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RESUMO 

. 

MACHADO, T. S. Mitofusinas em oócitos murinos: seus papéis na fertilidade e na 

herança mitocondrial. Mitofusins in murine oocytes: their roles in fertility and 

mitochondrial inheritance. 2018. 125 p. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018.  
 

Durante a oogênese o oócito sofre intensas mudanças quanto a morfologia 

mitocondrial e número de organelas. Uma vez que a fusão e fissão mitocondrial atuam 

diretamente na dinâmica mitocondrial, tais processos devem ser determinantes para 

o desenvolvimento oocitário. O formato arredondado e pequeno das mitocôndrias 

oocitárias sugere que essas organelas sejam incompetentes para a fusão. É possível 

que tal realidade favoreça a segregação de moléculas de DNA mitocondrial (mtDNA) 

mutantes. Assim, este projeto teve como objetivo investigar o papel da fusão 

mitocondrial no oócito e suas consequências tanto para fertilidade quanto para a 

herança mitocondrial. Para tal, genes-chave para a fusão mitocondrial (Mfn1 e Mfn2) 

foram nocauteados exclusivamente nos oócitos de camundongos portadores de dois 

haplótipos mitocondriais, mtDNA C57BL/6 (B6) e NZB/BINJ (NZB). Oócitos selvagens 

(WT) ou nocautes para Mfn1 (Mfn1 cKO), Mfn2 (Mfn2 cKO) ou ambos (Mfn1&2 cKO) 

foram comparados quanto a competência de desenvolvimento, função mitocondrial e 

herança do mtDNA NZB. O acasalamento de fêmeas contendo oócitos Mfn1 cKO com 

machos WT não resultou em nascimento. Tal infertilidade associou-se à falha na 

ovulação, acúmulo de folículos e bloqueio da progressão meiótica quando do cultivo 

in vitro. Oócitos Mfn1 cKO também apresentaram menor diâmetro e menor nível de 

mtDNA e agregação mitocondrial. Já os oócitos Mfn2 cKO, não foram afetados quanto 

ao nível de mtDNA. Como resultado, o número de nascimentos não diferiu entre 

fêmeas Mfn2 cKO e WT. Surpreendentemente, o duplo nocaute resultou em efeito 

menos severo que o nocaute do Mfn1, sendo que o desenvolvimento folicular não foi 

comprometido e oócitos Mfn1&2 cKO apresentaram nível intermediário de mtDNA 

(comparado com oócitos WT e Mfn1 cKO), agregação mitocondrial e do retículo 

endoplasmático. Apesar de ovulados, os oócitos Mfn1&2 cKO apresentaram bloqueio 

da maturação meiótica. Como resultado, esses oócitos se mostraram incompetentes 

em suportarem o desenvolvimento a termo. No que se refere a herança mitocondrial, 

primeiramente observamos que quanto maior o nível de mtDNA NZB da fêmea 

doadora, maior a eliminação de mtDNA NZB nos oócitos, pois fêmeas com 60-80% 



de mtDNA NZB apresentaram oócitos com redução de 13,1% ± 1,99 do mtDNA NZB 

(ΔNZB). Assim, utilizamos fêmeas de maior quantidade de mtDNA NZB para melhor 

observar o comportamento de herança. O nível de mtDNA NZB diminuiu em oócitos 

WT e Mfn1 cKO em comparação com as fêmeas doadoras, sugerindo uma seleção 

contra o mtDNA mutante. Contudo, tal seleção foi ao menos 50% menos eficaz em 

oócitos maturos Mfn2 cKO e Mfn1&2 cKO, evidenciando um possível papel 

desempenhado pelo Mfn2 na eliminação do mtDNA NZB. A mesma análise, quando 

feita em oócitos imaturos, cauda, fígado e baço, apresentou os mesmos 

comportamentos reportados em cada grupo. Não foi observada diferença entre as 

gerações de uma mesma fêmea. Em suma, este trabalho indica que o Mfn1 é 

essencial para promover oócitos com competência de desenvolvimento, enquanto que 

o Mfn2 participa da eliminação de mtDNA mutante no oócito. Esses achados dão 

suporte ao papel-chave das mitofusinas na modulação da dinâmica mitocondrial 

visando o atendimento às exigências dos oócitos e prevenção da herança de 

mutações no mtDNA. 

 
Palavras-chave: DNA mitocondrial. Mitocôndria. Fusão mitocondrial. 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

MACHADO, T. S. Mitofusins in murine oocytes: their roles in fertility and 

mitochondrial inheritance.  Mitofusinas em oócitos murinos: seus papéis na fertilidade 

e na herança mitocondrial. 2018. 125 p. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 
 
During oogenesis the oocyte undergoes intense changes in mitochondrial morphology 

and number of organelles. Since mitochondrial fusion and fission act directly on 

mitochondrial dynamics, such processes must be determinant for oocyte development. 

The small and rounded shape of the oocyte mitochondria suggests that these 

organelles are incompetent for fusion. This could favor the segregation of 

mitochondrial DNA molecules (mtDNA) mutants. Thus, this project aimed to investigate 

the role of mitochondrial fusion in the oocyte and its consequences both for fertility and 

for mitochondrial inheritance. To that end, key genes for mitochondrial fusion (Mfn1 

and Mfn2) were knocked out exclusively in the oocytes of mice bearing two 

mitochondrial haplotypes, mtDNA C57BL / 6 (B6) and NZB / BINJ (NZB). Wild oocytes 

(WT) or knockouts for Mfn1 (Mfn1 cKO), Mfn2 (Mfn2 cKO) or both (Mfn1&2 cKO) were 

compared for developmental competence, mitochondrial function and NZB mtDNA 

inheritance. The mating of females containing Mfn1 cKO oocytes with WT males did 

not result in birth. Such infertility was associated with ovulation failure, follicle 

accumulation, and blockage of meiotic progression during in vitro culture. Mfn1 cKO 

oocytes also showed smaller diameter and lower level of mtDNA and mitochondrial 

aggregation. However, the Mfn2 cKO oocytes were not affected in the mtDNA levels. 

As a result, the number of births did not differ between Mfn2 cKO and WT females. 

Surprisingly, the double knockout resulted in a less severe effect than the Mfn1 cKO, 

with follicular development not compromised and Mfn1&2 cKO oocytes had 

intermediate mtDNA levels (compared to WT and Mfn1 cKO oocytes), mitochondrial 

and reticulum aggregation endoplasmic. Despite ovulation, the Mfn1&2 cKO oocytes 

showed blockage of meiotic maturation. As a result, these oocytes proved to be 

incompetent in supporting full-term development. Regarding mitochondrial inheritance, 

we first observed that the higher the level of NZB mtDNA of the female donor, the 

greater is the elimination of NZB mtDNA in the oocytes, since females with 60-80% of 

mtDNA NZB presented oocytes with a reduction of 13.1% ± 1.99 of NZB mtDNA 

(ΔNZB). Thus, we used females with higher amounts of NZB mtDNA to better observe 

the inheritance behavior. The NZB mtDNA level decreased in WT and in Mfn1 cKO 



oocytes compared to donor females, suggesting a selection against mutant mtDNA. 

However, this selection was at least 50% less effective in mature oocytes Mfn2 cKO 

and Mfn1&2 cKO, evidencing a possible role played by Mfn2 in the elimination of 

mtDNA NZB. The same analysis, when performed on immature oocytes, tail, liver and 

spleen, presented the same behaviors reported in each group. No difference was 

observed between the generations of the same female. In summary, this work 

indicates that Mfn1 is essential for promoting oocytes with developmental competence, 

whereas Mfn2 participates in the elimination of mutant mtDNA in the oocyte. These 

findings support the key role of mitofusins in modulating mitochondrial dynamics in 

order to meet oocyte requirements and prevent inheritance of mtDNA mutations. 

 
Keywords: Mitochondrial DNA. Mitochondria. Mitochondrial fusion. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Cada vez mais a sociedade tem se preocupado e se atentado às questões 

relacionadas a fertilidade, acompanhada com o desenvolvimento de estudos na área. 

Pesquisas tanto na área básica como na clínica já têm associado a infertilidade em 

humanos com a função mitocondrial na regulação do desenvolvimento folicular e 

crescimento do oócito (VAN BLERKOM, 2011; TILLY; SINCLAIR, 2013; FRAGOULI; 

WELLS, 2015; WOODS; TILLY, 2015). Uma deficiência bioenergética, causada por 

distintos distúrbios mitocondriais, podem acarretar consequências como falhas na 

maturação oocitária na fecundação (REYNIER et al., 2001), divisão celular 

interrompida, citocinese anormal, fragmentação do embrião (VAN BLERKOM, 2004; 

MAY-PANLOUP et al., 2007; SHOUBRIDGE; WAI, 2007), entre outras ocorrências 

passiveis de provocar gravidez tardia e até a infertilidade.  

Além disso, doenças ocasionadas por disfunções mitocondriais têm obtido 

maior reconhecimento e importância à medida que os estudos de medicina e biologia 

celular avançam (CHIARATTI et al., 2011). Tais doenças, em adultos, apresentam 

uma prevalência de 1 para 5.000 pessoas (CREE; SAMUELS; CHINNERY, 2009; 

POULTON et al., 2010; SCHON; DIMAURO; HIRANO, 2012) estando em graus de 

severidade de média a letal, geralmente tendo natureza progressiva (CREE; 

SAMUELS; CHINNERY, 2009; LARSSON, 2010; POULTON; BREDENOORD, 2010; 

SCHON; DIMAURO; HIRANO, 2012; WU et al., 2015; AIKEN et al., 2016). A 

ocorrência de mutações no DNA mitocondrial (mtDNA), como no gene Mfn2, por 

exemplo, já está associada à distintas doenças metabólicas e neurodegenerativas 

(SCHREPFER; SCORRANO, 2016; CHEN; CHAN, 2017). Além disso, já foi reportado 

que tais doenças podem ter origem no gameta (WAKAI et al., 2014). Dessa forma, é 

estratégico para a sociedade estudos para compreensão desses processos, 

almejando melhores soluções para tais patologias. 

Em meio a essa realidade é de extrema importância o estudo das mitofusinas 

no oócito (STEWART et al., 2008b; CREE; SAMUELS; CHINNERY, 2009; CHIARATTI 

et al., 2011), uma vez que essas estão envolvidas no controle da dinâmica 

mitocondrial, regulando a forma, tamanho e número de mitocôndrias. Pouco se 

conhece sobre o papel das mitofusinas no oócito, mas é de se esperar que exerçam 
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um importante papel tanto na fertilidade quanto na herança mitocondrial devido a 

algumas particularidades das mitocôndrias oocitárias como o formato arredondado, 

excessivo número de organelas e reduzido número de cópias de mtDNA por organela. 

Já foi visto, por exemplo, que quando a linhagem feminina é portadora de mutação 

com grave efeito sobre a função mitocondrial, o mtDNA pode ser seletivamente 

eliminado (SATO et al., 2007; FAN et al., 2008; STEWART et al., 2008a; FREYER et 

al., 2012; HILL; CHEN; XU, 2014; MA; XU; O’FARRELL, 2014). Em tecidos somáticos 

já foi comprovado que as mitofusinas estão envolvidas na estabilidade do mtDNA e 

herança mitocondrial além de possivelmente regularem a eliminação de mitocondriais 

disfuncionais via autofagia. Nessas células, subsequentes eventos de fusão e fissão 

mitocondrial levam à segregação dos mtDNAs mutantes e selvagens (TWIG et al., 

2008; TANAKA et al., 2010; SCARFFE et al., 2014). No caso da quantidade 

proporcional de moléculas mutantes de uma mesma mitocôndria ser elevada 

(dependendo da mutação), tal desequilíbrio leva a disfunção da organela; Nessa 

situação a célula somática é capaz de identificar e eliminar essas mitocôndrias por 

autofagia (e.g. mitofagia), com consequente destruição das moléculas mutantes 

(TWIG; SHIRIHAI, 2011). Assim, tais mecanismos de eliminação, como autofagia, 

poderiam estar presentes no mtDNA mutantes herdados da mãe.  

 Destarte, neste trabalho nos propomos a investigar o papel das mitofusinas no 

oócito via nocaute tecido-específico. Para tanto, genes chave para fusão mitocondrial 

(Mfn1 e Mfn2) foram exclusivamente nocauteados em oócitos murinos contendo 2 

haplótipos de mtDNA, C57BL/6 (B6) e NZB/BINJ (NZB). Oócitos selvagens (WT) ou 

knockouts para Mfn1 (Mfn1 cKO), Mfn2 (Mfn2 cKO) ou ambos (Mfn1&2 cKO) foram 

os grupos de estudo. Nosso trabalho trata-se de estudar um modelo que visa 

compreender algumas questões biomoleculares envolvidas na fertilidade e herança 

mitocondrial no oócito, contribuindo num aspecto mais geral acerca do papel exercido 

pelas mitocôndrias e mitofusinas no oócito; o que tem implicação tanto para a 

infertilidade e soluções envolvidas nessa questão, como para a prevenção e 

intervenção sobre a herança de severas patologias humanas causadas por mutações 

no mtDNA. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 FOLICULOGÊNESE 

 

Quando se trata de competência de desenvolvimento embrionário, nas fêmeas 

a célula determinante para tal processo é o oócito. Esta não somente transmite o DNA 

nuclear materno (nDNA), como também o DNA mitocondrial, além de poder sofrer 

interferências na sua formação, como o efeito da andropausa, estresse, exercício ou 

a falta dele, dieta, entre outros (KEEFE; KUMAR; KALMBACH, 2015; MAY-PANLOUP 

et al., 2016; MELDRUM et al., 2016). Mesmo a idade da mãe, sabendo ainda que a 

função mitocondrial e produção energética tendem a deteriorar no envelhecimento, 

tem sido bastante estudada (MELDRUM et al., 2016). Desta forma se faz 

extremamente necessário compreender o processo pelo qual esta célula é formada.  

Foliculogênese compreende a formação, crescimento e maturação folicular, 

tendo seu início no folículo primordial até que o mesmo se torne um folículo pré-

ovulatório o que resultará na obtenção de um oócito competente para a fecundação. 

Para a completude adequada de tal processo é necessário o suporte das células 

foliculares de forma a prover nutrientes e reguladores de crescimento ao oócito; da 

mesma forma que o oócito também regula o crescimento folicular, evidenciando a 

importância da comunicação dessas células (SU et al., 2009; COLLADO-

FERNANDEZ; PICTON; DUMOLLARD, 2012). 

No início do desenvolvimento embrionário as células germinativas primordiais 

(PGCs) migram para regiões que formarão as gônadas. Por mitoses as PGCs formam 

oogônias que, desta vez por meioses, geram oócitos primários. Nesta etapa, esses 

oócitos estão estacionados na 1° prófase meiótica (diplóteno). Ao nascimento um 

grande número desses oócitos é reduzido e os restantes são revestidos de uma 

camada, pré-granulosa, e passam a ser chamados de folículos primordiais. A ativação 

da foliculogênese se dá pelo oócito em crescimento e pela proliferação das células 

pré-granulosas (chamadas de granulosas quando assumem um formato cuboide). 

Nessa fase pré-antral a foliculogênese é independente das gonadotrofinas, sendo 

dirigida por estímulos parácrinos e autócrinos (SU et al., 2009; BINELLI; MURPHY, 

2010).  
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Uma vez que as células da granulosa aumentam em número e criam novas 

camadas, o folículo passa a ser chamado de folículo secundário. Também é o 

momento no qual se inicia a formação da zona pelúcida (glicoproteínas que recobrem 

o oócito para proteção, por exemplo contra a poliespermia). Posteriormente os 

folículos são classificados como terciários ou antrais, devido a formação do antro entre 

as células da granulosa. O fluído do antro é derivado do soro atraído pelo gradiente 

osmótico entre as células da teca e o folículo. A formação do antro coincide com a 

aquisição de sensibilidade dos folículos ao hormônio folículo estimulante (FSH), de 

forma que os hormônios influenciam o desenvolvimento folicular. A formação do antro 

subdivide as células da granulosa em duas populações: células murais e células do 

cumulus. As células murais da granulosa são responsáveis pela síntese de hormônios 

e outros ligantes, enquanto que as células do cumulus suportam o desenvolvimento 

oocitário. A diferenciação dessas duas células é dada por dois gradientes opostos, o 

FSH e os fatores parácrinos do oócito (SU et al., 2009; COLLADO-FERNANDEZ; 

PICTON; DUMOLLARD, 2012). Dentre os fatores secretados do oócito para regulação 

das células do cumulus e possível desenvolvimento folicular podemos citar o fator de 

crescimento e diferenciação 9 (GDF9), a proteína morfogênica óssea 15 (BMP15) e o 

fator de crescimento de fibroblastos 8b (FFG8b) (SU et al., 2009). 

