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AUGUSTO, J. D. N. Oocyte-specific deletion of Rad51 in mice and its impact on mitochondrial function
and fertility. [Delecdo odcito-especifica da Rad51 em murinos e seu impacto sobre a funcdo
mitocondrial e a fertilidade]. 2020. 57 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética Evolutiva e Biologia

Molecular) — Universidade Federal de Sdo Carlos, Sao Carlos, 2020.

RESUMO

Um dos primeiros sinais do envelhecimento em humanos € o declinio na fertilidade feminina
acompanhado de uma reducdo da expressdo de proteinas que integram a maquinaria de reparo
de quebras de fita dupla (Double Strand Breaks - DSBSs), entre elas BRCAL1, ATM, MRE11 e
RAD51. Assim, a deficiéncia dessas proteinas pode resultar em baixa qualidade oocitaria, com
separagdo precoce das cromatides irmas, aneuploidias, quebras cromossémicas, além de
susceptibilidade aumentada a apoptose. Neste contexto, o presente trabalho teve o objetivo de
realizar o nocaute odcito especifico da Rad51 em murinos e testar o seu efeito sobre a
fertilidade, desenvolvimento do gameta e a fun¢do mitocondrial. Como resultado, fémeas
selvagens (Rad51"™) e nocautes (Rad51*- e Rad517") produziram, respectivamente, 8,8, 7,8 e
~2,8 filhotes/ninhada. Ademais, neonatos provenientes de o6citos Rad517 apresentaram taxa
de mortalidade de ~30%; porém, os filhotes que sobreviveram ap6s o desmame foram
caracterizados como vidveis. N&o foi observado efeito do nocaute sobre o crescimento
oocitério, a morfologia do complexo-cumulus oécito e o numero de odcitos ovulados com o
primeiro corpusculo polar. Também ndo foi observado efeito do nocaute sobre a fungdo
mitocondrial com base na analise dos niveis de NAD(P)H, FAD, potencial de membrana
mitocondrial e ATP. Porém, o6citos Rad517- apresentaram maior nivel de espécies reativas de
oxigénio. Portanto, podemos concluir que a RAD51 ndo é essencial para o desenvolvimento do
odcito e funcdo mitocondrial, porém a sua deficiéncia resulta em subfertilidade.

Palavras-chave: RAD51, oécito, subfertilidade, mitocondria.
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ABSTRACT

One of the first signs of aging in humans is the decrease in female fertility, which is
accompanied by a reduction in the expression of proteins that integrate the Double Strand Break
(DSB) repair machinery, such as BRCA1, ATM, MRE11 and RADS51. Therefore, the deficiency
of such proteins may result in oocytes of poor quality, with early separation of sister chromatids,
aneuploidy, chromosomal breaks as well as increased apoptosis susceptibility. Hence, the
present work aimed at inducing oocyte-specific deletion of Rad51 in mice and assess its effects
upon fertility, gamete development and mitochondria function. As a result, wild-type (Rad51"™)
and knockout (Rad51*", Rad51” ) females delivered, respectively 8.8, 7.8 and 2.8 pups/litter.
Moreover, pups born to Rad517- oocytes showed a ~30% mortality rate; however the pups that
survived until weaning were considered viable. It was not observed an effect of knockouts on
oocyte growth, cumulus-oocyte complex morphology, and the number of ovulated oocytes with
first polar body. Likewise, Rad51 knockout did not impact on mitochondrial function as judged
by assessing the levels of NAD(P)H, FAD, mitochondrial membrane potential and ATP.
However, Rad517- oocytes presented a larger level of reactive oxygen species. Therefore, we
conclude that RADS51 is not essential for oocyte development and mitochondrial function,

however its deficiency results in subfertility.

Keywords: RAD51, oocyte, subfertility, mitochondria.
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INTRODUCAO

E notavel que mulheres tém postergado cada vez mais a maternidade e, como
consequéncia, enfrentam grande dificuldade em terem filhos. Isso é explicado pela menor
fertilidade da mulher ap6s os 35-40 anos de idade, 0 que esta associado ao envelhecimento
ovariano e danos oocitarios (SUNKARA et al., 2012). Como consequéncia, além do impacto
sobre a fertilidade, mulheres mais velhas apresentam maior risco de produzirem recém-

nascidos com anormalidades cromossdmicas (PAN et al., 2008).

O envelhecimento ovariano é um processo continuo que se inicia ao nascimento
e se estende até a menopausa, por volta dos 50 anos de idade. O mecanismo principal do
envelhecimento é o esgotamento folicular que ocorre de forma progressiva e continua
(SUNKARA et al.,, 2012; VAN NOORD-ZAADSTRA et al., 1991). No entanto, o
envelhecimento do gameta também esta associado a menor capacidade de reparo de quebras
de fita dupla no DNA (Double Strand Breaks - DSBs). Com o envelhecimento, hd um declinio
progressivo da expressdo de proteinas que integram a maquinaria de reparo de DSBs nos
gametas, entre elas BRCAL, ATM, MRE11 e RAD51. Isso resulta no acimulo de DSBs, as
quais podem desencadear ativacdo da via apoptotica e eliminacdo acelerada de o6citos. Sabe-
se que o0s odcitos que sobrevivem a esta eliminacdo acelerada podem apresentar acimulo
excessivo de danos no DNA e serem menos vidveis (TITUS et al., 2013).

Tanto o DNA nuclear como o mitocondrial (mtDNA) estdo sujeitos a DSBs. Em
especial, 0 mtDNA é bastante propenso a danos oxidativos, pois a mitocéndria é o principal
sitio de geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) na célula (SHOKOLENKO et al.,
2009). Essa situacdo € ainda agravada com o envelhecimento, uma vez que o acumulo de DSBs
no mtDNA resulta em disfuncdo da organela, maior geracdo de ROS e posteriormente novos
danos a0 mtDNA (LENAZ, 1998). Para combater a ocorréncia de DSBs, a mitocondria
compartilha com o nucleo muitas das proteinas envolvidas na maquinaria de reparo de DNA
como, RAD51, RAD51c, XRCC3 e MRE11 (SAGE et al., 2010; MISHRA et al., 2018;
DMITRIEVA et al., 2011; BENNETT & KNIGHT, 2005). Além disso, é sabido que a RAD51
e MREL11 se localizam na matriz mitocondrial, onde se associam fisicamente com o0 mtDNA
(SAGE et al., 2010; SAGE & KNIGHT, 2013; DMITRIEVA et al., 2011).

Em modelos com células cultivadas, a deficiéncia de RAD51 resultou em
deplecdo de mtDNA, sugerindo um importante papel desta na replicagdo do genoma
mitocondrial (SAGE e KNIGHT, 2013). Ademais, a interferéncia sobre a expresséo de RAD51

durante a maturacdo de o0citos de camundongos resultou em severo dano sobre a fungéo
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mitocondrial (KIM et al., 2016). No entanto, é dificil separar neste Gltimo modelo os efeitos
mitocondriais e nucleares uma vez que a deficiéncia de RAD51 no odcito impactou
significativamente a progressao da divisdo meiotica. Neste contexto, nosso objetivo com o
presente trabalho foi investigar a deficiéncia de RAD51 principalmente durante a fase de
crescimento do odcito, quando os efeitos desta recombinase no ndcleo ndo parecem téo
evidentes(KUZNETSOV et al., 2007; MA et al., 2019). E importante destacar que durante o
crescimento do oocito o mtDNA é intensamente replicado, (CREE et al., 2008; WAI et al.,
2008; WALLACE & CHALKIA, 2013), portanto, esta fase do desenvolvimento parece
bastante adequada para se determinar o impacto da deficiéncia de RAD51 sobre a fungéo
mitocondrial e fertilidade.



REVISAO DA LITERATURA
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REVISAO DA LITERATURA

Oogénese e foliculogénese

Em mamiferos a formacdo de od6citos (oogénese) tem inicio durante o
desenvolvimento embrionario (BAKER, 1963; GONDOS et al., 1986) com a migracdo das
celulas germinativas primordiais (PGCs) para as cristas genitais. Subsequentemente ocorre
a diferenciacdo das PGCs em oogonias e a proliferacdo destas por mitose. As oogonias dao
inicio a meiose e geram milhdes de odcitos primarios. No entanto, a divisdo meiotica é
interrompida logo apds o seu inicio no estagio de dipléteno da préfase meidtica I, estagio
equivalente a G2/M em células somaticas (PICTON et al., 1998; KRYSKO et al., 2008).
Ao nascimento todos os odcitos encontram-se com a divisdo meiotica bloqueada em profase
| e assim permanecem até a puberdade quando as ondas de desenvolvimento folicular se
iniciam. Portanto, a reserva ovariana é determinada ainda durante a vida fetal (PICTON et
al., 1998; PELOSI et al., 2015; JOHNSON et al., 2004).

A foliculogénese se inicia com o recrutamento de células somaéticas,
denominadas pré-granulosa, que circundam o odcito primario com o propoésito de formar o
foliculo primordial no ovario fetal (CHOI & RAJKOVIC, 2006; CLARKE, 2018). O
estimulo para a progressdo da foliculogénese e a passagem para o estagio de foliculo
primario é marcado pela diferenciacdo das células da pré-granulosa em granulosa, as quais
caracterizam-se pelo formato cuboide (BINELLI & MURPHY, 2010; ZHANG & LIU,
2015). O foliculo secundério é caracterizado pelo continuo crescimento do odcito, intensa
atividade transcricional e traducional, acimulo de reservas energéticas, remodelamento
mitocondrial e proliferacdo das células da granulosa que formam uma segunda camada ao
redor do gameta. Entre os estagios de foliculo primario e secundario também se da o
acumulo de glicoproteinas que formam ao redor do od6cito, a zona pelucida (FAIR, 2003;
FAIR et al., 1997; HYTTEL et al., 1997).

No estagio seguinte da foliculogénese, as celulas da granulosa formam
multiplas camadas ao redor do oocito. Além disso, verifica-se a formagao de uma cavidade
antral cheia de fluido (derivado do plasma sanguineo), o que caracteriza o estagio de
foliculo antral (BINELLI & MURPHY, 2010; CLARKE, 2018). O fluido folicular separa
a granulosa em duas camadas: as células murais da granulosa que se depositam na parte
mais externa do foliculo; e as células da granulosa do cumulus, que rodeiam o odcito,

mantendo contato direto com este através de projecdes citoplasmaticas transzonais (TZPs).
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Ao conjunto o6cito e células do cumulus circundantes da-se o nome de COC (complexo
cmulus-odécito). As células do cumulus transferem nutrientes e sinais essenciais para o
odcito através das jungdes do tipo gap que ligam os dois tipos celulares (KIDDER &
VANDERHYDEN, 2010); estas jungdes sao canais intercelulares compostos por proteinas
transmembranares denominadas conexinas que permitem a troca de moléculas (KOVAL et
al., 2014). Assim o cumulus complementa as necessidades metabdlicas do gameta
fornecendo piruvato, aminoacidos, colesterol e ATP, sendo estes metabdlitos essenciais
para 0 desenvolvimento do odcito (COLLADO-FERNANDEZ et al., 2012; SU et al.,
2009). Por exemplo, os odcitos sdo incapazes de utilizar eficientemente a glicose como
fonte de energia (SU et al., 2009) visto que vérias enzimas-chave da via glicolitica sdo
expressas em baixos niveis no gameta. Por outro lado, essas enzimas estdo presentes em
maior concentracao nas células do cumulus. Assim, as células do cumulus séo responsaveis
por metabolizar glicose a piruvato, o qual € utilizado pelo odcito como substrato energético.
Da mesma forma, os odcitos sdo incapazes de absorver eficientemente certos aminoacidos,
0s quais sdo transferidos das células do cumulus para o o6cito por meio de junc@es do tipo
gap. As células da granulosa também fornecem colesterol aos odcitos, pois estes séo
deficientes na expressdo de enzimas da via biossintética do colesterol ( SUGIURA et al.,
2005; EPPIG et al., 2005; SU et al., 2008).

