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RESUMO 

Venturini, LGR. Papel da mitofusina 2 e da dinâmica mitocondrial na 

diferenciação e função de osteoclastos. [tese]. Ribeirão Preto: Universidade de São 

Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto; 2023. 

 

Os osteoclastos são macrófagos tecido-específicos com a função de reabsorção 

óssea. Por serem células gigantes e multinucleadas, os osteoclastos necessitam, 

desde a sua formação, passando pela adesão e movimentação na superfície óssea e 

finalmente pela produção de enzimas osteolíticas, de uma elevada quantidade de 

energia. A mitocôndria é a organela responsável pela produção de energia nas células 

animais e sabe-se que ela tem a capacidade de alterar seu número, tamanho e 

localização intracelular através de um processo denominado dinâmica mitocondrial, 

importante para a diferenciação de muitas células. Portanto, o objetivo deste trabalho 

foi avaliar o papel da dinâmica mitocondrial na diferenciação de osteoclastos. Para 

responder a este objetivo, primeiro observamos um aumento na área das mitocôndrias 

em osteoclastos diferenciados quando comparados a progenitores mononucleares. 

Avaliamos a expressão de genes da dinâmica mitocondrial durante a diferenciação 

dos osteoclastos e vimos um aumento dos genes de fusão mitocondrial, em particular, 

da mitofusina 2. Realizamos a deleção condicional da mitofusina 2 em precursores de 

osteoclastos e observamos uma diminuição do número de osteoclastos e da área de 

desmineralização óssea em osteoclastos com deleção de mitofusina 2 em 

comparação com o controle in vitro. Aprofundando os efeitos da deleção da mitofusina 

2 em osteoclastos, observamos uma redução na área da mitocôndria, no potencial de 

membrana mitocondrial, bem como na produção de energia via fosforilação oxidativa 

no grupo com deleção seletiva quando comparado ao grupo controle, também 

observamos aumento na produção de lactato no grupo com deleção de mitofusina 2. 

Finalmente, para observar o efeito da deleção da mitofusina 2 em um modelo 

osteolítico in vivo, submetemos os camundongos ao modelo de perda óssea por 

ovariectomia, e observamos que os camundongos osteoclastos com deleção 

condicional foram protegidos da perda óssea trabecular quando comparado aos 

camundongos controle. Assim, este trabalho demonstra que a mitofusina 2 estimula a 

diferenciação de osteoclastos via produção de energia mitocondrial, e a deleção da 

mitofusina 2 protege camundongos da perda óssea trabecular. 

 

Palavras-chave: metabolismo, mitocôndria, mitofusina 2, osteoclastogênese, 

osteoporose. 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Venturini, LGR. Role of mitofusin 2 and mitochondrial dynamics in osteoclast 

differentiation and function. [thesis]. Ribeirão Preto: University of São Paulo, Faculty 

of Medicine of Ribeirão Preto; 2023. 

Osteoclasts are tissue-specific macrophages with the function of bone resorption. 

Because they are giant and multinucleated cells, osteoclasts need, from their 

formation, through adhesion and movement on the bone surface and finally through 

the production of osteolytic enzymes, a high amount of energy. Mitochondria is the 

organelle responsible for energy production in animal cells and it is known that it has 

the ability to change its number, size and intracellular location through a process called 

mitochondrial dynamics, important for the differentiation of a lot of cells. Therefore, the 

aim of this work was to evaluate the role of mitochondrial dynamics in the differentiation 

of osteoclasts. To answer this objective, we first observed an increase in the area of 

mitochondria in differentiated osteoclasts when compared to mononuclear progenitors. 

We look for the expression of mitochondrial dynamics during osteoclast differentiation 

and saw an increase of mitochondrial fusion genes, in particular, mitofusin 2. We 

performed the conditional knockout of mitofusin 2 in osteoclast precursors and 

observed a decrease in the number of osteoclasts and area of bone resorption in 

knockout osteoclasts compared to the control in vitro. Going deeper into the effects of 

mitofusin 2 deletion in osteoclasts, we observed a reduction in the area of 

mitochondria, in the mitochondrial membrane potential, as well as in the production of 

energy via mitochondria in knockout group when compared to the control group, we 

also observed an increase in the production of lactate in knockout group. Finally, to 

observe the effect of mitofusin 2 deletion in an in vivo osteolytic model, we performed 

a conditional knockout of mitofusin 2 in osteoclasts and submitted the mice to the 

model of bone loss by ovariectomy, and we observed that conditional knockout 

osteoclasts mice were protected from trabecular bone loss when compared to control 

mice. Thus, this work demonstrates that mitofusin 2 stimulates the differentiation of 

osteoclasts via mitochondrial energy production, and the deletion of mitofusin 2 

protects mice from trabecular bone loss. 

 

Keywords: metabolism, mitochondria, mitofusin 2, osteoclastogenesis, osteoporosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1. Osteoclastos e o remodelamento ósseo 

O tecido ósseo, apesar de rígido, é altamente dinâmico, sendo sucessivamente 

moldado e reconstruído para que possa exercer suas funções (crescimento, correção 

de microfraturas e proteção de órgãos vitais) de forma eficiente. Este processo é 

denominado remodelamento ósseo, o qual é dividido em duas etapas que se 

interligam: a reabsorção (remoção do tecido ósseo antigo) e a formação (deposição 

de um tecido novo) (XIAO et al., 2016). O processo de remodelamento é orquestrado 

por 3 células, que formam unidades básicas multicelulares (BMUs) como proposto por 

Frost (1963), sendo elas: os osteoblastos, osteócitos e osteoclastos (SIMS & MARTIN, 

2014) e que são coordenados por reguladores metabólicos e mecânicos 

(BOLAMPERTI, VILLA & RUBINACCI, 2022). 

Os osteoblastos e osteócitos são derivados de células tronco mesenquimais 

pluripotentes (MSCs) (GRIGORIADIS, HEERSCHE & ALBIN, 1988). Os osteoblastos 

são caracterizados pela expressão dos fatores de transcrição Runt related 

transcription factor 2 (Runx2), distal less homebox 5 (Dlx5) e Osterix (Osx). Esta célula 

possui como função principal a deposição e mineralização da matriz óssea, além disso 

participa da regulação da osteoclastogênese e apresentam função endocrinológica 

como a secreção de osteocalcina. Os osteócitos por sua vez, possuem uma função 

mecano-sensora da integridade óssea e regula a resposta tanto de osteoblastos como 

de osteoclastos durante o remodelamento ósseo (CAPULLI, PAONE E RUCCI, 2014). 

Os osteoclastos são células multinucleadas formadas a partir de precursores 

da linhagem mieloide, localizados na medula óssea, sendo uma espécie de macrófago 

especializado tecido-específico que conduzem o processo de reabsorção óssea 

(BOYLE, SIMONET & LACEY, 2003). A diferenciação de osteoclastos, denominada 

de osteoclastogênese, envolve uma série de etapas que seguem desde o 

comprometimento de monócitos e/ou macrófagos para precursores de osteoclastos 

(estágio inicial), até a formação de células gigantes multinucleadas (estágio final) pela 

fusão celular (SEGOVIA-SILVESTRE et al., 2009). 

A osteoclastogênese é regulada essencialmente por duas citocinas: 1) o fator 

estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF) e; 2) o ligante do receptor ativador 

do NF-κB (RANKL). O M-CSF, também conhecido como CSF-1, atua no receptor c-
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fms (CSF1R/MCSFR) expresso em monócitos e macrófagos (HATTERSLEY, KERBY 

& CHAMBERS, 1991) e apresenta papel crucial na osteoclastogênese, ativando vias 

de sinalização que controlam a sobrevida e proliferação celular, como também 

regulando a expressão do receptor RANK (MUN, PARK & PARK-MIN, 2020). 

O RANKL é uma citocina que pertence a superfamília do TNF e se liga no 

receptor RANK, o qual é expresso em monócitos, macrófagos e em pré-osteoclastos 

(LACEY et al., 1998; NAKAGAWA et al., 1998). O RANKL é um ativador altamente 

eficaz e promove o recrutamento da molécula adaptadora fator 6 associado ao 

receptor de TNF (TRAF-6), a qual leva a ativação de várias vias de sinal intracelular, 

incluindo vias clássicas e alternativas do NF-κB, c-Fos, fosfolipase C, fator de 

transcrição associado a microftalmia (MITF) e fator nuclear de células T ativadas c1 

(NFATc1), importantes para os diferentes estágios de diferenciação dos osteoclastos 

(LUCHIN et al., 2001; ASAGIRI & TAKAYANAGI, 2007). Em particular, o NFATc1 é 

considerado o regulador central da diferenciação dos osteoclastos visto que animais 

deficientes de NFATc1 condicionalmente em osteoclastos, desenvolvem osteopetrose 

(WINSLOW et al., 2006) e que a expressão ectópica de NFATc1 em células 

precursoras de monócitos induzem o a formação de osteoclastos independentemente 

do estimulo RANKL (TAKAYANAGI et al., 2002). 

A reabsorção óssea exige dos osteoclastos uma série de modificações que 

compreendem intenso remodelamento citoesqueletico, polarização da membrana 

plasmática, redistribuição de transportadores e organelas e intenso trafego 

endossômico. A reabsorção óssea inicia-se com a formação da zona de selamento 

que é marcada pela adesão celular na superfície óssea mineralizada, por meio de 

integrinas tipo alfa v beta 3 (integrina αvβ3) e formação de lacunas de reabsorção, 

onde são secretados ácidos e enzimas proteolíticas. A manutenção do pH ácido, por 

H+ATPase vacuolares nestas lacunas são importantes para amplificação da atividade 

das enzimas proteolíticas secretadas de vesículas, como o TRAP, catepsina K e 

matriz metaloproteinase-9 (MMP-9), permitindo assim a desmineralização e 

degradação de colágeno (VAANANEN & LAITALA-LEINONEN, 2008). 

