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RESUMO

MARTINS, J C A. Avaliacdo da expressdo de microRNAs espermaticos
associados a taxas de prenhez e perda gestacional em IATF. Mestre - Programa
de P6s-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias. Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2025.

A crescente demanda por proteina animal destaca a importancia de identificar
precocemente bovinos com alto potencial genético. Essa identificacdo favorece o melhoramento
reprodutivo e produtivo dos rebanhos. Além disso, permite a comercializacdo global de sémen
com caracteristicas de alto valor econémico. Marcadores moleculares reprodutivos tém alto valor
comercial por permitirem diagnostico precoce e validacdo do potencial genético. Seu uso
impulsiona o mercado internacional de genética animal e inseminacdo artificial. MicroRNAs
(miRNAs) sdo pequenas moléculas de RNA que regulam a expressdo génica. Os miRNAs
presentes no espermatozoide podem ajudar a identificar causas de subfertilidade ou infertilidade
idiopatica, por meio da técnica de qPCR. Esses miRNAs atuam na regulacdo génica e estdo
diretamente ligados a qualidade reprodutiva. Devido a esse papel, sdo considerados
biomarcadores promissores de fertilidade. Podem ser Uteis no diagnéstico reprodutivo tanto em
animais quanto em humanos. O presente estudo buscou avaliar mudancas na expressdo de
mMiRNAs associados com taxas de prenhez por inseminagéo (P/IA) e perda gestacional de touros
usados em inseminacéo artificial em tempo-fixo (IATF), com dados a campo. No total, 29 touros
foram selecionados de um banco de dados baseados na sua performance de fertilidade a campo,
agrupados de acordo com as 10% maiores e menores taxas de prenhez e perda gestacional. O
RNA total foi extraido de doses criopreservadas de sémen seguindo protocolo registrado no INPI,
concentracdo e qualidade do RNA extraido foi avaliado via espectrofotometria. Do RNA total
extraido, foi sintetizado cDNA usando o kit comercial TagMan™ Advanced miRNA cDNA
Synthesis para realizacdo dos ensaios de qPCR utilizando sondas TagMan™ especificas para os
microRNAs miR-7, -204, -139 e -191. As amostras foram analisadas em duplicata para obter Ct
médio de cada amostra. O método 2~2ACT foi usado para avaliar as mudangas na expressdo dos
mMiRNAs, sendo a diferenca estatistica entre 0s grupos avaliada através de teste-t para grupos
individuais e analise de variancia (ANOVA) de uma via seguido do teste de tukey pés-hoc para
grupos conjuntos, com nivel de significancia de p < 0,05. O miR-7 apresentou um aumento de
expressdo em amostras de baixa P/IA quando comparado com alta P/IA, sem influéncia da perda
gestacional, enquanto o miR-204 apresentou uma tendéncia (p = 0,08) no aumento da expressao
em amostras de alta perda gestacional, se tornando mais evidente em amostras de baixa P/IA (p <
0,05). J& o0 miR-191 apresentou diferenca na expresséo de dois grupos de interesse comercial,
sendo eles alta fertilidade (alta P/IA e baixa perda gestacional) e baixa fertilidade (baixa P/IA e alta
perda gestacional). Os miRNAs associados a fertilidade masculina estdo sendo investigados,
como neste estudo, devido ao potencial como preditores da capacidade reprodutiva masculina,
algo de grande interesse comercial para o desenvolvimento de biotecnologias.

Palavras-chave: Fertilidade, perdas embrionarias, sémen criopreservado,
tecnologia de sémen.
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ABSTRACT

MARTINS, J C A. Evaluation of sperm microRNAs associated with
pregnancy and pregnancy loss on FTAI. Master - Programa de Pds-Graduacéo
em Ciéncias Veterinarias. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2024.

The growing demand for animal protein underscores the importance of early identification
of bulls with high genetic potential. Such identification promotes reproductive and productive
improvement of herds and enables the global commercialization of semen with high economic
value traits. Reproductive molecular markers have high commercial value as they allow early
diagnosis and validation of genetic potential. Their use drives the international market for animal
genetics and artificial insemination. MicroRNAs (miRNAs) are small RNA molecules that regulate
gene expression. Spermatozoa-derived miRNAs can help identify causes of subfertility or idiopathic
infertility through gPCR analysis. These miRNAs regulate gene expression and are directly linked
to reproductive quality. Due to this role, they are considered promising fertility biomarkers and may
be useful for reproductive diagnosis in both animals and humans. This study aimed to evaluate
changes in the expression of miRNAs associated with pregnancy per insemination (P/Al) rates and
gestational loss in bulls used in fixed-time artificial insemination (FTAI), based on field data. A total
of 29 bulls were selected from a database according to their field fertility performance, grouped by
the highest and lowest 10% pregnancy and gestational loss rates. Total RNA was extracted from
cryopreserved semen doses following a protocol registered with the INPl. RNA concentration and
quality were assessed via spectrophotometry. From the extracted total RNA, cDNA was
synthesized using the TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit, and qPCR assays were
performed with TagMan™ probes specific for miR-7, -204, -139, and -191. Samples were analyzed
in duplicate to obtain the mean Ct for each sample. The 2*-AACT method was applied to assess
changes in miRNA expression, with statistical differences between groups evaluated by t-test for
individual groups and one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test for combined groups,
with significance set at p < 0.05. miR-7 showed increased expression in low P/Al samples
compared to high P/Al, without influence from gestational loss, whereas miR-204 showed a trend
(p = 0.08) toward higher expression in high gestational loss samples, becoming significant in low
P/Al samples (p < 0.05). miR-191 differed in expression between two commercially relevant
groups: high fertility (high P/Al and low gestational loss) and low fertility (low P/Al and high
gestational loss). Male fertility-associated miRNAs are being investigated, as in this study, for their
potential as predictors of male reproductive capacity, which holds great commercial interest for the
development of biotechnologies.

