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RESUMO

Os microRNAs (miRNAs) sao uma pequena classe de RNAs nao codificantes
que atuam na regulacao pos-transcricional da expressao génica e desempenham um
papel importante em processos reprodutivos, incluindo o desenvolvimento
embriondrio inicial. Além de sua atuagdo intracelular, essas moléculas podem ser
encontradas em fluidos bioldgicos e em diversos tecidos do trato reprodutivo,
frequentemente associadas a vesiculas extracelulares, o que destaca sua capacidade de
transporte e de atuagdo na comunicagdo celular. O presente estudo teve como objetivo
avaliar, in vitro, a capacidade intrinseca de espermatozoides, complexos cumulo-
ooforo e embrides bovinos em estagio inicial de internalizar moléculas de miRNA.
Para isso, foi utilizado o siRNA Scrambled marcado com Alexa Fluor 488, que foi
suplementado aos meios de maturagdo, Talp-sperm e de cultivo embriondrio. Apds o
periodo de incubagdo, as amostras foram submetidas a andlise em microscopio
confocal para verificar a internalizagdo das moléculas. Foi possivel verificar
espermatozoides e células embrionarias com pequenas marcagdes fluorescentes em
seu interior. O mesmo nao foi observado nos CCOs. Esses resultados demonstram que
espermatozoides e embrides iniciais tém a capacidade de internalizar miRNAs
presentes nos meios Talp-sperm e CIV, respectivamente. E importante enfatizar que
estes achados devem ser confirmados com experimentos utilizando biologia molecular

Palavras-chave: blastocisto. sémen. miRNA. transfeccao



ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are a small class of non-coding RNAs that regulate gene expression
post-transcriptionally and play a significant role in reproductive processes, including early
embryonic development. Beyond their intracellular activity, these molecules are found in
biological fluids and various reproductive tract tissues—often associated with extracellular
vesicles—highlighting their capacity for transport and involvement in cell-to-cell communication.
This study aimed to evaluate, in vitro, the intrinsic capacity of bovine spermatozoa, cumulus-
oocyte complexes (COCs), and early-stage embryos to internalize miRNA molecules. To this end,
Alexa Fluor 488-labeled Scrambled siRNA was added to the maturation, Talp-sperm, and embryo
culture media. Following incubation, samples were analyzed via confocal microscopy to assess
molecule internalization. Spermatozoa and embryonic cells displaying small fluorescent signals
within them were observed; however, this was not seen in the COCs. These results demonstrate
that spermatozoa and early-stage embryos possess the ability to internalize miRNAs present in the
Talp-sperm and in vitro culture (IVC) media, respectively. It is important to note that these findings

require confirmation through molecular biology experiments.

Keywords: blastocyst. semen. miRNA. transfection.



1. INTRODUCAO

SUMARIO

2. OBJETIVO GERAL

2.1 Objetivos especificos

3. METODOLOGIA

3.1 Preparacio do siRNA Scrambled

3.2 Obtenc¢ao do sémen

3.3 Avaliacio de espermatozoides

3.4 Obtencao e selecio de CCOs

3.5 Avaliacao dos CCOs

3.6 Fertilizacao in vitro

3.7 Avaliacao dos Zigotos

3.8 Analise de Embrioes

4. RESULTADOS......ccovvuvrruercnersaeesanes

5. DISCUSSAQ .eeeeeeeeverenensenensnnes

6. CONCLUSAO.....oooueeeeeeereeressenens

7. REFERENCIAS




1. INTRODUCAO

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) é uma das principais biotécnicas de
reproducdo, que permite a formag¢ao do embrido fora do trato reprodutivo da fémea, por
meio de técnicas que unem ovoécito e espermatozoide, resultando na obtengdo de um
embrido viavel em laboratdrio. Seu processo consiste em trés etapas principais: maturagao,
fecundagdo e cultivo embrionario (Maciel; Masquio; Teixeira, 2025).