Ainda durante a fase antral, observa-se a proliferacdo das células da teca que
circundam o foliculo por fora da lamina basal. Estas células ddo suporte para a
vascularizacdo do foliculo e o controle end6crino mediado principalmente pelo horménio
foliculo estimulante (FSH). Com isso, o crescimento folicular nesta fase é dependente dos
niveis de FSH, o qual é secretado pela pituitaria e se difunde até o foliculo onde estimula a
proliferacdo das células da granulosa (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). O FSH também
determina a expressdo nas células da granulosa do receptor do horménio luteinizante (LH).
No estagio seguinte da foliculogénese, o qual é dependente dos niveis e frequéncia de
liberacdo de LH, somente os foliculos com expressdo adequada do receptor de LH serdo
capazes de continuar o desenvolvimento. Isso acontece porque a liberacdo de estradiol e
inibina a partir do foliculo em desenvolvimento inibe gradualmente a secre¢édo de FSH e,
consequente, resulta em atresia folicular (BINELLI & MURPHY, 2010; CLARKE, 2018).

O aumento da frequéncia de liberacédo pulsatil de LH durante a fase folicular do
ciclo estral sustenta o crescimento do foliculo até o estdgio pré-ovulatdrio.

Simultaneamente, a interacdo do LH com o seu receptor nas células da granulosa mural



promove a liberacdo de ligantes que ativam receptores de EGF presentes também nas
celulas da granulosa (CONTI et al., 2012; EL-HAYEK et al., 2014). O EGF induz uma
série de eventos no foliculo que preparam o odcito para a ovulagcdo. Dentre estes eventos,
destaca-se a reducdo dos niveis de cGMP nas células da granulosa e no odécito, 0 que por
sua vez resulta na hidrolise do cCAMP necessério para a manutencao do blogueio meiotico
(JAFFE & EGBERT, 2017). Outros eventos que se seguem sdo coletivamente chamados de
maturacao oocitaria e envolvem alteracfes nucleares e citoplasmaticas determinantes para
a ovulacdo de um odcito competente para ser fecundado e se desenvolver a termo. Entre os
eventos citoplasmaticos, destaca-se a redistribuicdo de mitocondrias e 0 posicionamento em
regides especificas de elevada demanda energética no gameta (SATHANANTHAN et al.,
2002). Do ponto de vista nuclear, a maturacao caracteriza-se pelo rompimento da membrana
nuclear (GV) e progressao da meiose. Um dos dois conjuntos de cromossomos homdlogos,
os quais foram anteriormente duplicados, é descartado pelo odcito ao término da meiose |
numa estrutura denominada corpusculo polar (PB1). Portanto, o o4cito ovulado caracteriza-
se pela presenca do PB1 e pelo bloqueio em metéfase Il; a meiose somente é concluida com
a fecundacdo (THIBAULT et al., 1987; HYTTEL et al., 1997), (Figura 1).

Fecundagdo

PGCs
e Oogénias
e M\
,. el *
PRy
..

Antrais

s 7 Pré-Antrais
= ¥ \ \

F. Ifrimordial

F. Primdrio

Metafase Il

Figura 1. Representagdo simplificada da oogénese e foliculogénese. As células germinativas primordiais (PGCs)
humanas sdo especificadas por volta da 22-32 semana apés a fecundacéo. No final do primeiro més de gestacdo as
PGCs migram do saco vitelinico para as gonadas em formagdo. Neste momento, observamos a diferenciagdo das
PGCs em oogo6nias e posteriormente em odcitos primarios (profase 1). Estes o6citos se associam a células somaticas
achatadas (pré-granulosa), formando os foliculos primordiais. Os foliculos primordiais irdo compor a reserva
folicular ovariana, e s6 serdo ativados com a chegada da puberdade. Com a foliculogénese, grupos de foliculos
primordiais sdo recrutados e ddo continuidade ao crescimento oocitario, que ao atingir a fase de foliculo pré-
ovulatério retomam a meiose I, com consequente rompimento da vesicula germinativa, expulsdo do primeiro
corpusculo polar e formagdo do o6cito secundario. Inicia-se assim a segunda divisdo mei6tica, que evolui até a
metafase |1, marcando o processo de ovulacdo. A meiose Il somente é concluida com a fecundagdo. Fonte: Autor.



Reparo de DSBs

Estima-se que um milhdo de lesbes de DNA ocorrem em uma unica célula
humana todos os dias. Entre os agentes que causam essas lesdes incluem-se subprodutos do
metabolismo oxidativo como ROS e agentes externos, como radiagdo ionizante e
quimioterapicos. Essas lesdes podem ocorrer na forma de quebras de uma ou de ambas as
fitas da molécula de DNA. As DSBs sdo altamente nocivas, podendo resultar em
mutagénese, carcinogénese, senescéncia celular e apoptose. Portanto, uma variedade de
mecanismos de reparo de DNA foram desenvolvidos durante a evolugdo (JACKSON &
BARTEK, 2009). As DSBs podem ser reparadas com base na sequéncia do cromossomo
homologo. Este reparo por homologia é chamado de recombinacdo homdéloga (homologous
recombination - HR), sendo mais comum em células meiéticas. Em células mitéticas, DSBs
sdo preferencialmente reparadas pelo mecanismo de juncao de extremidades ndo homoélogas
(non-homologous end joining - NHEJ), o qual ndo preserva a sequéncia original da
molécula de DNA. Em odcitos, portanto, 0 mecanismo de HR é o mais comumente utilizado
para o reparo de DSBs. Além disso, a maquinaria de HR é essencial durante a divisdo
meidtica para a ocorréncia do crossing-over e contribui com a geracdo de variabilidade
genética. A HR também é determinante para 0 correto pareamento e segregacdo dos
cromossomos, assegurando a manutencdo da ploidia celular ao término da meiose
(FEATHERSTONE & JACKSON, 1999; PAQUES & HABER, 1999).

Vérias proteinas interagem e compdem a maquinaria de reparo de DSBs por
NHEJ e HR. As principais proteinas necessarias no reparo por NHEJ séo os heterodimeros
Ku70/Ku80, a subunidade catalitica da proteina quinase dependente de DNA (DNA-PKcs),
DNA ligase 1V, XRCC4 e o fator do tipo XLF. O reparo por NHEJ ocorre em trés estagios,
sendo o primeiro caracterizado pela deteccdo da DSB pelo heterodimero Ku, com
subsequente ligacdo a proteina quinase dependente de DNA (DNA-PKcs) para formar o
complexo DNA-PKcs-Ku-DNA. O segundo passo envolve o processamento enzimatico das
extremidades do DNA, por exemplo, remogéo de grupos terminais ndo ligaveis (fosfatos,
fosfoglicolatos) por PNKP. Na etapa final as extremidades do DNA s&o religadas por Ligase
IV, que funciona em complexo com XRCC4 e XLF (WANG et al., 2013; MAHANEY B.
et al., 2009; RASSOOL, 2003), (Figura 2).
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Figura 2. O mecanismo de reparo de DSBs por NHEJ ocorre em trés estagios: deteccdo e amarracgao, processamento,
ligacdo do DNA. Juntas, essas interagdes proteina-proteina estabilizam o complexo dindmico de NHEJ em DSBs. Na
etapa de deteccdo da DSB observa-se a formacdo do complexo DNA-PKcs-Ku-DNA. O processamento final inclui
ndo apenas a remocdo nucleolitica de se¢des dos terminais de DNA, mas também o preenchimento de lacunas por
polimerases. Espera-se que o processamento de pontas de DSB leve a perda ou modificacéo de nucleotideos de ambos
os lados da quebra, tornando o0 NHEJ propenso a erros (mutagdo por dele¢do). o Ultimo passo é marcado pela ligadura
das extremidades do DNA, realizada pelo complexo ligase IV- XRCC4-XLF. Fonte: Autor.

Embora a NHEJ seja o principal modo de reparo de DSBs em células somaticas
na fase de GO-G1 do ciclo celular, a HR desempenha papel predominante nessas células
durante a fase de S-G2/M. Uma vez que o blogueio da meiose em odcitos (em diploteno)
equivale a fase de G2/M, é plausivel que a HR seja a principal via responsavel pelo reparo
de danos ao DNA em odcitos. Ademais, a disponibilidade de cromatides irmés e homélogos
favorece o reparo por homologia, minimizando a introducdo de mutagdes em comparacao
com a via NHEJ (KUJJO et al., 2010).

Vérias proteinas estdo envolvidas no reparo por HR, incluindo,
MRE11/Rad50/NBS1 (MRN), MDC1, 53BP1 e BRCAL (SHILOH, 2006). O complexo
proteico MRN funciona como um sensor para DSBs e possui atividade de ligagéo,
desenrolamento e amarracdo da molécula de DNA, além de atuar como endonuclease. A
atividade endonucleolitica da MRN ¢é reforcada pela CtIP, sendo responsavel pelo

processamento das extremidades 5°-3° do DNA (ressec¢ao nucleotidica) com o intuito de
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produzir uma fita simples de DNA (single strand DNA - ssDNA) com extremidade 3’OH
livre. O complexo MRN, através da subunidade NBS1 também é essencial para a ativagdo
eficiente da cinase ATM (JAZAYERI et al., 2008; SHILOH, 2006; YOU et al., 2005). A
MDC1 também tem sido relacionada a ativacao de ATM; o recrutamento do dimero MDC1-
ATM para o local da DSB possibilita que, ATM fosforile histonas YH2AX, com
consequente estabilizacdo de ligagdo MDC1-ATM ao local da DSB e ativacdo das vias a
jusante que levam a parada do ciclo celular via CHK2 e inibicdo do CDC2 (no ponto de
verificacdo G2/M). A fosforilacdo das histonas YH2AX por ATM, funciona como uma
ancora para a ligacdo de moléculas adicionais de MDC1. Esse processo ciclico parece ser a
forga motriz subjacente ao acimulo de YH2AX fosforilada sobre as DSBs, o que viabiliza a
formacdo de uma plataforma para o recrutamento de proteinas adicionais como, 53BP1
(sensor de alteracBes na estrutura da cromatina) e BRCAL (auxilia na retencao do complexo
MRN) (STUCKI et al., 2005; LOU et al., 2006; TURAN & OKTAY, 2020).