Quando o folículo antral inicial aumenta seu volume de três a dez vezes e tem 

o remodelamento morfológico e bioquímico das células da teca e granulosa, ele passa 

a ser reconhecido como folículo pré-ovulatório. O aumento do volume se deve a 

proliferação das células da granulosa e expansão do antro. O oócito regula o 

desenvolvimento do folículo pré-ovulatório pela secreção de fatores, transformadores 

de crescimento β (TGF-β1), activina A e GDF9. Os fatores parácrinos do oócito e FSH 

são os principais ao desenvolvimento folicular nessa fase (BINELLI; MURPHY, 2010). 

Como resultado o folículo inicia a secreção de estradiol e inibina, assim como as 

células da granulosa passam a expressar receptores para o hormônio luteinizante 

(LHr). A inibina e o estradiol diminuem a quantidade de FSH e simultaneamente 

induzem a liberação do hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH) e a consequente 

liberação de LH. Assim o folículo pré-ovulatório é caracterizado pela expansão do 

volume, bloqueio da proliferação das células da granulosa, expansão das células do 

cumulus e perda da comunicação oócito-cumulus por TZPs (Transzonal Projections). 

O bloqueio meiótico exercido pelas células do cumulus é perdido pela expansão das 
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mesmas, gerando eventos de maturação nuclear e citoplasmática do oócito. A 

maturação nuclear é marcada pela quebra da vesícula germinativa (GVBD), 

progressão da divisão meiótica até metáfase II (MII) e extrusão do 1° corpúsculo polar. 

A maturação citoplasmática envolve a redistribuição de organelas como mitocôndrias 

e grânulos corticais. A expansão das células do cumulus impede que essas organelas 

continuem a suprir o oócito com fatores como aminoácidos, piruvato e colesterol; 

portanto os oócitos que não acumularam os componentes necessários durante o 

crescimento poderão ter sua competência comprometida, uma vez que uma reserva 

energética deficiente de um oócito pode inviabilizar a maturação do mesmo (VAN 

BLERKOM, 2011). 

 

2.2 A MITOCÔNDRIA 

 

Mitocôndrias são organelas localizadas no citoplasma de células eucarióticas, 

originárias de um processo evolutivo de endossimbiose entre bactérias ancestrais e 

células hospedeiras, tendo  ocorrido há aproximadamente 2 bilhões de anos 

(STEWART et al., 2008b). Esta organela atua em distintos processos, como na 

regulação intracelular de cálcio e degradação de ácidos graxos, na apoptose e na 

imunidade inata (ALBERTS et al., 2010). Entretanto, sua principal função consiste na 

produção energética, via fosforilação oxidativa (OXPHOS), capaz de gerar 90% da 

energia celular (WALLACE et al., 2014).  

O processo da OXPHOS (Figura 1) é um transcurso intricado, no qual há uma 

alta interação entre quatro complexos enzimáticos (complexos I, II, III e IV) que 

carreiam elétrons provenientes da oxidação de substratos energéticos (carboidratos, 

lipídios e aminoácidos) (SCHON; DIMAURO; HIRANO, 2012; BERGMAN; BEN-

SHACHAR, 2016) A produção energética é viabilizada, em suma, por meio do 

acoplamento da transferência de elétrons pelos complexos à translocação de prótons 

(H+) através da membrana interna, o que leva a um gradiente eletroquímico que, por 

sua vez, gera uma força motriz condutora da síntese de ATP pela ATP sintase 

(complexo V) (LEHNINGER; NELSON; COX, 2005; ALBERTS et al., 2010; 

BERGMAN; BEN-SHACHAR, 2016). Tais complexos são constituídos por mais de 70 

proteínas codificadas pelo DNA nuclear e 13 proteínas codificadas pelo DNA 

mitocondrial (SCHON; DIMAURO; HIRANO, 2012). 
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Figura 1 – Esquema da Fosforilação Oxidativa e seus Complexos 

 

Fonte: Adaptado de (SCHON, 2004). 

Legenda: A figura demonstra, de forma resumida, os complexos envolvidos na fosforilação oxidativa e 
o transcorrer de elétrons até a obtenção de trifosfato de adenosina (ATP) após a fosforilação 
(via gradiente de prótons) da adenosina difosfato (ADP) no complexo V. O fluxo de elétrons 
ocorre com auxílio dos carreadores Ubiquinona ou Coenzima Q (CoQ) e citocromo c (Cyt c), 
demonstrados por um círculo na imagem.  Abaixo de cada complexo é possível observar o 
número de subunidades codificadas tanto pelo nDNA (em azul) quanto pelo mtDNA (em 
vermelho). Os complexos são nomeados da seguinte forma: I (NADH-coenzima Q 
oxidoredutase), II (Succinato-Q oxidorredutase), III (Q-citocromo c oxidorredutase), IV 
(Citocromo c oxidase) e complexo V ou ATP sintase. 

 

2.3 GENÉTICA MITOCONDRIAL 

 

 A mitocôndria é provida de seu próprio DNA (NASS, 1963a, 1963b; ALBERTS 

et al., 2010), o qual trata-se de uma molécula circular compacta presente na matriz 

mitocondrial, sendo organizada num complexo núcleo-protéico denominado nucleóide 

(Figura 2) (FALKENBERG; LARSSON; GUSTAFSSON, 2007; BOGENHAGEN, 

2012). Sua constituição compacta se deve ao fato de não possuir íntrons, e poucas 

(limitadas a poucos nucleotídeos) ou nenhuma região intergênica. Há somente uma 

única região não codificadora, D-loop, que atua no controle de sua transcrição e 

replicação (SHADEL; ROAD; CLAYTON, 1997; TAANMAN, 1999; FALKENBERG; 

LARSSON; GUSTAFSSON, 2007; SCHON; DIMAURO; HIRANO, 2012). Em 

mamíferos, o mtDNA contém  aproximadamente 16,5 kb capazes de codificar 13 

RNAs mensageiros (mRNAs), 2 RNAs ribossômicos (rRNAs) e 22 RNAs 

transportadores (tRNAs) (TAANMAN, 1999; WALLACE, 2005; BOGENHAGEN, 2012; 

SCHON; DIMAURO; HIRANO, 2012). Como já evidenciado, os 13 polipeptídios 

codificados pelo mtDNA são fundamentais para o OXPHOS e compõem, juntamente 

com polipeptídios codificados pelo nDNA, quatro dos cinco complexos enzimáticos da 
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membrana mitocondrial interna (MISHRA; CHAN, 2014).  

 

Figura 2 - O Genoma mitocondrial humano 

 

Fonte: Adaptado de (ST. JOHN, 2013)  

Legenda: Esquema ilustrativo do mtDNA. Possui formato circular, sendo composto por duas fitas, uma 
pesada (H) e uma leve (L). A fita pesada codifica 12 subunidades da OXPHOS. No complexo I 
(NADH-Coenzima Q oxidoreductase) são os que seguem: ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L e ND5). 
Do complexo III (CoQ-citocromo c oxidoreductase) é codificada a CYTB. Três subunidades - 
COX I, COX II, e COX III – provêm do complexo IV (citocromo c oxidase, ou COX); e duas 
subunidades - ATPase 6 e ATPase 8 - do complexo V (ATP sintase). Além destes, também são 
codificados dois RNAs ribossomais (rRNAs), 16-S e 12-S; como também 14 RNAs de 
transferência (tRNAs). Já na fita leve é codificada a subunidade ND6, co complexo 1, e oito 
tRNAs. Há uma região não codificadora, D-loop, que atua no controle e replicação do mtDNA. 
Esta contém os promotores da fita pesada e fita leve (HSP e LSP), assim como a origem da 
replicação da fita pesada (OH) e da fita leve (OL). A replicação do mtDNA é assimétrica, tendo 
início com a síntese na fita pesada até a origem da fita leve, tendo sentido anti-horário. Na 
figura é possível identificar por cores as subunidades codificadas em cada local, como 
determinado acima. 

 

Normalmente em cada célula existem de centenas a milhares de cópias de 

mtDNA, e seu genoma é continuamente renovado e replicado (LARSSON, 2010). A 

replicação pode ocorrer a qualquer momento e de acordo com o necessidade celular, 
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de forma que tecidos de maior exigência energética contêm muito mais cópias do que 

outros tecidos (MAY-PANLOUP et al., 2007). O fato de uma célula ou até mesmo uma 

organela poder ter muitas cópias de mtDNA possibilita um fenômeno de 

complementação mitocondrial. Esse ocorre quando moléculas mutantes e selvagens 

coexistem numa célula (heteroplasmia), não sendo possível nos casos de 

homoplasmia (e.g., presença somente de moléculas selvagens). Nesse caso, tal 

fenômeno permite que as moléculas selvagens codifiquem de forma mais eficiente e 

em maior quantidade proteínas saudáveis evitando, de forma compensatória, um 

defeito funcional que poderia ser levado pela ação das moléculas mutantes 

(LARSSON, 2010; POULTON et al., 2010; SCHON; DIMAURO; HIRANO, 2012). Essa 

complementação é, também, favorecida pelos processos de fissão e fusão 

mitocondrial que viabilizam a troca de mtDNAs, RNAs e proteínas entre mitocôndrias 

(TWIG; SHIRIHAI, 2011; VRIES et al., 2012; BUSCH et al., 2014).  

 

2.4 HERANÇA MITOCONDRIAL 

 

O mtDNA ainda apresenta outras particularidades quando à herança. Sabe-se 

que, por razão das mitocôndrias paternas (provenientes do espermatozoide) serem 

destruídas logo após a fecundação, a herança mitocondrial nos mamíferos é 

exclusivamente materna (SUTOVSKY et al., 1999; AL RAWI et al., 2011). Além disso, 

em um mesmo indivíduo, o mtDNA é mantido sob condição de homoplasmia, ou seja, 

sem variação polimórfica (WALLACE, 2005; STEWART et al., 2008b; CREE; 

SAMUELS; CHINNERY, 2009). Contudo, alguns fatores podem alterar tal realidade, 

como a ação das espécies reativas de oxigênio (ERO). Como as mitocôndrias são 

sítio de atividade oxidativa intensa, elas são – por consequência – a principal fonte de 

ERO (WALLACE, 2005). Por conseguinte, a presença das ERO pode resultar em 

lesões estruturais e, se não reparadas, mutações no mtDNA tornando passível a 

coabitação de moléculas selvagens e mutantes dentro de uma mesma célula, 

condição a qual é denominada de heteroplasmia (EKERT, 1962; FOOTE, 1968; 

HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985; HARMAN, 2002; WALLACE, 2005; CREE; 

SAMUELS; CHINNERY, 2009; KOWALTOWSKI et al., 2009; ALBERTS et al., 2010; 

LARSSON, 2010; OGILBY, 2010; SCHON; DIMAURO; HIRANO, 2012). Em 
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consequência da alta susceptibilidade do mtDNA a ocorrência de mutações, além de 

outros fatores, mutações patogênicas no mtDNA estão presentes em uma a cada 200 

pessoas (CREE; SAMUELS; CHINNERY, 2009; POULTON et al., 2010; SCHON; 

DIMAURO; HIRANO, 2012). Tais mutações geradas no mtDNA são, em sua maioria, 

de caráter recessivo, de forma que para causar um detrimento significativo na função 

mitocondrial da célula em questão é preciso que grande parte das cópias de mtDNA 

sejam mutadas, o que varia de acordo com a mutação e tipo celular (CHAN, 2006a, 

2006b). 

Nos casos de heteroplasmia há uma forte tendência de se restabelecer a 

homoplasmia, por rápida segregação, após poucas gerações (HAUSWIRTH; LAIPIS, 

1982; JENUTH et al., 1996; MEIRELLES; SMITH, 1997; STEWART et al., 2008b; 

CREE; SAMUELS; CHINNERY, 2009). Os mecanismos para que tal segregação 

ocorra foram relatados primeiramente em bovinos (KOEHLER et al., 1991), 

observando que descendentes de uma mesma mãe heteroplásmica são passíveis de 

apresentarem níveis variados da mutação entre si e também em relação a sua mãe 

(CHIARATTI et al., 2011). Foi visto inclusive que uma mãe, tendo baixa quantidade 

de mtDNA mutado, pode gerar descendentes praticamente homoplásmicos para a 

forma selvagem de mtDNA (CHIARATTI et al., 2011; MISHRA; CHAN, 2014). Isso se 

deve a ocorrência de um gargalo genético mitocondrial (Figura 3) que reduz 

rapidamente os mtDNAs polimórficos (HAUSWIRTH; LAIPIS, 1982; JENUTH et al., 

1996; CAO et al., 2007; CREE et al., 2008; STEWART et al., 2008b; WAI; TEOLI; 

SHOUBRIDGE, 2008; CREE; SAMUELS; CHINNERY, 2009). A teoria do gargalo 

genético mitocondrial defende a existência de dois movimentos subsequentes que 

promovem a segregação mitocondrial. Num primeiro momento do desenvolvimento da 

linhagem germinativa da fêmea o mtDNA é intensamente replicado, atingindo cerca 

de 200.000 cópias no oócito maturo (MICHAELS; HAUSWIRTH; LAIPIS, 1982). 

Posteriormente, acredita-se que não haja replicação do mtDNA desde o momento da 

fecundação do oócito até o sétimo dia do desenvolvimento embrionário de forma que 

restem poucas cópias de mtDNA a serem segregadas nos diferentes tipos celulares 

do embrião, incluindo as PGCs (PIKÓ; TAYLOR, 1987; JENUTH et al., 1996; CREE 

et al., 2008; WAI et al., 2010). A grande redução do número de cópias de mtDNA que 

ocorre durante essa etapa do desenvolvimento embrionário, juntamente com a 

seleção de poucas células a darem origem às PGCs, resultam numa alta segregação 
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já que um reduzido e seleto grupo de moléculas deverá povoar os oócitos da próxima 

geração (JENUTH et al., 1996; CREE et al., 2008; STEWART et al., 2008b; WAI; 

TEOLI; SHOUBRIDGE, 2008). Esse intenso movimento de segregação e purificação 

visando a restauração rápida da homoplasmia em poucas gerações já foi bem 

exemplificado em estudos (STEWART et al., 2008a), no qual utilizaram camundongos 

machos de linhagem portadora de uma DNA polimerase mitocondrial defeituosa 

(PolgAD257A)  para serem acasalados com fêmeas selvagens de forma a introduzir 

mutações no mtDNA. Após duas gerações de retrocruzamentos, fêmeas 

descendentes foram acasaladas com machos selvagens para eliminar a mutação 

nuclear PolgAD257A e estudar o padrão de herança das mutações introduzidas no 

mtDNA. Nesse estudo, constataram uma seleção negativa mais intensa contra 

mutações em genes codificantes de proteínas do que em genes codificantes de tRNAs 

e rRNAs, evidenciando uma atividade de seleção genética. Pela seleção se comportar 

dessa maneira pode-se explicar porque, em humanos, mutações mitocondriais 

geradoras de patologias familiares leves são frequentes enquanto que as causadas 

por grandes deleções são esporádicas (SCHON; DIMAURO; HIRANO, 2012). Além 

dessa, outras pesquisas já demonstraram a segregação e mecanismos de herança 

mitocondrial (RAHMAN et al., 2001; RAJASIMHA; CHINNERY; SAMUELS, 2008; 

MALENA et al., 2009; FREYER et al., 2012; SHARPLEY et al., 2012a), assim como já 

observaram o comportamento da seleção ser dependente do efeito da mutação sobre 

a função mitocondrial (STEWART et al., 2008b). 
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Figura 3 – Biogênese mitocondrial durante Oogênese e Foliculogênese 

 

 

Fonte: Adaptado de (MAY-PANLOUP et al., 2016). 
 
