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RESUMO

A RAD51 é uma proteina de organismos eucariotos, com funcdo central na via de
reparo de DNA por recombinacdo homéloga. Sua funcdo no nucleo de células
somaticas € bem estabelecida, sendo necessaria para a manutencao do ciclo celular.
A RAD51 também é importada para a mitocéndria, onde desempenha importante
papel na replicacdo do DNA mitocondrial (mtDNA) sob condicdo de estresse
replicativo e oxidativo. Na linhagem germinativa, a RAD51 é essencial para a
embriogénese inicial, porém, pouco se sabe sobre a sua funcdo no odcito.
Considerando a importancia da recombinacdo homoéloga durante a meiose, nés
elaboramos a hipotese de que a RAD51 € essencial para a formacéo do odcito. No
tocante a mitocéndria, uma vez que o mtDNA é intensamente replicado durante o
crescimento do odcito é possivel que a RAD51 também seja determinante para essa
organela no odcito. Neste sentido, no presente trabalho, utilizamos um modelo animal
com deficiéncia odcito-especifica de RAD51 para investigar o papel desta
recombinase durante a oogénese. Como resultado, encontramos que a RAD51 é
dispensavel para o crescimento e ovulacdo do odcito. Essa concluséo foi amparada
pela ovulacdo de numero normal de odcitos nocautes (Rad517), os quais
apresentaram organizacdo do fuso meidtico comparavel ao de odcitos selvagens.
Ademais, ndo foi observado impacto da deficiéncia de RAD51 sobre o niumero de
copias de mtDNA no odcito. Apesar disso, a analise a nivel transcricional e proteico
confirmou a delecdo odcito-especifica de RAD51. Como conclusao, podemos afirmar
gue a RAD51 é dispensavel durante o desenvolvimento final do odécito, de foliculo
priméario até a ovulagdo. A sua deficiéncia ndo resulta em impacto evidente sobre a

progressdo meidtica ou a estabilidade do mtDNA.

Palavras-chave: RAD51, od6cito, meiose, mitocoéndria, mtDNA.



ABSTRACT

RADS1 is a protein of eukaryotic organisms, with a central role in the DNA repair
pathway by homologous recombination. Its function in the nucleus of somatic cells is
well established, being necessary for the maintenance of the cell cycle. RAD51 is also
imported into the mitochondria, where it plays an important role in the replication of
mitochondrial DNA (mtDNA) under conditions of replicative and oxidative stress.
RAD5L1 is essential for initial embryogenesis, however, little is known about its function
in the oocyte. Considering the importance of homologous recombination during
meiosis, we hypothesized that RAD51 is essential for the oocyte development.
Regarding the mitochondria, since mtDNA is intensely replicated during oocyte growth,
it is possible that RAD51 is also determinant for this organelle in the oocyte. In this
sense, in the present study, we used an animal model with oocyte-specific deficiency
of RAD51 to investigate the role of this recombinase during oogenesis. As a result, we
found that RAD51 is expendable for oocyte growth and ovulation. This conclusion was
supported by the ovulation of a normal amount of knockout oocytes (Rad517), which
presented an organization of the meiotic spindle comparable to that of wild type
oocytes. Furthermore, there was no impact of RAD51 deficiency on the number of
MtDNA copies in the oocyte. Despite this, analysis at the transcriptional and protein
level confirmed the oocyte-specific deletion of RAD51. As a conclusion, we can state
that RAD51 is dispensable during the final development of the oocyte, from the primary
follicle to ovulation. Its deficiency alone does not result in any evident impact on meiotic

progression or mtDNA stability.

Keywords: RAD51, oocyte, meiosis, mitochondria, mtDNA.
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1. INTRODUCAO

Danos no DNA séo as injurias mais comuns que desafiam a sobrevivéncia das
células, e uma das principais causas do envelhecimento. O acumulo de danos em
o0citos mostra-se a causa do declinio/ perda da capacidade reprodutiva feminina com
o envelhecimento (TITUS; STOBEZKI; OKTAY, 2015); o mecanismo molecular por
tras desse fato ainda ndo € completamente entendido, mas € associado ao
comprometimento do reparo de DNA com a idade (TITUS et al.,, 2013). Além do
genoma nuclear (hnDNA), o genoma mitocondrial (mtDNA) é afetado por danos que,
dependendo da proporcdo, podem comprometer a funcionalidade da mitocondria
(DRIGGERS; LEDOUX; WILSON, 1993).

Uma grande variedade de doencas em humanos, principalmente
degenerativas, sdo causadas por disfun¢gbes mitocondriais, comumente envolvendo
tecidos de alta demanda energética como o cora¢do, 0 musculo e os sistemas renais
e endocrinos (MEYERS; BASHA; KOENIG, 2013). A frequéncia de doencas
mitocondriais é relativamente alta, acometendo ~1 em cada 5000 pessoas (FAN et al.,
2011). Essas doengas podem ser determinadas por mutagdes no proprio mtDNA, o
qual é transmitido exclusivamente pelo odcito de forma ndo mendeliana; danos e
mutacBes no mtDNA muitas vezes sdo consequéncias de problemas na expressao de
genes nucleares associados a manutencdo do genoma mitocondrial (WALLACE,
1999), um forte candidato a essa funcéo € o gene Rad51, o qual € foco deste trabalho.

Comparado ao nDNA, a exposicdo do mtDNA a um ambiente altamente
oxidativo como o da matriz mitocondrial torna-o propenso a lesdes estruturais
(YAKES; VAN HOUTEN, 1997). Assim, a mitocondria faz uso de pelo menos parte da
maquinaria de reparo nuclear para manter a estabilidade do mtDNA (CHEN, 2013).
Em especial, estdo presentes na mitocondria componentes da maquinaria de reparo
de quebras de dupla fita de DNA (DSBs), como a RAD51, RAD51C, XRCC3 e MRE11
(SAGE; GILDEMEISTER; KNIGHT, 2010)(DMITRIEVA; MALIDE; BURG, 2011).
Interessantemente, a presenca da RAD51 na mitocondria tem sido associada a
replicacdo do mtDNA sob condicdo de estresse (SAGE; KNIGHT, 2013). Ainda, a
deplecdo de RAD51 durante a maturacdo in vitro oocitaria leva a disfuncao
mitocondrial, sugerindo um importante papel desta recombinase em resguardar a

funcdo da mitocéndria no odcito (KIM et al., 2016).
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Trabalhos anteriores forneceram evidéncias de que a RAD51 é essencial
durante a embriogénese inicial em murinos; a sua delecéo resulta em bloqueio ainda
durante a pré-implantacdo, sendo relatado queda da proliferacdo celular e danos
cromossOmicos, seguidos de morte celular por apoptose (TSUZUKI et al., 1996)(LIM;
HASTY, 1996). Assim, para estudo da sua funcdo em tecidos e/ou organelas
especificas, faz-se necessario a sua delecdo tecido/célula-especifica. Portanto, no
presente trabalho realizamos a delecdo odcito-especifica de RAD51 baseado no
sistema cre-lox e expressdo de Cre-recombinase (CRE) dirigida pelo promotor Zp3,
expresso em o0citos a partir da transicdo de foliculo primario para foliculo secundario
(KNOWLES et al., 2016).

Com isso, 0 nocaute foi induzido durante o crescimento oocitario, a partir de
foliculos primarios/ secundéarios. Uma das vantagens desse periodo é a intensa
replicacdo do mtDNA no odécito, possibilitando estudar um possivel impacto da
deficiéncia de RAD51 sobre a estabilidade deste genoma (MAHROUS; YANG,;
CLARKE, 2012). Também investigamos neste trabalho o impacto da deficiéncia de
RAD51 sobre a organizacdo do fuso meidtico e a expressao de outros genes

envolvidos com o reparo de DSBs em 00citos murinos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. OOGENESE E FOLICULOGENESE

Os gametas de mamiferos sao derivados das células germinativas primordiais
(PGCs), células diploides que se formam no embrido de camundongo por volta do dia
7,5 (E7,5) apés implantagdo (GINSBURG; SNOW; MCLAREN, 1990). As PGCs
migram para as gbnadas em desenvolvimento e, no organismo feminino, ddo origem
as oogonias por proliferacdo mitotica, povoando o ovéario (PEPLING, 2006). Apés a
proliferagdo por mitose, as oogoOnias entram em meiose e passam a serem
denominadas odcitos primarios (MCLAUGHLIN; MCIVER, 2009). Estes sao entéo
envolvidos por uma camada Unica de células somaticas de morfologia achatada,
originadas do epitélio da gébnada rudimentar, denominadas pré-granulosa (PICTON,
2001). A esta estrutura composta por odcito primario e células da pré-granulosa da-
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se 0 nome de foliculo primordial (COLLADO-FERNANDEZ; PICTON; DUMOLLARD,
2012), os foliculos primordiais presentes no ovario ao nascimento abrigam a
populacao total de odcitos que a fémea ira usufruir durante toda a sua vida reprodutiva,
denominado reserva ovariana (KEZELE; NILSSON; SKINNER, 2002).

Uma vez que os foliculos primordiais se estabelecem, a primeira fase da divisao
meidtica é interrompida no estagio de diploteno da profase | (BORUM, 1967). Nesta
fase, os cromossomos descondensam-se e sao envolvidos pela membrana nuclear,
conhecida como vesicula germinativa (GV) (DE LA FUENTE, 2006). Em humanos, o
odcito pode permanecer neste estagio de desenvolvimento por até 50 anos, ou até
gue um sinal desencadeie 0 seu crescimento e maturacdo (SMITZ JE, 2002). O
desenvolvimento pds-natal dos od6citos compreende duas fases: um longo periodo de
crescimento do odcito dentro do foliculo e um breve periodo de maturagdo meiotica
que culmina com a sua ovulagdo (WASSARMAN; JOSEFOWICZ, 1978).

Em murinos, a ativacdo da foliculogénese se da ao nascimento. Com isso,
inicia-se o crescimento do odcito, marcado pela diferenciacdo das células da pré-
granulosa em células da granulosa (LIU et al., 2014). As células da pré-granulosa
desempenham papel chave na ativacéo da foliculogénese através da expressao de
KIT ligand (KITL) (SAATCIOGLU; CUEVAS; CASTRILLON, 2016). Este, por sua vez,
se liga ao receptor KIT na membrana do odcito e ativa vias de sinalizacdo que
desencadeiam o crescimento oocitario (CHOI; RAJKOVIC, 2006). O od6cito também
secreta fatores como GDF9, BMP15 e FGF8B, que regulam a proliferacdo e
diferenciacdo das células da granulosa (CLARKE, 2018). O crescimento do odcito
requer de 3 a 4 meses em humanos e ~3 semanas em camundongos (CLARKE,
2018). Durante este periodo o volume do odcito aumenta mais de 100 vezes, refletindo
0 acumulo de RNAs mensageiros (MRNAS), proteinas e organelas (principalmente
mitocondrias) (SAATCIOGLU; CUEVAS; CASTRILLON, 2016); componentes
essenciais para a maturagdo, fecundacdo e desenvolvimento embrionario
(SANCHEZ; SMITZ, 2012).

A diferenciacdo das células da pré-granulosa em granulosa e inicio do
crescimento oocitario marcam a transicao para foliculo primario (BINELLI; MURPHY,
2010). Nos estagios subsequentes, 0 odcito continua a crescer e as células da
granulosa se replicam rapidamente (DA SILVA-BUTTKUS et al., 2008). A passagem
para foliculo secundario caracteriza-se pela presenca de multiplas camadas de células
da granulosa (WASSARMAN; JOSEFOWICZ, 1978). Também, durante esse periodo
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0 odlcito passa a secretar um conjunto de glicoproteinas (e.g., ZP1, ZP2 e ZP3) que
formardo ao redor do gameta uma camada protetora denominada zona pellcida
(AERTS; BOLS, 2010).