Considerando que o osteoclasto é uma célula grande comparada as demais, e 

sua intensa adaptação estrutural e bioquímica descritas acima, os osteoclastos 

maduros demandam altos níveis de ATP para a biossíntese de diferentes fatores 

utilizados durante a reabsorção óssea, por isso sofrem adaptações metabólicas para 
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a realização de sua função (PARK-MIN, 2009). De fato, inúmeros estudos mostram a 

importância de processos metabólicos na função e diferenciação dos osteoclastos. Há 

um aumento no consumo de glicose e oxigênio, assim como na produção de lactato 

nas diferentes fases de proliferação, migração e fusão de pré-osteoclastos. Esses 

achados são corroborados pela observação de que níveis elevados de glicose no meio 

de cultura aumentam a diferenciação dos osteoclastos, enquanto a privação de 

glicose inibe a capacidade de reabsorção destas células (INDO et al., 2013). Além da 

glicose, outros substratos bioenergéticos, tais como o piruvato, induzem a 

diferenciação de osteoclastos, demonstrando a importância do metabolismo 

energético para a diferenciação e função desta célula (FONG et al., 2013). 

O questionamento acerca do metabolismo energético durante a ativação e 

diferenciação de osteoclastos remonta a 1931 quando Ch’uan demonstrou a partir de 

microscopia eletrônica em tecido ósseo que os osteoclastos são células ricas em 

mitocôndrias quando comparados as demais células presentes no tecido ósseo. Outro 

estudo por Miyazaki e colaboradores (2012) demonstrou em modelo murino in vivo 

que os osteoclastos não apenas são células ricas em mitocôndrias, como dependem 

destas organelas funcionais para exercer de forma competente sua função, algumas 

mitocôndrias funcionam como armazenamento de cálcio. 

Além disso, osteoclastos diferenciados a partir da linhagem de macrófagos 

RAW 264.7 estimulados com RANKL apresentaram um aumento na expressão de 

proteínas relacionadas com o ciclo do ácido cítrico, como a enzima citrato sintase, 

isocitrato, aconitase, assim como, proteínas relacionadas à fosforilação oxidativa 

como NADH desidrogenase e citocromo c-ubquitinol redutase. Os autores sugerem 

que o aumento da síntese de fatores relacionados ao metabolismo energético e da 

função mitocondrial é importante para a osteoclastogênese (CZUPALLA et al., 2005). 

Lemma e colaboradores (2016) realizaram um estudo utilizando cultura de 

osteoclastos diferenciados a partir de monócitos do sangue periférico de voluntários 

humanos, onde foi possível observar um aumento da massa mitocondrial, da 

concentração de ATP e maior expressão de genes codificantes dos complexos I-IV da 

cadeia transportadora de elétrons durante a osteoclastogênese, além de também 

demonstrar uma tendência a glicólise por parte dos osteoclastos maduros durante a 

execução de sua função. 



17 
 

Sabendo que o desequilíbrio na formação de osteoclastos pode levar ao 

desenvolvimento de doenças osteolíticas e da importância do metabolismo de glicose 

para a osteoclastogênese, compreender e modular o metabolismo dos osteoclastos 

pode ser a chave para o desenvolvimento de tratamento para doenças como a 

osteoporose, a osteoartrite e a artrite reumatoide.  

1.2 Doenças osteolíticas 

As doenças osteolíticas são um conjunto de desordens metabólicas do sistema 

esquelético que tem como principal característica a perda da densidade e da massa 

óssea. Outro fator que está relacionado a este conjunto de lesões ósseas é a super 

ativação dos osteoclastos (HEYMANN et al., 2005). 

Dentre as diversas doenças que estão relacionadas a perda de massa óssea 

destaca-se a osteoporose por ser o principal fator relacionado a perda de 

movimentação em mulheres pós-menopausa e homens de idade avançada. Estima-

se que cerca de 8.9 milhões de pessoas no mundo são afetadas por esta doença, 

acarretando consequências físicas e psicológicas, além de diminuir drasticamente a 

qualidade de vida, sendo por este motivo, considerada um grande problema de saúde 

pública (CLYNES et al., 2020). 

A perda de massa óssea é uma consequência inevitável do envelhecimento. 

Normalmente, mulheres entre 65-69 anos e homens entre 74-79 anos tem o primeiro 

declínio acentuado da massa óssea. Contudo, fatores como: perda de peso (em 

pessoas idosas), tabagismo e consumo de álcool (de regular a alto) podem acelerar 

este processo de perda óssea. A osteoporose causada pelo envelhecimento ou pelo 

pós-menopausa é chamada de osteoporose primária (POURESMAEILI et al., 2018). 

Algumas drogas como glicocorticoides, antiepiléticos, inibidores da bomba de 

prótons, terapia hormonal sistêmica, bem como, desordens da tireoide, doença renal 

crônica e diabetes também podem levar ao desenvolvimento da osteoporose, sendo 

considerada como osteoporose secundária (EBELING et al., 2022).  

O mecanismo fisiopatológico da osteoporose está relacionado ao processo de 

remodelamento ósseo. Como já explicado previamente, o osso tem a capacidade de 

se autorrenovar, onde há a reabsorção óssea por parte dos osteoclastos e a 

deposição de um novo tecido ósseo por parte dos osteoblastos. Uma vez que os 
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osteoclastos por algum motivo aumentem sua função e reabsorvam mais tecido ósseo 

do que os osteoblastos são capazes de repor, ocorre a formação de poros nos ossos, 

redução da densidade e massa óssea e a desconfiguração da microarquitetura óssea. 

Este processo leva a ossos mais frágeis que podem ser fraturados mais facilmente, 

característico da osteoporose (DRAKE, CLARKE & LEWIECKI, 2015). 

Existem diversos tratamentos no mercado para a osteoporose, que podemos 

dividir em 4 grandes grupos: 1. Reposição de cálcio e vitamina D; 2. Terapia anti-

reabsortiva: bifosfonados, denozumab; 3. Tratamentos hormonais: moduladores 

seletivos do receptor de estrogênio, testosterona, análogos de PTH; 4. Terapias 

experimentais: Romosozumab, Inibidores de Dickkopf-1. Porém, nenhum destes 

tratamentos se apresentou como relevante na cura da osteoporose, o que leva a 

gastos como 30 bilhôes de dólares gastos pelos EUA, e entre 17 e 20 bilhões de 

dólares gastos pela União Europeia em um ano no tratamento da osteoporose 

(KOZLA & HOFFBAUER, 2017). 

Sendo assim, novos alvos terapêuticos são constantemente investigados no 

contexto da osteoporose. Sabendo da alta demanda energética do osteoclasto para 

cumprir sua função de reabsorção óssea e sua participação na fisiopatologia da 

osteoporose faz-se necessário investigar o metabolismo dos osteoclastos, em 

especial sua produção energética, para compreensão e modulação como possível 

alvo terapêutico para o tratamento de doenças osteolíticas, em especial, da 

osteoporose. 

1.3 Mitocôndria e dinâmica mitocondrial 

 

A mitocôndria é uma organela citoplasmática “independente” que possui dupla 

membrana e material genético próprio. Sua presença é indispensável para todas as 

células nucleadas, pois apresenta como principal função a fosforilação oxidativa para 

a geração de energia em forma de ATP, o qual é fundamental para a manutenção da 

função e sobrevida celular (LEHNINGER, 1962). Desde a descoberta da principal 

função mitocondrial, muito avançou-se sobre a existência de outras funções 

metabólicas dessa organela como, por exemplo, na geração de espécies reativas de 

oxigênio (KOWALTOWSKI et al., 2009), morte celular (MARTINOU & YOULE, 2011) 

e metabolismo de cálcio (RIZZUTO et al., 2012). A descoberta destas múltiplas 
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funções da mitocôndria fez cair o conceito de que ela seria uma organela isolada e 

estática. 

Apesar de não serem formadas de novo, as mitocôndrias podem mudar sua 

forma, número e localização intracelular, comportamento que é denominado de 

dinâmica mitocondrial (NI, WILLIAMS & DING, 2015). A dinâmica mitocondrial 

compreende os processos de fissão e fusão mitocondrial. Estes processos são 

altamente organizados e orquestrados por uma rede de moléculas localizadas nas 

membranas mitocondriais interna (IMM), externa (OMM) e/ou no citosol. A fissão é o 

processo pelo qual as mitocôndrias se fragmentam tornando-se organelas pequenas 

e isoladas, estágio importante durante a divisão celular e morte por apoptose. A fissão 

é coordenada pela GTPase Drp1 (dynamin-related protein 1) presente no citosol 

celular, que é recrutada pela proteína Fis1 (mithocondrial fission 1) para a membrana 

mitocondrial externa, onde estão localizados os sítios de clivagem no momento da 

fissão (LACKNER & NUNNARI, 2009). 