Keywords: cryopreserved semen, embryo loss, fertility, semen technology.
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1. INTRODUCAO

Desde a adocao dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel pela ONU
em 2015, houve um foco intensificado na erradicacdo da fome e na melhoria da
nutricdo global. Assim, o sistema produtivo precisa evoluir para se tornar mais
nutritivo, inclusivo e ambientalmente sustentavel. Com a crescente demanda
global por proteina animal e a significativa importdncia econbmica da
bovinocultura no Brasil e em outros paises, € crucial o desenvolvimento de
tecnologias que possibilitem a identificagcdo precisa de animais com potencial
genético para aprimorar a eficiéncia reprodutiva e produtiva dos rebanhos. A
identificagdo precisa e precoce destes animais permite sua inclusdo em
programas de melhoramento e a comercializacdo de sémen em nivel mundial,
promovendo assim a disseminacdo de caracteristicas produtivas de alto valor
econdmico como a producao diaria de leite, peso da carcaca e fertilidade.

Touros demandam gastos de manutencdo durante sua utilizacdo, o que
torna animais subférteis ou inférteis, enquanto ndo diagnosticados e removidos do
rebanho, causadores de prejuizos na otimizacdo dos recursos na producao
animal. A fertilidade do touro impacta diretamente no resultado, pois estes
acasalam com diversas fémeas durante a estacdo de monta. A utilizacdo de
técnicas como a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) auxilia na
produtividade quando touros que foram identificados como geneticamente
superiores sdo utilizados. Consistindo na sincronizacdo do desenvolvimento
folicular através da aplicacdo de horménios, permite a reproducdo sem a
necessidade de deteccéo de cio (BO; BARUSELLI, 2014). Além disso, a pratica
da IATF permite a criacdo de uma estacdo reprodutiva concentrada através de
inseminacdes e ressincronizacdes, gerando lotes mais uniformes e é capaz de
atingir altas taxas de concepcdo, sem a necessidade de monta natural (BO et al.,
2018). Apesar de uma técnica antiga, se tornou bem aceita na producédo animal e
continua apresentando aprimoramentos (MONTEIRO et al., 2023). No entanto, é
importante ressaltar que a qualidade do sémen a ser utilizado € um dos fatores
com grande influéncia nas taxas de prenhez e perda gestacional, merecendo
maior atencao (SILVA et al., 2023).
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O potencial reprodutivo de animais de producéo é diagnosticado através da
analise de diferentes variaveis, desde a etapa de fertilizacdo até o parto, e a
capacidade de predizer a fertilidade através da avaliacdo espermatica ainda é
limitada devido a quantidade de fatores que estéo ligados ao potencial reprodutivo
(ROSARIA et al., 2009). Mesmo dentre as partidas de sémen que se encontram
dentre os parametros aceitdveis de morfologia e motilidade, os machos podem
apresentar deficiéncia no potencial de fertilidade a campo (BARBOSA et al.,
2005). No Brasil, no ano de 2024, 20,46% das matrizes foram inseminadas, e o
namero de doses coletadas em centrais chegou a 17,3 milhdes para gado de
corte e 3,1 milhdes para gado leiteiro. além disso, é importante destacar que a
inseminacao artificial € utilizada em 70,6% dos municipios para gado leiteiro e
71,58% para gado de corte (ASBIA, 2024). Entre 2004 e 2024 o rebanho bovino
no brasil cresceu 11%, totalizando aproximadamente 194 milhdes de cabecas no
pais (Abiec, 2025). Desta forma, € possivel observar que a utilizacdo de sémen
aprovado em protocolos de avaliacao de fertilidade juntamente a programas de
inseminacao artificial apresenta importantes beneficios frente a outras possiveis
técnicas ou utilizacdes. A inseminacéao artificial permite o uso difundido de touros
geneticamente superiores, 0 que leva a um aprimoramento em caracteristicas
produtivas e reprodutivas, além de reduzir o risco de transmissao de doencas
sexualmente transmissiveis, também reduz os custos para manter touros no
rebanho e permite a concentracdo de gastos durante uma estacdo de monta fixa
(MOROTTI et al., 2021)

As perdas gestacionais representam um grande desafio para a eficiéncia
reprodutiva. Essas perdas podem ocorrer em diferentes fases, desde a
fecundacdo até o final da gestacdo. Condicbes ambientais, nutricionais e de
manejo inadequado contribuem significativamente para a ocorréncia de perdas
gestacionais. Além disso, diversos fatores sdo oriundos do touro e do genoma
paterno, influenciando o desenvolvimento placentario e perdas gestacionais
(POHLER; OLIVEIRA FILHO, 2024).

Devido ao potencial de diagnéstico em tempo hébil e validagdo do potencial
do animal, marcadores moleculares voltados a reproducdo de ruminantes

possuem um grande mercado internacional, devido ao aumento do valor
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comercial do produto oferecido por empresas voltadas a genética animal e
inseminacéo artificial (THUNDATHIL et al., 2016).

MicroRNAs (miRNAs) s&o uma classe de RNA néo codificantes de
aproximadamente 18-22 nucleotideos, envolvidos na regulagédo pds-transcricional
da expressdo génica. Eles atuam através da juncdo com um complexo
multienzimético na degradacdo ou bloqueio da tradugcdo do RNA mensageiro
(mRNA), podendo cada microRNA ter mais de 100 genes alvos (FARIAS
CAMPOS et al.,, 2011). Os microRNAs estdo envolvidos em importantes
processos bioldgicos incluindo diferenciacéo celular, apoptose, embriogénese e
espermatogénese, entre outros (GROSS et al., 2017; KOTAJA et al., 2014). Os
microRNAs presentes no esperma podem predizer fatores responsaveis pela
subfertilidade ou infertilidade idiopatica, dos quais sdo possiveis de identificar
através da técnica de qPCR (DOMINGUES et al., 2020, 2021). Devido ao seu
papel fundamental, miRNAs espermaticos sédo potenciais biomarcadores do
potencial reprodutivo e podem se tornar mais uma ferramenta no diagnostico de
subfertilidade e infertilidade idiopatica em animais e também em humanos
(ALVES et al., 2020).

O desenvolvimento de uma tecnologia que utilize miRNAs como
biomarcadores do potencial reprodutivo, tanto na venda de touros como na de
sémen utilizados em rotinas de inseminacdo artificial € de extremo interesse
comercial. A agregacao destes dados em andlises tem o potencial de aumentar a
precisdo e confiabilidade de diagnosticos e predi¢cdes relacionadas ao potencial
reprodutivo. O possivel impacto se torna mais evidente quando sdo analisados
diferentes lados da cadeia produtiva, como a reducéo de custos devido a melhor
escolha dos animais utilizados e remocdo de animais com menor potencial
reprodutivo, otimizando a producdo, e o melhoramento genético das proximas
geracOes com a utilizacdo de animais com a presenca de miRNAs relacionados

intimamente com alta fertilidade.

