdo materna tem um papel importante na perpetuacdo de
caracteristicas e alteragbes para a progénie. Um dos principais motivos dessa
passagem transgeracional de disturbios se deve a heranga mitocondrial e de marcas
epigenéticas no DNA nuclear e no mtDNA. Apesar dos eventos da o6genese serem
extremamente bem regulados durante o desenvolvimento do odécito, ha evidéncias de
gque mudancgas no metabolismo, por conta do ambiente alterado no odcito, resultam
em disfungdes na atividade mitocondrial, além de mudancgas na dindmica e fungao
das mitocondrias, assim como na comunicagédo entre outras organelas. Com isso,
pode ser que reprogramacdes e adaptagcdes em resposta a essas modificagdes nas
células germinativas femininas estejam relacionadas com desenvolvimento de
caracteristicas moleculares alteradas na progénie. (CHIARATTI, 2021).

Adicionalmente, a mitofusina 2, uma enzima GTPase transmembranar, atua na
dindmica mitocondrial, em especifico da fusdo da membrana externa entre
mitocdndrias, podendo regular, ainda, interagdes com outras organelas na célula. Ela
esta presente tanto no reticulo endoplasmatico (RE) quanto na mitocondria.
Alteracbes na expressao dessa proteina sdo muitas vezes ligadas com impacto no
metabolismo celular, mediando alteracbes na atividade e fungdo mitocondrial, no
estresse oxidativo e do RE, além do desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas
e neurologicas (EMERY; ORTIZ, 2021). No odcito, a delegdo da mitofusina 2 guia para
uma profunda mudanca transcriptomica. Ademais, ocorre o impacto da funcao
mitocondrial em od6citos ovulados (GARCIA et al., 2020). Consequentemente, ha
repercussdes da deficiéncia da mitofusina 2 no desenvolvimento do odcito e no
processo de maturagdo da célula germinativa (LIU et al., 2016).

Portanto, sabendo da importancia da mitofusina 2 (MFN2) e seu papel no
metabolismo e no desenvolvimento do odcito, esse trabalho buscou elucidar
mecanismos moleculares implicitos da programagao do odcito e na transmissao
materna de alteragdes que levam a consequéncias transcricionais no tecido cardiaco

da progénie.
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2. REVISAO

2.1 OBESIDADE E DIETA

A obesidade, resultante de uma interacdo entre gendtipo e ambiente, € uma
doenga crbnica multifatorial e complexa (CORNIER et al., 2011). Por sua vez, desde
1980 percebe-se que a prevaléncia da obesidade dobrou em mais de 70 paises.
Diante disso, a sua alta prevaléncia esta alarmante considerando que a obesidade,
frequentemente definida pelo indice de Massa Corporal (IMC), foi estimada por causar
4 milhdes de mortes globalmente. Além disso, mais de dois tercos dessas mortes
foram consequéncias de doencgas cardiovasculares (DCV) em 2017 (ELAGIZI et al.,
2020).

Do outro lado, de acordo com a “American Heart Association” (AHA), o
sedentarismo foi apontado como um dos principais fatores evitaveis de morte,
existindo uma relagdo inversamente linear entre o volume de atividade fisica e as
causas de mortalidade em geral (MARCUS et al., 2006). Igualmente, foi estimado que
cerca de 1,9 milhdo de mortes no mundo por ano estao vinculadas com a falta de
atividade fisica. De fato, a obesidade e a falta de atividade fisica s&o considerados
dois fatores de risco que aumentam a morbidade e a mortalidade numa escala global
(WEINTRAUB et al., 2011).

Dado o exposto, nota-se um grande impacto econdmico devido a morbidade
correlacionada com o sedentarismo e a obesidade, uma vez que se tornam motivos
de aumento de gastos com a saude e efetividade no trabalho. Assim, & descrito a
associagao do déficit de atividade fisica com gastos relacionados a saude nos Estados
Unidos. Com isso, evidenciou-se, em suma, na perspectiva econdmica da saude, que
a atividade fisica & positivamente custo-efetiva. Da mesma forma, a falta da mesma
pode vir a ser bastante custosa para a saude (CARLSON et al., 2015; LAVIE; ARENA,;
BLAIR, 2016).

No Brasil, segundo Estivaleti et al. (2022), ha um aumento da epidemia de
obesidade no Brasil. Com isso, constatou-se que quadros de sobrepeso e obesidade
aumentaram em todos grupos sociodemograficos entre os anos de 2006 e 2019.
Posto isto, a projecéo para a prevaléncia da obesidade é de que, até 2030, pode afetar
3 em cada 10 adultos brasileiros.
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Outrossim, um outro aspecto relevante associado a obesidade e,
consequentemente, as sindromes metabdlicas é a dieta do individuo. Nesse sentido,
existem varios estudos e anadlises sobre a relagdo do padrédo de dieta e a
obesidade/sobrepeso. Os resultados dessas pesquisas indicaram que um padrao de
dieta saudavel poderia estar relacionado com a redugcao do risco de obesidade ou
sobrepeso. Do outro lado, uma dieta ocidental ou ndo-saudavel teria a possibilidade
de aumentar esses riscos (MU et al., 2017).

Ainda, ha um papel fundamental no estilo de dieta consumida pela populagao.
Assim, o padréo de dieta ocidental nada mais € do que um consumo extremamente
alto de alimentos ricos em lipideos saturados e carboidratos saturados, marcados pela
rapida absorgéo e disponibilidade para o organismo. Esse padrao de dieta geralmente
esta relacionado com o desenvolvimento de obesidade e sobrepeso (LOPEZ-
TABOADA; GONZALEZ-PARDO; CONEJO, 2020). Consequentemente, esse
consumo esta relacionado com disturbios que afetam as respostas inflamatérias no
corpo humano. Além disso, ha perturbacbes da homeostase imuno-metabdlica,
guiando para inumeras desordens metabdlicas, como obesidade, intolerancia a
glicose, doengas cardiovasculares, neurodegenerativas e impactos na qualidade da
fertilidade, com reducéo da qualidade do oécito e alteragbes do ambiente folicular por
exemplo (CHRIST; LAUTERBACH; LATZ, 2019; SILVESTRIS; LOVERO;
PALMIROTTA, 2019).

2.2 MUDANGAS FISIOPATOLOGICAS

As alteragdes fisiopatoldgicas ocasionadas pela obesidade e a dieta ocorrem
em inumeros tecidos e o6rgédos. Estas mudangas estdo vinculadas com varios
disturbios metabdlicos e doengas. Dessa maneira, a atribuigdo do risco excessivo de
doencas cardiovasculares na obesidade esta relacionada com a capacidade do
acumulo de gordura no organismo em induzir mudangas estruturais e na fungéo
cardiaca. Além disso, existe uma notavel associacdo entre a obesidade e outros
fatores de risco de doengas cardiovasculares, como € o caso da hipertensdo, diabetes
mellitus, dislipidemia, aterosclerose e outras sindromes metabolicas (LAVIE et al.,
2018; OKTAY et al., 2017; PARTO; LAVIE, 2017).

Por conseguinte, o mecanismo de alguns desses fatores esta integrado, de
certa forma, ao simples aumento da massa corporal e do espaco fisico dos tecidos e
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orgaos. Exemplifica-se, portanto, o aumento de lipossomos nos hepatécitos, levando
a uma doenga hepatica gordurosa nao alcodlica. Assim como ha hipereatividade
crbnica do sistema nervoso simpatico, implicando o desdobramento de uma
hipertensao em individuos obesos (HEYMSFIELD; WADDEN, 2017).

Ja no sistema cardiovascular, a obesidade pode levar a multiplos efeitos,
incluindo mudancas hemodinamicas e alteracdes nas fungdes e estruturas endotelial
e cardiaca. Ademais, devido ao aumento do volume total de sangue, na frequéncia
cardiaca e no débito cardiaco, por conta do excesso de massa corporal, ha maior
intensidade no trabalho cardiovascular. Consequentemente, esse aumento pode
causar dilatacdo do ventriculo esquerdo e hipertrofia, o que podem resultar em
disfunc¢des diastolicas e sistolicas (LAVIE et al., 2014).

2.3 HERANCA MATERNA E FUNGCAO MITOCONDRIAL NA LINHAGEM
GERMINATIVA

As mitocondrias s&o organelas essenciais, sendo a fonte primaria de produgéo
de ATP pela fosforilagdo oxidativa (WALLACE, 2013). Além disso, ela executa fungdes
importantes em inumeros processos celulares, relacionada ao metabolismo de
aminoacidos e de lipidios. Assim como outras organelas endossimbioticas, ela possui
seu proprio DNA (mtDNA). Nos seres humanos, o mtDNA codifica 13 subunidades
polipeptidicas essenciais para o processo de fosforilacdo oxidativa, 22 tRNAs e 2
rRNAs (ANDERSON et al., 1981). Mutagdes no mtDNA estdo ligadas com inumeras
doencgas, como as de origem mitocondrial, diabetes mellitus e cancer (ISHIKAWA et
al., 2008; JA, 2004; WALLACE, 1999). Nesse contexto, o mtDNA é herdado de uma
maneira ndo-mendeliana. Assim, é amplamente evidenciado que a maioria dos
animais herdam as mitocondrias somente do odcito (ANKEL-SIMONS; CUMMINS,
1996; BIRKY, 1995; GILES et al., 1980).