Por outro lado, a fusão mitocondrial é o processo pelo qual as mitocôndrias 

menores se unem para formar organelas maiores e mais complexas, importantes em 

processos de alto gasto energético, sobrevivência celular frente a agressões e 

diferenciação celular (WESTRATE et al., 2014). A fusão mitocondrial é coordenada 

pela molécula mitocondrial Optic atrophy 1 (Opa1), proteína fusional presente na 

membrana mitocondrial interna e pelas mitofusinas 1 e 2 (Mfn1 e Mfn2). As mitofusinas 

são GTPases presentes na membrana mitocondrial externa que possuem uma 

extremidade no citosol e outra no espaço intermembranar mitocondrial (SANTEL & 

FULLER, 2001). Apesar de apresentarem 80% de similaridade estrutural, as 

mitofusinas 1 e 2 não apresentam papéis redundantes quanto a função na fusão 

mitocondrial. Enquanto a Mfn1 é necessária para responder ao estímulo fusional da 

Opa1, a Mfn2 possui função central no tethering entre mitocôndria e retículo 

endoplasmático, associado a formação dos mitocondrions e a regulação do cálcio 

intracelular, sendo que ambas têm papel essencial para a fusão mitocondrial 

(SCHREPFER & SCORRANO, 2016). Porém, apenas a deleção de Mfn2 é 

incompatível com a vida e a deleção de Mfn1 é corrigida pela atividade aprimorada da 

Mfn2. 

Essa aparelhagem mitocondrial atua na maior parte das células nucleadas e o 

desequilíbrio entre estas moléculas está associado ao desenvolvimento de uma série 
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de doenças, como diabetes (WILLIAMS & CAINO, 2018), doenças 

neurodegenerativas (ITOH et al., 2013) e cardiovasculares (DORN II et al., 2013). 

A Mfn2, dentre todas as moléculas associadas a fusão mitocondrial, chama a 

atenção por ser um fator de sobrevivência celular uma vez que a depleção desta 

molécula está associada a indução de apoptose em neurônios, por exemplo (PENG 

et al., 2015). A Mfn2 apresenta também papel essencial na regulação metabólica 

(BACH et al., 2003) e parte dessa função está ligada à sua capacidade de realizar a 

fusão mitocondrial e de induzir a ligação entre mitocôndria e retículo endoplasmático 

o qual é essencial para a sinalização do cálcio intracelular (DE BRITO & SCORRANO, 

2008). Camundongos knockout condicional de Mfn2 em hepatócitos demonstraram ter 

intolerância à glicose e falha na sinalização da insulina (SEBASTIÁN et al., 2012). 

Além disso, estudos demonstraram uma maior expressão da Mfn2 em comparação 

com as demais moléculas associadas a fusão (Mfn1, Opa1) em tecidos periféricos 

como o músculo esquelético, que está intimamente ligado ao tecido esquelético 

(BACH et al., 2003). 

Os dados de Forni e colaboradores (2016) demonstraram a importância das 

moléculas envolvidas na dinâmica mitocondrial para a diferenciação de células de 

origem mesenquimal, dentre essas moléculas, a Mfn2 encontra-se aumentada em 

adipócitos e osteócitos. Além disso, dados na literatura mostraram que a Mfn2 está 

ligada a biogênese mitocondrial sendo estimulada pelos co-ativadores transcricionais 

PGC1α/PGC1β (LIESA et al., 2008). É importante notar que o gene Ppargc1b que 

codifica o co-ativador PGC1β está aumentado durante a diferenciação de osteoclastos 

e que a deleção condicional deste gene a esta célula, inibiu a biogênese mitocondrial 

e a diferenciação de osteoclastos (ISHII et al., 2009). Por outro lado, um estudo 

recente de Zhang e colaboradores (2018) demonstrou que a deleção seletiva de 

PGC1β em células percursoras não alterou os marcadores e a taxa de diferenciação 

de osteoclastos, contudo foi observado uma redução significativa dos marcadores de 

ativação e da função na reabsorção óssea. Embora a literatura seja divergente quanto 

ao papel de PGC1β sobre a osteoclastogênese, existe um consenso quanto a 

importância mitocondrial para que os osteoclastos promovam sua função, ou seja, os 

trabalhos publicados até o momento concordam que a deleção de PGC1β in vivo 

favorece um quadro osteopetrótico. 
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Este conjunto de evidências apresentadas até o momento sugerem uma 

possível relação entre a PGC1β, a função mitocondrial e o metabolismo de 

osteoclastos, porém a literatura carece de trabalhos que elucidem o papel da 

mitofusina 2 e das demais moléculas relacionadas a dinâmica mitocondrial na 

diferenciação e ativação de osteoclastos e o papel da fusão mitocondrial sobre 

processos osteolíticos. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o papel da dinâmica mitocondrial, em 

especial, da mitofusina 2 durante a diferenciação e função de osteoclastos. 

2.2 Objetivos específicos 

• Avaliar o efeito da deleção de mitofusina 2 sobre a diferenciação e função de 

osteoclastos in vitro; 

• Avaliar o efeito da deleção da mitofusina 2 sobre as características 

morfofuncionais mitocondriais em osteoclastos in vitro; 

• Avaliar o efeito da deleção da mitofusina 2 sobre a perda óssea trabecular in vivo 

em modelo de ovariectomia. 
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3.  MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Animais 

Para a realização deste estudo foram utilizados camundongos C57BL/6 sem 

alterações genéticas, e também alterados geneticamente pela tecnologia CreLoxP 

que gera camundongos com deleção seletiva de mitofusina 2 em macrófagos e/ou 

osteoclastos: LysMcre/0, LysMcre/0Mfn2f/f, Ctskcre/0, Ctskcre/0Mfn2f/f. Foram utilizados 

camundongos machos com 8-10 semanas de vida: LysMcre/0 e LysMcre/0Mfn2f/f, além 

de fêmeas de 12 a 16 semanas Ctskcre/0 e Ctskcre/0Mfn2f/f. Os animais foram mantidos 

no biotério de criação da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto 

durante o experimento, em um ciclo de 12 horas claro/escuro, temperatura e umidade 

controladas. A água e a ração foram administradas ad libitum. Este trabalho seguiu as 

normas do CEUA-USP, foi aprovado sob o número de protocolo 18.1.947.60.0. 

3.2 Genotipagem dos animais por PCR convencional 

Para a genotipagem dos camundongos foi realizada a extração do DNA, 

utilizando as amostras animais as quais foram adicionados 75 μl de tampão (NaOH 

25 mM e EDTA 0,2 mM) e levadas ao termociclador a 98  por 1 hora. Em seguida, 

o DNA extraído foi quantificado no aparelho nanofotômetro (NanoPhotometer® P360, 

Implen, Inc., Califórnia, USA), onde posteriormente foi utilizado 20 ng total de DNA 

para a reação de PCR. Para esta reação foram utilizados os primers específicos para 

análise de Lisozima Cre, Catepsina K Cre e Mitofusina 2 flox, juntamente com o 

Amplitaq Gold 360 Master MIX. As amostras foram aplicadas em gel 1,5% de agarose 

em cuba de eletroforese de 100V por 50 minutos, além do padrão molecular e o 

controle positivo e negativo. 

3.3 Cultura de osteoclastos murinos 

A diferenciação de osteoclastos murinos foi realizada a partir de cultura primária 

utilizando células da medula óssea. Para isso, fêmur e tíbia de camundongos LysMcre/0 

e LysMcre/0Mfn2f/f foram assepticamente removidos e as medulas ósseas extraídas e 

mantidas por 3 dias em meio de cultura α-MEM (GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA) 

suplementada com 10% soro fetal bovino, 100 unidades/mL de penicilina e 100 mg/mL 

de estreptomicina (ThermoScientific, Carlsbad, CA, USA) na presença de 30 ng/mL 
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de M-CSF (R&D Systems). As células não aderidas foram removidas e eliminadas, e 

as células aderidas (pré-osteoclastos) foram cultivadas em meio osteoclastogênico 

com 30 ng/mL de M-CSF e 10 ng/mL de RANKL (R&D Systems) por diferentes 

tempos, de acordo com o protocolo de estudo. 

3.4 Determinação do número de osteoclastos pela reação de TRAP 

Para o ensaio de TRAP foram plaqueados 20.000 pré-osteoclastos em placa 

de 96 poços e cultivadas na presença de M-CSF e de RANKL por 3 dias. A marcação 

de osteoclastos foi realizada pela reação da fosfatase ácida resistente ao tartarato - 

TRAP (KIT SIGMA 387-A). As células foram primeiramente fixadas com tampão de 

citrato por 20 minutos, lavadas com PBS e incubadas a 37º C na solução corante 

contendo tartarato por 40 minutos, ao abrigo da luz, de acordo com as instruções do 

fabricante. Em seguida, os osteoclastos (células coradas e contendo 3 ou mais 

núcleos) foram fotografados e quantificados quanto ao número e tamanho das células 

utilizando o programa de imagens (ImageJ software). 

3.5 Ensaio de desmineralização óssea 

Para o ensaio de desmineralização óssea em placa de osteassay, 15.000 pré-

osteoclastos foram plaqueados em placa de 96 poços contendo hidroxiapatita 

(CORNING®) e cultivadas na presença de M-CSF e de RANKL por 10 dias. Após esse 

período foram tiradas fotos em microscópio e área de desmineralização foi medida em 

software de imagem (ImageJ software). 