Ainda durante a HR, a extremidade 3°OH do ssDNA se liga a proteina de
replicacdo A (RPA) (SAN FILIPPO et al., 2008; KROGH & SYMINGTON, 2004); esta
ligacdo tem a funcdo de impedir a formacéo de estruturas em grampo bem como a degradacao
nucleotidica. A seguir, por acdo de mediadores como BRCA2 e RAD52, RPA é substituida
por RAD51, formando o fragmento pré-sinaptico (SAN FILIPPO et al., 2008; KREJCI et
al., 2012; KASS & JASIN, 2010).

Apos a formacdo do filamento nucleoproteico, RAD51 interage com a RAD54
com 0 objetivo de catalisar a invasdo do duplex de DNA e encontrar uma regido de
homologia no cromossomo homélogo (HEYER et al., 2006). No estagio pos-sinaptico,
RAD54 parece catalisar a remoc¢do de RAD51 para viabilizar o acesso de DNA polimerases
a extrememidade 3’OH. Acredita-se que a RAD54 tem capacidade de remover RAD51
fornecendo as DNA polimerases acesso a extremidade-3’OH para inicio da sintese de DNA.
O modelo de reparo de DSBs por HR prevé que a outra extremidade da quebra seja capturada
pela cadeia deslocada do duplex doador (D-loop) e utilizada para iniciar uma segunda sintese
de DNA com consequente formacdo de juncdes Holliday; a resolucdo destes por
endonucleases especificas resulta nos produtos da HR (HEYER et al., 2006; SAN FILIPPO
et al., 2008), (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de reparo de quebra de fita dupla por recombinacdo homologa. Apds a quebra de dupla
fita de DNA (DSB), o complexo proteico MRN é recrutado para o local danificado, sendo responsavel pelo
processamento das extremidades 5°-3° juntamente com a proteina CtIP. MRN também ¢ capaz de interagir e
ativar ATM, enquanto MDC1 recruta ATM (MDC1-ATM em forma de dimeros) para os locais de DSBs; ATM
também ¢é capaz de fosforilar as histonas YH2AX, as quais funcionam como ponto de ancoragem para ligacdo
de moléculas adicionais de MDC, além de BRCA1, 53BP1, etc. RPA se liga a extremidade 3°-OH da fita simples
de DNA (ssDNA). BRCAZ2 interage com RADS51 e direciona-a para os locais de quebra; assim RAD51 é capaz
de se ligar ao ssDNA formando um fragmento pré-sinaptico (nucleoproteico). RAD51 interage com RAD54
catalisando a invasdo do duplex de DNA e a busca por regido de homologia no cromossomo homologo. Fonte:
Autor.
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A importancia da via de reparo por HR é demonstrada por mutaces em genes
que participam desta via, as quais estdo intrinsecamente associadas a sindromes severas e
letalidade devido ao acimulo de DSBs e aberra¢fes cromossémicas (LI & HEYER, 2008).
Por exemplo, mutacdes no gene codificador da ATM foram associadas a sindrome Ataxia
Telangiectasia (A-TLD), a qual causa uma desordem neurodegenerativa caracterizada por
pronunciada degeneracdo cerebelar, além de predisposicdo ao cancer. Pacientes com A-
TLD apresentam sintomas adicionais de imunodeficiéncia, retardo de crescimento,
envelhecimento prematuro e resisténcia a insulina (AMBROSE & GATTI, 2013). Mutacdes
hipomorficas no gene NBS1 em humanos resultam na sindrome de ruptura de Nijmegen,
um raro distarbio caracterizado por microcefalia, imunodeficiéncia e predisposicdo ao
cancer (CARNEY et al., 1998). Mutacbes no gene MRE11 em humanos levam a um
distarbio semelhante a A-TLD no qual os pacientes exibem ataxia e neurodegeneracao
(STEWART etal., 1999). As linhas celulares derivadas de pacientes com muta¢oes em NBS
e ATM tém sido valiosas para dissecar as fungfes do MRN e as consequéncias da funcao
que estdao comprometidas. Células contendo mutac6es nos genes BRCAL e BRCA2 estdo
relacionadas a malignidade celular e susceptibilidade a varios canceres, principalmente
cancer de mama e de ovario (MOYNAHAN, 2002). Por outro lado, em murinos, o nocaute
de genes que atuam na via de HR normalmente resultam em letalidade embrionéaria. 1sso
impede o estudo profundo da maquinaria de HR, como verificado para componentes do
complexo MRN (LAMARCHE et al., 2010) e paraa RAD51 (TSUZUKI et al., 1996; LIM
& HASTY, 1996). Uma alternativa a uso de modelos nocautes tem sido o emprego de
animais condicionais nocaute no qual a deficiéncia do gene de interesse esta restrita a um

tecido ou momento especifico.
Mitocondria

As mitocondrias sdo remanescentes da simbiose entre uma o-proteobactéria e
uma precursora da célula eucariotica, evento este que deve ter ocorrido ha cerca de dois
bilhdes de anos (LANE & MARTIN, 2012). Como parte do processo adaptativo durante a
evolugdo, grande parte do material gendmico da a-proteobacteria foi transferido para o
genoma nuclear. O que resta nas mitocondrias da maioria dos mamiferos, incluindo
humanos e murinos, € um genoma circular pequeno, de 16 kilobases (Kb), o qual esta
presente em multiplas copias dentro de cada organela (GABALDON & HUYNEN, 2004).
O genoma mitocondrial (MtDNA) de mamiferos abriga informagdes para codificacdo de 13

RNAs mensageiros (MRNAS) que sdo traduzidos na matriz mitocondrial com auxilio de 22
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RNAs transportadres (tRNAs) e 2 RNAs ribossomais (rRNAs) também codificados pelo
mtDNA. Os 13 poli-peptideos resultantes compdem, juntamente com outros poli-peptideos
codificados pelo DNA nuclear, parte dos complexos I, I11, IV e V da cadeia transportadora
de elétrons; somente o complexo Il é codificado exclusivamente por genes localizados no
ndcleo. Portanto, esses poli-peptideos localizam-se na membrana mitocondrial interna e séo
essenciais para a geragdo de ATP por meio da fosforilacdo oxidativa (FUNG et al., 2013;
MITCHELL, 1961). Todas as demais proteinas mitocondriais, as quais sdo representadas
por cerca de 1500 proteinas envolvidas nas varias fungdes mitocondriais (componentes de
membrana, ciclo de Krebs, entre outros), sdo codificadas no nucleo, traduzidas no
citoplasma e importadas pela mitocondria (CHINNERY et al., 2000).

A producdo de ATP na mitocondria esta atrelada a oxidacdo de substratos
energéticos, os quais sdo principalmente extraidos via ciclo de Krebs. Elétrons provenientes
da oxidacdo dos substratos energéticos sdo levados até a cadeia transportadora de elétrons
por aceptores como NADH e FADH., sendo posteriormente transferidos, respectivamente,
aos complexos | e Il. Na etapa seguinte, os elétrons sdo carreados dos complexos | ou Il até
o IV, onde séo finalmente utilizados para redugédo do Oz a H,O. O carreamento de elétrons
pelos complexos da cadeia transportadora também tem a finalidade de extrair energia
utilizada para o bombeamento de prétons H* da matriz mitocondrial para o espago
intermembranas. Como resultado do acimulo de H* h& a formacdo de um potencial de
membrana na mitocondria (A¥m). Posteriormente, o retorno dos H* para a matriz
mitocondrial regulado pelo complexo V, é utilizado como forga motriz para a producao de
ATP (MITCHELL, 1961; FRIEDMAN & NUNNARI, 2014).

Sabe-se que 0 mtDNA esté localizado na matriz mitocondrial, possivelmente
ligado a membrana mitocondrial e proximo aos complexos da cadeia transportadora de
elétrons. Como consequéncia, isso o torna suscetivel a danos oxidativos visto que a reducao
incompleta do Oz pode resultar na formacéo de ROS como o &nion radical superoxido, o
peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila (KANG & HAMASAKI, 2012). Ademais,
ROS podem danificar outras estruturas da organela por oxidacdo de proteinas e lipidios
mitocondriais, com possivel prejuizo sobre a funcdo mitocondrial. Acredita-se que niveis
elevados de mutagdes no mtDNA em relacdo ao DNA nuclear decorrem da proximidade
fisica do primeiro em relagéo aos sitios de geracdo de ROS (WALLACE, 2005). No entanto,
esta teoria tem sido questionada visto que transicdes (as quais estdo atreladas a erros
replicativos) sdo muito mais comum no mtDNA do que transversdes (as quais originam-se

principalmente de danos oxidativos). No entanto, independente da origem, mutagdes no
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mtDNA podem ser bastante deletérias para a fun¢do mitocondrial e celular (ITSARA et al.,
2014).

A integridade da sequéncia do mtDNA é mantida por enzimas, em grande parte,
compartilhadas com o nucleo. A via de reparo por excisao de bases (BER), por exemplo, é
bastante comum em mitocondrias, sendo que todas as enzimas necessarias para esta via
foram identificadas como presentes na matriz mitocondrial (DIANOV et al., 2001,
MUFTUOGLU et al., 2014). O reparo por BER consiste em reparar pequenas distor¢des na
estrutura da dupla-hélice, as quais normalmente estdo atreladas a desaminacéo, alquilacédo
ou oxidacdo de bases (MENCK & MUNFORD, 2014). Por outro lado, ndo existem fortes
evidéncias em mamiferos de que o mtDNA é reparado por HR. As poucas evidéncias
envolvem a presenca de dimeros circulares e catenanos, 0s quais sdo indicativos de HR (
CLAYTON & VINOGRAD, 1967; POHIOISMAKI & GOFFART, 2011). Também ja
foram detectados hibridos paterno e materno de mtDNA em humanos (KRAYTSBERG et
al., 2004). E importante destacar que a RAD51 e outras proteinas acessorias relacionadas a
HR (e.g., RAD51C, XRCC3, MRE11) ja foram descritas como presentes em mitocondrias
humanas (SAGE et al., 2010; DMITRIEVA et al., 2011). Ainda, foi comprovado que a
RADS51 interage fisicamente com o0 mtDNA, dando suporte a manutencdo do numero de
copias de mtDNA sob condicdo de estresse replicativo e oxidativo (SAGE et al., 2010)
MRE11 também se liga a0 mtDNA, e a sua quantidade na matriz mitocondrial varia
dependendo do estresse. Isso sugere que MRE11 atue na manutencdo da integridade do
genoma mitocondrial (DMITRIEVA et al., 2011). Contudo, a presenca na mitocdndria das

demais proteinas necessarias para a ocorréncia de HR ainda carece de comprovacéo.
Fertilidade e DSBs em odcitos