Legenda: A figura representa de forma resumida a biogênese mitocondrial que ocorre durante os 

processos de oogênese, foliculogêese e início do desenvolvimento embrionário. Na imagem, a 
letra F indica folículo seguidos de I indicando primário, II indicando secundário e III indicando 
terciário. De forma geral, no decorrer da embriogênese, o número de cópias de mtDNA de cada 
célula embrionária é bastante reduzido. Por sua vez, na oogênese, ocorre um processo de 
gargalo genético (em verde), no qual há uma restrição (queda) e amplificação do número de 
cópias de mtDNA, de forma que apenas um pool seleto de moléculas seja multiplicado. Essas 
cópias que passaram por tal processo, então se distribuem nos blastômeros. Para a construção 
desse pool seleto, também deve-se considerar uma significativa relação entre as células da 
granulosa e o oócito (representada em laranja).  

 

Outro aspecto da heteroplasmia do mtDNA é bem observada em tecidos 

somáticos. Nesses já foi constatado que a heteroplasmia é passível de significativa 

variação, de forma tecido específica, ao longo do tempo (TAANMAN, 1999; 

LARSSON, 2010; SCHON; DIMAURO; HIRANO, 2012). 

Diversos estudos têm confirmado que mutações no mtDNA que levam a 

disfunção mitocondrial são eliminadas em células germinativas, por mecanismos 

ainda não muito conhecidos, mais eficientemente do que mutações “neutras”, como 

importante mecanismo de controle e reparação celular (JENUTH et al., 1996; BROWN 

et al., 2001; SATO et al., 2007; FAN et al., 2008; STEWART et al., 2008a; POULTON 

et al., 2010; FREYER et al., 2012; HILL; CHEN; XU, 2014; MA; XU; O’FARRELL, 

2014). Também observaram uma seleção mais intensa de mutações ocorridas em 
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genes codificadores de proteínas, do que genes codificadores de tRNAs e rRNAs 

(STEWART et al., 2008a), corroborando com a observação de maior seleção e 

reparação de mutações de acordo com o detrimento que pode ser causado na função 

organelar. Apesar dos mecanismos não serem muito conhecidos, estudos têm 

explorado hipóteses de seleção e eliminação das mutações tanto em nível celular 

como organelar; como da seleção purificadora, eliminando as mitocôndrias paternas 

por autofagia, o que poderia ocorrer também com mitocôndrias mutantes (SUTOVSKY 

et al., 1999, 2000; AL RAWI et al., 2011) ou uma eliminação de mitocôndrias a partir 

de sua deficiência funcional (SHOUBRIDGE; WAI, 2008; STEWART et al., 2008b; 

HILL; CHEN; XU, 2014; MA; XU; O’FARRELL, 2014). 

 

2.5 DINÂMICA MITOCONDRIAL, SUA IMPORTÂNCIA NO OÓCITO E NA HERANÇA 

 

Mitocôndrias são organelas dinâmicas, capazes de remodelar suas 

membranas em ciclos de fusão e fissão, afetando sua forma, o tamanho e o número 

de organelas (CHAN, 2012). Tais processos viabilizam a troca e mistura de materiais 

entre elas (como mtDNA, RNAs e proteínas), capacidade a qual é reconhecida como 

crucial para manutenção da integridade do mtDNA e função mitocondrial (MISHRA; 

CHAN, 2014). Em consonância com a gerência da integridade mitocondrial, seu 

dinamismo também interfere na herança e na segregação do genoma mitocondrial. 

O balanço entre fusão e fissão mitocondrial ocorre de forma recorrente, 

alterando a conformação mitocondrial dependendo do equilíbrio com que esses 

eventos ocorrem. Quando a fusão é favorecida, a união de organelas vizinhas 

favorece o alongamento mitocondrial, tubular, sendo que esse processo está 

relacionado a manutenção do conteúdo do mtDNA, heterogeneidade de nucleóides e 

atividade mitocondrial (ISHIHARA et al., 2009; MISHRA; CHAN, 2014),. Por sua vez, 

a fissão resulta em mitocôndrias circulares, menores e fragmentadas, tendo sido 

relacionada com a facilitação do transporte mitocondrial, apoptose e mitofagia (CHEN 

et al., 2003, 2010; CHEN; CHOMYN; CHAN, 2005; CHEN; MCCAFFERY; CHAN, 

2007; MISHRA; CHAN, 2014). Ambos eventos devem ocorrer de forma específica e 

equilibrada visando garantir a integridade celular. 
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Visto que a dinâmica mitocondrial é capaz de alterar a conformação e o número 

de organelas, ela deve ser determinante para a segregação e herança mitocondrial 

no oócito e início do desenvolvimento embrionário (CHEN; MCCAFFERY; CHAN, 

2007; ISHIHARA et al., 2009; CHEN et al., 2010; CHEN; CHAN, 2010). Durante a 

oogênese, como dito acima, o número de cópias do mtDNA passa por grande 

aumento, chegando a 250.000 cópias (MICHAELS; HAUSWIRTH; LAIPIS, 1982; CAO 

et al., 2007; CREE et al., 2008; WAI; TEOLI; SHOUBRIDGE, 2008). Devido 

provavelmente a um desbalanço da fusão em favor da fissão mitocondrial, essas 

moléculas são partilhadas entre ~100.000 mitocôndrias (CHEN et al., 2003; CHEN; 

CHOMYN; CHAN, 2005; CAO et al., 2007). Esse evento recebe o nome de meiose 

mitocondrial, devido ao reduzido número de cópias de mtDNA (e.g., 1 a 2 cópias) 

presente nas mitocôndrias de oócitos (JANSEN; DE BOER, 1998; CAO et al., 2007). 

A baixa densidade de mtDNA por organela favorece sua segregação entre as células 

do embrião em desenvolvimento (JENUTH et al., 1996; CAO et al., 2007; CREE et al., 

2008; WAI; TEOLI; SHOUBRIDGE, 2008). Ademais, esta condição possivelmente 

impede a complementação mitocondrial, favorecendo a eliminação de mtDNAs 

mutantes com base no seu efeito sobre a função mitocondrial. Isso seria possível por 

meio da autofagia dirigida a mitocôndrias disfuncionais (e.g., mitofagia), como já 

comprovado em tecidos somáticos (CHAN, 2006a; SATO et al., 2007; FAN et al., 

2008; STEWART et al., 2008b, 2008a; CHIARATTI et al., 2011).  

 

2.6 MITOFUSINAS E SUAS FUNÇÔES 

 

 As mitofusinas MFN1 e MFN2 (FIGURA 4) são proteínas homólogas da família 

proteica ligada às dinaminas (DRPs), sendo principalmente responsáveis pela fusão 

mitocondrial. Esse grupo proteico sequestra e hidrolisa GTP (GTPase), liberando 

energia para o processo de modelagem de membranas mitocondriais (VAN DER 

BLIEK, 1999; DANINO; HINSHAW, 2001; SANTEL et al., 2003; PRAEFCKE; 

MCMAHON, 2004; HOPPINS; LACKNER; NUNNARI, 2007). A fusão mitocondrial se 

dá primeiramente pela fusão das membranas externas, sendo este processo mediado 

pelos genes Mfn1 e Mfn2, enquanto a fusão das membranas internas é regulada pelo 

gene da atrofia óptica (Opa1) (MISHRA; CHAN, 2014). 
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Figura 4 – Mitofusinas e OPA no processo de fusão 

 

 
Fonte: Adaptado de (CHIONG et al., 2014). 
 

Legenda: Figura ilustrativa demonstrando o processo de fusão, regulando a morfologia e dinâmica 
mitocondrial. Tal ocorre primeiramente com ação das mitofusinas (MFN1 e 2), na membrana 
externa mitocondrial e posterior ação da atrofia óptica (OPA1) na membrana interna. Ambas 
mitofusinas são GTPases localizadas na membrana mitocondrial externa (OMM). A região da 
bobina enrolada C-terminal de Mfn-1 e Mfn-2 medeia a ligação entre mitocôndrias por meio de 
complexos homotípicos ou heterotípicos formados entre mitocôndrias adjacentes. Tal interação 
medeia a fusão do OMM. Já a OPA-1 é uma proteína relacionada à dinamina localizada na 
membrana mitocondrial interna (IMM). Esta participa do anexo e fusão do IMM. 

 

MFN1 e MFN2 são parecidas em termos estruturais, ambas formam homo e 

heterodímeros, e possuem algumas funções semelhantes (DETMER; CHAN, 2007). 

Além das mitofusinas terem papel fundamental na fusão mitocondrial, estudos têm 

demonstrado evidências do envolvimento dessas em outras funções. A MFN1 possui 

maior afinidade por GTP (ISHIHARA; EURA; MIHARA, 2004), sendo encontrada 

somente em mitocôndrias (LABBÉ; MURLEY; NUNNARI, 2014). Acredita-se que a 

MFN1 atue primeiramente, na ancoragem das mitocôndrias (CHEN et al., 2003; 

CIPOLAT et al., 2004). Além disso, as duas mitofusinas interagem com outras 

organelas de forma distinta, inclusive sendo expressas em maior ou menor quantidade 
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dependendo do tipo celular (SCHREPFER; SCORRANO, 2016). A MFN2 é descrita 

como uma importante reguladora do metabolismo energético (ZORZANO et al., 2015), 

do transporte mitocondrial (NI; WILLIAMS; DING, 2015) e da mitofagia. Além disso, a 

MFN2 também está presente na membrana do reticulo endoplasmático (RE), 

exercendo importante papel na regulação da morfologia e função do mesmo 

(SCHREPFER; SCORRANO, 2016).  

O papel do Mfn2 na regulação da mitofagia parece estar associado com a 

atração de Parkin (Figura 5) para as mitocôndrias disfuncionais (MISHRA; CHAN, 

2014). Nesta via participam as proteínas PINK1 (PTEN- induced putative kinase 

protein 1) e Parkin, onde PINK1 é normalmente importada pela mitocôndria e 

degradada em seu interior (NI; WILLIAMS; DING, 2015). No caso de uma mitocôndria 

despolarizada, PINK1 se acumula no interior desta e fosforila a MFN2 (NI; WILLIAMS; 

DING, 2015). Parkin é, então, recrutada do citoplasma e poli-ubiquitina a MFN2 e 

outras proteínas da membrana externa. Por consequência, outros complexos, histona 

deacetilase 6 (HDAC6) e o sequestosome 1 (P62/SQSTM1) são atraídas e interagem 

com os domínios de poli-ubiquitinação mitocondrial e com componentes dos 

autofagossomos como a forma lipidada de Map1lc3b (LC3). A LC3 está presente na 

membrana dos autofagossomos (LC3-II) em sua forma lipidada. Como consequência, 

a mitocôndria é engolfada pelo autofagossomo e encaminhada para destruição nos 

lisossomos (NI; WILLIAMS; DING, 2015). 
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Figura 5 – Relação da MFN2 na mitofagia induzida pelo Parkin 

 

Fonte: Adaptado de (DORN, 2015). 

Legenda: No modelo apresentado uma mitocôndria danificada e despolarizada, seja pela presença de 
mutações no mtDNA ou outro motivo, leva ao acúmulo de PINK1, fosforilação de MFN2 e 
recrutamento do Parkin na membrana mitocondrial externa. Parkin poli-ubiquitina as várias 
proteínas da membrana mitocondrial externa, levando à degradação da organela. 

 

A mitofusina 2 também desempenha uma importante função no tocante a 

comunicação entre a mitocôndria e o RE. Sabe-se que o RE é responsável pela 

síntese, dobramento e transporte de proteínas secretórias e de membrana. Também 

atua no armazenamento de Ca2+ e na biossíntese de lipídeos. O RE possui locais de 
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contato com outras organelas citoplasmáticas, incluindo a membrana mitocondrial 

externa. Esses contatos são bem caracterizados, sendo esta região de contato 

denominada MAM (mitochondrial-associated membranes), a qual é importante na 

regulação do metabolismo lipídico e na sinalização por Ca2+ (ZORZANO et al., 2015). 

Esta conexão das membranas reticular e mitocondrial é mediada pelo Mfn2, estando 

presente em ambas (ZORZANO et al., 2015). A MAM é rica em receptores de 

liberação de Ca2+ do RE (receptores inositol 1,4,5-trifosfato, IP3) e transportadores de 

Ca2+ mitocondriais (VDAC). Dessa forma, o Mfn2 atua na manutenção bioenergética 

mitocondrial, na regulação da homeostase do Ca2+ mitocondrial e na indução de 

apoptose (ZORZANO et al., 2015; SCHREPFER; SCORRANO, 2016). Como as 

membranas formadoras de autofagossomos têm origem na MAM, o Mfn2 também 

afeta a formação dos autofagossomos (HAILEY et al., 2010), a fusão destes com 

lisossomos (ZHAO et al., 2012), sendo tais processos associados à mitofagia e 

lipofagia (NI; WILLIAMS; DING, 2015). 

 

2.7 MITOFUSINAS NA REGULAÇÃO MITOCONDRIAL  

 

Dentre as teorias estudadas para eliminação de mtDNA mutante, uma das mais 

investigadas é o processo de autofagia (ou mitofagia, no caso das mitocôndrias). 

Como descrito acima, as mitofusinas, em especial a MFN2, participa tanto na 

formação de autofagossomos como também na regulação da mitofagia, podendo ser 

importante controle na qualidade mitocondrial. Se verdadeiro esse processo é iniciado 

uma vez que mitocôndrias disfuncionais apresentam elevadas concentrações de 

ERO, baixo potencial de membrana (m) e diminuição da proteína de fusão OPA1, 

resultando na translocação de PINK1 e recrutamento de Parkin de forma a 

desencadear o processo autofágico (SUEN et al., 2010; TWIG; SHIRIHAI, 2011; 

YANG; YANG, 2011; YOULE; NARENDRA, 2011; SCHON; DIMAURO; HIRANO, 

2012; VRIES et al., 2012; DAI et al., 2014; SCARFFE et al., 2014). 

O processo de autofagia já foi identificado e descrito ao longo do 

desenvolvimento embrionário tanto na eliminação de mitocôndrias paternas como 

também em alguns fatores maternos herdados via oócito (SUTOVSKY et al., 1999, 

2000; TSUKAMOTO et al., 2008; AL RAWI et al., 2011). A evidente presença dessa 
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maquinaria no embrião, somada a algumas características particulares das 

mitocôndrias no oócito, como  seu formato arredondado (característica indicativa de 

baixa atividade de fusão) e presença de somente uma a duas moléculas de mtDNA 

por organela (PIKÓ; CHASE, 1973; PIKÓ; TAYLOR, 1987; CAO et al., 2007; 

SHOUBRIDGE; WAI, 2007; CHIARATTI; MEIRELLES, 2010) reforça a hipótese da 

existência da mitofagia como recurso de eliminação de moléculas mutantes via 

identificação de mitocôndrias disfuncionais. Dessa maneira a mitocôndria teria um 

elaborado e complexo controle de qualidade (FIGURA 6) visando garantir o 

funcionamento organelar. 

Figura 6 – Controle de Qualidade Mitocondrial 

 

Fonte: Adaptado de (BUSCH et al., 2014). 

Legenda: O esquema ilustrativo demonstra a ligação genótipo-fenótipo como mecanismo de controle 
de qualidade mitocondrial, identificando mitocôndrias disfuncionais e as eliminando por 
mitofagia. Na situação (a) as mitocôndrias com mtDNA do tipo selvagem podem sofrer 
despolarização (espontânea ou induzida), mas a recuperação seguida pela fusão os traz de 
volta à rede mitocondrial dinâmica. Na situação (b) a presença de mtDNA mutante próximo 
ao mtDNA do tipo selvagem na mesma mitocôndria permitiria a complementação funcional 
intramitocondrial. Enquanto a diminuição da força motriz do próton (PMF) e do potencial de 
membrana, respectivamente, não for muito severa, a eliminação por mitofagia não funcionará 
e o mtDNA mutante pode escapar ao controle de qualidade. Na situação (c) a fissão pode 
gerar fragmentos com baixa PMF, incapaz de se fundir novamente, propenso a ser eliminado 
por autofagossomos. 