Esse tipo de heranga € denominado muitas vezes como heranga uniparental.
Portanto, muitas doengas de origem mitocondrial sdo herdadas de forma materna
(BIRKY, 1995). Nos mamiferos, a mitocondria derivada paternalmente entra, em geral,
no ambiente citoplasmatico do odcito, coexistindo temporariamente ao lado do
excesso de mitocdndrias de origem materna no zigoto. Nao obstante, as mitocéndrias
paternais e seu DNA s&o de certo modo eliminados e nunca transmitido para a
préxima geragao (ANKEL-SIMONS; CUMMINS, 1996).
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Durante o desenvolvimento do embrido, também conhecida como
embriogénese, as fases iniciais s&o marcadas por intensa divisao celular, originando
o blastocisto. Durante esses estagios, o embrido depende estritamente de elementos
herdados da mae, desenvolvidos no od6cito, como mMmRNAs, proteinas e as
mitocbndrias, demonstrando baixa atividade mitocondrial, evitando danos por
oxidacao (LEESE, 2012). Uma vez alcancado a fase de blastocisto, ha um aumento
da producgao de proteina, com a suprarregulagéo da atividade mitocondrial nas células
que originarao tecidos extraembrionarios, enquanto ocorre a expansao da blastocele
(HASHIMOTO et al.,, 2017; ST. JOHN, 2019; MAY-PANLOUP et al., 2005;
TRIMARCHI et al., 2000). Interessantemente, no embrioblasto, a manifestagdo da
funcdo mitocondrial € tardia, especificamente na massa interna que derivara o
embrido. De forma aparente, a estrutura e a atividade da mitocéndria permanece em
caréncia nas células ligadas com a linhagem germinativa, apenas retomando as
devidas fungbes apds a diferenciagdo das células germinativas primordiais (PGCs)
(CHIARATTI et al., 2018; CREE et al., 2008; FLOROS et al., 2018; MOTTA et al.,
2000; ST. JOHN, 2019; ST. JOHN et al., 2010; WAI; TEOLI; SHOUBRIDGE, 2008;
WASSARMAN; JOSEFOWICZ, 1978).

Assim, durante o desenvolvimento do feto, as PGCs, ap6s migrarem para a
crista genital, comegcam a se proliferarem rapidamente, o que resulta posteriormente
em oogonias na fémea (LEITCH; TANG; SURANI, 2013). Apds a entrada no processo
de meiose, comeca a ser formado uma fina camada de células somaticas em torno do
oaqcito, resultando em etapas seguintes nos foliculos primordiais, que constituem a
reserva ovariana que carrega os gametas femininos, com posterior adequacédo do
ambiente do ovario para o crescimento e maturagcédo dos foliculos (CLARKE, 2018;
OKTEM; URMAN, 2010).

Além disso, ha o acumulo de moléculas relevantes para a embriogénese, como
a propria mitocdndria, com um aumento cerca de 1000 vezes em quantidade (CREE
etal., 2008; JANSEN; DE BOER, 1998; WAI; TEOLI; SHOUBRIDGE, 2008; ST. JOHN,
2019). Entretanto, existem evidéncias de que elas sejam pouco ativas ou funcionais
nos oocitos, como mostrado quando ha a falta de uma proteina para a atividade
mitocondrial, a PDHA1; dessa forma, mesmo na auséncia dessa enzima, o oocito se
desenvolvia e avancava para as proximas etapas da meiose, com a consequente
ovulacdo (ARHIN et al., 2018; JOHNSON et al., 2007).
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Diante do exposto, € importante compreender como sdo transmitidas certas
doencas, dentro desse contexto. Como posto anteriormente, a obesidade, assim como
outras comorbidades, tal qual a diabetes, sdo doengas que vém ganhando cada vez
mais notoriedade. Com isso, & evidenciado um aumento dos casos todos os anos,
ressaltando-se que metade da populagao global sofria com essa sindrome em 2019
(BARNETT, 2019; BLUHER, 2019). Além do préprio fator ambiental, ha a transmissé&o
de elementos genéticos pelos pais, com uma grande contribuicdo pela parcela
materna (JUNGHEIM et al., 2010; LUZZO et al., 2012; RATTANATRAY et al., 2010;
RUAGER-MARTIN; HYDE; MODI, 2010; SHANKAR et al., 2008).

Ainda, em fémeas de camundongos que tiveram uma indugdo a obesidade
demonstraram que os filhotes apresentaram aumento do percentual de gordura e
colesterol; além disso, percebeu-se que essas sindromes eram observadas até a
terceira geracdo, mesmo com uma dieta normal (JUNGHEIM et al., 2010; SABEN et
al., 2016). Sabendo disso, um dos principais alvos para o estudo da transmisséo
dessas doengas acabou sendo a mitocondria. De maneira interessante, as disfungoes
nas mitocondrias foram relacionadas com essas sindromes metabdlicas em inumeros
estudos, como a diabetes, problemas cardiovasculares e obesidade (FEREY et al.,
2019; SARPARANTA; GARCIA-MACIA; SINGH, 2017; SILVA et al.,, 2000). Por
conseguinte, achados elucidaram que muitas mutagdes no mtDNA, de regides
codificantes e nao codificantes, direcionavam para transmissao para a prole dessas
doengas (DING et al., 2018; KAUFMAN; LI; SOLEIMANPOUR, 2015; POULTON et
al., 1998; SILVA et al., 2000).

Ademais, outros agentes foram ligados com essas comorbidades passadas
para as proximas geragoes. A obesidade, por exemplo, encaminha para um acumulo
de lipideos no ambiente folicular da fémea, incluindo o préprio odécito. Desse modo,
ha alteragcdes e danos na atividade das mitocondrias e organelas com a qual esta
interage, como o caso do reticulo endoplasmatico (FULLSTON et al., 2015; RUEBEL
et al., 2017; WANG et al., 2009; WU et al., 2010).

A vista disso, essas mudangas podem ocasionar na ativagdo de uma resposta
ao acumulo de proteinas mal enoveladas no reticulo endoplasmatico, além da
liberagdo de Ca?* e pertubacgdes nas atividades mitocondriais e na homeostase do
odcito, impactando até na competéncia e na fertilidade (HOU et al., 2016; LUZZO et
al., 2012; PASQUARIELLO et al., 2019; WU et al., 2015, 2010). Portanto, essas
diferengas originadas na organela podem ser herdadas pelos filhos, com uma
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sinalizagao de insulina periférica prejudicada, a qual esta relacionada com disfungdes
da mitocéndria e de sua dindmica no musculo esquelético, alcancando até a terceira
geracdo. Outrossim, foi evidenciado condigdes anormais das mitocondrias também na
primeira e na segunda geragao, apesar de uma dieta normal da prole (SABEN et al.,
2016). Nesse prisma, a mitocondria exerce um papel importante na contribuigdo para

o desenvolvimento de sindromes metabolicas.

2.4 MITOCONDRIA E DINAMICA MITOCONDRIAL

As atividades da mitocéndria como produtora de energia celular e organela
sinalizadora séo paralelas pelo fato da existéncia das duas membranas que formam
esta organela. Uma € a membrana mitocondrial interna (MMI) e a outra a membrana
mitocondrial externa (MME), caracterizadas por diferentes composi¢cdes e fungdes.
Enquanto a MMI esta mais responsavel pela conversdo de energia, a MME é a
principal plataforma para a sinalizagdo mitocondrial (GIACOMELLO et al., 2020).

Ademais, foram identificadas duas principais consequéncias funcionais da
extrema compartimentalizagdo da MMI. A primeira esta relacionada com impactos na
bioenergética, uma vez que a organizagdo das cristas mitocondriais, que sao
invaginagdes que expandem a area de superficie da mitocéndria e abrigam a
maquinaria mitocondrial, garante as condi¢cdes 6timas para a producédo de ATP, na
minimizacdo da difusdo de metabdlitos, protons e ADP durante a respiragéo
(DEMONGEOT et al.,, 2007). Consecutivamente, a segunda consequéncia esta
atrelada a apoptose. Diante disso, nota-se que a citocromo c € recrutado para o citosol
para a ativacao das caspases efetoras, sendo liberado da mitocéndria. Assim, durante
a morte celular, as cristas passam por mudancgas estruturais drasticas, redistribuindo
a citocromo c da crista para o espaco intermembrana. Com isso, ocorre sua liberagao
para o citosol pelos poros apoptéticos presentes na MME. Portanto, deve haver um
controle fino na organizagdo da MMI (SCORRANQO et al., 2002).

Além disso, o papel da membrana externa (MME) vai além de apenas separar
fisicamente ambiente e a organela. Como dito anteriormente, a membrana externa
esta intensamente associada a eventos de sinalizagdo. Desta maneira, as proteinas
localizadas na MME sao extremamente relevantes para a mitocéndria e para célula.
Nesse prisma, as proteinas pertencentes na MME incluem translocases que medeiam

o transporte de outras proteinas precursoras; ha também aquelas que interagem com
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outros compartimentos subcelulares, em regides especificas denominadas sitios de
contato de membrana; e certas proteinas que coordenam vias de transducéo de sinal
com a fungdo mitocondrial (GORDALIZA-ALAGUERO; CANTO; ZORZANO, 2019;
KOWALTOWSKI et al., 2019; NEUPERT, 2015; STOJANOVSKI et al., 2012). Por fim,
a MME é fundamental para a dindmica mitocondrial ja que € nesta membrana no qual
as moléculas envolvidas na fissdo e fusdo da mitocdndria estdo presentes
(ZACHARIOUDAKIS et al., 2022).