A fase seguinte da foliculogénese caracteriza-se por um aumento significativo
no tamanho do foliculo, como resultado da formacdo de um antro entre as varias
camadas de células da granulosa (WIGGLESWORTH et al., 2015). Com a formacao
do antro, as células da granulosa expressam niveis elevados de receptores (FSHr)
para o horménio foliculo estimulante (FSH) , fazendo com que o desenvolvimento
folicular seja fortemente influenciado pelas concentracoes de FSH (CHIARATTI et al.,
2018). Além disso, o antro subdivide as células da granulosa em duas populacfes
com caracteristicas funcionais distintas: as células murais da granulosa e as células
do cumulus (WIGGLESWORTH et al., 2015). Enquanto as células murais da
granulosa desempenham um papel central na sintese de horménios e de varios outros
ligantes, as células do cumulus interagem fisica e metabolicamente com o odécito para
dar suporte ao seu desenvolvimento (CLARKE, 2018). Ao conjunto oécito mais células
do cumulus d&-se o nome de complexo cumulus-odcito (COC).

Com o crescimento do antro ocorre a transi¢ao de foliculo antral para foliculo
pré-ovulatorio. Neste estagio, as células foliculares sintetizam e secretam estradiol e
inibina, além de expressarem receptores para o horménio luteinizante (LH) (CLARKE,
2018). O estradiol e a inibina (INHA, INHBA e INHBB), secretados pelas células da
granulosa, atuam na hipofise para diminuir gradualmente a liberacdo de FSH
(CHIARATTI et al., 2018). Simultaneamente, o aumento da producédo de estradiol
pelos foliculos antrais induz a liberagdo do hormonio liberador de gonadotrofina
(GnRH), e a consequente liberacdo de LH pela hipdfise. Isso leva a progressao para
a fase pré-ovulatoria, caracterizada pela expansao folicular e bloqueio da proliferacao
de células da granulosa (CONTI et al., 2012).

A ultima fase do desenvolvimento do odcito é a maturagéo, desencadeada com
a liberacdo de LH. Esta ocorre em foliculos pré-ovulatérios e caracteriza-se pela
preparacao final do odcito para a ovulacédo e fecundacdo (HOLT; LANE; JONES,
2013). Durante a maturacéo, ha retomada da divisdo meiotica que estava bloqueada
em profase |. Esta caracteriza-se pelo rompimento da GV e extrusdao do primeiro
corpusculo polar (PB1) contendo 50% do conjunto cromossémico (homdélogos)
(COTICCHIO et al., 2014). A meiose progride durante a maturacdo até o estagio de

metafase Il, quando € novamente bloqueada (Figura 1). Em mamiferos, a meiose
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somente é concluida com a fecundacao (LI; ALBERTINI, 2013). A maturac&o nuclear
€ uma fase bastante critica durante o desenvolvimento do odcito pois requer o correto
pareamento e segregacdo dos cromossomos, evitando a ocorréncia de aneuploidias
(BARRETT; ALBERTINI, 2010). Estes processos requerem grande aporte energético,
o qual é fornecido pelas mitocondrias (JOHNSON et al., 2007). Durante a maturacao,
as mitocondrias e outras organelas citoplasmaticas apresentam-se bastante
dindmicas, agregando-se em locais especificos do odécito, 0 que, juntamente com
outros eventos, caracteriza a maturacao citoplasmatica (YU et al., 2010). Com a
conclusdo da maturagdo nuclear e citoplasmética, o od6cito é ovulado e esta pronto

para ser fecundado.

células da

células da Zona
pré-granulosa  membrana granulosa pelucida
/ basal células
da teca
900 9,9
PGCs oogdnias folicul
olicu’o foliculo primario . .
primordial foliculo secundario

células da
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Figura 1: Representacéo simplificada da oogénese e foliculogénese em mamiferos.

As PGCs séao diferenciadas durante o desenvolvimento embrionario e dao origem as oogbnias, nas
gbnadas em desenvolvimento. As oogbnias entdo entram em meiose e originam os odcitos (préfase I),
estes sdo envoltos pela pré-granulosa e membrana basal, formando os foliculos primordiais, que
compde a reserva folicular ovariana, e s serdo ativados apés a chegada da puberdade. A
foliculogénese tem inicio com a ativagéo de grupos de foliculos primordiais, as células da pré-granulosa
se diferenciam em células da granulosa, caracterizando o foliculo primario, e o crescimento do odcito
€ ativado. Na transicdo de foliculo primario para foliculo secundario as células da granulosa se
proliferam, o odcito estd em crescimento e secreta a zona pelicida, e séo diferenciadas células da teca.
Em foliculo terciario, as células da teca circundam o foliculo e estabelecem a vascularizagdo e controle
enddcrino do foliculo. Entéo o foliculo cresce até estagio pré-ovulatdrio. A ativacdo da ovulagdo se da
por estimulo enddcrino, iniciando a maturacdo oocitdria com a retomada da meiose, ocorre o
rompimento da GV e extrusdo do PB1, e a meiose progride até a metafase Il. Os o6citos ovulados sao
expelidos do foliculo e continuam envoltos pelas células da granulosa do cumulus, e seguem para o
oviduto, a meiose so sera concluida se houver a fecundacéo.

Fonte: elaborado pelo autor.
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2.2. MITOCONDRIAS NO OOCITO

Mitocbndrias desempenham papel fundamental no metabolismo energético em
células eucaridticas. Além da sua funcdo na producdo de ATP, as mitocondrias
desempenham func¢des centrais na sinalizacdo redox, homeostase de -calcio,
sinalizagdo apoptotica, entre outros (FIGUEIRA et al., 2013). Uma caracteristica
particular da biologia mitocondrial é que essas organelas contém um genoma préprio
(mtDNA), independente do genoma nuclear. Em humanos, o mtDNA contém 16569
pares de bases e codifica 13 proteinas, 2 rRNAs e 22 tRNAs (STEWART; CHINNERY,
2015). Todos os 13 polipeptideos codificados pelo mtDNA comp&em, junto com
polipeptideos codificados pelo NnDNA, os complexos I, lll, IV e V da cadeia
transportadora de elétrons (WALLACE, 1999).

Devido a fosforilacdo oxidativa, a mitocdndria constitui um dos principais sitios
de geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) na célula, o que torna 0 mtDNA
bastante propenso a danos oxidativos e ao surgimento de mutacdes (SCHON;
DIMAURO; HIRANO, 2012). Uma vez que o genoma mitocondrial quase ndo contém
regides intergénicas e € destituido de introns, mutacdes no mtDNA tém maiores
chances de afetar a codificagdo proteica se comparado ao nDNA (WALLACE;
CHALKIA, 2013).

Dentre todas as células de mamiferos, o odcito é a célula que apresenta maior
guantidade de mitocondrias e mtDNA (WANG et al., 2019). Durante o crescimento do
o0cito, o numero de moléculas de mtDNA aumenta de poucas dezenas em foliculos
primordiais para cerca de duzentos-trezentos mil em odcitos maturos (Figura 2)
(STEWART; CHINNERY, 2015). Tendo em vista relatos sobre a importancia da
RAD51 na replicacdo do mtDNA (SAGE; KNIGHT, 2013), é de se esperar que esta
desempenhe importante papel durante a replicacio do mtDNA no odcito. A
interferéncia por RNA (RNAI) sobre a expressdo de RAD51 no odcito resulta em
evidente disfuncdo mitocondrial e bloqueio da progressao meiética (KIM et al., 2016).
Isso possivelmente é explicado pela grande demanda energética durante a maturagao
oocitaria; as mitocéndrias tornam-se bioenergeticamente mais ativas e agrupam-se
em regides especificas com alta demanda energética como em torno do fuso meiético

(BERRIDGE; NEUZIL, 2017). Como consequéncia, anormalidades no fuso meiotico e
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aneuploidias em embrides sdo frequentemente associadas a disfuncdo mitocondrial
em odcitos (ZHANG et al., 2014).
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Figura 2: Modelo para a transmissdo do mtDNA na linhagem germinativa feminina.

As mitocondrias de mamiferos séo herdadas pelo odécito, apéds a fertilizacdo, as mitocondrias sdo
segregadas na embriogénese. Durante a posterior oogénese, até o estabelecimento do foliculo
primordial, o namero de mitocéndrias e mtDNA se mantém praticamente constante, entdo na
foliculogénese, é ativada a replicacéo intensa de mtDNA.

Fonte: Adaptado de (WAI et al., 2008).

2.3. REPARO DE QUEBRAS DE FITA-DUPLA NO DNA

Os genomas tanto nuclear quanto mitocondrial s&o constantemente expostos a
situagcOes e agentes com potencial para causarem DSBs (NEGRITTO, 2010). Entre
estes, destacam-se fatores enddgenos como ROS e erros replicativos
(HARTLERODE; SCULLY, 2009). Se néo corrigidas, as DSBs podem levar a drasticas
consequéncias para a ceélula, como a interrupcdo do ciclo celular, bloqueio da
replicagdo e transcricdo, incorreta segregagdo cromossdmica, e eventualmente
apoptose (ZHOU; ELLEDGE, 2000). No longo prazo, DSBs podem resultar em
mutacOes deletérias, contribuindo também com a oncogénese, além de aberracdes
cromossOmicas (HOEIJMAKERS, 2001).

Apds a ocorréncia de uma DSB, uma complexa cascata de reacdes € acionada
para recrutar fatores de reparo. As células eucaridticas realizam o reparo de DSBs por

duas vias principais, sendo elas a juncédo de extremidades ndo homadlogas (NHEJ) e
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a recombinacdo homodloga (HR) (TAKATA et al., 1998) (Figuras 4 e 5). A NHEJ
constitui um mecanismo emergencial para evitar a parada do ciclo celular e ndo é fiel
a sequéncia original de DNA, podendo ocasionar mutacdes deletérias quando a DSB
se localiza em regiéo codificante (MAO et al., 2009). Por outro lado, o reparo por HR
é fidedigno a sequéncia original uma vez que a sequéncia homadloga é utilizada como
molde para reconstituicdo da fita lesionada (TAKATA et al., 1998). Isso é possivel
gracas a importante acao, dentre outros fatores, da RAD51. Esta atua na formacéo de
um fragmento pré-sinaptico responsavel pela busca de regides de homologia no
cromossomo homologo ou cromatide irma (THOMPSON; SCHILD, 2001).

A primeira resposta das células a DSBs ¢ a interrupcao do ciclo celular, através
da ativacdo de checkpoints, para haver tempo para o reparo dos danos (ZHOU,;
ELLEDGE, 2000). Quando a célula ndo consegue reparar a quebra no DNA, séo
ativados mecanismos de morte celular programada, por apoptose, para eliminacao
da(s) célula(s) lesionada(s) (BARTEK; LUKAS, 2007). A proteina ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated) é ativada no inicio da resposta a DSB e ativa os checkpoints
do ciclo celular, o reparo de DNA ou apoptose através da transduc¢éo de sinais para

uma série de proteinas efetoras (Figura 3) (DABOUSSI et al., 2002).
DSB

{ o \‘, Apoptosis

A

[ ATM | w—p 053
/

Figura 3: respostas celulares as DSBs.