2. REVISAO DE LITERATURA

MicroRNAs (miRNAs) sdao uma classe de RNA nao codificantes de

aproximadamente 18-22 nucleotideos. Os miRNAs sao transcritos pela RNA
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polimerase Il ou Ill, resultando em um miRNA primario (pri-miRNA). Em seguida,
os pri-miRNAs passam por processamento em um complexo nuclear que inclui a
enzima Drosha (LEE et al., 2003), e outras proteinas acessoérias, que resulta em
um mMIiRNA precursor (pre-miRNA). Em seguida s&o transportados para o
citoplasma através da Exportina 5, onde sdo processados por um complexo
enzimatico que inclui a Dicer e componentes complementares, originando um
duplex de miRNA com aproximadamente 22 nucleotideos, uma das duas fitas de
MiRNA associa-se a uma proteina Argonauta e se acopla ao RISC (RNA-Induced
silencing complex), que reprime a expressdo do RNA mensageiro (mRNA) alvo
(GREGORY et al., 2005). Estdo envolvidos na regulacdo pés-transcricional da
expressdo génica (MOKANSZKI et al., 2020). Eles atuam através da jun¢do com
um complexo multienzimatico na degradacdo ou bloqueio da tradu¢cdo do RNA
mensageiro (MRNA), podendo cada miRNA ter mais de 100 genes alvos (FARIAS
CAMPOS et al.,, 2011). Fazendo com que miRNAs estejam envolvidos em
importantes processos bioldgicos incluindo diferenciacdo celular, apoptose,
embriogénese e espermatogénese, entre outros (GROSS et al., 2017; KOTAJA et
al., 2014). Os miRNAs possuem um alto grau de conservagao entre as espécies
(PERGE et al., 2017; ZHANG et al., 2018), o que facilita na busca de miRNAs
com potencial de biomarcadores relacionados a fertilidade de machos mesmo
entre diferentes espécies. Estima-se que mais de 30% dos genes codificadores
de proteinas sejam regulados por miRNAs (WYNSBERGHE et al., 2011).

MiRNAs presentes no esperma podem predizer fatores responsaveis pela
subfertilidade ou infertilidade idiopatica, dos quais sdo possiveis de identificar
através da técnica de qPCR (DOMINGUES et al., 2020, 2021). Segundo Corral-
vazquez et al (2019), duplas de miRNAs possuem potencial como biomarcadores
de fertilidade masculina, como é o caso dos pares hsa-miR-942-5p/hsa-miR-1208
para astenozoospermia, hsa-miR-296-5p/hsa-miR-328-3p para teratozoospermia,
hsa-miR-139-5p/hsa-miR-1260a para oligozoospermia e hsa-miR-34b-3p/hsa-
miR-93-3p para infertilidade masculina inexplicada (UMI). O miRNA let-7c em
sémen de javali demonstrou ser um dos mais estaveis, participando de processos
envolvidos na criopreservagéo (ZHANG et al., 2015), possuindo potencial para ser

utilizado como normalizador em analises de gPCR.
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Diversos estudos relacionando a expressao de miRNAs com fertilidade de
touros foram desenvolvidos, incluindo o estudo desenvolvido por De Souza et al
(2024), que realizaram uma revisdo sistematica da literature. Estes autores
descrevem 182 miRNAs identificados diferencialmente expressos, dos quais 49
foram encontrados em comum em dois ou mais trabalhos, destes 49 foram
destacados os miRNAs miR-10a, -10b, -103, -15b, -122, -125b, -126-5p, -151-5p,
-193a-5p, -196a, -27a-5p e —99b como potenciais biomarcadores para avaliacédo
do potencial reprodutivo de machos.

Ja Fagerlind et al (2015) encontraram sete microRNAs diferencialmente
expressos quando comparado touros de alta fertilidade com os de moderada e
baixa fertilidade. Enquanto Capra et al (2017) identificaram 83 microRNAs
diferencialmente expressos ao investigar em amostras de sémen bovino
congelado com diferentes perfis de motilidade e cinética espermatica, dos quais
19 j& haviam sido previamente relatados como diferencialmente expressos em
espermatozoides com anormalidades em outras espécies (humanos, bovinos e
ovinos). Utilizando como parametro de comparacdo a taxa de concepcao dos
touros foram encontrados com a expressao reduzida os miRNAs bta-mir-182, bta-
let-7b, bta-mir-34c e bta-mir-20a no sémen de qualidade inferior (SINGH et al.,
2023). Ainda, Kasimanikan et al (2022) relataram 32 microRNAs diferencialmente
expressos no esperma e plasma seminal de touros Holstein com alta e baixa
fertilidade, sendo 20 supra-regulados e 12 infra-regulados.

Yuan et al (2015) relataram que o miR-34b/c e miR-449a/b/c sé&o
necessarios para a espermatogénese em ratos, porém ndo impactam na
fertilizacdo e desenvolvimento embrionario. Além disso, 0S mesmos
pesquisadores relataram em 2019 que os miR-34b/c e miR-449a/b/c sao
necessarios no sistema reprodutivo masculino para o desenvolvimento e
funcionamento para gerar turbuléncia luminar, o qual é essencial para o
transporte de espermatozoides imaturos, remocédo de residuos, manutencéo do
microambiente, sinalizacdo mecanica, ativacdo celular e prevencdo da estase
intratubular. Porém houve relatos que o miR-34c proveniente de vesiculas
extracelulares derivadas do fluido folicular modula a qualidade de blastocistos,
enquanto a suplementacdo ndo afetou desenvolvimento embrionario durante

maturacdo in-vitro, porém aumentou 0 numero de células do blastocisto
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(BENEDETTI et al., 2024). Mais recentemente foi relatado que os miRNAs miR-
149, miR-34c, miR-449b-5p, hsa-mir-191, miR-19b-3p, miR-let-7a-5p, miR-140,
miR-21 e miR-375, sdo possiveis indicadores da qualidade embrionaria e dos
resultados de prenhez utilizando técnicas de reproducdo assistida (SHI et al.,
2024)

A expressdo de miRNAs também é regulada através de mecanismos
epigenéticos como a metilacdo de DNA e modificacdo de RNA e podem agir como
moduladores epigenéticos para afetar os niveis de proteina geradas a partir da
traducdo dos mRNAs alvo, sem que ocorra a modificacdo da sequéncia génica
(YAO et al.,, 2019). Foram observadas mudancas nos niveis de expressdo dos
MiRNAs baseados em influéncias externas, tais como a exposi¢cao a estresse e
experiéncias adversas no inicio da vida de humanos e ratos (DICKSON et al.,
2018), e o estresse térmico testicular afetando os niveis de expresséo de diversos
MiRNAs presentes nas vesiculas extracelulares (ALVES et al., 2021).