Posta dessa maneira a questao, os eventos de fusao e fissdo sdo importantes
para a regulagao da morfologia mitocondrial e na prevengéo de doengas (CHEN et al.,
2015). Existem inumeros estudos e revisdes expondo a associagdo de varias doengas
humanas com mutagdes nas moléculas que regulam esses processos dinamicos. De
fato, a fusdo mitocondrial é regulada por duas mitofusinas na MME, a MFN1 e MFN2,
que sao proteinas que pertencem a familia relacionada a dinamina das grandes
GTPases. Adicionalmente, ha também a proteina OPA1, participando também do
evento de fusao, sendo localizado na MMI. A MFN1 e MFN2 apresentam um alto grau
de homologia e organizagéo estrutural similar (FRIEDMAN; NUNNARI, 2014; LABBE;
MURLEY; NUNNARI, 2014; ROJO et al., 2002; TILOKANI et al., 2018). Entretanto,
pesquisas nos ramos da genética e bioquimica indicam que estas proteinas possuem
fungdes distintas. Enquanto a MFN1 atua principalmente na reacdo de fusao junto a
OPA1; MFEN2, por sua vez, participa da interagcdo compartimentos dentro da célula,
com uma fungéo exata na fusdo mitocondrial ainda elusiva (CIPOLAT et al., 2004; DE
BRITO; SCORRANO, 2008; ISHIHARA; EURA; MIHARA, 2004).

Certamente, a fissdo mitocondrial apresenta como um efetor essencial a
proteina 1 relacionada a dinamina, conhecida também como DRP1 (SMIRNOVA et
al., 2001). Desta forma, esta proteina é translocada do citosol para a MME, ligando-
se a receptores, ou ainda chamados de parceiros da MME: o fator de fissao
mitocondrial (MFF), proteina de dindmica mitocondrial de 49 kDa (MID49), MID51 e
proteina de fissdo mitocondrial 1 (FIS1) (JAMES et al., 2003; LOSON et al., 2013;
OTERA et al.,, 2010; PALMER et al., 2011). Assim, apos a ligacdo com esses
receptores, ocorre a oligomerizagédo, promovendo a constricdo e a fissdo mitocondrial
(KALIA et al., 2018). Do outro lado, os MERC:s, sitios de contato entre a mitocondria
e o reticulo endoplasmatico, mostraram-se ser importantes para a troca de lipidios
entre a mitocéndria e o reticulo endoplasmatico (GORDALIZA-ALAGUERO,; CANTO;

ZORZANO, 2019). Adicionalmente, é evidenciado que a perda da homeostase lipidica
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nos MERCs leva a uma estrutura mitocondrial anormal, com destaque para cristas
encurtadas e hiperfusdo mitocondrial, guiando para a disfuncdo da respiragéo
mitocondrial e senescéncia prematura (JANER et al., 2016).

2.5 INTERAGCAO MITOCONDRIA — RE

A interacdo entre a mitocdndria e o reticulo endoplasmatico € um dos tipos de
contato entre membranas mais bem revisadas e estudadas. As membranas do reticulo
endoplasmatico estdo conectadas as mitocéndrias por meio de pontes proteicas, que
estabelecem sitios de contato entre as mitocondrias e o reticulo endoplasmatico (RE),
abreviados por MERCs, do inglés “mitochondria-ER contact sites”. A molécula chave
para a conexao nos MERCs é a MFNZ2, que esta localizada tanto no reticulo
endoplasmatico quanto na MME, sendo essa interagao entre a MFN2 da mitocondria
com a do RE ou ainda entre a MFN1 da mitocdndria com a MFN2, uma certa classe
de afinidade heterotipica (GORDALIZA-ALAGUERO; CANTO; ZORZANO, 2019,
KOWALTOWSKI et al.,, 2019). Destaca-se ainda na associagdo entre as duas
organelas a proteina VAPB do RE com a PTPIP51 na MME (GORDALIZA-
ALAGUERO; CANTO; ZORZANO, 2019). Ainda, ha estudos indicando que a dinamica
espacial de ambas organelas esta acoplada e depende de microtubulos acetilados
(FRIEDMAN et al., 2010).

Espacialmente, a fissdo mitocondrial ocorre em locais proximos do RE liso, que
envolve as mitocondrias. Nesses sitios de contato, a DRP1 atua junto com as
proteinas nucleadoras de actina INF2 e a proteina ligadora de formina Spire 1C,
causando o acumulo de actina que precede o recrutamento da DRP1 para o sitio de
fissdo. Em adi¢do, o acumulo de filamento de actina pode direcionar para a constricao
mitocondrial inicial, auxiliando na polimerizagdo subsequente da DRP1 (KOROBOVA,;
RAMABHADRAN; HIGGS, 2013; MANOR et al.,, 2015). Além disso, os MERCs
permitem também a transferéncia de Ca?* para mitocondria, que conduz para a
apoptose e ainda ativa a constricido da MMI independente de DRP1 para completar a
fissdo mitocondrial (CHAKRABARTI et al., 2017).

Assim, a interagdo entre a mitocondria e o reticulo endoplasmatico é
extremamente importante para o equilibrio dentro das células, em que mudanca
nesses sitios de contato levam a alteragcbes do metabolismo, sendo muitas vezes

relacionadas com sindromes metabdlicas, como a obesidade, diabetes e doencas
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cardiovasculares (BENADOR et al., 2019; GORDALIZA-ALAGUERO; CANTO;
ZORZANO, 2019; KLECKER; BOCKLER; WESTERMANN, 2014; VALM et al., 2017;
ZORZANO et al., 2015). Diante disso, os MERCs garantem que sejam regulados
processos como a apoptose, a sinalizacéo intracelular de Ca?*, a troca de lipideos, a
autofagia e a propria dinAmica mitocondrial (GORDALIZA-ALAGUERO; CANTO;
ZORZANO, 2019; LIESA; SHIRIHAI, 2013; SCHREPFER; SCORRANO, 2016;
ZORZANO et al., 2015). Para tal, a MFN2 participa ativamente nesse contato entre as
duas organelas, sendo sua auséncia ou déficit relacionada com perturbagcbes na
homeostase celular, com aumento do estresse do reticulo endoplasmatico.

Além disso, com um contato mais brando nos MERCs, ocasiona-se disturbios
nas fungbes mitocondriais, reduzindo também a flexibilidade metabdlica, causando
um aumento de lipideos nos tecidos onde a MFN2 é mais expressa, como o musculo
estriado esquelético. Como resultado, ha aumento da taxa de producéo de espécies
reativas de oxigénio, ativacao de fatores estimulados por estresse, como a JNK e uma
resposta inadequada & insulina (GORDALIZA-ALAGUERO; CANTO; ZORZANO,
2019; LIESA; SHIRIHAI, 2013; ZORZANO et al., 2015).

2.6 ENDERECAMENTO DAS PROTEINAS PARA A MITOCONDRIA

De inicio, nota-se que grande parte das proteinas precursoras das mitocondrias
sdo importadas de uma maneira pos-traducional. Assim, elas devem se manter sem
ou com poucos dobramentos, permitindo sua passagem pelos poros da membrana.
Dessa forma, uma das principais formas de manté-las estaveis sao as chaperonas
citosdlicas. Conhecidas como Hsp90/p23 e Hsc70/Hsp40 (BHANGOO et al., 2007;
YOUNG; HOOGENRAAD; HARTL, 2003; ZARA et al., 2009). Percebe-se que
algumas proteinas precursoras ainda podem estar sendo traduzidas durante a
importagdo a mitocéndria. Com isso, 0 mRNA destinado para a mitocéndria permite
que processos pos-transcricionais auxilie a maquinaria de importacdo mitocondrial,
permitindo respostas rapidas a mudancas do metabolismo ou no estimulo celular
(DEVAUX et al., 2010).

Diante disso, destaca-se a sinalizagdo para que o destino seja alguma
organela. No caso da mitocdndria, existem sequéncias de residuos de aminoacidos
na proteina precursora que medeia sua destinacdo para a mitocéndria. Elas podem

ser de duas classes: a pré-sequéncia amino-terminal clivavel ou ainda sinais de
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importagéo internos ndo clivaveis (VOGTLE et al., 2009). Dessa forma, proteinas
precursoras que possuem a pré-sequéncia e que direcionam para a matriz
mitocondrial ou para a membrana interna possuem seu sinal amino-terminal clivado
por peptidases, como a MPP, Oct1 e Icp55. Além disso, a inser¢cédo destas proteinas
em cada membrana ou na matriz mitocondrial dependem de trés principais
maquinarias de translocagdo, o TOM, o TIM22 e TIM23 (NAAMATI et al., 2009;
TAYLOR et al., 2001; VOGTLE et al., 2009, 2011).

O primeiro complexo, o TOM (“Translocase of the outer membrane”), é
responsavel pela importacdo geral das proteinas precursoras codificadas no nucleo.
Esse complexo translocador transfere as proteinas pela membrana externa (MME),
transportando-as para o espaco intermembrana ou ainda inseridas na MME com
auxilio de um complexo denominado SAM (“Sorting and assembly machinery”) que
contribui no dobramento apropriado da proteina na MME. Ja o complexo TIM22 e
TIM23 atuam na transferéncia das proteinas precursoras no espaco intermembrana
da mitocondria para a matriz mitocondrial. Ademais, participam da insercdo dessas
proteinas na membrana interna mitocondrial (MMI). Em especifico, o complexo TIM22
esta relacionada com a insercdo de uma classe de proteinas, as quais incluem
proteinas transportadoras de ADP, ATP e fosfato no fluxo bidirecional entre a
mitocdndria e o citosol, além de outros elementos que estruturam vias de translocacgao
(ALBERTS, 2017; NEUPERT, 2015; STOJANOVSKI et al., 2012).