 

Fragmented mitochondrion 

 

Elongated mitochondrion 
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2.8 MODELO ANIMAL HERETOPLÁSMICO E DE MITOFUSINAS 

 

 Ainda hoje não há muitos modelos animais para o estudo de herança 

mitocondrial e doenças mitocondriais. Contudo, um modelo bem explorado pela 

comunidade científica é a linhagem heteroplásmica de camundongos B6/NZB 

(C57BL/6-NZB/BINJ) (JENUTH et al., 1996; JENUTH; PETERSON; SHOUBRIDGE, 

1997; MEIRELLES; SMITH, 1997, 1998; BATTERSBY; LOREDO-OSTI; 

SHOUBRIDGE, 2003; BAYONA-BAFALUY et al., 2005; CREE et al., 2008; WAI; 

TEOLI; SHOUBRIDGE, 2008; SHARPLEY et al., 2012a; MACHADO et al., 2015). O 

desenvolvimento da mesma é obtido por artifício da transferência de citoplasma entre 

embriões contendo mtDNA de ambas linhagens amplamente difundidas, NZB/BINJ 

(NZB) e C57BL/6 (B6).  

O mtDNA da linhagem NZB difere da linhagem B6 em 91 nucleotídeos 

(MORENO-LOSHUERTOS et al., 2006), capazes de levar a mutações geradoras de 

defeitos mitocondriais, alterando o fenótipo cognitivo e comportamental dos animais 

(JOHNSON et al., 2001; ROUBERTOUX et al., 2003; SHARPLEY et al., 2012a). Esses 

efeitos são possivelmente ocasionados por um menor desempenho da OXPHOS 

devido a um polimorfismo no gene mt-Tr que afeta a codificação de um tRNA de 

arginina e, consequentemente, altera a função mitocondrial (MORENO-

LOSHUERTOS et al., 2006). Além disso, sob condições normais de cultivo, o número 

de cópias de mtDNA é maior em células homoplásmicas de mtDNA NZB do que em 

células com mtDNA B6, o que seria um efeito compensatório da célula uma vez que 

é exposta a condição de mutação no mtDNA NZB. Tal resposta compensatória está 

relacionada com a maior produção de ERO por estas células. 

Este modelo animal tem sido empregado em diversas áreas de interesse, 

como, por exemplo, no estudo na herança mitocondrial (BATTERSBY; LOREDO-

OSTI; SHOUBRIDGE, 2003; SHARPLEY et al., 2012a; MACHADO et al., 2015). 

Recentemente, Sharpley et al. (SHARPLEY et al., 2012a),  demostraram que fêmeas 

B6/NZB produzem descendentes com níveis reduzidos de mtDNA NZB, o que sugere 

que o mtDNA NZB é identificado pelo organismo como mutante e eliminado na 

linhagem germinativa. O reconhecimento de que o mtDNA NZB causa prejuízo a 
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função mitocondrial e, portanto, pode ser seletivamente eliminado, tem possibilitado 

um uso ainda mais amplo da linhagem B6/NZB. 

Além dos estudos focados em heteroplasmia, diversas pesquisas têm sido 

realizadas buscando compreender a função das proteínas ligadas à dinâmica 

mitocondrial. Dessa forma, tanto o nocaute como a superexpressão dessas proteínas 

são ferramentas exploradas (UDAGAWA et al., 2014; WAKAI et al., 2014). Foi 

mostrado, por exemplo, que a perda de DRP1 (uma GTPase envolvida na fissão 

mitocondrial) induziu a morte de embriões murinos do dia 12.5 (ASHRAFIAN et al., 

2010).  Outro estudo ainda mostrou que camundongos envelhecidos possuem menor 

atividade de DRP1, levando a defeitos morfogênicos nos oócitos (UDAGAWA et al., 

2014). Um método bastante difundido para modelar a expressão gênica de forma 

tecido específica é através da recombinase de DNA específica para o local Cre em 

camundongos (LEWANDOSKI; WASSARMAN; MARTIN, 1997; DE VRIES et al., 

2000; CHEN; CHOMYN; CHAN, 2005; CHEN; MCCAFFERY; CHAN, 2007; SUN; LIU; 

KIKUCHI, 2008). De forma geral, a Cre medeia a recombinação de dois locais alvo, 

denominados loxP, que envolvem o gene alvo. Há, então, a excisão do segmento de 

DNA flanqueado pelos locais loxP. Esta tecnologia pode tanto ativar ou desativar um 

gene. Para obtenção dos animais com o gene de interesse, in vivo, são acasalados 

dois animais, um sendo portador do gene alvo – sendo este envolto pelos locais loxP- 

e outro animal portador de um transgene cre. Em diversos estudos, assim como feito 

neste projeto, a expressão da Cre foi controlada pelo gene da zona pelúcida 3 (Zp3) 

de camundongo, uma vez que este é exclusivamente expresso no oócito em 

crescimento (iniciando entre folículo primário e secundário) (LEWANDOSKI; 

WASSARMAN; MARTIN, 1997; DE VRIES et al., 2000; CHEN; CHOMYN; CHAN, 

2005; CHEN; MCCAFFERY; CHAN, 2007; SUN; LIU; KIKUCHI, 2008).. 

Assim, muitas pesquisas têm se utilizado, com sucesso, de tais modelos 

animais de forma a compreender tanto os processos envolvidos na herança como na 

dinâmica mitocondrial. Neste estudo, nosso grupo produziu e manteve linhagens 

heretoplásmicas e nocaute para as mitofusinas, como melhor explicado no material e 

métodos.  
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3 HIPÓTESE 

 

Uma vez que a as mitocôndrias no oócito já se apresentam em uma morfologia 

característica de maior taxa de fissão (pequena e arredondada), a parada da fusão 

otimiza e favorece a segregação e eliminação do mtDNA NZB. 

 

 

4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

  

Avaliar o efeito da fusão (mitofusinas) sobre a oogênese e a herança 

mitocondrial. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Desenvolver uma linhagem de camundongos heteroplásmicos com mtDNA 

originado das linhagens C57BL/6N e NZB/BINJ. 

b) Analisar a capacidade de desenvolvimento a termo, o número de animais 

nascidos e o ganho de peso da progênie de fêmeas portadoras de oócitos 

selvagens (WT) ou nocaute para Mfn1 (Mfn1 cKO), Mfn2 (Mfn2 cKO) ou duplo 

nocaute (Mfn1&2 cKO). 

c) Avaliar o número de oócitos ovulados, o diâmetro oocitário e a função 

mitocondrial (número de cópias de mtDNA e distribuição mitocondrial) nos 

oócitos de fêmeas contendo oócitos WT, Mfn1 cKO, Mfn2 cKO e Mfn1&2 cKO. 

d) Analisar o nível de mtDNA NZB nos oócitos (maturos e imaturos) e nos 

tecidos somáticos da progênie (na orelha ao desmame e na cauda, baço e 

fígado aos 100 dias de idade) de fêmeas contendo oócitos WT, Mfn1 cKO, Mfn2 

cKO e Mfn1&2 cKO. 
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 5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

  O presente projeto de doutorado foi desenvolvido no Laboratório de Genética 

e Biotecnologia (LAGENBIO), localizado no Departamento de Genética e Evolução 

(DGE) da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar). O mesmo foi elaborado 

como projeto base debaixo projeto de Jovem Pesquisador do professor Dr. Marcos 

Roberto Chiaratti, intitulado “Bases moleculares da herança mitocondrial: o papel da 

fusão mitocondrial” (Jovem Pesquisador - FAPESP 2012/50231-6). Todos os 

experimentos obtiveram aprovação tanto do comitê de ética da Universidade de São 

Paulo, como da Universidade Federal de São Carlos. Cada análise foi realizada tendo 

em vista o objetivo central do efeito da fusão sobre a fertilidade e herança mitocondrial. 

 

5.1 OBTENÇÃO DO MODELO HETEROPLÁSMICO 

 

  Para a realização do primeiro objetivo do trabalho, desenvolvendo um modelo 

heteroplásmico, foi realizada a técnica de transferência de citoplasma, seguida da 

transferência de embrião em uma fêmea receptora, como ilustrado no esquema 

abaixo (FIGURA 7). Na sequência essa linhagem foi mantida sempre com a análise 

da heteroplasmia dos animais, como melhor explanado nos materiais e métodos. 

 

5.2 ACASALAMENTOS PARA OBTENÇÃO DOS ANIMAIS NOCAUTE 

 

  Para os demais objetivos do trabalho, obtendo os quatro grupos experimentais, 

foi realizada uma sequencia de acasalamentos (FIGURA 8), detalhada nos materiais 

e métodos, que também foi mantida no biotério. Todas as linhagens e manipulações 

foram aprovadas pelo comitê de ética.  
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5.3 MODELO EXPERIMENTAL 

 

  Uma vez que o modelo animal foi obtido, realizamos o delineamento 

experimental como ilustrado no esquema abaixo (FIGURA 9).  
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Figura 7 - Ilustração do processo de transferência de citoplasma 

 

Legenda: Para a realização da microcirurgia para produção de embriões heteroplásmicos foi utilizado um microscópio invertido com micromanipuladores. 
Resumidamente, o procedimento foi baseado em um protocolo já bem padronizado. Uma biopsia citoplasmática de aproximadamente 30% do 
volume do embrião foi removida dos zigotos NZB e introduzida no espaço perivitelínico dos zigotos B6, do qual foi retirado previamente um 
volume citoplasmático semelhante. A posteriori, tais zigotos manipulados foram expostos a um único pulso elétrico. Os zigotos fundidos foram 
selecionados e cultivados até o estágio de blastocisto. Então foram transferidos para o oviduto de fêmeas Swiss acasaladas com machos 
Swiss vasectomizados. Tal procedimento é melhor detalhado nos materiais e métodos. 

 40 
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Figura 8 - Sequencia de acasalamentos 

 

 

Legenda: Para a obtenção dos animais nocaute para as mitofusinas foi realizada uma sequencia de acasalamentos, detalhada nos materiais e métodos. 
A primeira etapa consistiu em obter de animais da linhagem heretoplásmica estáveis. Posteriormente houve o acasalamento de fêmeas 
heteroplásmicas com machos Zp3-Cre+/+ para a inserção da cre recombinase. Então as fêmeas com a cre, foram acasaladas com machos 
loxp. Por fim, subsequentes acasalamentos das gerações seguintes foram realizados para obtenção dos quatro grupos experimentais de 
interesse (WT, Mfn1 cKO, Mfn2 cKO e Mfn1&2 cKO). 41 

(Mfn1&2 cKO) 
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Figura 9 – Modelo Experimental 

 

Legenda: O esquema ilustra o delineamento experimental do projeto com as análises propostas e em que momento do desenvolvimento essas foram 
realizadas. Analisamos o potencial de desenvolvimento dos oócitos, reserva folicular, desenvolvimento a termo e ganho de peso. Também 
avaliamos da fase de folículo primordial até oócito maturo, o conteúdo de ATP, número de cópias de mtDNA, distribuição mitocondrial e 
heteroplasmia. Por fim, estudamos a segregação do mtDNA em diferentes tecidos. Todas as análises foram feitas nos quatro grupos 
experimentais, WT, Mfn1 cKO, Mfn2 cKO e Mfn1&2 cKO. 42 

Mfn1&2 cKO 

Número de cópias de mtDNA, distribuição mitocondrial 

e heteroplasmia 
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6 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

6.1 OBTENÇÃO DA LINHAGEM HETEROPLÁSMICA 

 

 Primeiramente, camundongos contendo mtDNA de origem NZB foram obtidos 

por retrocruzamento, por cinco gerações, de fêmeas puras NZB com machos B6 

(MEIRELLES; SMITH, 1997). Por haver eliminação do mtDNA paterno após 

fecundação (herança materna), esses camundongos continham mtDNA 

exclusivamente NZB sobre um genoma nuclear ~97% B6 (puros por cruza). 

Camundongos contendo mtDNA de origem B6 foram obtidos de fêmeas F1 a partir de 

um acasalamento entre fêmeas B6 e machos da linhagem CBA. Essas fêmeas 

contendo mtDNA NZB ou B6 serão daqui em diante chamadas de NZB e B6, 

respectivamente.  

 Para a coleta de zigotos os animais foram superovulados por injeção intra-

peritonial com 5 U.I de gonadotrofina equina corionica (eCG; Folligon, MSD Animal 

Health, Summit, USA) e 5 U.I de gonadotrofina coriônica humana (hCG; Chorullon, 

MSD Animal Health) com um intervalo de 46–47 horas entre as injeções (NAGY et al., 

2003). Após a injeção de hCG, as fêmeas foram pareadas para acasalamento com 

machos F1 (derivados dos acasalamentos entre fêmeas B6 e machos CBA) e tiveram 

verificadas a presença de plug vaginal para confirmação de cópula, na manhã 

seguinte.  Os embriões fertilizados foram coletados do oviduto 18 horas pós injeção 

de hCG utilizando um meio de cultivo KSOM tamponado com HEPES (FHM) (NAGY 

et al., 2003). Os zigotos tiveram as células do cumulus desnudadas por uso de solução 

contendo 0,3% de hialuronidase, lavados em FHM e cultivados sob óleo mineral em 

grupos de 20 embriões em gotas de 40 μl de KSOM (NAGY et al., 2003). Os embriões 

foram cultivados em incubadoras umidificadas em 37°C e 5% CO2. Os blastocistos 

foram obtidos após 96 horas de cultivo. Oócitos maturos foram coletados 

similarmente, porém sem que as fêmeas doadoras tenham sido pareadas com 

machos. 

 Após a obtenção dos embriões, realizamos a etapa de microcirurgia para 

produção de embriões heteroplásmicos. Para tal foi utilizado um microscópio invertido 

(Leica DMI RB; Leica, Wetzlar, Alemanha) equipado com micromanipuladores e 
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microinjetores (Narishige, Tóquio, Japão) baseado no protocolo de Ferreira et al. 

(FERREIRA et al., 2010), com algumas modificações. Resumidamente, zigotos em 

estágio de pró-nucleo foram colocados sob óleo mineral em gotas de 100 μl de FHM 

suplementados com 5 μg/ml de citocalasina B e 0,5 μg/ml de nocodazol (MEIRELLES; 

SMITH, 1997). Utilizando uma pipeta de vidro (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) com 

15 μm de diâmetro interno, uma biopsia citoplasmática de aproximadamente 30% do 

volume do embrião foi removida dos zigotos NZB e subsequentemente introduzida no 

espaço perivitelínico dos zigotos B6, do qual foi retirado previamente um volume 

citoplasmático semelhante. Posteriormente, esses zigotos manipulados foram 

transferidos para uma solução de eletrofusão (0.28 Manitol, 0,1 mM MgSO4, 0,5 mM 

HEPES e 0,05% BSA) e expostos a um único pulso elétrico de 1 kV/cm por 45 μs 

(Multiporator, Eppendorf). Como método alternativo, zigotos NZB e B6 foram 

incubados por 30 minutos em FHM suplementado com 5 μg/ml de citocalasina B e 0,5 

μg/ml de nocodazol, antes da micromanipulação, e então foram centrifugados à 

15,000 x g por 10 minutos. A centrifugação dos zigotos leva à formação de uma fração 

citoplasmática enriquecida com mitocôndrias (NAKAMURA et al., 1986; CRAN, 1987; 

TATHAM et al., 1996), possibilitando a geração de zigotos com maiores níveis de 

heteroplasmia reconstruídos por transferência de citoplasma (FERREIRA et al., 2010). 

