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Resumo 
 

NEIS, Alessandra. Estudos de bioinformática aplicados à fertilidade em 
equinos. 2018. 98f. Trabalho de Conclusão Curso - Bacharelado em Biotecnologia, 
Centro de Desenvolvimento Tecnológico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 
2018. 

 
A reprodução é essencial à equinocultura, visto o apelo comercial e a 

valorização individual da espécie equina. Diversas patologias interferem na 
fertilidade e algumas disfunções de relevância podem ter causas multifatoriais e/ou 
multigênicas, como endometrite, cistos ovarianos e endometriais, folículos 
anovulatórios e difunções hormonais. A bioinformática tem se mostrado essencial à 
análise dos dados e o desenvolvimento de softwares e algoritmos de predição têm 
possibilitado que análises in silico delimitassem alvos concretos antes da realização 
dos ensaios-padrão. Com a escassez de estudos de detecção de candidatos a 
biomarcadores da fertilidade em éguas, o presente trabalho tem como objetivos 
utilizar ferramentas bioinformáticas para: 1) modelar pela primeira vez as moléculas 
da prolactina e seu receptor; 2) realizar uma análise do genoma equino para a 
identificação de sequências referentes à RNAs não-codificantes, comparadas às que 
já são presentes nos bancos de dados, visando um potencial para aplicação na 
fertilidade em éguas. No primeiro artigo, as estruturas foram modeladas in silico 
através do software I-TASSER, sendo então corrigidas e submetidas a diversas 
etapas de refinamento conformacional e de dinâmica molecular. Nossos resultados 
demonstraram que os modelos preditos apresentaram 96% de confiabilidade (ePRL) 
e 92,5% de aminoácidos em posições corretas ou favorecidas (ePRLR) e a ePRL 
obteve um score de -4.09 na avaliação da qualidade global, enquanto ePRLR 
apresentou -8.45. A partir deste estudo, foi possível obter duas novas estruturas 
proteicas equinas de qualidade, o que permite posteriores análises funcionais e 
estruturais sobre a interferência de mutações nas vias de sinalização celular e sua 
utilização como candidatos a biomarcadores da fertilidade. No segundo artigo, 
avaliaram-se as sequências referentes à RNAs não-codificantes no genoma equino 
em relação aos bancos de dados Rfam e miRBase. Após uma extensiva revisão 
bibliográfica foram elencados 27 miRNAs relacionados aos processos oocitários e 
desordens reprodutivas associadas à infertilidade nas espécies humana, bovinos, 
equinos, ovinos, suínos e murinos. Os mais relevantes sugeridos para futuras 
análises são os mir-17, -18, -21, -23, -34, -133, -181, -378, -503 e let-7. A análise do 
genoma equino revelou que as classes de ncRNAs mais encontradas foram os 
miRNAs (65,1%), snRNAs (24,92%), lncRNAs (2,58%) e moléculas com ações 
regulatórias diversas (7,4%).  Os miRNAs mais encontrados foram mir-544, mir-1255 
e mir-562, que atuam em vias gênicas responsáveis pela manutenção do ciclo 
celular. Pela primeira vez relatada, foi possível identificar as diferentes classes, 
distribuição de elementos não-codificantes no genoma e fornecer uma lista de 
miRNAs que comprovadamente tem papel na fertilidade e que devem ser 
considerados para futuros estudos na espécie equina. Dessa forma, com o uso de 
ferramentas bioinformáticas, espera-se auxiliar na elucidação da genômica envolvida 
no desenvolvimento de desordens da reprodução e na detecção de candidatos a 
biomarcadores de fertilidade em éguas.  

 
Palavras-chave: modelagem de proteínas; prospecção de ncRNAs; reprodução; 
éguas; biomarcador.   



 

Abstract 
 

NEIS, Alessandra. Bioinformatics studies applied to fertility in the equine 
species. 2018. 98p. Graduation in Biotechnology. Bachelor’s Degree in 
Biotechnology, Trabalho de Conclusão Curso - Bacharelado em Biotecnologia, 
Center for Technological Development, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2018. 

 
Reproduction is essential to equine breeding for their commercial appeal and 
individual appreciation. Several disorders interfere with fertility and some may have a 
multifactorial and/or multigenic cause, such as endometritis, ovarian and endometrial 
cysts, anovulatory follicles and hormonal dysregulation. After the horse genome 
sequencing, the data generated could be applied to horse breeding, mainly in 
biomarkers identification. In this context, bioinformatics proved essential for data 
analysis, software development, and prediction algorithms have enabled in silico 
analyzes to determine concrete targets prior to standard assays. Once there are few 
reports relating genomics to mare fertility, the aim of this study is to apply 
bioinformatic tools to: 1) model the first molecules of the prolactin and its receptor is 
used; 2) perform an equine genome analysis to identify non-coding RNA sequences, 
already present in the databases, in order to enhance the application of mares 
fertility. The former were modeled in silico using I-TASSER software, corrected and 
then submitted to a diverse range of conformational refinement and molecular 
dynamics tools. The results demonstrated that the models are 96% confidence 
(ePRL) and 92.5% amino acids in correct or favored positions (ePRLR), according to 
Rampage. The ePRL obtained a score of -4.09 in the overall quality assessment 
performed by QMEAN, while ePRLR showed -8,45 in QMEANbrane software. From 
this study, it was possible to obtain two new, high quality equine molecular protein 
structures, which allows further analysis on the interference of mutations in cell 
signaling pathways and their use as candidates for fertility biomarkers. In the second 
article, an evaluation of non-coding RNAs sequences on the equine genome in 
relation to Rfam and miRBase databases. An extensive bibliographic review provided 
27 miRNAs, related to oocyte processes and reproductive disorders associated with 
infertility in human, bovine, equine, ovine, swine and murine species were listed. The 
most promising molecules suggested are mir-17, -18, -21, -23, -34, -133, -181, -378, 
-503 and let-7, for their presence in both reproductive disorders and steroidogenesis. 
Analysis of different ncRNAs types showed the most found were miRNAs (65.1%), 
snRNAs (24.92%), lncRNA (2.58%) and diverse regulating RNAs (7.4%). The 
miRNAs were mir-544, mir-1255 and mir-562, which act in signaling pathways related 
to cell cycle maintenance. For the first time reported, it was possible to identify 
different classes, distribution of non-coding elements in the genome and provide of a 
list of miRNAs proven fertility-related and should be considered for future studies of 
the equine species. Thus, using bioinformatics tools, we aim to contribute in the 
elucidation of the genomics associated to reproduction disorders and detection of 
biomarkers of fertility in mares. 
 
Keywords: protein modelling; ncRNAs prospection; reproduction; mare. 
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1 Introdução Geral  

 

  

 A equinocultura refere-se à criação de equinos, e, no Brasil movimenta em 

torno de 16 bilhões de reais, contando com 5,5 milhões de cabeças (MINISTÉRIO 

DA AGRICULTURA, 2016). Nesse contexto, a área reprodutiva equina está sempre 

em evidência, devido ao apelo comercial crescente e a valorização individual destes 

animais. A reprodução em éguas apresenta um enorme desafio, devido à 

complexidade fisiológica e genética, assim como a quantidade de disfunções 

(SNIDER, 2015) e a complexidade genômica relacionada à fertilidade 

(CHOWDHARY, 2013).  

 Diversas patologias reprodutivas às quais as éguas são acometidas ainda 

carecem de estudos relacionados à genética e genômica, embora a fisiopatologia 

das desordens já seja descrita. Disfunções de relevância que possuem uma causa 

desconhecida e/ou multifatorial incluem endometrite, folículos anovulatórios, cistos 

ovarianos e endometriais e disfunções hormonais. Tais fatores podem levar à 

infertilidade e estão associados com baixo desempenho reprodutivo (SENA et al., 

2016).  

Após o sequenciamento do genoma equino (WADE et al., 2009), mesmo com 

uma grande quantidade de dados disponíveis, apenas uma pequena parcela aplica-

se no estudo da reprodução das fêmeas, e a extrapolação dos dados associados à 

fertilidade, em conjunto com a transcriptômica e proteômica, ainda é escassa. 

A bioinformática surge, nesse contexto, como uma importante ferramenta 

ainda pouco explorada na referida área. O desenvolvimento da bioinformática 

ocorreu em conjunto com o avanço do estudo de proteínas, e posteriormente, com 

as técnicas moleculares, principalmente o sequenciamento de DNA, técnica do DNA 

recombinante e o desenvolvimento da PCR (Reação em Cadeia da Polimerase, do 

inglês, Polymerase Chain Reaction). A criação de bancos de dados de sequências e 

o surgimento de ferramentas que facilitam a manipulação computacional do DNA e 

permitiram análises mais complexas (GAUTHIER et al., 2018), como análises 
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estruturais e funcionais in silico, que hoje são empregadas antes mesmo da 

realização de experimentos in vitro. Softwares de predição ganharam espaço, a fim 

de auxiliar na elucidação de sequências não designadas nas bases de dados (NAIR, 

2007). Três principais métodos computacionais são empregados nas análises de 

dados, que incluem a predição ab initio, baseada nas características da sequência 

ou estrutura; predição comparativa, que relaciona-se com a conservação 

evolucionária da sequência, e a predição integrada do método ab initio e 

comparativo (LESK, 2014). 

A modelagem de proteínas fornece uma importante base para estudos de 

análise estrutural e funcional focados em uma molécula. Um dos métodos de 

predição de proteínas amplamente utilizado denomina-se threading, que avalia 

dentro de uma biblioteca de estruturas conhecidas, aquelas que possuem maior 

similaridade conformacional com a sequência de uma proteína de estrutura 

desconhecida. São construídos diversos modelos aproximados, usando os 

diferentes alinhamentos possíveis das sequências das proteínas conhecidas com a 

da proteína desconhecida. Um padrão geral de conformação é atribuído à proteína, 

com uma precisão de 70 a 80% na análise resíduo-por-resíduo (LESK, 2014). 

Na reprodução, as moléculas da prolactina e seu receptor desempenham 

importantes papéis fisiológicos e ainda não possuem sua estrutura proteica 

elucidada. A prolactina (PRL) é secretada pela glândula pituitária e entre suas 

funções reprodutivas estão estímulo ao desenvolvimento das mamas, lactogênese e 

galactopoiese, regulação da esteroidogênese, secreção de progesterona, 

receptividade reprodutiva e comportamento materno. Disfunções hormonais na PRL 

e no seu receptor (PRLR) podem levar ao aparecimento de desordens como 

galactorreia, amenorreia, infertilidade e ciclos anovulatórios (revisado em FREEMAN 

et al., 2000). Dessa maneira, análises funcionais e estruturais de candidatos a 

biomarcadores seriam de grande relevância para a elucidação de diferentes 

aspectos relacionados à infertilidade em éguas. Entretanto, estas análises acabam 

sendo dificultadas pela inexistência de modelos estruturais para a espécie equina. 

Visto isso, uma análise através do método de threading se apresenta como uma 

alternativa viável para a realização de estudos bioinformáticos voltados à reprodução 

em éguas. 

Além da predição de proteínas, é possível empregar a bioinformática no 

estudo de sequências gênicas relacionadas a elementos não-codificantes do 
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genoma (HUANG et al., 2017). Vários métodos computacionais foram projetados e 

aplicados à detecção de genes de micro-RNAs (miRNAs), através da análise da 

estrutura secundária e a estabilidade termodinâmica das estruturas hairpin. Os 

métodos de mapeamento de genes de miRNAs baseados em homologia utilizam 

miRNAs disponíveis e validados experimentalmente a fim de encontrar estruturas e 

sequências similares em espécies relacionadas (YOUSEF; JENS, 2014). Se um 

miRNA é identificado em um genoma, seus homólogos podem ser encontrados em 

outras espécies (YOUSEF; JENS, 2014).  

A importância da regulação gênica exercida pelos ncRNAs (RNAs não-

codificantes, do inglês, Noncoding RNA) abre portas para a utilização dos bancos de 

dados e ferramentas de análise de sequências.  O baixo número de estudos em 

éguas e a similaridade no perfil de ncRNAs regulatórios entre espécies, os fazem 

muito interessantes de serem aplicados na fertilidade das fêmeas. A partir da 

bibliografia disponível relacionada a miRNAs, é possível elencar aqueles associados 

a desordens reprodutivas e ao desenvolvimento folicular e oocitário em diferentes 

espécies, organizando um estudo base para a transposição deste conhecimento 

para equinos. Portanto, uma análise no genoma equino através de ferramentas 

computacionais permite elencar os ncRNAs existentes e prospectar moléculas 

candidatas a biomarcadores que podem estar associados à fertilidade equina. 
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2 Revisão de literatura 

 

 

2.1 Biotecnologia 

 

A biotecnologia refere-se à utilização de microrganismos vivos e suas partes a 

fim de gerar novos produtos, processos, tecnologias e inovações. A biotecnologia 

pode ser dividida em duas grandes áreas: clássica e moderna. A biotecnologia 

clássica emprega microrganismos como agentes fermentadores para a produção de 

queijos, vinhos, cervejas, pães, iogurtes, entre outros. Já a biotecnologia moderna 

conta com a evolução dos conhecimentos relacionados principalmente à genética, 

microbiologia e biologia molecular (VIALTA, 2018), estimulando o desenvolvimento 

de novos compostos farmacêuticos, combustíveis renováveis, produção de vacinas, 

testes diagnósticos, organismos transgênicos, terapia gênica, estudos com células-

tronco, produção de moléculas recombinantes, entre outros.  

Os estudos de biologia molecular alavancaram com o desenvolvimento de 

técnicas como a Reação em Cadeia da Polimerase (do inglês, Polimerase Chain 

Reaction - PCR) e o sequenciamento de DNA. A partir do momento em que tornou-

se possível analisar qualitativa e quantitativamente o material genético, conseguiu-

se desenvolver técnicas mais sofisticadas, como a qRT-PCR quantitativa (PCR em 

tempo real, do inglês, quantitative real time PCR), microarranjos e sequenciamento 

de RNA (RNA-seq). Com isso, surgiram novos dados referentes a regiões gênicas 

de interesse, associá-las a determinadas características, e então prospectar e definir 

biomarcadores. Da mesma forma, foi possibilitada a análise de mutações, 

manipulação de genes e clonagem, análises gênicas estruturais e funcionais, o que 

permitiu haver uma infinidade de aplicações na pesquisa e diagnóstico.  

A partir da análise do DNA, diversos campos se desenvolveram, como a 

genômica, transcriptômica e proteômica. Uma vez determinada a sequência do 

genoma, esta pode ser utilizada para identificar as sequências codificantes e não-

codificantes, que atuam como molde ou regulador da síntese de RNA – o 
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transcritoma. Geralmente, técnicas de hibridização como os microarranjos são 

utilizados para a detecção do perfil de expressão de RNAs tecido-específico. Estas 

análises também detectam RNAs não-codificantes, aos quais têm funções 

regulatórias sobre outros RNAs. A detecção dos níveis de expressão fornece uma 

estimativa aproximada do nível de expressão da proteína codificada, entretanto, uma 

análise do conjunto completo de proteínas, em determinados tecidos ou condições, 

representa de fato os produtos gerados pelo código genético – a proteômica. O 

proteoma, assim como o transcritoma, não é estático e possui um perfil diferente em 

determinadas condições às quais é submetida a célula (WATSON, 2015). Juntas, 

estas três áreas contribuem enormemente para a elucidação dos fenômenos que 

ocorrem tanto em condições fisiológicas quanto patológicas, determinando as 

moléculas-chave atuantes nestes processos. 