Por fim, ha ainda um terceiro translocador relevante na MMI, chamado
complexo OXA, que direciona a insercdo de proteinas na membrana que sao
produzidas pela mitocéndria. Em adigcdo, 0 mesmo ainda assiste na incorporacio na
MMI daquelas proteinas que sao primeiramente transportadas para a matriz
mitocondrial (ALBERTS, 2017).

2.7 PAPEL DA MITOFUSINA 2

Existem duas proteinas homologas conservadas, a Mitofusina 1 e a Mitofusina
2, estas sdo transmembranares e estdo principalmente expostas para o citosol
(ZORZANO; PICH, 2006). Além disso, possuem um dominio GTPase na regido N-
terminal e dois dominios de repeticdo heptadicos hidrofébicos que estdo separados
por uma ancora transmembrana, sendo codificado no DNA nuclear (CAO et al., 2017;
DASTE et al., 2018; HALES; FULLER, 1997; Ll et al., 2019; LOW et al., 2009; MATTIE
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et al.,, 2017; Ql et al., 2016; ROJO et al., 2002; YAN et al., 2018). Apesar de serem
homodlogas, apresentam niveis de expressao distintos de acordo com o tecido. A
MFN1 esta mais presente no testiculo, enquanto a MFN2 esta predominante no
cérebro, no coragao, no tecido adiposo marrom e no tecido muscular esquelético,
ainda que a expressdo seja ubiqua de ambas. Nos outros tecidos, os niveis de
expressao sdo semelhantes (EMERY; ORTIZ, 2021; EURA et al., 2003; SANTEL et
al., 2003).

Embora as duas mitofusinas regulem a fusdo entre as mitocondrias,
especificamente da membrana externa, de forma homotipica (MFN2 — MFN2 ou MFN1
— MFN1) ou heterotipica (MFN1 — MFN2), algumas fung¢des adicionais foram
atribuidas para a mitofusina 2. Esta ultima participa da regulagdo do contato e a
distancia entre a mitocondria e o RE, controlando o fluxo de Ca?* entre estas organelas
(CHEN; CHAN, 2017; COSSON et al., 2012; DE BRITO; SCORRANO, 2008; DORN,
2020; FILADI et al., 2015; FILADI; PENDIN; PIZZO, 2018; GOBEL et al., 2020;
MATTIE; KROLS; MCBRIDE, 2019; NAON et al., 2016; RIZZUTO et al., 1998;
SZABADKAI et al., 2006; ZHU et al., 2017). Adicionalmente, esses sitios de contatos
sdo relevantes para a transferéncia de fosfolipideos entre as duas organelas, sendo
sugerido um papel direto da MFN2 na transferéncia de lipideos (HERNANDEZ-
ALVAREZ et al., 2019).

Dessa forma, a mitofusina 2 foi ligada aos processos desde mitofagia até
apoptose (BROOKS et al., 2007; GEGG et al., 2010; HOPPINS et al., 2011;
KARBOWSKI et al., 2002; POOLE et al., 2010; ZIVIANI; TAO; WHITWORTH, 2010).
lgualmente, essa proteina vem sendo atrelada a outras inumeras fungbes no
metabolismo, o que é evidenciado pelo seu envolvimento em sindromes metabdlicas,
como a obesidade e diabetes (BACH et al., 2005; BELL et al., 2019; BOUTANT et al.,
2017; RAMIREZ et al., 2017; SCHNEEBERGER et al., 2013; SEBASTIAN et al., 2012;
TOLEDO; WATKINS; KELLEY, 2006). Ademais, a deplegcédo desta enzima induz um
estado de baixo potencial da membrana mitocondrial, a redugao na taxa de consumo
de oxigénio e do vazamento de protons, o que prejudica a oxidagdo da glicose,
piruvato e acidos graxos (BACH et al., 2003; CHEN; CHOMYN; CHAN, 2005;
MOURIER et al., 2015; PICH et al., 2005). Vale destacar, ainda, que a perda da sua
atividade reprime subunidades codificadas pelo nucleo que sao integrados aos
complexos I, I, Il e V no processo da fosforilagdo oxidativa, independente da sua
atividade fusogénica (MOURIER et al., 2015; PICH et al., 2005).
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Diante aos fatos expostos, esse trabalho buscou elucidar os mecanismos e
alteracdes relacionadas com a herdabilidade mitocondrial e os efeitos maternos no
tecido cardiaco, a partir da transmissdo de mitocondrias de maes obesas com a
inativagao da expressdo da MFN2 no odcito, estudando uma possivel interagéo entre
a obesidade materna e o nocaute da MFN2 no odcito. Averiguou-se, portanto,
alteracdes nas fungdes mitocondriais, do reticulo endoplasmatico e do sitio de contato
das duas organelas.



25

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar alteragdes da transcriptdmica e da morfologia mitocondrial do tecido

cardiaco na progénie de fémeas obesas nocaute-odcito especifico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar os transcritos associados com os efeitos na progénie no tecido
cardiaco utilizando RNA-Seq;

e Realizar analises de enriquecimento das amostras de RNA sequenciadas do
tecido cardiaco coletado da progénie;

e Mapear e interpretar dos resultados de genes diferencialmente expressos entre
as progénies de fémeas KO e WT obesas, e entre os filhotes de maes KO e
WT que consomem ragédo NFD.

e Elucidar as alteragdes transcricionais na progénie do tecido cardiaco de filhotes
descendentes de fémeas MFN2 KO obesas;

e Determinar os efeitos mitocondriais associados com a area, perimetro e razao
entre os didmetros maior e menor das mitocondrias do tecido cardiaco da

progénie de maes MFN2 KO obesas.
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4. METODOLOGIA

4.1 OBTENGAO DO MODELO EXPERIMENTAL

A manutengdo dos camundongos foi realizada seguindo o proposto pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal, CONCEA, com os animais
mantidos a uma temperatura de 22° C, durante um periodo de 12 horas de luz e 12
horas de escuro. Com excegao se especificado, os animais tiveram acesso a agua e
ragao a vontade,. Camundongos Mfn2 floxed da linhagem STOCK Mfn2tmDcc/Mmcd
(CHEN et al., 2010) foram anteriormente adquiridos da Mutant Regional Resource
Centers (RRID:MMRRC_029902-UCD), enquanto animais transgénicos para a Zp3-
Cre da linhagem C57BL/6-Tg(Zp3-cre)93Knw/J (DE VRIES et al., 2000) foram obtidos
da Jackson Laboratories (RRID:IMSR_JAX:003651). Vale destacar que uma mutagéo
de ocorréncia natural no gene Nnt foi anteriormente eliminada dos animais.

Fémeas WT (Zp3-CRE:Mfn2%*) e MFN2 KO (Zp3-CRE:Mfn2%M) foram obtidas
por acasalamento de fémeas Zp3-CRE:Mfn2%* com machos Zp3-Cre:Mfn2"+; Mfn2*,
Mfn2" e Mfn2" representam, respectivamente, os alelos selvagem, deletado e floxed.
A expressao “CRE” nos odcitos de fémeas MFN2 KO resulta na recombinagéo odcito-
especifica do alelo Mfn2 durante a fase de crescimento do gameta (DE VRIES et al.,
2000). A partir da sexta semana de vida, as fémeas WT e MFN2 KO receberam por
12 semanas ragao HFD com 58,6% das calorias provenientes de lipideos, 26,4%
oriundas de carboidratos e 15,0% de fontes proteicas. Como controle, f€meas WT e
MFN2 KO foram alimentadas com a ragcao NFD, onde 9,4% do total sdo provenientes
de lipideos, 21,1% de proteinas e 69,6% de carboidratos. Conforme foi ja estabelecido
pelo nosso grupo, o oferecimento de HFD por 12 semanas resulta em obesidade e
intolerancia a glicose. Fémeas em pro-estro ou estro foram acasaladas por 24 horas
com machos selvagens C57BL/6J com 11-40 semanas de idade, mantidos com ragéo
NFD. ApOs o acasalamento, as fémeas continuaram sendo mantidas com a ragao
oferecida anteriormente ao acasalamento, enquanto os machos eram alimentados
ainda com a dieta NFD somente. Pelo menos trés fémeas de cada grupo experimental
reproduziram duas vezes, com minimo de trés filhotes do genétipo Zp3-CRE:Mfn22*,
sendo utilizados em analises depois de dez semanas de vida completadas.

4.2 GENOTIPAGEM
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Para realizar a genotipagem dos animais, foi utilizada uma bidpsia auricular
coletada entre 7-9 dias de vida. Esta foi digerida por 3 horas a 65° C em 200 uL de
solu¢do com 50 mM Kcl, 10 mM Tris-Cl, 2 mM MgClz, 0,1 mg/mL gelatina, 0,45%
Igepal CA-630, 0,45% Tween 20 e 125 yg/mL proteinase K. Em seguida, houve a
inativagao da proteinase K, incubando a solugédo a 95° C por 20 minutos, sendo a
amostra posteriormente centrifugada a uma rotagdo de 10.000xg por 5 minutos e o
sobrenadante utilizado para a genotipagem. Os alelos Mfn2*, Mfn2* e Mfn2", assim
como a presenga da transgene Zp3-CRE, foram determinadas por PCR convencional,
com as amplificagbes corridas em gel de agarose 2%, tratados com “SYBR Safe”.
Assim, a revelagéo do gel foi feita no equipamento Chemidoc Bio-Rad.