Assim, após a centrifugação, os zigotos foram submetidos ao procedimento de 

transferência de citoplasma como descrito acima, porém com o uso de uma fração 

citoplasmática enriquecida com mitocôndrias. Zigotos fundidos foram selecionados e 

cultivados até o estágio de blastocisto como já descrito. Parte dos zigotos 

reconstruídos foi transferida para o oviduto de fêmeas Swiss acasaladas com machos 

Swiss vasectomizados (NAGY et al., 2003). A anestesia dessas fêmeas receptoras foi 

realizada por injeção intra-peritonial de 100 mg/kg de Ketamina (Dopalen, Ceva Santé 

Animale, Paulínia, Brasil) e 16 mg/kg de Xilazina (Rompun, Bayer, São Paulo, Brasil) 

(NAGY et al., 2003). As fêmeas fundadoras obtidas por estes procedimentos de 

transferência de citoplasma foram acasaladas com machos B6 para obter a primeira 

geração da progênie (chamada BC1). Posteriormente, a progênie fêmea de cada 

geração (BC1, BC2, BC3 e BC4) foi selecionada baseado no nível de heteroplasmia 

e retrocruzada com machos B6. Esta linhagem de camundongos foi denominada 

B6/NZB. Essa etapa do projeto já foi publicada e mais detalhes podem ser 

encontrados no artigo em anexo (MACHADO et al., 2015). 
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6.2 NOCAUTE CONDICIONAL DOS GENES Mfn1 E Mfn2 

 

 Nesta etapa do projeto, fêmeas representativas dos quatro grupos 

experimentais (WT, Mfn1 cKO, Mfn2 cKO e Mfn1&2 cKO) foram obtidas via uma série 

de acasalamentos planejados ao longo dos quais os animais foram genotipados e 

selecionados no momento do desmame. Camundongos condicionais MfnloxP (CHEN; 

MCCAFFERY; CHAN, 2007) foram obtidos dos Centros de Recursos Regionais de 

Camundongos Mutantes (RRID: MMRRC Cat # 029901-UCD, RRID: 

MMRRC_029901-UCD e MMRRC Cat # 029902-UCD, RRID: MMRRC_029902-UCD) 

enquanto camundongos transgênicos Zp3-Cre (DE VRIES et al., 2000) foram 

fornecidos pelo Laboratório Jackson (RRID: IMSR Cat # JAX: 003651, RRID: 

IMSR_JAX: 003651). Para tal, fêmeas da linhagem heteroplásmica B6/NZB 

(MACHADO et al., 2015) foram acasaladas com machos Zp3-Cre (DE VRIES et al., 

2000). Este transgene resulta na expressão de cre-recombinase, regulada pelo 

promotor do gene Zp3, exclusivamente nos oócitos em crescimento (a partir da fase 

de folículo primário/secundário). Subsequentemente, a progênie foi acasalada com 

machos Mfn1 e/ou Mfn2 floxed (CHEN; CHOMYN; CHAN, 2005; CHEN; 

MCCAFFERY; CHAN, 2007; CHEN; CHAN, 2010), o que possibilitou a excisão de 

éxons dos genes Mfn1 e/ou Mfn2 nos oócitos. Abaixo resumimos as três principais 

etapas realizadas para obtenção deste modelo animal: 

Etapa 1: Obtenção de animais da linhagem heretoplásmica B6/NZB com níveis 

de heteroplasmia estáveis. A estabilidade da linhagem foi mantida a metida que 

fizemos a quantificação de mtDNA NBZ dos animais, selecionando as fêmeas 

matrizes cada vez que necessário.   

Etapa 2: Acasalamento de fêmeas heteroplásmicas com machos Zp3-Cre+/+ 

por duas ou mais gerações. Estes acasalamentos resultaram em fêmeas com 

genótipo B6/NZB;Zp3-Cre+/+. 

Etapa 3: As fêmeas obtidas na etapa anterior foram acasaladas com machos 

Mfn1LoxP/LoxP ou Mfn2LoxP/LoxP. As fêmeas da geração F1 (genótipos 

B6/NZB;Zp3-Cre+/-;Mfn1+/LoxP e/ou B6/NZB;Zp3-Cre+/-;Mfn2+/LoxP) foram 

acasaladas por uma ou mais gerações com machos F1 descendentes do mesmo 
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acasalamento ou do acasalamento paralelo (genótipos Zp3-Cre+/-;Mfn1+/LoxP e/ou 

Zp3-Cre+/-;Mfn2+/LoxP). As fêmeas obtidas nesses acasalamentos apresentaram os 

seguintes genótipos: B6/NZB;Zp3-Cre+/-;Mfn1+/+;Mfn2+/+(WT), B6/NZB;Zp3-Cre+/-

;Mfn1LoxP/-;Mfn2+/+(Mfn1 cKO), B6/NZB;Zp3-Cre+/-;Mfn1+/+;Mfn2LoxP/-(Mfn2 

cKO) e B6/NZB;Zp3-Cre+/-;Mfn1LoxP/-;Mfn2LoxP/-(Mfn1&2 cKO).  

 

6.3 MANUTENÇÃO DOS ANIMAIS 

 

Os camundongos, mencionados acima, foram mantidos de acordo com as 

normas e procedimentos determinados e utilizados na instituição na qual foram 

instalados, como previamente aprovado pela Comissão Interna de Biossegurança 

(CIBio), pela Comissão de Ética (CEUA) da UFSCar e da USP. Foi mantido, no 

biotério, um ciclo de 14 horas de luz e 10 horas de escuro, em uma temperatura de 

25°C (NAGY et al., 2003). Todos os animais tiveram acesso ad libitum a água e a 

ração (Presence Ratos e Camundongos, Purina). 

 

6.4 GENOTIPAGEM DOS ANIMAIS 

 

No momento do desmame (entre 21 e 25 dias pós nascimento) os animais 

tiveram seu genótipo determinado a partir do DNA total isolado de biópsia da orelha, 

segundo o procedimento elaborado em nosso laboratório (MACHADO et al., 2015). 

Para tal, a orelha foi furada utilizando-se um ear punch apropriado, o que resultou na 

coleta de um pedaço circular de tecido com cerca de 2 mm de diâmetro. Este tecido 

foi incubado com 200 μl de solução de digestão [50 mMKCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 

2 mM MgCl2, 0,1 mg/ml gelatina, 0,45% Nonidet P-40, 0,45% Tween-20 e 100 μg/ml 

proteinase K] por 3 horas a 55°C. Ao término dessa etapa, o tecido foi incubado por 

10 minutos a 95°C para inativação da proteinase K e armazenadas a -20°C até o uso, 

sendo submetido à amplificação por PCR e qPCR (MACHADO et al., 2015). Para tal, 

as amostras foram diluídas em água ultrapura (Life Technologies) em uma proporção 

1:5 para a genotipagem do Mfn1 e/ou Mfn2 e 1:500 para o transgene Zp3-Cre. Assim, 
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primers foram utilizados para a análise qualitativa da presença da sequência Loxp 

(forward: GAAGTAGGCAGTCTCCATCG; reverse: AACATCGCTCAGCCTGAACC), 

de exons excisados (foward: TGTTGGCAAGAAGCAGGACA, reverse: 

AGAAGAGCATGTGTGCTCCC) e do o transgene Zp3-Cre (forward: 

GCGGTCCAGTAAAAACTATC, reverse: GTCAAACATTGTTGTCACTT). A 

genotipagem do Mfn1 e Mfn2 (forma selvagem, LoxP e excisado) foi realizada por 

PCR convencional como descrito por estudos já realizados (CHEN; MCCAFFERY; 

CHAN, 2007; ISHIHARA et al., 2009; CHEN; CHAN, 2010). Para confirmação da 

presença do inserto transgênico Zp3-Cre os animais foram genotipados como 

sugerido pela The Jackson Laboratory, por PCR em tempo real (q-PCR) segundo 

protocolos já estipulados (DE VRIES et al., 2000). Já o nível de mtDNA NZB foi 

determinado de acordo com protocolo elaborado no laboratório (Machado et al., 2015), 

descrito abaixo. 

Em suma, para a genotipagem das mitofusinas foram utilizados 400 ng de 

primer e o reagente para PCR JumpStart (Sigma-Aldrich) segundo as recomendações 

do fabricante. Para a fase de iniciação da q-PCR, as amostras passaram por um ciclo 

a 94°C durante 2 minutos, e para a desnaturação das fitas de DNA a temperatura 

utilizada foi de 94°C por 30 segundos, seguida do anelamento dos primers a 65°C 

durante 30 segundos. Já a fase elongação foi realizada a 72°C durante 1 minuto e 3 

segundos. Todas as três fases - desnaturação, anelamento e elongamento - 

ocorreram em uma repetição de 30 ciclos seguidos. No momento da fase de 

elongamento final, as amostras foram submetidas a um ciclo de 5 minutos a 72°C. 

Finalmente, a PCR foi encerrada a 4°C. No término da PCR, as amostras foram 

aplicadas em gel de agarose 1,5% em TBE (tampão Tris/Borato/EDTA) contendo 

SYBR Safe (Life Technologies) na proporção de 1:10.000.  

No caso da genotipagem do transgene Zp3-Cre, foram utilizados 200 ng de 

primer com o reagente para PCR Power SYBR Green Master Mix (Life Technologies) 

seguindo as recomendações do fabricante, no equipamento 7500 Fast Real-Time 

PCR System (Life Technologies). Os parâmetros da ciclagem para este foram 

segundo protocolo também padronizado em nosso laboratório (Macabelli et al., 2014). 

A fluorescência do SYBR Green foi então, a cada passo, mensurada a uma 

temperatura de 62°C. Cada amostra foi amplificada em duplicata. A análise da 

presença ou ausência do transgene Zp3-Cre foi conduzida utilizando o software 7500 
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Software (v. 2.0.6; Life Technologies). 

 

6.5 ANÁLISE DO DESENVOLVIMENTO A TERMO 

 

 As fêmeas de interesse, com 8 a 51 semanas de idade, foram acasaladas com 

machos férteis WT e verificadas quanto a presença de plug vaginal diariamente. Uma 

vez verificada a presença do plug vaginal, as mesmas foram alojadas em gaiolas 

individuas e acompanhadas em seu tempo de gestação. Havendo nascimento, a 

progênie foi avaliada quanto ao número de animais nascidos e desmamados (após 23 

dias), curva de crescimento e nível de mtDNA NZB. Para análise da curva de 

crescimento, os animais foram pesados semanalmente por cinco semanas, iniciando-

se no momento do desmame. O nível de mtDNA NZB foi determinado ao desmame 

(com base em biópsia de orelha) e aos 100 dias de vida. Neste último caso, cauda, 

fígado e baço foram coletados após eutanásia dos animais.  

 

6.6 ISOLAMENTO DE OÓCITOS 

 

 Fêmeas com 5 semanas de idade foram superovuladas por injeção intra-

peritonial de 5 U.I de eCG e 5 U.I de hCG com intervalo entre as injeções de 47 horas, 

como já descrito (NAGY et al., 2003). Após 12h da aplicação de hCG, os oócitos foram 

recuperados por rompimento do oviduto em meio FHM (NAGY et al., 2003), com 

auxílio de uma agulha 30G, e desnudados das células do cumulus por pipetagem na 

presença de 0,3% de hialuronidase. Os oócitos foram classificados em viáveis e 

inviáveis quanto às suas características morfológicas, selecionando somente oócitos 

íntegros, não degenerados, e também inspecionados quanto a presença do primeiro 

corpúsculo polar. Esses foram então lavados em solução de PBS + 0,01% de BSA e 

fixados com o menor volume possível da mesma solução, em tubos de 0,2 ml até seu 

uso, sendo mantidos em um freezer -80°C. 

 No caso da obtenção de oócitos imaturos, esses foram coletados de 42 a 44 
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horas após a injeção de eCG. Para tal, após a eutanásia do animal, seus ovários 

coletados para dissecação com auxílio de uma agulha de 30G em solução fisiológica. 

Em seguida, os oócitos foram transferidos para o meio de FHM e os complexos 

cumulus oócitos (COCs) foram obtidos por meio do rompimento dos folículos antrais, 

ainda com auxílio da agulha de 30G (NAGY et al., 2003). Posteriormente, os oócitos 

foram desnudados das células do cumulus por pipetagem. Esta etapa foi realizada 

com auxílio de um capilar de vidro com diâmetro interno de ~80 µm, sendo próximo 

ao diâmetro dos oócitos (NAGY et al., 2003), e então lavados em solução tampão 

fosfatada (PBS) + 0,01% de BSA (BSA; Sigma-Aldrich). Os oócitos foram avaliados 

quanto a morfologia e somente os íntegros, sem células do cumulus e em estágio de 

vesícula germinativa (GV) foram selecionados e utilizados nas análises seguintes.  

 Os oócitos obtidos acima foram utilizados para determinação do diâmetro 

oocitário bem como do nível de mtDNA NZB, número de cópias de mtDNA e 

distribuição mitocondrial.  

 

6.7 DETERMINAÇÃO DO CONTEÚDO DE MTDNA NZB EM OÓCITOS E OUTROS 

TECIDOS 

 

 Para análise do mtDNA em oócitos, estes foram digeridos como descrito 

previamente. O mesmo procedimento, descrito acima para determinação do mtDNA 

em biópsia de orelha, foi seguido. Já no caso de outros tecidos (cauda, baço e fígado), 

estes tiveram seu DNA total extraído por uso de 25 fenol: 24 clorofórmio : 1 álcool 

isoamílico (CREE et al., 2008). O DNA extraído foi quantificado em espectrofotômetro 

(Multiskan Go, Thermo Scientific, Waltham, EUA) e diluído em água ultrapura à 

concentração de 5 e 0,5 ng/μl para uso nas reações de qPCR. O cálculo da 

heteroplasmia foi realizado seguindo a metodologia desenvolvida no laboratório 

(MACHADO et al., 2015). De forma resumida, tal medição foi feita por amplificação 

em paralelo da quantidade de mtDNA NZB e B6, em reações independentes de qPCR, 

tendo sido fundamentada na tecnologia de ARMS (NEWTON et al., 1989; 

STEINBORN et al., 2000; BIFFI et al., 2011; WANG et al., 2011; LEE et al., 2012; 

BURGSTALLER et al., 2014). As sequencias de NZB e B6 encontram-se disponíveis 
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no Genbank, sendo (L07095.1) (LOVELAND et al., 1990) e  (NC_005089.1), 

respectivamente (BAYONA-BAFALUY et al., 2003).  Os primers ARMS22 e MT20 

amplificam um fragmento de 118 bp, compreendendo os nucleotídeos de 3.578 a 

3.695 do mtDNA NZB (parte do gene mt-Nd1); já os primers ARMS2 e MT14 

amplificam 146 bp, compreendendo o intervalo de 3.815 a 3.960 do mtDNA B6 (parte 

dos genes mt-Tq , mt-Tm  e mt-Nd2) (Tabela 1). As reações de qPCR continham 15 

μl, sendo: 200 nM de cada primer (ARMS22 e MT20 ou ARMS2 e MT14), 7,5 μl de 1x 

Power SYBR Green Master Mix (Life Technologies) e 5 μl de DNA. As amplificações 

foram realizadas com o 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies) nas 

seguintes condições: desnaturação inicial a 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C 

por 15 segundos e 62°C por 1 minuto. As amostras foram analisadas em duplicatas 

ou triplicatas para o cálculo da heteroplasmia, assim como já desenvolvido por 

Machado e colaboradores (MACHADO et al., 2015). 

 

Tabela 1. Sequencia de primers utilizados para cálculo da heteroplasmia e número de cópias de 

mtDNA. 

Alvo Primer Sequencia (5’-3’)a Produto (bp) 

mtDNAb MT12 CGCCCTAACAACTATTATCTTCC 736 
 MT13 GACCGTTTGTTTGTTGTTGAAA  
mtDNAb MT14 CTCCGTGCTACCTAAACACCTTATC 148 

 
 MT15 GACCTAAGAAGATTGTGAAGTAGATGATG 

 
 

B6 
mtDNAc 

MT14 CTCCGTGCTACCTAAACACCTTATC 146 
 

 ARMS2 CCTAAGAAGATTGTGAAGTAGATGATGtC  
NZB 
mtDNAd 

MT20 TGGCACTCCCGCTGTAAAAA 118 
 

 ARMS22 TTATCCACGCTTCCGTTACGtC  
Apob 
(nuclear 
DNA)  
 

OIMR1544 CACGTGGGCTCCAGCATT 74 

 OIMR3580 TCACCAGTCATTTCTGCCTTTG  
Legenda:    a Nucleotídeos sublinhados são complementares a um dos haplótipos de mtDNA (NZB ou 

B6) devido à presença de um nucleotídeo polimórfico na posição 3.599 (ARMS22) e 
3.932 (ARMS2), respectivamente. Um nucleotídeo incompatível introduzido 
imediatamente 5’ nos sítios polimórficos é representado em minúsculas. 

b Ensaios não-discriminativos que amplificam o mtDNA de origem B6 e NZB.  
c Ensaio Discriminativo que amplifica o mtDNA de origem  
d Ensaio Discriminativo que amplifica o mtDNA de origem NZB. 
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6.8 DETERMINAÇÃO DO NÚMERO DE CÓPIAS DE MTDNA EM OÓCITOS 

 Esta análise foi realizada como descrito previamente (Machado et al., 2015). 

