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RESUMO
A qualidade dos gametas produzidos pelos peixes mantidos em cativeiro, ainda, é
altamente variavel e tem sido considerada um dos problemas para expansdo da
piscicultura. As condigdes de cultivo, os fatores ambientais e os parametros
genéticos e fisiologicos dos animais sdo fatores que afetam a producdo e a
qualidade dos gametas em cativeiro. Na aquicultura, o uso de gametas de boa
qualidade é essencial para a producdo de larvas viaveis, entretanto, a avaliacdo dos
gametas € um processo baseado na maioria das vezes apenas nas caracteristicas
basicas dos gametas. Nos machos, as analises mais comuns utilizadas para avaliar
a qualidade dos espermatozoides sdo: avaliacdo da motilidade, concentracao celular
e morfologia dos espermatozoides. Nas fémeas, as avaliagbes mais empregadas
sdo as estimativas de fertilizacéo, ecloséo e de larvas normais, a quantificacdo do
namero total de ovacitos produzidos e o tamanho dos ovocitos. No entanto, o0s
recentes avancos na area da biologia molecular aplicados a reproducdo tém
permitido a descoberta de transcritos paternos e maternos que estdo envolvidos com
a qualidade dos gametas. Embora os estudos em peixes ainda estejam em fase
inicial, esses conjuntos de RNAs mensageiros (MRNAs) que sdo acumulados
durante o processo da gametogénese e que estdo envolvidos em diferentes
processos celulares parecem ser essenciais para a fertilizacdo e para o
desenvolvimento bem-sucedido do embrido. Dessa forma, este trabalho tem por
objetivo realizar uma revisao bibliografica sobre o uso de transcritos paternos e
maternos como indicadores da qualidade de gametas em teledsteos. O
levantamento dos transcritos paternos e maternos que vem sendo estudados
especialmente em espécies como o zebrafish (Danio rerio), o bacalhau-do-Altantico
(Gadus morhua), o Atlantic halibut (Hippoglossus hippoglossus), o robalo
(Dicentrarchus labrax), a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e na enguia do Japao
(Anguilla japonica) devera auxiliar nos futuros estudos com as espécies nativas

brasileiras.

Palavras-Chave: espermatozoides, ovocitos, reproducao, transcritos, transcriptoma.



ABSTRACT
The quality of gametes in farmed broodstock is still highly variable and has been
considered one of the major problems for the expansion of fish farming. The culture
conditions, the environmental factors and the genetic and physiological parameters
of the animals are factors that affect the gamete production and quality in farmed fish.
In aquaculture, the use of high quality gametes is essential for the production of
viable larvae, however, the evaluation of gamete quality is based only on basic
characteristics of gametes. In males, the most common analysis used to evaluate
sperm quality are motility, cell concentration and sperm morphology. In females, the
determination of the rates of fertilization, hatching and normal larvae, as well as, the
quantification of the total number of oocytes produced and oocyte diameter are the
parameters used to evaluate egg quality. However, the recent advances in molecular
biology applied to reproduction have allowed the discovery of paternal and maternal
transcripts that are involved with gamete quality. Although these studies are still in
ongoing in fish, these messenger RNAs (mMRNAs), that are accumulated during the
gametogenesis process and are involved in different cellular processes, seem to be
essential for fertilization and successful embryo development. Thus, the aim of this
study is to perform a literature review on the use of paternal and maternal transcripts
as indicators of gamete quality in teleosts. The researches on paternal and maternal
transcripts that have been performed especially in species such as zebrafish (Danio
rerio), Atlantic cod (Gadus morhua), Atlantic halibut (Hippoglossus hippoglossus),
sea bass (Dicentrarchus labrax), rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), and
Japanese eel (Anguilla japonica) might help in future studies with native Brazilian

species.

Keywords: spermatozoids, oocytes, reproduction, transcripts, transcriptome.
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1 CONTEXTUALIZACAO

O Brasil possui um enorme potencial para o desenvolvimento e
investimento de tecnologias voltadas para a aquicultura, uma vez que,
apresenta condi¢des climaticas favoraveis e um vasto potencial hidrico para
criacdo de organismos aquaticos (FAO, 2016). Em 2020, somente na area
piscicola, o pais ultrapassou a marca de 800.000 toneladas de peixes de
cultivo, aumentando as expectativas para os proximos anos. Em razao disso, a
cadeia produtiva tem se preparado para novos investimentos em producéo,
infraestrutura, servicos e tecnologias (Peixe BR, 2021).