Durante a maturagdo, os ovocitos sao mantidos em meio suplementado com
hormdnios com atividade de FSH e LH, para que, ao final, completem a primeira divisdo
meiotica e ocorra a expansao do revestimento do cumulo. Apds essa etapa, inicia-se a
fertilizagdo in vitro, na qual os ovocitos sdo cocultivados com espermatozoides,
previamente separados do sémen durante a capacitacdo. Finalmente, os zigotos sdo
encaminhados para o cultivo, onde s3o mantidos por cerca de 7 dias. Ao final desse periodo,
os embrides sdo classificados quanto ao estigio de desenvolvimento e os vidveis sdo
transferidos, de forma simples e ndo cirrgica, para o utero de uma vaca receptora (Araujo;
Santos, 2025; Maciel; Masquio; Teixeira, 2025).

No Brasil, a PIVE é uma tecnologia consolidada na area da reprodugdo animal e foi
responsavel por grande parte do desenvolvimento da pecudria nacional nos ultimos anos. Dentre
os seus diversos beneficios, destacam-se a reducdo do intervalo entre geragdes, a reproducao de
animais em condi¢des adversas € o aumento no nimero de embrides por fémea de excelente
qualidade genética (Luedke et al., 2019).

Embora suas vantagens sejam expressivas, ainda ha diversas limitagdes nesta biotécnica.
As taxas de blastocisto e de prenhez em receptoras de embrides produzidos in vitro ainda sao
aspectos a serem aprimorados. A taxa de blastocisto (porcentagem de ovdcitos que se tornaram
blastocistos) estd em torno de 30% (Wang et al., 2025), e a taxa de prenhez (porcentagem de
gestacdes por blastocistos transplantados) varia entre 35% e 65%, dependendo das condigdes do
processo (Kim et al., 2025). Essas taxas sdo consideradas relativamente baixas quando
comparadas com IATF (Inseminagdo Artificial em Tempo Fixo) que chega a 87,5%, e monta
natural, que estd em torno de 59% (Santos; Clemente, 2023). Nesse contexto, cresce o interesse
pela investigacdo de mecanismos moleculares que regulam a competéncia dos gametas e
embrides, como ¢ o caso dos microRNAs (miRNAs). J& existem moléculas especificas associadas
ao desenvolvimento embrionario inicial satisfatorio, como € o caso do bta-miR-425-5p, além de
outras caracterizadas como potenciais marcadores de problemas de fertilidade em touros (bta-
miR-1246, bta-miR-11975, bta-miR-2285bf, bta-miR-335 e bta-miR-7) (Souza, 2019).

Os miRNAs s3o uma pequena classe de RNAs ndo codificantes, com aproximadamente



22 nucleotideos, que atuam como reguladores pos-transcricionais da expressao génica, por meio
da degradacdo de RNAs mensageiros ou da repressao da tradugdo de proteinas (Salilew-Wondim
et al., 2020). Em animais, os miRNAs atuam predominantemente por meio de um pareamento
imperfeito com seu mRNA-alvo, promovendo a inibi¢do da tradugdo ao interferir no
reconhecimento da estrutura 5° CAP e dificultar a montagem do complexo ribossomal. Em alguns
casos, também pode ocorrer o pareamento perfeito, levando a desestabilizagdo do mRNA-alvo

por meio da atividade s/icer de algumas proteinas AGO. (Pereira et al., 2015).

Figura 1: Interacdo entre miRNAs e mRNAs-alvo por pareamento perfeito (a) e pareamento

imperfeito (b).
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Fonte: Bindra; Wang; Bagga, 2015.

Existem diversas evidéncias da expressao diferencial de miRNAs em diferentes estagios
do desenvolvimento folicular, oocitario e embriondrio, bem como de correlagdo positiva com o
desenvolvimento de gametas e embrides. Sua presenca ja foi confirmada em todos os tecidos
reprodutivos e fluidos biologicos, evidenciando seu papel ndo apenas no desenvolvimento, mas
também na gametogénese. Além disso, demonstrou-se que as células do cumulus expressam
diferentes miRNAs ao longo do crescimento folicular e da ovulagdo, tanto in vivo quanto in vitro,
durante a cultura do complexo cumulus-odcito (Aratijo, 2023).