3.6 Expressão gênica por qPCR 

  Foram coletados os pré-osteoclastos dos tempos 0, 24h, 48h e 72h. O 

isolamento de RNA total da cultura de células foi realizado utilizando o Kit da Promega 

SV Total Isolation System (Z3105- Promega),  de acordo com o cartão de protocolo 

9FB025 indicado pelo fabricante.      O RNA extraído foi eluído em 30 µl de água 

Nuclease free e quantificado no aparelho nanofotômetro (NanoPhotometer® P360, 

Implen, Inc., California, USA). Foi utilizado 500 µg de RNA total para a síntese do 

cDNA por meio da reação de transcriptase reversa (High capacity cDNA Reverse 

Transcription kit da Applied Biosystems- 4368813). As amostras foram levadas ao 

termociclador (Eppendorf vapo.protect) e submetidas às seguintes temperaturas: 

25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos, 85°C por 5 minutos e 4°C até a remoção 



25 
 

das amostras do aparelho. Após a realização da reação, as amostras foram diluídas 

10 vezes e armazenadas em -20°C até o momento do uso. 

A reação de PCR para amplificação dos genes de interesse foi realizada 

utilizando os respectivos primers específicos (TaqMan® Gene Expression Assay) para 

marcadores de osteoclastos como NFatc1 (Nfatc1). Foi utilizado o reagente TaqMan® 

o mix de 5 µL de 2x qPCR BIO TaqMan® Mix Separate-ROX (PCR Biosystems) e o 

equipamento de PCR em tempo real StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied 

BiosystemsTM). 

Primer para Nfatc1 (Mm00479445_m1), foram obtidos comercialmente e a 

sequência é propriedade privada do fornecedor (TaqMan® Gene Expression Assay, 

Applied Biosystems). O gene Gapdh (Mm99999915_g1) foi utilizado como gene 

endógeno. 

A amplificação foi realizada em termociclador sob as seguintes condições: 50°C 

por 2 minutos para incubação, 95°C por 20 segundos para ativação da polimerase 

AmpliTaq Gold Enzyme, 40 ciclos de 95°C por 1 minuto para desnaturação do DNA e 

60°C por 20 segundos para o anelamento do primer e a extensão. 

Além disso foram utilizados primers específicos (Syber Green®) para o 

metabolismo como Mitofusina 1 (Mfn1), Mitofusina 2 (Mfn2), Proeína relacionada a 

dinâmica 1 (Drp1). O gene Gapdh foi utilizado como gene endógeno. 

 Foi utilizado o mix de 5 µL de 2x qPCR BIO SyGreen Mix Separate-ROX 

(PCR Biosystems) e o equipamento de PCR em tempo real StepOnePlus™ Real-Time 

PCR System (Applied BiosystemsTM). A sequência dos primers estão na tabela 

abaixo: 
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A amplificação foi realizada em termociclador sob as seguintes condições: 1 

ciclo de 95ºC por 2 minutos, 40 ciclos de 95ºC por 5 segundos, 40 ciclos de 65ºC por 

30 segundos.  

Os resultados foram analisados com base no valor do ciclo limiar (Ct, cicle 

threshold), sendo este o ponto correspondente ao número do ciclo obtido na fase de 

amplificação exponencial das amostras que permite a análise quantitativa da 

expressão do gene avaliado. O cálculo de expressão relativa dos genes foi 

normalizado pela expressão na condição controle, ou seja, pela diferença entre ∆Ct 

das amostras (Ct do gene alvo – Ct do gene endógeno constitutivo) e a média obtida 

do ∆Ct dos animais controles, resultando os valores de ∆∆Ct de cada animal. Em 

seguida, foi realizado o cálculo da expressão de cada gene avaliado com base na 

equação descrita pelo trabalho de Livak e Schmittgen (2001): 

Expressão relativa = 2-∆∆Ct. 

 

3.7 Expressão proteica por Western-blotting 

Amostras de proteínas (5 mg a 40 mg) foram separadas por SDS-PAGE de 8% 

a 12% e transferido para membrana de difluoreto de polivinilideno Immobilion 

(Millipore, Billerica, MA, EUA) por eletroblotting (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), e então 

Tabela 1 – Sequências dos primers Syber Green utilizados 

Gene 
Primer (5'-3')  

Forward Reverse 

Mfn1 CCTACTGCTCCTTCT

AACCCA 

AGGGACGCCAATCC

TGTGA 

Mfn2 AGAACTGGACCCGG

TTACCA 

CACTTCGCTGATACC

CCTGA 

Drp1 CAGGAATTGTTACGG

TTCCCTAA 

CCTGAATTAACTTGT

CCCGTGA 

Gadph AGGTCGGTGTGAAC

GGATTTG 

TGTAGACCATGTAGT

TGAGGTCA 
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sondado com os respectivos anticorpos. Resumidamente, o bloqueio foi realizado em 

TBSTM (TBST 0,1% Tween + 5% de leite em pó desnatado) seguido de incubação 

com anticorpos primários em TBSTA (TBST + 0,1% Tween + 5% albumina) durante a 

noite a 4°C. Anti-MFN2 (ab56889, Abcam) foi utilizado. Em seguida, as membranas 

foram lavadas em TBST e incubadas com anticorpos secundários contra 

camundongos (ab6789, Abcam) em TBSTM por 2 horas em temperatura ambiente. 

Os borrões foram lavados e depois desenvolvidos com substrato HRP 

quimioluminescente (Luminata Forte-Millipore). A intensidade das bandas indicando 

os níveis de proteína foi determinada por quantificação densitométrica usando o 

software Image J, relativo para β-actina como um controle de carregamento. 

3.8 Ovariectomia 

Os animais Ctskcre/0 e Ctskcre/0Mfn2f/f, primeiramente, foram anestesiados e 

posteriormente, foi realizada a incisão em cada flanco (direito e esquerdo). Após a 

identificação dos ovários foi feita a ligadura de seus pedúnculos e em seguida a 

ressecção dos tecidos ovarianos. A parede abdominal foi fechada em dois planos 

utilizando sutura contínua de fio de seda 4.0. Como controle, fêmeas igualmente 

manipuladas foram utilizadas, sem, entretanto, haver a ressecção do tecido ovariano 

(grupo Sham/OVX). Após um período de 30 dias, os animais foram eutanasiados e as 

amostras coletadas. Após  eutanásia, foram coletados: sangue e fêmur. 

3.9 Microtomografia computadorizada 

As amostras foram processadas de acordo com modificações no protocolo 

descrito por Baloul e colaboradores em 2011. As amostras dos fêmures esquerdos de 

animais Ctskcre/0 e Ctskcre/0Mfn2f/f foram dissecadas, limpas, fixadas em formaldeído a 

10% para padronização do posicionamento da mesma durante a realização da 

MicroCT. Os fêmures foram posicionados na posição transversal com a cabeça e o 

trocanter maior do fêmur voltada para cima. As mensurações dos padrões ósseos 

foram realizadas    utilizando os programas de imagens Data Viewer e CTAn (Bruker 

microCT). A análise das trabéculas foi realizada 1 cm abaixo da zona de crescimento. 

3.10 Microscopia eletrônica de transmissão 

Foram plaqueadas 1x106 células por poço em placa de 6 poços em meio 

osteoclatogênico por 3 dias, A cultura foi fixada por 2 horas em glutaraldeído (2% em 
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tampão fosfato) e incluído em Embed. Foi feita a preparação dos ultrafinos e a 

visualização via microscópio eletrônico de transmissão (Jeol JEM- 100 CXII equipado 

com câmera digital Hamamatsu ORCA-HR). 

3.11 Sondas mitocondriais 

Para a avaliação do potencial de membrana mitocondrial, foram utilizadas 

sondas fluorescentes mitocondriais: Mitotracker Green FM, Mitotracker Red. Foram 

plaqueados 20.000 células em placa preta de fundo transparente (CORNING) com 

meio osteolcastogênico, após diferenciadas as células foram ou não fixadas 

dependendo do protocolo de cada sonda, a sonda fluorescente foi adicionada e as 

imagens foram captadas em microscópio confocal. As imagens foram analisadas pelo 

software ImageJ e a intensidade fluorescência foi avaliada. 

3.12 Seahorse 

Para a avaliação da taxa de consumo de oxigênio utilizamos o equipamento 

Seahorse Flux Analyzer. Primeiramente, foram plaqueadas 10.000 células por poço 

em microplaca específica do aparelho com sensor de oxigênio, após os 3 dias de 

diferenciação foi adicionado meio D-mem sem cor com 10mM de glicose e levada ao 

aparelho Seahorse previamente calibrado. A análise completa durou 80 minutos, onde 

foram avaliados 3 pontos de tempo a cada estímulo adicionado. Para a avaliação da 

respiração basal utilizou-se apenas a célula com meio glicosado, depois adicionou-se 

oligomicina, seguido de carbonil cianida p−trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) e por 

fim, rotenona.  