Apesar da abundante biodiversidade de espécies aquaticas continentais,
0 pais tem produzido apenas uma pequena fracdo de espécies nativas, sendo
sua totalidade dominada por espécies exoéticas como a tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus). Dentre as espécies nativas produzidas no pais, o
tambaqui (Colossoma macropomum) ganha destaque pela alta aceitacdo de
mercado e, consequentemente, pelo acréscimo positivo de exportacdo
chegando a 648,6% no periodo de 2019/2020, segundo dados da Peixe BR
(2021). Pacu (Piaractus mesopotamicus), piau (Leporinus obtusidens), pirarucu
(Arapaima gigas) e os bagres também s&o espécies nativas com grande
visibilidade na producao brasileira. Embora essa categoria tenha reduzido sua
participacdo em 3,2% no ano de 2020 comparado ao ano anterior, 0S peixes
nativos tém um papel significativo na producgéo brasileira colaborando com
278.671 toneladas (Peixe BR, 2021). De acordo com a analise de dados da
Peixe BR (2021), todos os estados brasileiros colaboram com a producédo de
espécies nativas (a excecdo do Ceara), sendo este um ponto positivo para
estimular ainda mais o setor.

Um dos grandes entraves para o crescimento da cadeia produtiva de
espécies nativas é a deficiéncia de protocolos efetivos de reproducéo e criacdo
dos animais (Andrade & Yasui, 2003). Recentemente algumas espécies como
o pirarucu (Vialle et al., 2018), tambaqui (Caetano et al., 2019) e surubim
(Pseudoplatystoma punctifer) [Zerlotini et al., 2019] apresentaram resultados
preliminares do sequenciamento dos genomas. Sabe-se que a alta qualidade

de células reprodutivas € um fator fundamental para assegurar descendentes
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viaveis e garantir o sucesso da reproducao (Godinho, 2007; Andrade et al.,
2015). Entretanto, a producdo de gametas com alta qualidade & um fator
limitante para muitas espécies de peixes mantidas em cativeiro, podendo ser
amplamente variavel e influenciada por diversos fatores endogenos e
ambientais (Schreck et al., 2001; Papadaki et al., 2008; Bobe & Labbé, 2010).
Dentre os efeitos negativos destacam-se o comprometimento do crescimento e
desenvolvimento, afetando diretamente a produtividade dos animais em
cativeiro (Bobe & Labbé, 2010).

Outra variavel em sistemas fechados que pode afetar a producdo dos
gametas € a quantidade e qualidade da racédo fornecida. A dieta dos animais
interfere diretamente no funcionamento e na morfologia do figado que tem forte
envolvimento na formagdo do vitelo (metabolizando 173- estradiol em
vitelogenina), havendo assim intermédio no sistema metabdlico e no
fornecimento de energia (Caballero et al., 2004), acometendo o desempenho
reprodutivo e larval dos peixes (Izquierdo et al., 2001; Watanabe & Vassalo-
Agius, 2003).

Além disso, o estresse causado no manejo dos reprodutores pode ser
um fator de inibicdo dos hormonios reprodutivos (GnRH, FSH, LH entre outros)
[Bromage, 1995; Bombardelli et al., 2009]. Na fase primaria de estresse a
liberacdo de adrenalina e principalmente o cortisol, acabam suprimindo o eixo
reprodutivo, como observado em altas densidades de pirarucu (Brandao et al.,
2006). Em algumas espécies, o aumento do cortisol e adrenocorticotropina
(ACTH) no plasma sanguineo apés estresse crénico, diminui os niveis de
testosterona plasmatica e 11-cetotestosterona (11KT) [Aegerter et al., 2005;
Wendelaar Bonga, 2011], prejudicando a performance reprodutiva dos animais.

Os fatores abidticos também afetam diretamente a producdo dos
gametas. Esses fatores podem ser utilizados como fonte de informacgao sobre o
periodo reprodutivo e o tipo de desova da espécie. Animais de regides tropicais
e subtropicais possuem intima relacdo com a precipitacdo, por exemplo,
necessitando de periodos chuvosos para desencadear a producdo de
hormonios responséveis pelo inicio da reproducdo (Lowe-McConnel, 1975).