As respostas as DSBs sdo guiadas pela proteina kinase ATM levando a interrup¢&o do ciclo celular e
posterior reparo ou apoptose. As barras vermelhas indicam os trés principais pontos de verificagdo do
ciclo celular; linhas tracejadas mostram que o efeito ndo é um caminho principal; e o ponto de
interrogacéo diz que a existéncia desse caminho permanece controversa.

Fonte: (VAN GENT; HOEIJMAKERS; KANAAR, 2001).



18

Diferentes condi¢des celulares determinam a escolha entre NHEJ e HR para o
reparo de DSBs. A NHEJ tem ocorréncia predominante na fase de Gl/pré-fase S,
enguanto que a HR predomina nas fases S e G2 do ciclo celular (TAKATA et al., 1998).
A replicacdo do DNA na fase S e presenca da crométide irma apoés a replicacao (G2)
favorece a ocorréncia de HR (JOHNSON, 2000). No entanto, dependendo da
persisténcia e/ou acumulo de DSBs, ambas as vias NHEJ e HR podem ser
simultaneamente ativadas (SAINTIGNY et al., 2001). No caso da NHEJ, a DSB é
reconhecida pelo heterodimero KU70/KU80 e a subunidade catalitica DNA-PKcs;
entdo, a DNA ligase IV, conjuntamente ao cofator XRCC4, efetua a ligacdo das
extremidades (Figura 4). Este mecanismo € naturalmente deletério devido ao
processamento exonucleasico das extremidades da quebra para posterior ligacao
dessas por acao da DNA ligase (CECCALDI; RONDINELLI; D’ANDREA, 2016).

Ku 70/80
DNA-PKcs
DNA 7

ligase IV, XRCC4
e

Delecao de
1-4 nucleotideos

Figura 4: mecanismo de reparo por NHEJ.
Reconhecimento da quebra pelo complexo KU e catélise da juncdo por DNA ligase.
Fonte: (CECCALDI; RONDINELLI; D’ANDREA, 2016).
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O mecanismo de reparo por HR inicia-se com o reconhecimento e sinalizacéo
da quebra pelo complexo MRN (LAMARCHE; ORAZIO; WEITZMAN, 2010), composto
pelos peptideos RAD50, MRE11 e NBS1 (HARPER; ELLEDGE, 2007). Este complexo
serve como plataforma para ligagédo de outras proteinas de reparo. O complexo MRN
€ assessorado por P53BP1, o qual detecta distor¢des da estrutura da dupla-hélice, e,
consequentemente, ativa ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated). Esta, por sua vez,
orquestra o reparo de DNA por HR por meio da fosforilagdo de um conjunto de
moduladores envolvidos com a via (Figura 3) (DABOUSSI et al., 2002). Dentre estes,
inclui-se a histona gama H2AX (yH2AX), a qual, apos sofrer fosforilacdo, se acumula
no local da DSB (JIN; KIM, 2017).

A resseccao da fita de DNA é necessaria para invasao da fita homologa. Neste
contexto, RAD52 e BRCA2 promovem a eficiente ligacdo de RAD51 a fita simples
resultante (ROY; CHUN; POWELL, 2012)(NOGUEIRA et al., 2019). A ligacédo de
paralogos da RAD51 como RAD51C e XRCC3 resulta num filamento nucleoproteico
gue invade o cromossomo homologo a procura de regides de homologia (YAMADA et
al., 2004) (TAYLOR et al., 2015). Por fim, a extremidade 3’ da fita danificada é
estendida por agéo polimerasica utilizando como molde a sequéncia homdloga (Figura
5) (SAN FILIPPO; SUNG; KLEIN, 2008).
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Figura 5: via de reparo por HR em mamiferos.

Com o reconhecimento da quebra de fita dupla pelo complexo MRN, a proteina ATM ¢é ativada e
desencadeia a cascata para recombina¢do homologa, envolvendo diversas proteinas; com a interagao
de CtIP, o complexo MRN promove a ressecgéo das extremidades 5'. Proteinas de replicacdo RPAs
séo ligadas as extremidades 3’ que impedem a formacdo de estruturas em grampos e degradacao
nucleotidica. Através dos mediadores RAD52 e BRCA2, a RAD51 é recrutada e se liga a fita simples
pelas extremidades 3’, substituindo RPAs, formando os filamentos de RAD51. Apds a formagéo do
filamento nucleoproteico com a interagao dos paralogos da RAD51 ocorre a invasédo da fita dupla guiada
por RAD54, formando a estrutura de D-loop em busca da sequéncia de referéncia para o reparo. A
sintese do DNA é entdo promovida por DNA polimerase (5’=>3’), formando uma jun¢&o de Holliday, a
gual é resolvida por endonucleases.

Fonte: KEGG PATHWAY (RAD51 mmu03440).

A RAD51 tem papel importante na forquilha de replicagdo, mecanismo critico
para a manutencédo da integridade cromossOmica e do ciclo celular. A RAD51 medeia
0S mecanismos para prevenir a interrupcao da forquilha de replicacdo quando ocorre
uma quebra no DNA, promovendo o reparo por HR restaurando a replicacdo em
andamento (Figura 6) (YOON et al., 2014).
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Figura 6: Reparo por recombinacdo homéloga de uma forquilha de replicacéo quebrada.
Quando uma forquilha de replicacdo em movimento encontra uma quebra, ela ira parar, mas pode ser
corrigida por recombinacdo homéloga. Como mostrado, a invasdo inicial de fitas requer uma
extremidade 3’ livre gerada por uma nuclease que degrada a extremidade 5’ da fita complementar. A
recombinacéo entdo inicia com a invaséo de fitas guiada pela RAD51.

Fonte: adaptado de (ALBERTS, 2010).

2.4. REPARO DE DSBs em odcitos

Em odcitos imaturos, uma vez que o ciclo celular encontra-se bloqueado na
meiose em profase |, eventos de checkpoints ndo sédo necessarios para bloqueio do
ciclo e subsequente reparo de DSB (CARROLL; MARANGOS, 2013). No entanto, é
surpreendente que o checkpoint de danos ao DNA né&o seja bem estabelecido em
oocitos de mamiferos durante a retomada da meiose. Enquanto DSBs resultam no
blogueio de células somaticas na fase de G2, DSBs nao afetam o tempo ou a taxa de
retomada da meiose em odcitos crescidos (MARANGOS; CARROLL, 2012). Mesmo
a inducdo de DSBs por irradiacdo ou tratamento com etoposide (agente indutor de
DSBs) tem pouco efeito sobre a retomada da meiose, muito embora resultem em
acumulo de yH2AX e aberracbes cromossdmicas (MA et al., 2019). Somente sob
inducédo de danos severos € possivel observar algum atraso na retomada da meiose
(MARANGOS; CARROLL, 2012). Embora ndo completamente caracterizado, a

inexisténcia no odcito de um mecanismo confiavel de checkpoint de danos ao DNA
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parece ser explicada por sua limitada capacidade em ativar ATM, e efetores
downstream como CHK1, bem como devido a diferencas na configuracdo da
cromatina (NIE et al., 2017). Por outro lado, ha evidéncias de que o 00cito seja capaz
de reparar danos ao seu DNA em estégios posteriores como durante a metéafase | ou
II, ou ainda durante a embriogénese inicial (MARANGOS; CARROLL, 2012). Apos
inducdo de DSBs (por etoposide) em odcitos imaturos (estagio de GV), observa-se
acumulo de focos de yH2AX e recrutamento de RAD51, os quais permanecem na fase
inicial da retomada da meiose (GVBD) e gradualmente desaparecem ao final da
GVBD, indicando a ocorréncia de reparo, porém a partir de um limiar de quebras de
DNA (MA et al., 2019).

O oocito também possui DMC1, uma recombinase meiose-especifica, cuja
funcado se associa a RAD51, onde ambas colocalizam nos sitios de DSBs (BISHOP,
1994), sugerindo que a acao conjunta de DMC1 e RAD51 tem papel central na HR em
células meidticas (SHINOHARA et al., 2000).

Além de atuar no reparo de DSBs, a maquinaria de HR desempenha também
importante funcdo na resolucdo de quiasmas (juncdes de Holliday) necessaria para
correta segregacao cromossdmica no oocito (KUZNETSOV et al.,, 2007). Assim,
defeitos na maquinaria de reparo de DNA tém importante impacto sobre a viabilidade
do odcito, podendo resultar em erros de segregacdo cromossbmica e maior
propensdo a morte por apoptose ou bloqueios no desenvolvimento embrionario
(MACLENNAN et al., 2015). Essas anomalias se acentuam com a idade e se associam
com a menor expressdo de genes da maquinaria de HR no odécito como Atm, Mrell,
Rad51 e Brcal (TITUS et al., 2013). A reduzida expressao desses genes também se
associa ao acumulo de DSBs em odcitos de mulheres mais velhas, sendo considerado
um importante fator determinante da infertilidade (TITUS; STOBEZKI; OKTAY, 2015).
Evidéncia disso, € que o declinio da fertilidade é um dos primeiros sintomas do
envelhecimento em humanos.

Apesar de a maioria dos estudos envolvendo reparo de DSBs em odcitos
focarem nos efeitos sobre o nDNA, é possivel que defeitos na maquinaria de HR
também afetem o mtDNA. Em acordo com isso, a interferéncia por RNA sobre a
expressdo de Rad51 durante a maturacdo in vitro de oocitos resultou em grave
disfuncédo mitocondrial (KIM et al., 2016). Como resultado, houve significativo impacto

da deficiéncia de RAD51 sobre a progressao meidtica. No entanto, o momento do
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desenvolvimento oocitario em que este estudo foi realizado ndo permitiu isolar os

efeitos da RAD51 na mitocondria daqueles no nucleo.

2.5. REPARO DO mtDNA

A intensa replicacdo a que o mtDNA é submetido durante o crescimento do
od6cito pode resultar em erros replicativos, com a consequente interrupgao da forquilha
de replicacdo ou geracdo de mutacdes (SAGE; KNIGHT, 2013). Vale ressaltar que a
heranca mitocondrial é exclusivamente materna, sendo, portanto, de fundamental
importancia a existéncia de mecanismos no o0cito que garantam a estabilidade da
sequéncia de mtDNA. Ademais, varios trabalhos forneceram evidéncias de que o
aumento do namero de copias de mtDNA no odcito € determinante para a viabilidade
do gameta (WAI et al., 2010). Assim, € de suma importancia que a mitocdndria
disponha de mecanismos de reparo que atuem em prol da replicacao e integridade do
MtDNA. Pouco se sabe sobre esses mecanismos de reparo, porém, é sabido que a
mitocondria compartilha parte do mesmo conjunto de enzimas envolvidas no ndcleo
com o reparo de DNA (SAGE; GILDEMEISTER; KNIGHT, 2010).

Apesar das incertezas acerca da ocorréncia de HR no mtDNA de mamiferos,
muitas das proteinas envolvidas na maquinaria de reparo de DSBs por HR, incluindo
MRE11, RAD51, RAD51C e XRCC3 estao presentes na mitocondria (KAWABATA;
KAWABATA,; NISHIBORI, 2005) (DMITRIEVA; MALIDE; BURG, 2011). Ja foi também
descrito que essas proteinas tém importante papel na mitocéndria sob condi¢des de
estresse oxidativo, quando interagem com o mtDNA para garantirem a sua replicacao
(SAGE, 2013). Enquanto em células selvagens o estresse oxidativo leva a um
aumento no numero de copias de mtDNA, em células deficientes em RAD51, RAD51C
ou XRCC3, o mesmo estresse leva a deplecdo de mtDNA (SAGE; GILDEMEISTER,
KNIGHT, 2010). O importante papel da RAD51 em mediar a replicagéo do mtDNA foi
também constatado em células durante a deplecdo de mtDNA, apos tratamento com
indutor deplecdo de mtDNA (brometo de etidio) (SAGE; KNIGHT, 2013). Portanto,
uma vez que a RAD51 exerce funcdo central na HR, é possivel que ela atue na

mitocondria para dar suporte a replicacdo e manutencao da estabilidade do mtDNA.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Caracterizacao dos efeitos do nocaute condicional do gene Rad51 sobre o DNA

mitocondrial e a divisao meidtica em odcitos murinos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Validacdo do modelo animal pela avaliagdo da expressao de Rad51 em odcitos

e células do cumulus.