Homens com azoospermia apresentaram 197, 68 e 46 miRNAs
diferencialmente expressos em amostras dos grupos de (causa da azoospermia)
apenas célula de Sertoli, atrofia mista e parada do ciclo de células germinativas,
respectivamente, quando comparadas com o grupo de espermatogénese normal,
sendo cinco deles (hsa-mir-34b, hsa-mir-34b, hsa-mir-34c-5p, hsa-mir-449a e
hsa-mir-449) envolvidos em apoptose, proliferacdo celular e diferenciacdo (ABU-
HALIMA et al., 2014). Ha uma diferenca no nivel de expressdo dos miRNAs no
plasma seminal de coelhos férteis em relacdo a subférteis (SAKR et al., 2023),
assim como no sobrenadante de amostras de homens com azoospermia em
relacdo a normozoospermia (WAINSTEIN et al., 2023). Foi observado aumento
significativo dos miR-141, miR-429 e miR-7-1-3p no plasma seminal de pacientes
com azoospermia ndo obstrutiva (WU et al., 2013). O miR-7-1-3p e, em alguns
casos, as variantes let-7a, let-7b e let-7c se encontraram significantemente
aumentados em espermatozoides e plasma seminal de homens com infertilidade,
oligozoospermia, astenozoospermia e azoospermia ndo obstrutiva segundo
Mokanszki et al (2019), relataram correlacdo negativa entre a concentracao
espermatica e os niveis de expressao de miR-7-1-3p. Parceiros de mulheres com
perda recorrente de gravidez idiopatica apresentaram 12 miRNA diferencialmente

expressos em relagdo ao grupo controle (THAPLIYAL et al.,, 2024). Xu e
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colaboradores (2020) relataram a ligacdo entre os niveis de hsa-miR-191-5p no
esperma com o processo de fertilizagdo e desenvolvimento embrionario.

Entre os genes alvo previstos e confirmados do miR-7-1-3p estdo PIK3R3 e
RB1, os quais foram demonstrados serem regulados negativamente (Wu et al.,
2013). PIK3R3 é expresso precocemente durante o desenvolvimento e
permanece abundante em tecidos cerebrais e testiculares adultos (Pons et al.,
1995). RB1, um supressor de tumor, esta envolvido na regulacado da progressao
do ciclo celular, replicacdo de DNA e diferenciacao terminal, podendo influenciar a
espermatogénese (TAN et al., 2005). Esses genes alvo Sdo expressos no
testiculo e tém sido sugeridos por desempenhar um papel critico no processo
apoptoético de células germinativas, indicando que o miR-7 pode estar envolvido
na patogénese da infertilidade através da via da apoptose (KONRAD et al., 2006;
ZHANG et al., 2007). Em veados sika, 0 miR-7, quando supra-regulado, inibe a
expressdo de genes alvo como HIF1A e CSF1, o que foi especulado para
promover a espermatogénese (JIA et al., 2022). Em hibridos gado-yak, uma
espécie infértil, o bta-miR-7 foi consistentemente infra-regulado e seus genes
alvo, como FANCA, MYRFL, INSL3 e USP9X, podem desempenhar um papel
crucial no processo reprodutivo e na infertilidade masculina (ZHAO et al., 2022).
Segundo Etezadi et al (2024), no contexto da azoospermia, 0 miR-7 interage
diretamente com o Linc00513, uma longa RNA néo codificante (IncRNA), do qual
atua como um ceRNA (RNA enddgeno competitivo) para o miR-7, o que significa
gue ele "esponja” o miR-7, inibindo sua acdo repressora sobre seus préprios
alvos, em pacientes azoospérmicos. A expressdao de LincO0513 é
significativamente menor, enquanto a expressdao de miR-7 esta aumentada. A
diminuicdo de Linc00513 (que € caracteristica da azoospermia) leva a uma
reducédo da repressao de TGFBR1 (TGF-B receptor 1) pelo miR-7, resultando em
um aumento da sinalizacdo de TGF-B nos testiculos azoospérmicos, essa
alteracao na via de sinalizacdo de TGF- € um fator importante na patogénese da
azoospermia, com o silenciamento de Linc00513 promovendo proliferacéo celular
e diminuindo a apoptose.

O hsa-mir-191-5p esta significativamente correlacionado com a morfologia
normal do esperma e tem como alvo o gene SOX4, que é uma via de sinalizacéo

crucial na oncogénese, a interacdo entre hsa-mir-191-5p e SOX4 pode
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desempenhar um papel importante no desenvolvimento embrionario inicial (XU et
al.,, 2020). Estudos realizados por Grinchuk et al (2010) tém mostrado uma
relacdo de coexpressao significativa entre hsa-mir-191, hsa-mir-425, DALRD3 e
NDUFAF3 na espermatogénese em individuos normais. Segundo Cassuto et al
(2025), o miR-191 interage com genes implicados na regulagdo da morte celular
programada e no estresse oxidativo, entre esses genes estdo: BCL2L11 (Bim),
BCL2L1, CASP3 (Caspase-3), CDKN2A, ERK1/2, BMPR2, SMAD1/5/9, Ciclina E,
AKT2, E2F1 e E2F3 (envolvidos no estresse oxidativo), também atua sobre genes
gue participam da regulacédo da motilidade do esperma, como FGFR1, FGFR3,
MET, IGF1R e SLC12A2.