As técnicas moleculares foram sendo associadas à criação de equinos, onde 

ferramentas já foram descritas na literatura e aplicadas à equinocultura (HAAS; 

TORRES, 2016), entretanto, sua utilização comercial ainda é um pouco limitada. 

Estudos aplicados à genômica visam elucidar aspectos relacionados a desordens 

genéticas, encontrar biomarcadores de desempenho físico, relacionados à  e à 

clínica,  analisando o papel destas mutações (CHOWDHARY, 2013). Além disso, o 

uso de técnicas moleculares se faz presente na genealogia e registro em 

associações, através da exigência de testes de paternidade.  

 

2.2 Equinocultura 

 

A equinocultura refere-se à criação de cavalos, especialmente de raça. 

Devido ao apelo comercial crescente, ao prestígio por estes animais e pela sua 

valorização individual, a equinocultura tornou-se uma importante área econômica do 

agronegócio. De acordo com estimativa feita pela American Horse Council (2018), 

em 2017 a equinocultura movimentou em torno de 50 bilhões de dólares 

diretamente, apenas nos Estados Unidos. No Brasil, esse montante foi de 16 bilhões 

de reais, de acordo com estimativa de 2016, contando com um rebanho de quase 

5,5 milhões de cabeças (MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, 2016). Vista a aplicação 

da criação de cavalos em atividades de esportes hípicos, enduro, lazer e trabalho, a 

reprodução torna-se um fator indispensável para os criadores, uma vez que é peça-

chave na manutenção da qualidade genética do plantel.  
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Ao longo da criação de equinos, por muito tempo apenas utilizaram-se 

observações fenotípicas para a seleção de reprodutores. Atualmente, se dispõe de 

grande quantidade de informações referentes à fisiologia, anatomia e genética da 

reprodução, principalmente para machos. O desenvolvimento de novas técnicas 

aplicadas à reprodução, e, principalmente, as biotécnicas, auxiliaram enormemente 

a evolução da qualidade genética, além de diminuir os custos relacionados às 

coberturas em algumas raças. As biotécnicas mais utilizadas em equinos incluem 

inseminação artificial, transferência de embriões, criopreservação de sêmen e 

injeção intracitoplasmática de espermatozoides (do inglês, IntraCytoplamatic Sperm 

Iinjection - ICSI) (BERTOZZO et al., 2014). 

A fertilidade em éguas representa um fator crucial na criação de equinos, 

tanto pela complexidade da genética da reprodução em si (CHOWDHARY, 2013) 

quanto pela quantidade de disfunções que podem afetar as fêmeas (SNIDER, 2015). 

Além disso, a maioria das disfunções de fertilidade são bem compreendidas em 

relação a sua fisiopatologia, porém seus mecanismos genéticos e moleculares ainda 

são escassamente descritos. Neste sentido, uma revisão dos principais fatores 

relacionados à reprodução é realizada a seguir. 

 

2.2.1 Fisiologia reprodutiva das éguas  

 

As éguas são monovulatórias, o que significa que apenas um folículo alcança 

o estado necessário para ovulação num período de 21 dias, o chamado ciclo estral. 

O estro é o período de 5 dias em que ocorre a ovulação, enquanto o diestro 

corresponde aos períodos anterior e posterior ao estro (revisado em MOREL, 2008). 

Nas éguas, a reprodução é chamada de poliéstrica, em que o período ovulatório 

ocorre diversas vezes, e sazonal, em um determinado período do ano - primavera e 

verão (revisado em PTASZYNSKA, 2007). A estação anovulatória pode ser 

diferenciada em: fase de transição de atividade cíclica para um anestro profundo,  

período anovulatório médio e uma segunda fase de transição para atividade cíclica 

na primavera (revisado em AURICH, 2011). A idade da égua também pode estar 

relacionada à sua resposta reprodutiva – aquelas acima de 15 anos de idade 

(revisado em MOREL, 2008), apresentam a duração do ciclo estral mais longa e a 

ocorrência do pico hormonal é significantemente diminuída (GINTHER et al., 2008).  
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A regulação endócrina é regida pelo eixo hipotalâmico-pituitário-gonadal, que 

libera os principais hormônios do ciclo estral (revisado em PTASZYNSKA, 2007). O 

Hormônio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) induz a glândula pituitária a liberar o 

Hormônio Folículo Estimulante (FSH) e Luteinizante (LH), que por sua vez 

estimularão a produção dos hormônios ovarianos, consequentemente o 

desenvolvimento folicular e a ovulação. O FSH encontra-se em seus maiores níveis 

entre os dias 9 a 12 e no final do ciclo. Já o LH é liberado através de pulsos de 

secreção e um pico de secreção no dia 1 do ciclo resulta na extrusão do oócito 

(revisado em PTASZYNSKA, 2007). 

A prolactina (Prl) também é secretada pela glândula pituitária e entre suas 

funções reprodutivas estão estímulo ao desenvolvimento das mamas, lactogênese e 

galactopoiese, assim como, a regulação da esteroidogênese, secreção de 

progesterona, receptividade reprodutiva e o comportamento materno (revisado em 

FREEMAN et al., 2000). Dentre suas funções não-reprodutivas, estão a regulação 

da homeostase (revisado em FREEMAN et al., 2000) e mudanças metabólicas nos 

meses de inverno (revisado em MOREL, 2008). A molécula interage com o receptor 

de prolactina (PRLR) e inicia sua ativação mediante a formação de um complexo 

trimérico entre dois receptores e o hormônio, que leva à fosforilação e ativação da 

Janus-quinase 2 (JAK2) e transdução de sinal ao núcleo por meio das proteínas 

transdutoras de sinal e ativadoras de transcrição (STATs) (IHLE et al., 1994). 

Disfunções hormonais e no receptor podem levar ao aparecimento de desordens 

reprodutivas como galactorreia, amenorreia, infertilidade e ciclos anovulatórios 

(revisado em FREEMAN et al., 2000). 

A primeira molécula de Prl pituitária equina foi descrita em 1988 em dois tipos 

específicos de lactotrófos no tecido adeno-hipofisário (LEHRMAN et al., 1988). Em 

relação à sua secreção, é observado um aumento acentuado das concentrações 

pouco antes do início do estro durante os ciclos estrais de outono em éguas 

(THOMPSON; OBERHAUS, 2015). Sazonalmente, o padrão das concentrações 

séricas é maior durante o verão e menor no inverno. Assim, submeter as éguas à 

iluminação artificial suplementar nos meses de inverno auxilia no aumento das 

concentrações de Prl (JOHNSON, 1986). Já a indução hormonal com Prl permitiu às 

éguas ovular no inverno, sem interferência do FSH e antagonistas dopaminérgicos 

exógenos, indicando que a Prl individualmente é capaz de estimular a ovulação em 

éguas (BRENDEMUEHL; CROSS, 2000; THOMPSON; HOFFMAN; DEPEW, 1997). 
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Embora sua aplicação seja promissora, não existe uma fonte em massa de Prl 

equina disponível e o tratamento com Prl suína recombinante levou à geração de 

resposta imune (THOMPSON; OBERHAUS, 2015). 

Os hormônios secretados pelos ovários são estradiol e progesterona. A 

secreção de estradiol está associada ao comportamento receptivo da égua e é 

dependente do FSH. A progesterona está associada ao desenvolvimento folicular e 

oocitário final e tem papel inibidor da liberação de LH. No caso de ausência do 

reconhecimento da prenhes, a progesterona automaticamente voltará aos níveis 

basais, senão, sua produção é mantida pelo folículo remanescente (revisado em 

MOREL, 2008). 

O desenvolvimento dos oócitos começa após a colonização das gônadas 

primordiais e reorganização genômica pelas células germinativas primordiais (CGP), 

que passam por intensa divisão mitótica com uma citocinese incompleta originando 

um grande número de células. As CGPs formam aglomerados contendo em torno de 

16 células unidas por pontes citoplasmáticas, sendo então chamadas de oogônias 

(ROJAS et al., 2015) (Figura 1). A partir disso, o ciclo mitótico para e inicia-se a 

meiose, com a ativação por meio do ácido retinóico, transformando as oogônias em 

oócitos primários haploides envoltos em células epiteliais (SÁNCHEZ; SMITZ, 2012). 

Os oócitos primários entram em quiescência no final da prófase I  da meiose I, e 

esperam o período de indução pelo LH, já sendo bem maiores que as oogônias e 

contendo um elevado número de organelas citoplasmáticas (SCHOENWOLF et al., 

2016).  
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Figura 1. Diferentes estágios da oogênese e foliculogênese. Adaptado de (ANDERSON; 
TELFER, 2018). 

 

A reativação dos oócitos primários ocorre sob ação dos hormônios FSH e LH 

e possui duas fases, a folicular e a luteal. Com a diminuição dos níveis de AMP 

cíclico (cAMP), o oócito primário conclui a meiose I (SÁNCHEZ; SMITZ, 2012),  

gerando um oócito haploide e um corpo polar (SCHOENWOLF et al., 2016).  A 

estimulação ovariana leva a um aumento gradual dos níveis de estradiol, produzidos 

pelas células da granulosa. O oócito secundário agora é dependente da ação do 

FSH e estradiol, está circundado por múltiplas camadas de células da granulosa 

cuboides juntamente com as camadas interna e externa da teca, que sintetizam os 

andrógenos posteriormente aromatizados (ROJAS et al., 2015). A segunda divisão 

meiótica, por sua vez, só será completada mediante presença do DNA paterno 

(SCHOENWOLF et al., 2016).  

A foliculogênese corresponde ao desenvolvimento do folículo. A quantidade 

de células germinais para toda a vida é determinada anteriormente ao nascimento e, 

assim como em humanos, a primeira fase do desenvolvimento começa a ocorrer 

qualquer momento após o nascimento, uma vez que não é dependente dos 

hormônios gonadotóficos (revisado em MOREL, 2008).   

O folículo primordial é composto pelo oócito e uma camada de células 

foliculares achatadas; quando as células foliculares epiteliais começam a formar 

uma camada espessa em formato cuboide, o folículo é chamado de primário. Inicia-

se a secreção de glicoproteínas e forma-se a zona pelúcida em torno do oócito. O 
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folículo é denominado em crescimento quando as células foliculares epiteliais 

encontram-se em multicamadas, podendo haver 6 ou 7. Células do estroma são 

recrutadas para formar a membrana granulosa e teca interna. O folículo continua a 

crescer e acumula líquido em sua cavidade interna (antro), sendo denominando 

agora folículo antral. As células da granulosa projetam o oócito para o antro, 

formando a estrutura cumulus oophorus (SCHOENWOLF et al., 2016). A segunda 

fase da foliculogênese ocorre continuamente, e ao final de 21 dias estará formado 

um folículo grande e dilatado, o folículo de Graaf (revisado em MOREL, 2008). O 

desenvolvimento folicular é exemplificado na Figura 2. 

O folículo que aumenta de tamanho tem grandes chances de se tornar 

dominante e começa a se movimentar para a fossa ovulatória. Essa estrutura é uma 

particularidade da anatomia ovariana em equinos, representando o único local em 

que a ovulação ocorre. O oócito é liberado do folículo com o pico de LH, e o folículo 

remanescente colapsa. As células da teca se agrupam na cavidade folicular, 

formando o corpo lúteo.  O corpo lúteo produz progesterona para manutenção de 

uma possível prenhês (ROJAS et al., 2015). Em caso negativo, o corpo lúteo regride 

e é invadido por fibroblastos, tornando-se um tecido cicatrizado de coloração 

amarela a branca (corpo albicans) (revisado em MOREL, 2008).  
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Figura 2. Regulação endócrina do desenvolvimento folicular. 

 

2.2.3 Desordens reprodutivas 

 

A infertilidade pode decorrer de diversas complicações nos mais diversos 

aspectos da reprodução, vista sua complexidade, e geralmente possuem causas 

multifatoriais e/ou multigênicas.  Algumas das principais desordens reprodutivas em 

éguas incluem: endometrite, folículos anovulatórios, cistos ovarianos e endometriais 

e disfunções hormonais. Tais fatores podem levar à infertilidade e estão associados 

com baixo desempenho reprodutivo e infertilidade (SENA et al., 2016). 

Uma das principais causas de distúrbios da fertilidade em éguas é a 

endometrite, que leva à perda gestacional nos estágios embrionários iniciais e atraso 

no ciclo reprodutivo (LEBLANC; CAUSEY, 2009). Esta pode ser bacteriana ou não, 

sendo caracterizada pela inflamação do endométrio. Após a cobertura, é frequente 

ocorrer uma endometrite transitória, onde há uma resposta inflamatória intensa 

mesmo em éguas com o trato reprodutivo normal. Na endometrite persistente pós-

cobertura, há uma reação inflamatória aos fluidos seminais e pode ser identificada 

se ocorrer recorrentemente cerca de 30 minutos após a cobertura (CRUZ, 2016). No 
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caso de uma endometrite persistente, alguns fatores predisponentes como 

insuficiência na eliminação de debris pelo miométrio, (PTASZYNSKA, 2007) e má 

conformação do períneo (revisado em MOREL, 2008) podem contribuir para seu 

desenvolvimento. Já a endometriose, por sua vez, é irreversível, e caracteriza-se 

principalmente pela fibrose periglandular (CRUZ, 2016). Geralmente, estão 

presentes 2 a 3 camadas de tecido fibrótico ao redor das glândulas endometriais, e 

quanto maior o número de camadas, maior o comprometimento endometrial 

(revisado em PTASZYNSKA, 2007) e insensibilização das células estromais 

fibróticas quanto à expressão de receptores dos hormônios esteroides, que 

encontram-se reduzidos (CRUZ, 2016). 

Os cistos são uma anormalidade não-inflamatória, e podem ser classificados 

em endometriais e linfáticos/glandulares (STANTON; STEINER; PUGH, 2004). Os 

cistos endometriais são menores, estão espalhados pela região uterina e propõe-se 

que estejam sujeitos às mudanças hormonais (STANTON; STEINER; PUGH, 2004). 

Por outro lado, os cistos linfáticos são maiores e localizam-se em determinados 

pontos (revisado em SENA et al., 2016) onde há acúmulo da linfa ou obstrução dos 

vasos linfáticos. Éguas acima dos 10 anos de idade possuem maior incidência de 

cistos endometriais e linfáticos. Foram detectados cistos persistentes contendo 

maiores níveis de testosterona, menores de estradiol e maior porcentagem de 

ligantes IGF-I (Fator de Crescimento Insulínico I, do inglês Insulin Growth Factor I), 

possivelmente similar ao que ocorre em bovinos (BELTMAN et al., 2014). Sua 

importância na fertilidade se dá pela perda embrionária resultante de: implantação 

imprópria que resulta em nutrição inadequada, falha no reconhecimento maternal 

devido à falta de mobilidade do concepto, falha na liberação de prostaglandinas e 

modificações na placentação (STANTON; STEINER; PUGH, 2004). 