Andlise de expressao de genes da via de reparo por HR e do desenvolvimento

oocitario.
Andlise do numero de copias de mtDNA em odcitos.

Analise da estabilidade da divisdo mei6tica em odcitos.

4. HIPOTESES

A delecéo odcito especifica de Rad51 deve resultar em deplecao de copias de
MtDNA e bloqueio da divisdo meiotica nos odécitos.

5. MATERIAIS & METODOS

5.1. MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Os camundongos sao mantidos em nosso biotério seguindo-se o Guide for the
Care and use of Laboratory Animals (GARBER, 2011). Os animais tém acesso
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ilimitado a 4gua e racao (Presence Ratos e Camundongos, Purina), e sdo mantidos a
22 °C em ciclo de 12 h de luz e 12 h de escuro (NAGY et al., 2003).

Para o desenvolvimento do modelo animal foram empregadas duas linhagens
de camundongos geneticamente modificados: uma na qual o gene Rad51 foi
flanqueado por sequéncias loxP (floxed — fl), e outra apresentando o transgene Cre-
recombinase fusionado ao promotor do gene Zp3 (Zp3-Cre) que € expresso somente

em o0citos.

A linhagem C57BL/6-Tg(Zp3-cre)93Knw/J (gendtipo Zp3-Cre*'*) foi adquirida
da JAX (DE VRIES et al., 2000) enquanto que a linhagem Rad51" foi doada pelo Prof.
Dr. Rodrigo Martins da UFRJ.

5.2. ACASALAMENTOS

Os animais da linhagem Rad51" com genodtipo Rad51"*+ adquiridos da UFRJ
também apresentavam outras modificacfes genéticas indesejadas que vinham sendo
utilizadas em estudos paralelos: Pax6-cre e Atrip". Os animais da linhagem Zp3-cre
também continham uma mutac&o de ocorréncia natural no gene Nnt (e.g., Nntmu/muty.
a mutacdo no Nnt sabidamente afeta a fungdo mitocondrial (RONCHI et al., 2013).
Essas alteracdes foram eliminadas por meio de sucessivos acasalamentos com

animais selvagens (WT), mantendo os gendétipos de interesse.

Apos alguns acasalamentos, foram selecionados animais selvagens para Atrip
e Pax6-cre, mantendo Rad51". Em seguida foram acasalados animais de gendtipo
Rad51"* com animais Zp3-Cre** Nnt™t; desses cruzamentos, foram selecionados
machos apresentando gendtipo Rad51%* Zp3-Cre*", pois a presenca de Zp3-Cre em
fémeas ocasiona a excisdo do alelo floxed, que é visado apenas nas progénies
experimentais. Esses machos foram acasalados com fémeas de gendtipo Rad51%*;
assim, com as progénies desse cruzamento, obteve-se 0s animais constituintes das
matrizes do modelo experimental: machos Zp3-Cre*-Rad51%" e fémeas Zp3-Cre”
Rad51"" (Figura 7). Entdo, as fémeas da progénie resultante desse cruzamento
constituem os dois grupos experimentais: WT — Zp3-Cre”"Rad51"" e KO (Rad517) —
Zp3-Cre’"Rad51"" (Figura 7). Nos experimentos foram sempre utilizados animais
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Rad51"" e Rad517 provenientes da mesma ninhada e diferindo somente pela

presenca do transgene Zp3-Cre nos nocautes.

s x ol

Zp3-cre*” ; Rad51f/f Rad51f/fl

: %
T Q4

Rad51f/1 Zp3-cre+/‘ ; Rad5s1f/f

Obcito:

Figura 7: acasalamento das matrizes experimentais.

llustragdo do acasalamento entre machos e fémeas do modelo experimental, as fémeas nascidas
desses acasalamentos s&o utilizadas nos experimentos, constituindo os grupos WT (Rad51"") e KO
(Rad51"), com 50% de frequéncia genotipica, determinada pela heranca do Zp3-Cre.

Fonte: elaborada pelo autor.

Em trabalho paralelo em nosso grupo, as fémeas Rad51" e Rad517 foram
acasaladas com machos selvagens naturais (Rad51**, auséncia de sequéncias floxed
e Zp3-Cre) (Figura 8), para teste de fertilidade, e o grupo Rad51” foi capaz de gerar
filhotes, contra as expectativas, contudo apresentam quadro de subfertilidade. Os
animais das progénies de cruzamentos de fémeas Rad51"f e Rad51” foram

genotipados para confirmagéo e sequenciamento do alelo excisado (-).
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Figura 8: acasalamento de fémeas Rad51"" e Rad51” com machos selvagens.

Acasalamentos realizados para teste de fertilidade, a progénie das fémeas KO sdo Rad51"*, um alelo
excisado (-) proveniente do odcito e o alelo selvagem (+) paterno.

Fonte: elaborada pelo autor.

As fémeas Rad517 apresentam bloqueio embrionario de parte da progénie,
caracterizando-as como subférteis. Na tentativa de identificar o0 momento em que
ocorre bloqueio embrionario, fémeas Rad51"" e Rad51’ foram casaladas com
machos selvagens e foi verificado o plug vaginal para identificacao do coito. Os botbes

embrionarios foram coletados no dia 8,5 pds-coito para identificacédo de fetos.

5.3. GENOTIPAGENS

As genotipagens dos animais sdo realizadas utilizando DNA total extraido de
biopsia de orelha. As amostras séo incubadas com 200 uL de solucéo de digestéo (50
mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 2 mM MgCl2, 0,1 mg/mL gelatina, 0,45% Nonidet
P-40; 0,45% Tween-20 e 100 pg/mL proteinase K) por 3 horas a 65 °C. Em seguida,
incubadas por 20 minutos a 95 °C para inativacdo da proteinase K e armazenadas a
-20 °C até o uso. As amostras digeridas foram centrifugadas a 10000 x g por 5
minutos, e o sobrenadante foi diluido 10x em &gua ultra pura (ThermoFischer
Scientific) para a genotipagem (MACHADO et al., 2015). As genotipagens foram
conduzidas através de rea¢des de PCR convencionais utilizando-se primers (Tabela

1) especificos para as sequéncias de interesse.



Tabela 1: primers empregados nas reacdes de PCR para genotipagens.
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Primer Sequéncia 5>3’ Amplicon (pb)
Rad51 F TCCCTTACCCTGCGTTATAAGC WT =517
Rad51" R GGTGGAGTACAG GACAGAAG fl—474

Atrip F ATGTATCTTTCTTC CAGGGTC WT — 684

Atrip" R CGTTATCTTATCTTT CATTTGGC fl — 806

Pax6-Cre F ATTTGCCTGCATTAC CGGTCG 700
Pax6-Cre R CCCCAGAAATGCCAGATTACGTATATC
Controle interno F CTAGGCCACAGAATT GAAAGATCT 324
Controle interno R GTAGGTGGAAATTC TAGCATCATCC
NNT WT F GGGCATAGGAAGCAAATACCAAGTTG 579
NNT WT R GTAGGGCCAACT GTTTCTGCATGA
NNT MUT F GTGGAATTCCGCTGAGAGAGAACTCTT 743
NNT MUT R GTAGGGCCAACT GTTTCTGCATGA
Zp3-Cre F TTGATAATGGGCTC CACCCG 262
Zp3-Cre R GCGAACCTCATCA CTCGTTG
Rad51 excisado F GCACATGCTTTTCTCCACCG 322
Rad51 excisado R TAGCTTCCTCAGGGTCACCA

Fonte: elaborada pelo autor.

As reacfes de PCR foram preparadas com JumpStart Taq ReadyMix (Sigma-

Aldrich), em volume de 15 uL de reacéo, com primers na concentracdo de 400 nM. As

ciclagens das reacoes de PCR para cada primer sdo descritas na tabela 2.

Tabela 2: ciclos de PCR utilizados na amplificacdo dos fragmentos de interesse.

Ciclos
Desnaturagéo Anelamento Extenséo
Alvo T(°C) t T(°C) t T(°C) t

Rad51" 94 30s 60 1min 72 2min

Atrip" 95 30s 56 1min 72 2,5min

Pax6-Cre 94 1 min 58 1min 72 1min

NNT 94 30s 58 30s 72 2min

Zp3-Cre 94 30s 60 30s 72 2min

Rad51 94 30s 60 1min 72 2min
excisado

Obs: Ciclagens baseadas nos primers, indicando as respectivas temperaturas e duracao (t) das etapas
de desnaturacéo, anelamento e extensao.
Fonte: elaborada pelo autor.
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Os produtos de amplificacdo sédo entdo aplicados em gel de agarose 2%,
submetido a uma tensao de 90 V por 50 minutos. Para visualizacdo das bandas foi
utilizado a sonda SYBR Safe (ThermoFischer Scientific) e analise em Chemidoc
(BioRad).

5.4. COLETA DE OOCITOS IMATUROS

Fémeas de 19-21 dias, com genoétipo selecionado, foram superovuladas
através da administracao de 5 U.l. de eCG (gonadotrofina coriénica equina; Folligon,
MSD Saude Animal) via intraperitoneal. Entdo, apoés 42 a 44 horas da injecdo as
fémeas foram sacrificadas e tiveram os ovarios dissecados em solucao fisiologica. Os
ovarios foram transferidos para meio MEM - alpha tamponado com HEPES
(ThermoFisher Scientific). Os foliculos antrais foram rompidos com agulha 30G,
resultando na liberacdo dos complexos cumulus-oocito (COCs) (NAGY et al., 2003);
0s odcitos foram entdo desnudados das células do cumulus com o uso de capilar de
vidro (diametro interno de 60-100 um). Os odcitos imaturos, em estdgio de vesicula
germinativa (GV), foram entdo selecionados e coletados individualmente em tubos de
0.2 mL, para analise de cépias de mtDNA, em solucéo salina fosfatada (PBS; Sigma-
Aldrich) e mantidos a -80°C até o uso. Odcitos imaturos também foram coletados em
pools de 15, em tubos de 0.2 mL, em PBS e mantidos a -80°C, para posterior analises
de expressao génica. As células do cumulus também foram coletadas para analises
de expressao génica e confirmacdo da especificidade do nocaute. Também foram
coletados pools de aproximadamente 25 oécitos GV, em tubos de 0.2 mL, em PBS

para analises de western blot e imunofluorescéncia.