Além da expressdo intracelular, os miRNAs também podem ser encontrados fora das
células, o que destaca sua capacidade de participar da comunicagdo intercelular e de serem
transportados entre diferentes estruturas biologicas. Sua presenca no meio extracelular ¢
frequentemente associada a vesiculas extracelulares, que desempenham papel fundamental na
comunicagdo célula-célula no trato reprodutivo (Mazzarella et al., 2024). Dessa forma,
espermatozoides podem incorporar miRNAs durante a maturagdo epididimal por meio das
vesiculas extracelulares liberadas pelo epitélio do epididimo. Posteriormente, as moléculas
podem ser transferidas ao ovdcito durante a fecundacdo, modulando os futuros processos
epigenéticos e o desenvolvimento do embrido (Rojas, 2024).

Apesar do predominante transporte através das vesiculas extracelulares, a entrega

eficiente de moléculas de miRNA enfrentam desafios técnicos devido a presenca de barreiras



10

bioldgicas, como a zona pelucida. Em fung¢ao disso, diferentes estratégias de transfeccao in vitro,
incluindo a microinjecdo, eletroporacdo, lipofecgdo e sistemas ndo-virais, tém sido empregadas
para promover a entrada controlada de pequenas moléculas em células reprodutivas e embrides
(Grabarek et al., 2002; Hirata et al., 2021; Joo et al., 2014a).

Embora tenham ocorrido avangos significativos nas metodologias, as informagdes sobre
a capacidade intrinseca das células reprodutivas de reconhecer, ligar e internalizar moléculas de
miRNA na auséncia desses mecanismos ainda sdo limitadas. Dessa forma, torna-se relevante
investigar se tais células como espermatozoides, complexos cimulo-o6foro (CCOs) e embrides
em estagio inicial possuem a capacidade de interagir com essas moléculas de forma espontanea,

contribuindo para a compreensdo dos processos envolvidos na captacao de miRNAs exogenos.
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar a internalizacdo in vitro de moléculas de miRNA por espermatozoides,
complexos cumulo-o6foro e embrides em estagio inicial, a fim de avaliar a capacidade
intrinseca destas células de reconhecer, ligar e internalizar tais moléculas, para possiveis futuras

aplicacdes em estudos com miRNAs.

2.1 Objetivos especificos

. Investigar se os espermatozoides bovinos t€ém a capacidade de internalizar
miRNAs durante incubagdo em meio Talp-sperm

. Investigar se os complexos ciimulo-o6foro tém a capacidade de internalizar
miRNAs durante a maturacao ovocitaria in vitro.

o Investigar se embrides iniciais tém a capacidade de internalizar miRNAs durante

o cultivo embrionario in vitro.
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3. METODOLOGIA

Todo o experimento foi realizado em duplicata.

3.1  Preparacio do siRNA Scrambled
Para a realizagdo dos ensaios, utilizou-se o siRNA scrambled AllStars Neg. siRNA AF 488,
um siRNA controle negativo fluorescente marcado com Alexa Fluor 488. O material foi diluido
em 200 pl de PBS e aliquotado em 20 amostras de 10 pl. Posteriormente, as amostras foram
mantidas a — 80 °C ao abrigo da luz até a sua manipulacdo. O siRNa scrambled AllStars Neg.
siRNA AF 488 ¢ constituido por pequenos RNAs nao codificantes, entre eles miRNAs miméticos,

que ndo possuem possiveis genes-alvo no genoma bovino.

3.2 Obtenc¢ao do sémen
As amostras de sémen utilizadas no desenvolvimento da pesquisa foram doadas pela
ABS Global Brasil. Durante todo o ensaio foi utilizado o s€émen do Touro Hulk KingBoy

(Codigo 30006) tanto para a avaliagdo de espermatozoides, quanto para a fertilizacdo in vitro.