O miR-204 interage diretamente com a regido 3'UTR do gene Sirtl
mimetizando a sua acéo, levando a significativa regulacdo negativa de Sirtl a
nivel de mRNA e proteina em células tronco espermatogoniais (SSCs) de bodes,
sendo Sirtl um promotor da proliferacdo e autorrenovacao das SSCs (NIU et al.,
2015). O miR-204 bovino (bta-miR-204) possui como alvo o gene TNP1 (proteina
nuclear de transicdo 1), sendo essa uma proteina essencial na espermatogénese
e fertilidade masculina, envolvida na reestruturacdo da cromatina nuclear da
espermatide. A presenca de Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs)
funcionais na regido 3'-UTR do TNP1 (g.442 A.G e 9.528 G.A) podem alterar a
capacidade de ligacdo do bta-miR-204 e bta-miR-532, influenciando assim a
supressédo translacional do TNP1 (ZHANG et al., 2015). Estudos de Zhou et al
(2020) revelaram que o bta-miR-204 tem uma abundancia significativamente
maior em espermatozoides Y de touros, essa diferenca sugere um papel potencial
do miR-204 na regulacdo das diferencas sexuais nos espermatozoides e no

desenvolvimento embrionario inicial.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos gerais

O objetivo deste estudo foi comparar a  expressdo de mMIRNAs
espermaticos no sémen criopreservado entre touros Nelore selecionados com
base em banco de dados de campo de IATF, divididos em grupos de alta e baixa

prenhez, e grupos de alta e baixa perda gestacional, ampliando o conhecimento
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disponivel sobre fertilidade relacionada a microRNAs para a comunidade
cientifica, auxiliando no desenvolvimento de métodos para o diagnéstico
molecular de fertilidade e subfertiidade de sémen criopreservado utilizado em
IATF.

3.2. Objetivos gerais

Avaliar a utilizacdo de um banco de dados para integrar dados de campo
relacionados a IATF para melhorar a selecéo de touros voltados para reproducao,
em ambiente de pesquisa. Avaliar a diferenca nos niveis de expressdo do miR-7,
miR-139, miR-191 e miR-204, selecionados com base na literatura para direcionar
a busca dos miRNAs avaliados como biomarcador de potencial reprodutivo em
IATF. Auxiliar no desenvolvimento de método de diagndstico de potencial
reprodutivo mais preciso em conjunto com rede de pesquisa, utilizando o perfil de

expressao de miRNAs.

4. MATERIAL E METODOS

Banco de dados

Um banco de dados de IATF foi gerado em parceria com a EMBRAPA,
centrais de coleta e processamento de sémen e instituicbes parceiras contendo
informacdes de IATF (n > 1.000.000 IATFs), avaliando taxas de prenhez e perda
gestacional a campo. O banco de dados conta com informacbes como
localizacdo, raca da matriz, categoria, data da IATF, inseminador, touro, escore
de condicdo corporal, partida do sémen, protocolo utilizado, dentre outras
informacdes.

Os protocolo consistiram em aplicacdo de 2ml de benzoato de estradiol
Sincrodiol® (Ourofino, Brasil) via intramuscular e introducdo de dispositivo
intravaginal de progesterona Primer® (Tecnopec, Brasil) no dia 0 (D0), seguido da
retirada do dispositivo e aplicacdo de 2,5ml de prostaglandina Lutalyse® (Zoetis,
Brasil) 0,3ml para novilhas precoces ou 0,5ml para outras categorias de cipionato
de estradiol E.C.P® (Zoetis, Brasil) e 1ml para novilhas precoces ou 1,5ml para
outras categorias de gonadotrofina coridnica equina Novormon® (Zoetis, Brasil)
via intramuscular e aplicagcdo de marca sacrocaudal com bastdo marcador no dia

8 (D8), no dia 10 (D10) é feito a medicdo de cio (1 a 3) baseado na marca
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sacrocaudal de acordo com Nogueira et al., 2018 e aplicado 1ml de anélogo
sintético do GnRH Sincroforte® via intramuscular nas novilhas precoces e nos
animais que apresentaram escore de cio menor que 3, seguido da inseminacao
artificial. O diagnéstico de gestacéo foi realizado 30 dias ap6s IATF e novamente
apos 150 dias para perdas gestacionais. Escore de condi¢cao corporal observado
com diferentes avaliadores e variando de 1 a 5.

Seguindo a técnica de analise de Gibbs (BLUPF90) e de avaliacdo de
fertilidade com dados de campo (MISZTAL et al, 2002), foram classificados touros
Nelore de alta e baixa taxa de prenhez a IATF e baixa e alta perda gestacional do
dia 30 até o dia 150 pos-IATF, apresentando Confiabilidade (R2) acima de 30%.
Os escores de fertilidade dos touros foram determinados usando ASREML
(pacote estatistico usado para ajustar modelos lineares mistos usando o método
de maxima verossimilhanga residual (REML), segundo Berry et al. (2011), com
precisdes de pelo menos 90%. A fertilidade de cada touro foi calculada com base
nas taxas médias de prenhez ou perda com o desvio percentual de suas taxas de
concepcdo ou perdas gestacionais. Vinte e nove touros foram selecionados
dentre as 10% maiores e menores taxas de prenhez e perda gestacional para
aquisicao de doses criopreservadas, dos quais 18 apresentaram alta taxa de P/IA
(PRa) e 11 baixa taxa de P/IA (PRb), e 9 apresentaram alta perda gestacional
(PGa) e 14 baixa perda gestacional (PGb). Destes 29 touros selecionados, 5
apresentaram PRa + PGb, outros 5 PRa + PGa, 3 com PRb + PGb e por fim 2
com PRb + PGa dentro dos parametros estabelecidos na selecéo.

Avaliacdo Seminal

Doses de sémen criopreservadas de cada touro foram descongeladas a
36°C em banho maria por 30s e em seguida, depositada uma gota do sémen em
lamina de vidro coberta por laminula para avaliagdo subjetiva de motilidade e
vigor através de microscopia Optica, sendo outra porcao diluida na proporcdo de
1:8 utilizando EasyBuffer (IMV Technologies, France) para analise
computadorizada através do CASA Ceros Il e/ou iSperm, seguindo as instrucées
do fabricante. O restante foi colocado em um tubo tipo eppendorf contendo
solucdo salina tamponada para posterior avaliacdo morfoldgica, a qual foi feita
através de microscopia Optica utilizando aumento de 1000xx, descrevendo-se as

alterac6es morfoldgicas de acordo com o CBRA 2013.
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Extracéo e avaliagdo dos miRNAs espermaéticos