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Com o acasalamento de fémeas WT ou KO MFN2 com machos selvagens,
houve a formacao de dois grupos experimentais por tipo de dieta de acordo com a
origem da progénie (Figura 1). Assim, as analises de transcriptoma e de microscopia
sdo comparadas entre gendtipos em uma mesma dieta. Dessa maneira, temos a
comparacgao entre os grupos experimentais F1 KO HFD x F1 WT HFD ou F1 KO NFD
x F1 WT NFD, em que todos filhotes F1 usados apresentam o genoétipo Zp3-
CRE:Mfn2*' A,

F1 de Maes HFD KO F1 de Maes HFD WT
MFN2 MFN2

F1 de Maes NFD KO F1 de Maes NFD WT
MFN2 MFN2

Figura 1 - Esquematizacdo dos grupos experimentais.

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A densidade e morfologia mitocondrial foram analisados utilizando um
microscopio eletrénico de transmissdo. Para tanto, fragmentos do tecido cardiaco que
foram coletados no sentido longitudinal apo6s sacrificio dos animais que possuiam
dieta HFD, sendo lavados em tamp&ao cacodilato 0,01 M (pH 7,3) com 3 mM de CaCl,
seguido de incubagao por 4 horas a 4° C em tampé&o cacodilato 0,01 M acrescido de
3 mM de CacCl, 2% de glutaraldeido e 2% de paraformaldeido. Em seguida, foram pos-
fixados por 1 hora em 2% de tetréxido de 6smio a 4° C e desidratado em
concentragbes crescentes de etanol. O tecido foi emblocado em resina epdxi,
cortando em secgdes ultra-finas e corado com acetato de uranila e citrato de chumbo.
Para a analise foi utilizado microscopio eletrénico de transmissao com aumento de 5
a 100 kV, MET JEM 100CXIl da JEOL, equipado com uma camera digital ORCA-HR.
As mitocdndrias foram analisadas por determinacdo do numero, area, perimetro e a
razao entre o diametro maior e menor (AR) utilizando o software ImageJ, com a
selecdo randomizada das mitocondrias das imagens analisadas entre os grupos F1
KO e F1 WT da dieta HFD somente.

4.5 RNA-SEQ

De inicio, o tecido cardiaco foi coletado de animais de experimento e transferido
para microtubos de 2 mL com solugao fisiologica e armazenado em freezer -80° C.
Em seguida, com o uso de nitrogénio liquido, o tecido foi macerado para posterior
extragdo do RNA total utilizando o Rneasy Mini Kit (Qiagen). Com as amostras de
RNA total obtidas, foi realizado a preparagao das bibliotecas de sequenciamento,
consistindo da purificagao e enriquecimento do RNA, selecionando o mRNA a partir
da selecdo poli-A. Apds essa etapa, partiu-se para a fase de fragmentagdo e
conversdo das amostras de RNA em cDNA. Com a sintese das duas fitas do cDNA,
ha a adicdo de uma adenina a extremidade 3’, prevenindo ligagdes indesejadas
durante a reagdo de ligacdo dos adaptadores. Logo depois, ha a integracdo de
adaptadores as extremidades do cDNA, garantindo que o fragmento de DNA que sera
sequenciado anexe-se a “flow cell”, onde as reagcdes de sequenciamento acontecem.

Portanto, os adaptadores permitem o0s sequenciadores reconhecerem e
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sequenciarem as amostras de cDNA. Em suma, o RNA total foi utilizado para o
preparo das bibliotecas de sequenciamento com o auxilio do TruSeq Stranded mRNA
(lumina) (Figura 2). Apos, as bibliotecas foram entdo quantificadas em Qubit
(ThermoFisher Scientific) e analisadas quanto ao tamanho em Bioanalyzer (Agilent).
O sequenciamento, dividido nas etapas de amplificacdo do material e do
sequenciamento propriamente dito, foi realizado no equipamento NextSeq 550, da

lllumina, considerando “reads” de 75 pb.

TruSeq Stranded mRNA
o mRBNA selection

RNA fragmentation
and denaturation

0 cDNA synthesis

E o A-tailing

o Ligation

@ PCR amplification
Quantification and

normalization

D R

Figura 2 - “Workflow” TruSeq Stranded mRNA.

Fonte: retirado da pagina do produto da lllumina.

Uma vez sequenciado, os sequenciadores gerardo dados brutos, que serao
avaliados quanto a qualidade das “reads” ou leituras, buscando possiveis
contaminantes, além da identificacdo das amostras com baixa performance de
sequenciamento. Passada a etapa de qualidade, as leituras foram processadas,
realizando cortes e ajustes necessarios nas leituras, retirando as sequéncias dos
adaptadores e realizar a manutencao de sequéncias de baixa qualidade e tamanho
minimo. Por fim, as leituras foram alinhadas com o genoma de referéncia (Mus
musculus), para o mapeamento, quantificagdo e normalizagdo das leituras (RPKM,
TPM e CPM).
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Com a contagem das leituras mapeadas, foi realizado analises de expressao
diferencial entre os grupos F1 KO MFN2 e F1 WT, alinhados a m&es com dieta HFD
ou NFD. Com isso, foram realizadas verificagdes quanto ao numero de genes
diferencialmente expressos (regulados positivamente e negativamente), o
agrupamento dos individuos quanto aos genes diferencialmente expressos, aos genes
significativos diferencialmente expressos e o padrao de expressao entre os animais
em estudo. Adiante, o enriquecimento de vias foi realizado com o uso da plataforma
online DAVID, fornecendo um conjunto de ferramentas de anotagéo funcional para
investigar a relagédo entre os genes que estavam diferencialmente expressos, além de
mapas de vias hospedadas no KEGG, relevantes para o destaque de genes que
apresentaram diferenga de expressao entre a progénie de fémeas KO MFN2 e WT.
Assim, até os procedimentos de mapeamento da leitura foram realizados utilizando a

plataforma de analise de bioinformatica hospedado pela QIAGEN.

4.6 ANALISE DE DADOS

Foram utilizados 4 animais por grupo experimental, os quais descenderam de
progenitoras diferentes. As analises de bioinformatica e estatistica dos dados do
transcriptoma foram realizadas, em suma, mapeando as ‘reads” (>10 milhdes
‘reads”/amostra), tendo como referéncia o genoma murino. Assim, os genes com
expressao diferencial foram determinados e destacados por meio do programa
Rstudio, importando o pacote DESEQZ2, considerando o método Benjamini-Hochberg
(FDR < 0,1) e log: “fold-change” maior que 1,1 ou menor que -1,1. A visualizagéo e
sumarizagao das informagdes se deu pela produgdo de graficos de disperséo,
‘heatmaps” e “biplots” a partir da PCA. As analises de enriquecimento foram
realizadas utilizando o pacote ClusterProfiler do R, incluindo o pacote biomaRt,
tidyverse, dplyr e pathview. Para a produgédo de mapa das vias, foi utilizado diagramas
disponibilizados pelo banco de dados do KEGG, uma cole¢ao de banco de dados que
ajuda a entender fung¢des e utilidades de alto nivel do sistema biolégico. Para as
analises de microscopia, foi usado o teste t, seguindo as premissas de normalidade
das observagdes da area, perimetro e AR das mitocdndrias ou, ainda, teste nao-

paramétricos caso ndo se siga a distribuicdo normal das observacgoes.



5. RESULTADOS

5.1 TRANSCIPTOMA DO TECIDO CARDIACO

Para a quantificagdo de genes diferencialmente expressos, foram produzidos
graficos de disperséo (Graficos 1 e 2). No grafico 1, nota-se um grande numero de
genes que estavam diferencialmente expressos entre os grupos dentro da dieta HFD.
Nessa comparacgéo entre F1 KO MFN2 e F1 WT, 1975 genes estavam positivamente

regulados. Ainda, 2174 genes estavam negativamente regulados, demonstrando uma

profunda alteragao transcriptdmica entre os grupos experimentais.

-log1oFDR valor-P

HFD KO vs WT

20 1 [

2174 genes ° 1975 genes

L ° Expressdo

® - Regulado
Nao significante
® + Regulado

Ja para a dieta NFD (Grafico 2), o numero de genes diferencialmente expressos
foi menor, com 299 genes positivamente regulados. Além, foram 168 genes que

estavam negativamente regulados na comparagéo da expressao entre F1 KO MFN2

Grafico 1 - Gréfico de dispersao, F1 KO vs F1 WT, dieta HFD.

Fonte: elaborado pelo autor.

e F1 WT no tecido cardiaco.
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Grafico 2 - Gréfico de dispersao, F1 KO vs F1 WT, dieta NFD.

Fonte: elaborado pelo autor.

Ja para a expressao de cada individuo, observa-se um conjunto de genes que
estdo diferencialmente expressos no tecido cardiaco para os individuos do grupo F1
KO MFN2 em relagdo ao grupo F1 WT a nivel de éxons, determinando diferengas de
expressao entre esses grupos experimentais, como valores de z-scores proximos
entre individuos do mesmo grupo e pontuagdes distintas em relagdo ao outro grupo
experimental em geral (Figura 3 e 4). Interessantemente, o gene Mfn2 n&o esta
diferencialmente expresso significativamente entre os grupos experimentais, tanto
para o HFD quanto para NFD (FDR valor-PHFD = 0,24495; FDR valor-PNFD =
0,193927).
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Figura 3 - “Heatmap” F1 KO vs F1 WT, dieta HFD.
Fonte: elaborado pelo autor.
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Para visualizagcdo e analise, foi utilizado a analise do componente principal
(PCA), um procedimento estatistico para sumarizar e organizar a informagéo da
expressao a nivel de éxon dos grupos experimentais. Como observado no grafico 3,
dentro da dieta HFD os grupos experimentais agrupamentos relevantes em torno do
primeiro componente principal (eixo das abcissas). Ja para a dieta NFD (Grafico 4), a
agregacéo e distingdo das observagdes de cada grupo foi menos evidente, tanto para
o primeiro componente principal (eixo das abcissas) quanto para o segundo
componente principal das analises de PCA (eixo das ordenadas).