Já os folículos anovulatórios ou hemorrágicos surgem a partir da falha na 

ovulação e persistência de uma estrutura dominante não-rompida, sem a liberação 

do oócito (revisado em CUERVO-ARANGO; NEWCOMBE, 2010). As características 

do folículo anovulatório incluem a presença de placas flutuantes, perda do formato 

circular do folículo, formação de uma protrusão cônica no lugar onde ocorreria a 

extrusão do oócito e turbidez do fluido folicular. É uma causa distinta de falha 

ovulatória, e sua relevância clínica reside na falha na ovulação do folículo dominante 

(revisado em GINTHER et al., 2007). A incidência de folículos anovulatórios foi 

detectada principalmente no final da temporada reprodutiva, afetando em média 
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20% das éguas avaliadas. Da mesma forma, ao avaliar a presença de folículos em 

ciclos estrais subsequentes em éguas velhas, foi detectado que 44% apresentaram 

a existência dessa estrutura. Nenhuma relação consistente com hormônios ou 

outras desordens foi encontrada (revisado em GINTHER et al., 2007). 

Disfunções hormonais também representam uma preocupante fonte de 

infertilidade. A hiperprolactinemia leva à galactorreia, amenorreia e infertilidade e 

(NEWEY et al., 2013; ORMANDY et al., 1997) e observou-se que hormônios LH e 

FSH sofrem interferência desta desordem nas vias neuronais, levando a ocorrência 

de ciclos anovulatórios (SONIGO et al., 2012). Camundongos knockout PRLR 

apresentaram baixa taxa de ovulação e esterilização, oogênese aberrante, falha de 

implantação (BOLE-FEYSOT et al., 1998) e níveis de progesterona insuficientes 

(ORMANDY et al., 1997). Em cânceres de ovário, endometrial (LEVINA et al., 2009) 

e de mama (CLEVENGER et al., 2003), a Prl vem sendo estudada como um 

potencial biomarcador (HACHIM et al., 2016). Mutações do tipo SNP (Polimorfismo 

de Nucleotídeo Único, do inglês, Single Nucleotide Polymorphism) no gene PRLR 

foram relatadas em associação com esta desordem e infertilidade em humanos 

(NEWEY et al., 2013) e associada a taxa de fertilidade em bovinos (HUANG et al., 

2009). Já em equinos, dois polimorfismos intrônicos na sequência do PRLR 

demonstraram maior taxa de prenhes por estro em garanhões Hanoverianos 

(GIESECKE et al., 2009). Não existem dados disponíveis sobre a influência desses 

SNPs em éguas, o que abre portas na identificação de novos biomarcadores da 

fertilidade associados a PRL e PRLR. 

 

2.3 Genômica 

 

 A partir do sequenciamento do genoma equino realizado por (WADE et al., 

2009), revelou que o mesmo possui aproximadamente 2.7 Gb. Foram encontradas 

20.322 regiões codificantes e mais de um milhão de SNPs. Este estudo contribuiu 

enormemente na elucidação de aspectos evolutivos, permitiu detectar os 

polimorfismos entre as diferentes raças, identificar genes parálogos (originados 

antes da especiação) e ortólogos (originados por um ancestral comum). Além disso, 

houve a determinação dos blocos cromossômicos homo e heterozigóticos, variação 

no número de cópias (do inglês, Copy Number Variation - CNV) e que 46% do 

genoma é formado por sequências repetitivas. Análises transcriptômicas de 8 
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tecidos confirmaram a expressão de 87% dos 18.039 genes presentes no banco de 

dados Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html). A sintenia dos cromossomos 

equinos com um cromossomo humano foi de 53%, além de 15.027 genes ortólogos 

com os humanos. SNPs associados à homozigose na pelagem leopardo, típica da 

raça Apaloosa, foram identificados como candidatos a biomarcadores, uma vez que 

estão associados ao desenvolvimento da detecção da cegueira noturna estacionária 

congênita. A detecção de marcadores moleculares evidencia o potencial do genoma 

para a detecção e diagnóstico de doenças e características, além de representar um 

bom parâmetro na escolha dos reprodutores. 

A reprodução, como fator fundamental na criação equina, ainda apresenta 

dificuldades de aplicação da genômica, tendo literatura limitada, devido à 

complexidade da fertilidade equina (CHOWDHARY, 2013). Estudos relacionados à 

fertilidade de garanhões são mais abundantes. No estudo de Giesecke; Sieme; Distl 

(2010), revisa-se os achados de candidatos biomarcadores da reprodução em 

machos, relacionados à espermatogênese, ligação ao óvulo, maturação espermática 

e esteroidogênese. Dois polimorfismos intrônicos na sequência do PRLR 

demonstraram maior taxa de prenhes por estro em garanhões Hanoverianos 

(GIESECKE et al., 2009). Porém, não existem dados disponíveis sobre a influência 

desses SNPs em éguas. Pouco ainda se sabe sobre a influência da genômica sobre 

a reprodução das éguas, e estudos relacionados aos folículos e oócitos ainda são 

escassos comparado à outras espécies, como bovinos e humanos.  

A expressão de genes em diferentes estágios do desenvolvimento oocitário 

foi descrita pela primeira vez por Leon et al., (2013). Utilizando oócitos imaturos (em 

metáfase I) e cultivados in vitro (em metáfase II), foi avaliada a expressão dos genes 

Survivin e BCL-2, anti-apoptóticos, BAX e P53, pró-apoptóticos. Não houve 

diferença de expressão relacionado ao estágio de maturação, mas em comparação 

às células do cumulus, a taxa de Survivin mostrou-se maior em oócitos, enquanto 

que a p53 mostrou-se maior em células da granulosa provenientes de oócitos com 

diferentes classificações morfológicas.   

Em estudo anterior realizado pelo mesmo grupo, foi avaliada a associação 

entre SNPs no gene da P53 e a ocorrência de abortos em éguas Puro Sangue 

Inglês. A distribuição do SNP no códon 72, que codifica para o genótipo mutado 

Arg/Pro, foi avaliado em éguas em diferentes condições fisiológicas e apresentando 

alguma desordem reprodutiva, como endometrite, abortos e ciclos anovulatórios. A 

http://www.ensembl.org/index.html
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ocorrência de abortos demonstrou maior relação com o fenótipo mutado avaliado, 

indicando um possível biomarcador para esta desordem reprodutiva (LEON et al., 

2012).  

Ao avaliar a atividade da glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PDH), que tem 

atividade em oócitos em crescimento por seu papel no metabolismo, é possível 

considera-la um candidato biomarcador de viabilidade oocitária. O grupo de 

Mohammadi-sangcheshmeh et al. (2011) detectou que os oócitos equinos que 

possuíam maior atividade de G6PDH tinham maior proporção de complexos 

cumulus-oócito expandidos, maior tamanho e volume que oócitos sem a atividade 

enzimática. Além disso, o grupo ativo atingiu um grau maior de maturação (59.0% 

vs. 28.7%) e maior taxa de clivagem e embriões no estágio de blastocisto, o que 

corrobora com a expressão dos genes avaliados. Oito genes apresentaram-se em 

altos níveis de expressão em oócitos equinos imaturos, em comparação com o 

grupo que não continha essa atividade enzimática, atuando durante a replicação do 

DNA mitocondrial (ATPV6E, IF-3 e TFAM) e regulação do ciclo celular durante a 

maturação oocitária (DNMT1, STAT3, AURORA-A, ODC1 e CKS2). Outro estudo do 

mesmo grupo detectou que a atividade da G6PDH em células do cumulus 

expandidas em comparação com células do cumulus compactadas interferia em oito 

genes, nomeadamente TFAM, STAT3 e CKS2, com expressão aumentada, e COX1, 

ATPV6E e DNMT1, com baixos níveis de expressão no cumulus expandido em 

éguas (MOHAMMADI-SANGCHESHMEH et al., 2014).  

O transcriptôma equino foi analisado e anotado por diferentes grupos, sendo  

Coleman et al. (2010) um dos pioneiros a realizar o sequenciamento de RNA (RNA-

seq) em equinos. Seis tecidos, cartilagem da articulação, membrana sinovial, 

vilosidades placentárias, testículos, cerebelo e tecidos embrionários de 34 dias 

foram utilizados na análise. A cobertura das sequências foi suficiente para refinar a 

anotação estrutural de 11.356 dos genes previstos e identificou 456 transcritos 

adicionais não listados nos bancos de dados Ensembl 

(http://www.ensembl.org/index.html) ou NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  

A fim de sair do campo das predições in silico e análise interespécies, em 

2015 realizou-se o maior estudo de transcriptômica equina. A partir deste estudo, 

detectou-se que 780 variantes não estavam anotadas como ORFs (Fase de Leitura 

Aberta, do inglês, Open Reading Frame) no projeto genoma equino. Ao total, 68.594 

http://www.ensembl.org/index.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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transcritos provenientes de RNA-seq foram inseridos nos bancos de dados, 

utilizando 43 tecidos (HESTAND et al., 2015).  

Da mesma forma, Mansour et al. (2017) utilizaram 59 indivíduos e oito tecidos 

para o refinamento do transcritoma, detectando 7.494 novos loci transcricionais 

candidatos e 36.876 genes. Os novos transcritos foram selecionados com base na 

sobreposição com genes da anotação equina atual e sua capacidade de codificação 

de proteínas, assim como a sobreposição com genes de outras espécies alinhados 

ou previsões de genes ab initio. Conseguiu-se produzir um transcritoma que incluía 

as regiões UTR (regiões não-traduzidas, do inglês, Untranslated Region), detecção 

de diferentes isoformas gênicas e novos genes.  

As análises genômicas e transcriptômicas ainda estão em processo de 

aprimoramento no genoma, sendo que apenas recentemente foi completada a 

terceira versão do genoma equino (EquCab3.0). Com uma maior cobertura, foram 

reportados mais genes ortólogos aos humanos e também uma maior quantidade de 

genes similares anotados em espécies relacionadas (KALBFLEISCH et al., 2018). 

Com a evolução dos estudos genômicos, uma tendência promissora é avaliação de 

regiões não-codificantes, que têm importantes funções na regulação e manutenção 

e ainda permanecem sem um total descrição em equinos.  

 

2.4 ncRNAs 

 

Os ncRNAs são uma classe de moléculas que não resultarão em uma 

proteína. Estes são representados pelos RNAs ribossômicos (rRNA), que 

correspondem a 90% do total de RNAs em uma célula, seguido dos RNAs 

transportadores (tRNA). Acordou-se que os RNAS com mais de 200 nucleotídeos 

(nt) e que contenham ou não função conhecida são denominados lcnRNAs (RNAs 

longos não codificantes, do inglês, long noncoding RNA) (PALAZZO; LEE, 2015). 

Dentre os lncRNAs, existem os lincRNAs (ncRNAs Intergênicos Longos, do inglês, 

long intergenic noncoding RNA), que agem como scaffold dos complexos DNA-

cromatina (HOTTIP, HOTAIR), inativando o cromossomo X (XIST), regulando a ação 

da telomerase e em mecanismos de imprinting (ESTELLER, 2011).  

RNAs de tamanho intermediário incluem os snRNAs (Pequenos RNAs 

Nucleares, do inglês, Small Nuclear RNA), que apresentam entre 100 e 200 nt e 

podem ainda ser subdivididos em snoRNAs (Pequenos RNAs Nucleolares, do 
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inglês, Small Nucleolar RNA), que contêm até 100 nt. Sua função é associada 

principalmente com a modificação dos ribossomos e formação do complexo, tendo 

como exemplo os SNORDs. Além disso, podem interferir na formação de outros 

ncRNAs, como U6, que liga-se ao spliceossomo (ESTELLER, 2011). 

Os pequenos RNAs dividem-se em pequenos RNAs de interferência (do 

inglês, small interference RNA - siRNA), micro-RNAs e RNAs que interagem com 

PIWI (do inglês, PIWI interacting RNA - piRNA), que geralmente apresentam-se em 

grande quantidade, o que tem relação direta com o tipo celular (PALAZZO; LEE, 

2015). Dentre estes, os siRNAs agem principalmente no silenciamento de 

transposons, genes repetitivos e vírus (KIM, 2005); os miRNAs tem como função 

principal a regulação da transcrição de mRNAs, e os piRNAs estão envolvidos com a 

manutenção da integridade do genoma nas linhagens germinativas (ESTELLER, 

2011). 

 Os miRNAs são moléculas não-codificantes amplamente descritas na 

literatura devido ao seu papel essencial na regulação pós-transcricional. Estes foram 

descritos pela primeira vez por Lee; Feinbaum; Ambros (1993) em Caenorhabditis 

elegans. Sendo em seguida descoberta a família let-7, por Reinhart et al. (2000). A 

estrutura de um precursor de miRNA típico equino é mostrada na Figura 3.  

 

Figura 3. Estrutura de um precursor de miRNA equino. Adaptado de VAN DER KOLKA, 
PACHOLEWSKA, GERBER (2015). 
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Os miRNAs são RNAs endógenos de fita simples contendo em torno de 25 nt, 

codificados no genoma. Sua origem pode ser canônica, quando encontra-se em 

regiões intergênicas e é clivado pela proteína Drosha, ou não-canônica, através dos 

mirtrons – pré-miRNAs clivados a partir de íntrons através de splicing alternativo 

(ESTELLER, 2011). Em plantas, os genes que codificam para miRNAs (genes MIR) 

estão presentes em regiões intergênicas e geralmente provém de uma duplicação 

inversa do seu gene-alvo (VOINETT, 2009). Já em animais, os genes de miRNAs 

costumam se encontrar em íntrons de regiões codificantes ou não e agrupam-se em 

unidades de transcrição policistrônica, formando clusters de miRNAs (VOINETT, 

2009).  

A via canônica inicia com a transcrição das regiões gênicas correspondentes 

ao miRNA pela RNA polimerase (RNA Pol) II ou III, gerando um transcrito primário 

(pri-miRNAs) (Figura 4).  Os pri-miRNAs tem uma conformação em cadeia dupla e 

são mais longos, geralmente com mais de 1 kb e contém em sua estrutura um ou 

mais loops. No núcleo, sofrem processamento substancial pelo complexo 

microprocessador, formado pela proteína Drosha e seu cofator DGCR8, clivam a 

estrutura em suas partes finais, resultando na geração de um miRNA de 

aproximadamente 65 nt (pré-miRNA). Drosha possui dois domínios de RNAse III em 

tandem que se dimerizam intramolecularmente e cortam as fitas 3’ e 5’, e DGCR8 

possui dois domínios de ligação à fita dupla. O transporte para o citoplasma ocorre 

por meio da exportina-5 (XPO-5), associada a GTPAse Ran (revisado em HA; KIM, 

2014; KIM, 2005) 

Uma vez no citoplasma, o pré-miRNA é submetido ao processamento pela 

Dicer, outra RNAse III formada por um centro catalítico de repetições em tandem e o 

domínio PAZ (piwi-argonauta-zwili). O corte é de aproximadamente 2 nt na 

extremidade 3’ gerada pela Drosha e a distância entre os domínios PAZ e a RNAse 

III é usada como régua para determinar o local de clivagem. Geralmente, esse corte 

ocorre a 25 nt de distância, em posições variáveis que podem gerar diferentes 

miRNAs maduros (revisado em HA; KIM, 2014). 