A extracdo e analise dos niveis dos microRNAs espermaticos foram
realizadas em parceria com o laboratério de genémica estrutural da Universidade
Federal de Pelotas (UFPEL), onde doses, consistindo em uma partida por touro,
foram descongeladas a 36°C em banho maria por 30s, em seguida foi depositado
uma gota do sémen em lamina de vidro coberta por laminula para avaliacdo da
viabilidade, utilizando uma camara de Neubauer foi avaliada a concentracao
espermatica, sendo ideal manter uma concentracdo menor que 100 milhdes de
espermatozoides para o processo de extracdo e leitura. Foram extraidos os
mMiRNAs de doses criopreservadas, utilizando uma partida por touro, seguindo
protocolo protegido e registrado junto ao INPI seguido da avaliacdo em relacdo a
concentracéo e qualidade do RNA no equipamento NanoDrop Lite (ThermoFisher,
EUA). A partir do RNA total extraido, foram confeccionadas amostras de cDNA
utilizando o kit comercial TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis
(ThermoFisher, EUA). Uma vez confeccionadas as amostras, as mesmas foram
usadas em reacfes de qPCR usando o TagMan Buffer (ThermoFisher, EUA) junto
das sondas especificas para miR-7, miR-139, miR-191, miR-204, utilizando o
sistema de qPCR QuantStudio3 ThermoFisher. Para a deteccao e quantificacao
dos niveis dos miRNAs alvos, foi utilizado o kit comercial TagMan™ Fast
Advanced Master Mix (Applied Biosystems, EUA), seguindo o protocolo
disponibilizado pelo fabricante. As configuracdes de termociclagem para a gPCR
seguiram inicialmente uma ativacao enzimatica a 95°C por 20 segundos, seguida
de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 segundo e anelamento/extensdo a
60°C por 20 segundos. Os valores de linha de base e threshold foram
automaticamente definidos pelo software QuantStudio Design Analysis. O nimero
de ciclos de PCR necesséarios para atingir o limiar de fluorescéncia em cada
amostra foi definido como o valor Ct, e cada amostra foi analisada em duplicata
para obter um Ct médio para cada amostra. O método 2"-AACT foi utilizado para
avaliar o fold-change dos miRNAs alvos, utilizando o miRNA let-7c como
normalizador.

Andlise estatistica

A motilidade progressiva das doses e a expressdo dos miRNAs

espermaticos, avaliado através do fold-change médio, dos grupos PRa e PRb,
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PGa e PGb foram comparados utilizando o teste-t de student para duas amostras
independentes. Para os grupos PRa + PGb, PRa + PGa, PRb + PGa, PRb + PGb
adotou-se andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguido do teste de Tukey
pés-hoc. Todos os dados foram relatados como médias + desvio padrdo da
meédia, valores de p > 0,05 foram considerados como estatisticamente
significantes.

5. RESULTADOS

Foi encontrada uma correlacdo média (60%) entre a taxas estimadas de
fertilidade (prenhez a IATF — Figura 1) e as taxas de prenhez observadas a
campo, conforme ilustrado na figura 1, demonstrando a importancia dos fatores
externos na correta identificacdo de fertilidade de touros utilizados em IATF
(NOGUEIRA et al., 2025).

Relacio entre a Taxa de Prenhez Bruta e a Estimada para todos os touros

10,00% € 60,00
Taxa de Prenhez bruta no Banco de Dados

Figura 1 — Relacdo entre a taxa de prenhez a campo e a estimada para todos os touros
obtidas a partir da IATF.

Ja na Figura 2, é demonstrada a confiabilidade da estimativa de acordo
com o numero de inseminacfes, demonstrando que acima de 80 inseminacdes ja
€ possivel obter valores aceitaveis de confiabilidade (acima de 35%) na estimativa
de fertilidade de touros usados em IATF, desde que atendidos os requisitos de
utilizar dois ou mais touros no lote, em diferentes categorias, lotes e/ou fazendas
diferentes para ser possivel a comparacéo entre reprodutores de forma acurada.
Nesses touros Nelore com confiabilidade aceitavel, a diferenca de P/IA entre o

melhor e pior touro foi de 21,8 pontos percentuais.
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Relagdo entre Confiabilidade (R2) e o Numero de Inseminagdes

20,00%

Confiabilidade {R2)

Figura 2- Relagéo entre confiabilidade e NUmero de inseminacdes de IATF.

Esses animais diferem em seu mérito genético meéedio para perdas
gestacionais em 8%, e foi encontrado uma diferenca entre os 10% melhores e os
10% touros piores resultando em uma mudanca na perda gestacional de novilhas,
passando de 14,68% para 10,03%, o que representa uma reducao de 31%.

Avaliacdo seminal

Os touros do grupo PRa apresentaram motilidade total média de 48,86 *
10,84%, enquanto o grupo PRb apresentou média de 41,68 £ 13,06 (p = 0,71). Os
touros do grupo PGa apresentaram motilidade total média de 42,63 + 10,67%,
enquanto o grupo PGb apresentou média de 52,35 + 11,17 e quando comparados
entre si também ndo apresentaram diferenca estatistica (p = 0,89). A morfologia
espermatica se encontrava dentro dos parametros aceitaveis (Defeitos totais -
menor que 30% e abaixo de 20% de defeitos maiores) indicados pelo CBRA. Os
touros do grupo PRa apresentaram quantidade total de defeitos média de 16,54 +
6,72%, enquanto o grupo PRb apresentou média de 13,16 + 6,58 (p = 0,95). Os
touros do grupo PGa apresentaram quantidade total de defeitos média de 15,75 £
5,87%, enquanto o grupo PGb apresentou média de 14,57 + 6,87 (p = 0,86).

Expressdo miRNAs

A partir da extracdo dos RNAs, foi obtida uma média de 103,68 ng/ul e
pureza média (A260/A280) de 1,76 nas amostras. A expressao relativa do miR-7
se encontrou aumentada no grupo PRb quando comparada com o grupo PRa (p <
0,05), porém nos grupos PGa e PGb néo houve diferenca estatistica (p > 0,05). O
miR-204 apresentou uma tendéncia na diminuigdo da expressao relativa no grupo

de PGa quando comparado com o PGb (P = 0,08), ndao houve diferenca



473  significativa entre PRa e PRb (p > 0,05). Os miRNAs miR-139 e miR-191 né&o
474  apresentaram diferenca estatistica entre os grupos PRa e PRb, e PGa e PGb (p >
475  0,05). Resultados demonstrados na Figura 3.
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477 Figura 3 — Diferenca de expressdo dos miRNAs em comparacfes de categorias

478 individuais (prenhez ou perda). Para o miR-7, entre taxas de prenhez p = 0,007 e entre taxas de
479 perda gestacional p = 0,72. Para o0 miR- 139, entre taxas de prenhez p = 0,78, entre taxas de
480 perga gestacional p = 0,99. Para 0 miR-191, entre taxas de prenhez p = 0,15, entre taxas de perda
481 gestacional p = 0,16. Para 0 miR-204, entre taxas de prenhez p = 0,63, entre taxas de perda
482 gestacional p = 0,08.