3.13 Atividade do complexo I mitocondrial 

Para a avalição da atividade do complexo I mitocondrial foi utilizado o kit da 

Sigma-Aldrich Mitochondrial Complex I Activity Assay Kit, seguido o protocolo do 

fornecedor. Primeiramente foram plaqueadas 10 milhões de células em meio 

osteoclastogênico, após 3 dias de estímulo, as células foram coletadas e as 

mitocôndrias extraídas pelo kit Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells (Thermo-

Fisher), as amostras foram normalizadas para uma quantidade de 500µg de proteína 

mitocondrial e posteriormente foi então avaliada a atividade do complexo I 

mitocondrial pela capacidade das mitocôndrias isoladas em converter NADH em 

NAD+. 
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3.14 Análise estatística 

Os dados foram analisados com o auxílio do GraphPad Software 7.0 

(GraphPad Prism; GraphPad Software, San Diego), usando o teste “t” de Student para 

comparar dois grupos e o teste de variância unidirecional (One-way ANOVA) para 

comparar mais de dois grupos. Os resultados são expressos como média ± SEM, e 

os experimentos foram repetidos pelo menos 2 vezes. Para cada teste, um P < 0,05 

foi considerado estatisticamente significativo. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Fatores de fusão mitocondrial são expressos durante a diferenciação de 

osteoclastos 

Os osteoclastos são células ricas em mitocôndrias. Ch’uan (1931) já 

demonstrava que os osteoclastos quando comparados as demais células presentes 

no tecido esquelético era a que possuía a maior quantidade de mitocôndrias. Porém, 

pouco se sabe sobre a estrutura morfológica das mitocôndrias em osteoclastos, 

portanto o primeiro passo foi observar estas organelas em uma cultura de osteoclastos 

in vitro. Utilizando a microscopia eletrônica de transmissão (MET) avaliamos a 

morfologia mitocondrial de osteoclastos diferenciados e comparamos com seus 

progenitores mieloides.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A figura 1A é uma foto ilustrativa de um macrófago derivado da medula óssea 

(BMDM) cultivado por 72 horas e nas imagens em sequência (figura 1B e 1C) 

aumentos de 20.000x e 40.000x feitos para a observação das mitocôndrias presentes 

no macrófago. 

Quando comparadas as mitocôndrias presentes no macrófago (figura 1B, 1C) 

com aquelas presentes no osteoclasto (figura 1D, 1E), as mitocôndrias do osteoclasto 

Figura 1 – Microscopia eletrônica de transmissão em osteoclastos e macrófagos 
precursores de osteoclastos: Macrófagos (A) mitocôndrias em macrófagos (B, C), 
osteoclastos (D) mitocôndrias em osteoclastos diferenciados (E, F). 
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Figura 2 – Expressão de genes de fusão mitocondrial durante a diferenciação de 
osteoclastos: expressão gênica relativa via RT-PCR 0, 24, 48 e 72 horas após o estímulo de 
pré-osteoclastos com RANKL a) Nfatc1, b) mitofusina 2, c) mitofusina 1, d) Opa1, ANOVA* 
p<0,05, ANOVA** p<0,01, ANOVA*** p<0,005, ANOVA**** p<0,001. 

parecem estar passando por um processo de fusão, uma vez que aparentam ser 

maiores e cobrem uma área maior das células.  

Hoje também se sabe que a mitocôndria tem a capacidade de modular seu 

tamanho, morfologia e localização intracelular de forma a atender estímulo internos e 

externos. Esta capacidade da mitocôndria de auto modulação com eventos de fusão 

e fissão é conhecido como dinâmica mitocondrial (LIESA et al., 2009).  

Pouco se sabe sobre a dinâmica mitocondrial em osteoclastos, portanto, 

avaliamos a expressão gênica de alguns fatores relacionados a fusão mitocondrial, 

entre eles, mitofusina 1 (Mfn1), mitofusina 2 (Mfn2) e Optic Atrophy 1 (Opa1) via PCR 

quantitativo. 

Além disso, também avaliamos a expressão do principal fator de transcrição 

durante a diferenciação de osteoclastos (Nfatc1) todos durante a diferenciação de 

osteoclastos após estímulo com RANKL in vitro por 72 horas como apresentado na 

figura 2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na figura 2A pode-se observar o aumento da expressão do gene Nfatc1 em 72 

horas após o estímulo com RANKL. Este dado representa o efeito do RANKL sobre 

seu receptor RANK, uma vez que a cascata de ativação do receptor RANK culmina 

na expressão de Nfatc1 em monócitos e/ou macrófagos levando a formação de 

osteoclastos diferenciados após 72 horas. 

 As figuras 2B e 2C mostram um aumento da expressão gênica das mitofusinas 

1 e 2 após 72 horas do estímulo com RANKL. Além disso também pode-se observar 
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Figura 3 – Expressão gênica de Fis1 durante a diferenciação de osteoclastos: expressão 
gênica relativa via RT-PCR 0, 24, 48 e 72 horas após o estímulo de pré-osteoclastos com RANKL.  

um aumento na expressão de Opa1 após 72 horas do estímulo (figura 2D), estes 

dados somados demonstram que os genes envolvidos na fusão mitocondrial estão 

aumentados em osteoclastos diferenciados 

 Os dados das figuras 1 que mostram um aumento na área das mitocôndrias, 

bem como, os dados da figura 2 que demonstram um aumento na expressão de genes 

associados a fusão mitocondrial durante a diferenciação de osteoclastos, indicam que 

possa estar havendo um processo de fusão mitocondrial durante a diferenciação de 

osteoclastos. 

 Em contrapartida, não há dados sobre o processo de fissão mitocondrial em 

osteoclastos, por isso, avaliamos a expressão gênica de um dos fatores associados a 

fissão mitocondrial, a mitochondrial fission (Fis1), durante a diferenciação de 

osteoclastos (figura 3). 

 

 

 

 Pode-se observar pela figura 3 que não houve diferença na expressão gênica 

de Fis1 nos diferentes tempos após o estímulo com RANKL, ou seja, durante a 

diferenciação de osteoclastos. 
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Figura 4 – Expressão proteica de Mfn2 durante a diferenciação de osteoclastos: Western 
Blotting do período de diferenciação de osteoclastos após o estímulo de BMDM’s com RANKL por 
72 horas. 

 Considerando a participação da mitofusina 2 no processo de fusão 

mitocondrial, avaliou-se a expressão proteica desta molécula nos diferentes estágios 

de diferenciação após estímulo com RANKL (figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 É possível observar pela figura 4 uma baixa expressão proteica de mitofusina 

2 nos tempos de 24 e 48 horas após o estímulo com RANKL e um visual aumento na 

expressão no tempo de 72 horas. Esses dados confirmam o aumento da proteína de 

mitofusina 2 durante a diferenciação de osteoclastos.  

 Os dados apresentados pelas figuras 2 e 4 evidenciaram um aumento na 

expressão gênica e proteica de mitofusina 2 durante o período de diferenciação de 

osteoclastos, após o estímulo com RANKL. Então prosseguiu-se para avaliar se a 

mitofusina 2 poderia interferir no processo de diferenciação dos osteoclastos. 

4.2 A deleção de mitofusina 2 leva a diminuição da osteoclastogênese 

 Dispondo dos dados apresentados até aqui, realizou-se um modelo de deleção 

seletiva de mitofusina 2 especificamente em precursores de osteoclastos, neste caso 

macrófagos derivados de medula óssea (BMDM) para avaliar sua função no processo 

de diferenciação de osteoclastos. 

 Utilizou-se camundongos controle LysMcre/0 (Oc-Mfn2)  e camundongos com 

deleção seletiva da proteína de mitofusina 2 em monócitos/macrófagos 

LysMcre/0Mfn2f/f (Oc∆Mfn2). 

 Foi realizada a cultura primária de BMDM e diferenciados com o estímulo de 

RANKL por 72 horas em osteoclastos. Osteoclastos maduros (com mais de 3 núcleos) 

foram quantificados e os dados estão apresentados na figura 5. 

Mfn2 

24h 48h 72h + RANKL 

β-actin 

A 
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Figura 5 – Diferenciação de osteoclastos por TRAP+ in vitro: A: Imagem representativa de 
osteoclastos LysMcre0 e B: Imagem representativa de osteoclastos LysMcreMfn2f/f diferenciados in 
vitro por 72 horas; C: contagem de osteoclastos. Test t** p<0,01. 

 

  

A figura 5A apresenta uma imagem ilustrativa da cultura de osteoclastos que 

possuem mitofusina 2, após 72 horas do estímulo com RANKL e corados com TRAP. 

A figura 5B apresenta uma imagem ilustrativa da cultura de osteoclastos com deleção 

seletiva de mitofusina 2. Os osteoclastos são apresentados como estruturas grandes 

em formato de balão e coradas em vermelho. As imagens da figura 5A e 5B mostram 

nitidamente que houve uma diminuição do número de osteoclastos diferenciados no 

grupo que houve a deleção seletiva de mitofusina 2.  

A figura 5C apresenta a quantificação do número de osteoclastos diferenciados 

comparados entre o grupo de osteoclastos com ou sem mitofusina 2. Foi possível 

observar uma diminuição no número de osteoclastos totais no grupo sem mitofusina 

2 quando comparado ao controle. 

Este dado indica a participação da mitofusina 2 em algum aspecto da 

diferenciação de osteoclastos. Assim, o próximo passo foi avaliar o impacto da 

deleção da mitofusina 2 na função dos osteoclastos. Para isso, foi realizada uma 

cultura primária de osteoclastos em placas de osteoassay (conteúdo mineral ósseo) e 
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Figura 6 – Área de desmineralização de osteoclastos sobre o conteúdo mineral ósseo in 
vitro: A: Imagem representativa de osteoclastos LysMcre0; B: Imagem representativa de 
LysMcreMfn2f/f diferenciados in vitro por 72 horas; C: Área de desmineralização. Teste t*** p<0,001. 

a capacidade dos osteoclastos de desmineralizar o conteúdo mineral dos ossos foi 

avaliada. 

 

 

 

A figura 6A apresenta uma imagem representativa da área de desmineralização 

realizada por osteoclastos controle sobre uma placa de osteoassay, a área mais 

escura representa a parte mineral óssea e a parte mais clara representa a área 

desmineralizada pelos osteoclastos. A figura 6B apresenta uma imagem 

representativa de área de desmineralização dos osteoclastos com deleção seletiva de 

mitofusina 2 e a figura 6C apresenta a quantificação da área de desmineralização dos 

dois grupos (com ou sem mitofusina 2). 