Nas ultimas décadas observou-se uma tendéncia crescente de mulheres
postergarem a gestacdo para a faixa etaria de 35-40 anos (SCHMIDT et al., 2012). Em
paralelo, verificou-se um aumento acentuado da incidéncia de infertilidade, aborto
espontaneo e defeitos congénitos (HASSOLD & HUNT, 2001; NAGAOKA et al., 2012);
associados a erros cromossdmicos em mulheres com idade avancada. Sabe-se que a maioria
dos erros cromossémicos detectados em gestacfes humanas resulta de erros meioticos nos
odcitos; enquanto que, erros na divisao meidtica em espermatozoides respondem por menos
de 5% das aneuploidias fetais (HASSOLD & HUNT, 2001). Para a maioria dos
cromossomos de mamiferos a aneuploidia € incompativel com a vida, resultando em

infertilidade devido ao blogueio do desenvolvimento embrionério e falha na implantacéo.
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Algumas trissomias, como as que atingem 0s cromossomos 13, 18 e 21, sdo compativeis
com o desenvolvimento a termo, resultando em graves sindromes (NAGAOKA et al., 2012)
como a sindrome de Patau (trissomia do cromossomo 13), sindrome de Edward (trissomia
do cromossomo 18) e sindrome de Down (trissomia do cromossomo 21). Destes, a trissomia
do cromossomo 21 é a mais comum, tendo a sua incidéncia aumentada dramaticamente nas
ultimas décadas (MORRIS & ALBERMAN, 2009; LOANE et al., 2013).

Os danos ao DNA tém significativo impacto sobre os indices reprodutivos. Os
oocitos de mamiferos sdo particularmente vulnerdveis a esses danos visto que podem
permanecer quiescentes no ovario por décadas até serem estimulados a se desenvolverem.
Quebras no DNA nuclear do odcito sdo essenciais para ocorréncia do crossing-over e
correta segregacdo cromossomica durante a meiose (CARROLL & MARANGOS, 2013).

Por outro lado, o DNA do od6cito também esta sujeito a quebras decorrentes de
erros replicativos, radiacdo, quimioterapicos, etc. Um estudo mostrou que fémeas de
murinos envelhecidas sdo mais propensas ao acimulo de DSBs nos od6citos, o que foi
associado a reduzida expressao dos genes Mrell, Rad51, Atm e Brcal. Esses achados
sugerem que o0citos envelhecidos sdo deficientes no reparo por HR. De fato, a
superexpressao de Brcal em o6citos envelhecidos reduz a incidéncia de DSBs e aumenta a
viabilidade destes (TITUS et al., 2013).

Os poucos estudos ja desenvolvidos envolvendo reparo de DNA e 0 gameta
feminino se concentraram em investigar os efeitos a nivel nuclear associados a maquinaria
de HR. Porém, dada a presenca de enzimas como RAD51, RAD51C, XRCC3 e RME11 na
mitocdndria, € bastante provavel que a deficiéncia dessas também tenha impacto sobre a
funcédo da organela no odcito. Em consonancia com essa hipotese, o silenciamento génico
da Rad51 durante a maturacdo oocitaria em murinos resultou em evidente disfuncédo
mitocondrial, desalinhamento cromossdmico e blogqueio da divisdo meidtica (KIM et al.,
2016). Porém, é dificil isolar esses efeitos mitocondriais de um possivel efeito da deficiéncia
de RAD51 sobre a progressdo meiotica e a estabilidade do DNA nuclear. Neste contexto,
no presente trabalho realizamos o nocaute odcito-especifico da Rad51 desde o estagio de
foliculo primario-secundario. Fémeas portadoras desses odcitos foram investigadas quanto
a fertilidade e a viabilidade de sua progénie. Também foi investigado no o0cito o impacto
da deficiéncia de RAD51 sobre o diametro do gameta, a ovulagdo, a fungdo mitocondrial,
o nivel de NAD(P)H/FAD e o conteudo de ATP.
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HIPOTESE

A delecdo odcito-especifica de Rad51 em camundongos durante o periodo de
crescimento do odcito resulta em disfuncdo mitocondrial, baixa qualidade oocitaria e

infertilidade.
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OBJETIVOS

Geral
o Determinar o impacto da deficiéncia oocito-especifica de RAD51 sobre sobre
0 desenvolvimento do gameta, a fertilidade e a fungdo mitocondrial em

camundongos.
Especificos

. Avaliar a fertilidade de fémeas selvagens (Rad51"") e com delecio odcito-
especifica de Rad51 (Rad51*" e Rad517) por meio do acasalamento com
machos selvagens;

o Avaliar o impacto da deficiéncia de RAD51 sobre a morfologia dos COCs,

crescimento dos odcitos e ovulacao.

o Avaliar o impacto da deficiéncia de RAD51 sobre 0 A¥m, e 0s niveis de, ROS,
FAD, NAD(P)H e ATP.
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PLANO DE TRABALHO

Este projeto utilizou como modelo celular o gameta feminino e teve como
objetivo caracterizar o papel da Rad51 na linhagem germinativa feminina e suas
implicacdes para a fertilidade e a funcdo mitocondrial. Para tanto, foi realizado o nocaute
condicional da Rad51 baseado no emprego de duas linhagens de camundongos
geneticamente modificados. Uma linhagem apresentava o éxon 4 do gene Rad51
flanqueado por sequéncias loxP (floxed — fl), enquanto a outra linhagem foi modificada
geneticamente para expressar Cre recombinase (CRE) sob o comando do promotor do gene
Zp3 (Zp3-CRE) (DE VRIES et al., 2000).

Como resultado do acasalamento dessas duas linhagens foram obtidos animais
em que a expressdo de CRE exclusivamente no odcito a partir de foliculos primérios-
secundarios resultou na recombinacgdo dos sitios loxP e consequente excisdo do éxon 4 da
Rad51 (Figura 4).
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Figura 4. O nocaute condicional do gene Rad51 acontece no inicio do crescimento oocitario. A expressdo de CRE
recombinase é dirigida pelo promotor do gene Zp3 (Zp3-CRE), o qual é exclusivamente expresso em 06citos a partir
da transicdo de foliculo primario para secundario. A Cre recombinase reconhece sequéncias loxP que flaqueiam o
exon 4 do gene Rad51 e o excisa, tornando o gene invalido para a expressdo de RAD51. O nocaute acontece durante
um periodo de intenso crescimento da oogénese, em que as mitocondrias se multiplicam rapidamente, passando de
algumas centenas para cerca de cem mil em oécitos maturados. Do mesmo modo que hd um aumento no ndmero
de cdpias do mtDNA, que atinge ~200.000 moléculas em o6citos completamente crescidos. Fonte: Autor.
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A obtencdo do modelo animal foi realizada por cruzamento das linhagens
citadas acima: machos Zp3-CRE*":Rad51"* com fémeas Rad51"*. Como resultado desse
acasalamento, fémeas com o0s seguintes genoétipos foram utilizadas nos experimentos:
controle selvagem (denominado Rad51"") - Zp3-CRE”:Rad51""; nocaute em heterozigose
(denominado Rad51*") - Zp3-CRE*:Rad51"*; e, nocaute em homozigose (denominado
Rad517) - Zp3-CRE*:Rad51"". Respectivamente, essas fémeas produziam odcitos com o0s
seguintes genétipos: Rad51"" Rad51*- e Rad517 (Figura 5).
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Figura 5. Representacio esquematica de cruzamentos para obtencdo de filhotes fémeas com o6citos Zp3-CRE”
/Rad51'*1o® (controle selvagem), Zp3-CRE*"/Rad51*" (nocaute em heterozigose ) e Zp3-CRE*/Rad51" (nocaute
em homozigose). Fonte: Autor.

Num seguinte momento, visando aumentar a frequéncia de nascimento de
fémeas Zp3-CRE’/Rad51" e Zp3-CRE*"/Rad51" casais com os seguintes gendtipos
passaram a ser utilizados: machos Zp3-CRE*"/Rad51"! e fémeas Zp3-CRE’:Rad51"

(Figura 6).
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Figura 6. Representacdo esquematica de cruzamentos para aumentar a quantidade de filhotes fémeas com odcitos
Rad51'>®"® (controle selvagem) e Zp3-Cre*/Rad51'"'*" (nocaute em homozigose). Fonte: Autor.

Para melhor entendimento, os genotipos das fémeas utilizadas nos

experimentos, estdo resumidos na Tabela 1.

Tabelal: Nomenclatura e gen6tipos

Grupos Nomenclatura Genotipo (tec. somaticos)  Gendtipo (0dcito)
Controle selvagem Rad51%1 Zp3-CRE’/Rad51M Zp3-CRE"/Rad5™M
Nocaute em heterozigose ~ Rad51*" Zp3-CRE*:Rad51™"* Zp3-CRE*"/Rad51*"
Nocaute em homozigose  Rad51™” Zp3-CRE*"/Rad51™ Zp3-CRE*"/Rad51™"

Obs. Nomenclatura e gendtipo de fémeas (tecidos somaticos e odcitos) que foram utilizadas nos experimentos.
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METODOLOGIA
Manutencéo dos animais

Os camundongos foram acondicionados a 22°C em um ciclo de 12h de luz e
12h de escuro, e tiveram acesso ad libitum a agua e racdo (Presence Ratos e Camundongos,
Purina). Para a manutengdo dos animais seguiu-se o Guide for the Care and use of
Laboratory Animals.

Genotipagem

Para a genotipagem dos animais foi utilizado DNA total isolado de bidpsia de orelha,
como descrito previamente (MACHADO et al., 2015). As amostras foram colocadas em 200uL de
solucédo de digestdo [50mM KCI, 10mM Tris-HCI (pH 8,3), 2mM MgCl,, 0,2mg/mL gelatina, 0,45%
Nonidet P-40, 0,45% Tween-20 e 100ug/mL proteinase K] por 3 horas a 65°C, em seguida incubadas
por 20 minutos a 95°C para inativacdo da proteinase K (PK). Posteriormente, as amostras foram
diluidas em &gua ultrapura (Life Technologies) em uma proporgéo 1:5 para amplificacdo dos alelos

floxed e selvagem para a Rad51 e do transgene Zp3-CRE (Tabela 2).

Tabela 2: Conjunto de Primers

Gene Alvo Sequéncia 5°-3’
Rad51 (forward) TCCCTTACCCTGCGTTATAAGC
Rad51 (reverse) GGTGGAGTACAGGACAGAAG
Zp3-CRE (forward) TTGATAATGGGCTCCACCCG
Zp3-CRE (reverse) GCGAACCTCATCACTCGTTG
C.1. (forward) CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT
C.1. (reverse) GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC

Obs. Conjunto de primers utilizados para genotipagem de Rad51 e determinacéo da presenca de Zp3-CRE. O primer
C.I. (Controle Interno) foi amplificado conjuntamente com o transgene Zp3-CRE para confirmar o sucesso da
amplificacéo.