483

484 A analise conjunta dos grupos PRa + PGb, PRa + PGa, PRb + PGa, PRb +

485  PGb demonstrou para o miR-7 apresentou diferenca estatistica em sua expressao
486 em touros com baixa prenhez em relacdo aos de alta prenhez, sem interferéncia
487 das perdas gestacionais. Para o miR-139 houve diferenca em sua expressao
488 entre o grupo PRa + PGb quando comparado com os dois grupos intermediarios
489 (PRa + PGa, PRb + PGhb). Ja o miR-191 apresentou diferenca estatistica em sua
490 expressao entre os grupos PRa + PGb (alta fertilidade) e PRb + PGa (baixa
491 fertilidade), sendo dois grupos de interesse comercial. Por fim, o miR-204
492  apresentou uma reducdo em sua expressdao no grupo PRb + PGb quando
493 comparado ao grupo PRa + PGb, demonstrando influéncia da baixa perda

494  gestacional, além de uma separacao evidente entre os dois grupos de interesse,
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sendo eles PRa + PGb e PRb + PGa. Considerando p < 0,05 como significante

estatisticamente, demonstrados na Figura 4.
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Figura 4 — Diferenca de expressdo dos miRNAs entre grupos conjuntos. Grupos com

diferenca estatistica (p < 0,05) apresentaram letras diferentes. PRa: alta prenhez, PRb: baixa

prenhez; PGb: baixa perda gestacional; PGa: alta perda gestacional.

6. DISCUSSAO

A utilizac&o de dados de campo se provou eficaz na avaliacao de fertilidade
de touros, juntamente com a técnica de analise de Gibbs (BLUPF90) (MISZTAL et
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al., 2002; BERRY et al., 2011) faz com que a utilizacdo de um banco de dados a
campo de IATF integrando diferentes variaveis permita a selecao de animais com
uma acuracia maior do que taxas a campo de prenhez por inseminacao artificial.
Isto ocorre por utilizar uma grande quantidade de varidveis interligadas ao
resultado da inseminacao, , demonstrando uma representacdo do desempenho
real daquele animal. Isto é devido a utilizacdo do touro em diferentes realidades
gue podem alterar o resultado da inseminacéo, caracteristicas como categoria e
escore corporal da vaca inseminada tem impacto direto na taxa de concepgéo.
Quando tais variaveis sao levadas em consideracdo para o céalculo da avaliacao,
€ possivel gerar um resultado mais préximo do desempenho intrinseco do animal,
aumentando a confiabilidade do dado gerado. A integracdo de métodos como
este e técnicas de avaliacbes Omicas, como a avaliacdo de miRNAs, podem
aumentar significantemente a precisdo de avaliacbes genéticas e decisdes na
reproducao.

Devido a utilizacdo de doses criopreservadas proveniente de centrais de
coleta e distribuicdo de sémen, era esperado que as partidas apresentassem
parametros comerciais, pois 0S touros passam por uma triagem prévia,
descartando casos extremos e algumas patologias. A avaliacdo seminal indicando
morfologia dentro dos parametros aceitaveis pelo CBRA 2013 sem diferenca
estatistica na motilidade total média entre os grupos de alta e baixa prenhez, e
alta e baixa perda gestacional pode ser pois diferentes partidas de sémen, mesmo
dentre os parametros aceitaveis de morfologia e motilidade podem apresentar
baixas taxas de concepcdo a campo (BARBOSA et al., 2005). Isto ocorre devido a
guantidade de fatores que estdo ligados ao potencial reprodutivo, tornando dificil
a capacidade de predicdo da fertilidade através somente da avaliacdo seminal
(ROSARIA et al., 2009).

Foi observado um aumento significativo da expressdo do miR-7 nas
partidas avaliadas de Baixa Prenhez quando comparados aos animais de Alta
Prenhez, ndo sendo observados efeitos da Perda Gestacional sob a expresséo
deste miRNA. Sakr et al (2023) relataram que Ocu-let-7a-5p foi um dos
microRNAs mais abundantes em vesiculas extracelulares (EVs) de plasma
seminal de coelhos férteis e subférteis, no entanto, ocu-miR-7a-5p foi diminuido

em EVs de coelhos férteis em comparagcdo com os subférteis, apresentando
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resultado semelhante ao apresentado neste estudo. Diversos estudos anteriores
utilizando animais ou humanos comparando grupos férteis e subférteis ou
inférteis, ou quadros de azoospermia comparados com normospermia relataram
diferencas nos niveis de expressao deste miRNA (WU et al., 2013; DOMINGUES
et al., 2020, 2021; MOKANZKI et al., 2020; SAKR et al., 2023; ZHAO et al., 2022).
Também foi relatado uma correlacdo negativa estatisticamente significativa entre
a concentracao espermatica e os niveis de expressdo de miR-7-1-3p e let-7a em
espermatozoides e plasma seminal (MOKANZKI et al., 2020), os resultados
indicam que a influéncia do miR-7 na capacidade reprodutiva masculina vao além
da concentracdo espermatica em casos de inseminacao artificial. Wu et al (2013)
relataram que ciclos de congelamento-descongelamento (até 10 ciclos) tiveram
efeitos minimos nos niveis de expressdo do miR-7-1-3p, e que se encontra em
uma forma estavel no plasma seminal, além de ser resistente a atividade da
ribonuclease (RNase), o que € um pré-requisito importante para sua utilidade
clinica como biomarcador.