3.3  Avaliacio de espermatozoides

Foram descongeladas duas palhetas de sémen em banho maria aquecido a 37 °C por 30
segundos. O conteudo foi lavado com PBS por trés vezes, através de centrifugacdo, durante 5
minutos a 100 x g. Em seguida, foi descongelada uma aliquota de siRNA scrambled e retirados 5
ul para serem diluidos em 0,5 mL de meio Talp-sperm (Vitrogen). Os espermatozoides foram
colocados no meio Talp-sperm suplementado (1 nM) apos a ultima lavagem e incubados em
estufa a uma temperatura de 37 °C e 5% de CO2, por um periodo de 22 a 24h. Apds o periodo de
incubagao, os espermatozoides foram novamente lavados trés vezes em PBS puro e transferidos
para uma laminula contendo uma gota de meio Talp-sperm puro. A avaliacao foi realizada em

microscopio confocal Zeiss LSM 710, com excitagdo a 488 nm e emissdo entre 516 e 517 nm.

34 Obtencio e selecio de CCOs
Para a obtencdo dos complexos ciimulo-o6foro, foram utilizados ovarios coletados pos
mortem doados por abatedouro comercial da cidade de Uberlandia (MG). Os ovarios foram
transportados em uma garrafa térmica até o Laboratério de Biologia da Reprodugdo na
Universidade Federal de Uberlandia. Os ovarios foram mantidos em banho-maria a 37 °C para a

aspiracdo folicular, utilizando seringas de 5 mL e agulhas de 18G. O fluido aspirado foi
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transferido para tubos Falcon de 50 ml e mantido no banho-maria por 20 minutos para
sedimentacao das células. Em seguida, o fluido folicular foi depositado em placas de Petri para
o rastreamento dos complexos cumulo-o6foro (CCOs). Por ultimo, foram selecionados os CCOs
que apresentavam grau I ou grau II (Figura 2), e transferidos para o meio de maturagao in vitro

por um periodo de 20 a 24 horas (Araujo, 2026).

Figura 2: CCOs classificados como Grau I (A e B) e Grau II (C e D), segundo a metodologia de
Stojkovic (2001)

3.5 Avaliacao dos CCOs

O restante da aliquota de 5 ul de siRNA scrambled utilizada no ensaio com
espermatozoides foi diluido em 0,5 mL de meio MIV (Vitrogen). O meio suplementado (1
nM) foi utilizado durante a maturacdo in vitro (MIV). Para a MIV, os CCOs selecionados
foram lavados trés vezes em meio de lavagem (Vitrogen) e transferidos para uma placa de
Petri contendo uma gota de 500 pl de meio MIV com siRNA scrambled (1 nM) e outras 2
gotas de meio MIV puro, cobertas por 4 mL de 6leo mineral. A placa foi mantida em estufa
a uma temperatura de 37°C e 5% de CO2 durante o periodo de 22 horas. Ao final do periodo
de maturagdo (22h) os CCOs da gota suplementada foram lavados trés vezes em meio MIV
puro e transferidos para a laminula contendo uma gota de meio MIV, a fim de serem

observados no microscopio confocal.

3.6 Fertilizacao in vitro
Os CCOs maturados das duas gotas restantes, foram lavados trés vezes em meio FIV

(Vitrogen) e transferidos para duas gotas de 100 pl de meio FIV puro, cobertas com 4 mL de
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6leo mineral. Ao inicio da fertilizagdo in vitro, foi realizada a montagem do mini gradiente
de Percoll (Aragjo, 2026). Em seguida, uma palheta de sémen (Touro Hulk KingBoy 3006)
foi retirada do galdo de armazenamento e descongelada em banho-maria a 37 °C por 30
segundos, o contetido foi depositado sobre a superficie do mini gradiente preparado. O
material foi centrifugado e preparado conforme descrito por Aratjo (2026) para avaliagdo da
motilidade e contagem de espermatozoides. Ao final das andlises, foram realizados os
calculos para obtencao da concentragdo espermatica ¢ do volume a ser pipetado em cada uma
das gotas, seguindo o critério de 10.000 espermatozoides por ovocito (Aradjo, 2026). Por fim,
as gotas foram fecundadas e mantidas novamente em estufa a uma temperatura de 37 °C e

5% de CO2, por um periodo de 19 horas.

