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induced changes in the expression of
circulatory miRNA in bovine follicular fluid
and blood plasma
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Abstract

Background: Despite its role in increasing the number of offspring during the lifetime of an individual animal,
controlled ovarian hyperstimulation (COH) may have detrimental effects on ococyte development, embryo quality
and endometrial receptivity. Circulating miRNAs in bio-fluids have been shown to be associated with various
pathological conditions including cancers. Here we aimed to investigate the effect of COH on the level of
extracellular miRMNAs in bovine follicular fluid and blood plasma and elucidate their mode of circulation and
potential molecular mechanisms to be affected in the reproductive tract.
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Desenvolvimento oocitario
* Qualidade embrionaria
Receptividade endometrial
* Taxa de concepcao
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Mlcro RNAS
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Mlcr \RNAS 4
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+ RNAs nao-codificantes (~22nt)
+ Genes regulatorios mais abundantes h (30 %)
+ Encontrados em todos os tecidos (mamiferos)

+ Regular a expressao de genes a nivel pos-transcricional
+ Degradacao ou repressao da traducao de RNAmM

+ Implicados na maioria das principais funcoes celulares:

+ Proliferacao;
+ Diferenciacao;
+ Apoptose.

+ Associados com varias doencas



Mlcro RNAS

+ RNAs nao-codificantes (~22nt)
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+ Genes regulatorios mais abundantes h (30 %)

+ Encontrados em todos os tecidos (mamiferos)

* Mecanismo chave no processo de

regulacao génica
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+ Proliferacao;
+ Diferenciacao;
+ Apoptose.

+ Associados com varias doencas
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Dinémica folicular
Processo complexo
MiRNAS
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Hipotese A
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A hiperestimulacao ovariana controlada
muda a  populacao de = miRNAs
extracelulares no fluido folicular e plasma
sanguineo de novilhas ciclicas, o que pode
estar envolvido em varios processos
fisiologicos.
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Metodologla

Comité de ética, Alemanha
Novilhas: Simental (n=10)
Idade: 15 — 17 meses

Peso: 380 -450 Kg
Mesmas condicoes
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H1perest1mula<;ao ovariana
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Metodologm
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* Avaliacao por Imunofluorescéncia
* n=10

>24ng/ml

¢ <23ng/ml
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Avaliacao de P4 v
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Deteccao demlRNAs

Extracao de RNA (Qiagen®) | _ it
v" Fluido folicular o cDNA
v" Plasma v
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* Placas PCR 348 pocos Io_: e

e 748 iniciadores (h) ©

* 6 genes controle v

* Pipetagem robdtica &

e 40 ciclos <! GenEx

e Ct<35em 75% das amostras @
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Deteccao de miRNAs v
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Avaliados: 748 miRNAs h

Analise comparativa “miRBase” F. Folicular Plasma

241 iguais

126 tamanho (1-5nt)

58 inadequacoes

323 Nao pareados N



Detecc;ao de mlRNAs - @

F. Folicular Plasma
204 402
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Expressao de miRNAs
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Controle (n=4) vs Hiperestimuladas (n=4)

gRT-PCR

F. folicular Plasma
Total miRNAs id. 504 402
Excluidos 244%*
+ Expressos 30 13
= Expressos 27 3
*Ct>35
P<0.05
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Grupos d de MiRNAS v
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Hipotese: Hiperestimulacao
» mMiRNAs individuais
» Grupos de miRNAs

Grupo: 10Kb no mesmo CH.
6 grupos

F. folicular:

v’ 18% grupo

v' 82% individuais
Plasma:

» 15% grupo

» 85% individuais
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Predicao do alvo e rota Y
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Limitacao No. De miRNAs

» TargetScan

> miRDB

» NCBI DAVID Bioinformatic Resource (3000 genes)
» 22 rotas FF e 20 no plasma

F. folicular Plasma
+ Exp. = Exp. + Exp. - Exp.
8311 8050 6267 4982

3000 2700 1300 300




Expressao temporal no plasmas,£
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Hipotese:
Mudanca na expressao de miRNAs circulatorios em novilhas
hiperestimuladas

> 0,3 e7dias (ovulagdo) miR-127-3p
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Deteccao dey miRNAs candidatos %
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Rota miRNASs valor P
g@gais eXpressos (h@
Meiose Qocitaria miR-212, ~-132, -940, 495, ~-595,- 0.003369
107
Rota de Sinalizacao do GnRH  miR-940, -495 0.007085

[miRNAs — envolvidos na regulacao hormonal e vice-~versa. }

28



Deteccao de miRNAs candidatos
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Genes — Meiose Qocitaria l
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NGAO PRIMARIA
edback negativo

Desenvolvimento embrionario e
crescimento celular
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Detecgao de miRNAS candidatos <
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miR-643, miR-548j, miR-224 and miR-~33b

T FF das Hiperestimuladas — altamente
associado com cancetr.

miR-361-5p e miR-27b
—

| FF das Hiperestimuladas — relatado como
supressor tumoral.
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FF e Plasma

EX0SSOMOs Ago2

Tetraspanins
CD9, CD81, CD&3

Ceramlde
) eto\ AR

Adhesio
Integrin
ICAM-

miRNA
hsp70, hsc70,

Growth Faclors
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FF e Plasma

—

EX0SSOMOs Ago2

» Centrifugacao
» Filtrado
» Centrifugacao

» Imunoprecipitacdo

Especificidade: Western blot
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Detecc;\ao de miRNAS v
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Avaliados (QRT-PCR): B miR-182
40_
» 6 miRNAs candidatos g 3. -
» Exossomos e Ago2 © —
3
FF: PP | —
v" 1 n3o detectado Ago2 "
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Conclusoes v
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» A hiperestimulacao ovariana pode induzir mudancas na
relacao de abundancia de miRNAs extracelulares, que
estao potencialmente envolvidos na regulacao de genes em
varias vias fisiologicas.

» A liberacao de miRNAs para o espaco extracelular no FF e
no plasma sanguineo nao ¢ afetada pela hiperestimulacao.




. -
1 i I 1 it ir T 1
i 1 i\ it ‘1 i 1) 10 )2 {0
{ i it i \ 1 i {
i 1 .u u i Y il I
!

o [n silico
* Estudo novo — mais
investigacoes de miRNAs ¢ rotas.
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Trabhos NUPEEC A
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5 A resposta inflamatoria alterou a expressao da STAR

: podendo comprometer a produgdo de horménios
I esteroides e posterior ovulac3o. -

Além disso, foi observado uma reducao na expressao
de alguns mediadores inflamatorios nas células da
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