O pequeno duplex de miRNA clivado pela Dicer é inserido no complexo RISC 

(Complexo de Silenciamento Induzido por RNA, do inglês, RNA Interfering Silencing 

Complex), formado com a ligação da proteína Argonauta (Ago) à Dicer. No duplex 

de miRNA, um deles será definido como RNA-guia, enquanto que o outro é o RNA-

passageiro e geralmente é degradado. A fita passageira, geralmente degradada, é 
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designada com a adição de um asterisco ao código do miRNAs.  O domínio PIWI é 

similar a uma RNAse H e contém um sítio ativo de clivagem do mRNAs (RNA 

mensageiro) alvos entre as posições nucleotídicas 10 e 11. Apenas AGO2 cliva 

mRNAs perfeitamente encaixados no complexo,  (revisado em HA; KIM, 2014). O 

complexo resultante é dirigido ao mRNA-alvo que contenha sequências 

complementares ao miRNA-guia, sendo que a inibição da tradução ou degradação 

do mRNA dependerá da complementaridade de ligação entre as duas moléculas. Os 

miRNAs altamente correspondentes influenciarão a degradação do mRNA pela Ago, 

enquanto que uma menor complementaridade levará à inibição da tradução (KIM, 

2005). 

Existem isoformas dos miRNAs, causadas por uma variabilidade na região 3’ 

ou substituições nucleotídicas fora da sequência-guia e hipotetiza-se que são 

resultantes das ações de enzimas envolvidas na clivagem da sequência-guia. 

Embora os efeitos funcionais destas isoformas não sejam totalmente conhecidos, a 

eficiência de ligação ao alvo, incorporação à Ago e estabilidade podem estar sendo 

comprometidas (NEILSEN; GOODALL; BRACKEN, 2012).  

 

Figura 4. Biogênese dos miRNAs. Adaptado de (YOUSEF; JENS, 2014). 
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Existem diversos mecanismos pelos quais ocorre a regulação pós-

transcricional, sendo esta geralmente negativa: quanto maior a expressão do 

miRNA, menor a do gene, e vice-versa. Após o início da tradução, os miRNAs 

podem agir degrandando os mRNAs alvos, reprimindo sua tradução, bloqueando o 

alongamento da tradução ou promovendo a dissociação prematura dos ribossomos. 

Uma degradação proteica co-traducional também pode ocorrer, onde a tradução não 

seria inibida, mas haveria a degradação da cadeia polipeptídica nascente 

concomitantemente. Os miRNAs podem interferir no alongamento da cadeia 

polipeptídica através da competição das proteínas Ago pela ligação à estrutura cap, 

assim como impedir que as subunidades ribossomais se unam (revisado em 

EULALIO; HUNTZINGER; IZAURRALDE, 2008). 

  A identificação do perfil de expressão de lncRNAs equinos foi realizada 

apenas em 2017. Após o estudo de Mansour et al. (2017), as sequências curtas, de 

baixa expressão, baixa conservação entre espécies e menor diversidade de éxons 

foram analisadas por Scott et al. (2017). Estas sequências geralmente são 

descartadas durante os processos de refinamento por não terem nenhum gene 

similar. O estudo detectou sequências de 20.800 transcritos, com uma distribuição 

similar àquela dos genes anotados (SCOTT et al., 2017).  

Já a descrição do perfil de miRNAs em tecidos equinos foi relatada por Kim et 

al. (2014), que analisou o cólon, musculo esquelético e fígado. Foram descritos 292 

miRNAs já conhecidos e 329 novos, em comparação com estudos anteriores in 

silico. Pacholewska et al. (2016) identificaram 698 novos miRNAs em nove tecidos 

através de RNA-seq incluindo 3 diferentes origens de músculo esquelético, coração, 

fígado, cartilagem, ossos e sangue.  

O perfil de miRNAs associados aos tecidos reprodutivos ou a desordens 

reprodutivas em fêmeas ou machos não se encontram disponíveis na literatura até o 

momento. Alguns estudos pontuais associando os miRNAs ao desenvolvimento 

folicular e oocitário foram realizados e serão descritos a seguir. 

O primeiro estudo relacionando miRNAs à fertilidade foi realizado por da 

Silveira et al. (2012), que detectaram a presença de microvesículas e exosomos no 

fluido folicular, que possuíam mRNA e miRNAs, sendo os maiores números obtidos 

nas microvesículas. 25 miRNAs foram detectados nas microvesículas e exosomos, 

sendo relacionados a via WNT, envolvida na esteroidogênese, luteogênese e 
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crescimento folicular. Supõe-se que estas estruturas participem da comunicação 

celular, entregando mRNAs e miRNAs como mensageiros, embora especule-se que 

sua origem seja intra-ovariana. Em uma avaliação entre o fluido folicular de éguas 

jovens e velhas, obteve-se que os miRNAs mir-181a, mir-375 e mir-513a-3p estão 

diferencialmente expressos no fluido folicular de éguas velhas em comparação às 

jovens. Estes participam da via de sinalização do TGFB, crucial para o correto 

desenvolvimento folicular.  

Os miRNAs envolvidos no desenvolvimento folicular foram obtidos através do 

estudo de Schauer et al. (2013), que encontrou expressão diferencial relacionada a 

sobrevivência das células da granulosa (mir-21, mir-23a), proliferação (mir-145, mir-

503, mir-224) e/ou produção de estradiol (mir-224, mir-383, mir-378). Neste estudo 

também foi avaliada a expressão em folículos dominantes e subordinados tendo um 

aumento nos níveis de mir-145, mir-378 e mir-132 no fluido folicular de folículos 

subordinados e um aumento nos níveis foliculares de mir-21, mir-132, mir-212 e mir-

224 após a administração de uma dose ovulatória de hCG (Gonadotrofina Coriônica 

Humana, do inglês, Human Chorionic Gonadotrophin).  

A análise da expressão diferencial de folículos ovulatórios e anovulatórios foi 

realizada por Donadeu; Schauer, (2013), conforme repertório encontrado em outras 

espécies. Os folículos foram aspirados e foi realizado qRT-PCR para a quantificação 

da expressão. Os folículos anovulatórios apresentaram altos níveis de mir-21, mir-

23b, mir-378 e mir-202 no fluido folicular em comparação com folículos ovulatórios. 

O mir-224 e mir-383 não puderam ser detectados. Este é o único estudo que 

relaciona aspectos da infertilidade aos miRNAs (DONADEU; SCHAUER, 2013). 

A atividade dos genes ACVR1 e ID2, cruciais para o desenvolvimento 

oocitário, foi avaliada nos exossomos do fluido folicular no diestro e em folículos pré-

ovulatórios. Os miRNAs mir-27b, mir-372 e mir-382 estavam presentes nos 

exossomos; os dois primeiros, em altos níveis de expressão no diestro, e o último, 

em baixos níveis, no folículo pré-ovulatório. Esse dado corrobora com o fato do gene 

ACVR1 estar 3x mais expresso no folículo pré-ovulatório (DA SILVEIRA et al., 2014).  

Recentemente, foi demonstrado que mais de 60% dos miRNAs equinos 

conhecidos têm correspondências perfeitas com miRNAs associados a doenças 

humanas (BUZA et al., 2014). Aliado a isso, em mulheres e camundongos, existe 

extensa literatura experimental relacionando o papel dos miRNAs à reprodução e 
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viabilidade folicular (LI et al., 2015), sendo possível fazer uma transposição dos 

conhecimentos já adquiridos de outras espécies para a fertilidade em éguas. 

Na reprodução, os miRNAs foram associados a casos de infertilidade 

relacionados a síndrome do ovário policístico (SOP) (ROTH et al., 2014). Mulheres 

em procedimento de FIV, férteis ou portadoras de SOP, foram analisadas quanto ao 

perfil de expressão de miRNAs por microarray. Vinte e nove miRNAs estavam 

diferencialmente expressos e cinco se mostraram elevados no grupo com SOP, 

sendo estes mir-32, mir-34c, mir-135a, mir-18b e mir-9. Uma análise quantitativa de 

diversos potenciais genes-alvo revelou que IL8, SYT1 e IRS2 estavam 

significantemente diminuídos no grupo portador de SOP. Estes abrangem aspectos 

da fisiopatologia da doença, como participação no metabolismo de carboidratos e 

função das células beta, comunicação intercelular e síntese de esteroides (ROTH et 

al., 2014).  

Mulheres com endometriose também foram avaliadas no estudo de Burney et 

al. (2009). Em comparação com mulheres normais, as famílias mir-9 e mir-34 se 

mostraram diferencialmente expressas no ensaio de microarray, com uma redução 

de 25x no primeiro. Os genes-alvo detectados para cada mirRNA foram CCNE2, 

CDK4, CDK6, CDC25A e BCL2, envolvidos na manutenção do ciclo celular. 

A insuficiência prematura ovariana (IOP) foi avaliada através de qRT-PCR e 

descreveu níveis aumentados de mir-23a no plasma de mulheres diagnosticadas 

com IOP, em comparação com mulheres com ciclos normais. Este miRNA 

demonstrou ter como gene-alvo XIAP e a cascata de sinalização das caspases, que 

tem relação íntima com a regulação da apoptose. Assim, foi possível relacionar o 

mir-23 com a apoptose das células da granulosa, ao diminuir os níveis de expressão 

de XIAP, inibidor endógeno das caspases (YANG et al., 2012).  

Mesmo em casos sem causa aparente, como múltiplas falhas em tentativas 

de fertilização in vitro, foi relatado um perfil de expressão desregulado. O estudo de  

Karakaya et al. (2015) coletou oócitos de mulheres em procedimentos de FIV e 

detectou que o mir-21 estava com expressão aumentada em 5x nas mulheres pouco 

responsivas.  

 

2.5 Bioinformática 
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O desenvolvimento da bioinformática ocorreu em conjunto com o avanço do 

estudo de proteínas, e posteriormente, com as técnicas moleculares. O 

sequenciamento de DNA, que surgiu na década de 1970, assim como a utilização do 

DNA recombinante e o desenvolvimento da PCR, gerou uma quantidade cada vez 

maior de arquivos e dados. A criação de bancos de dados de sequências e 

surgimento de ferramentas que facilitassem a manipulação computacional do DNA, 

a partir dos anos 90, permitiu análises cada vez mais complexas, como as dos 

genomas completos de organismos procariotos e eucariotos (GAUTHIER et al., 

2018).   

Com a evolução dos estudos genômicos, transcriptômicos e proteômicos, e a 

partir do momento em que se tornou possível analisar qualitativa e quantitativamente 

o material genético, técnicas mais sofisticadas foram desenvolvidas, como a qRT-

PCR, microarranjos e RNA-seq. Softwares de predição ganharam espaço, a fim de 

auxiliar na elucidação de sequências não designadas nas bases de dados geradas 

por estes ensaios, tendo em vista diversas funções: encontrar sequências 

codificantes, descrever sua função e comparar sua similaridade com outras 

sequências (tanto para o DNA quanto RNA e proteínas), encontrar sítios ativos em 

proteínas, descrever a interação com outras moléculas e sua possível conformação 

(NAIR, 2007). As análises estruturais e funcionais in silico foram crescendo e hoje 

são empregadas antes mesmo da realização de experimentos in vitro. Existem três 

principais métodos computacionais empregados nas análises de dados, que incluem 

a predição ab initio, baseada nas características da sequência ou estrutura, 

comparativa, que leva em conta a conservação evolucionária e a predição integrada 

destes dois últimos métodos (LESK, 2014). 

 

2.5.1 Modelagem de proteínas 

 

Os métodos experimentais de determinação de estruturas fornecem 

informações de qualidade sobre a estrutura de subconjunto de proteínas (BAKER; 

SALI, 2001). As técnicas padrão para o estabelecimento de uma estrutura proteica 

incluem a cristalografia de raios X e NMR (Ressonância Nucelar Magnética, do 

inglês, Nuclear Magnetic Ressonance) (revisado em LESK, 2014). Embora efetivas, 

são experimentos laboriosos e custosos. Assim, os métodos de predição 
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computacional fornecem informações valiosas para uma grande parte de sequências 

cujas estruturas não serão determinadas experimentalmente (BAKER; SALI, 2001).  

Para a avaliação de proteínas preditas, existe um evento bienal que realiza 

testes cegos de avaliação das predições de estrutura, o CASP (Avaliação Crítica da 

Predição Estrutural, do inglês, Critical Assesment of Structure Prediction). As 

predições de estrutura tradicionalmente foram categorizadas em modelagem 

comparativa, predição de reconhecimento conformacional e predição de nova 

conformação. Alguns critérios separaram a predição de estruturas de proteínas em 

três categorias, como revisado em Lesk, (2014):  

(1) Homologia: se uma proteína de estrutura desconhecida tiver homólogos 

de estrutura conhecida, com 40% ou mais resíduos idênticos em um alinhamento de 

qualidade, os métodos de modelagem de homologia auxiliam na obtenção de um 

modelo estrutural quase completo e de qualidade boa o suficiente para interpretar a 

função da proteína. Quanto maior a similaridade da sequência, mais preciso é o 

modelo.  

(2) Threading: caso nenhum homólogo estrutural conhecido apresentar 

similaridade com 40% ou mais de identidade por resíduo, ainda será possível atribuir 

um padrão geral de conformação à proteína de estrutura desconhecida. Deve ser 

possível prever sua estrutura secundária com uma precisão de 70 a 80% numa base 

resíduo-por-resíduo. 

(3) Se nenhum homólogo de estrutura conhecida for reconhecível a partir das 

sequências, o último recurso é usar um método de previsão geral o suficiente para 

lidar com novas dobras. Tais métodos incluem abordagens a priori e utilização de 

softwares baseados no conhecimento estrutural de proteínas. 

Threading é um valioso método para o reconhecimento da conformação. 

Dada uma biblioteca de estruturas conhecidas e a sequência de uma proteína de 

estrutura desconhecida, constroem-se diversos modelos aproximados usando 

diferentes alinhamentos possíveis destas sequências (BAKER; SALI, 2001). Ambos 

os modelos de threading e homologia lidam com a estrutura tridimensional induzida 

por um alinhamento da sequência de consulta com estruturas conhecidas de 

homólogos. A modelagem de homologia se concentra em um conjunto de 

alinhamentos, tendo como objetivo um modelo muito detalhado; já a modelagem por 

threading explora muitos alinhamentos possíveis e lida com modelos aproximados 
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(LESK, 2014); e podem às vezes revelar relações mais distantes do que métodos 

puramente baseados em sequência (BAKER; SALI, 2001). 

Nesse contexto, ainda diversas proteínas de relevância biológica 

permanecem sem elucidação estrutural. Na reprodução, as moléculas da prolactina 

e seu receptor desempenham importantes papéis fisiológicos. Em humanos 

(NEWEY et al., 2013) e bovinos (HUANG et al., 2009) já é conhecida a interferência 

de mutações na prolactina e/ou seu receptor na fertilidade, gerando distúrbios como 

hipo e hiperprolactinemia, galactorreia, ciclos anovulatórios e infertilidade. Porém, 

em éguas, ainda é ausente uma descrição entre polimorfismos genéticos e 

modificações na fertilidade, embora a tentativa de fornecer dados estruturais e 

funcionais sobre as proteínas equinas já tenha aberto caminho para possíveis 

estudos de impacto dessas mutações (NEIS et al., 2016). Entretanto, análises 

funcionais e estruturais e sua avaliação como um candidatos a biomarcadores são 

dificultadas pela inexistência de modelos estruturais na espécie equina. Dessa 

maneira, a análise através do método de threading se apresenta como uma 

alternativa viável para a realização de estudos bioinformáticos voltados à reprodução 

em éguas. 