3.7 Avaliacao dos Zigotos

Outra aliquota de 10 pl do siRNA scrambled foi descongelada e diluida em 1,0 mL de
meio CIV (Vitrogen), dessa solu¢do foram utilizados 0,5 mL durante o cultivo dos zigotos. Apds
o periodo de fecundagdo, os zigotos foram desnudados de forma mecanica por pipetagem e
lavados trés vezes em meio CIV puro (Vitrogen). Em seguida, foram transferidos sem as células
do cumulo para uma placa contendo, uma gota de 0,5 mL de meio CIV com siRNA scrambled
(1 nM) e uma gota de 0,5 mL de meio CIV puro, cobertas por 4 mL de 6leo mineral. Apos 24
horas, os zigotos da gota suplementada em inicio de clivagem foram transferidos para uma
laminula contendo uma gota de meio CIV e avaliados em microscopio confocal. O restante da
solucao de meio CIV com siRNA Scrambled (0,5 mL) foi congelado para ser utilizado no ensaio

seguinte.

3.8 Analise de Embrioes
Os embrides da gota restante foram mantidos em meio CIV puro durante 3 dias. Apds
esse periodo, o meio foi substituido por 0,5 mL de meio com siRNA scrambled (1 nM) restantes
do ultimo experimento. Esses embrides foram mantidos por mais 24 horas em meio suplementado
e em seguida lavados trés vezes com meio CIV puro. Em seguida, foram transferidos para uma

laminula contendo uma gota de meio CIV e observados em microscopio confocal.
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos ndo foram semelhantes entre as duas repeti¢des. Os espermatozoides
e embrides com dois e cinco dias de cultivo apresentaram, em pelo menos uma das preparagdes,
células fluorescentes. J4 os CCOs nao apareceram marcados em nenhuma das repeti¢gdes. A figura
1 mostra imagens obtidas em microscopio confocal dos espermatozoides (A), CCOs (B) e

embrides com dois (C) e cinco dias (D) de cultivos.

‘ 200 pirm

Figura 1: Imagens em microscopia confocal que mostram: imagem com pequenos pontos
fluorescentes de cor verde no preparado com espermatozoides (A); imagem sem fluorescéncia de
COCs (B); imagens de embrides com dois (C) e cinco dias (D) de cultivo, com pequenas
marcagoes de cor verde fluorescente.
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5. DISCUSSAO

Os miRNAs sdo pequenos RNAs nao codificantes que regulam a expressdo génica pos-
transcricional por pareamento com mRNAs-alvo. Na biologia da reproducdo, os miRNAs
emergem como moléculas-chave na regulacao da espermatogénese, da maturacao ovocitaria, da
fertilizagdo e do desenvolvimento embriondrio inicial. A transfec¢@o in vitro de miRNAs — seja
na forma de mimics (analogos sintéticos que mimetizam miRNAs endogenos) ou de inibidores
(anti-miRs, antagonistas) — constitui uma ferramenta essencial para estudos funcionais e para
potenciais aplicacdes biotecnologicas. Contudo, cada sistema celular impde desafios particulares
de entrega, viabilidade e eficiéncia (Reza et al., 2019).

No presente trabalho foi utilizado siRNA scrambled marcado com Alexa Fluor 488 para
testar se espermatozoides, CCOs e embrides bovinos em estdgio inicial possuem a capacidade
intrinseca de internalizar miRNAs. Para isso, espermatozoides, CCOs, zigotos e embrides com trés
dias de cultivo foram incubados em meios suplementados com 1 nM deste produto. Este siRNA
scrambled ¢ constituido por pequenos RNAs nao codificantes, entre eles miRNAs miméticos, que
ndo possuem possiveis genes-alvo no genoma bovino. Apds a incubacdo (22 a 24h), todas as
estruturas foram observadas em microscopio confocal. Com excecdo dos CCOs, os
espermatozoides, zigotos € embrides apresentaram pequenas marcagdes fluorescentes em seu
interior, o que, teoricamente, indica que os siRNAs foram de alguma forma incorporados.