Foi possível observar pela figura 6 uma diminuição na área de 

desmineralização da placa de osteoassay no grupo com deleção seletiva de 

mitofusina 2 quando comparado ao grupo controle. Este dado indica uma redução na 

função dos osteoclastos quando realizada a deleção de mitofusina 2. 
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Figura 7 – Características morfológicas mitocondriais em osteoclastos: A: Imagem 
representativa de mitocôndrias de osteoclastos LysMcre0 B: imagem representativa de mitocôndrias 
de osteoclastos LysMcreMfn2f/f diferenciados in vitro por 72 horas; C: Area mitocondrial; D: Número de 
mitocôndrias. Test t* p<0,05, Teste t**p<0,01. 

Diante da diminuição do número e função de osteoclastos in vitro, o próximo 

passo foi avaliar o porquê desta redução, como a mitofusina 2 é diretamente 

relacionada a fusão mitocondrial, analisou-se o número e área de mitocôndrias em 

osteoclastos in vitro utilizando a microscopia eletrônica de transmissão, dados 

apresentados na figura 7.  

 

  

 

As figuras 7A e 7B trazem imagens representativas de osteoclastos 

diferenciados in vitro com o estímulo de RANKL por 72 horas com ou sem mitofusina 

2, respectivamente, e no painel inferior um maior aumento da região demarcada no 

painel superior dando destaque as mitocôndrias destas células, onde é possível 

observar uma aparente diminuição no tamanho das mitocôndrias em osteoclastos com 

deleção seletiva de mitofusina 2. 

A figura 7C demonstra a área mitocondrial mensurada em cada célula e a figura 

7D o número de mitocôndrias por célula. Observa-se que houve uma diminuição no 

número e na área das mitocôndrias de osteoclastos com deleção seletiva de 

mitofusina 2 quando comparados ao controle. 



37 
 

Figura 8 – Potencial de membrana mitocondrial em osteoclastos: Imagem representativa de 
potencial de membrana de mitocôndrias de osteoclastos LysMcre0 e LysMcreMfn2f/f diferenciados in 
vitro por 72 horas e corados com Mitotracker Green FM (MITO). 

A diminuição no número e área de mitocôndrias não está necessariamente 

relacionada a qualidade e capacidade destas organelas de produzirem energia, então 

para avaliar a qualidade funcional das mitocôndrias avaliamos o potencial de 

membrana mitocondrial dos osteoclastos com ou sem mitofusina 2, dados 

apresentados na figura 8. 

 

 

  

No painel superior da figura 8 estão representados os osteoclastos controle 

com Hoechst para identificar os núcleos e Mitotracker Green para observar o potencial 

de membrana mitocondrial. No painel inferior estão as imagens representativas dos 

mesmos marcadores para osteoclastos com deleção seletiva de mitofusina 2. É 

possível observar visualmente uma diminuição do potencial de membrana 

mitocondrial em osteoclastos sem mitofusina 2 quando comparados aos osteoclastos 

controle.  

Dessa forma, os dados apresentados nas figuras 4 e 5 mostram que a deleção 

seletiva de mitofusina 2 diminui, respectivamente, a diferenciação e a função de 

osteoclastos. Quando aprofundada a relação da mitocôndria com esta diminuição da 

função dos osteoclastos, é possível observar pela figura 7 uma redução na área 

mitocondrial. A figura 8 mostra uma redução na função mitocondrial (potencial de 

membrana), estes dados somados indicam que a mitofusina 2 modula a diferenciação 

         

                

           
                 



38 
 

Figura 9 – Taxa de consumo de oxigênio (OCR): A: Gráfico do consumo de oxigênio de 
osteoclastos LysMcre0 e LysMcreMfn2f/f diferenciados in vitro por 72 horas; B: Respiração basal; C: 
Respiração máxima. Teste t*** p<0,001. 

de osteoclastos e que este efeito estaria relacionado a mitocôndria, assim, decidiu-se 

por investigar o impacto da deleção da mitofusina 2 na produção energética dos 

osteoclastos. 

4.3 A deleção de mitofusina 2 impacta a produção energética de osteoclastos 

Dispondo dos dados apresentados até aqui elaborou-se a hipótese de que a 

deleção seletiva de mitofusina 2 poderia de alguma forma impactar na produção 

energética de osteoclastos. Assim, para testar esta hipótese foi realizado um seahorse 

para avaliar se haveria alteração no consumo de oxigênio, que diz respeito a produção 

energética via fosforilação oxidativa, em osteoclastos após a deleção seletiva de 

mitofusina 2, os dados estão apresentados na figura 9. 

 

 

 

A figura 9 apresenta os dados de um teste de seahorse. A figura 9A apresenta 

um gráfico de taxa de consumo de oxigênio que pode ser associada com a produção 

energética via fosforilação oxidativa. As primeiras 3 medidas antes da injeção de 

qualquer droga representam a respiração basal das células, que pode ser visto 
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Figura 10 – Produção de Lactato por osteoclastos: Gráfico da produção de lactato por osteoclastos 
LysMcre0 e LysMcreMfn2f/f diferenciados in vitro por 72 horas; Teste t* p<0,05. 

também no gráfico da figura 9B, onde houve uma redução da respiração basal dos 

osteoclastos com deleção seletiva de mitofusina 2 quando comparados aos 

osteoclastos controle.  

Após o tratamento das células com FCCP, ocorre o desacoplamento da 

mitocôndria liberando todo o potencial de produção energética desta célula, o que 

podemos chamar de respiração máxima. A figura 9C traz a respiração máxima das 

células com ou sem mitofusina 2, e pode-se observar uma diminuição na capacidade 

das células com deleção seletiva de mitofusina 2 de alcançar seu potencial máximo 

respiratório. Sendo assim, podemos afirmar que a deleção seletiva de mitofusina 2 

reduziu a capacidade respiratória dos osteoclastos. 

Sabendo que existem outras formas de produção energética como a glicólise, 

buscou-se analisar se haveria alteração na concentração do produto desta reação que 

é o lactato, que indicaria um aumento na produção energética por via glicolítica, dados 

apresentados na figura 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

  

A figura 10 mostra a concentração de lactato em culturas de osteoclastos in 

vitro, onde observa-se um aumento na produção do produto da glicólise nos 

osteoclastos com deleção seletiva de mitofusina 2. 

Osteoclastos com deleção de mitofusina 2 aparentam ter uma capacidade 

reduzida de produção energética via fosforilação oxidativa, o que pode levar a um 

aumento na produção energética por via glicolítica. 
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Figura 11 – Atividade do Complexo I mitocondrial A: Gráfico da atividade do complexo I 
mitocondrial de osteoclastos LysMcre0 e LysMcreMfn2f/f diferenciados in vitro por 72 horas; B: 
concentração de TNF-α no sobrenadante. Teste t* p<0,05, Teste t p<0,01. 

Uma questão ainda não respondida seria especificamente, qual passo da 

produção energética via OxPhos estaria sendo prejudicada pela deleção de mitofusina 

2 durante a diferenciação de osteoclastos. Estudos conduzidos sobre produção 

energética em macrófagos/osteoclastos demonstrou que a redução da atividade do 

complexo I mitocondrial em macrófagos os tornaria mais inflamatórios e com a 

capacidade de diferenciação em osteoclastos diminuída, portanto, testamos a 

atividade do complexo I mitocondrial e a produção de citocinas inflamatórias, dados 

apresentados na figura 11. 

 

 

 

 

 

                                                                                            

 

 

 

 

Na figura 11A estão os dados relacionados a atividade do complexo I 

mitocondrial, onde é possível observar uma redução na atividade do complexo I 

mitocondrial em osteoclastos com deleção seletiva de mitofusina 2, quando 

comparados ao grupo controle. 

Os dados apresentados na figura 11B mostram a produção de TNF-α, uma 

citocina pró-inflamatória, em cultura de osteoclastos, onde foi possível observar o 

aumento na produção de TNF-α em osteoclastos sem mitofusina 2 quando 

comparados ao controle. 

Estes dados somados a literatura vigente demonstram que a deleção seletiva 

de mitofusina 2 levou a uma diminuição na capacidade de produção energética via 

fosforilação oxidativa por parte dos osteoclastos, bem como, o aumento da produção 

de lactato, indicando uma troca compensatória na forma de produção energética. 

Além disso, verificou-se uma diminuição na atividade do complexo I mitocondrial com 
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o aumento de produção de citocinas pró-inflamatórias após a deleção de mitofusina 

2.  