5.5. COLETA DE OOCITOS OVULADOS

Fémeas de 19-21 dias, com gendtipo selecionado, foram superovuladas com
administracdo de 5 U.l. de eCG via intraperitoneal, e ap6s 47 horas, a ovulacéo foi
estimulada através da administracdo de 5 U.l. de hCG (gonadotrofina coridnica

humana) via intraperitoneal. Entdo, apos 12-13 horas da injecdo de hCG, as fémeas



30

foram sacrificadas e tiveram os ovarios, juntamente com os ovidutos, dissecados em
solucéo fisiolégica. Os ovarios foram transferidos para meio MEM — alpha tamponado
com HEPES (ThermoFisher Scientific). Os ovidutos foram rompidos com agulha 30G,
resultando na liberagdo dos odcitos ovulados circundados pelas células do cumulus.
Os odcitos foram entdo desnudados das células do cumulus em solucéo de 0,3% de
hialuronidase (Sigma-Aldrich) em MEM — alpha + HEPES (NAGY et al., 2003). Em
seguida, os odcitos foram lavados em meio MEM — alpha + HEPES, e os odcitos foram
analisados quanto a presenca do primeiro corpusculo polar (PB1), para atribuicdo do
namero de odécitos que extruiram o PB1 e para selecdo de o4citos para experimentos
posteriores, nos quais foram utilizados apenas o6citos com o PBl. Apds a
contabilizacdo da extrusdo do PB1, foram coletados em PBS od6citos ovulados em
tubos individuais para analises de copias de mtDNA e também pools de

aproximadamente 20 odécitos de cada animal para analises em microscopia confocal.

5.6. ANALISE DO NUMERO DE COPIAS DE mtDNA

O numero de copias de mtDNA de odcitos (imaturos e maturos) foi determinado
por gPCR como descrito em (MACHADO et al., 2015). Para tanto, utilizou-se um
primer (MT 14/15) especifico para um fragmento do mtDNA de camundongo,
abrangendo parte dos genes mt-Tqg, mt-Tm e mt-Nd2, e também um primer para outra
regido do mtDNA abrangendo o gene mt-Nd1 (tabela 3).

Tabela 3: primers empregados para mensuracéo de cépias de mtDNA.

Primer Alvo Sequéncia 523’
MT14 (F) mMtDNA (mt-Tq, CTCCGTGCTACCTAAACACCTTATC
MT15 (R) mt-Tm e mt-Nd2) GACCTAAGAAGATTGTGAAGTAGATGATG

ND1 F MtDNA TCCGAGCATCTTATCCACGC

ND1 R (mt-Nd1) GTATGGTGGTACTCCCGCTG
Nuclear F Apob CACGTGGGCTCCAGCATT
Nuclear R (DNA nuclear) TCACCAGTCATTTCTGCCTTTG

Fonte: elaborada pelo autor.
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Primeiramente, os odcitos individuais foram lisados em 5 uL de solucédo de
digestdo (50 mMKCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 2 mM MgCI2, 0,1 mg/mL gelatina,
0,45% Nonidet P-40, 0,45% Tween-20 e 100 pg/mL proteinase K) por 3 horas a 65°C.
Em seguida, incubados por 20 minutos a 95°C para inativacdo da proteinase K.
Sucessivamente, 0s o0citos lisados foram diluidos em 45 uL de agua, e aplicados na
reacao de gPCR em placa de 96 pocos. Cada odcito foi analisado individualmente em
triplicata. As reacdes de gPCR foram conduzidas em 15 uL, utilizando SYBR Green
Master Mix (ThermoFischer Scientific) e os primers a concentracdo de 200 nM. As
amplificagbes foram realizadas utilizando o sistema de gPCR 7500 Fast
(ThermoFisher Scientific) e o seguinte ciclo térmico: 10 minutos a 95°C, seguido por
40 ciclos de 95°C durante 15 segundos e 62°C durante 1 minuto. A fluorescéncia do
SYBR Green foi mensurada ao final de cada ciclo. Para determinacdo do numero de
copias de mtDNA, foi amplificada em paralelo as amostras uma curva padrdo, a qual
consiste de DNA plasmidial (pDNA) contendo um fragmento do mtDNA de
camundongos que abrange a regido flanqueada pelo primer. As amostras de pDNA
foram previamente preparadas e estocadas a -80°C, em concentracdo de 0,2 .108
copias/yL. A curva foi preparada por diluicdo do pDNA a concentracées de 0,2 .106;
0,2 .10% 0,2 .10%* e, 0,2 .103. O célculo da quantidade de cépias de mtDNA por odécito

foi baseado na curva padrdo de pDNA através de uma regressao linear.

Também foram analisadas copias de mtDNA de figado, coletados da progénie
de fémeas Rad51"" e Rad517, por ser um tecido de alta replicacdo de mtDNA. Os
animais tiveram o figado coletado na terceira semana de vida. Foi extraido o DNA total
dos figados pelo método fenol-cloroformio (SAMBROOK; RUSSEL., 2000), estes
entdo foram amplificados por gPCR com o primer MT 14/15 em paralelo ao primer de
um fragmento de um gene nuclear (Apob) (Tabela 3) que sabidamente tem duas
copias no genoma diploide. O calculo do nimero de cépias de mtDNA por célula em
cada amostra foi feito pela normalizacédo da quantidade de mtDNA em relacdo ao

fragmento nuclear (o qual tem duas copias em cada célula):

copias,pya/célula = 2 x 274¢t |

onde ACt = Ctggiomitocondrial — Ct,eqionuclear (NICKLAS et al., 2004).
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5.7. ANALISE DE EXPRESSAO GENICA POR gqPCR

Para analise de expressédo génica, foram coletados odécitos imaturos em pools
de 15 e também as respectivas células do cumulus. O RNA total das amostras foi
extraido utilizando o reagente trizol (ThermoFischerScientific) pelo método trizol/
cloroférmio, conforme descrito em (MACABELLI et al., 2014). O RNA extraido foi
tratado com DNase | (ThermoFisherScientific) e convertido a cDNA utilizando o kit

High-CapacitycDNA Reverse Transcription kit (ThermoFisherScientific).

Os primers especificos para os transcritos-alvo, desenhados utilizando a
ferramenta PrimerBLAST (NCBI), estao listados na Tabela 4. Para os oécitos, foram
analisados os transcritos Rad51, Rad51C, Xrcc3, Rad52, Atm, Brcal, Brca2, sendo
estes genes da via de reparo por recombinacdo homodloga (HR); foram também
analisados p53, gene que responde a quebras de dupla fita de DNA (DSBs); Dmcl,
recombinase de funcéo associada a RAD51 na meiose; Gdf9, Bmp15, Cdhl, Fgf8b,
genes dos fatores de crescimento secretados pelo o0dcito; e os normalizadores
endogenos (housekeepings) Rps18 e Rpl19. Também foi testada a Ppia, porém esta
nao foi utilizada na normalizacdo dos dados uma vez que a sua expressao se mostrou

bastante variavel em comparagdo com o Rps18 e Rpl19.

Para as células do cumulus, foram analisados os transcritos: Rad51, Inhba,

Inhbb, Fshr, Kitl e os housekeepings Rps18 e Rpl19.

As guantidades relativas dos transcritos alvo foram analisadas por qPCR
utilizando o equipamento 7500Fast Real-Time PCR (ThermoFisherScientific). Para tal,
foi utilizado SYBR Green PCR Master Mix (ThermoFischer Scientific) e os primers
especificos para os genes alvo a concentracado de 200 nM nas reacdes, assim como
genes housekeepings. As amostras de cDNA foram diluidas 10x em agua ultra pura
(ThermoFischer Scientific) e foi utilizado 2 uL da diluicAo por reagédo (de 15 uL),
analisadas em duplicata. As condi¢des de ciclagem foram: 10 minutos a 95°C, seguido
por 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos e 62°C durante 1 minuto.

O calculo da expressao relativa dos transcritos alvo foi conduzido pela normalizagéo

com os housekeepings, utilizando a média geométrica dos Cts (Ctpoysekeepings):

expressio relativa = 272¢t,  ACt = Ctyeneypo — Clhousekeepings
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Tabela 4: primers empregados para analises de expressdo génica. Fonte: elaborada pelo autor.

Primer Alvo Sequéncia 5>3’
Rad51 F Rad51 GCTGATGAGTTTGGTGTCGC
Rad51 R TTGGGATCTGCAGCGAACAT
Rad51C F Rad51C CACACACGGAAGAAGAACATCAG
Rad51C R AGGAGATAGACTTGTGCCAGC
Xrcc3 F Xrcc3 GCCCCATTTCGTTGTGAGTTC
Xrcc3 R TGTCTGTCACCTGGTTGATG
Rad52 F Rad52 TTGGGAATGCACTTGGAAACTG
Rad52 R ACATCAAGAGGGAGCTGTCG
ATM F ATM GATCTCGTGCCTTGGCTACA
ATMR TATGGGATGCGTTCTCCACG
Brcal F Brcal ACATGTCAGGAGCAGCAATTTT
Brcal R TGGGACCCTCCAGATGTTGT
Brca2 F Brca2 ACTGTTGACGCAGTTGGACA
Brca2 R TGCCATCTGGAGTGCTTTTTG
p53 F p53 GGAAGACTCCAGTGGGAACC
p53 R CTTCTGTACGGCGGTCTCTC
DMC1F Dmcl TGGGTTCGAGTCGGGAATTG
DMC1R CCATGCTTCTGCAACAGGTC
Gdf9 F Gdf9 CAACCAGGTGACAGGACCG
Gdf9 R CACCCGGTCCAGGTTAAACA
Bmpl5 F Bmpl5 AAGGGAGAACCGCACGATTG
Bmpl5 R TGTACATGCCAGGAACCTCTG
CdhlF Cdhl ATGTCCTGGGCAGAGTGAGA
CdhlR TGGAGCTTTAGATGCCGCTT
Fgf8b F Fgf8b GCTAATTGCCAAGAGCAACGG
Fgf8b R AGCGCCGTGTAGTTGTTCTC
Inhba F Inhba GGGACCCGAAAGAGAATTTGC
Inhba R TCCTCTCAGCCAAAGCAAGG
Inhbb F Inhbb TTTGCAGAGACAGATGGCCT
Inhbb R GAAGAAGTACAGGCGGACCC
FSHr F FSHr GGAGGGCCAGGTCAACATACC
FSHr R GAAGTCAGAGGTTTGCCGC
Kitl F Kitl TGCTGGTGCAATATGCTGGA
Kitl R GTGATAATCCAAGTTTGTGTCTTCT
Rpsl18 F Rps18 ACTTTTGGGGCCTTCGTGTC
Rps18 R GCAAAGGCCCAGAGACTCAT
Rpl19 F Rpl19 TCAGGCTACAGAAGAGGCTTGC

Rpl19 R

ATCAGCCCATCCTTGATCAGC
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5.8. WESTERN BLOT

Foram reunidos pools de 200 oécitos de cada grupo experimental para a
analise por western blot (MARANGOS, 2016). A lise dos odcitos foi feita com mix de
tampéo Ripa (25 mM Tris HCI pH 7,6; 150 mM NaCl, 1% IGEPAL, 1% desoxicolato de
sédio, 0,1% SDS) e inibidores de protease (NaF 10 mM, orto 10 mM e sigma fast 1x).
Em cada pool de odcitos foi adicionado 7,5 pL de tampao de lise e 2,5 uL de tampao
de amostra 4x (B-mercaptoetanol) (Bio-Rad). Entdo, as amostras foram aquecidas a
95°C por 10 minutos. Apoés isso, as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida
(10%) para separacéo das proteinas por eletroforese. A corrida foi realizada a 100 V
por 1 h (ou até que a ultima banda do ladder atingisse o fundo do gel).