Espermatozoides sdo células altamente diferenciadas, com citoplasma reduzido, cromatina
compactada e transcricionalmente silenciosas. Durante décadas, acreditou-se que seu papel se
restringia a entrega do genoma paterno. No entanto, evidéncias acumuladas demonstram que
espermatozoides carregam um repertdério complexo de pequenos RNAs ndo codificantes
(sncRNAs), incluindo miRNAs, piRNAs e tsRNAs (tRNA-derived small RNAs), adquiridos
durante o transito epididimario e essenciais para o desenvolvimento embriondrio inicial (Conine
et al., 2018; Sharma et al., 2018). Essas moléculas sdo transferidas para o o6cito na fertilizagdo e
modulam a expressao génica embrionaria pré-implantacao. Portanto, os espermatozoides podem
ser utilizados como vetores de transfecgdo de miRNAs para o ovdcito. A transfeccdo de miRNAs
em espermatozoides enfrenta barreiras significativas: compactagdo da cromatina, minimo volume
citoplasmatico e alta sensibilidade da membrana plasmatica. Os principais métodos incluem:
eletroporacao capilar (Gongalves et al., 2026), dendrimeros cationicos (Gongalves et al., 2026),
compostos organicos (VisuFect) (Joo et al., 2014b) e vesiculas extracelulares (EVs) (Fereshteh et
al., 2018). Baseado nos trabalhos que ja testaram a transfeccdo de miRNAs em espermatozoides
utilizando estas metodologias de transfec¢ao, percebe-se que elas sdo vidveis, porém com

eficiéncia limitada (tipicamente 10-30% das células). As principais limitagdes incluem: (i)
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reducdo da motilidade pods-transfecgdo, especialmente com eletroporagdo; (ii) auséncia de
maquinaria transcricional enddgena, o que restringe a acdo dos miRNAs ao periodo pds-
fertilizagdo; (iii) dificuldade em distinguir efeitos diretos dos miRNAs transferidos de efeitos
indiretos sobre a viabilidade espermatica. O presente trabalho testou uma alternativa de
incorporagdo (transfec¢cdo) de miRNAs, que, teoricamente, pouco ou nada influenciaria as fungdes
espermaticas. Como nem todos os espermatozoides apresentaram fluorescéncia apds a incubacao
com siRNA scrambled, deduz-se que a metodologia utilizada também tem eficiéncia limitada.

O complexo camulo-o6cito (COC) ¢ uma unidade funcional em que as células do cimulo
e 0 odcito comunicam-se bidirecionalmente por meio de jungdes gap e projegdes transzonais.
Evidéncias recentes indicam que miRNAs sdo transferidos entre esses compartimentos e que essa
comunicacdo ¢ essencial para a aquisi¢ao de competéncia ovocitaria e para a maturagao nuclear e
citoplasmatica. O estudo de (2024) demonstrou, pela primeira vez, que miRNAs atravessam as
jungdes gap no COC bovino: o mimico de bta-miR-21-5p marcado com FAM foi visualizado no
interior do odcito apos a incubacdo do COC intacto, ¢ o bloqueio das jungdes gap com
carbenoxolona reduziu significativamente a transferéncia.

Os principais meios de transfeccdo em CCOs ja testados sdo: transferéncia via jungdes gap
(Six et al., 2024), vesiculas extracelulares (EVs) de células do cumulo (Fiorentino et al., 2024),
microinjecdo citoplasmatica (Six et al., 2024) e transfec¢cdo com lipofectamina (Han et al., 2021).
Todas mostraram-se vidveis; no entanto, a abordagem de transferéncia gap-juncional é promissora
por ser ndo invasiva, mas depende da integridade do COC e da presenca de junc¢des gap funcionais,
o que limita o periodo de janela experimental (nas primeiras horas de MIV). A entrega via EVs ¢
biologicamente relevante, porém o carregamento especifico de miRNAs em EVs ainda ¢
tecnicamente desafiador. A microinje¢do, embora precisa, ¢ trabalhosa e de baixo rendimento. Na
tentativa de obter um método eficiente e simples para a transfec¢ao de CCOs, no presente trabalho,
testou-se a suplementagdao do meio MIV com 1 nM de siRNA scrambled. Nenhuma das estruturas
avaliadas por microscopia confocal apresentou sinais de fluorescéncia. Portanto, a metodologia
testada ndo se mostrou viavel para transfec¢do de miRNA em CCOs. Esse resultado pode ser visto
possivelmente devido a dificuldade dos miRNAs em ultrapassar a barreira das células do cumulos,
ja que, para que a transferéncia via jungdes gap ocorra, as moléculas precisam antes estar dentro
das células. Além disso, o meio MIV utilizado durante o processo de maturagao das CCOs € um
dos mais complexos da rotina de produgdo in vitro, rico em proteinas, vitaminas, sais minerais e
alguns hormoénios (FSH e LH). Dessa forma, a complexidade do meio pode, de certa forma, ter
influenciado a internalizacdo do miRNAs ou até mesmo provocado a degradagdao das moléculas.
Existe também a diferenga entre repeticoes, que se da pela diferenca de amostra, ja que as CCOs