4.4 A deleção de mitofusina 2 reduz a perda óssea promovida pela ovariectomia 

Os dados apresentados até aqui indicam que a deleção de mitofusina 2 em 

osteoclastos leva a uma diminuição do número e atividade dessas células, , e queo 

mecanismo está ligado a produção energética com uma diminuição no número e 

função mitocondrial em osteoclastos sem mitofusina 2. Porém, todos os dados 

apresentados foram in vitro. Para avançar na compreensão da função da mitofusina 2 

em osteoclastos avaliamos os parâmetros ósseos trabeculares no fêmur de 

camundongos deficientes de Mfn2. Além disso, foi avaliado o impacto da deleção da 

mitofusina 2 in vivo, nos animais submetidos a um modelo de perda óssea por 

ovariectomia (figura 12). 
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Figura 12 – Parâmetros trabeculares ósseos em camundongos submetidos ao modelo 
osteolítico de ovariectomia A: Imagem ilustrativa abaixo da placa de crescimento no fêmur de 
camundongos Ctskcre0 e CtskcreMfn2f/f submetidos ao modelo de ovariectomia; Parâmetros ósseos 
trabeculares - B: Trabecular BV/TV; C: Trabecular number; D: Trabecular separation; E: Trabecular 
bone surface. Teste t* p<0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A imagem 12A traz a imagem ilustrativa da microtomografia computadorizada 

do fêmur de camundongos com ou sem deleção seletiva de mitofusina 2, submetidos 

ou não ao modelo de ovariectomia. É possível observar, no quadrante inferior 

esquerdo, que camundongos sem deleção seletiva de mitofusina 2 e submetidos ao 

modelo de ovariectomia tem uma perda óssea trabecular acentuada, quando 

comparados ao camundongos submetidos ao modelo de ovariectomia com deleção 

seletiva de mitofusina 2 nos osteoclastos.  

Estes dados também são apresentados pelos gráficos. Na figura 12B temos um 

parâmetro ósseo trabecular chamado BV/TV que mede a razão entre o volume ósseo 

e o volume tecidual trabecular, onde pode-se observar, uma diminuição nesta razão 

nos camundongos ovariectomizados (OVX) quando comparados ao SHAM, dentro do 

grupo sem deleção seletiva de mitofusina 2. No grupo com deleção seletiva de 

mitofusina 2 não houve diferença entre o grupo SHAM e o OVX. 

O mesmo vale para os outros parâmetros trabeculares, no grupo sem deleção 

seletiva de mitofusina 2, camundongos OVX tinha uma diminuição do número de 

trabéculas (figura 12D) e da superfície óssea trabecular (figura 12E) e um aumento na 

separação entre as trabéculas (figura 12C). Já no grupo onde havia a deleção seletiva 

de mitofusina 2 não houve perda óssea em nenhum dos parâmetros analisados. 
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Estes dados sugerem que a deleção seletiva de mitofusina 2 em osteoclastos 

protege contra a perda óssea induzida pela ovariectomia, sendo um possível alvo de 

investigação terapêutica para o tratamento de doenças osteolíticas. 
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5. DISCUSSÃO 

Os osteoclastos passam por várias mudanças morfológicas para a realização 

da função de reabsorção óssea, isso inclui desde o comprometimento de precursores 

da linhagem mieloide através do estímulo com RANKL e M-CSF, a formação e adesão 

de pré-osteoclastos a superfície óssea, a fusão celular e maturação osteoclástica, 

finalizando a formação de osteoclastos maduros com a zona de selamento e a 

produção de enzimas para a degradação da matriz óssea (Catepsina K, MMP-9, 

TRAP) (TEITELBAUM & ROSS, 2003). Durante a realização da reabsorção óssea 

alguns processos celulares são importantes, como: acidificação extracelular 

(liberação H+) (BARON et al., 1985), tráfego lisossomal (LACOMBE, KARSENTY & 

FERRON, 2013) e a exocitose das proteases (BRAGE et al., 2005). Todas estas 

adaptações e funções demandam dos osteoclastos um alto gasto energético sendo 

que a principal forma de passagem de íons e de tráfego lisossomal para a lacuna 

reabsortiva são canais V-ATPase que já provaram até regular a diferenciação e função 

de osteoclastos (YANG et al., 2012). 

Por este motivo, é possível observar um aumento da massa e função 

mitocondrial durante a osteoclastogênese. Neste contexto nossos resultados 

corroboram com os dados da literatura sobre o aumento na área mitocondrial em 

osteoclastos quando comparados aos progenitores mononucleares (MIYAZAKI et al., 

2012, INDO et al., 2013; LEMMA et al., 2016; CH’UAN, 1931). 

A mitocôndria é a “usina energética” das células eucariontes, sua principal 

função consiste na produção de adenosina-trifosfato (ATP) que é a fonte energética 

da célula. De forma breve, a produção de ATP ocorre por um processo chamado 

fosforilação oxidativa, que envolve a transferência de elétrons através da cadeia de 

transporte de elétrons localizada na membrana interna das mitocôndrias. Essa 

transferência de elétrons gera um gradiente eletroquímico que é usado para 

impulsionar a síntese de ATP a partir de ADP (adenosina difosfato) e fosfato 

inorgânico, sendo então uma organela de extrema importância para o funcionamento 

de todas as células eucariontes (BERTRAM et al., 2006). 

 Sabe-se que as mitocôndrias podem alterar seu tamanho, morfologia e 

localização intracelular em resposta a certos estímulos celulares (EROS, Ca+2, etc.) 

(LIESA et al., 2009). Este processo, chamado de dinâmica mitocondrial cumpre um 
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papel importante para a diferenciação de diversas células (FORNI et al., 2016). Neste 

trabalho, utilizando a cultura de células primárias da medula óssea observou-se o 

aumento da expressão dos genes associados a fusão mitocondrial Opa1, Mfn1 e 

Mfn2. As mitofusinas estão presentes na membrana externa mitocondrial e permitem 

a fusão das membranas externas entre diferentes mitocôndrias, em sequência ocorre 

a fusão das membranas internas pela ação da Opa1.  Este processo é importante para 

a célula pois, permite a manutenção da integridade mitocondrial através da troca de 

conteúdo proteico e lipídico entre mitocôndrias além do próprio DNA mitocondrial, e 

aumenta a capacidade de produção energética via fosforilação oxidativa das 

mitocôndrias (HALES, 2010). As 3 proteínas, cumprem funções importantes para a 

fusão mitocondrial, mas apenas a deleção da mitofusina 2 é capaz de cessar a fusão 

(CHEN et al., 2003; CHEN, MCCAFFERY & CHAN, 2007), sendo assim, focamos 

nesta proteína em específico e foi observado em nossos dados o aumento na 

expressão proteica de mitofusina 2 durante a osteoclastogênese.  

 Os trabalhos de Ballard et al. (2020) e Jung et al. (2019) demonstraram um 

papel importante da mitofusina 2 no controle de cálcio em osteoclastos in vitro, diante 

desta informação focamos em entender o efeito da deleção da mitofusina 2 para a 

diferenciação e função de osteoclastos. Nossos dados mostram que a deleção de 

mitofusina reduziu a diferenciação de osteoclastos in vitro.  

 A homeostase do tecido esquelético depende de uma fina regulação e equilíbrio 

entre o número de células e a função de osteoclastos e osteoblastos (KIM et al., 2020). 

Os osteoblastos são células responsáveis pela deposição óssea, funcionando como 

um balanço aos osteoclastos, além disso, os osteoblastos participam da regulação da 

diferenciação e função de osteoclastos (CHEN et al., 2018), sendo assim, quando o 

equilíbrio entre osteoblastos e osteoclastos é quebrado em favor dos osteoclastos, 

temos uma maior perda óssea que é por sua vez observado em doenças osteolíticas 

como a osteoporose (GUIDO et al., 2009) e a osteoartrite (ZHU et al., 2019), por 

exemplo. Em pessoas com doenças osteolíticas a redução do número e da função de 

osteoclastos é algo positivo e neste trabalho foi possível observar também a redução 

da área de reabsorção óssea, portanto, uma redução da função de osteoclastos. 

 A mitofusina 2 é uma GTPase localizada na membrana externa mitocondrial 

com um domínio trasnmembranar N-terminal e uma região citosólica C-terminal, que 

interage com outras proteínas localizadas na membrana da mitocôndria (FILADI, 
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PENDIN & PIZZO, 2018). Sua função depende do contato proteína-proteína, bem 

como, de modificações pós traducionais, como a fosforilação que a estimula e a 

ubiquitinação que inibe a sua função. Além do papel da mitofusina 2 na fusão 

mitocondrial (SANTEL & FULLER, 2001), ela também possui a função de manutenção 

da qualidade e morfologia mitocondrial (NG, WAI AND SIMONSEN, 2021), de 

tethering entre mitocôndria e retículo endoplasmático para a troca de íons, lipídios e 

proteínas, e também como regulação para a produção energética mitocondrial 

(DORN, 2020). Para testar a razão pela qual a deleção de mitofusina 2 leva a redução 

do número e função dos osteoclastos, avaliamos a qualidade das mitocôndrias após 

a deleção de mitofusina 2. Primeiramente avaliamos a morfologia utilizando 

microscopia eletrônica de transmissão e observamos uma redução no número e área 

das mitocôndrias no grupo com deleção seletiva de mitofusina 2 nos osteoclastos 

comparados ao grupo controle. Reafirmando a importância das mitocôndrias e da 

produção energética para a diferenciação e função de osteoclastos, uma redução na 

área mitocondrial poderia estar relacionada a uma redução no número de 

osteoclastos.  

 A morfologia considerada “comum” das mitocôndrias é no formato alongado ou 

fusiforme, porém, devido a dinâmica mitocondrial podemos encontrar desde 

mitocôndrias esféricas até ramificadas (MCCARRON et al., 2013). O estado fissionado 

das mitocôndrias (geralmente esférica, pequena e isolada) indica um estado de 

estresse celular e mitocondrial (FRANK et al., 2012). A mitocôndria possui dois tipos 

de membrana, a externa (OMM) que possui pequenos poros para a passagem de 

substância do citosol para mitocôndria e vice-versa e a interna que forma invaginações 

conhecidas como cristas mitocondriais, onde ocorrerá de fato a produção energética 

por meio da cadeia transportadora de elétrons (ETC), para que ocorra esta produção 

energética é necessário um potencial de membrana mitocondrial (GIANCOMELLO et 

al., 2020). 

