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1. INTRODUGAO

A descoberta de microRNAs (miRNAs) e seus mecanismos de agdo ampliou
e esclareceu a compreensao da regulagdo génica. Eles sdo uma classe de
reguladores epigenéticos, pequenos RNAs n&o codificantes, que se ligam aos seus
MRNAs alvo levando ao silenciamento do RNA e supressao da tradugéo (McGinnis,
Luense et al. 2015). Os miRNAs podem ser secretados em fluidos extracelulares e
transportados para células-alvo por meio de vesiculas, como exossomos
(Makarova, Shkurnikov et al. 2016). Os miRNAs extracelulares funcionam como
mensageiros quimicos para mediar a comunicagao célula-célula similarmente a
horménios enddcrinos e abrem muitas possibilidades em termos de terapia com
miRNAs (Fu, Ye et al. 2013).

Recentemente, a sensibilidade da regulagdo dos miRNAs ao estrogénio em
diferentes tipos celulares foi demonstrada em alguns estudos (Gémez-Gdémez,
Organista-Nava et al. 2016, Jiang, Li et al. 2016, Micheli, Palermo et al. 2016). Isto
torna os mMiRNAs diretamente influenciados pela menopausa. Um estudo
demonstrou que MiRNAs especificos diferiram com a idade em mulheres, incluindo
miR-21 e miR-1462 (Kangas, Pollanen et al. 2014). Os dados deste estudo sugerem
que o estradiol pode ser um mediador da mudanc¢a no conteudo de miRNA nos
€ex0ssomos que, por sua vez, esta associado a mudanga no estado metabdlico de
saude.

Os niveis de estrogénio reduzem drasticamente no momento da menopausa
em mulheres, sendo sua reposi¢cao o unico tratamento aprovado que alivia 0 amplo
espectro de sintomas associados a menopausa (Baber, Panay et al. 2016). Porém
0s riscos e beneficios desta terapia ainda sdo controversos. A grande maioria das
mulheres passa por uma transicdo natural para menopausa, retendo o tecido
ovariano inativo. No entanto, os modelos para indug¢ao desta condigdo em roedores
sdo limitados. Uma possibilidade é a remocéo cirurgica dos ovarios e a outra € o
uso do composto 4-Diepoxido de vinilciclohexeno (VCD), que leva a falha gradual
da funcgéo ovariana (Kappeler and Hoyer 2012). Isto resulta em animais depletados
de foliculos, mas que retém o tecido ovariano residual, assim como ocorre em
mulheres na menopausa.

Baseado nisso, o objetivo deste estudo foi identificar o perfil de miRNA
séricos em camundongos induzidos a estropausa recebendo estradiol.

2. METODOLOGIA
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O experimento foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas, sob o numero
0902860. Os camundongos (n=31), todos fémeas da linhagem C57BL/6 com 60
dias de idade, foram divididos em trés grupos e mantidos sob condigbes
controladas de temperatura e luz. Para realizagdo do tratamento hormonal, 21
fémeas foram tratadas diariamente com injecao intraperitoneal de VCD (160 mg/kg)
durante 20 dias para induzir estropausa, enquanto que 10 fémeas receberam
placebo (6leo de gergelim) na mesma frequéncia. As 21 fémeas que receberam
VCD, foram divididas em grupo VCD controle (n=10) e VCD estradiol (n=11), que
61 dias apos o final do tratamento com VCD, receberam placebo ou B-estradiol (5
pg/kg; E8875-250mg, Sigma) dissolvido em o6leo de gergelim, aplicado com
injecdes subcutaneas trés vezes por semana, durante 90 dias. Para confirmar que
0s animais estavam em menopausa, 60 dias apos o fim das inje¢des com VCD foi
realizado citologia vaginal diariamente por um periodo de 5 dias e a menopausa foi
confirmada pela ndo progresséao do ciclo estral.