Utilizando os primers MT12 e MT13 (Tabela 1), um fragmento de 736 pb abrangendo 

os nucleotídeos 3,455 a 4,190 de ambos os mtDNAs B6 e NZB foi amplificado e 

clonado num pCR2.1-TopoTA (Life Technologies). Assim, baseado na espectroscopia 

de UV, o DNA de plasmídeo resultante (pDNA) foi aliquotado em uma concentração 

de 0,2 x 109 cópias/μl e mantido a -80°C até sua utilização. Para quantificação do 

número de cópias de mtDNA foi preparada uma curva padrão por diluição do pDNA 

para 107, 106, 105, 104 e 103 cópias por reação. Esta curva padrão foi amplificada em 

paralelo com amostras contendo 10% de lisado de embrião (5 μl de um total de 50 μl 

de lisado). Então, a amplificação foi feita como descrito para a quantificação da 

heteroplasmia, porém com a utilização dos primers MT14 e MT15. Tais primers não 

são discriminativos, amplificando um fragmento de 148 bp, compreendendo o intervalo 

de 3.815 a 3.962 do mtDNA NZB assim como do mtDNA B6 (parte dos genes mt-Tq, 

mt-Tm e mt-Nd2). Baseado nos valores da curva-padrão amplificada em paralelo, foi 

estimado o número de cópias de cada amostra utilizando o Software 7500 (v. 2.0.6; 

Life Technologies). 

Com relação ao número de cópias de mtDNA por célula em tecidos somáticos; 

este foi realizado pela normalização da quantidade de mtDNA contra um gene nuclear 

de cópia única (Apob) (NICKLAS et al., 2004). Os primers MT14 e MT15 foram usados 

para amplificar o mtDNA, enquanto os primers OIMR1544 e OIMR3580 foram usados 

para amplificar um fragmento de 74 pb do gene Apob (Tabela 1). Ambas as reações 

foram realizadas em paralelo e seguindo as condições de amplificação descritas 

acima. O número de cópias de mtDNA por célula foi então determinado como relatado 

por Nicklas et al. (NICKLAS et al., 2004). 

 

6.9 ANÁLISE DOS DADOS 

 

 No mínimo 15 amostras, provenientes de três experimentos independentes, 

foram consideradas por estágio e grupo experimental para cada uma das análises 

propostas. As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa SAS 
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System v. 9.3 e nível máximo de significância igual a 5% (erro α). Foi sempre testado 

se os dados de uma determinada análise seguem as premissas de distribuição normal 

e homogeneidade de variância, caso contrário os dados foram transformados (raiz 

quadrada ou log) ou utilizado um teste não paramétrico. O número de filhotes por 

fêmea, o número de oócitos ovulados e o diâmetro oocitário foram comparados entre 

os grupos experimentais por análise de variância (PROC GLIMMIX) seguido do teste 

post-hoc de Duncan. O crescimento da progênie foi comparado entre os grupos 

experimentais como medidas repetidas no tempo por análise de variância (PROC 

MIXED) e comparação de médias por Tukey. Para análise do nível de mtDNA NZB foi 

considerado o delta NZB, calculado a partir da diferença do nível de mtDNA NZB entre 

o oócito ou a progênie e a respectiva fêmea doadora de oócito (SHARPLEY et al., 

2012b). O delta NZB e a quantidade de mtDNA foram analisadas considerando um 

delineamento fatorial (estágio do desenvolvimento do oócito versus grupo 

experimental) por análise de variância (PROC GLIMMIX) e comparação de médias 

por Tukey. O delta NZB na progênie foi comparado entre os grupos experimentais por 

análise de variância (PROC GLIMMIX) seguido do teste post-hoc de Tukey.  
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7 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

7.1 EXPERIMENTO 1: QUANTIFICAÇÃO DA HETEROPLASMIA NA LINHAGEM 

B6/NZB 

 

Primeiramente, comparamos o nível de mtDNA NZB em embriões produzidos 

por dois métodos baseados em transferência de citoplasma (Figura 10A). Segundo 

nossas mensurações, zigotos do grupo centrifugado continham 34,0% ± 3,76 

(variação, 15,7–56,6) de mtDNA NZB em comparação a 21,1% ± 3,76 (variação, 10,7–

50,2) presente em zigotos do grupo não centrifugado (Figura 10A). Os embriões 

cultivados até blastocisto confirmaram esses resultados (Figura 10A), pois continham 

39,9% ± 2,54 (variação, 15,1– 60,7) de mtDNA NZB no grupo centrifugado enquanto 

que os blastocistos do grupo não centrifugado continham 19,2% ± 3,76 (variação, 4,3– 

41,9). Logo, consistente com nossos resultados anteriores (FERREIRA et al., 2010),  

embriões do grupo centrifugado continham, independentemente do estágio de 

desenvolvimento (P <  0,0001), maior nível de mtDNA NZB do que o grupo não 

centrifugado. 

Baseado nesses resultados, embriões do grupo centrifugado foram transferidos 

para receptoras resultando no nascimento de 14 filhotes (Figura 10C). Esses 

camundongos fundadores continham em média 42,8% ± 3,92 (variação, 13,0– 65,6) 

de mtDNA NZB na cauda, o que não diferiu (P > 0,05) dos níveis encontrados nos 

zigotos do mesmo grupo experimental (Figura 10A). Contudo, o nível de mtDNA NZB 

nos fundadores diferiu na cauda (P < 0,05) entre machos (49,6% ± 4,72) e fêmeas 

(33,7% ± 5,45). Além disso, análises de cinco machos heteroplásmicos envelhecidos 

até quatro meses de idade evidenciaram que o nível de mtDNA NZB varia entre os 

tecidos (Figura 10B). Esses machos continham mais mtDNA NZB (P = 0,004) no 

fígado (83,0% ± 5,08) que na cauda (55,3% ± 5,08), coração (58,0% ± 5,08) ou cérebro 

(58,2% ± 5,08), o que está de acordo com outros estudos (JENUTH; PETERSON; 

SHOUBRIDGE, 1997; BATTERSBY; LOREDO-OSTI; SHOUBRIDGE, 2003; 

SHARPLEY et al., 2012a; BURGSTALLER et al., 2014). 
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Com base nesses resultados, foram selecionadas seis fêmeas heteroplásmicas 

para serem as fundadoras da linhagem B6/NZB. Essas fêmeas foram acasaladas com 

machos B6 o que resultou no nascimento de 13 fêmeas (Figura 10C). O nível de 

mtDNA NZB presente na cauda das fêmeas da primeira geração de retrocruzamentos 

(B1) foi igual a 33,7%  7,32, portanto, idêntico ao valor médio verificado para as 

fêmeas fundadoras (Figura 10C). Por outro lado, o nível de mtDNA NZB nas fêmeas 

BC1 variou muito mais (0,8% a 81,3% e CV igual a 78,4%) do que nas fêmeas 

fundadoras (13,0% a 52,8% e CV igual a 37,3%), resultando em alguns animais 

praticamente homoplásmicos (Figura 10C). Para estabelecer uma linha 

heteroplásmica, três fêmeas da geração BC1 (com 34,2%, 67,8% e 81,3% de mtDNA 

NZB) foram retrocruzadas por quatro gerações. Isso resultou e fêmeas das gerações 

BC2, BC3, BC4 e BC5 com 69,7%  4,45 (variando de 41,9% a 91,9%), 46,2  5,00 

(variando de 23,6  a 64,6), 48,5%  3,18 (variando de 29,0 a 64,7) e 47,0%  3,12 

(variando de 28,4 a 58,7) de mtDNA NZB, respectivamente. Três fêmeas da geração 

BC4 contendo 31,5%, 46,7% e 59,2% de mtDNA NZB também tiveram a heteroplasmia 

mensurada nos seus oócitos, os quais continham, respectivamente, 22,4%  2,33 

(variando de 7,9 a 32,9), 41,9%  3,59 (variando de 23,3 a 53,5) e 48,2%  7,28 

(variando de 21,7%  2,33) de mtDNA NZB. 

Utilizando cinco machos heteroplásmicos descritos acima encontramos que o 

número de cópias de mtDNA (Figura 10D) é maior (P < 0.0001) no cérebro (3.066,4 ± 

373,58; 2.335,0 – 4469,4) e coração (3.579,9 ± 375.55; 2470,5 – 4804,9) que no fígado 

(1.326,8 ± 255,53; 660,9 – 2.236,8) e cauda (126,8 ± 58,14; 24,5 – 225,8). A Análise 

de oócitos heteroplásmicos de três fêmeas BC4 indicaram que esses continham 

344.738 ± 11.981 (variação 179.185 – 477.175) cópias de mtDNA.  
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Figura 10 - Geração e quantificação da heteroplasmia da linhagem heteroplásmica B6/NZB 

 
 
Legenda:     (A) Nível de mtDNA NZB em zigotos e blastocistos centrifugados e não centrifugados. 

(B) Nível de mtDNA NZB em diferentes tecidos provenientes de machos heteroplásmicos 
de quatro meses de idade. 

                    (C) Nível de mtDNA NZB da cauda de fêmeas fundadoras e de mais cinco grupos de 
fêmeas em subsequentes retrocruzamentos. 
(D) Quantidade de mtDNA em diferentes tecidos provenientes de machos heteroplásmicos 
de quatro meses de idade. 

 

 

 

 

7.2 EXPERIMENTO 2: O Mfn1 É ESSENCIAL PARA O CRESCIMENTO DO OÓCITO  

 

Tendo desenvolvido a linhagem heteroplásmica B6/NZB, nosso próximo 

objetivo foi investigar o efeito da fusão mitocondrial (mitofusinas) sobre a oogênese e 

a herança mitocondrial. Para tal, observarmos primeiramente a capacidade das 

fêmeas com oito semanas de idade, portadoras de oócitos dos diferentes grupos 
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experimentais (WT, Mfn1 cKO, Mfn2 cKO e Mfn1&2 cKO), suportarem o 

desenvolvimento a termo quando acasaladas, durante 40 semanas, com machos WT 

sabidamente férteis. O acasalamento foi comprovado pela presença de tampão 

vaginal (plug). Quando somente um alelo foi nocauteado, seja do Mfn1 ou Mfn2, não 

houve qualquer diferença quanto a fertilidade, como esperado (CHEN et al., 2003), de 

forma que os filhotes nasceram seguindo a frequência Mendeliana (DE VRIES et al., 

2000). No entanto, com o nocaute de ambos alelos, observou-se que as fêmeas do 

grupo Mfn1 cKO não produziram descendentes em nenhuma das vezes em que foram 

copuladas (Figura 11A). Por outro lado, o nocaute do Mfn2 não afetou o número de 

animais nascidos, nem o ganho de peso em comparação com o grupo WT (Figura 

11A, B e C). Tal resultado sugere que o nocaute de Mfn2 não afeta a competência do 

desenvolvimento oocitário. Finalmente, o duplo nocaute do Mfn1 e do Mfn2 resultou 

em somente um nascimento contendo um único filhote (Figura 11A).  
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Figura 11 - Número de animais nascidos e curva de ganho de peso da progênie 

 

                  A                                                                       B 

                 

 

                C 

          

 

 

Legenda:  (A) Acasalamento de fêmeas com >8 semanas de idade com machos férteis. É apresentado 
o número de animais nascidos por fêmea copulada. O grupo Mfn2 cKO apresentou 
comportamento semelhante ao grupo controle. Já os grupos Mfn1 cKO e Mfn1&2 cKO se 
mostraram inférteis. Grupos indicados por letras diferentes sobre as barras diferiram 
significativamente (P < 0,05). 

                 (B-C) Curva de ganho de peso de machos (B) e fêmeas (C) derivados de oócitos Mfn2 cKO 
e WT. Não foi observada diferença entre os grupos. 

 

Esses resultados permitem concluir que o Mfn1 desempenha função essencial 

na determinação da competência de desenvolvimento do oócito, a qual independe do 

efeito do Mfn2. De fato, em experimentos com cultura celular o Mfn1 provou ser mais 

eficiente do que o Mfn2 em manter a fusão e a atividade mitocondrial (ISHIHARA; 

EURA; MIHARA, 2004; CHEN; CHOMYN; CHAN, 2005; SCHREPFER; SCORRANO, 

Idade dos machos (semanas) 

Idade das fêmeas (semanas) 

Mfn1&2 cKO 
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2016). Além disso, o Mfn1, mas não o Mfn2, interage com a Opa1 para promover a 

fusão da membrana mitocondrial interna (CIPOLAT et al., 2004). No entanto, esses 

resultados contrastam com os de Chen et al. (CHEN; MCCAFFERY; CHAN, 2007) 

que descreveram que fêmeas Mfn1-/-, as quais não expressam o Mfn1 em nenhum 

dos seus tecidos, são completamente férteis. Apesar disso, Wai et al. (WAI et al., 

2010) também verificaram uma divergência similar ao compararem a fertilidade de 

fêmeas Tfam+/- com a daquelas que tiveram o Tfam+/loxP nocauteado por uso da 

linhagem Zp3-Cre. Os autores observaram que o nocaute mediado por Zp3-Cre 

resulta em severa infertilidade e oócitos com ~18.000 cópias de mtDNA, enquanto que 

fêmeas Tfam+/- são férteis e contêm oócitos com ~69.000 cópias de mtDNA (WAI et 

al., 2010). Portanto, uma vez que as fêmeas Mfn1-/- são viáveis, apesar de não 

expressarem o Mfn1, é plausível considerar que uma resposta adaptativa seja 

responsável por preservar, entre outras funções, a fertilidade. 

Para elucidar a infertilidade dos grupos Mfn1 cKO e Mfn1&2 cKO, fêmeas dos 

grupos experimentais com cinco semanas foram superovuladas para recuperação de 

seus oócitos (Figura 12A). Não foi obtido nenhum oócito do grupo Mfn1 cKO, 

confirmando o achado do experimento anterior. Surpreendentemente, o grupo Mfn1&2 

cKO obteve uma recuperação de 8,4 ± 0,95 oócitos/fêmea (Figura 12A), enquanto que 

os grupos WT e Mfn2 cKO tiveram uma recuperação de 14,3 ± 1,98 e 14,0 ± 2,56, 

respectivamente (Figura 12A). Esses dados sugerem que a infertilidade observada no 

grupo Mfn1&2 cKO não foi causada por um defeito na ovulação, mas sim na 

maturação ou no desenvolvimento pós-fecundação (LIU et al., 2016; ZHANG et al., 

2016). Uma vez que 96.9% dos oócitos Mfn1&2 cKO não apresentavam o primeiro 

corpúsculo polar (comparado com 8% e 52,6% nos oócitos WT e Mfn2 cKO) (Figura 

12B) e 61,4% desses apresentavam-se em estágio de vesícula germinativa (GV) 

(comparado com 0% e 4,2% nos oócitos WT e Mfn2 cKO), é bastante provável que a 

incapacidade de maturação desses oócitos foi o fator causador de infertilidade. Dando 

maior amparo a tal achado, fêmeas Mfn1&2 cKO, quando superovuladas e acasaladas 

com machos WT, tiveram somente oócitos não fertilizados recuperados, evidenciando 

a inviabilidade oocitária. 
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Figura 12 - Quantidade de oócitos viáveis ovulados e porcentagem de oócitos em estágio de vesícula 
germinativa ou apresentando primeiro corpúsculo polar 

                         A                                                                                      B 

                      

  

 Legenda;  (A) Fêmeas com 5 semanas de idade foram superovuladas com eCG e hCG. É apresentado 
o número de oócitos viáveis (ovulados) e não viáveis obtido por fêmea a partir do oviduto. 
Nota-se que o grupo Mfn1 cKO não teve capacidade de ovular, enquanto o grupo duplo 
nocaute se apresentou em uma condição intermediária, indicando possível dificuldade na 
maturação oocitária e não na ovulação. O grupo Mfn2 cKO se comportou como o grupo 
controle, sem alteração. Grupos indicados por letras diferentes sobre as barras diferiram 
significativamente (P < 0,05). 