 

2.5.2 Detecção in silico de ncRNAs 

 

Estudos in vitro voltados à detecção de ncRNAs empregam ensaios de 

amplificação, como qRT-PCR, testes de hibridização, como os microarranjos, e 

sequenciamento de nova geração, os quais são os métodos mais utilizados para sua 

detecção e validação como biomarcadores (LESK, 2014). Muitas vezes, as 

abordagens experimentais podem ser inadequadas, tanto pelas limitações de cada 

técnica, quanto pelo preparo e tipo de amostra. Além disso, muitos possuem 

expressão tecido-específica, baixos níveis de expressão ou condição específica que 

dificulta sua detecção experimental (YOUSEF; JENS, 2014).  

A fim de solucionar alguns destes problemas, vários métodos computacionais 

foram projetados e aplicados à detecção de genes de miRNAs, sendo que inúmeras 

abordagens para a predição in silico foram criadas até agora. Esses programas 

geralmente consideram a estrutura secundária do miRNA precursor como a 

característica mais importante de um gene de miRNA. Os algoritmos de predição 

geralmente são empregados na análise da estrutura secundária e a estabilidade 
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termodinâmica das estruturas hairpin, e os métodos existentes consistem de uma 

estimativa genômica ampla destas estruturas, filtragem ou classificação com base 

em sua similaridade aos miRNAs conhecidos, e confirmação experimental de 

candidatos putativos. Para extrair possíveis miRNAs de um genoma, métodos de 

baseados em homologia e ab initio são usados (HUANG et al., 2017).  

Os métodos de mapeamento de genes de miRNAs baseados em homologia 

ou learning-based utilizam miRNAs disponíveis e validados experimentalmente a fim 

de encontrar estruturas e sequências similares em espécies relacionadas. Se um 

miRNA é identificado em um genoma, seus homólogos podem ser encontrados em 

outras espécies. Porém, caso a finalidade for encontrar novos miRNAs, a 

abordagem por homologia representa uma limitação; incluído a isso, muitos miRNAs 

são espécie-específicos. Neste sentido, a predição ab initio oferece uma boa 

alternativa, pois requer a utilização de parâmetros manualmente selecionados, 

necessitando apenas a sequência primária. A principal dificuldade deste método é a 

escolha adequada destes parâmetros, para que permitam determinar se uma 

sequência é realmente um miRNA baseado em suas propriedades. A estrutura do 

hairpin e a energia livre mínima são muito empregados para a identificação de 

miRNAs (YOUSEF; JENS, 2014). 

 Levando em conta a importância da regulação gênica através de ncRNAs, o 

baixo número de estudos relacionados em éguas e a similaridade no perfil de 

ncRNAs regulatórios entre espécies, se propõe utilizar a bibliografia relacionada a 

desordens reprodutivas e uma análise no genoma equino para selecionar miRNAs 

candidatos a biomarcadores que podem relacionar-se a disfunções reprodutivas em 

éguas. 
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3 Objetivos 

 

 

 

 

 

 

Objetivo geral 

 

Utilizar ferramentas bioinformáticas aplicadas ao estudo de fertilidade em 

éguas, através do estabelecimento da estrutura do hormônio prolactina e seu 

receptor e da identificação de RNAs não-codificantes no genoma equino. 

  

Objetivos específicos  

 

-Estabelecer a estrutura in silico da proteína prolactina equina, através de 

ferramentas bioinformáticas de predição de estrutura e refinamento; 

-Estabelecer a estrutura in silico do receptor da prolactina equina através de 

ferramentas bioinformáticas de predição de estrutura e refinamento; 

-Identificar RNAs não-codificantes no genoma equino possivelmente 

impactantes na fertilidade de éguas; 

-Relacionar os RNAs não-codificantes encontrados com distúrbios no 

desenvolvimento oocitário, folicular e esteroidogênese; 

-Fornecer RNAs não-codificantes candidatos a biomarcadores para a 

realização de estudos experimentais in vitro em éguas.  
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Abstract 

The prolactin hormone is involved in several biological functions, although its main role 

resides on reproduction. As it interferes on fertility changes, studies focused on human health 

have stablished a linkage of this hormone to fertility losses. Regarding animal research, there 

is still a lack of information about the structure of prolactin. In case of horse breeding, 

prolactin has a particular influence, once there is an individualization of these animals and 

equines are known for presenting several reproductive disorders. As there is no molecular 

structure available for the prolactin hormone and receptor we performed several 

bioinformatics analyses through prediction and refinement softwares, as well as manual 

modifications. Aiming to elucidate the first computational structure of both molecules and 

analyse structural and functional aspects related to these proteins, here we provide the first 

known equine model for prolactin and prolactin receptor, which obtained high global quality 

scores in diverse software's for quality assessment. QMEAN overall score obtained for ePrl 

was (-4.09) and QMEANbrane for ePrlr was (-8.45), which proves the structures’ reliability. 

This study will implement another tool in equine genomics in order to give light to 

interactions of these molecules, structural and functional alterations and therefore help 

diagnosing fertility problems, contributing in selection of a high genetic herd.  

 

 

Keywords: mares; infertility; PRL; PRLR; bioinformatics. 
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Full Text 

 

Introduction 

 

The prolactin hormone (Prl) is a molecule synthesized and secreted by lactotrophs in the 

pituitary gland. PRL molecule interacts with the prolactin receptor (Prlr) and its activation 

starts when a trimeric complex of the two receptors and the hormone is formed (BOLE-

FEYSOT et al., 1998; GOFFIN et al., 1996). The Prl-Prlr interaction stimulates several 

biological processes related to reproductive regulation acting mainly in mammogenesis, 

lactogenesis, galactopoiesis, reproductive receptiveness and maternal behaviour (FREEMAN 

et al., 2000).  

The major dysfunction is hyperprolactinemia, causing galactorrhea, amenorrhea and 

infertility, as observed in humans and rodents (NEWEY et al., 2013; ORMANDY et al., 

1997). It also interferes in neuronal pathways related to luteinizing hormone (LH) and 

follicule stimulating hormone (FSH), thus leading to anovulatory cycles (SONIGO et al., 

2012). In knockout PRLR mice, infertility related to decreased ovulation rate, aberrant 

oogenesis, implantation failure (BOLE-FEYSOT et al., 1998) and insufficient progesterone 

levels (ORMANDY et al., 1997) confirm the luteal dependence of Prl. Single-nucleotide 

polymorphisms (SNPs) in PRLR causing genetic hyperprolactinemia and infertility in humans 

were described (NEWEY et al., 2013) as well as in stallions, where they could be implied as 

biomarkers for fertility (GIESECKE et al., 2010). Prl can be used to stimulate ovulation in 

mares, but since there is no mass source of this molecule its use has been restraint 

(THOMPSON; OBERHAUS, 2015). 

For its relevance in fertility, we modelled the equine prolactin (ePrl) and entire mature 

structure of equine prolactin receptor (ePrlr) long isoform including a probable intracellular 



49 
 

 

domain (ICD). Once there are only human solved models available structures in databases, we 

used bioinformatics tools for prediction, refinement and quality assessment to obtain the first 

equine molecules. This can provide a better understanding of the molecular features’, protein-

protein interactions and potential functional and structural impacts of mutations in coding 

sequences. Therefore, the number of animals and individual enrichment can be affected, 

decreasing economic loss with reproductive failures and promoting novel discoveries in mare 

reproduction and fertility. 

 

Materials and Methods 

 Sequence accession  

Information about ePrl was obtained from UniProt (APWEILER et al., 2004) 

(Uniprot:P12420). The signal-peptide was removed once the final protein structures does not 

include this sequence. In order to determine the molecular structure of ePrlr, the protein 

sequence available at Uniprot (Uniprot: F6Z164) provided information about its domains: 

extracellular domain (ECD), transmembrane (TM), ICD and signal-peptide. The absence of a 

whole model and physic-chemical characteristics of TM proteins made necessary to run each 

part of ePrlr separately (ECD, TM and ICD). In this way, the sequence was split using 

PyMOL Molecular Graphics System (Version 1.8 Schrödinger, LLC). 

 

Structure modelling  

I-TASSER (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010) software was used to generate the 3D 

predicted model from amino acid sequences, once it does not use solved structures as model 

to predict proteins. For ePrl, the generated 3D model was run straight through refinement 

tools. After ePrlr parts were modelled, AIDA (XU et al., 2014) software enabled their 

attachment.  
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Structural refinement 

The atomic-level protein structure refinement was made through Fragment Guided 

Molecular Dynamics (FG-MD) (XU et al., 2011), re-shaping the molecular arrangements 

energy landscape. ModLoop (FISER; SALI, 2003) was implied to predict loop conformations 

without relying on a database of known protein structures. However, in case of ePrlr, a 

manually adjustment of the molecular arrangement by correcting wrong positioned atoms and 

chains was made before, using PyMOL Molecular Graphics System (Version 1.8 

Schrödinger, LLC). 

 

Quality assessment 

To assess model reliability ModFold6 (MAGHRABI; MCGUFFIN, 2017) was used, 

measuring global model quality. QMEAN (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2011) and 

QMEANbrane (STUDER; BIASINI; SCHWEDE, 2014) evaluate global and local quality of 

database models and predicted transmembrane structures. RAMPAGE (BATUT; 

GINGERAS, 2013) verifies correctly positioned amino acids and model reliability. DFIRE 

(ZHOU; ZHOU, 2002) and dDFIRE (YANG; ZHOU, 2008) measure conformational free 

energy. SolvX (HOLM; SANDER, 1992) determines solvent availability. ProQ2 (RAY; 

LINDAHL; ORN WALLNER, 2012) was used for residue quality and PsiPred (MCGUFFIN; 

BRYSON; JONES, 2000) for secondary structure prediction. Comparative analysis with 

human molecules were made, using PDB solved structures for Prl (PDB: 1RW5), although 

Prlr did not present any complete ECD and TM model. After quality assessment and proving 

of their reliability, both molecules were submitted to ModelArchive database of predicted 

structures (www.modelarchive.org).   

 

http://www.modelarchive.org/
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Results and Discussion 

ePrl has 229 amino acids and is composed by four main alpha helix.  The first 

predicted ePrl molecule can be seen in Figure 1. It was modelled using I-TASSER and had 

few sequence adjustments, relative to removal of signal-peptide. The hormone did not require 

manual modifications. ePRLR structure is formed by three domains within 625 amino acids. 

The first ePrlr 3D molecule predicted was constructed respecting these domains, that were 

then gathered as seen in Figure 2.  ECD is related to hormone binding, TMD cross the cell 

membrane bilayer and ICD is intrinsically flexible and structurally disordered that interacts 

with intracellular signalling molecules. A JAK2 (Janus-kinase 2) constitutively bind to the 

structure is located in BOX1, relatively conserved proline-rich motif region necessary for 

consensus folding of the molecule recognized by the transduction molecules. For JAK2 

activation, both receptor dimerization and box 1 presence are required. Manual correction 

evaluating incorrectly positioned amino acids and secondary structure was used to adjust 

global conformation and membrane orientation. It is important to notice that this model of the 

long isoform ePrlr is not dimerized, what occurs via hormone binding and activation of a 

trimeric complex.  
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Fig. 1 Predicted model for activated equine prolactin receptor, containing two receptor 

molecules forming the binding site. The three different domains are separated (ECD, TMD 

and ICD). The arrows indicate BOX1, where JAK2 constitutively bind to the structure is 

located. 

 

Fig. 2 Protein model of equine prolactin.  Indicated in the structure are the C-terminal and N-

terminal, as well as the main four alpha helixes  
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 In this prediction, threading modelling was performed, once the equine structure is not 

available in public databases, comparing the target sequence directly to solved template 

proteins even in the absence of an evolutionary relationship (ZHANG, 2009). I-TASSER 

structures’ quality resembles RMSD ranges from 1-2 Å from solved experimental structures 

in diverse organisms (READ; CHAVALI, 2007) and has approximately 70% reliability on 

designing (DU et al., 2015). There are available tools for modelling TM proteins, but I-

TASSER was used once it was a threading modelling and other tools does not support this 

kind of prediction. Even not being available a ‘transmembrane mode’, constantly made 

Critical Assessment of protein Structure Prediction (CASP) experiments prove its reliability 

and usage over time, with predictions similar to native models (YANG et al., 2016). ePRL 

and ePRLR generated structures were refined at the atomic level by FG-MD software, and a 

new structure was generated for both after refinement. On CASP refinement experiments, FG-

MD demonstrated significant potential (ZHANG; LIANG; ZHANG, 2011).  

To assess the quality of 3D models, scores greater than 0.4 indicate more complete 

and confident models in ModFold6. In both designed molecules, values of 0.6996 for ePrl and 

0.3950 for ePrlr were achieved. Both structures were evaluated for loop conformations and 

molecular arrangement. The receptor molecule had a decreased score due to present different 

characteristics combined in a single model, increasing residues’ error. The software provides 

reliable information about predicted models, even though there is no specific analysis on TM 

quality, ModFold6 series of methods proved to be the best in estimating absolute scores of 

models in CASP12 (KRYSHTAFOVYCH et al., 2018) 

QMEAN Z-score provides an estimate of absolute quality of an individual model in 

relation to reference structures solved by crystallography. ePrl score (-4.09) shown a good 

model reliability (Online Resource 1), once it is measured by the resulting scoring function 

independent of the size of the protein. Generally, the more negative index, the better result 
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(BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2011). ePrlr scored -8.45 in QMEANbrane, a specific 

TM tool, which is within the expected range for TM proteins (Online Resource 2). QMEAN 

is still in the best performing methods for model quality (KRYSHTAFOVYCH et al., 2018) 

and QMEANbrane also showed superiority among other TM quality assessment softwares 

(STUDER; BIASINI; SCHWEDE, 2014).  

ePrl structure demonstrates high reliability by DFIRE (-363.43) and dDFIRE (-

514.85), once the lower index the less instable the model is. After refinement analysis and 

considering the complexity of ICD in ePrlr, the model presents a considerable reliability (-

612.36 on DIFRE and -732.95 on dDFIRE), once it was designed by threading modelling and 

the molecule has specific physic-chemical properties, which interfered in the obtained scores. 

ProQ2 analysis demonstrates ePrl high quality model, closer to score 1 (Online 

Resource 3A). ePrlr obtained a lower residue score due to its multiple characteristics and 

disordered conformation of ICD (Online Resource 3B). In recent analyses of ProQ2, it was 

between the single-model methods that performed best in local and global model accuracy 

(KRYSHTAFOVYCH et al., 2018; UZIELA; WALLNER, 2016). Quality assessment 

revealed that ePRL reliability resides in 96% and ePrlr long isoform obtained 92.5% of 

favoured or allowed amino acids in right position, according to RAMPAGE.  

As SolvX assess the solvation profile and a well-packed structure should have an 

overall solvation preference below zero (HOLM; SANDER, 1992), it can be inferred that our 

ePrl model is trustworthy (score -17.2). However, ePrlr structure (258.3) presented high levels 

of solvent accessibility, probably due its membrane protein nature and different environments 

where it is included (KOEHLER LEMAN; ULMSCHNEIDER; GRAY, 2015).  