No caso da amplificacdo da Rad51, os seguintes produtos de PCR eram
esperados: 510 pb (forma selvagem do gene) e 474 pb (forma floxed do gene). Para a Zp3-
CRE e o C.I. eram esperados produtos de PCR de 262 pb e 324 pb, respectivamente.

As reacOes de PCR foram realizadas utilizando 400 uM de cada primer (F e R),
5 uL de amostra lisada e diluida, 10 uL do reagente JumpStart (Sigma-Aldrich), segundo as
recomendacdes do fabricante. A ciclagem térmica utilizada para amplificagdo dos alvos é

apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3: Ciclos de PCR

Desnaturacdo Hibridizacdo Extensédo
T(°C) t (s) T(°C) t (min, s) T (°C) t (min)
Rad51 94°C 30s 60°C 1min 65°C 2min
Zp3-Cre 94°C 30s 60°C 30s 72°C 2min

Obs. Ciclos de PCR utilizados para amplificacdo da Rad51, Zp3-CRE e controle interno (C.1.), indicando a temperatura
e 0 tempo utilizado nas fases de desnaturacéo, hibridizacéo e extensdo. O C.I foi amplificado conjuntamente com a Zp3-
CRE.

Apos a amplificacdo dos alvos, os produtos de PCR foram aplicados em gel de
agarose 2,5% em TBE (tampédo Tris/Borato/EDTA) contendo 5 pL de SYBR Safe (Life
Technologies). Os produtos de PCR foram submetidos a 90 V de tensdo por 55 minutos e
analisados utilizando o0 equipamento ChemiDoc™XRS+ (BIO-RAD) (Figura 7).

Digestao
3 horas a 65°C
20 minutos a 95°C

Solugdo de digestao
(Tampao de lise + Proteinase K)

’ PCR convencional ‘

Biopsia de orelha ‘ (i
e \

direction
of movement warnde
bufer
\\‘/ solution Electrophoresis tank

’ Gel de agarose 2,5% em TBE ‘

Revelagdo de Gel

Figura 7. Etapas de genotipagem. Primeiro foi realizada a bidpsia de orelha de camundongo, seguido de digestdo do
material bioldgico, utilizando tampé&o de lise mais proteinase K (PK), durante um periodo de 3 horas a 65°C e inativagao
de PK por 20 minutos a 95°C. Ap6s finalizacdo da digestdo, as amostras foram diluidas e preparadas para a reagéo de
PCR convencional e postas em termociclador para amplificacdo dos genes alvo. Os produtos de PCR foram aplicados
em gel de agarose 2,5% em TBE e analisados no equipamento ChemiDoc™XRS+ (BIO-RAD).

Teste de fertilidade

O teste de fertilidade foi realizado por acasalamento de trés machos selvagens
com trés fémeas para cada um dos trés grupos experimentais de interesse (Rad51"M Rad51*" e
Rad517). Para a realizacdo deste experimento utilizamos animais com 7-8 semanas de idade.
Apds a montagem das matrizes, realizamos a inspe¢do semanal quanto a prenhes, nimero de
filhotes nascidos, mortalidade de filhotes e desmame, por um periodo total de 8 meses.
Ganho de peso

Para a analise de ganho peso, os filhotes oriundos de fémeas portadoras de 06citos

Rad51"" Rad51*", Rad51” foram alocados com no maximo 5 animais por caixa. Os animais
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foram pesados na terceira, quarta, quinta, sexta, sétima e oitava semana de vida. Para isso
utilizou-se uma balanca padrdo. Foram analisadas pelo menos duas geracoes de filhotes fémeas
de cada matriz. O ganho de peso ao longo desse periodo (6 semanas apos o desmame) foi obtido
pela diferenca de peso entre a oitava semana em relacao a terceira semana de vida.
Coleta de o6citos imaturos

Fémeas pré-puberes com 21-23 dias de idade foram superovuladas utilizando 5
U.l. de eCG (gonadotrofina coridnica equina; Folligon, MSD Salude Animal) por injecéo via
intraperitoneal (NAGY et al., 2003). Apds 43-44 horas, foi feita a eutanasia das fémeas, 0s
ovarios foram coletados e dissecados em solugdo fisioldgica, seguido de rompimento dos
foliculos antrais com agulha 30G para obtencdo dos COCs imaturos em meio MEM-alpha
(ThermoFisher Scientific) tamponado com HEPES (BRIEN et al., 2003). A morfologia dos
COCs foi analisada em microscopio invertido sob luz (Ti-S, Nikon). Os COCs foram
desnudados das células do cumulus por uso de capilar de vidro (didmetro interno de 60-100
pm). Os odcitos imaturos (GV) livres de células do cumulus tiveram o didmetro mensurado
em microscopio invertido (Ti-S, Nikon).
Coleta de oocitos ovulados

Os odcitos ovulados foram obtidos de fémeas com trés semanas de idade por
injecéo intraperitoneal de 5 U.I. de eCG seguido de 5 U.I. de hCG (gonadotrofina coridnica
humana; Sigma-Aldrich), com intervalo de 47 horas entre as injecOes. Foi feita a eutanésia
das fémeas 12 horas apds a administracdo de hCG, e os COCs foram obtidos por rompimento

do oviduto (ampola) com agulha 30G (Figura 8).
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Figura 8. Obtencdo de COCs ovulados. Foi utilizado fémeas de 3 semanas provenientes dos 3 grupos (Rad51"",
Rad51*", Rad517). Primeiramente foi injetado por via intraperitoneal eCG, e ap6s 47h foi injetado hCG, 12h depois
foi possivel coletar os COCs ovulados da ampola. As inje¢des de eCG e hCG foram aplicadas a noite.

Os od6citos foram desnudados das células do cumulus por pipetagem em MEM-
alpha tamponado com HEPES contendo 0,3% de hialuronidase (Sigma Aldrich). Analisou-se
0 numero de odcitos ovulados e a quantidade de odcitos com PB1 em microscopio invertido
(Ti-S, Nikon) sob luz branca. Para confirmacdo da extrusdo do PB1, os oocitos foram
marcados com o corante fluorescente Hoechst (Sigma Aldrich - afinidade por DNA) na

concentragdo 10 pg/mL por 15 minutos em gota de tampdo fosfato-salino (PBS; Sigma
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Aldrich). Em seguida, os odcito foram visualizados sob luz UV utilizando filtro azul
(CHIARATTI et al., 2010), (Figura 9). O didmetro dos odcitos com PB1 também foi

determinado, como acima.

Corante Hoechst
+
Filtro Azul sob
Luz Branca uv Merge

Figura 9. Avaliacdo da quantidade odcitos que extruiram o PB1. O corante hoechst marca DNA de células viaveis.
Ap0s a combinagdo das duas fotos (merge) foi possivel vizualizar a presenca de odcitos com duas marcagdes ou com
apenas uma marcagdo (cor azul), aqueles que apresentam duas marcagdes foram classificados com PB1 extruido.

NAD(P)H e FAD

Os odcitos imaturos (GV) e livres de células do cumulus foram transferidos para
gotas de 200 pL de PBS contendo 0,01% de BSA (Sigma-Aldrich) e analisados em
microscopio invertido (Ti-S, Nikon). As intensidades de autofluorescéncia de flavina-
adeninadinucleotideo (FAD) e nicotinamida-adenina-dinucleotideo (fosfato) (NAD[P]H)
foram determinadas utilizando filtros verde e azul sob excitacdo de luz UV, respectivamente
(ZENG et al., 2014). As imagens foram capturadas com objetivas de 10x. As configuragdes
do microscopio e da imagem foram mantidas constantes ao longo dos experimentos. As
intensidades médias de autofluorescéncia dentro das imagens dos odcitos foram quantificadas
com o software NIS-Elements BR Analysis 4.30.01. As medicGes de autofluorescéncia foram
subtraidas pela média do branco (area fora dos oocitos) e foram expressas em relacdo ao
controle selvagem (Rad51"™) de cada repeticdo. Esta analise foi realizada em pelo menos 12
odcitos por grupo experimental.
Microscopia confocal

Para determinacdo da populagdo de mitocondrias de alta polarizacéo e baixa
polarizacao foi utilizado o corante JC1 (ThermoFisher Scientific) que emite fluorescéncia no
verde (~525 nm) e vermelho (~590 nm). Os odcitos imaturos (GV) foram incubados em 1
mM de JC1 por 30 minutos em meio MEM-alpha contendo 0,01 % BSA. Ja para
determinacdo do ROS nos odcitos, foi utilizado a sonda CellRox (ThermoFisher Scientific).
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Um grupo de odcitos foi tratado por 5 minutos com H20- (peroxido de hidrogénio) a 20 mM
em meio MEM-alpha contendo 0,01% BSA, seguido de incubacdo em 5 mM de CellRox por
30min; outro grupo de odcitos foi simplesmente incubado com o CellRox, sem o tratamento
com H20x,.

Todas as amostras incubadas com JC1 e CellRox foram alocadas em placas
apropriadas e examinadas em microscopio confocal (LSM710, Zeiss) utilizando objetiva de
63x e excitagdo/emissdo ajustada para sonda, conforme recomendacdes dos fabricantes.
Todas as imagens foram capturadas sob 0s mesmos parametros. As imagens foram analisadas
utilizado o software ImageJ (NIH). A intensidade de fluorescéncia foi quantificada com
auxilio de uma funcdo de desenho circular realizada manualmente para cada regido de
interesse, neste caso, 0 odcito todo.

Anélise do conteudo de ATP

Foram coletados 25 o6citos imaturos (GV) para cada grupo, os quais foram
guardados individualmente em 1 L de PBS com 0,01 % de BSA (Sigma-Aldrich) e mantidos
a-80°C até o uso. O contetido de ATP foi medido com base na reacdo de luciferina por meio
de um kit de ATP (ATP bioluminescent assay kit) (Sigma Adrich). Os odcitos foram tratados
com as solucdes de reacdo (reagente de liberacdo de ATP, agua ultrapura) e aplicados em
uma placa branca de 96 pocos, conforme recomendacdes do fabricante. A biolumiscéncia de
cada amostra foi medida em SpectraMax i3® MiniMax™ no modo luminescéncia (ZENG et
al., 2014). O conteudo da amostra de ATP foi calculado usando uma curva padrdo gerada a
partir de 6 concentracdes de gradiente de ATP variando de 5 a 0,15625 pmol.