Algumas espécies demonstram ainda que sé ha apresentacdo de ciclos
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reprodutivos quando as condi¢cdes do ambiente sdo favoraveis a sobrevivéncia
da prole (Munro, 1990).

Outro exemplo ¢é observado em espécies migradoras também
conhecidas como espécies de piracema, além da alta afinidade com periodos
de maior precipitacdo e temperatura, essas espécies apresentam desova total,
garantindo o maior numero de descendentes por ciclo, evitando perdas
energéticas desnecessarias (Naumov, 1956; Ashan 1966; De Viaming, 1975;
Sundararaj & Vasal, 1976). A piracema € um acontecimento biolégico complexo
gue auxilia no desenvolvimento gonadal, maturacdo e desova dos animais.
Nessa classificacdo comportamental conhecida como migracao, se encontram
espécies nativas brasileiras como o dourado (Salminus brasiliensis), pacu,
curimbatas (Prochilodus lineatus), tambaqui, entre outras (Leira et al., 2018).
Na grande maioria das espécies amazonicas como 0 pirarucu, por exemplo, o
periodo reprodutivo se inicia durante a esta¢do chuvosa. E nesse momento que
0s casais se formam e migram para os locais inundados pelas cheias para

realizarem a desova (Nufiez & Duponchelle, 2009; Nufiez et al., 2011).

1.1 Controle enddcrino da reproducéo em teledsteos

O inicio do processo reprodutivo em peixes teledsteos ocorre a partir dos
estimulos ambientais, como temperatura da agua, fotoperiodo e pluviosidade,
por exemplo. Essa estreita relacdo com fatores ambientais sustenta que a
eclosdo dos ovos e desenvolvimento das larvas ocorram em épocas favoraveis
a sobrevivéncia da prole, sendo esses fatores suprimidos em eventual
necessidade (condigbes desfavoraveis a reproducao) [Almeida, 2013].

E na base do diencéfalo que estdo localizados o hipotalamo e a hipéfise,
atuantes dos principais centros que coordenam o0s episédios fisioldgicos,
especialmente neuroendocrinos (Iseki & Negrdo, 2003). O aumento do
fotoperiodo € interpretado pela glandula pineal que reduz a quantidade de
melatonina e estimula a liberacdo da kisspeptina (KISS) [Baldisserotto, 2018]. A

proteina KISS é responsavel pelo inicio de uma cascata de alteracdes

bioguimicas que induzirdo a producédo e liberacdo do horménio liberador de
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gonadotrofinas (GnRH) através do hipotalamo (Godinho, 2007; Baldisserotto,
2018; Chen et al., 2013).

Por sua vez, o GnRH € considerado o maior indutor da secre¢do das
gonadotrofinas (GtHs) [Dufour et al., 2010]. Ele estimulara a adenohipofise na
producédo e liberagcdo do hormdnio foliculo estimulante (FSH ou GtH I) e do
horménio luteinizante (LH ou GtH Il), que por meio da corrente sanguinea
chegardo até as gbénadas e induzirdo a produgcdo dos hormdnios esteroides
(andrégenos, estrogenos e progestagenos). Através dessa cascata de
horménios ao longo do eixo hipotalamo-hipoéfise-gbnadas (H-H-G) ocorrera o
controle da espermatogénese nos machos e da ovogénese nas fémeas
(Godinho, 2007; Baldisserotto, 2018; Chen et al., 2013).

Nos machos, o FSH atuard nas células de Sertoli, promovendo a
proliferacdo das espermatogonias (2n) por meio de sucessivas mitoses. Outra
atribuicdo desse hormdnio nessas células estd ligada a regulacdo, como
suporte estrutural, nutricional e regulatorio (paracrino) [revisado por Hatef &
Unniapan, 2019]. Enquanto o LH estimulara a producdo de horménios
androgenos por meio das células de Leydig, compreendendo ainda, o0 processo
final da espermatogénese e espermiacdo (Godinho, 2007; Baldisserotto, 2018;
Chen et al., 2013; revisado por Hatef & Unniapan, 2019). Outra funcéo ja
conhecida do FSH e LH é o estimulo que exercem sobre as células de Leydig,
transformando o colesterol em pregnenolona, convertida posteriormente em
17a-hidroxiprogesterona (17-aP) que exerce funcdo como substrato para a
producdo dos horménios esteroides (Schulz & Nébrega, 2011).