O sequenciamento dos miRNAs foi realizado a partir de exossomos
extraidos do soro no momento da eutanasia. O RNA foi processado para construir
bibliotecas de miRNA, sequenciado e analisado. A quantificagdo das bibliotecas foi
realizada usando cutadapt e bowtie. miRNAs expressos diferencialmente foram
analisadas usando Edge no software R. A analise funcional foi realizada utilizando
Diana-TaRBase v.7.0 e miRPath v.3.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A menopausa foi confirmada pela aciclicidade e redugcdo acentuada do
numero de foliculos primordiais (p<0.001). Detectamos um total de 402 miRNAs no
soro dos animais CTL, VCD e VCD+E2. Os 10 miRNAs mais expressos no soro
foram: miR-191-5p, miR-107-3p, miR-103-3p, miR-221-3p, miR-320-3p, miR-451a,
miR-93-5p, mmu-let-7b-5p, miR-423-5p, miR-17-5p. Entre o0os mMiRNAs,
diferentemente expressos: miR-200a-3p (p=0.01; FC=2.53) e 200b-3p (p=0.003;
FC=2.14) regulados positivamente. Enquanto miR-5129-5p (p=0.04; FC=0.71),
miR-874-3p (p=0.00; FC=0.61), miR23a-5p (p=0.02; FC=0.46), miR24-1-5p
(p=0.00; FC=0.33), miR5107-5p (p=0.04; FC=0.22) e miR-6950-3p (p=0.02;
FC=0.13) regulados negativamente no grupo VCD em comparagao com fémeas do
grupo CTL. Esses miRNAs regulados negativamente nao diferiram entre VCD-E2
e fémeas CTL, indicando que E2 normaliza seus niveis. As regides regulatérias de
miR-23a contem locais de ligagdo ao E2 (Huang, Wong et al. 2015). O fato de
alguns miRNAs membros da familia Let-7 serem induzidos por E2 ¢é interessante e
sugere que uma via comum esta envolvida na expresséo e ou processamento (Ma,
Shen et al. 2021).

No entanto, o miR-122-5p (p=0.00; FC=0.72) e o miR-1843-5p (p=0.03;
FC=0.56) foram regulados negativamente no VCD-E2 em comparagdo com o VCD
e o grupo CTL. miR-200a-3p e miR-200b-3p estao relacionados ao cancer de ovario
(2020) e séao regulados pelo estradiol. miR-370-3p foi regulado positivamente em
VCD-E2 e VCD.

Até agora, ndo havia evidencias diretas sobre a relagdo desses miRNAs
diferencialmente expressos em modelos de menopausa e terapia estrogénica em
animais. O que temos na literatura sdo que os miRNAs sdo abundantes nos ovarios
humanos, camundongos e vacas, e desempenham um papel potencial na fungao
ovariana (Ro, Park et al. 2007, Hossain, Ghanem et al. 2009, Sirotkin, Laukova et
al. 2010). O que alguns autores sugerem é que os miRNAs podem controlar as
fungdes reprodutivas pela liberagdo aumentada ou inibida de progesterona,
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androgeno e estrogénio em células de granulosa em humanos (Azhar, Dong et al.
2020).

A desregulagao da expressdo de miRNAs é observada em varias doengas
incluindo cancer, doengas cardiovasculares e disturbios neurodegenerativos. Estas
doencas sao reincidentes em mulheres pds-menopausa. Assim como observamos
miR-200a-3p e miR-200b-3p regulados positivamente (Kim and You 2022)
comparando camundongos jovens e velhos também obteve o mesmo resultado.
Esses miRNAs estdo envolvidos na foliculogenese e esteroidogenese (Li, Fang et
al. 2015). A familia miR-200 € uma dos varios miRNAs que foram estudados para
o diagnostico e prognostico de cancer de ovario e mama (Li, Fang et al. 2015). No
tecido ovariano, os miR-200 sdo geralmente regulados positivamente em tumores
ovarianos em comparagéo com o tecido ovariano normal (Choi and Ng 2017), o que
vai de acordo com nossos resultados apresentados. Os niveis de expressao podem
ser variaveis de acordo com os subtipos histologicos e estagios do cancer de
ovario.

(Taylor and Gercel-Taylor 2008) assim como nds, utilizando exossomos,
relataram que os niveis exossomicos de miR-200 eram mais elevados em soros de
pacientes com cancer de ovario do que em amostras de controles benignos. Em
outro estudo, (Kobayashi, Salomon et al. 2014) comparou a abundancia de miR-
200 em exossomos produzidos por duas linhagens celulares com diferentes
capacidades invasivas. As células SKOV-3 mais invasivas liberaram 2,7 vezes mais
0s exossomas quando comparadas as células OVCAR-3 menos invasivas, e as
transcrigcbes de miR-200s foram identificadas apenas nas células OVCAR-3 e seus
exossomos. Com o envolvimento de apenas duas linhagens celulares. O estudo de
Kobayashi n&o é conclusivo para associar a relagdo entre a invasao celular do
cancer de ovario com o conteudo de miR-200 nos exossomos secretados.
Tomados em conjunto, os estudos atuais mostraram resultados promissores para
0s niveis séricos ou plasmaticos de miR-200 como biomarcadores diagndésticos e
prognosticos.

4. CONCLUSOES
Esses resultados sugerem que a menopausa tem impacto no perfil de
mMiRNAs nos exossomos séricos. Estes miRNAs podem ser candidatos a uma nova
terapia de substituicdo em mulheres na pos menopausa, a fim de reverter os efeitos
negativos da menopausa na saude da mulher.
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