Apoés a eletroforese foi feita a transferéncia das proteinas do gel para uma
membrana de PVDF, em sistema submerso por uma hora e meia sob tenséao de 120
V. Depois da transferéncia, foi feito o bloqueio da membrana em solugcéo de 5% BSA
(albumina sérica bovina) por 3 h. A membrana foi entdo incubada overnight com
anticorpo primario anti-RAD51 (cat. # ABE257, Sigma-Aldrich) (1:1000) e, apés a
incubacéo o anticorpo foi recuperado e a membrana lavada por 15 minutos em tampéao
TTBS (TrisHCI pH 7,2 0,05M; NaCl 0,1M; tween 0,05%), repetindo a lavagem 3 vezes.
Em seguida, a membrana foi incubada por 1 h em anticorpo secundario conjugado a
peroxidase (cat. # 04-18-06 e 04-15-06, KPL). O resultado foi revelado por exposi¢ao
com reagentes ECL (luminol + perdxido). A mesma membrana foi depois incubada
com o anticorpo anti-Tubulina (anti-TUBALA (cat. # A11126, ThermoFisher Scientific))

(1:1000) para marcacao do controle endégeno.

5.9. IMUNOFLUORESCENCIA

A estabilidade da divisdo meidtica foi avaliada por meio da técnica de
imunofluorescéncia, segundo (SELESNIEMI et al., 2011), para visualizacdo do fuso
meidtico (metafase Il) dos odcitos, marcando os microtibulos com o anticorpo anti-

TUBAL1A e os cromossomos com o corante Hoechst (Sigma Aldrich).



35

Odcitos ovulados (PB1) coletados de fémeas WT e KO e foram tratados com
acido tyrode (PBS pH 2,5) para remocéo da zona pellcida para possibilitar a marcacao
com anticorpos. Em seguida os odécitos foram fixados em paraformaldeido (PFA) 4%
durante 4 horas, e depois lavados em PBS. Os odcitos foram permeabilizados em
solucdo de PBS com 0,1% de triton X-100 e 0,05% tween durante 30 minutos a
temperatura ambiente, entédo lavados em PBS e colocados em solucao de bloqueio:
PBS com 1% de BSA e 0,1M de glicina, durante 3 horas a temperatura ambiente.
ApOs o bloqueio os odcitos foram colocados em solugdo (PBS) contendo os anticorpos
primarios anti-TUBA1A (cat. # A11126, ThermoFisher Scientific) e anti RAD51 (cat. #
ABE257, Sigma-Aldrich) (1:200) e incubados overnight a 4 °C. Depois da incubacéo
com anticorpos primarios, os odécitos foram subsequentemente lavados em PBS, e
colocados em solugéo (PBS) com anticorpos secundarios conjugados com Alexa Fluor
— 488 (verde) e 594 nm (vermelho) (1:250) e incubados por 1 hora a temperatura
ambiente. Entdo, foram novamente lavados em PBS e analisados em microscopia
confocal (LSM 780, Zeiss).

5.10. ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas e representacdes graficas dos resultados foram feitas
no software GraphPad Prism 8. As andlises envolveram dois grupos, os dados que
apresentaram distribuicdo gaussiana foram comparados entre si por teste t ndo
pareado, enquanto que se algum dos grupos apresentou distribuicdo ndo gaussiana,
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Os resultados foram
apresentados quanto a média e erro padrdo da média. Diferengas com valores de P

menor que 0,05 foram consideradas significativas.

6. RESULTADOS

6.1. ACASALAMENTOS E GENOTIPAGENS
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Para estabelecimento do modelo animal foram inicialmente utilizados animais
floxed (fl) para Rad51 (e.g., Rad51*™) e animais transgénicos para Zp3-Cre (DE
VRIES et al.,, 2000). Essas linhagens apresentavam também outras alteracdes
genéticas (Pax6-Cre, Atrip™ e Nnt™Umu) Uma vez que essas alteracdes eram
indesejaveis para o presente trabalho, a progénie resultante dos acasalamentos
iniciais foi genotipada e somente animais selvagens para essas alteracfes foram

utilizados nos acasalamentos seguintes (Figuras 9 e 10).

Rad51 - fl

Figura 9: gel de agarose correspondente a genotipagem para Rad51" e Atrip".
Animais heterozigotos para Rad51" (Rad51* ") apresentam duas bandas (banda selvagem =517 pb e
banda “floxed” = 474 pb), enquanto que os animais que nao tém o alelo floxed apresentam apenas a
banda selvagem (de cima). Para formacéo das matrizes foram selecionados animais que apresentavam
a banda floxed. Para o Atrip (banda selvagem = 684 pb e banda “floxed” = 806 pb) foram selecionados
animais que apresentaram apenas o alelo selvagem, como o animal “4” destacado em verde, o qual
apresenta o seguinte genoétipo: Rad51%* e Atrip™.

Fonte: elaborada pelo autor.

Nnt mut

——— 1 2 PaxgCre+Cl

Figura 10: gel de agarose correspondente a genotipagem para Nnt e Pax6-Cre.

A banda Nnt"T possui 579 pb, e a mutante (NntMVT) 743 pb. Estas foram analisadas separadamente
por que s&o utilizados primers distintos para as formas WT e MUT do Nnt. Destacado em verde (“1”)
encontra-se um animal selecionado para ser utilizado nos acasalamentos seguintes por ndo possuir a
banda referente a mutacdo no Nnt. A banda do Pax6-Cre possui 700 pb; a banda de 324 pb
corresponde ao controle interno amplificado conjuntamente. Foram selecionados animais néo
portadores de Pax6-Cre, como destacado em verde.

Fonte: elaborada pelo autor.
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Ao final, foram selecionados o0s animais constituintes das matrizes
experimentais, sendo machos Zp3-Cre*"Rad51"" e fémeas Zp3-Cre”’"Rad51"" (Figura
11).

Rad51 - fl
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Figura 11: gel de agarose evidenciando o genétipo das matrizes do modelo experimental.

A segunda coluna corresponde a um controle heterozigoto (Rad51""). Os animais das matrizes
experimentais apresentavam o loxP em homozigose (Rad51""). O transgene Zp3-Cre foi amplificado
em conjunto com o controle interno, sendo que a banda do Zp3-Cre possui 262 pb, enquanto o controle
interno apresentava 324 pb. O Zp3-Cre foi selecionado apenas para 0s machos das matrizes (como
ilustrado na figura), pois a sua presenga nas fémeas matrizes era indesejavel.

Fonte: elaborada pelo autor.

A partir do acasalamento desses animais foram obtidas as fémeas utilizadas
nos experimentos e portadoras dos seguintes genétipos: WT (Rad51"") — Zp3-Cre”-
Rad51"" e KO (Rad517) — Zp3-Cre* "Rad51% (Figura 12).
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Zp3-Cre + ClI

324pb g I S
262pb

Figura 12: gel de genotipagem para Zp3-Cre de animais da progénie das matrizes experimentais.

Pelo gel observa-se que 3 animais herdaram o Zp3-Cre (“3”, “4” e “5”, apresentando a banda de baixo),
entdo as fémeas apresentam o genotipo nocaute nos odcitos (Rad517). Os 3 demais (“1”, “2” e “6”)
apresentam apenas a banda de cima, do controle interno, e possuem o genétipo selvagem nos odcitos.
Fonte: elaborada pelo autor.

As fémeas de gendtipo Zp3-Cre*"Rad51%"" foram consideradas KO uma vez
gue a presenca do transgene Zp3-Cre resulta em expresséao de Cre-recombinase no

odcito, seguido por delecdo da Rad51 (e.g., Rad517).

As fémeas KO apresentaram quadro de subfertilidade quando acasaladas com
machos selvagens (Rad51**). Os animais nascidos desses acasalamentos foram
genotipados, em conjunto com a progénie de fémeas do grupo selvagem (Rad51"),
para verificacdo da excisdo do alelo floxed da Rad51. Para isso, foi utilizado um primer
qgue flanqueia as sequéncias floxed. Como resultado, 100% da progénie das fémeas
selvagens apresentou gendtipo Rad51%*, sendo o alelo floxed oriundo do odcito e o
selvagem oriundo do espermatozoide. Em comparacao, a progénie das fémeas KO
apresentou genoétipo Rad51”*, sendo o alelo excisado oriundo do odcito e o alelo

selvagem natural do espermatozoide (Figura 13).

Para tentativa de identificar o momento do blogueio embrionario que caracteriza
as fémeas KO como subférteis, foram coletados botdes embrionarios de fémeas
Rad51"" e Rad517 no dia 8,5 pds-coito (n = 2 fémeas de cada grupo); enquanto que
nas fémeas Rad51"" foram observados 9 botdes embrionérios, todos contendo feto
em desenvolvimento, nas fémeas Rad51”- foram encontrados 4 fetos em reabsorcio,

indicando que ocorre bloqueio em momento anterior.
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Figura 13: gel de genotipagem com o primer excisado Rad51.
Foram analisados 5 animais da progénie de fémeas Rad51"" (“1 - 5”) e 5 animais da progénie de fémeas
Rad51" (“6 — 10”). Como mostrado, a progénie de fémeas KO apresentou a banda correspondente ao

alelo excisado (322 pb), enquanto que esta ndo estava presente na progénie de fémeas Rad51%,
Fonte: elaborada pelo autor.

A banda correspondente ao fragmento excisado da Rad51 foi sequenciada
(sequenciamento Sanger) para confirmacéo do gendtipo. O alinhamento da sequéncia
obtida (utilizando como referéncia do genoma do Mus musculus) confirmou a excisao

da regido flanqueada pelos sitios loxP (exon 4 - fragmento de 7,7 kb) (Figura 14).

[:] = exons (E)

’ = sequencias loxP (fl)

E2 E3 E4 ES

__{:::] am ’ [::] 'I [::] Alelo
) : : floxed (fl)

Cre-recombinase —»,

E2  E3 v ES
_D @ ’ @m Alelo
L )

excisado (-)

Figura 14: representacdo esquematica do alelo Rad51 floxed excisado pela Cre-recombinase.

O exon 4 (E4) do gene Rad51 foi flanqueado por sequéncias loxP (fl), regido reconhecida e
recombinada pela Cre-recombinase.

Fonte: adaptado de Frappart, PO.
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6.2. VALIDACAO DO MODELO ANIMAL

E esperado que fémeas Zp3-CRE*:Rad51"" ndo expressem RAD51 nos
o0citos; a expressado de Cre-recombinase exclusivamente nos oocitos de foliculos
primarios-secundarios deve resultar na excisdo do exon 4 (flanqueado por sequéncias
floxed) no gene Rad51. Para confirmacdo desse resultado, od4citos imaturos em
estagio de vesicula germinativa (GV) foram coletados de fémeas Rad51"" e Rad51"
com trés semanas de idade, apos estimulo com eCG. Foi utilizado gPCR para analise
da expressao de Rad51 em quintuplicada por grupo experimental, sendo cada
amostra composta por pool de 15 odcitos. Como esperado, a expressdo de Rad51
apresentou-se diminuida (em 17 vezes, P < 0,0001) nos odcitos Rad517 (0,0494 +
0,0079) em relagcdo aos Rad51"" (0,8399 + 0,0137). Por outro lado, a expressdo de
Rad51 ndo se mostrou alterada nas células do cumulus, o que indica que a delecéo
de Rad51 se restringiu ao odcito (Figura 15). Esse resultado foi em seguida

confirmado por western blot utilizando pool de 200 odcitos/amostra (Figura 16).
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Figura 15: validac&o da deficiéncia o6cito-especifica de RAD51.

(A): E observado a deplecéo da expressdo de Rad51 nos o6citos Rad517, apresentando média 0,0494
+ 0,0079; contra 0,8399 + 0,0137 em odcitos Rad51™. (B): A expressdo nas células do cumulus
permaneceu inalterada, com média de 0,0318 + 0,0047 nas células do cumulus de odcitos Rad51" e
0,03920 + 0,0059 nas células do cumulus de oécitos Rad51”, confirmando o modelo KO odcito-
especifico.

¥ P < 0,0001.

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 16: Western Blot de o6citos Rad51"" e Rad51™.