As células de Leydig e as células de Sertoli possuem papel essencial
durante o ciclo reprodutivo dos machos. E nos testiculos que essas células se
dividem em dois compartimentos, o intersticial (Leydig) e o germinativo
(Sertoli). As células de Leydig produzem andrégenos do tipo testosterona, 11-
cetotestosterona e androstenodiona sob efeito do LH (Baldisserotto, 2018). Ja
a maturacdo testicular ocorre sob a influéncia do FSH, convertendo 17a
hidroxiprogesterona (17-aP) em testosterona. As células de Sertoli recebem o

andrégeno 11-cetotestosterona das células de Leydig que estimulam a
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producdo de activina, essas, serdo responsaveis por incitar a proliferacdo das
espermatogobnias (Nagahama, 1994; Yamada et al., 2002; Scott et al., 2010).

Nas fémeas, o processo de formacgéo dos ovacitos ira ocorrer dentro dos
foliculos ovarianos. Esses foliculos irdo se formar a partir do momento em que
a célula germinal é circundada por uma camada de células foliculares, se
rompendo durante o processo de ovulacdo. Dessa maneira, 0s ovocitos
possuem uma camada de protecdo denominada de corion ou envelope
vitelinico, além disso, uma por¢cdo externa composta por duas camadas, a
Granulosa (externa e mais fina) e a Teca (interna e mais espessa)
[Baldisserotto, 2018].

A Granulosa € formada a partir do desenvolvimento das células
foliculares ao mesmo tempo que as células tecais a partir das camadas
externas de tecidos conjuntivos (sob espessamento da zona pelucida) [Lucci et
al., 2001; Bristol-Gould & Woodruff, 2006; Honda et al., 2007; Baldisserotto,
2018]. Esses revestimentos no foliculo sdo essenciais para a captacdo de
nutrientes, producdo de horménios esterbides e excrecdo de metabdlitos, pois
0 ovécito presente no interior € avascular e depende inteiramente das células
circundantes (Lima-Verde et al., 2011).

A fase de crescimento primario do ovécito parece acontecer
independentemente da estimulacdo direta do FSH e LH (Billard, 1992),
entretanto, esses hormonios exercem papel fundamental na reproducdo. O
estimulo inicial responsavel pelo crescimento do ovdcito e desenvolvimento
folicular vém quase exclusivamente do FSH. Esse hormonio estimula a sintese
da enzima aromatase através das ceélulas da granulosa, convertendo a
testosterona (andrégeno) produzida pela célula da teca em 17@-estradiol
(estrégeno) ou podendo ainda se difundir nas células da granulosa em 17a2083-
P (17020B-progesterona) [Baldisserotto, 2018]. Em resposta a esse impulso, o
17B-estradiol estimulara a sintese hepatica de vitelogenina que sera liberada
na corrente sanguinea e transportada até os ovarios. Consequentemente, as
vitelogeninas serdo incorporadas aos ovoécitos ocasionando um crescimento
dos mesmos, essa é uma das principais etapas da ovogénese (Nagahama,
1994; Yamada et al., 2002; Bobe & Labbé, 2010).
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Ja o LH, age no foliculo inibindo a aromatase e estimulando a sintese de
20BHSD. Ja na fase final de maturagao, o LH ira estimular as células foliculares
a produzirem o progestageno a e 170208 (Nagahama & Yamashita, 2008;
Almeida, 2013). Chen & Ge (2012) demonstraram ainda que o LH poderia ser o
responsavel pela formacdo dos ovarios em zebrafish, sugerindo que esse
horménio tenha outras funcbes além das ja conhecidas.

Apls o término da fase reprodutiva, tanto em machos como em
fémeas, os esteroides sexuais bem como o FSH e LH, retornam aos seus
niveis basais, considerados em muitas espécies de teledsteos por valores
quase nulos ou indetectaveis (Nagahama, 1994; Yamada et al., 2002; Scott et
al., 2010; Baldisserotto, 2018).