aspiradas em cada rotina ndo sdo padronizadas acerca da origem e desempenho da doadora.
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Embrides pré-implantacionais passam por ativacdo do genoma embriondrio (EGA) em
estagio espécie-especifico (2-4 células em camundongos, 8-16 células em bovinos, 4-8 células em
humanos). Durante esse periodo, o desenvolvimento depende de transcritos ¢ RNAs maternos
armazenados no oocito, € os miRNAs desempenham um papel crucial na eliminacdo desses
transcritos e na ativagdo da transcricdo embriondria. A transfeccdo de miRNAs em embrides
iniciais permite investigar a fun¢do génica durante o desenvolvimento pré-implantacdo (Six et al.,
2024). Os principais métodos de transfec¢do de miRNA em embrides iniciais ja testados sao:
microinje¢ao em zigotos (Joo et al., 2014b), eletroporagao (Hakim et al., 2021), sistema VisuFect
(VFA) (Joo et al., 2014a), lipofeccdo (Hakim et al., 2021) e vetores virais (Mishima et al., 2016).
A microinje¢do continua sendo o método mais confiavel, com eficiéncia de entrega proxima de
100%, mas com viabilidade reduzida (70-85% dos zigotos sobrevivem). O sistema VisuFect
representa um avanco significativo por ser livre de microinjecdo e aplicavel a multiplas espécies,
mas sua eficiéncia de entrega ¢ inferior a microinje¢do. A principal limitacdo técnica ¢ a zona
pelicida, que bloqueia a maioria dos vetores ndo virais. Além disso, a toxicidade de alguns
reagentes de transfeccao (lipofectamina, polimeros catidnicos) € uma preocupacao para embrides,
que sdo particularmente sensiveis ao estresse quimico. Com base nisso, o presente trabalho testou
a suplementagdo do meio CIV com miRNA como um método mais simples para a transfec¢do de
zigotos e embrides com trés dias de cultivo. Para isso, foi utilizada a suplementagdao a 1 nM de
siRNA scrambled marcado com Alexa Fluor 488, com posterior avaliagdo em microscopia
confocal. A observagdo de células com pequenas marcagdes fluorescentes no citoplasma indica a
internalizacao de siRNAs. Portanto, o método testado pode ser uma alternativa a transfec¢do in
vitro de miRNAs em zigotos e embrides pré-implantacionais.

E importante enfatizar que a simples observacio, ou ndo, de fluorescéncia nas células
incubadas com siRNAs scrambled marcados com Alexa Fluor 488 ¢ apenas um indicio de que
ocorreu transfec¢do. Portanto, fazem-se necessarios novos trabalhos utilizando biologia molecular

para confirmar a transfeccdo e a viabilidade dos métodos ora testados.

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que espermatozoides e embrides iniciais tém a
capacidade de internalizar miRNAs presentes nos meios Talp-sperm e CIV, respectivamente. Isso
nio foi observado em CCOs maturados em meio MIV contendo miRNAs. E importante enfatizar
que estes achados devem ser confirmados por meio de experimentos de biologia molecular, além

da padronizagdo e maior numero de repetigoes.
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