Individuals - PCA

%)

Groups
* ] ko_HFD
WI_HFD

Dim2 (17.1

Dim1 (35.2%)

Grafico 3 - Plano das duas principais componentes, dieta HFD.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Grafico 4 - Plano das duas principais componentes, dieta NFD.

Fonte: elaborado pelo autor.

Em vista disso, nota-se inumeras vias enriquecidas para o0s genes
diferencialmente expressos para a comparacao F1 KO MFN2 HFD x F1 WT HFD.
Entretanto, muitas informagdes de vias enriquecidas acabam se tornando
redundantes, uma vez que mesmos genes diferencialmente expressos podem
participar de multiplas vias, sendo muitas vias organizadas de maneiras hierarquicas,
como sinalizagao de insulina e diabetes. Uma maneira de superar esse obstaculo esta
no mapeamento de enriquecimento, que auxilia na visualizacéo e na interpretacdo dos
resultados das analises de vias enriquecidas de nosso interesse.

Realizado o enriquecimento das vias, nota-se uma grande variedade de vias
de diferencialmente expressas entre o grupo selvagem e nocaute para a MFN2 para
fémeas que consumiam a ragdo HFD (Grafico 5). Dentre todas vias, destacou-se,
dentro do contexto apresentado, a via relacionada com cardiomiopatia diabética e a
fosforilagdo oxidativa. Para o primeiro, foram identificados 105 genes que estavam
diferencialmente expressos entre os grupos F1 KO MFN2 HFD e F1 WT HFD, com
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um valor de FDR de 3,2344 x 10-20, demonstrando ser uma via enriquecida
significativa. Dessa forma, interpreta-se a relevancia das condigdes submetidas para
a obtencgao desse resultado. Além disso, para a segunda a via, participaram 81 genes
com a expressao diferente entre os grupos expostos, com o valor de FDR de 9,5741
x 10-22, indicando alteragcdes transcricionais na respiracdo nas ceélulas do tecido

cardiaco.

Metabolic pathways

Pathways of neurodegeneration - multiple diseases
Amyotrophic lateral sclerosis

Alzheimer disease

Pathways in cancer

Huntington disease

Prion disease

Thermogenesis

Coronavirus disease - COVID-19

Parkinson disease

Chemical carcinogenesis - reactive oxygen species
Ribosome

Diabetic cardiomyopathy

Human papillomavirus infection FDR

PI3K-Akt signaling pathway 0.05

® MAPK signaling pathway ’
= Non-alcoholic fatty liver disease 0.04
z Endocytosis 0.03

£ Human cytomegalovirus infection :
f Salmonella infection 0.02
Oxidative phosphorylation 0.01

Human T-cell leukemia virus 1 infection
Regulation of actin cytoskeleton

Ras signaling pathway

Human immunodeficiency virus 1 infection
Proteoglycans in cancer

Kaposi sarcoma-associated herpesvirus infection
Focal adhesion

Viral carcinogenesis

Lipid and atherosclerosis

Epstein-Barr virus infection

Hepatocellular carcinoma

Retrograde endocannabinoid signaling

Rap1 signaling pathway

Motor proteins

Chemical carcinogenesis - receptor activation

w
o
o
-
o
o

200
Number of genes

o
-
o
o

Grafico 5 - Gréfico de barras para as vias enriquecidas para DEGs F1 KO x F1 WT, dieta HFD.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Adicionalmente, quando comparado a expresséo diferencial de genes entre os
grupos F1 KO MFN2 NFD e F1 WT NFD, foram obtidas uma menor quantidade de
vias enriquecidas. Entretanto, houve também alteragbes nas vias relacionadas com a
cardiomiopatia diabética e na fosforilagdo oxidativa. Para aquela via, participaram 17
genes, com um valor de FDR de 2,3711 x 10-3. Ja para a via enriquecida na
fosforilagdo oxidativa, houve uma diferenca de expresséo de 16 genes, com um valor
de FDR de 8,2728 x 10-5, indicando uma mudanca significativa nessa via (Grafico 6).
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Grafico 6 - Grafico de barras para as vias enriquecidas para DEGs F1 KO x F1 WT, dieta NFD.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Assim, foi utilizado o pacote “Pathview” do R para o mapeamento de mddulo
expressos diferencialmente para cada via enriquecida. Para a expressao diferencial
entre os filhotes originados de fémeas KO MFN2 vs WT que consomem racédo HFD,
nota-se uma mudanga geral na expressao das subunidades dos complexos da cadeia
transportadora de elétrons (CTE

~—

(Figura 5). Adicionalmente, quando se compara a
progénie de fémeas KO/NFD com as WT/NFD, ocorre alteragées na expressao de
cadeias polipeptidicas dos complexos (Figura 6). Dessa maneira, nota-se um efeito
brando em relagéo as progénies de fémeas com dieta HFD.



39

OXIDATIVE PHOSPHORYLATION I 7' | |0 l.”1

-1

Complex Complex Il Complex Il

Complex IV Complex V

MADH dehytogenase Succinats deh
Intermembrane (Thermas themaghates) uecinal deliogenase
R~ Teterenes 2 TS aRaRaRosS +
RS : :
1 Fouit
A0 LE
X
A
QO O O
0+ 1O Frusit
i+ Cytochyone ¢ oxidase
Cylochrore o1 coraplex (bovine)
(bovine)

NADH dehyrrogenase
E [ w1 ] nre | [ 1ip4 | [ s | e ATPase (Bacters)
E

[ elpha | beta [germma | Gl [epeilon ]
a b c

Bis [ Nuok | NuoB | NuoC [ NuoD | NuoE [ NuoF | NuoG | NuoH [ Nuol | Nuol | NuoK | NuoL | NuoM[ NuoN
Bi& [ NahC | NahK [ Nah/ [ NhH [ Ndhé [ Nal [ NahG | NahE | NGkF | NahD | NahB [ NahL [ NahM [ NakN | HoxE [ HoxF | HoxUl

E "Ndufad [Ndufal0)
E
Succinate dehyrrogenase / Fumarate redustase Cytochrome ¢ reductase
E [SDHC [ SDHD EEBA[ ISP_| Cyth | Cytl |
Bis [S0C | saD | sah [ sae - CORI QCRT Vifs-type ATPase (Basteria, Archasa)
Frdh | FdB | FrC | FrdD [Ca B [ ¢ [ D [ E [ F [oH]

1 K
Cytochwome ¢ oxidase
E 0

Bis [ CyoE [ CywoD
CoxD | CoxC | Coxé | CoxB
QoxD | QoxC [ QoxB | Qoxé
[ SoxD | Sox¢ | SoxB | oA | B[ 1 [ 1nm [ w [ m | ps[Cyds[Cyb [CyX|
Data on KEGG graph

Rendered by Pathview

V-type ATPase (Eukarytes)

Cytochrome ¢ oxidase , cbb3-type Cytochaome bd complex Cyfochrome ¢

Figura 5 - Mapa de via: Fosforilagdo Oxidativa, F1 KO x F1 WT, ragéo HFD.
Fonte: Adaptado pelo autor, dados Kegg, renderizado pelo Pathview.



40

OXIDATIVE PHOSPHORYLATION

FEET ] —
40 1

O O O
o W+ 1O Fiunit
Cylochyore ¢ oxidase
(bovine)

2H+
Cytochroree bel complex
(bovine)

NADH dehyrrogenase

E F-type ATPase (Bacteria)
E [Naufst [ Nauf2 [ Nauis3 [ Naufe Nufs [ Netufe7 | Nelufes | Natufvt [Natufv2 [Naufv3 | [(alpha | beta |gamma | delta |epsilon |
Bi& [Muoh | NuoB | NuoC | NuoD | NuoE | NuoF | NuoG | NuoH | Nuol | NuoJ | NuoK | NuoL | Nuohi] Nuol | [a Tw e ]

BiA [ NdhC | NahK [ Ndh/ | NehH | Ndhé | Ndil | NdhG [ NdhE | NahF | NahD | NhB | NahL [ NdhM | NahN [ HoxE | HoxF | HoxU |
E MNdufa3 | Ndufad Nelufaf | Ndufa? | Naufag | Naufad [Ndufa10[Ndufab1 [Ndufal 1 [Ndufal 2]Ndufal 3 F-type ATPase (

alpha | beta |gamma | delta
E [Naufo! ISR Nautb3 ] Ndufbd] Ndufbs | Naufos NS Naufss | Naufb [Nautb10[Ndufo11] Ndufel | Ndufe2 ] ‘\ Sscr | s o I . F-
[r z | ®@m | j | k
Succinate dehydrogenase  Fumarate redustase Cytochrome ¢ reductase
E e[ ISF_] Cytb | Cytl
Bt [ S&C | S&D | sk | saiB E CORI | QCR2 | QCR6 | QCR7 | QCR3 | QCRO |G Vi-type ATPase (Bacteria, Archaea)
Fidh | FraB | FrdC | FadD A [ B Tc[pDp[ETF [cH]
1 K

Cytochwome ¢ oxidase

E [cozz [coxt [ coxz |NEBRal COxsA] CORSB] COx6A] O JMBMAR COxX7A] COXTB] COXIC] CORE E

B/t [ CyoE [ CyoD [ CsnC [CyoB | Cymk V-type ATPase (]
gz’;g g:’;g g‘:’;‘; z‘;’:‘; Cytochrome ¢ oxidase , cbb3-type Cytochrome bd complex Cytochrome ¢ HA B ] : [ D] si [FTe[H]

SoxD | SoxC | SoxB_| Soxh B 1 [ o [ v [ m | ms[Cyb]Cy]Cux] < L

Data on KEGG graph
Rendered by Pathview

Figura 6 - Mapa de via: Fosforilagdo Oxidativa, KO x WT, ragao NFD.