Andlise estatisticas

As andlises estatisticas e as representacdes graficas dos resultados foram
realizadas no GraphPad Prism 8 (Software GraphPad). Para as analises envolvendo trés ou
mais grupos, usamos o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido por analise de
multipla comparagédo por pairwise. Para as analises contendo dois grupos, utilizamos o teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney. Diferencas com valores de P menor que 0,05 foram

consideradas significativas.
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RESULTADOS

O nocaute condicional em homozigose do gene Rad51 no odcito resulta em
subfertilidade

Visando investigar o efeito da deficiéncia de RAD51 no odcito, fémeas dos

trés grupos experimentais (Rad51"", Rad5*- e Rad517) foram acasaladas com machos

selvagens. Machos e fémeas foram mantidos juntos por um periodo total de 8 meses para

acompanhamento do namero de animais nascidos (Figura 10).

-

; «

N * B 2 288 . £ ; S’ .‘ )
: 6 elvagem. 6‘ Selvagem. - 6\ Selvagem.
L o o n
20 P -~‘< o - _-...r'.
Gendtipo tecidos Q FRE'/'/RadSIf’/ﬂ 9 CRE*"/Rad517/
somaticos (pais): 'L:,;:_\__,,_; ‘ Y S :
.ﬂ o) 7 . '-——'-_r
Genodtipo gametas
sl 2OE o Rads51//f % Rad51*/ ) Rad517
. r—:/\’ f—/ r_./
Selvagem — ! Selvagem — ! Selvagem - !
' i H
Gendtipo tecidos Sl gl s ol ¥
somaticos (filhotes): 100% Selvagens 50% Selvagens  50% heterozigotos 100% heterozigotos

Figura 10. Teste de fertilidade. Fémeas com odcitos Rad51"", Rad51*", Rad51” foram fecundadas com esperma
Rad51** (n de 3 matrizes por grupo). As matrizes de fémeas com odcitos nocaute em heterozigose produziram
filhotes 50% Rad5** (selvagens) e Rad51*" (heterozigotos), em paralelo, fémeas nocautes em homozigose

produziram filhotes 100% Rad51*" (heterozigotos). Fonte: Autor.

Conforme apresentado na Tabela 4, ndo foi observada diferenca entre as fémeas
dos trés grupos (Rad51"" | Rad51*, Rad517") em relacdo ao nimero de ninhadas/fémea.
No entanto, o nimero de filhotes nascidos de fémeas Rad51” foi ~3,5 vezes inferior do que
0 observado no mesmo periodo para fémeas Rad51"" e Rad51* - (Tabela 4). Este resultado
fica bastante evidente quando o ndmero médio de filhotes/fémea é acompanhado
mensalmente (Figura 11). O numero de filhotes/ninhada para as fémeas Rad51” também
foi significativamente inferior ao observado para os demais grupos: média de 2,8 +0,2
filhotes/ninhada para fémeas Rad51”, comparado com 8,8 +0,4 e 7,8+0,5
filhotes/ninhada para fémeas Rad51™"" e Rad51*", respectivamente (Tabela 4). Em suma,
esses resultados fornecem evidéncias de que a RAD51 ndo e essencial para a fertilidade.
Embora a delecdo em homozigose de Rad51 tenha sido compativel com o desenvolvimento

a termo, fémeas Rad517- demonstraram clara evidéncia de subfertilidade. Em comparagio,

nenhum efeito foi observado sobre a fertilidade de fémeas Rad5*".
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Tabela 4: Avaliacdo da fertilidade de fémeas Rad51" Rad51*", Rad51”

Grupos n Ninhadas Filhotes N° filhotes/ninhada ninhada/fémea
Rad51" 3 18 160 8,8+0,4 6,0+ 0,5
Rad51 *- 3 22 172 78+ 0,5 7,3+0,3
Rad51 3 16 46 2,8 £0,2%*** 53+0,3

Obs. Para a realizacdo deste experimento, utilizamos um nimero de 3 fémeas por grupo que foram mantidas com
machos selvagens, com o intuito de avaliar a fertilidade das fémeas, para isso consideramos as seguintes variaveis:
numero total de ninhadas e filhotes, rela¢do ntimero de filhotes por ninhada e nimero de ninhadas por fémea. O ensaio
teve duragdo de 8 meses. Diferenga estatistica ****P<0,0001.

Além disso, o numero de filhotes acumulado mensalmente durante o periodo
experimental pelas fémeas do grupo Rad51”" também foi significativamente menor em
relacio as fémeas dos grupos Rad51"" e Rad51*", o que caracteriza um quadro de
subfertilidade nas fémeas nocaute em homozigose para o gene Rad51 (Figura 11).

o 80-
3 * Ra d5'fﬁ/ﬂ
2
S 60- - " Rad51""
) _»
° > 2 -4~ Rad51”
© 404 =
=
e
3 20_ de e ded
©
Z 9

0

Meses
Figura 11. Namero de filhotes acumulado mensalmente. Somatério da média de filhotes por més provenientes dos
grupos Rad51™ Rad51*-e Rad51” (3 fémeas por grupo). As fémeas Rad51” diferiram estatisticamente de Rad51™™,

Rad51*", ****(P<0,0001), caracterizando um quadro de subfertilidade nas fémeas nocautes em homozigose para o
gene da Rad51.

Mortalidade de filhotes provenientes de odcito Rad517

Como descrito anteriormente, as fémeas Rad517 produziram um total de 46
filhotes. Destes, 14 morreram antes do desmame, resultando em uma taxa de mortalidade de

30,43%, a maior parte dos filhotes morreram nos primeiros quatro dias de vida (Figura 12).
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Figura 12. Mortalidade de filhotes oriundos de odcitos Rad517 antes do desmame. Foi observado a morte de
um total de 14 filhotes provenientes de odcitos Rad517, que se distribuiram ao longo dos 21 dias iniciais de
vida. A maior quantidade de neonatos mortos foi durante os 4 primeiros dias ap6s o nascimento, totalizando
11 mortes. Passado este periodo, apenas 3 neonatos morreram, distribuidos nos dias 5, 7 e 21.

E importante destacar que 100% das progénie de fémeas do grupo Rad51” era
heterozigota para a Rad51, enquanto que esta percentagem foi igual a 50% na progénie de
fémeas Rad51*". Apesar disso, a taxa de mortalidade da progénie de fémeas Rad51*" foi
nula, sugerindo que os filhotes provenientes de odcitos Rad51*" sdo viaveis, diferentemente
dos filhotes oriundos de odcitos Rad517, o que nos faz refletir sobre a baixa qualidade do
gameta.

Dos 14 neonatos provenientes de o6citos Rad51” que chegaram a 6bito antes
do desmame, alguns apresentaram alteracfes anatémicas e diferengas no peso corporal,;

dados compativeis com um possivel atraso no desenvolvimento (Figura 13 a, b, c).
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Figura 13. Neonatos provenientes de o6citos RAD517 que chegaram a 6bito. a) Neonatos que morreram dias apds o
nascimento (n = 14); b) Neonato com alteragéo anatdmica, auséncia de um olho (n = 1), indicado pelo circulo; c)
filhotes provenientes da mesma ninhada apresentando grande diferenca no peso corporal (desnutridos) (n=2).

Com o intuito de investigar sobre a viabilidade dos filhotes provenientes de
odcitos Rad517 que sobreviveram ao desmame, analisamos o ganho de peso total ao longo
de 6 semanas. O indice de ganho de peso foi significativamente menor na progénie derivada
de o6citos Rad517" (Figura 14). E interessante salientar que o menor nimero de
filhotes/ninhada nas fémeas Rad51” pode ter afetado esse resultado, ou seja, € possivel que
0 ganho de peso neste grupo seja ainda menor do que o observado. Em conjunto, esses
resultados sugerem um impacto da deficiéncia de RAD51 sobre a viabilidade da progénie.
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Figura 14. Ganho de peso total. As progénies oriundas de odcitos Rad5" Rad51*", Rad51” foram pesados
semanalmente (n=12 fémeas por grupo), e avaliou-se 0 ganho de peso entre a quinta semana (8% semana de vida)
subtraido pela primeira semana de pesagem (32 semana de vida). As fémeas provenientes de odcitos Rad51” ganharam
menos peso do que as fémeas provenientes de odcito Rad5*-. *Diferenca estatistica (P=0,04).
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Os odcitos de fémeas Rad517 ndo apesentaram alteracdes durante o crescimento e/ou

maturagao.

Fémeas (Rad5"" Rad51*", Rad51”) com 21-23 dias de idade, superovuladas
com eCG tiveram os ovarios coletados, dissecados, pesados e em seguida analisamos
morfologicamente. As fémeas dos trés grupos experimentais ndo apresentaram alteracGes na

morfologia ovariana (Figura 15) nem diferenca no peso do ovario (Figura 16).
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Figura 15. Ovarios dissecados de fémeas com 3 semanas dos grupos Rad5™", Rad51*", Rad51*". Ambos 6rgaos nio
apresentaram diferencas na morfologia ovariana.
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Figura 16. Peso de ovarios. As fémeas nocaute condicional Rad51*-e Rad51" n&o diferiram do controle em relagéo ao

peso ovariano. (n= 36 ovarios controle versus 16 e 24 ovarios provenientes de fémeas nocaute condicional para o odcito
Rad51*-e Rad51, respectivamente). N&o foi observada diferenca estatistica.

Posteriormente, foi analisada a morfologia dos COCs oriundos desses ovarios em
microscopio invertido sob luz transmitida. Como resultado, ndo foi observada alteracéo entre
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COCs representativos de cada genotipo (Figura 17 a, b, ¢). No geral, os odcitos apresentaram
citoplasma escuro, aspecto ligeiramente granular e estavam repletos de células do cumulus.

COCs imaturo

Oécitos (GV)

Rad51% ‘ Rad51* Rad51+

Figura 17. COCs e odcitos desnudos (GV). a, b, ¢) Complexos cumulus-o6citos (COCs) imaturos provenientes de
camundongos com 3 semanas de idade. Comparagio da morfologia dos COCs entre os trés respectivos (Rad51™,
Rad51*", Rad51™). N4o foi encontrado nenhuma alteragio na morfologia dos COCS entre os grupos. D, E, F) O6citos
imaturos obtidos ap6s desnudamento das células do cimulus COCs provenientes dos trés respectivos grupos (Rad51"",
Rad51*", Rad517).

Para complementar a analise morfoldgica dos COCs, os odcitos tiveram as células do cumulus
removidas por pipetagem para posterior determinacdo do didmetro oocitario (Figura 17 d, e, f).
Em comparago com o controle selvagem (Rad51"™), os odcitos de ambos os grupos nocaute
(Rad51*" e Rad517) apresentaram maior diametro. Ademais, os odcitos Rad51* apresentaram
diametro superior ao de odcitos Rad51”". Embora dificil de explicar, esses resultados sugerem
um efeito deletério dos alelos floxed sobre o crescimento oocitario. Em consonéncia com essa
hipotese, a comparagdo de odcitos Rad51"" e Rad51** (controles) evidenciou um menor
didmetro do primeiro em relacéo ao segundo quando também coletados de fémeas com 21-23
dias apds estimulo com eCG. Ja quando comparamos o didmetro de odcitos Rad** (destituidos
de alelos floxed), com oécitos Rad517, observamos uma reducio no tamanho de oécitos Rad51-
-, Esses resultados nos permitem concluir que os alelos floxed impactam o crescimento dos

gametas (Figura 18).
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Figura 18. Didmetro de odcitos imaturos (GV). Foram utilizados 157 odcitos Rad51**de 4 animais, 216 odcitos

Rad51"" de 7 animais, 338 odcitos Rad51*" de 8 animais Rad51*" e 383 odcitos de 5 animais Rad51". Diferenca
estatistica (**P=0,06; ****P<0,0001) entre 0s grupos comparados.