                  (B) Taxa do primeiro corpúsculo polar e de oócitos em vesícula germinativa em cada grupo 
experimental. Tal resultado reafirma a inviabilidade de maturação oocitária do grupo Mfn1&2 
cKO, uma vez que os muitos oócitos desse grupo se apresentaram em estágio de GV e 
quase nenhum apresentando o primeiro corpúsculo polar.  

 

Uma vez que os oócitos do grupo Mfn1 cKO não foram capazes de ovular, é 

surpreendente que oócitos Mfn1&2 cKO tenham sido ovulados. Isto porque 

acreditava-se que a perda de ambos genes apresentaria maior gravidade funcional do 

que a perda de um único gene, devido às funções distintas e redundantes de cada 

mitofusina (CHEN et al., 2003, 2010; ISHIHARA; EURA; MIHARA, 2004; CHEN; 

CHOMYN; CHAN, 2005; CHEN; MCCAFFERY; CHAN, 2007; CHEN; LIU; DORN, 

2011). De maneira a confirmar nossos achados, estimulamos com eCG fêmeas de 

cinco semanas para obtenção de oócitos imaturos plenamente crescidos, esperando 

verificar um resultado semelhante ao do grupo controle, tendo os oócitos circundados 

por diversas células, as células do cumulus, e diâmetro de 85.7 ± 0.49 μm como no 

grupo controle (Figura 13A). Contudo, o grupo Mfn1 cKO apresentou seu tamanho 

significantemente menor, 57.8 ± 0.73 μm (Figura 13A), e os outros grupos Mfn2 cKO 

e Mfn1&2 cKO apresentaram tamanho igual ou ligeiramente reduzido, quando 

comparado ao grupo controle. Ademais, fêmeas Mfn1 cKO apresentaram ovários 

visivelmente menores (Figura 13B) que continham oócitos destituídos de células do 
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cumulus (Figura 13A). Tal característica não foi constatada nos demais grupos.  

 
Figura 13 - Oócitos imaturos dos grupos WT e Mfn1 cKO e ovários de todos os grupos 

 

                    A 

                                         WT                                          Mfn1 cKO 

                   

                   B 

                 

 Legenda:  (A) Oócitos imaturos obtidos de fêmeas com 5 semanas de idade estimuladas com eCG. 
Comparado com os oócitos Mfn1 cKO, os oócitos WT são maiores e circundados por várias 
camadas de células do cumulus. 

                  (B) Ovários de animais com 5 semanas de idade dos quatro grupos experimentais. Os 
ovários do grupo Mfn1 cKO são visivelmente menores, comparado aos outros grupos. 

 
 
 

Em camundongos já foi visto que o duplo nocaute do Mfn1 e do Mfn2 no 

músculo esquelético interferiu no acúmulo de mtDNA durante o desenvolvimento do 

tecido, resultando em baixíssimos níveis de mtDNA (CHEN et al., 2010). Assim, o 

número de cópias de mtDNA foi analisado; com relação ao controle, notou-se que os 

oócitos Mfn1 cKO, Mfn2 cKO e Mfn1&2 cKO apresentaram, respectivamente, ~20%, 

~100% e ~50% do número de cópias de mtDNA, reforçando o quadro de deficiência 

de crescimento e desenvolvimento adequados (Figura 14A). Também foi observado 

que o conteúdo de mtDNA, em oócitos Mfn2 cKO, foi restabelecido com a ovulação 

(Figura 14B). Deste modo pode-se afirmar que o nocaute de Mfn1 impediu o acúmulo 

de mtDNA, levando a um bloqueio no desenvolvimento, enquanto o nocaute duplo de 

Mfn1 e Mfn2 levou a um resgate de cópias de mtDNA, aumentando para níveis 

intermediários. Considerando que Mfn1 cKO impactou no crescimento do oócito, 

corrigimos a quantidade de mtDNA nos oócitos GV pelo volume do gameta (Figura 
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14C). Essa correção é apoiada por distintos relatórios mostrando que esses dois 

eventos estão intimamente ligados (CAO et al., 2007; WAI; TEOLI; SHOUBRIDGE, 

2008; MAHROUS; YANG; CLARKE, 2012). Desta forma, descobrimos que oócitos 

Mfn1 cKO e Mfn1&2 cKO continham 65% e 67%, respectivamente, da quantidade de 

mtDNA presente nos oócitos WT, comparados com 92% nos oócitos Mfn2 cKO. Tais 

resultados evidenciam que o maior nível de mtDNA em oócitos Mfn1&2 cKO, em 

comparação com oócitos Mfn1 cKO, ressalta a competência de crescimento desses 

oócitos em comparação com os do grupo Mfn1 cKO. 
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Figura 14 - Estudo de cópias de DNA mitocondrial 

 

                     A                                                                                B 

                            

                     

                            C 

                

  

Legenda:   (A) Número de cópias de mtDNA de oócitos imaturos, evidenciando alta deficiência de todos 
os, comparado com o controle. Uma pior condição e observada no grupo Mfn1 cKO e 
condição intermediária do duplo nocaute, indicando um resgate parcial do número de 
cópias. 

                  (B) Número de cópias de mtDNA de oócitos ovulados, evidenciando uma recuperação do 
grupo Mfn2 cKO pós ovulação. 

                  (C) Correção da quantidade de mtDNA nos oócitos GV pelo volume do gameta, dos grupos 
WT e Mfn1 cKO. 

 

Ainda para aprofundar na interferência do Mfn1 com o mtDNA, comparamos 

oócitos Mfn1 cKO e WT coletados aos 12 e 32 dias. Oócitos de fêmeas de 32 dias de 

idade foram obtidos por punção de folículos antrais, enquanto em fêmeas de 12 dias 

de idade foram recuperados oócitos (presumivelmente de folículos secundários) após 

digestão enzimática dos ovários. Constatamos que enquanto o grupo controle tem um 

Diâmetro do oócito (µm) 
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aumento do número de cópias de mtDNA de pouco menos que 50.000 cópias para 

mais de 250.000, o grupo Mfn1 cKO não chega nem a atingir 50.000 cópias (Figura 

15A). Surpreendentemente, foi observado um leve crescimento do diâmetro oocitário 

do grupo Mfn1 cKO, dos oócitos do dia 12 aos do dia 32 (Figura 15B). Tal crescimento 

corrobora com achados anteriores (CHEN et al., 2010) que identificaram uma 

associação disruptiva entre o acúmulo de mtDNA e o desenvolvimento de músculo 

esquelético deficiente para a fusão. Assim, células sem Opa1 ou Mfn1 e Mfn2 perdem 

mtDNA mais prontamente devido à completa ausência de fusão (CHEN; 

MCCAFFERY; CHAN, 2007; CHEN et al., 2010). Em comparação, células sem Mfn1 

ou Mfn2 apresentam heterogeneidade nucleóide, mas não depleção de mtDNA 

(CHEN et al., 2003; CHEN; CHOMYN; CHAN, 2005; CHEN; MCCAFFERY; CHAN, 

2007). Em contraponto, em nosso estudo evidenciamos que o nocaute de Mfn1 

impediu o acúmulo de mtDNA, enquanto que o nocaute duplo de Mfn1 e Mfn2 permitiu 

o crescimento oocitário e, consequentemente, acúmulo de mtDNA. No entanto, 

utilizando um sistema de crescimento in vitro de oócitos, Mahrous et al. (MAHROUS; 

YANG; CLARKE, 2012) mostraram que o crescimento de oócitos e o acúmulo de 

mtDNA não estão mecanicamente acoplados. Levando em conta que os oócitos Mfn1 

cKO apresentaram crescimento discreto, isso sugere que o defeito no acúmulo de 

mtDNA precedeu, e até contribuiu, com sua parada de desenvolvimento descrita 

acima. Assim, argumentamos que o nocaute de Mfn2 não apenas resgatou o 

crescimento, mas também o acúmulo de mtDNA em oócitos Mfn1&2 cKO. 
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 Figura 15 - Oócitos Mfn1 cKO e WT coletados aos 12 e 32 dias 

                        A                                                                                      B 

                    

.  
Legenda:   (A) Número de cópias de mtDNA de oócitos antrais e preantrais, evidenciando a deficiência 

do Mfn1 cKO de aumentar o número de cópias de mtDNA para adequado desenvolvimento 
oocitário.  

                  (B) Diâmetro de oócitos antrais e preantrais, onde nota-se que o grupo Mfn1 cKO também 
apresenta um pequeno aumento em seu tamanho. 

 

Os resultados observados até então ressaltam a importância do Mfn1 nos 

oócitos. Apesar do Mfn1 ser descrito como localizado exclusivamente na mitocôndria, 

o seu efeito sobre o desenvolvimento dos oócitos deve ir além de um efeito 

mitocondrial. Isso pode ser concluído uma vez que oócitos Mfn1 cKO resultaram em 

grave efeito sobre o desenvolvimento do oócito, enquanto defeitos de origem 

mitocondrial normalmente afetam o desenvolvimento do oócito somente durante a 

maturação (JOHNSON et al., 2007a; COLLADO-FERNANDEZ; PICTON; 

DUMOLLARD, 2012). Um efeito grave sobre o desenvolvimento folicular também foi 

notado ao se realizar o nocaute da Dnm1l por uso da linhagem Zp3-Cre (UDAGAWA 

et al., 2014). No entanto, diferente do Mfn1, a Dnm1l está presente em outras 

organelas e seu efeito multiorganelar deveu-se principalmente a uma deficiência na 

secreção de fatores parácrinos derivados do oócitos (UDAGAWA et al., 2014). 

Uma vez que observamos efeitos das mitofusinas sobre a fertilidade, 

investigamos se os mesmos se associam a um impacto sobre a função mitocondrial 

no oócito. Para tal, a distribuição das mitocôndrias e do retículo endoplasmático foi 

analisada em oócitos de fêmeas de 5 semanas de idade. Como esperado e bem 

descrito (WASSARMAN; JOSEFOWICZ, 1978; JANSEN; DE BOER, 1998; MOTTA et 
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al., 2000), o nocaute do Mfn levou a mitocôndrias fragmentadas, com formado 

arredondado. Ao invés de se apresentarem de forma distribuída pelo citoplasma, 

ambas organelas se apresentaram agregadas em 28% dos oócitos Mfn1 cKO e 47% 

dos oócitos Mfn1&2 cKO (Figura 16A e B). Estudos já demonstraram (UDAGAWA et 

al., 2014) que oócitos deficientes em Dnm1l também apresentaram agregação 

mitocondrial, levando a movimentação mitocondrial restrita e GVBD defeituosa. 

Durante a maturação, a redistribuição mitocondrial é essencial para suprir a demanda 

energética do oócito, se aproximando ao redor da vesícula germinativa ou da área do 

fuso, possibilitando que o ATP seja provido localmente, sem aumento excessivo na 

atividade oxidativa, e com mínima formação de ERO (VAN BLERKOM; DAVIS; 

ALEXANDER, 2000; TARÍN; PÉREZ-ALBALÁ; CANO, 2001; YU et al., 2010; VAN 

BLERKOM, 2011; COLLADO-FERNANDEZ; PICTON; DUMOLLARD, 2012; WAKAI 

et al., 2014; COTICCHIO et al., 2015; MAY-PANLOUP et al., 2016; CHIARATTI et al., 

2018). Assim, a agregação mitocondrial é associada com defeitos na maturação 

oocitária e disfunção mitocondrial, com consequente baixo potencial de 

desenvolvimento do gameta (VAN BLERKOM; DAVIS; ALEXANDER, 2000; VAN 

BLERKOM, 2011; WAKAI et al., 2014). Logo, os grandes agregados nos oócitos 

Mfn1&2 cKO e Mfn1 cKO sugerem que as mitocôndrias disfuncionais incapazes de 

fornecer o ATP necessário nos locais de agregação. A agregação mitocondrial foi 

notada desde os oócitos imaturos e se agravou com a maturação (Figura 16C). Assim, 

a ovulação dos oócitos Mfn1 cKO e Mfn1&2 cKO aumentou a agregação mitocondrial, 

suportando o impacto nas taxas de GVBD e CP1 observadas anteriormente (Figura 

12). Logo, o nocaute das mitofusinas afeta a distribuição mitocondrial e do retículo 

endoplasmático, possivelmente prejudicando a função dessas organelas. 
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Figura 16 - Agregação mitocondrial e do retículo endoplasmático evidenciam a falha no 
desenvolvimento de oócitos Mfn1 cKO e Mfn1&2 cKO 

                A 

                   

                    B                                                                  C 

                     

 Legeda:   (A) Oócitos imaturos isolados de fêmeas com 5 semanas de idade foram corados com 
MitoTracker CMXRos (Mito) e ERTracker (ER). Nota-se a agregação, como indicativo de 
disfunção mitocondrial nos grupos Mfn1 cKO e Mfn1&2 cKO. 

                  (B) Análise da agregação mitocondrial dos oócitos em (A). 

                  (C) Análise da agregação mitocondrial de oócitos ovulados, agravando o quadro visto em 

oócitos imaturos. 

 

 

Acreditamos que o uso de oócitos Mfn1&2 cKO imaturos deve ter mascarado 

uma possível disfunção mitocondrial que se acentua com a maturação. As células do 
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cumulus suprem o oócito com ATP e substratos produtores de energia durante a maior 

parte da foliculogênese, contudo, com a expansão dessas células antes da ovulação, 

os oócitos perdem tal suporte e por isso dependem da atividade de suas mitocôndrias 

para suprir a demanda por ATP (SU et al., 2009; COLLADO-FERNANDEZ; PICTON; 

DUMOLLARD, 2012; CHIARATTI et al., 2018). Assim, os defeitos mitocondriais 

afetam mais comumente o oócito durante o período de maturação do que nos estágios 

iniciais da oogênese (JOHNSON et al., 2007b). Em oócitos que tiveram o gene Pdha1 

nocauteado por uso da linhagem Zp3-Cre, houve um significativo dano mitocondrial, 

tendo os níveis de ATP reduzidos somente após a ovulação (JOHNSON et al., 2007a). 

Além disso, a deficiência na maturação meiótica, verificada nos oócitos Pdha1-/-, é 

similar aos resultados observados nos oócitos Mfn1&2 cKO, sugerindo que a 

infertilidade neste grupo foi causada por um dano sobre a função mitocondrial. Tais 

resultados indicam, mais uma vez, nossas conclusões anteriores de que a disfunção 

mitocondrial prejudicou a maturação do oócito em camundongos Mfn1&2 cKO; além 

de indicarmos um papel chave de Mfn2 durante a maturação do oócito, enquanto Mfn1 

parece ser essencial desde os estágios iniciais do desenvolvimento do gameta. 

 

 

7.3 EXPERIMENTO 3: O NOCAUTE DO Mfn2 PREJUDICA A SELEÇÃO E 

ELIMINAÇÃO DE MTDNA MUTANTE 

 

Os mecanismos de herança mitocondrial ainda são pouco esclarecidos e a 

dinâmica mitocondrial pode atuar na segregação dessas organelas durante o 

desenvolvimento embrionário. Quando as células se encontram em divisão, a fissão 

mitocondrial durante as fases de G2 e M possibilita que as mitocôndrias sejam 

fielmente herdadas pelas células filhas (MISHRA; CHAN, 2014). Em oócitos, as 

mitocôndrias apresentam-se fragmentadas desde as fases iniciais do 

desenvolvimento (JANSEN; DE BOER, 1998). Embora as razões dessa fragmentação 

não sejam completamente conhecidas, é provável que esse estado facilite a 
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segregação mitocondrial durante o desenvolvimento embrionário inicial (POULTON et 

al., 2010).  