PsiPred results for single residue quality and topology (MCGUFFIN; BRYSON; 

JONES, 2000) show our structures having an optimal residue-per-residue quality and high 

trustworthy range (Online Resources 4 and 5). Secondary structure prediction of the four main 



55 
 

 

alpha helix in ePrl and the TM region in ePrlr are accurate. Although generally implied for 

soluble proteins (ALMEIDA et al., 2017), its score provide accurate usefulness also for TM 

proteins (KOEHLER LEMAN; ULMSCHNEIDER; GRAY, 2015) being the most described 

tool for secondary structure refinement (KASHANI-AMIN et al., 2018). 

Conclusions 

ePrl has shown to be a highly trustworthy model, that can be used for further structural 

and functional analyses regarding interactions with the receptor or other molecules. ePrlr, a 

TM protein, had to pass through more rounds of refinement tools and the quality assessment 

carefully analysed regarding its properties. Considering that we modelled a TM protein that 

had no previous structure in the databases, our model presents usability and biological 

relevance. We also defined a hypothetic ICD region, domain that still does not have a solved 

structure. In this study, we present the first ePrl and ePrlr molecules to date obtained and 

analysed by bioinformatics tools for structure prediction, loop corrections and molecular 

dynamics refinements. Our predicted models could contribute to novel discoveries related to 

mare reproduction, stimulating in vitro studies to analyse mutations and other genetic related 

structure alterations, understanding molecular dynamics of ligands, protein-receptor 

interaction, as well as docking with other molecules and impact of structural changes. From 

this new molecules it will be possible to analyse and predict interactions with analogs of 

prolactin, qhat can be possibly implied as an alternative inductor of ovulation.  

The predicted structures are available in ModelArchive database and can be accessed 

through: ePrl (DOI: 10.5452/ma-ahb5e) and ePrlr (DOI: 10.5452/ma-acf71). The respective 

PDB files are available in Online Resource 6 and 7. 
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Supplementary Material 

  

Online Resource 1 QMEAN graphical result for ePrl predicted model. The more negative, more 
reliable is the predicted structure  

 

Online Resource 2 QMEANbrane result for ePrlr 
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Online Resource 3 Graphical results for quality estimate of the predicted models obtained in ProQ2. 
(A) Equine prolactin (ePrl) global quality. (B) Equine prolactin receptor (ePrlr) global quality  
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Online Resource 4 PsiPred specific residue quality for ePrl 
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Online Resource 5 PsiPred confidence of secondary structure prediction for ePrlr 
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Prospecção in silico de ncRNAs na espécie equina aplicados a estudos de fertilidade 
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Resumo 

A fertilidade em éguas é um tema complexo, envolvendo um grande número 
de disfunções reprodutivas, muitas vezes de causa desconhecida e/ou multifatorial. 
A elucidação de determinadas desordens é dificultada pela quantidade de 
disfunções sem compreensão total, a complexidade genética da fertilidade e a 
escassez de estudos genômicos voltados às fêmeas. Algumas regiões 
aparentemente “sem função” foram detectadas no sequenciamento do genoma 
equino e algumas foram determinadas como RNAs não-codificantes (ncRNAs). 
Dentre estes, os miRNAs são os RNAs regulatórios mais abundantes e 
desempenham um papel crucial na regulação pós-transcricional. Em mulheres, já é 
conhecida a influência dos miRNAs em desordens reprodutivas, como síndrome do 
ovário policístico, insuficiência ovariana prematura e endometriose. Sabe-se que 
60% dos miRNAs conhecidos de equinos têm correspondências perfeitas com 
miRNAs associados a doenças humanas, o que torna possível transpor o 
conhecimento entre espécies. O objetivo do estudo foi elencar miRNAs encontrados 
em disfunções reprodutivas e esteroidogênese em outras espécies e analisar o 
genoma equino para a identificação dos ncRNAs presentes e sua distribuição. 
Através da análise da literatura, foram elencados 27 miRNAs que apresentaram 
relevância biológica para a fertilidade, sendo que sete não foram encontrados na 
análise do genoma equino. A análise dos ncRNAs se deu através da ferramenta 
INFERNAL, que procura sequências complementares nos bancos de dados de 
proteínas e miRNAs. Os miRNAs foram as moléculas mais abundantes, 
representando 65,1% do total analisado, seguido de snRNAs (24,92%), lncRNAs 
(2,58%) e moléculas com outras ações regulatórias (7,4%). Os miRNAs que 
obtiveram mais hits no genoma foram mir-544, mir-1255, mir-562 e mir-1302, 
envolvidos com a regulação do ciclo celular. A partir deste trabalho, foi possível 
elencar miRNAs que já comprovadamente interferem na fertilidade em outras 
espécies, sendo sugeridos os mir-17, -18, -21, -23, -34, -133, -181, -378, -503 e let-
7, por seu papel diversificado, atuando tanto em desordens reprodutivas quanto 
hormonais, fatores chave na fertilidade. Assim, tornam-se bons candidatos a estudos 
futuros in silico e in vitro. Os ncRNAs identificados no genoma representam papel 
essencial para a elucidação de suas funções e genes-alvo, quantificação em 
condições fisiológicas ou desordens.  
 
Palavras-chave: biomarcador; bioinformática; reprodução; éguas. 
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Introdução  

 

A fertilidade em éguas é um tema complexo, envolvendo um grande número 

de disfunções reprodutivas, muitas vezes de causa desconhecida e/ou multifatorial. 

Algumas destas disfunções estão relacionadas a endometrite, folículos anovulatórios 

e cistos ovarianos/endometriais. A elucidação da etiologia e fisiopatologia de 

desordens é dificultada pela quantidade de disfunções sem compreensão total que 

estão descritas em éguas (SNIDER, 2015). Incluído a isso, está a complexidade 

genética relacionada a fertilidade (CHOWDHARY, 2013) e a escassez de estudos 

genômicos voltados a fêmeas. Assim, a relação entre genômica e fertilidade ainda é 

pouco explorada.   

A partir do sequenciamento do genoma equino (WADE et al., 2009) obteve-se 

grande quantidade de dados genômicos, os quais possibilitaram a determinação de 

biomarcadores para doenças, análise da interferência de mutações e também a 

descoberta de regiões aparentemente “sem função”. Através da transcriptômica, 

descobriu-se que eram geradas moléculas de RNA, porém não eram codificantes 

para uma proteína, sendo designados RNAs não-codificantes (ncRNAs). Os ncRNAs 

são uma classe de moléculas que não são traduzidos em uma proteína, sendo 

divididos por sua função e tamanho, podendo exercer funções regulatórias pós-

transcricionais (HA; KIM, 2014).  

Os miRNAs maduros desempenham um papel crucial na regulação pós-

transcricional e são os RNAs regulatórios mais abundantes (HA; KIM, 2014). Ocorre 

a ligação da fita guia às regiões 3'  não traduzidas (3'-UTRs) de seus mRNAs-alvo, o 

que pode levar à degradação do mRNA alvo, desadenilação da cauda poli(A), 

competição do complexo de silenciamento com fatores de iniciação da tradução e 

estrutura cap, bloqueio do alongamento da tradução, promoção da dissociação 

prematura dos ribossomos ou degradação da cadeia polipeptídica nascente 

(EULALIO; HUNTZINGER; IZAURRALDE, 2008).  

Na reprodução, em mulheres, a influência dos miRNAs é descrita em casos 

de infertilidade relacionados à síndrome do ovário policístico (SOP) (ROTH et al., 

2014), endometriose (BURNEY et al., 2009), insuficiência ovariana primária (IOP) 

(GUO; SUN; LAI, 2017), e mesmo em casos sem causa aparente de falhas recidivas 

da fertilização in vitro (FIV) (KARAKAYA et al., 2015). Já em éguas, é possível obter 

dados referentes aos aspectos ovulatórios e de maturação folicular, como descrito 
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por SCHAUER et al. (2013), que descreveu os miRNAs detectados em folículos 

dominantes e subordinados. Donadeu; Schauer (2013) avaliaram a expressão de 

alguns miRNAs já descritos para outras espécies em folículos ovulatórios e 

anovulatórios.  

Considerando que mais de 60% dos miRNAs conhecidos de equinos têm 

homologia perfeita com miRNAs associados a doenças humanas (BUZA et al., 

2014). O objetivo do estudo foi elencar miRNAs associados a desordens 

reprodutivas e hormonais, com foco no desenvolvimento folicular e oocitário de 

diferentes espécies. A fim de ampliar o conhecimento e determinação efetiva do 

papel dos miRNAs na fertilidade das fêmeas, uma análise computacional 

aprofundada do genoma equino foi realizada, procurando identificar os ncRNAs 

existentes, avaliar sua distribuição e prospectar biomarcadores que podem estar 

associados à fertilidade em éguas. 

 

 

Metodologia 

 

Análise de miRNAs candidatos a biomarcadores de fertilidade na literatura 

 

Os ncRNAs de interesse em outras espécies foram obtidos através de 

pesquisa na literatura disponível no banco de dados Pubmed NCBI (National Center 

for Biotechnology Information) (https://ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), relacionando aos 

dados obtidos in silico e in vitro das seguintes espécies:  equinos, humanos, 

camundongos, bovinos, suínos e ovinos. A seleção dos miRNAs foi baseada no seu 

envolvimento na oogênese, foliculogênese e em desordens reprodutivas, que 

incluíram: cistos ovarianos, endometriais e folículos anovulatórios. Para isso, foram 

utilizadas diferentes combinações das palavras-chave: “ncRNA”, “miRNA”, 

“anovulatory”, “infertility”, “fertility”, “cyst”, “foliculle”, “equine”, “mare”, “bovine”, 

“human” “women”, “ovine”, “murine”, “reproduction”, “disorder”. O gene-alvo dos 

ncRNAs e sua função foram buscados no banco de dados GeneCards (SAFRAN et 

al., 2010) e MirPath (VLACHOS et al., 2015). Os ncRNAs que apresentaram relação 

ou possível relação com os problemas de fertilidade foram elencados por sua 

função, gene-alvo relatado e espécie. Um fluxograma da metodologia utilizada pode 

ser visto na Figura 1. 

https://ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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Figura 1. Metodologia utilizada para a obtenção dos miRNAs de relevância a partir da 
literatura disponível nos bancos de dados. Foi realizada uma busca na literatura disponível no 
PubMed utilizando as palavras-chave descritas em diferentes combinações. Os miRNAs encontrados 
englobaram murinos, suínos, ovinos, bovinos, equinos e humanos, sendo relacionados à 
esteroidogênese e desordens reprodutivas associadas a infertilidade. A função gênica descrita foi 
obtida através do banco de informações sobre genes GeneCards e MirPath. 

 

Prospecção de ncRNAs no genoma equino 

 

Para analisar os ncRNAs descritos no genoma, foram obtidos os 32 

cromossomos equinos através do banco de dados Ensembl 

(https://www.ensembl.org/Equus_caballus/Info/Index), na versão EquCab2.0 

(Ensembl:GCA_000002305.1). As sequências foram analisadas através da 

ferramenta INFERNAL (http://eddylab.org/infernal/), que prediz RNAs não-

codificantes em relação ao banco de dados de famílias de RNA, o Rfam (KALVARI 

et al., 2018) e miRBase v22.0 (GRIFFITHS-JONES, 2006). Foram elencados os 

ncRNAs reconhecidamente transcritos no genoma através dos bancos de dados e 

segregados por abundância e função dos genes-alvo. Os parâmetros utilizados em 

https://www.ensembl.org/Equus_caballus/Info/Index
http://eddylab.org/infernal/
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nossa busca foram o E-value “  -- E 1e-200 --rfam” (valor de significância estatística 

dos hits na base de dados), sendo obrigatoriamente menor que 1x10⁻¹. Os 

resultados foram filtrados através de scripts em Python para obter apenas as 

sequências com mais de 99% de similiaridade ao alinhamento local, retirada das 

sequências alinhadas com procariotos, árqueas, plantas e quanto aos tipos de RNAs 

em maior quantidade nas células (mRNA, tRNA e rRNA). 

 

Resultados  

 

Análise de miRNAs candidatos a biomarcadores da fertilidade na literatura 

 

Foram elencados 27 miRNAs que já possuem evidências experimentais de 

associação a fatores de importância para a reprodução, incluindo sua influência na 

esteroidogênese e no desenvolvimento folicular e oocitário. Os resultados são 

listados nos quadros 1 e 2, respectivamente. De acordo com a literatura, os miRNAs 

que potencialmente se apresentam como biomarcadores foram segregados 

conforme genes-alvo descritos, espécie (murinos, ovinos, suínos, bovinos, equinos e 

humanos), função e desordem às quais podem estar relacionados. Posteriormente, 

estes miRNAs foram buscados dentre os resultados obtidos nos dados genômicos 

de miRNAs equinos. Sete miRNAs não foram encontrados no genoma equino, 

sendo estes mir-18, mir-125, mir-202, mir-222, mir-320, mir-483 e mir-520. Destes, 

apenas três (mir-18, mir-320 e mir- 520) não foram encontrados no banco de dados 

mirBase. Dos miRNAs analisados na literatura, todos ficaram abaixo do threshold de 

10 hits estabelecido, sendo que cada hit representa uma cópia do gene. Os mais 

encontrados foram let-7, com 10 hits, mir-17, com 6 hits, mir-133 e mir-29, com 5 

hits. Foram definidos os miRNAs obtidos a partir da literatura mais interessantes a 

serem posteriormente estudados, sendo estes let-7, mir-17, -34, -181, -503. 
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Quadro 1 - miRNAs relacionados à esteroidogênese selecionados a partir da literatura. 

miRNA Gene-alvo Ação Espécie Referência 

mir-17-5p; 
mir-17-3p 

STAR, CYP-19A1 COX-2, IL-1b, ERb 
Proliferação, diferenciação e síntese de 

esteroides. 
Humanos 

TOLOUBEYDOKHTI et al., 2007;  
SIROTKIN et al., 2009 

KASIMANICKAM; KASTELIC, 2016 

# mir-18, mir-
18b 

IL-8, SYT1, IRS2 
Estímulo à liberação de progesterona, 

estradiol e testosterona nas CGs. 
Humanos SIROTKIN et al., 2009 

mir-24 RAB5B, EGFR, TGFB1 Regulação da liberação de progesterona. Humanos SANG et al., 2013 

mir-29a; 
mir-29b 

PLA2G4A, OTXR 
(A) estímulo à síntese de prostaglandinas; 
(B) estímulo à secreção de progesterona. 

(A) Ratos 
(B) Bovinos 

KUANG et al., 2014; XU et al., 2018 

mir-32 IL-8, SYT1, IRS2 
Estímulo à liberação de progesterona nas 
CGs humanas, inibição da liberação de 

testosterona e estradiol. 
Humanos SIROTKIN et al., 2009 

mir-34 
CDK6, VEGFA, CCNE3, CDC25A, BCL-2, 

MYC, WNT, JAG1, INHBB, P53, DLL1, 
NOTCH1, MET, EZH2, MYC, E2F3,CCND1 

Leva à apoptose das CGs suínas. 
Mediação da supressão da proliferação 

através da p53 em camundongos. Inibição 
da liberação de progesterona e estradiol 
nas CGs humanas. Participa da transição 

folicular/luteal em ovinos. 