Em contraste com a subfertilidade de fémeas Rad517", nenhum efeito deletério da deficiéncia
de RADS51 foi observado sobre o desenvolvimento do odcito. No entanto, uma vez que a
subfertlidade desses animais poderia estar atrelada a uma possivel deficiéncia ovulatoria,
fémeas com 3 semanas de idade foram estimuladas com eCG e hCG para analise dos odcitos
ovulados. Como resultado, o nimero de ovulados total e o de o6citos com PB1 néo diferiram

entre os grupos. Também ndo foi encontrado efeito sobre a morfologia (Figuras 19 e 20 a, b, c).

Odcitos ovulados

Rad511 Rad51% Rad517

Figura 19. Odcitos ovulados. Fémeas dos grupos Rad51*", Rad51" ovularam normalmente, assim como observado nas
fémeas controle.
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Figura 20. Quantidade de o6citos ovulados, extrusdo de PB1 e didmetro. a, b) Néo foi encontrado diferenga significativa
entre os grupos em relagdo a quantidade total de odcitos ovulados e da extrusdo do 1°PB. Os odcitos Rad51*" e Rad51°
" se comportaram semelhantemente ao controle (n=9 fémeas Rad5™", 4 fémeas Rad51*" e 9 fémeas Rad51"). N&o foi

observado nenhuma diferenga estatistica.

Em suma, esses resultados indicam que a delecdo da Rad51 ndo afetou o
crescimento do odcito, tdo pouco impediu a retomada da divisdo meiotica, progressdo até o
estagio de metéfase 11 e ovulacdo. Portanto, é possivel que a subfertilidade determinada pela
deficiéncia de RAD51 seja explicada por um efeito deletério que se manifestou apds a
fecundacao.

Odcitos Rad517 ndo apresentaram disfuncdo mitocondrial

Com intuito de investigar a causa da subfertilidade determinada pela deficiéncia
de RAD51, a funcdo mitocondrial foi primeiramente analisada por determinacdo dos niveis de
NAD(P)H e FAD em o6citos imaturos. Vale mencionar que o grupo Rad51*" foi excluido das
analises abaixo uma vez que ndo foi observado efeito deletério do nocaute em heterozigose
sobre a fertilidade.

O dinucleotideo de adenina nicotinamida funciona como principal transportador
de elétrons, podendo ser encontrado na célula em sua forma reduzida (NADH), oxidada (NAD™)
e fosforilada (NADPH ou NADP™). Da mesma forma, o grupo protético dinucleotideo adenina
flavina também é um transportador de elétrons e pode ser encontrado em sua forma reduzida
(FADH,) e oxidada (FAD). Desses cofatores redox, apenas NADH, NADPH e FAD sé&o
autofluorescentes (CHANCE et al., 1979), permitindo inferir sobre a atividade metabdlica por
meio da determinacdo dos niveis de autofluorescéncia destes; o potencial metabdlico coincide
com a proporgdo de substratos metabélicos reduzidos e oxidados (BRIGELIUS-FLOHE &

FLOHE, 2011; CHANCE et al., 1979) . No entanto, a analise dos niveis de NAD(P)H e FAD
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nos odcitos ndo indicou diferenca entre os grupos, sugestivo de que a atividade metabdlica ndo
foi alterada pela deficiéncia de RAD51 (Figura 21 a, b, c).

Rad51™"

Luz Branca Filtro verde sob UV Filtro azul sob UV

Rad51+

887 [qE-
>y 172
. o
g 5
§ % § 2-
E -
0 g
2 11 I 8 11
2 o
8 T
g o
o)
%9 Ul ;: 3 ¢ = (U] -
Rad51"Rad51” Z Rad51""Rad51

Figura 21. Imagens de autofluorescéncia de odcitos imaturos e quantificacdo de FAD e NAD(P)H. a) Para a obtencéo
das imagens de autofluorescéncia, a forma oxidada de flavoproteinas (FAD) foi excitada pela utilizacdo de UV e a
fluorescéncia emitida foi coletada em filtro verde (505-550nm) as formas reduzidas de nucleotideos de piridina
(NAD(P)H) foram também excitadas pela luz ultravioleta sob filtro azul (435 e 485nm); b) Normalizacéo do contetido
de FAD de odcitos do grupo Rad51” em relagfo ao grupo controle, ndo foi encontrado diferenca significativa (n=6
animais de cada grupo sendo 111 o6citos Rad51"" e 129 o6citos Rad517; ¢) Normalizagdo do contetido de NAD(P)H
de odcitos do grupo Rad51” em relagfo ao grupo controle, ndo foi encontrado diferenca significativa (n=6 animais de
cada grupo sendo 112 oécitos Rad51""e 127 o6citos Rad51".

Para dar suporte aos achados de FAD e NAD(P)H, o AYm foi determinado
utilizando a sonda JC1. O A¥Wm ¢ utilizado como um indicador da atividade mitocondrial. Em
organelas de baixo A¥m, 0 JC1 se acumula de forma monomérica e fluoresce na cor verde
(comprimento de onda igual a ~525 nm); ja em organelas com maior potencial, a fluorescéncia
do JC1 passa para vermelho (comprimento de onda igual a ~590 nm) devido a sua
multimerizacdo e formagdo de “agregados-J” (VAN BLERKOM et al., 2003). O A¥m ¢
determinado de forma relativa pela razdo das fluorescéncias vermelho/verde do JC1. Em

consonancia com a analise de NAD(P) e FAD, encontramos que a razdo vermelho/verde do
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JC1 foi similar entre oécitos Rad51"" e Rad517 (Figura 22 a, b).
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Figura 22. Imagens de fluorescéncia JC1 de odcitos imaturos e quantificacdo do potencial de membrana mitocondrial.
a) Obtengdo das imagens de fluorescéncia verde (~525nm) e vermelho (~590nm) b) Normalizagdo da razdo de
mitocondrias de alta polarizagdo (vermelho) por mitocéndrias de baixa polarizacédo (verde) em relacdo ao grupo controle,
néo foi encontrado diferenca significativa (n=5 animais para cada grupo sendo 58 o6citos Rad51""e 63 odcitos Rad51
/-

Oodcitos imaturos (GV) também tiveram o contetdo total de ATP determinado.
As quantidades médias de ATP nos odcitos Rad51"M e Rad517- foram de 0,964 +0,03 pmol e
0,962 +0,03 pmol, respectivamente, ndo sendo observada diferenca estatistica entre os grupos
(Figura 23).
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Figura 23. Niveis de ATP em o6citos Rad51"" e Rad517. O nocaute em homozigose da Rad51 ndo afetou a producio
de ATP, ndo houve diferenca estatistica (n=5 animais para cada grupo, sendo 25 odcitos Rad51""e 25 odcitos Rad51™
). Ndo foi observada diferenga estatistica.

Por fim, os niveis de ROS foram determinados nos odcitos por uso da sonda
CellRox. O ROS foi avaliado tanto sob condicdo basal (figura 24), como apds estimulo com
H20- (figura 25). Uma vez que ~90% do ROS tem origem na mitocondria, devido a redugéo
incompleta do Oz a H20, o nivel de ROS é comumente utilizado como indicador da atividade
mitocondrial (DADA et al., 2003). Diferente dos resultados acima, a analise da fluorescéncia
do CellRox sob condicéo basal indicou possivel disfuncdo mitocondrial nos oécitos Rad51”". O

mesmo resultado foi observado sob estimulo com H20-.
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Figura 24. Contetdo de ROS em odcitos imaturos Rad51™"" e Rad51. a) Imagens de fluorescéncia da marcacdo de
espécies reativas de oxigénio (verde), é visualmente perceptivel que os odcitos Rad51” apresentaram maior
intensidade de fluorescéncia; b) Quantificacdo de ROS normalizado em relagdo ao controle, os odcitos imaturos
Rad51"possuem maior quantidade de ROS, *diferenca estatistica (P=0,01) entre os grupos comparados (n de 4
animais para cada grupo sendo 42 odcitos Rad51"" e 53 odcitos Rad51™".
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Figura 25. Contetido de ROS em odcitos imaturos Rad51"" e Rad51” apds tratamento com H,O,. a) Imagens de
fluorescéncia da marcagdo de espécies reativas de oxigénio (verde), apds tratamento com perdxido de hidrogénio,
os odcitos Rad51” diferiram do controleb) Quantificacdo de ROS ap6s tratameno com H,0, normalizado em
relagdo ao controle, os odcitos Rad51” maior conteido de ROS, diferenca estatistica (P<0,01) entre os grupos
comparados (n de 4 animais sendo 44 odcitos Rad51" e 61 oécitos Rad517).

Em conjunto, esses achados demonstram que a subfertilidade de fémeas Rad51
" n&o é explicada por um possivel efeito sobre a fungdo mitocondrial no odcito. Apesar do
contetdo de ROS ter se mostrado superior em o6citos Rad517, esse indicio de disfungio
mitocondrial ndo foi respaldado por outras analises como nos niveis de NAD(P)H, FAD,

A¥m e ATP.
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DISCUSSAO

No presente trabalho, fornecemos evidéncias de que a dele¢do odcito-
especifica de Rad51 é compativel com o desenvolvimento do odcito até a ovulacdo, porém
resulta em subfertilidade em murinos, caracterizado pelo nimero reduzido de filhotes por
ninhada. Além disso foi observada uma taxa de mortalidade de 30,4% dos filhotes
provenientes de odcitos Rad517, o que reflete um impacto da deficiéncia de RAD51 sobre
a viabilidade da progénie. Mas 69,6% dos filhotes conseguiram sobreviver pos-desmame

com ganho de peso menor em relacéo ao controle, e foram considerados viaveis.