Além disso, nos casos de mutação no mtDNA, a redução na fusão mitocondrial 

exacerba os efeitos da mutação (NARENDRA et al., 2008; CHEN et al., 2010), 

provavelmente por interferir na complementação mitocondrial (CHEN; CHOMYN; 

CHAN, 2005; TWIG et al., 2008). Neste contexto, é plausível considerar que as 

mitofusinas estão envolvidas na regulação da herança mitocondrial em oócitos. Para 

testar essa hipótese, os animais foram analisados quanto a quantidade de mtDNA 

NZB nos oócitos e na progênie. Já é sabido que o mtDNA NZB difere em 91 

nucleotídeos do mtDNA C57B/6 e nestes há uma dupla inserção de adenina na 

posição 9821 do gene mt-Tr que afeta a função mitocondrial (MORENO-

LOSHUERTOS et al., 2006). Por tal motivo, camundongos heteroplásmicos eliminam 

o mtDNA NZB em sua linhagem germinativa (SHARPLEY et al., 2012b). Assim como 

na literatura, o mesmo foi atestado nas fêmeas WT e seus respectivos oócitos, sendo 

que quanto maior o nível de mtDNA NZB da fêmea doadora, maior a eliminação de 

mtDNA NZB nos oócitos (SHARPLEY et al., 2012a) (Figura 17A). Fêmeas com 60-

80% de mtDNA NZB apresentaram oócitos com redução de 13,1% ± 1,99 do mtDNA 

NZB (ΔNZB) (Figura 17A).  

Assim foram selecionadas somente fêmeas com 45% a  80% de mtDNA NZB. 

A partir dessas, analisamos se o mesmo padrão de seleção ocorreria numa condição 

de nocaute das mitofusinas. Enquanto o grupo Mfn1 cKO apresentou o mesmo padrão 

que o WT (Figura 17B), sugerindo que a seleção seja independente do gene Mfn1, 

tanto o grupo Mfn2 cKO quanto o grupo Mfn1&2 cKO apresentaram um Δ NZB 

reduzido (lembrando que Δ é a diferença entre duas variáveis, no caso o valor de NZB 

entre mãe e progênie). Além disso, quando os valores de Δ NZB de oócitos Mfn2 cKO 

e Mfn1&2 cKO foram plotados em função do nível de mtDNA NZB nas doadoras, não 

foi verificada uma associação significativa entre as variáveis (P = 0,18). Em 

contrapartida, uma associação de R = -0,29 (P < 0,0001) foi observada entre os 

valores de Δ NZB de oócitos WT e Mfn1 cKO e o nível de mtDNA NZB nas doadoras 

(Figura 17C-D). A comparação da distribuição do Δ NZB entre essas duas populações 

(WT + Mfn1 cKO vs. Mfn2 cKO + Mfn1&2 cKO) corroborou esse achado (Figura 18A). 

Ao analisarmos tanto a heteroplasmia dos oócitos (Figura 19A) de cada grupo assim 

como a progênie dos oócitos WT e Mfn2 cKO foi constatada a mesma realidade: uma 
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menor seleção e consequente maior quantidade de mtDNA NZB no grupo nocaute 

para o gene Mfn2. Isso se deu tanto na análise de amostra das orelhas dos animais 

recém desmamados (21 dias), quanto nas amostras de baço e fígado nos animais 

com 100 dias de idade (Figuras 18B-D). 

Esses dados apontam à presença de um mecanismo de eliminação de mtDNA 

mutante nos oócitos. Vários trabalhos, com humanos (UUSIMAA et al., 2007; WILSON 

et al., 2016) e camundongos (SATO et al., 2007; FAN et al., 2008; STEWART et al., 

2008a; FREYER et al., 2012; SHARPLEY et al., 2012a), já indicaram a existência 

deste mecanismo, embora sem elucidarem sua forma de ação (STEWART et al., 

2008b). Uma vez que o nocaute do Mfn2, mas não o do Mfn1, é essencial para a 

ocorrência de mitofagia (HAILEY et al., 2010; ZHAO et al., 2012; CHEN; DORN, 2013), 

é provável que esta seja a base para a eliminação do mtDNA NZB nos oócitos. Sabe-

se que em condições normais, a proteína Pink1 é importada pela mitocôndria e 

degradada em seu interior, sendo um evento dependente do ΔΨm (LABBÉ; MURLEY; 

NUNNARI, 2014; SCARFFE et al., 2014). Porém, sob condições de despolarização 

mitocondrial, Pink1 se acumula na mitocôndria disfuncional e fosforila a MFN2 (CHEN; 

DORN, 2013; NI; WILLIAMS; DING, 2015). Consequentemente, Parkin é recrutado do 

citoplasma e poli-ubiquitina MFN2 e outras proteínas da membrana mitocondrial 

externa. A ubiquitinação dessas proteínas atrai outros complexos como a histona 

deacetilase 6 (HDAC6) e o sequestosome 1 (P62/SQSTM1), que interagem com os 

domínios de ubiquitina e com componentes dos autofagossomos (CHEN; DORN, 

2013; LABBÉ; MURLEY; NUNNARI, 2014; SCARFFE et al., 2014; NI; WILLIAMS; 

DING, 2015). Em especial, HDAC6 e P62/SQSTM1 interagem com a forma lipidada 

de MAP1LC3B, o qual está localizado na membrana do autofagossomo (LC3-I) e sofre 

lipidação (LC3-II) em resposta ao sinal autofágico. Como resultado, autofagossomos 

são atraídos para a mitocôndria disfuncional, levando ao seu engolfamento e posterior 

catabolismo nos lisossomos (CHEN; DORN, 2013; LABBÉ; MURLEY; NUNNARI, 

2014; SCARFFE et al., 2014; NI; WILLIAMS; DING, 2015). O nocaute do Mfn2 pode 

ter interferido nesta via de eliminação mitocondrial (e.g., mitocôndrias com mtDNA 

NZB) uma vez que o Mfn2 é indispensável para o recrutamento de Parkin (CHEN; 

DORN, 2013). Além disso, o nocaute também poderia ter interferido nesta via por 
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afetar a formação de autofagossomos (HAILEY et al., 2010) e a posterior fusão desses 

com lisossomos (ZHAO et al., 2012). 

Analisamos também o padrão do Δ NZB ao longo das diferentes gerações de 

filhotes de uma mesma fêmea, não tendo sido vista diferença (Figura 19B). Tal 

experimento foi realizado, uma vez que Sato et al. (SATO et al., 2007), ao fazer uso 

um modelo murino com deleção no mtDNA semelhante ao ocorrido na Síndrome de 

Kearns-Sayre (INOUE et al., 2000), reportaram uma diminuição do nível de mtDNA 

mutado nos oócitos em função das gerações, chegando até a alguns descendentes 

de gerações posteriores não apresentarem mais a mutação que seus irmãos (de 

ninhadas anteriores) tinham. Em outro estudo de Fan et al. (FAN et al., 2008), foi 

relatado que em fêmeas heteroplásmicas para uma mutação pontual no gene Mt-nd6 

foi semelhantemente constatada uma eliminação de mtDNA mutante nos oócitos, 

dependente da idade, levando a produção de descendentes livres da mutação. 

Diversos estudos já demonstraram que a transmissão de patologias ocasionadas por 

mutações no mtDNA passam por mecanismos de seleção ao longo de poucas 

gerações, restabelecendo um condição de homoplasmia (HAUSWIRTH; LAIPIS, 

1982; KOEHLER et al., 1991; JENUTH et al., 1996; MEIRELLES; SMITH, 1997; SATO 

et al., 2007; FAN et al., 2008; STEWART et al., 2008a; FREYER et al., 2012; MA; XU; 

O’FARRELL, 2014). Possivelmente este alto nível de seleção, mais evidentes nesses 

casos do que em nosso experimento, se deveu a gravidade funcional decorrente da 

mutação, uma vez que diversos estudos já constataram um nível de seleção mais forte 

dependente de sua interferência no comprometimento funcional da organela (JENUTH 

et al., 1996; BROWN et al., 2001; POULTON et al., 2010; FREYER et al., 2012). 

Tais resultados embasam a hipótese de que o Mfn2 desempenha papel 

essencial na identificação e eliminação de mitocôndrias disfuncionais, podendo ser 

pela presença de mtDNA mutante, por mitofagia. No entanto, independentemente de 

como o Mfn2 interferiu na eliminação do mtDNA NZB, um dos principais achados desta 

fase do trabalho fornece é que o nocaute do Mfn2 nos oócitos teve como 

consequência o aumento dos níveis de mtDNA NZB nos oócitos (Figura 18A); e isso 

não se restringiu ao gameta feminino já que fêmeas do grupo Mfn2 cKO também 
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produziram descendentes com maiores níveis da mutação mitocondrial (Figuras 18B, 

C e D). 

 

Figura 17 - Grau de eliminação de mtDNA NZB   

 

A                                                                    B 

                                   
 

 

C                                                                    D 

                 
 

            Legenda:   (A) Oócitos obtidos de fêmeas WT com 5 semanas de idade foram classificados de acordo com 

o nível de mtDNA NZB na fêmea doadora. O Δ NZB foi obtido pela diferença de mtDNA NZB 

entre o oócito e a respectiva fêmea doadora. Nota-se uma maior seleção contra o mtDNA NZB 

à medida que a fêmea doadora possui maior quantidade do mesmo. Grupos indicados por letras 

diferentes sobre as barras diferiram significativamente (P < 0,05). 

                               (B) Oócitos controle e nocautes de fêmeas com >45% de mtDNA NZB foram comparados quanto 

ao Δ NZB. O gráfico evidencia uma menor capacidade de seletiva dos grupos Mfn2 cKO e 

Mfn1&2 cKO contra o mtDNA NZB. Grupos indicados por letras diferentes sobre as barras 

diferiram significativamente (P < 0,05). 

                               (C-D) Correlação (R) entre o nível de mtDNA NZB na fêmea doadora e o Δ NZB para os grupos 

WT + Mfn1 cKO (C) versus os grupos Mfn2 cKO + Mfn1&2 cKO (D). Somente em (C) foi 

observado correlação significativa entre as variáveis (P < 0,0001). 
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Figura 18 - Distribuição de mtDNA NZB nas populações e em diferentes tecidos 

 

A                                                                    B 

                    
 

                   C                                                                          D 

         
      

             Legenda:  (A) Frequência de oócitos com níveis variados de Δ NZB para os grupos Mfn2 cKO + Mfn1&2 

cKO versus WT + Mfn1 cKO. As setas acima dos histogramas indicam que oócitos Mfn2 cKO + 

Mfn1&2 cKO se distribuem homogeneamente considerando Δ NZB maior ou menor que 0, 

enquanto que oócitos WT + Mfn1 cKO apresentam uma distribuição deslocada no sentido do Δ 

NZB menor que 0. 

                               (B-D) A progênie de oócitos WT e Mfn2 cKO foi comparada quanto ao Δ NZB considerando três 

diferentes tecidos, sendo a orelha coletada aos 21 dias de idade (B), baço coletado aos 100 dias 

de vida (C) e fígado coletado aos 100 dias de vida (D). Em todos os casos o nocaute para Mfn2 

mostra-se prejudicial para identificação e eliminação de mtDNA mutante. Somente fêmeas 

progenitoras com >45% de mtDNA NZB foram consideradas.  
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Figura 19 - Nível de mtDNA NZB em oócitos GV e ao longo das gerações 

 

 

 

              A                                                                   B  

              
 

             Legenda:  (A) Níveis de mtDNA NZB em oócitos GV. Níveis baixos nos oócitos do WT e de Mfn1 cKO, 

enquanto que é observado um de nível elevado em oócitos de Mfn2 cKO e de Mfn1&2 cKO; mais 

uma vez afirmando os dados anteriores. 
                               (B) Nível de NZB mtDNA analisado com relação a diferentes gerações de uma mesma fêmea. 

Não foi observado diminuição através de gerações. Grupos indicados por letras diferentes sobre 

as barras diferiram significativamente (P < 0,05).  
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8 CONCLUSÕES 

 

  O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da fusão em oócitos de 

murinos com relação a fertilidade e herança mitocondrial, sendo que, para tal, 

realizamos três etapas de análises: 

1° Avaliamos a capacidade de desenvolvimento a termo, o número de animais 

nascidos e o ganho de peso da progênie de fêmeas. 

2° o número de oócitos ovulados, o diâmetro oocitário, o número de cópias de 

mtDNA e a distribuição mitocondrial nos oócitos de fêmeas.  

3° o nível de mtDNA NZB nos oócitos (maturos e imaturos) e nos tecidos 

somáticos da progênie (na orelha ao desmame e na calda, baço e fígado aos 

100 dias de idade) de fêmeas. 

Assim, foi possível obter as seguintes conclusões: 

  

No que concerne a hipótese original do trabalho de que a parada da fusão 

otimizaria e favoreceria a segregação e eliminação do mtDNA NZB, sendo um 

mecanismo de controle positivo contra mtDNA mutado e/ou disfuncional:  

• O nocaute das mitofusinas não otimizou a eliminação do mtDNA NZB. 

 

 

No desenvolver estudo, outras hipóteses foram criadas. Uma delas foi que 

um desbalanço acentuado entre fusão e fissão interfere negativamente no 

desenvolvimento folicular e adequado crescimento do oócito: 

• Tal hipótese foi confirmada, principalmente pela ação do Mfn1. Apesar do 

Mfn2 não parecer ter efeito sobre a competência oocitária, o Mfn1 

apresentou diversos relacionados a disfunção mitocondrial que levaram a 

um bloqueio do desenvolvimento folicular e consequente infertilidade. O 

Mfn2 parece ter maior influência na maturação oocitária. 
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Uma terceira e última hipótese elaborada ao longo do projeto é de que o 

Mfn2 atua no processo de eliminação de mitocôndrias disfuncionais, afetando 

o processo de herança mitocondrial: 

• O Mfn2 desfavoreceu a eliminação do mtDNA NZB, provavelmente devido 

ao fato de estar altamente relacionada ao processo mitofágico. 

 

Conclui-se, portanto, que o Mfn1 é essencial para promover oócitos com 

competência de desenvolvimento, enquanto que o Mfn2 é necessário para a 

eliminação de mtDNA mutante no oócito; o que demonstra a grande implicação da 

ação das mitofusinas no gameta feminino sobre a fertilidade e herança mitocondrial. 

Apesar da rede mitocondrial ser fragmentada em oócitos, o processo de fusão se 

mostra importante para a manutenção do desenvolvimento oocitário e herança 

mitocondrial, já que o nocaute de Mfn1 ou Mfn2 tem efeitos prejudiciais ao gameta em 

tais aspectos. A fusão é necessária para garantir a homogeneização do conteúdo 

mitocondrial dentro da célula, o que é ainda mais importante considerando o enorme 

volume citoplasmático dos oócitos. Um desbalanceamento entre a fusão e a fissão 

(mesmo que essa segunda se apresente de forma mais ativa no momento estudado 

por este trabalho) leva a danos como vistos no estudo. A compreensão de tais 

mecanismos biomoleculares se comprova fundamental e de alto impacto para a 

sociedade, uma vez que interferem diretamente na fertilidade materna e herança 

mitocondrial que podem ou não levar a doenças genéticas severas. 
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10 ANEXOS 
 

ANEXO 1. Reprodução autorizada pela PLOS do manuscrito intitulado “Real-Time 

PCR Quantification of Heteroplasmy in a Mouse Model witj Mitochondrial DNA of 

C57BL/6 and NZB/BINJ Strains” publicado no periódico PLOS One. 
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ANEXO 2. Reprodução autorizada pela Animal Reproduction do manuscrito 

intitulado “Oocyte mitochondria: role on fertility and disease transmission” publicado 

no periódico Animal Reproduction. 
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ANEXO 3. Submissão de manuscrito para Plos Biology, sendo intitulado “Mitofusin 1 

is required for the oocyte-granulosa cell communication that regulates oogenesis”. 
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