Suínos 
Camundongo 

Humanos 
Ovinos 

TU et al., 2014; CORNEY et al., 2007 
BOMMER et al., 2007; SIROTKIN et al., 

2009;  MCBRIDE et al., 2012 

# mir-125a e 
mir-125b 

ARID3B, BAK1, ERBB2/3, LIF, NTRK3, 
TP53, KRT7, CDKN1A, CBFB, MYC, 

HMGA2, LIN28A, TRIM71, AKT1, KLF13 

Estímulo à liberação de progesterona nas 
CGs humanas. É abundante durante todo 

desenvolvimento folicular ovino. 

Humano 
Ovino 

SIROTKIN et al., 2013; MCBRIDE et al., 
2012 

mir-129-2-3p MAP3K1 
Envolvidos no aumento na produção de 
progesterona e inibição da síntese de 

estradiol 
Bovinos ZIELAK-STECIWKO et al., 2014 

mir-133a, mir-
133b 

TAGLN2, FOXL2, CYP11A1 

Quando superexpresso, reduz os níveis de 
FoxL2, que reprime produção de 

progesterona. Inibição da liberação de 
progesterona nas CGs humanas. 

Camundongo 
Humano 

XIAO et al., 2014; DAI et al., 2013; 
SIROTKIN et al., 2009 

mir-143 CDK4, CDK6, CCNB1, CCND2, CCNE2 
Inibição da formação folicular primordial em 

camundongos e da liberação de 
progesterona nas CGs em humanos. 

Camundongo 
Humano 

ZHANG et al., 2013; SIROTKIN et al., 
2009 

mir-181a - mir-
181d 

ACVR2A; CCND2; MAPK, TGFB 

Expressão aumentada em folículos murinos 
primários. Presente nas microvesículas 

foliculares de éguas velhas. Inibe a 
liberação de progesterona nas CGs 

Camundongo 
Equinos 

Humanos 

ZHANG et al., 2013b; DA SILVEIRA et al., 
2012; SIROTKIN et al., 2009 
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humanas. 

mir-193b ESR1 Regulação da liberação de progesterona Humanos SANG et al., 2013 

# mir-222 ESR1 Envolvido com a liberação de estrógeno Ratos HOSSAIN et al., 2013 

mir-224 TGFB1, SMAD4, CYP19A1 
Encontrado em folículos equinos em 
luteinização. Promove a liberação de 

estradiol em camundongos. 

Equinos 
Camundongo 

SCHAUER et al., 2013; YAO et al., 2010 

# mir-320 IL-1A, IL-10, IL-12B, IL-37, RAB5B Regulação da liberação de estrógeno Humanos SANG et al., 2013 

mir-378 CYP19A1, IGF-1 Síntese de estradiol 
Suínos 
Equinos 

SUI et al., 2014; DONADEU & SCHAUER, 
2013 

mir-383 RBMS1, C-MYC Síntese e liberação de estradiol 
Humanos 
Bovinos 

YIN et al., 2012; ZIELAK-STECIWKO et 
al., 2014 

# mir-483-5p 
MAPK3, NOTCH3, IL-1A, IL-10, IL-12B, IL-

37 
Regulação da liberação de progesterona Humanos XU et al., 2015;  SANG et al., 2013 

# miRNA-
520c-3p 

ESR1 Regulação da liberação de estrógeno Humanos SANG et al., 2013 

Let-7 PTEN, CASP3 e p53 
Abundante no ovário de humanos, suínos e 
ovinos; Inibição da liberação de estrógeno 

e progesterona em CGs humanas 

Humanos 
Ovinos 
Suínos 

LI et al., 2015; MCBRIDE et al., 2012; 
SIROTKIN et al., (2009). 

 

“ # “ refere-se aos miRNAs não encontrados na análise genômica em equinos. 

 

CG = células da granulosa 
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Quadro 2 - miRNAs relacionados à desordens reprodutivas obtidos a partir da literatura. 

miRNA Gene-alvo Função Espécies Desordem Referências 

mir-17-5p; 
mir-17-3p 

STAR, CYP-19A1 COX-2, IL-
1b, ERb 

Níveis elevados em endometriose humana e 
metrite bovina. 

Humanos 
Bovinos 

EH, M 
TOLOUBEYDOKHTI et al., 
2007;  KASIMANICKAM &  

KASTELIC, 2016 

# mir-18, mir-18b IL8, SYT1, IRS2 
Níveis elevados no fluido folicular de mulheres 

com SOP 
Humanos SOP 

ROTH et al., 2014; ZIELAK-
STECIWKO et al., (2014) 

mir-21 
(mir-21-3p/5p) 

PDCD4, PTEN 

Níveis elevados em FA e folículos subordinados.  
Mulheres não responsivas à FIV. 2x mais 

expresso em EBS. Altos níveis levam à atresia 
folicular, em baixos, Ap e dificuldade de 

expansão do cumulus 

Bovinos 
Equinos 

Humanos 

EBS, 
FA,FIV 

DONADEU & SCHAUER, 
2013;  KARAKAYA et al.,  

2014;  TSCHERNER et al., 
2018; SCHAUER et al., 2013 

mir-23a e mir-23b 

STAR, CYP-19A1 COX-2, IL-
1b, ERb, TGFB, 

WNT, MAPK, AKT, XIAP, 
CAS3 

Induz apoptose das células da granulosa.  
Expressão aumentada em casos de IOP.  Em 

altos níveis na IOP causa apoptose. Expressão 
descrita em exossomos/microvesículas no fluido 

folicular em éguas jovens. 

Humanos 
Equinos 

IOP 

(A E B) DONADEU & 
SCHAUER, 2013;   

TOLOUBEYDOKHTI et al., 
2008;  DA SILVEIRA et al., 
2012;  YANG et al., 2012; 

ZHOU et al., 2012 

mir-24 
RAB5B, EGFR, TGFB1, IKIBK, 

JUN, SP1, INRS, MAPK14, 
NOS2, ID3 

Interfere na liberação de progesterona 
Humanos 
Bovinos 

SOP, ESB 
SANG et al., 2013; 

HAILEMARIAM et al., 2014 

mir-32 IL-8, SYT1, IRS2 
Níveis elevados no fluido folicular de mulheres 

não-responsivas apresentando SOP 
Humanos SOP ROTH et al., 2014; 

família mir-34 
CCNE, CCNE2, CDK4, CDK6, 
CDC25A, BCL-2, IL-8, SYT1, 

IRS2 
Níveis diminuídos em EH. Humanos EH 

ROTH et al., 2014; BURNEY 
et al., 2009; 

mir-132 HMGA2, CTBP1 Envolvido com a liberação de estrógeno Humanos SOP SANG et al., 2013 

mir-193b ESR1 Regulação da liberação de progesterona Humanos SOP SANG et al.,2013 

# mir-202 TGFB; IL-8, SYT1, IRS2 
Expressão aumentada em POI e folículos 

anovulatórios 
Humanos 
Equinos 

IOP, FA 
DONADEU & SCHAUER, 
2013; ZHOU et al., 2012 

# mir-222 ESR1 Envolvido com a liberação de estrógeno 
Ratos 

Humanos 
SOP 

HOSSAIN et al., 2013; SANG 
et al., 2013 

mir-224 TGFB1, SMAD4, CYP19A1 
Diferencialmente expresso em casos de pré-

eclampsia; encontrado em folículos equinos na 
fase luteal 

Humanos 
Equinos 

PE 
YAO et al., 2010; SCHAUER 

et al., 2013 

# mir-320 RAB5B Regulação da liberação de estrógeno Humanos SOP SANG et al., 2013 

# mir-483-5p 
MAPK3 NOTCH3, IL-1A, IL-

10, IL-12B, IL-37 
Níveis aumentados em SOP Humanos SOP 

XU et al., 2015;  SANG et al., 
2013 
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mir-503 
MAPK14, IKBKB, JUN, 

CCND1, BCL-2, RHO A, 
ROCK1, ROCK2 

Inibe a proliferação de células endometrióticas. 
5x mais expresso em EBS. 

Humanos 
Bovinos 

EH, EBS 

HIRAKAWA et al., 2016;  
HAILEMARIAM et al., 2014;  
ZIELAK-STECIWKO et al., 

2014 

# mirna-520c-3p ESR1 Regulação a liberação de estradiol Humanos SOP SANG et al., 2013 

Let-7 PTEN, CASP3 e p53 Níveis de expressão diminuídos em IOP Humanos IOP 
YANG et al., (2012); ZHOU et 

al., (2011). 
 

“ # “ refere-se aos miRNAs não encontrados na análise genômica em equinos. 

 

Abreviações: 

CG = células da granulosa 

CT = células da teca 

EH = endometriose humanos 

ESB = endometrite subclínica bovina 

FA = folículo anovultório 

FIV = mulheres não responsivas à FIV sem causa aparente 

IOP = insuficiência ovariana prematura 

M = metrite 

PE = pré-eclampsia 

SOP = síndrome do ovário policístico 
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Prospecção de ncRNAs no genoma equino 

 

 No presente trabalho, utilizando ferramentas bionformáticas, pela primeira vez 

é apresentada uma análise de ncRNAs em todo genoma equino. A partir da 

utilização do software INFERNAL, foi possível filtrar sequências não-codificantes no 

genoma já descritas nos bancos de dados de famílias de proteínas e miRNA por sua 

estrutura primária, secundária e homólogos. Através dos parâmetros estabelecidos 

pela busca no software INFERNAL e scripts de filtragem, existe apenas 1% de 

chance de haver um mismatch ou gap na sequência dos ncRNAs descritos, 

demonstrando uma flexibilidade mínima em relação a falsos-negativos. 

Foram encontrados 4.482 ncRNAs no genoma equino (Figura 2). Dentre as 

classes de ncRNAs mais encontradas estão os miRNAs, representando 65,1% do 

total. Em seguida, snRNAs (24,92%), lncRNA (2,58%) e moléculas com outras ações 

regulatórias, descritas aqui como “Outros” (7,4%).  
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Figura 2. Distribuição de ncRNAs identificados no genoma equino. Os valores indicam a 
quantidade de hits no genoma. miRNA = micro-RNAs; snRNA = pequenos RNAs nucleares; lcnRNA = 

longos RNAs não codificantes; outros =  RNAs não-codificantes de funções diversas. 

 

Dentro da família de snRNAs foram encontrados as sequências referentes a: 

pequenos RNAs nucleolares (snoRNA), que guiam as modificações em tRNAs, 

rRNAs e RNAs nucleares, motif hammerhead (RNA que catalisa quebras e ligações 

em outras moléculas de RNA), elementos específicos de ligação à 5’ UTR dos 

mRNAs - os sítios internos de entrada no ribossomo (do inglês, Internal Ribosome 

Entry Site - IRES) e snRNAs que compõe o spliceossomo (por exemplo, U6). Foram 

encontrados também 116 lncRNA, associados a regulação de genes específicos. Na 

categoria “Outros” foram incluídos os ncRNAs de ligação a sítios do rRNA, RNAs 

que fazem parte da formação de complexos proteicos do tipo ribonucleoprotease, 

ribozimas e moléculas que promovem modificações no frameshift ribossomal. 

 Os miRNAs representaram a maior quantidade de ncRNAs regulatórios. Os 

miRNAs que obtiveram mais hits no genoma são apresentados na Figura 3, sendo 
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que mir-544, mir-1255, mir-562, mir-1302 e mir-584 foram os mais encontrados pelo 

software. Os números indicam quantas cópias do gene foram encontradas durante a 

análise genômica. Aqueles que não atingiram o threshold de 10 detecções foram 

incluídos em “Outros”. 

 

Figura 3.Distribuição dos miRNAs identificados no genoma equino. Os valores indicam a 
quantidade de hits no genoma. Outros = miRNAs que atingiram 10 hits ou menos dentro do genoma. 

 

Os miRNAs que obtiveram a maior quantidade de hits no genoma foram 

analisados em virtude da sua função e vias de sinalização que interferem. Detectou-

se que os mir-544, mir-1255, mir-562 e mir-584 estão intimamente relacionados à 

manutenção do ciclo celular, processos metabólicos básicos, mitose, apoptose, 

regulação de mRNAs e biossíntese de aminoacetil-tRNA. Da mesma forma, estes 

miRNAs estavam relacionados às vias de sinalização de receptores andrógenos.  

A distribuição dos ncRNAs por cromossomo pode ser vista na Figura 4. A 

análise revelou que a maior quantidade de ncRNAs estava concentrada nos 

cromossomos 1, X e 4, enquanto que os menores número de sequências 

identificadas foram os cromossomos 29, 30 e 31.  
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Figura 4 Distribuição dos ncRNAs por cromossomo. Cr = cromossomo. Os valores indicam o 
número de hits observados para cada cromossomo. 

 

Avaliamos a distribuição dos miRNAs por cromossomo, como visto na Figura 

5. Os miRNAs que identificamos tiveram mais hits nos cromossomos X (267), 1 

(223) e 16 (144), enquanto os que apresentaram menos miRNAs foram 29, 30 e 31. 
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Figura 5. Distribuição do miRNAs por cromossomo. Cr = cromossomo. Os valores indicam o 
número de hits observados para cada cromossomo. 

 

Discussão 

 

Análise de miRNAs candidatos a biomarcadores da fertilidade na literatura 

 

Devido à maior disponibilidade e similaridade genômica, foi utilizada 

principalmente a literatura experimental relacionada às espécies humana e bovina, 

mas também dados referentes a murinos, suínos e ovinos foram considerados. A 

busca por estes miRNAs no genoma equino não discriminou as nomenclaturas 

específicas dos miRNAs. Por exemplo, no genoma, o mir-133 foi detectado, mas sua 

relevância biológica para a fertilidade foi descrita em relação à diferentes posições 

nucleotidícas - mir-133a e mir-133b. A nomenclatura dos miRNAs leva em conta 

diferenças em um ou dois nucleotídeos na estrutura madura, adicionando-se uma 

letra minúscula logo após sua numeração quando possuem sequências quase 

idênticas. Já a adição de números após a nomenclatura significa que são idênticos. 

Quando duas sequências são geradas em fitas opostas, adiciona-se 5p (para a fita 

5’) ou 3p (para a fita 3’) (VAN DER KOLK; PACHOLEWSKA; GERBER, 2015). 

Entretanto, os miRNAs encontrados durante a revisão de literatura incluem espécies 
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que já possuem uma ampla descrição de seu perfil transcriptômico e, portanto, o 

motivo destes miRNAs não terem sido encontrados em nossa análise pode ser por 

ainda não estarem reportadas nos bancos de dados tais diferenças nas sequências 

maduras. Outra possível causa é a existência de isoformas destes miRNAs, 

causadas por variabilidade na região 3’ ou substituições nucleotídicas fora da 

sequência guia. Embora os efeitos funcionais destas isoformas não sejam 

totalmente conhecidos, a eficiência de ligação ao alvo, incorporação à Ago e 

estabilidade podem estar sendo comprometidas (NEILSEN; GOODALL; BRACKEN, 

2012). Como o miRBase leva em consideração a fita-guia, estas isoformas não 

estão compreendidas no banco de dados (NEILSEN; GOODALL; BRACKEN, 2012).  