(A): Membrana de western blot mostrando a marcacédo para TUBA1A (52 kDa) e RAD51 (37 kDa):
primeira coluna = ladder; segunda coluna = 200 odcitos selvagens; terceira coluna = 200 odcitos
nocaute. (B): quantificagdo do nivel de proteina RAD51 nos o6citos Rad51"" e Rad517, normalizado
pela intensidade da banda da marcagéo endégena.

Fonte: elaborada pelo autor.

6.3. ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

Com o intuito de avaliar possiveis alteracbes na expressdo de genes
relacionados a via de reparo de DSBs por HR, os seguintes alvos tiveram sua
expressdo determinada por gPCR utilizando pools de 15 odcitos em quintuplicata:
Rad51c, Xrcc3, Rad52, Atm, Brcal e Brca2. Como resultado, ndo foi observada
diferenca entre odcitos Rad51"1 e Rad51”- quanto a expressao dos genes analisados
(Figura 17: B - H). Somente os transcritos codificados pelo gene Brcal apresentaram-

se diminuidos em ~1,2 vezes (P = 0,01) nos o6citos Rad517 (Figura 17 - A).

Também avaliamos nos od0citos a expressdo de fatores de crescimento e
comunicacdo com as células da granulosa, 0s quais sdo essenciais para o

desenvolvimento do gameta e regulacdo da foliculogénese: Cdhl, Gdf9, Bmpl5 e
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Fgf8b. No entanto, ndo encontramos nenhuma alteracdo na expressao desses genes
(Figura 17: I - L). Por fim, avaliamos nas células do cumulus a expressao de genes-
chave para a foliculogénese (Kitl, Fshr Inhba e Inhbb), porém esses também nao se

mostraram alterados entre os grupos (Figura 18).
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Figura 17: expresséao relativa dos genes analisados nos o6citos Rad51"" e Rad51+".

(A): A expressdo de Brcal mostrou-se reduzida em odcitos Rad51” (média 0,82 + 0,03) em 1,25 vezes
(P = 0,01) em ralagéo aos odcitos Rad51"" (0,655 +,039). (B): Transcritos do gene Brca2: média dos
odcitos Rad51% = 1,4 + 0,1; média dos odcitos Rad51” = 1,5 + 0,1; P = 0,84. (C): Transcritos do gene
Atm: Rad51" = 0,045 + 0,008; Rad51” = 0,030 + 0,008; P = 0,27. (D): Transcritos do gene Rad52:
Rad51""= 0,250 + 0,007; Rad517 = 0,270 + 0,029; P = 0,56. (E): Transcritos do gene Rad51C: Rad51"
=0,54 +0,01; Rad51"=0,49 + 0,02; P = 0,15. (F): Transcritos do gene Xrcc3: Rad51"" = 0,336 + 0,029;
Rad51” = 0,368 + 0,032; P = 0,5. (G): Transcritos do gene p53: Rad51"" = 0,32 + 0,02; Rad51" = 0,31
+0,03; P = 0,84. (H): Transcritos do gene Dmc1: Rad51"" = 0,028 + 0,003; Rad51" = 0,025 + 0,006; P
= 0,63. (I): Transcritos do gene Cdhl: Rad51" = 2,13 + 0,07; Rad51" = 2,17 + 0,12; P = 0,76. (J):
Transcritos do gene Gdf9: Rad51"" = 19,6 + 1,3; Rad51” = 22,4 + 2,6; P = 0,36. (K): Transcritos do
gene Bmp15: Rad51"" = 18,0 + 0,6; Rad51” = 18,0 + 1,2; P = 0,98. (L): Transcritos do gene Fgf8h:
Rad51"" = 2,68 + 0,08; Rad517 = 2,88 + 0,15; P = 0,28.

*P <0,05.

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 18: expressao relativa dos genes analisados nas células do cumulus provenientes de
o6citos Rad51"" e Rad517.

(A): Kitl: Rad51" = 0,14 + 0,06; Rad51” = 0,09 + 0,02; P = 0,45. (B): Fshr: Rad51"" = 0,42 + 0,08;
Rad517 = 0,45 + 0,07; P = 0,69. (C): Inhba: Rad51"" = 8,2 + 3,2; Rad51”" = 6,5 + 1,0; P = 0,62. (D):
Inhbb: Rad51"" = 4,0 + 0,9; Rad51" = 3,9 + 0,7; P = 0,55.

Fonte: elaborada pelo autor.

6.4. MICROSCOPIA CONFOCAL —NUCLEOLO

Dados da literatura (DEBEY et al., 1993) apontam que odcitos com cromatina
do tipo Surrounded Nucleolus (SN) apresentam maior competéncia de

desenvolvimento do que os classificados como Non-Surrounded Nucleolus (NSN).
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Assim, determinamos a conformacdo da cromatina dos odcitos em estagio de GV
(Figura 19) na tentativa de caracterizar um possivel efeito da deficiéncia de RAD51.
No entanto, oécitos Rad51"" e Rad517 de fémeas com 3 semanas néo diferiram

guanto a configuragéo da cromatina (P = 0,24), com porcentagem de SN igual a 58,3%

e 42,4%, respectivamente.

Rad51/ Rad51"

SN NBI\

Figura 19: o6citos analisados em microscopia confocal para conformacdo da cromatina.

Verde: mitocéndrias, vermelho: RAD51 e azul: cromatina. (A): odcito representando o grupo WT. (B):
odcito representando o grupo Rad51”. (C): representacdo de cromatina classificada como SN. (D):
representacao de cromatina classificada como NSN.

Fonte: elaborada pelo autor.
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6.5. OVULACAO - EXTRUSAO DO PB1 E ORGANIZACAO DA PLACA
METAFASICA

A seguir, fémeas Rad51’ foram avaliadas quanto a taxa de ovulacédo e
organizacdo da placa metafasica. Anteriormente, ja haviamos verificado que a taxa
de ovulacdo de odcitos com primeiro corpusculo polar (PB1) nao difere entre fémeas
Rad51%"" e Rad51” com trés semanas de idade (consideradas pré-puberes). Visto que
0s acasalamentos para analise da fertilidade foram realizados com fémeas de oito ou
mais semanas (puberes), a taxa de ovulacdo foi determinada utilizando dessa vez
fémeas com 8 semanas de idade. Mais uma vez, nao foi observado efeito da
deficiéncia de RAD51 sobre a taxa de ovulacéo (P = 0,82): animais Rad51"" e Rad51-
I ovularam, respectivamente, 24,8 + 3,81 e 25,1 + 3,18 odcitos com PB1 por fémea
(Figura 20).
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Figura 20: numero de o6citos ovulados.
Odcitos ovulados com PB1 por fémea Rad51"" e Rad51™".
Fonte: elaborada pelo autor.

Uma vez que um possivel defeito na disjuncdo cromossdémica poderia explicar
o impacto sobre a fertilidade, os odécitos ovulados com PB1 também foram avaliados
quanto a organizagao da placa metafasica. Para isso, os mesmos foram processados
para imunofluorescéncia utilizando anticorpo reativo a TUBAL1A (tubulina) e marcacao
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da cromatina utilizando Hoechst 33342. Foram analisados em microscopio confocal
64 odcitos de cada gendtipo (Rad51"" e Rad517), provenientes de 4 animais de cada
grupo. Desses, 30 (47%) odcitos Rad51"" e 26 (41%) Rad517 apresentaram
organizacdo normal do fuso meiético (Figura 21; P = 0,48); a maioria dos demais
odcitos ndo apresentou o fuso meiotico no plano focal analisado, impossibilitando uma
andlise fidedigna. Este resultado sugere que a subfertilidade de fémeas Rad51” néo

€ explicada por erros na disjuncao cromossémica durante a meiose.

A B

Rad511M Rad51"

Figura 21: oécitos analisados em microscopia confocal para conformacdo do fuso meiético.
Verde: TUBULINA, vermelho: RAD51 e azul: cromossomos metafasicos. (A): odcito representando o
grupo Rad51", (B): odcito representando o grupo Rad51”. (C): Representacéo da placa metafasica
classificada como normal. (D): Representacdo da placa metafasica classificada como amorfica.
Fonte: elaborada pelo autor.
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6.6. ANALISE DO NUMERO DE COPIAS DE MTDNA

Na literatura, a RAD51 é fortemente associada a replicacdo e manutenc¢ao do
namero de copias de mtDNA (SAGE; KNIGHT, 2013). A RAD51 também € associada
a manutencdo da funcédo mitocondrial durante maturacéo in vitro de o6citos murinos
(KIM et al.,, 2016). A fim de investigar o impacto da delecdo de Rad51 sobre a
estabilidade do mtDNA, odcitos ovulados em estagio de metafase Il (identificados com
base na presenca do primeiro corpusculo polar — PB1) foram coletados de fémeas WT
e Rad517 apo6s estimulo com eCG e hCG. A andlise individual desses odcitos
utilizando gPCR indicou nivel semelhante (P = 0,15) de cépias de mtDNA entre os
odcitos dos dois grupos: Rad51"" — 306756 + 15914 e Rad51’ — 334706 + 11589
(Figura 22).
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Figura 22: nUmero de copias de mtDNA — o6citos ovulados.
NUmero de copias mensuradas em o6citos ovulados dos grupos Rad51" e Rad517 com o primer
MT14/15 (amplificagéo de parte dos genes mt-Tqg, mt-Tm e mt-Nd2). N=22 odcitos Rad51"" e 30 odcitos

Rad51". P =0,15.
Fonte: elaborada pelo autor.

Em acordo com o resultado acima, odécitos imaturos em estagio de GV também
apresentaram nivel similar (P = 0,69) de mtDNA entre os grupos Rad51"" e Rad51"
(Figura 23). Esse resultado também foi confirmado (P = 0,19) por uso de um conjunto
alternativo de primers com anelamento em outra posicdo na molécula de mtDNA
(Figura 23 - B).
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Figura 23: numero de copias de mtDNA — o6citos imaturos.
Ndmero de cépias mensuradas em odcitos imaturos dos grupos Rad51"" e Rad51".

(A): Primer MT14/15: N = 62 odcitos Rad51" (média 366223 + 11363 cdpias) e 71 odcitos Rad51™"
(371931 + 9450 copias), P = 0,69.

(B): Primer ND1 (sobre o gene mt-Nd1): N = 22 oécitos Rad51" (359144 + 13573) e 20 odcitos Rad51
- (387219 + 16338 copias), P = 0,19.
Fonte: elaborada pelo autor.

Também foi analisado o nimero de copias de mtDNA no figado de animais da
progénie de fémeas WT e KO, resultante do acasalamento com machos selvagens.
Como resultado, animais nascidos de o6citos Rad517- ndo apresentaram diferenca no
namero de copias de mtDNA no figado (2182 + 268), em relacao aos animais nascidos
do grupo selvagem (2270 = 252), P = 0,82. (Figura 24).
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Figura 24: nUmero de copias de mtDNA em figado.

Numero de cépias de mtDNA mensuradas em figado de animais da progénie de fémeas WT e KO,
coletados na terceira semana de idade.

Fonte: elaborada pelo autor.

7. DISCUSSOES

Em 1996, foram produzidos os primeiros embrides murinos Rad51” por meio
do acasalamento de machos e fémeas com gendtipo Rad51*- (TSUZUKI et al., 1996
& LIM; HASTY, 1996). Como resultado, verificou-se a letalidade da deficiéncia de
RAD51 sobre a embriogénese. Enquanto Tsuzuki et al. encontraram que o
desenvolvimento de embrides Rad517 bloqueia durante os primeiros estadios da pré-
implantagdo, Lim et al. reportaram que o bloqueio ocorre no inicio da pos-implantagéo.
De acordo com os autores, esse efeito letal € explicado pelo impacto da deficiéncia
de RADS51 sobre a proliferacéo celular, instabilidade cromossomica e apoptose. Em
comparacao, o presente trabalho revelou que a RAD51 ndo é essencial para o

desenvolvimento do odcito.