 Por este motivo, uma forma de avaliar a qualidade das mitocôndrias é pelo 

potencial de membrana mitocondrial. O potencial de membrana mitocondrial (Δψm) é 

a diferença de potencial elétrico transmembranar que existe através da membrana 

interna mitocondrial. Em condições normais, a carga elétrica dentro da matriz 

mitocondrial é negativa em relação ao espaço intermembranar. Esse potencial é 

gerado pela atividade da cadeia transportadora de elétrons (ETC) na membrana 
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interna mitocondrial. O Δψm desempenha um papel crítico na produção de ATP pela 

mitocôndria. O transporte de elétrons ao longo da ETC gera um gradiente de prótons 

(H+) na membrana interna mitocondrial, criando uma diferença de pH e um potencial 

elétrico através da membrana. Esse gradiente é utilizado pela ATP sintase para 

produzir ATP a partir de ADP e fosfato inorgânico (ZOROVA et al., 2018). O 

Mitotracker Green FM se liga a membrana mitocondrial interna pelo potencial de 

membrana mitocondrial, demonstrando a funcionalidade desta mitocôndria e da ETC 

pela fluorescência em coloração verde (490nm a 516nm). Neste trabalho observou-se 

uma diminuição no potencial de membrana mitocondrial em osteoclastos knockout 

para mitofusina 2 quando comparados aos osteoclastos controle. Esta redução no 

potencial de membrana demonstra uma diminuição na qualidade das mitocôndrias de 

osteoclastos knockout quando comparados ao grupo controle. Sabendo da redução 

na qualidade das mitocôndrias passamos a aprofundar o estudo da função destas 

mitocôndrias pela produção energética via fosforilação oxidativa. 

 A fosforilação oxidativa é o processo pelo qual a célula produz energia na forma 

de ATP, utilizando a energia liberada pela oxidação de moléculas de nutrientes, como 

a glicose e os ácidos graxos, através da ETC na membrana mitocondrial interna.  A 

ETC é composta por quatro complexos proteicos e duas proteínas móveis que 

funcionam em conjunto para transferir elétrons de moléculas de NADH e FADH2 

através da membrana mitocondrial interna. À medida que os elétrons são transferidos 

ao longo da ETC, prótons são bombeados da matriz mitocondrial para o espaço 

intermembranar, criando um gradiente eletroquímico de prótons. Esse gradiente é 

usado pela ATP sintase para produzir ATP a partir de ADP e fosfato inorgânico, por 

meio do processo de fosforilação oxidativa. O oxigênio é necessário no final da cadeia 

transportadora de elétrons, onde ele recebe elétrons e prótons para formar água. Essa 

reação é conhecida como redução do oxigênio, e é a última etapa da cadeia 

transportadora de elétrons. A redução do oxigênio é essencial para manter a função 

da ETC, uma vez que permite que o transporte de elétrons continue mantendo o 

gradiente eletroquímico de prótons necessário para a produção de ATP. Por este 

motivo, a taxa de consumo de oxigênio (OCR) é um bom parâmetro para a avaliação 

da função mitocondrial de produção energética (COOPER, 2000) . Em nosso 

modelo, observamos que quando retiramos a mitofusina 2 dos osteoclastos, temos 

uma redução na função mitocondrial, tanto na respiração basal, ou seja, sem nenhum 
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estímulo para produção energética, quanto na respiração máxima, que é a capacidade 

máxima das mitocôndrias de produzir energia. Sabendo da função da ETC para a 

produção energética, aprofundamos na função do complexo mitocondrial sobre a 

produção energétiva via fosforilação oxidativa. 

 O complexo I mitocondrial, ou NADH desidrogenase, é o primeiro complexo da 

ETC na mitocôndria. Ele desempenha um papel crucial na produção de energia na 

célula, ao oxidar o NADH gerado pela glicólise e pelo ciclo de Krebs, transferindo 

elétrons para a cadeia transportadora de elétrons. É a porta de entrada da ETC, sendo 

assim, uma diminuição na função do complexo I compromete toda a produção 

energética (SHARMA, LU & BAI, 2009). Em nosso modelo, foi observado uma redução 

na capacidade do complexo I mitocondrial de oxidar o NADH, sendo assim um motivo 

para a redução da produção energética via fosforilação oxidativa.  

 Já é descrito na literatura que a diminuição na função do complexo I 

mitocondrial em macrófagos tendem a polariza-los em perfil mais inflamatórios e ter 

uma capacidade diminuída para a diferenciação em osteoclastos (JIN et al., 2014). 

Por isso, observamos a produção de uma citocina inflamatória, a TNF-α, no modelo 

de deleção condicional para mitofusina 2 em pré-osteoclastos e observamos um 

aumento na produção desta citocina no grupo deleção condicional comparado ao 

controle. 

 Em condições aeróbicas, o processo de glicólise transforma a glicose em 

piruvato por meio de uma série de reações químicas, este piruvato entra na 

mitocôndria onde será convertido em Acetil-CoA iniciando o que chamamos 

didaticamente de ciclo de Krebs ou ciclo do ácido cítrico. Contudo, se a mitocôndria 

não tiver a capacidade de processar a quantidade de piruvato que está sendo 

produzida pela glicólise, seja por falta de oxigênio ou alguma outra disfuncionalidade, 

este piruvato é convertido pela lactato desidrogenase (LDH) em lactato. Assim sendo 

o lactato pode ser considerado outro marcador de redução de atividade mitocondrial 

(RABINOWITS & ENERBACK, 2020). Em nosso modelo, a deleção condicional de 

mitofusina 2 em osteoclastos levou a um aumento na produção de lactato pelas 

células quando comparados ao grupo controle. 

 A osteoporose primária é uma condição patológica que atinge os ossos 

tornando-os fracos e porosos, geralmente atinge a população idosa, mas também o 
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principal grupo atingido são mulheres pós-menopausa. O estrógeno é um fator 

regulador da atividade de osteoclastos, ou seja, níveis reduzidos de estrógeno leva a 

maior diferenciação e função de osteoclastos induzindo a formação de poros nos 

ossos e consequentemente fragilidade óssea. Outros fatores como o tabagismo, 

consumo excessivo de álcool, falta de atividade física, dieta pobre em cálcio e 

vitamina, hipertireoidismo e doenças inflamatórias do intestino estão ligados a um pior 

prognóstico para essa doença. O diagnóstico geralmente é feito por exames de 

qualidade óssea, como a densitometria óssea e o tratamento é feito com base em 

bifosfonados e reposição hormonal (no caso de mulheres pós-menopausa), sendo 

esta doença o principal fator relacionado a perda de movimentação por idosos e não 

tem cura (FOGER-SAMWALD et al., 2020). Sendo assim, muitos estudos vêm 

tentando compreender e modular o metabolismo de osteoclastos como uma forma de 

reduzir a reabsorção óssea e permitir uma recuperação do quadro de osteoporose por 

parte do paciente (Da, TAO & ZHU, 2021). Em nosso trabalho, utilizamos o modelo 

de ovariectomia que mimetiza a osteoporose pós menopausa em humanos, pois reduz 

os níveis estrogênicos em camundongos e após 4 semanas já é possível observar a 

perda óssea por microtomogafia computadorizada (MicroCT) do fêmur e análise dos 

parâmetros ósseos trabeculares, como foi observado em nosso modelo de perda 

óssea em que houve a redução do número de trabéculas (Tb.N), da relação entre 

volume ósseo e volume tecidual (BV/TV) e da superfície óssea trabecular (BS) além 

de um aumento na separação trabecular (Tb.Sp). 

 Contudo, quando retiramos a mitofusina 2 dos osteoclatos e submetemos os 

camundongos ao modelo de ovariectomia observamos que a perda óssea trabecular 

cessa, não tendo alteração entre os grupos SHAM e OVX como no grupo controle. 

Quando colocamos estes dados juntos podemos inferir que a mitofusina 2 é uma 

molécula que estimula ou regula positivamente a diferenciação de osteoclastos, já que 

sua deleção leva a diminuição destas células. a diminuição da diferenciação é 

acompanhada por uma perda da qualidade mitocondrial e diminuição na produção 

energética por fosforilação oxidativa. Além disso, a deleção de mitofusina 2 protegeu 

os camundongos da perda óssea trabecular pós ovariectomia. 

 Os osteoclastos tem papel primordial tanto para a manutenção da homeostase 

óssea quanto para o desenvolvimento de doenças osteolíticas, este trabalho avança 

no entendimento do funcionamento dos osteoclastos focando principalmente na 
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dinâmica mitocondrial e na produção energética. A mitofusina 2 tem papel importante 

na diferenciação de osteoclastos ao estimular a produção energética por fosforilação 

oxidativa, a deleção desta molécula levou a redução da diferenciação de osteoclastos 

e protegeu contra a perda óssea induzida por ovariectomia, sendo assim, um potencial 

alvo terapêutico para estudos de doenças como a osteoporose e osteoartrite. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 Conclui-se que a fusão mitocondrial e a mitofusina 2 desempenham um papel 

importante para a diferenciação de osteoclastos, estimulando a produção energética 

via fosforilação oxidativa. Sua deleção, por sua vez, protegeu contra a perda óssea 

induzida por ovariectomia, sendo então um possível alvo terapêutico a ser estudado. 
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