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1. INTRODUCAO

A da reproducédo equina alavancou pesquisas com intuito de obter novos
marcadores, testes de diagndstico e novas biotécnicas, devido a uma importancia do
animal como individuo e valorizacdo do mérito genético. A infertilidade,
principalmente em éguas, representa um enorme desafio, tanto pela quantidade de
disfuncbes relatadas (SNIDER, 2015) quanto pela complexidade genémica que
possa estar envolvida. Algumas desordens reprodutivas de relevancia em éguas sao
abortos, endometrites, disfuncbes ovarianas como foliculos anovulatérios e cistos
ovarianos e/ou endometriais, que possuem causas diversas e, em alguns casos,
desconhecidas.

Os micro-RNAs (miRNAs) sdo RNAs enddgenos de fita simples contendo em
torno de 25 nucleotideos que possuem funcdo regulatéria pdés-transcricional,
afetando principalmente a traducdo proteica (AMBROS, 2004). Aléem do papel
regulatério em condi¢des fisiologicas, essas moléculas tém perfil de expresséo
diferencial em diversas desordens. Em mulheres, camundongos e bovinos existe
conhecimento ja adquirido relacionando o papel dos miRNAs a reproducédo e
viabilidade folicular (LI et al., 2015). Casos de infertilidade referentes a doencas,
como sindrome do ovario policistico (SOP) (ROTH et al.,, 2014), endometriose
(BURNEY et al., 2009) e faléncia ovariana prematura (FOP) (GUO; SUN; LAI, 2017),
e falhas recorrentes da fertilizag&o in vitro (KARAKAYA et al., 2015), j& possuem
relatos da influéncia dos miRNAs

Os estudos experimentais com miRNAs em éguas fornecem dados apenas
sobre foliculos anovulatérios (DONADEU; SCHAUER, 2013), sendo os demais
relacionados a fisiologia da ovulacdo, maturacao e viabilidade folicular (SCHAUER
et al., 2013). Assim, visto que € possivel transpor dados ja disponiveis de outras
espécies, o presente trabalho tem como objetivo identificar novos mMiIRNAs
relacionados a infertilidade em éguas, a fim de ampliar a relacdo entre a genémica
das desordens que afetam as fémeas e sua relacdo com a capacidade reprodutiva.

2. METODOLOGIA

Para a busca dos miRNAs, foi realizada uma pesquisa no banco de dados
Pubmed NCBI (National Center for Biotechnology Information), relacionando aos
dados obtidos experimentalmente em humanos, camundongos, equinos, bovinos e
ovinos. A selecdo dos miRNAs foi baseada no seu envolvimento na viabilidade
folicular e reprodutiva, visando as patologias como: cistos ovarianos e endometriais
e foliculos anovulatérios. Para isso, foram utilizadas diferentes combinagfes das
palavras-chave: “ncRNA”, ‘“anovulatory”, “infertility”, “fertility”, “cyst”, “follicule”,
“equine”, “bovine”, “human” “women”, “ovine”, “murine”, “reproduction”, “disorder”.

Os ncRNAs que tem relagcdo com os problemas de fertilidade foram elencados
por sua funcdo, gene-alvo relatado e espécie. O gene-alvo e sua fungdo foram
buscados no banco de dados GeneCards (SAFRAN et al., 2010). Tais dados

servirdo para verificar a compatibilidade de ncRNAs de outras espécies com 0s
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equinos, trazendo a possibilidade de catalogar quais podem ter relacdo com a
fertiidade e suas desordens, porém, muitas vezes sua fungdo ainda permanece

desconhecida.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das andlises bioinformaticas do genoma equino e da revisdo de
literatura na base de dados Pubmed NCBI, foram elencados os miRNAs que
apresentaram maior potencial relacionado a fertilidade em éguas. Os miRNAs, seu
gene-alvo e as espécies identificadas encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Selecdo dos miRNAs de importancia biolégica na reproducao de
fémeas em diferentes espécies.

mMiRNA Gene-alvo Espécie Referéncia
Homo sapiens
ili Ovis aries
Fﬁg:";a MYC Bos Taurus Ll et al., 2015
Sus scrofa
Homo sapiens
mir-145 ACVR1, CCDN2 Ovis aries SCHAUER, 2013; MCBRIDE et al.,
Bos taurus 2012; HAILEMARIAM et al., 2014
Homo sapiens
mir-125  AKTL LC”E)’}%DCZSA' Ovis aries SIROTKIN et al., 2009; MCBRIDE et
Bos taurus al., 2012; HAILEMARIAM et al., 2014
PTEN, RASAL BTG2, Homo sapiens KARAKAYA et al., 2015; DONADEU:
FSHR, FMR1, FOXL2, Equus caballus - ]
mir-21 FOXO3A, GDF9 Mus musculus SCHAUER, 2013; L1 et al,, 2015;
’ ’ . . MCBRIDE et al., 2012; HAILEMARIAM
NOBOX, OCT4, Ovis aries etal. 2014
STAT3 Bos taurus "
AMH, INHBA, Homo sapiens
CYP17A1, CYP19A1, Equus caballus HIRAKAWA et al., 2016; SCHAUER et
mi-503  ZPS, GDF9, BMP15, Mus musculus al.,, 2013; Ll et al., 2015; MCBRIDE et
CYCLIN D1, BCL-2, Ovis aries al., 2012; HAILEMARIAM et al., 2014
RAS, VEGF-A. Bos Taurus
mir-23 STAR, CYP19A1, Homo sapiens YANG et al., 2012; DONADEU;
XIAP, CASP3 Equus caballus SCHAUER, 2013

As desordens reprodutivas em éguas se dao por uma diversidade de fatores,
sendo os aqui analisados: endometrite, desbalanceamento hormonal, cistos
ovarianos ou endometriais e foliculos anovulatorios. Visto a escassez de estudos em
éguas (DONADEU; SCHAUER, 2013), ao comparar os miRNAs que atuam em
disfuncbes reprodutivas de outras espécies, principalmente humanos e bovinos, é
possivel expandir a possibilidade de se encontrar biomarcadores.