1.2 Gametogénese em teledsteos

A espermatogénese € o processo de formacdo do gameta masculino,
onde uma célula germinativa diploide por meio do processo de mitose da
origem a duas células também diploides, denominadas de espermatog6nia tipo
A e espermatogoénia tipo B, sendo essa a fase de multiplicacdo das células. A
espermatogobnia tipo B originara o espermatécito primario (2n) que através de
uma fase meidtica | se dividirA dando origem a duas células haploides,
espermatdécitos secundarios. Outra fase celular (meiose Il) acontecera e dessa
vez, quatro células hapldides serdo formadas. Por fim, o processo de
espermiogénese transformara através de mudancas morfoldgicas e fisioldgicas
espermatides em espermatozoides. Esse complexo coordenado de
transformacdo celular ocorre dentro dos tubulos seminiferos, sendo esse
conhecimento prévio positivo para a avaliagdo qualitativa das células
reprodutivas (Lo Nostro et al., 2003b; Nobrega et al., 2009; Schulz et al., 2010).

De maneira geral, testiculos em repouso permitem a observacdo de
espermatogbnias primarias (2n) isoladas, cistos de espermatogbnias
secundarias (2n) e espermatécitos primarios (2n). Na maturacdo inicial é
comum encontrar cistos de células germinativas em diferentes estadios de
desenvolvimento (espermatogdnias primarias e secundarias, bem como,

espermatocitos primarios e espermatides (n)). Em estadio de maturacao final,
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observa-se o lumen dos tubulos seminiferos carregados de espermatozoides
(n). Além disso, h& presenca de espermatogbnias secundarias e
espermatdécitos primarios nas gdénadas dos animais (Bazzoli, 2003).

O processo de ovogénese se inicia quando uma célula germinativa
diploide (2n) realiza um processo de mitose, formando duas células diploides
iguais (2n), chamadas de ovogodnias. As ovogobnias formadas dardo origem a
mais duas ovogodnias cada, pelo mesmo processo. Ao término do periodo
germinativo, metade das células formadas irdo se transformar em ovécito | (2n)
em um periodo denominado de crescimento. Uma fase de meiose separa essa
célula 2n em duas células haploides formando um ovaécito Il e um glébulo polar,
inicio do periodo de maturacdo. O ovocito Il e o glébulo polar realizardo a
meiose Il dando origem a duas células hapldides cada e, somente uma célula
do ovdcito Il (caso seja fertilizada) se transformara em 6Ovulo, as demais seréo
descartadas como corpusculos polares (Lima-verde et al., 2011; Baldisserotto,
2018).

Em ovéarios imaturos jovens, observa-se ovogbnias e ovocitos
perinucleolares iniciais, distribuidos em lamelas. Em fase de repouso e com
baixa vascularizacdo gonadal, ndo ha presenca de ovdcitos visiveis, entretanto,
estudos microscopicos identificam ovécitos perinucleolares e lamelas
ovuligeras existentes. A maior incidéncia de ovocitos vitelogénicos é observada
na fase de maturacdao inicial, nesse estadio ha células de diferentes tamanhos,
perinucleolares e alvéolo-corticais. No entanto é no estadio de maturacéo final
gue as lamelas ovuligeras séo preenchidas por grandes ovdcitos nutridos de
vitelo, sendo possivel ainda visualizar ovocitos em fase de vitelogénese
(Bazzoli, 2003).

1.3 Avaliacédo da qualidade dos gametas

Nos ultimos anos, pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de
identificar células reprodutivas viaveis. Aperfeicoar nossa compreensao desses
fatores requer investigacoes detalhadas sobre a espécie, incluindo suas
informacdes genéticas que sdo a base bioldgica de cada individuo (Galo, 2013;

Hilsdorf & Paiva, 2021). A propagacdao do conhecimento gerado, aliado ao
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aperfeicoamento da producdo, poderia ser uma ferramenta eficaz para
atividades de criacdo e repovoamento de espécies (Pereira et al., 2006;
Godinho, 2007). Nesse sentido, pesquisas tém permitido associar a qualidade
do gameta a fatores fisiologicos e morfologicos, promovendo adequagdo nos
procedimentos de manejo (Zaniboni Filho & Weingartner, 2007).