Fonte: Adaptado pelo autor, dados Kegg, renderizado pelo Pathview.

Outrossim, subunidades especificas do complexo |, conhecida também como
NADH desidrogenase, a NUDFS1, ND4L e ND5, essenciais para a fungdo do
complexo |, apresentam a expresséo alterada, como é possivel observar nas figuras
5 e 6. Em adicdo, ha mudangas nos niveis de expressdo de outros genes, como 0s
ligados com a sintese do SDHA, QCR2 e algumas subunidades das duas ATPases
(tipo F e V). Em suma, a progénie de m&es com nocaute da MFN2 que consomem a
racdo HFD e NFD apresentam alteracbes na expressdo de componentes que
participam dos complexos da CTE.

Nessa perspectiva, o enriquecimento da via relacionada com a cardiomiopatia
diabética toma a atencéo para si. Dessa forma, torna-se passivel de ser mapeada e
interpretada. Surpreendentemente, percebe-se alteracdes transcriptdmicas notdrias
de genes ligados a resisténcia a insulina, inflamagéo, fibrose do tecido cardiaco,
disfungbes cardiacas e sinalizagdo de Ca?* prejudicada diante da expressdo
diferencial entre a progénie de fémeas obesas KO MFN2 e WT (Figura 7).
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Figura 8 - Mapa de via: Cardiomiopatia Diabética, F1 KO x F1 WT, ragéo NFD.

Fonte: Adaptado pelo autor, dados Kegg, renderizado pelo Pathview.

Em concordancia com os resultados para a via da fosforilagdo cardiaca, os
genes diferencialmente expressos entre as progénies de maes que se alimentavam

da racdo NFD para a via enriquecida da cardiomiopatia diabética foram menores

(Figura 8). Dentre os genes que estdo diferencialmente expressos, temos a troponina,

o receptor de angiotensina 2 do tipo 1 e colageno, assim como de subunidades que
participam dos complexos da CTE.
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5.2. AREA, PERIMETRO E AR DAS MITOCONDRIAS

Com a obtencdo das imagens coletadas pelo microscopio eletrdnico de
transmissao, foram determinadas a area, perimetro e a razao entre os eixos, como
exposto anteriormente, das mitocondrias de ambos os grupos, como pode ser visto

na Figura 9 e 10.

Figura 9 - Imagem capturada pelo microscépio de uma mitocéndria do grupo F1 KO, dieta HFD.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 10 - Imagem capturada pelo microscépio de uma mitocéndria do grupo F1 WT, dieta HFD.

Fonte: elaborado pelo autor.

Apdés a mensuragdo individual da mitocondria de cada grupo, foram
estabelecidas as médias de cada parametro, indicando uma ténue mudancga entre o
grupo descendente de mées alimentadas com ragdo HFD e depletadas da proteina
MFN2 em relagéo aos filhos de fémeas selvagens alimentadas com ragédo HFD,

exposto na tabela 1.

Grupo Area = DP (um?) Perimetro + DP (um) AR + DP
KO - HFD 1,076 £ 0,694 3,763 £ 1,267 1,432 £ 0,505
WT - HFD 0,998 + 0,600 3,642 + 1,193 1,426 £ 0,400

Tabela 1 - Tabela indicando os valores da média da area, perimetro e AR para cada grupo, com os
respectivos desvios-padrdes.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Assim, inicialmente, observa-se uma ligeira diferenga entre os grupos (Graficos
7, 8 € 9). Entéao, foi determinado e testado se as observagdes seguiam o preceito da
normalidade. Para isso, realizou-se uma curva de distribuicdo dos dados por
densidade como aspecto visual (Graficos 10, 11 e 12), da mesma forma que foi
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utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov corrigido por Lilliefors (teste KS) para testar
a normalidade dos dados.

Grupo EJ WTHFD KOHFD

AR

WTHFD KOHFD
Grupos

Grafico 7 - Boxplot da razado entre o diametro maior e o0 menor.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Grafico 8 - Boxplot da area.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Grafico 9 - Boxplot do perimetro
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Gréfico 10 - Grafico de densidade da AR.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Gréfico 11 - Grafico de densidade de area.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Grafico 12 - Grafico de densidade do perimetro.

density

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em vista disso, nota-se a discrepancia quanto a normalidade dos dados.
Ademais, o teste de normalidade nos leva a rejeitar a hipotese de que os dados estéao
normalmente distribuidos; com excegao do perimetro para o grupo KO/HFD, que tanto
visualmente quanto pelo teste KS n&o se rejeita a hipétese da normalidade (valor-P =

0,084). Contudo, quando se observa para o “Q-Q plot”, & possivel identificar muitos
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quantis amostrais excedendo o intervalo estabelecido no Grafico 13. Dessa maneira,
utilizou-se do teste nao-paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney. Assim, a hipdtese
inicial de uma indiferenga entre os grupos para os trés parametros estabelecidos ndo
foi rejeitada, com nenhuma disparidade aparente na distribuicdo entre os grupos
amostrais (valor-Parea = 0,105; valor-Pperimetro = 0,088; valor-PAR = 0,205).

o
!

Sample Quantiles

N
o
1
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0 2 4 6
Theoretical Quantiles

o

Grafico 13 - Normal Q-Q plot para o perimetro do grupo KO/HFD.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6. DISCUSSAO

Diante das informagdes expostas, os resultados evidenciaram um grande
conjunto de genes que estavam diferencialmente expressos entre a progénie F1 KO
MFN2 e F1 WT. Além disso, houve um impacto maior na regulagdo de transcritos
quando se foi oferecido uma dieta HFD para as fémeas que geraram os grupos
experimentais, com um numero maior de genes positivamente e negativamente
expressos do grupo F1 KO MFN2 em relagdo ao grupo F1 WT. Ainda,
estatisticamente, as vias enriquecidas foram muito mais significativas para o grupo em
que a mae apresentava uma dieta HFD, com uma elevada quantidade de genes
participando dessas vias a nivel transcricional, ainda que morfologicamente nao tenha
sido observado nenhuma diferencga relevante nas analises quantitativas das imagens
de microscopia.

Uma das principais questdes esta na obtengao dos animais para experimento
desse trabalho, ja que ela esta entrelagada ao fato de que a progénie acaba
consumindo a ragédo da fémea até seu desmame, por um periodo de 3 semanas, com
efeito direto do consumo da ragao na prole. Além disso, existe um grande efeito da
gestacdo e amamentagado das fémeas nos grupos experimentais em estudo em
relagao a dieta.

Paralelamente, o mesmo gendtipo da F1 para todos os grupos experimentais e
a escolha de um genotipo especifico para ser considerado a fémea selvagem esta
relacionado com a abordagem para solucionar o impacto da dose dupla no alelo
selvagem, o que poderia trazer problemas em relagdo a definicdo do controle no
genotipo. Para tanto, essa metodologia garante uma resolugao absoluta em relagéo a
determinagdo de um controle, tornando as analises entre os grupos F1 “justas”.

Nesse prisma, o alinhamento dos grupos experimentais (Figura 1) foi planejado
dentro desse contexto, com uma abordagem para normalizar o impacto da dieta,
consistindo em conduzir as analises internamente nos regimes alimentares, ou seja,
comparando dentro de cada dieta separadamente a progénie em relagéo ao genotipo
das fémeas (KO MFN2 ou WT). Isso garante “limpar” o efeito da dieta, com enfoque
principalmente no gendtipo e, portanto, nos efeitos da transmissdo materna, oriundos
das influéncias presentes no odcito e que acabam por se manifestar na progénie.

A dieta HFD, nesse caso, teve um papel principalmente para exacerbar o efeito
do nocaute odcito-especifico da MFN2. Isso é evidente quando se observa os
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resultados apresentados. Comegando pelos graficos de dispersdo, chamados de
“Volcano Plot” também (Graficos 1 e 2). Nota-se um conjunto maior de genes em que
expressdo estava alterada de maneira significativa. Chegando aos milhares, tanto
para os genes positivamente expressos quanto genes negativamente expressos para
o grupo F1 KO MFN2 em relagdo ao grupo F1 WT. Ainda, é possivel visualizar no
plano grafico da Analise de Componente Principal um agrupamento mais distinto entre
os individuos F1 KO MFN2 e F1 WT para a dieta HFD (Graficos 3 e 4). Esses
resultados ainda foram importantes para as analises de microscopia, que acabaram
sendo feitas apenas para os grupos F1 KO MFN2 e F1 WT ligados a dieta HFD da
mae (Tabela 1).

Quando visualizamos as vias que estavam enriquecidas, em especial a da
fosforilagdo oxidativa, nota-se a expresséo alterada de genes que participam da
sintese de subunidades que participam da CTE entre a F1 KO MFN2 e F1 WT. Como
essas subunidades integram e regulam as reagdes que transportam elétrons entre os
complexos (I-IV) e a atividade do complexo V (ATP sintase) (GUO et al., 2018), pode
ser que exista perturbacdes desse processo. Assim, é possivel que essas alteracoes
transcricionais estejam atreladas como, por exemplo, o desacoplamento da
fosforilagdo oxidativa, baixo potencial de membrana mitocondrial, produgcéo de
especies reativas de oxigénio e consecutivo estresse mitocondrial (BERRY et al.,
2018). O que reforga essa ideia esta no nivel transcricional do poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (mPTP), regulado positivamente no grupo F1 KO MFN2
(Figura 3).