Em um estudo paralelo do nosso grupo, foi constatado que fémeas portadoras
de odcitos Rad517 sédo subférteis. O acasalamento de fémeas Rad51’ com machos
selvagens resultou no nascimento de ~2,8 filhotes/ninhada, comparado com ~8,8

filhotes/ninhada no grupo controle. Uma vez que esse resultado inesperado poderia
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ser explicado por um problema com o modelo animal utilizado, nés determinamos por
gPCR os niveis de Rad51 no odcito. Embora niveis residuais de transcritos ainda
estivessem presentes em o0citos crescidos (em estagio de GV), encontramos que a
Rad51 estava diminuida em ~17 vezes em comparagdo com o0citos selvagens.
Ademais, a analise por western blot e imunofluorescéncia confirmou esse resultado
uma vez que ndo foram encontrados resquicios da proteina RAD51 nos odcitos. Por
outro lado, consideramos a hipotese de que a presenca de odcitos residuais em Rad51
poderia explicar o desenvolvimento a termo nas fémeas Rad517. No entanto,
enquanto os niveis de transcrito Rad51 variaram nos odcitos selvagens de ~0,79 a
~0,89 (expressos em relacdo a média geométrica de Rps18 e Rpll9), os niveis de
Rad51 variaram nos odcitos nocautes de ~0,02 a ~0,07 (~44 a 11 vezes menos do
que nos odcitos selvagens). Por fim, a genotipagem e sequenciamento da progénie
oriunda de fémeas Rad51 indicou a presenca do alelo excisado em 100% dos filhotes
amostrados. Portanto, esses resultados confirmam que a deficiéncia de RAD51 no

o0cito € compativel com o desenvolvimento a termo.

Em busca de provaveis alteragbes no desenvolvimento do odcito que
pudessem explicar a subfertiidade de fémeas Rad517, nds avaliamos odcitos
crescidos quanto a organizacdo da cromatina. A competéncia oocitaria para
maturacdo e posterior desenvolvimento embrionario tem sido relacionada a
configuracdo da cromatina do odcito crescido, onde aqueles que atingem o estagio
SN apresentam maior capacidade para progressdo da meiose (DEBEY et al.,
1993)(BOUNIOL-BALY et al.,, 1999). Para avaliar a organizagdo da cromatina de
odcitos crescidos (em estagio de GV) coletados de foliculos antrais apés estimulo de
eCG, foram analisados os halos da cromatina por coloragdo com Hoechst e
visualizagdo em microscopio confocal. No entanto, odcitos Rad51"" e Rad51"
apresentaram proporcdes semelhantes de configuracées SN e NSN, néo indicando

efeito do nocaute sobre o crescimento oocitario.

Proteinas da via de reparo de DSBs como RAD51, RAD51C, XRCC3 e MRE11
vém sendo descritas como presentes na mitocondria (SAGE; GILDEMEISTER,;
KNIGHT, 2010)(DMITRIEVA; MALIDE; BURG, 2011). Em (SAGE, 2013), por exemplo
foi relatado que a RAD51 é importada para a mitocondria sob estresse replicativo e
oxidativo, e que a sua presenca na organela contribui com a sintese de mtDNA. Além
da RAD51; MRE11, RAD51C e XRCC3 também foram associadas a replicacdo do
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MtDNA e manutencdo da sua integridade sob condicdo de estresse replicativo
(MISHRA; SAXENA; KAUSHAL, 2018). Uma vez que a subfertiidade de fémeas
Rad517 poderia ser explicada por um impacto sobre a estabilidade do mtDNA, os
niveis deste foram analisados nos oécitos Rad51"" e Rad517. Em nosso modelo, o
nocaute ocorre no inicio da foliculogénese, periodo no qual observa-se intensa
replicacdo de mtDNA no odcito. Assim, era esperado que a deficiéncia de RAD51
resultasse em o6citos com menos copias de mtDNA. No entanto, tanto odcitos Rad51"
I crescidos como ovulados néo apresentaram diferenca no contelido de mtDNA em
relacdo a odcitos selvagens. Mesmo a andlise no tecido hepético da progénie néao
indicou diferenca entre os grupos Rad51” e Rad51"1. Esse resultado estda em
consonancia com outros resultados do nosso grupo que mostram gue odcitos Rad51
I- apresentam fungdo mitocondrial normal. Em comparacéo, a deplecédo de Rad51 por
RNAIi durante a maturacao in vitro resultou em evidente disfungédo mitocondrial (KIM
etal., 2016). E possivel, no entanto, que essas diferencas sejam explicadas pelo efeito
mais agudo do RNAi em comparacdo com o0 nosso modelo de nocaute condicional.
Por exemplo, um possivel aumento na expressdo de Mrell, Rad51c e Xrcc3 poderia
ter compensado o efeito da delecdo de Rad51 sobre a mitocondria.

Uma vez que o desenvolvimento normal de odcitos Rad51” poderia ser
explicado por alteracdo na expresséo de genes codificantes para a maquinaria de HR,
0S niveis transcricionais de varios destes foram investigados no oocito. Como
resultado, encontramos que, exceto pela Brcal, todos os demais genes avaliados nao
diferiram entre odcitos Rad51” e Rad51"", Também nao encontramos diferenca na
expressdo de genes envolvidos com a competéncia oocitéria (e.g., Gdf9, Bmp15,
Fgf8b e Cdhl) e com a diferenciacdo das células da granulosa (e.g., Inhba, Inhbb,
Fshr e Kitl). Esses resultados corroboram, portanto, nosso achado de que a RAD51
nao é essencial para o desenvolvimento do odécito. Por outro lado, € possivel que a
diminuicdo de Brcal tenha contribuido com a subfertilidade de fémeas Rad51”. A
BRCA1 é necessaria para o recrutamento de RAD51 no local da DSB através de
interacdo com BRCA2 (SCULLY et al., 1997 & ROY; CHUN; POWELL, 2012). Em
Titus et al. 2013, foi demonstrado que DSBs acumulam em oécitos murinos e humanos
com o envelhecimento, e que a expressao de genes da via de reparo de DSBs (e.g.,
Atm, Mrell, Rad51 e Brcal) é reduzida em odcitos envelhecidos. Além disso, a

inibicdo da expressdo desses genes por RNAi em o00citos murinos resultou em
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impacto sobre a viabilidade oocitaria, o que também é visto em mulheres com mutacao
em BRCAL.

Uma vez que ndo encontramos evidéncia de efeito do nocaute de Rad51 sobre
o desenvolvimento do o0cito, nés em seguida investigamos a organizacao do fuso
meidtico de odcitos Rad517. Animais deficientes em RAD51C, paraloga da RAD51,
apresentam falha na ovulagéo, a qual é revertida por uso de gonadotrofinas. Porém,
mesmo com o resgate da ovulagéo, a deficiéncia de RAD51C resulta em alinhamento
anormal dos cromossomos no fuso meidtico e separacdo precoce das cromatides
irmas, culminando em aneuploidias e bloqueio embrionario (KUZNETSOV et al.,
2007). Em comparagédo, o numero de oocitos com PB1 néo foi afetado pela deficiéncia
de RAD51. Ademais, esses od6citos ndo apresentaram diferenca em relacdo ao
controle selvagem quanto a organizacdo do fuso meiético. A correta morfologia do
fuso reflete a capacidade do odcito em completar a meiose e segregar corretamente
seus cromossomos (TILIA et al., 2020). Erros na disjuncdo cromossdmica se tornam
mais comuns com o envelhecimento em o6citos de mulheres e fémeas murinas, o que
parece estar associado a deficiéncia na expressao de genes da maquinaria de HR
como a Rad51 (TITUS et al., 2013 & SELESNIEMI et al., 2011).

Considerando a auséncia de efeito sobre o crescimento do odcito, a ovulagao
e a organizacdo do fuso meiotico, concluimos que a RAD51 € dispensavel para o
desenvolvimento do odcito durante o periodo de foliculo primario até a ovulagédo. Essa
conclusado esta em acordo com outros trabalhos que revelaram a grande tolerancia do
00cito a erros meioticos. Isso é explicado pela baixa capacidade do od6cito em ativar
vias de checkpoints, permitindo que o gameta progrida na meiose mesmo na presenca
de DSBs (NIE et al., 2017). Ma et al. (MA et al., 2019), por exemplo, demonstraram
que a inibicdo de RAD51 melhora a taxa de extrusdo de PB1 apos a inducéo de DSBs.
Isso é justificado pela acdo da RAD51 em promover o reparo por homologia. Como
resultado da acdo de RAD51, ha formacao de juncdes Holliday, as quais, se nao
resolvidas, prejudicam a disjuncdo cromossémica durante a progressdo da meiose.
Por outro lado, DSBs nédo reparadas no odcito tém o potencial de afetar o embrido
inicial. De fato, resultados preliminares nossos indicam que essa subfertilidade de
fémeas Rad517 é determinada por bloqueio no desenvolvimento antes da pds-
implantacdo; fémeas Rad517 apresentaram 04 fetos em reabsorcéo no dia 8,5 pos-

coito, comparado com 09 fetos com desenvolvimento normal em fémeas selvagens.
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Considerando a essencialidade da RAD51 para a embriogénese inicial, € possivel que
a subfertiidade de fémeas Rad51” seja explicada pela variagdo entre embrides
guanto ao momento da ativagcdo do genoma embrionario. Mais especificamente, a
transcricdo precoce do alelo paterno de Rad51 em somente uma minoria dos
embrides poderia explicar o desenvolvimento a termo desses, mas ndo dos demais

em que a transcricdo de Rad51 provavelmente ocorreria mais tardiamente.

Nas proximas etapas deste trabalho investigaremos se um possivel bloqueio
durante o desenvolvimento pré-implantacional € compativel com a subfertilidade de
fémeas Rad51”. Caso isso se confirme, iremos também determinar os niveis
transcricionais de Rad51 nos embrides antes do blogueio desenvolvimental. Odcitos
imaturos também serdo tratados com etoposide para inducdo de DSBs. Nosso
objetivo com este ultimo experimento € investigar associar a incidéncia de DSBs (por
marcacdo de yH2AX) com a presenca de RAD51 no nicleo de odcitos Rad51" e
Rad517. Ja a importacdo de RAD51 para a mitocondria, e um possivel impacto sobre
0 numero de coépias de mtDNA, serd estimulado por inducdo de estresse oxidativo
utilizando glicose oxidase. Havendo evidéncia de enriquecimento mitocondrial de
RADS51 apés o tratamento, os oocitos tratados terdo o mtDNA sequenciado como
descrito por (CHINNERY et al., 2018). Por fim, o transcriptoma de o6citos Rad517 e
Rad517 sera determinado apds a ovulacdo utilizando sequenciamento em larga
escala de mRNA (RNAseq).

8. CONCLUSOES

A RAD51 néo é essencial para o desenvolvimento do o6cito em murinos, € nao
apresentou efeito sobre a replicagdo do mtDNA do odcito na foliculogénese, em
contraposi¢cdo a trabalhos que associaram a RAD51 a replicagdo de mtDNA em
tecidos somaticos. Assim, o fenotipo de subfertilidade ndo pode ser explicado pelo
papel da RAD51 na replicacdo do mtDNA no odcito, nem tanto na resolucdo da

meiose.
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