Em nossa análise em relação a literatura, let-7 foi o miRNA mais encontrado, 

apresentado 10 hits no genoma. A família de miRNAs let-7 é a mais abundante 

encontrada nos ovários em suínos, humanos (LI et al., 2015) e ovinos (MCBRIDE et 

al., 2012) e atua na manutenção e maturação oocitária (LI et al., 2015). Por ter sido 

observado um grande número de vezes no genoma, é possível afirmar que nosso 

resultado corrobora com essa afirmação. É sugerido seu papel regulatório ao inibir a 

liberação de estrógeno e progesterona em células humanas (SIROTKIN et al., 

2009), estar em baixos níveis de expressão em casos de IOP sendo os genes-alvo 

PTEN, CASP3 e p53, apontando para a possível associação com a ocorrência da 

menopausa precoce e infertilidade (YANG et al., 2012; ZHOU et al., 2011). Em 

equinos, a família let-7 foi descrita no cólon, músculo esquelético e fígado (KIM et 

al., 2014), porém não há relatos até o momento em tecidos reprodutivos. 

Em nossa análise do genoma, o mir-17 obteve 6 hits, sendo um dos mais 

encontrados. Em casos de metrite bovina, o mir-17-3p foi encontrado em níveis 

elevados (KASIMANICKAM; KASTELIC, 2016). Em casos de endometriose foi 

descrita expressão diminuída do gene-alvo STAR, regulador da aromatase, além do 

mir-17-5p, que tem como genes-alvo COX-2, IL-1b, STAR, CYP-19A1 e ESR, 

relacionados à síntese de esteroides (TOLOUBEYDOKHTI et al., 2007). Sirotkin et 

al., (2009) detectou que mir-17-3p inibe a liberação de progesterona e testosterona 

nas células da granulosa. O mir-34 apresentou três hits em nossa análise genômica. 

Os miRNAs 34b e 34c foram descritos como mediadores da supressão pela p53 em 

células de câncer de ovário, evidenciando seu papel na repressão do crescimento 

em níveis de expressão normais (CORNEY et al., 2007). Em mulheres com 
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endometriose estavam em níveis de expressão diminuídos, o que corrobora com a 

manutenção do perfil proliferativo destas células (BURNEY et al., 2009). Tu et al., 

(2014) reportou apoptose das células da granulosa em folículos suínos e INHBB 

como gene-alvo, associado à secreção de FSH. A liberação de testosterona e 

estradiol foram inibidas por estes miRNA (SIROTKIN et al., 2009) e foram 

detectados níveis aumentados em folículos ovinos (MCBRIDE et al., 2012). O  mir-

34c também apresentou-se elevado em casos de SOP (ROTH et al., 2014).  

A análise in silico relevou que o mir-181 teve dois hits no genoma equino. No 

fluido folicular de éguas velhas em comparação às jovens, maiores níveis de 

expressão deste miRNA foram encontrados. Um de seus genes-alvo é TGFB, crucial 

para o correto desenvolvimento folicular (DA SILVEIRA et al., 2012). Foi descrito em 

níveis aumentados de expressão em pacientes com IOP, podendo estar envolvido 

na patofisiologia da doença por suprimir o gene ACVR1 (ZHANG et al., 2013b). Por 

fim, demonstrou um papel inibitório na liberação de progesterona  (SIROTKIN et al., 

2009) e descrição in silico em equinos (ZHOU et al., 2009a). O mir-503 teve apenas 

um hit no genoma equino. Hirakawa et al., (2016) descreveram que mir-503 está 

associado a repressão da proliferação das células endometrióticas em mulheres, ao 

interferir nos genes relacionados ao controle do ciclo celular, proliferação e 

apoptose. Em camundongos e ovelhas este miRNA também já foi relatado 

interferindo nas funções oocitárias e foliculares (revisado em DONADEU; 

SCHAUER; SONTAKKE, 2012). Como foi encontrado em folículos subordinados 

bovinos, sugere-se sua relação com a atresia (ZIELAK-STECIWKO et al., 2014). Na 

endometrite subclínica bovina este miRNA também foi reportado relacionado às vias 

de NF-kB, crucial na regulação da inflamação (HAILEMARIAM et al., 2014). Em 

equinos foi descrito em análises in silico (ZHOU et al., 2009a). 

Uma das propostas do trabalho foi sumarizar os miRNAs relacionados à 

esteroidogênese e desordens de fertilidade de relevância descritos em outras 

espécies. Um estudo similar elencou miRNAs de importância para o 

desenvolvimento folicular e luteal descritos até a data, porém não incluiu equinos. 

Estes foram: mir-224, -383, -378, -23a, -26b, -132/mir-212, -21, 125b, -145, -199a-

3p, -503, let-7b/mir-17-5p (DONADEU; SCHAUER; SONTAKKE, 2012). Isso mostra 

que nosso estudo está em concordância com o sugerido pelos autores, já que os 

miRNAs citados apresentam-se relacionados com os aspectos que analisamos 
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(Quadros 1 e 2), sendo potenciais candidatos a testes mais aprofundados in silico e 

in vitro. Além dos miRNAs que descrevemos como melhores candidatos (let-7, mir-

17, -34, -181, -503), outros que também se destacaram foram mir-18, -21, -125, -

133, -378, -202 e -224. Entretanto, priorizamos aqueles ainda não descritos em 

equinos e que possuem significativo relato na literatura.  

Nossa análise não detectou hits referentes a sete miRNAs. Além disso, 

apenas dois não têm descrição para a espécie equina no miRBase (mir-202 e mir-

320), o que significa que ainda não foram identificados experimental ou 

computacionalmente. A partir de todos os miRNAs candidatos que elencamos, 

observamos que muitos possuem papel de importância nos processos da 

esteroidogênese e desordens associadas a quadros de infertilidade. Aqueles que 

mais se destacaram em nossa análise e são sugeridos para futuros estudos são let-

7, mir-17, -34, -181, -503. 

 

Prospecção de ncRNAs no genoma equino 

 

Nossa análise identificou que os ncRNAs tiveram mais hits no genoma nos 

cromossomos 1, X (331 hits) e 4, (202 hits). Os cromossomos com menor número de 

sequências identificadas foram 29, 30 e 31. Nossos resultados corroboram em parte 

com o estudo de Zhou et al. (2009), que observaram que os miRNAs em maior 

densidade por Mb estavam nos cromossomos 11, 24 e X, e ausentes nos 

cromossomos 29 e 31. Já os miRNAs que identificamos tiveram mais hits nos 

cromossomos X (267 hits), 1 (223 hits) e 16 (144 hits), enquanto os que 

apresentaram menos hits foram 29 (34 hits), 30 (32 hits) e 31 (15 hits).  

Os miRNAs que foram mais detectados pelo software foram mir-544, mir-

1255, mir-562 e mir-1302, que participam da manutenção do ciclo celular, processos 

metabólicos básicos, mitose, apoptose, regulação de mRNAs e biossíntese de 

aminoacetil-tRNA. Da mesma forma, todos os miRNAs estavam relacionados às vias 

de sinalização de receptores andrógenos. Esse resultado já era esperado, visto a 

abrangência da análise. Como foram as moléculas mais encontradas na análise 

genômica, os miRNAs comprovam-se úteis na busca por biomarcadores. Isso foi 

realizado por KIM et al. (2014), que avaliou possíveis biomarcadores para aplicação 

na clínica equina analisando-se o perfil normal de expressão de miRNAs. Através do 
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software predição de novos miRNAs Mireap, foram analisados tecidos do cólon, 

fígado e músculo esquelético, frequentemente associados a patologias. 

PACHOLEWSKA et al. (2016) identificaram 698 novos miRNAs através das 

ferramentas de predição de novos miRNAs, miRDeep e miRdentify, em 71 pequenas 

bibliotecas de RNA-seq. Algoritmos e softwares foram utilizados para detectar 

potenciais biomarcadores para diferenciação inter-racial entre pôneis e cavalos, 

revelando miR-122, miR-200, miR-483 e miR-328 como candidatos. Nossa análise 

do genoma identificou os ncRNAs por similaridade e, portanto, novas moléculas não 

são reportadas. Como existem apenas estudos transcriptômicos nesta área, nossa 

análise é importante como um estudo base de verificação da presença destas 

moléculas e avaliação das sequências que estão disponibilizadas nos bancos de 

dados.  

Com a realização do nosso estudo, é possível afirmar que os ncRNAs 

descritos por nós estão presentes no genoma e provavelmente são transcritos, mas 

os níveis de transcrição dependem da condição fisiológica e do tipo celular. Dessa 

maneira, os miRNAs obtidos em nossa análise não representam o transcritoma, mas 

o genoma, podendo haver modificações na transcrição destas sequências. Sendo 

assim, é muito importante a detecção de ncRNAs in vitro após as análises in silico 

para a validação da sua função. Foi sugerido por SCHRIMPF et al., (2014) a 

associação do locus da Fosfolipase C com a fertilidade em garanhões, em que um 

SNP estaria potencialmente interferindo em sítios de ligação de fatores de 

transcrição e nas vias regulatórias dos miRNAs. Em éguas, não existe relato deste 

tipo de associação até o presente momento, mas o fato de os miRNAs estarem 

presentes em vesículas (DA SILVEIRA et al., 2012) e na corrente sanguínea 

(PACHOLEWSKA et al.,2016) estimula seu uso como biomarcador. A expressão de 

miRNAs durante a gestação foi avaliada em éguas , o que pode ser de relevância 

clínica para a detecção de complicações relacionadas à gestação (KLOHONATZ et 

al., 2016; LOUX et al., 2017), como já ocorre em humanos (MOUILLET et al., 2015).  

Nosso estudo levou em conta as sequências de DNA que possuem 

complementaridade com os bancos de dados de proteínas (Rfam) e miRNAs 

(miRBase), sendo, portanto, detectados aqueles já obtidos experimental ou 

computacionalmente. É importante ressaltar que a análise in silico do genoma foi 

realizada em nível de identificação, porém a quantidade produzida destes miRNAs a 



81 
 

 

partir dos genes não são conhecidas. O estudo de ZHOU et al. (2009) foi pioneiro na 

detecção in silico de miRNAs, utilizando a ferramenta BLAST na comparação do 

genoma equino com sequências já anotadas de animais. Diferentemente de nosso 

estudo, que teve como objetivo identificar e relatar as sequências existentes no 

genoma com base naquelas que se alinham diretamente com os bancos de dados 

de proteínas e miRNAs. ZHOU et al. (2009) procuraram identificar novos miRNAs 

utilizando as sequências maduras dos mesmos em relação ao genoma. Além disso, 

diversos filtros relacionados à energia livre conformacional e estrutura secundária do 

miRNA foram aplicados, a fim de diferenciar pseudo-genes. Através do software 

INFERNAL, obtivemos um perfil a partir de um alinhamento de múltiplas sequências 

de uma família de RNA, com um sistema de pontuação específico para 

substituições, inserções e deleções. A pontuação gerada leva em conta a estrutura 

primária da sequência e a estrutura secundária, permitindo identificar homólogos de 

RNA que tem sua estrutura secundária mais conservada do a sequência primária, o 

que não é realizado pelo BLAST.   
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Conclusão 

 

A partir do nosso estudo, foi possível obter uma lista de miRNAs que 

possuem um papel de relevância na fertilidade em diferentes espécies, visando 

empregá-los em posteriores estudos de avaliação em oócitos equinos. Os mais 

relevantes sugeridos para futuras análises são let-7, mir-17, -34, -181, -503. por sua 

presença tanto em desordens reprodutivas quanto na esteroidogênese. Incluído a 

isso, estes miRNAs elencados podem fornecer importantes informações sobre sua 

função em éguas, auxiliando na elucidação de fatores que podem interferir na 

fertilidade. Através de nosso estudo, é possível estabelecer um rumo concreto para 

pesquisas de avaliação do perfil de expressão em condições normais, em 

associação com disfunções, como candidatos a biomarcadores.  

A análise do genoma equino através de ferramentas bioinformáticas 

demonstrou a presença de 21 dos 27 miRNAs elencados na revisão de literatura, 

demonstrando que já foram obtidos em outras análises por estarem presentes nos 

bancos de dados e que futuras análises são favorecidas, uma vez que já foram 

descritos anteriormente. Foi descrita pela primeira vez as diferentes classes de 

ncRNAs presentes no sequenciamento do genoma e sua distribuição, em que a 

maior prevalência foi de miRNAs. Os mais encontrados pelo software foram mir-544, 

mir-1255, mir-562 e mir-1302, que participam da regulação do ciclo celular e vias de 

sinalização de receptores andrógenos. A presença de genes codificantes para os 

ncRNAs encontrados aumenta a confiabilidade da busca por biomarcadores da 

fertilidade, uma vez se estivessem ausentes no genoma seriam fracos candidatos.  

Nossa análise dos ncRNAs presentes no genoma é um passo-chave para futuros 

estudos relacionados a avaliação da função e gene-alvo destas moléculas, 

quantificação através de análises como microarranjos, em condições fisiológicas ou 

desordens. A partir disso, podem ser considerados genes candidatos a 

biomarcadores e partirem para etapas de validação molecular.  
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6 Conclusão Geral  

 

 

 As pesquisas realizadas neste Trabalho de Conclusão de curso  empregando 

a bioinformática no estudo da fertilidade representam uma importante etapa de 

avanço na elucidação da genômica envolvida em desordens que afetam éguas. 

Além disso, a bioinformática aplicada a fêmeas demonstra grande potencial de 

utilização no diagnóstico molecular, com muito ainda a ser explorado. 

Ao proporcionar as estruturas referentes à prolactina e seu receptor, estudos 

de avaliação estrutural e funcional auxiliam a desvendar características associadas à 

fisiopatologia de doenças reprodutivas, nível de expressão gênica em diferentes 

desordens. Ainda, a avaliação in silico e in vitro prospecta o impacto estrutural e 

funcional de SNPs nas vias de sinalização, assim como da capacidade de ligação 

das moléculas, as quais podem acarretar em perda de função.  

A análise dos RNAs não-codificantes no genoma abre novas portas para a 

associação a desordens reprodutivas, pois fornece um conhecimento básico para o 

estudo de seu impacto nas funções foliculares e oocitárias. A partir disso, é possível 

detectar no transcritoma o nível de expressão em condições fisiológicas, 

comparando-as a diferentes condições.. As análises moleculares também podem ser 

realizadas em tecidos reprodutivos e fluidos biológicos de animais que apresentam 

desordens reprodutivas. Com isso, testes de validação para marcadores 

moleculares da fertilidade em éguas podem determinar aqueles que possuem maior 

relevância biológica para utilização no diagnóstico clínico. 

Refletindo sobre o presente trabalho, observei que a área da genômica 

equina é altamente promissora e merece maior atenção, principalmente para 

fêmeas. Ainda existe uma infinidade de informações a serem descobertas 

relacionadas à infertilidade, o que gera uma grande oportunidade devido às 

diferentes causas que inviabilizam a prenhes e suprimem os índices reprodutivos da 

espécie equina. Durante estes três anos, nossos projetos sempre se mostraram 
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desafiadores, por focarmos em uma área onde a maioria dos estudos ainda só havia 

sido realizada em outras espécies. Ao mesmo tempo, se mostraram inovadores e 

acredito que contribuíram muito para a formação de meu perfil profissional, por 

demonstrar todas as fases de execução de um estudo e o que é necessário ao se 

pesquisar em um campo novo. Espero ter contribuído de alguma forma para outros 

grupos de pesquisa em genômica da reprodução, e, acima de tudo, gerar melhorias 

que se apliquem a equinocultura. 
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