3.1. let-7
A familia de miRNAs let-7 foi uma das primeiras a serem descritas, e tem sua
importancia na reproducdo por ser mais abundante no ovario de diversas espécies,
embora em equinos ainda ndo tenham sido identificado experimentalmente (LI et al.,
2015). Sua importancia se da pela manutengéo das atividades ovarianas e foliculares
e por ter diversos genes-alvo, sendo um deles o gene MYC, responsavel pelo controle
do ciclo celular.
3.2. mir-145
Este miRNA, mostrou-se diferencialmente expresso em casos de endometrite
bovina (HAILEMARIAM et al., 2014), atuando na reducdo da liberacdo de
progesterona nas células da granulosa em humanos (SIROTKIN et al., 2009), e foi
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descrito em niveis elevados em foliculos equinos subordinados e/ou anovulatérios
(DONADEU; SCHAUER, 2013). Como genes-alvo, ACVR1 e CCDN2, 0 mir-145 tem
papel crucial na transicdo G1/S do ciclo mitético, especialmente em células da
granulosa. O mir-145 foi selecionado por sua participacdo no ciclo celular, visto sua
importancia crucial no desenvolvimento folicular.

3.3. mir-125

O mir-125 apresentou expressdao aumentada em casos de FOP (YANG et al.,
2012), assim como em casos de SOP (ROTH et al., 2014). Em células da granulosa,
relaciona-se ao estimulo a liberac&o de progesterona (SIROTKIN et al., 2009). Seus
genes-alvo estdo intimamente relacionados ao controle do ciclo celular (CDC25 e
CDKS®), inativacdo dos componentes apoptoticos (AKT1) e sinalizacao celular (LIF).
Este miRNA destacou-se pela relevancia nas atividades celulares mitéticas e
apoptoticas, que uma vez prejudicadas trazem grande prejuizo ao desenvolvimento
folicular.

3.4. mir-21

Este miRNA teve expressédo diferencial detectada em casos de endometrite
bovina (HAILEMARIAM et al., 2014), em mulheres com falhas recorrentes
nafertilizacdo in vitro (KARAKAYA et al., 2015) e apresentou-se elevado em foliculos
equinos anovulatérios (DONADEU; SCHAUER, 2013). Seus genes-alvo estao
majoritariamente envolvidos na progressao do ciclo celular (GDF9, PTEN, BTG2,
FOXO03, STAT3, OCT4, RASAl) e desempenham importante papel no
desenvolvimento oocitario (GDF9, FHSR, FMR1, FOXL2 e NOBOX). O gene GDF9
possui maior influéncia sobre o desenvolvimento do foliculo primordial, proliferacéo
das células da granulosa e transicdo da fase GO/G1l para S e G2/M, também
relacionado a SOP.

3.5. mir-503

O mir-503 mostrou expressao diferencial em casos de endometrite bovina
(HAILEMARIAM et al., 2014), e suprimiu a proliferacdo das células em casos de
endometriose (HIRAKAWA et al., 2016). Os genes-alvo deste miRNA estao
relacionados a apoptose (BCL-2), controle do ciclo celular (CD1), tumorigénese,
(RAS), proliferacdo vascular endotelial (VEGF-4), esteroidogénese (CYP19A1,
CYP17Al1, AMH, ZPS, INHBA) e desenvolvimento folicular (BMP15, ZPS, AMH).
Sua acédo na reproducdo é de grande importancia, influenciando o oécito e foliculo
em diversos etapas.

3.6. mir-23

Este miRNA induziu a apoptose das células de granulosa quando
superexpresso em casos de FOP (YANG et al.,, 2012), assim como em foliculos
anovulatorios equinos, influenciando a qualidade, competéncia oocitaria e sintese de
esterdides (DONADEU; SCHAUER, 2013). Estas condi¢cdes sdo comprovadas pelos
genes afetados por esta molécula: CASP3 e XIAP relacionados a apoptose, e STAR
e CYP19A1, a esterodoigénese, mostrando a importancia de seu papel biolégico e
potencial utilizagdo em estudos futuros.

Os miRNAs elencados demonstram potencial de biomarcadores para
disfungcbes equinas uma vez que séo relatados com frequéncia em desordens
reprodutivas em outras espeécies. Este estudo pode ser comprovado através de
perfis transcriptbmicos de miRNAs em éguas inférteis, como ja € descrito para
humanos (BURNEY et al., 2009) e bovinos (HAILEMARIAM et al., 2014). Outra
possibilidade para a identificacdo de miRNAs é através de amostras bioldgicas, em
um estudo caso-controle,ou de cultivo in vitro analisando a expressdo de miRNAs
em diferentes condigdes.
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4. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos pelas analises bioinformaticas e nos bancos de
dados, é possivel delinear seis miRNAs de importancia biolégica para a reproducéo
de éguas, sendo estes: let-7, mir-145, -125, -21, -503 e -23. A partir disso, é
enfatizada a relagdo entre a gendmica e a infertilidade em éguas, ja que muitos
MiRNAs descritos tem relacdo com enfermidades em outras espécies. Servindo de
base para estudos futuros, sera possivel detectar novas causas gendmicas
associadas as falhas reprodutivas e obter potenciais biomarcadores da reproducéo
em fémeas.
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