Na tentativa de explicar estes efeito, realizamos analises com foco
principalmente na mitocéndria, porém nao identificamos nenhuma alteracdo no oocito que
pudesse explicar o impacto sobre a fertilidade. A avaliacdo morfolégica dos COCs em
oocitos deficientes de RAD51 ndo revelou nenhuma alteragdo sugestiva de impacto sobre a
viabilidade do gameta. De forma similar, ndo foi observado em odcitos imaturos (GV) efeito
sobre os niveis de NADH(P)H, FAD, AYm e ATP. Esses resultados contrariam nossa
hipdtese inicial e sugerem que a RAD51 ndo é essencial durante essa fase do
desenvolvimento da linhagem germinativa da fémea. De fato, do ponto de vista do seu papel
na progressao meidtica, ndo eram esperados efeitos nucleares em o6citos imaturos uma vez
qgue a RADS51 deveria exercer funcdo mais essencial em estagio posterior da foliculogénese
(e.g., durante a maturacgdo oocitaria) (KUZNETSOV et al., 2007). No entanto, um trabalho
recente mostrou que a inducdo de DSBs (por tratamento com etoposide) em odcitos imaturos
resulta na formacdo de agregados de RAD51 em regides coincidentes com agregados de
YH2AX no nucleo; em comparagdo, o6citos ndo tratados com etoposide ndo apresentam
agregados de RADS51 no nucleo a despeito da inexisténcia de DSBs e acimulo de YH2AX
(MA et al., 2019). Portanto, a RAD51 deve atuar nos odcitos imaturos no reparo de DSBs,
mas talvez a frequéncia de ocorréncia dessas ndo tenha sido elevada o suficiente para
determinacéo de efeito sobre a viabilidade dos odcitos Rad51™".

Recentemente, foi demonstrado que a interferéncia por RNA (RNAI) sobre a
expressao de Rad51 durante a maturagéo oocitaria resulta em bloqueio da meiose no estagio
de metéfase I. Os oocitos apresentaram desalinhamento cromossémico e falhas na formagéo
da placa metafasica, o que foi acompanhado por reduzidos niveis de A¥m e ATP no odcito
(KIM et al., 2016). Esse contraste de efeitos em comparacdo com o nosso trabalho é
possivelmente explicado pela reducdo abrupta dos transcritos codificantes de Rad51

utilizando RNA.. Outros trabalhos semelhantes ja observaram diferengas nesse sentido ao
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comparar modelos de nocaute e RNAI, 0 que possivelmente se deve a uma adaptagdo
sistémica no caso de animais nocautes. Assim, é possivel que a delecdo odcito-especifica de
RAD51 no nosso caso também tenha resultado em alteracdo de expressdo de outros genes
com funcdo semelhante a RAD51, possivelmente minimizando o efeito da sua deficiéncia

no odcito.

Considerando que a atividade mitocondrial esta intrinsecamente associada a
viabilidade do odcito (SANTOS et al., 2006), os niveis normais de NAD(P)H e FAD
corroboram nossos achados acerca da viabilidade dos odcitos Rad51”" (CHANCE et al.,
1979; ACTON et al., 2004; WILDING, M. et al., 2002; BRIGELIUS-FLOHE & FLOHE,
2011). NADH e FADH> tém o importante papel de carrearem elétrons oriundos da oxidagéo
de substratos energéticos (e.g., glicolise e ciclo de Krebs) até os complexos | e 1l da cadeia
transportadora de elétrons, enquanto que NADPH (no citosol e mitocondrias) serve para
rejuvenescer a defesa antioxidante, reduzindo peroxiredoxinas, tioredoxina e glutationa
oxidada. (MITCHELL, 1961; FRIEDMAN & NUNNARI, 2014; IGOSHEVA et al., 2010).
Qualquer alteracdo na oxidacdo e/ou reducdo desses metabdlitos podem alterar
principalmente o poténcial de membrana e produgéo de ATP, pois estes influenciam de
forma direta na atividade respiratoria mitocondrial (IGOSHEVA et al., 2010). Uma vez que
niveis semelhantes de NAD(P)H e FAD foram observados em odcitos Rad51” e Rad51™,
podemos inferir que nem reducdo nem a oxidacdo desses aceptores foi afetada pela

deficiéncia de RAD51 no odcito.

Com relacdo a0 A¥Wm, este também néo diferiu entre odcitos Rad51” e o
controle selvagem. Além de ser essencial para varias fun¢fes da mitocondria, 0 A¥m é um
importante indicador da satde mitocondrial. O A¥m é formado pelo bombeamento de H*
da matriz mitocondrial para o espago intermembranas, processo este acoplado ao transporte
de elétrons pelos complexos I, 11 e IV. Em casos de disfun¢do mitocondrial, 0 baixo A¥m
pode ser explicado, entre outros, pelo transporte deficiente de elétrons, defeito no
bombeamento de H* e alteragdes na integridade da membrana mitocondrial interna
(WILDING, et al., 2001; VAN BLERKOM et al., 2002). De forma similar, disfun¢des
mitocondriais podem impactar os niveis de ATP por ser este principalmente formado na
mitocéndria. Embora aqui tenhamos determinado o conteudo total de ATP no odcito, varios
relatos anteriores ja reportaram reducdo desse em odcitos com funcdo mitocondrial
deficiente. No caso de odcitos imaturos, as células do cumulus contribuem com o gameta

no fornecimento de varias moléculas energéticas, incluindo piruvato e ATP. Portanto, a
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presenca de niveis normais de AYm e ATP atesta tanto em favor da viabilidade dos odcitos

Rad517, como também da integridade da interag&o odcito-cumulus.

No que concerne ao elevado nivel de ROS nos o6citos Rad517", este resultado
contraria outros achados deste trabalho que indicam que a deficiéncia de RAD51 néo
impacta a fungdo mitocondrial e a viabilidade do gameta. Cerca de 90% do ROS celular tem
origem nas mitocondrias e seu aumento decorre, entre outros, da reducéo incompleta do O>
a H20 e da acéo deficiente de enzimas antioxidantes. A menor expresséo, por exemplo, de
poli-peptideos que compdem os complexos da cadeia transportadora de elétrons tem sido
associada a maior geracdo de ROS (AGARWAL et al., 2012). Uma vez que os odcitos
Rad517 ndo apresentaram alteragdes na atividade metabdlica e funcdo mitocondrial, é
possivel que o aumento de ROS decorra da reduzida expressdo/atividade de enzimas
antioxidante. Embora esta hipotese careca de confirmacédo, o maior contetdo de ROS sugere
uma menor viabilidade dos o6citos Rad517, o que poderia estar associado ao efeito sobre a
fertilidade (PRASAD et al., 2016).

Em consonéncia com os resultados acima, ndo observamos diferenca na taxa
de ovulagio ou extrusdo do PB1 entre animais selvagens e Rad51”. Esse resultado era
inesperado pois, como dito acima, era esperado que a RAD51 desempenhasse papel
indispensavel na progressdo da meiose. Por exemplo, Kim et al. observaram que a
interferéncia durante a maturacao in vitro sobre a expressao de RAD51 resulta em bloqueio
de ~76,5% dos o6citos (comparado com 8,5% no grupo controle) em meiose I, sendo que a
taxa de extruséo do PB1 foi de somente ~23,5% (comparado com 91,5% no grupo controle)
(KIM et al., 2016). Por outro lado, Ma et al. reportaram um efeito benéfico da deficiéncia
de RAD51 quando o6citos murinos foram tratados com etoposide antes da maturacdo. Os
autores justificam que a deficiéncia de RAD51 minimiza a ocorréncia de ligagOes cruzadas
entre os homologos, facilitando a disjuncdo cromossémica ao término da meiose I. Esse
achado, no entanto, ndo isenta os odcitos de outras anomalias cromossdmicas (e.g., DSBs
ndo reparadas) decorrentes da deficiéncia de RAD51 (MA et al., 2019).

Anteriormente, um trabalho também com camundongos envolvendo a
deficiéncia de RAD51C (paraloga de RAD51) revelou que 11,6% das fémeas eram inférteis
(KUZNETSOV et al., 2007). No entanto, neste trabalho foram utilizados animais Rad51c"®®"
em que um dos alelos da Rad51c era nulo e outro hipomorfico; a introducdo da sequéncia
codificante de neomicina no intron 1 da Rad51c resultou em splicing aberrante e reducéo da

expressdo de Rad51c em ~60%. Como consequéncia, animais Rad51c"®" expressavam em
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seus diferentes tecidos 5-30% dos niveis normais de RAD51C (KUZNETSOV et al., 2007).
A andlise de fémeas Rad51c™" inférteis indicou possivel deficiéncia na ovulagdo (e.g.,
conforme caracterizado pela auséncia de corpo lGteo em animais com 6 a 12 semanas), a
qual foi revertida por superovulacdo com gonadotrofinas (KUZNETSOV et al., 2007). O
acasalamento de fémeas Rad51c"" estimuladas com gonadotrofinas resultou na obtengio
de fetos com desenvolvimento comprometido, o qual se associou ao alinhamento anormal
dos cromossomos nos o0citos em estagio de metafase 1. A cariotipagem dos oocitos em
metafase Il revelou separacdo precoce das cromatides irmas, o que sugere um possivel
defeito na coesdo das cromatides explicado pela resolucdo deficiente das juncbes Holliday
nos odcitos Rad51¢™*" (KUZNETSOQV et al., 2007).

A semelhanca de funcdes entre a RAD51 e a RAD51C leva a crer que a
infertilidade de fémeas Rad51c™®" também seja explicada por efeito tardio no reparo
recombinacional durante o desenvolvimento do odcito. A principio, essa hipotese ndo
corrobora 0 nosso achado de que fémeas Rad51” ovulam normalmente, com taxa de
extrusdo do PB1 semelhante ao observado em animais selvagens. No entanto, como
demonstrado por Ma et al., € possivel que a deficiéncia de RAD51 tenha facilitado a extruséo
de PB1, independente de outros efeitos sobre a estabilidade cromossomica (MA e colab.,
2019). Somado a observacio de que o6citos Rad517 sustentam o desenvolvimento a termo,
fica evidente que a deficiéncia de RAD51 teve impacto mais brando sobre o odcito do que a
deficiéncia de RAD51C. Embora ainda careca de confirmacdo, muito possivelmente a
deficiéncia de RAD51 sé apresentou efeito sobre o desenvolvimento apos a fecundacgdo. Em
linha com essa hipdtese, trabalhos anteriores envolvendo o nocaute da Rad51 durante o
desenvolvimento embrionério inicial forneceram evidéncias de uma funcgdo essencial da
RAD®51 apo6s a fecundacdo. Enquanto Tsuzuki et al. (TSUZUKI et al., 1996) reportaram que
embrides Rad517 bloqueiam o desenvolvimento no estadio de 4-8 células, Lim & Hasty
encontraram que o0 bloqueio ocorre apos a implantacéo, entre os dias 5,5 e 7,5 (LIM &
HASTY, 1996). Considerando no presente trabalho o desenvolvimento a termo a partir da
fecundacio de odcitos Rad517, é possivel inferir que a expressdo de Rad51 a partir do alelo
paterno durante os primeiros estadios da embriogénese tenha possibilitado alguns embrides

ultrapassarem o blogueio desenvolvimental de embrides Rad517.
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CONCLUSAO

A RAD51 ndo é essencial para o desenvolvimento do odcito em murinos, sendo
a sua deficiéncia compativel com desenvolvimento a termo. Embora fémeas com delecao
odcito-especifica de RAD51 demonstrem subfertilidade, este fendtipo ndo se associa com

efeito evidente sobre a viabilidade oocitaria ou a fun¢do mitocondrial.
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