Em relacdo ao miR-204, foi observado uma tendéncia no aumento da
expressao no grupo de baixa perda gestacional, quando comparado aos touros de
alta perda, se tornando ainda mais evidente em touros que apresentaram baixa
taxa de prenhez. O miR-204 atua na regulacdo da espermatogénese afetando
genes, como o0 SIRT1l, envolvidos na proliferacdo de células-tronco
espermatogoniais (NIU et al.,, 2016). Aléem disso, sua expressao reduzida esta
associada a sindrome de células de Sertoli, uma condicdo associada a
infertilidade, evidenciando seu papel na manutencdo da espermatogénese (ABU-
HALIMA et al., 2014). Estudos em camundongos mostraram que O estresse
paterno prolongado pode alterar a expressdo de miRNAs no esperma, incluindo o
miR-204, esses miRNAs podem, por sua vez, regular mMRNAs maternos no odcito,
influenciando as respostas do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) na prole ao
estresse, outra interacdo consiste no gene materno Tripl2 (thyroid hormone
receptor interactor 12), que € um alvo putativo do bta-miR-204 e desempenha um
papel importante na embriogénese, o que poderia justificar a influéncia nas
perdas gestacionais (ZHOU et al., 2020).

Cassuto et al (2024) consideraram o miR-191 um dos microRNAs mais

estaveis e expressos em espermatozoides de individuos férteis, enquanto Xu et al
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(2020) demonstraram uma correlacéo significativa entre a expressao de hsa-mir-
191-5p e a morfologia do espermatozoide. A analise individual entre grupos de
prenhez e grupos de perda mostrou um indicio (p = 0,15/0,16 respectivamente) de
aumento na expressao de individuos férteis (alta prenhez ou baixa perda
gestacional), resultado esperado conforme a literatura. J& a andlise dos grupos
conjuntos demonstrou um aumento da expressao do miR-191 no grupo de baixa
fertilidade (baixa prenhez, alta perda gestacional) em relagcdo ao grupo de alta
fertilidade (alta prenhez, baixa perda gestacional), Rosenbluth et al (2014)
também relataram uma contradicdo entre a expressao mais alta do hsa-mir-191
no meio de cultura onde observou-se falha do ciclo de fertilizag&o in vitro e injecao
intracitoplasmatica de espermatozoides (IVF/ICSI) em relagdo ao meio em que se
observou sucesso. Mesmo sendo considerado um biomarcador promissor para a
avaliacdo da qualidade do esperma e a previsdo dos resultados das técnicas de
reproducao assistida, é necessaria uma validacdo concreta dos seus efeitos na
capacidade reprodutiva masculina.

Os resultados do miR-139 foi 0 miRNA foram inconclusivos neste trabalho.
Este € um miRNA ainda pouco explorado na literatura em relacdo a capacidade
reprodutiva masculina. Corral-vazquez et al (2019) investigaram o par de
microRNAs hsa-miR-139-5p/hsa-miR-1260a, do qual foi identificado como um
candidato a biomarcador de fertilidade, sendo expresso em uma alta porcentagem
das amostras de astenozoospermia, teratozoospermia e oligozoospermia
analisadas, no entanto, ndo mostrou diferencas significativas entre pacientes
férteis e inférteis na fase de validacdo, apesar de seu forte potencial inicial.
Devido a sua relacdo em casos patologicos da producdo seminal, a utilizacdo de
sémen comercial criopreservado neste estudo pode justificar a falta de diferencas
significativas em sua expressao, pois touros utilizados em centrais de coleta e
processamento de sémen passam por uma triagem minuciosa para descartar
possiveis patologias que impactam no resultado da inseminacéo, onde touros que
nao estdo saudaveis e aptos sdo rapidamente removidos do programa.

Os achados deste estudo sugerem uma relacdo entre o0s niveis de
expressdo do miR-7 e taxas de prenhez em IATF, sendo um possivel
biomarcador. J4 a expressdo do miR-204 mostrou tendéncia em relagdo a taxas

de perdas gestacionais entre 30 a 150 dias apds IATF, é necessario investigar 0s
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mecanismos relacionados a expressdo deste miRNA que influenciam o
desenvolvimento fetal. A taxa de expressdo do miR-191 apresentou distingdo
entre dois grupos de interesse comercial, sendo um aumento na expresséo de
touros com baixa capacidade reprodutiva (baixa P/IA com alta perda gestacional)
em relacdo a touros com alta capacidade reprodutiva (alta P/IA com baixa perda
gestacional), sendo necessario uma validacdo do potencial como preditor da
capacidade reprodutiva masculina. Os resultados das taxas de expressao do miR-

139 se apresentaram inconclusivos no cenario investigado.

7. CONCLUSAO

A avaliacao de fertilidade com dados de campo permite uma selecdo dos
animais mais acurada com sua fertilidade estimada, descartando fatores externos
gue podem influenciar na capacidade reprodutiva, oferecendo uma padronizacao
melhor em ambito de pesquisa. Estudos sobre miRNAs relacionados a fertilidade
masculina vém identificando diversos fatores que estao relacionados ao sucesso
na reproducdo. O aumento da expressdao do miR-7 se mostrou promissor como
potencial marcador para baixas taxas de concepcdo em IATF, ja o aumento da
expressdo do miR-204 demonstrou uma tendéncia como possivel marcador de
perdas gestacionais. O aumento da expressdo do miR-191 pode estar relacionada

a uma reducéao na fertilidade masculine (baixa prenhez e alta perda gestacional).

8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

E possivel ampliar a busca utilizando sondas especificas para miRNAs
diferentes baseados na literatura, assim como o sequenciamento dos RNAs dos
touros presentes no banco de dados. A integracdo de outras ciéncias émicas,
como analises protebmicas, metabolémicas e gendmicas, com a analise de tais
dados também pode revelar mecanismos importantes para a fertilidade de touros.
Uma validacdo dos possiveis miRNAs como preditores da fertilidade através do
diagndstico e utilizacdo a campo de animais que possuam o perfil de expresséo
dos miRNAs desejados, para o desenvolvimento de biotecnologia voltada para o

diagndstico da capacidade reprodutiva.
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9. IMPACTO ECONOMICO, SOCIAL TECNOLOGICO E/OU
INOVACAO

A elucidacdo da interacdo dos mMiRNAs esperméaticos envolvidos em
processos relacionados a fertilidade de touros direciona a criagdo de perfis
desejaveis de expressao dos mesmos, possibilitando o diagnostico precoce de
fertilidade de touros. Podendo ser identificados atravées de técnicas como o qPCR,
a geracdo de um método diagndstico da capacidade reprodutiva que utilize tais
preditores de fertilidade auxilia no redirecionamento de animais aptos ou inaptos
para a reproducédo, reduzindo custos de manutencdo e permitindo a introducao
dos mesmos em programas de melhoramento genético para disseminacédo de

caracteristicas positivas para a producdo animal.
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