Esse poro de transicdo de membrana mitocondrial € um grande canal nao
especifico que se abre na MMI e é conhecido por se formar sob condigdes de estresse
mitocondrial, como sobrecarga de ions bivalentes de calcio mitocondrial, baixo
potencial de membrana mitocondrial e estresse oxidativo elevado, o que acaba
causando na liberagdo de enormes quantidade de Ca?* e proteinas pro-apoptoticas
das mitocondrias, podendo levar a uma morte celular (JIA; DEMARCO; SOWERS,
2016; SANCAK et al., 2013).

Na via relacionada com a cardiomiopatia diabética, € provavel que se tenha
ainda respostas inflamatorias, alteragdes do ciclo de vida celular e sinalizagdo de Ca?*
perturbadas. Isso se deve aos resultados que evidenciam a expressao diferencial de
genes que atuam nessas respostas, como € o caso da troponina, colageno, o receptor

de angiotensina 2 do tipo 1, MAPK, JNK e TGF- 3 por exemplo (Figuras 7 e 8)
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(ECKENSTALER et al., 2021; FILATOV et al., 1999; Ll et al., 2012; YUE et al., 2017).
Além disso, para o grupo F1 KO MFN2, os genes RyR2 e SERCAZ2a, importantes para
o tréfego e homeostase de Ca?* dentro da célula (BENITAH et al., 2021; ZHIHAO et
al., 2020), estdo negativamente expressos (Figura 7). Nessa perspectiva, essas
alteragdes da regulacdo transcricional podem estar conectadas com disturbios da
homeostase do Ca?" que, por sua vez, geralmente estdo ligadas a eventos de
estresse oxidativo e do reticulo endoplasmatico (GORDALIZA-ALAGUERO,; CANTO;
ZORZANO, 2019).

De maneira paralela, os niveis de expressao do receptor de insulina para o
grupo experimental F1 KO MFN2 estdo alterados (Figura 7), podendo estarem
correlacionados com oscilagdes na sinalizacdo insulinica e possiveis quadros de
intolerancia a glicose. Isso pode ocorrer ja que a recepgéo da insulina na célula é
realizada pelo receptor de insulina, catalisando a fosforilagdo e recrutamento de
inumeras moléculas, com a transdug¢ao do sinal e a formagcdo de uma cascata de
sinalizacao intracelular, com a translocagdo de vesiculas em que a GLUT4 esta
integrada para a membrana da célula. A GLUT4, uma vez na membrana, regula o
transporte da glicose para dentro da célula (SALTIEL; PESSIN, 2002). Diante disso,
disrupgcdes na expressédo do receptor de insulina podem estar relacionados com
menor captacdo de glicose pelas células presentes no tecido cardiaco da progénie
originadas de fémeas KO MFN2.

A mitofusina 2 € um modulador muito importante para o metabolismo
mitocondrial e da célula, com um papel chave na dindmica das mitocéndrias e na
comunicagdo com outras organelas. Assim, sua deficiéncia nas células germinativas
femininas, os odécitos, vem sendo atrelada a uma profunda mudanca transcriptémica,
com perturbagbes na fungdo mitocondrial, impactando também a homeostase
mitocondrial. Ainda, as mitocondrias de od6citos com a delegdo da MFN2
apresentavam um baixo potencial de membrana e, consequentemente, uma
significante reducdo dos niveis de ATP e NAD(P)H, além do aumento de niveis de
FAD (GARCIA et al., 2020).

Em adi¢cdo, a mitofusina 2 possui uma funcéo relevante na regulagdo do
desenvolvimento do odcito, modulando o processo de meiose das células
germinativas femininas e a fungdo mitocondrial, fundamental para a maturagdo e
processos de divisdo do odcito. Desse jeito, a deficiéncia da MFN2 esta ligada com

anormalidades nas estruturas mitocondriais e na formacao do fuso durante a meiose.
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Isso corrobora com a atividade da MFN2 na programacdo do metabolismo
mitocondrial e o seu impacto nas células germinativas femininas (LIU et al., 2016).

Adicionalmente, desequilibrios metabdlicos na célula acabam geralmente
sendo associados com alteragbes epigenéticas, a nivel de cromatina e histona
principalmente (KOBAYASHI et al., 2012; SUN et al.,, 2013). Ainda, marcas
epigenéticas encontradas no DNA mitocondrial regulam também a expressdo do
genoma (SIRARD, 2019).

Dessa forma, as principais origens de mecanismos moleculares que levam a

alteragdes no tecido cardiaco da progénie podem ser oriundas do odcito. Assim, como
consequéncia do nocaute da MFN2, ocorre a reprogramacgao metabdlica, a adaptagéo
ambiental e intracelular do od6cito, com a possibilidade de estabelecimento de marcas
genéticas em genes que estavam diferencialmente expressos nas células
germinativas e que acabaram perdurando na geragéo seguinte. Dessa maneira, essas
marcas podem ser majoritariamente modificagbes do proprio DNA nuclear e
alteracdes a nivel de cromatina e das histonas. Portanto, uma das principais hipéteses
€ de que para se adaptar aos efeitos do nocaute da MFN2, o odcito é submetido a
modificagdes genéticas de todos os tipos, persistindo na proxima geragao.
Ademais, essa hipotese é fortalecida pelos resultados, uma vez que a expressao da
mitofusina 2 no tecido cardiaco da progénie é semelhante entre os grupos
experimentais dentro de cada dieta. Assim, as alteragdes na expressao entre um
genotipo na progénie ndo se devem a uma mudanga no nivel de expressdo da MFN2
no tecido cardiaco na progénie, e sim de mecanismos moleculares originados do
oocito da mée.

Outro aspecto importante é a prépria heranga da mitocéndria. Sabe-se que o
nocaute da MFN2 resulta em notaveis alteracées morfologicas e funcionais no odcito.
Entdo, é possivel que a transmissdo dessas mitocondrias com tais alteragbes nao
conceda tempo suficiente para a reparacdo e selecao deletéria do odcito até a
descendéncia. Dessa forma, mesmo que as analises de microscopia ndo tenham
evidenciado diferengcas significativas entre os grupos experimentais para os
parametros mensurados nas mitocondrias do tecido cardiaco da progénie, as
alteragbes epigenéticas podem se estender a propria mitocdndria, ou seja, ha
ocorréncias de modificagdes epigenéticas no DNA mitocondrial, e, portanto, podem

auxiliar no esclarecimento das alteragcdes de expressdo encontradas nos genes nas



53

células do tecido cardiaco e até dos genes transcritos atrelados com as mitocéndrias

dessas células da progénie.
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7. CONCLUSAO

Esse trabalho teve como objetivo determinar mudangas transcricionais e
morfolégicas das mitocondrias do tecido cardiaco coletado da progénie de fémeas
obesas que apresentavam nocaute odcito-especifico. De acordo com a hipotese
inicial, a eliminagcdo de Mfn2 durante o crescimento do odctio implica a adaptacao e
resposta do odcito em relagcdo ao nocaute da mitofusina 2, com a transmissao de um
perfil transcricional alterado para o tecido cardiaco da progénie. Evidéncias acerca
das mudancas de expressao no tecido cardiaco foram levantadas e essas incluem um
profundo impacto transcriptomico desse tecido da progénie de fémeas que
apresentavam delegao da mitofusina 2 no odcito. Ainda, esses efeitos na expresséo
diferencial da progénie de fémeas KO MFN2 foram intensificados quando se foi
oferecido uma dieta HFD, com milhares de genes diferencialmente expressos entre
as progénies oriundas dessas fémeas em relagéo as fémeas WT que consumiam dieta
HFD.

Ja para a expressao da MFNZ2, as analises de expressao diferencial nao
evidenciaram discrepéancias significantes dos niveis de transcritos no tecido cardiaco
de individuos entre os grupos experimentais estudados, sejam relacionados a dieta
HFD ou NFD. Assim, uma vez que se realiza o nocaute da mitofusina 2 no odcito das
fémeas, com subsequente perda da MFN2, ha a transmissdo materna para a progénie
de transformacgdes no transcriptoma do tecido cardiaco, o que incluem a expressao
alterada de genes que participam da cadeia transportadora de elétrons e outros
componentes mitocondriais, respostas inflamatérias, homeostase de Ca?* e
sinalizagdo mediada por insulina nas células no tecido cardiaco. Quanto as
caracteristicas morfoldgicas mitocondriais, foram ausentes as diferengas de variaveis
quantitativas ligadas a morfologia das mitocéndrias entre os grupos experimentais, em
especifico entre os grupos F1 KO MFN2 HFD e F1 WT HFD.

Portanto, os resultados apresentados nesse trabalho fortalecem a hipotese de
um papel da deficiéncia da mitofusina 2 no odcito na propagacao de caracteristicas
transcricionais distintas para o progénie. Como perspectivas futuras, cabe avaliar as
carateristicas transcricionais e morfolégicas do odécito que apresentam deficiéncia
para MFN2, e compara-las com os aspectos manifestados no tecido cardiaco da
progénie, a fim de fortificar a hipotese e discussdes estabelecidas no presente
trabalho. Além do uso da dieta HFD para futuros estudos de impactos transgeracionais
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da deficiéncia da mitofusina 2, ja que alteragbes nas caracteristicas da progénie

tornam-se mais evidentes com seu uso.
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