A avaliacdo micro e macroscopica dos espermatozoides e ovocitos
compreendem etapas para um basico entendimento da reproducdo das
espécies (Bazzoli & Rizzo, 1990). Tradicionalmente nos machos, por exemplo,
sob uso de microscopia Optica, a avaliacdo de motilidade, concentracdo e
morfologia dos espermatozoides € usualmente utilizada para avaliar uma
amostra de sémen (Arruda et al., 2007; Galo et al., 2011).

O uso de sistemas computadorizados de andlise de sémen (CASA -
computer assisted sperm analysis) tem permitido a obtencédo de informacdes
precisas e significativas da movimentacéao individual dos espermatozoides, bem
como, superpopulagbes de células (Amann & Katz, 2004). A confiabilidade
dessa técnica estd intimamente relacionada com a rigorosa analise
computadorizada realizada por um sistema de estroboscépio de alta precisao.
Esse procedimento permite uma videomicrografia de monitoramento constante,
onde cada imagem captada pela camera acoplada € convertida em uma
imagem digital que serdo ordenadas e dar&do origem ao sequenciamento do
movimento do espermatozoide (Donald et al., 1988; Farrel et al., 1996; Amann
& Katz, 2004).

As avaliacbes das defesas antioxidantes também permitem verificar a
qualidade do sémen, ja que o estresse oxidativo pode prejudicar a motilidade
das células, a viabilidade e funcionalidade celular e a integridade do DNA
(revisado por Felix et al.,, 2021). Nesse sentido, a avaliacdo da atividade de
enzimas envolvidas no sistema antioxidante como catalase, glutationa
peroxidase, glutationa redutase e superoxido dismutase podem ser usados
para verificar a qualidade do sémen, assim como, 0 sistema antioxidantes néo-
enzimaticos (vitaminas E e C, glutationa e grupos tiol de proteinas).

O uso de sondas fluorescentes como o brometo de etidio (Halangk &
Frank, 1984), corantes supravitais Hoechst 33258 (H258), 33342 (H342)
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[Casey et al., 1993; Maxwell et al., 1997], SYBR-14 (Thomas et al., 1998;
Garner et al., 1999), diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) [Harrison &
Vickers, 1990; Valcércel et al., 1994; Pefa et al., 1998; Souza, 2001] e iodeto
de propidio (Pl) também permitem a avaliagdo da qualidade dos gametas
masculinos (Arruda et al., 2007). Essas analises sdo capazes de avaliar a
integridade da membrana plasmatica e do DNA, visto que, injdrias nessas
estruturas poderiam facilmente interromper sua funcionalidade (Celeghini,
2005; Arruda et al., 2007).

Em ovdcitos, as avaliacbes mais comuns sdo as estimativas de
fertilizacdo, eclosdo e de larvas normais, podendo ainda quantificar o numero
total de ovocitos produzidos (Pires et al., 2018). Além disso, um coeficiente
positivo na avaliacdo é o aumento do didametro total do ovdcito, indicando
condicbes favoraveis na quantidade de reserva energética e,
conseguentemente, na sobrevivéncia das larvas (Bonislawska et al., 2001;
Felizardo et al., 2012).

Estudos com surubins-da-paraiba (Steindachneridion parahybae)
demonstram que a imersédo dos ovocitos em uma solucdo de azul de trypan na
concentracdo de 0,2 a 0,4% durante 3 a 5 minutos, permite a identificacdo de
ovécitos de ma qualidade, ja que os mesmos ficam permeaveis ao corante
(Sanches et al., 2012; Godoy et al., 2013). De forma geral, ha poucas técnicas
para avaliar a qualidade dos gametas femininos.

Recentemente, as pesquisas na area de biologia molecular aplicados a
reproducdo se tornaram promissoras. Resultados satisfatorios demonstram a
possibilidade de utilizar o perfil de mRNA como preditor da capacidade de
fertilizacdo de células reprodutivas em peixes (Guerra et al., 2013). A
importancia expressiva da célula reprodutiva feminina ja era bem conhecida,
apesar disso, o acumulo de material genético até entdo “residual” no
espermatozoide era questionado (Guerra et al., 2013; Bobé, 2015; Reading et
al., 2018). Entretanto, a recente constatacdo da contribuicdo dessa célula
masculina para a fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario levantou
grandes expectativas para os pesquisadores, sendo o mRNA presente um

possivel método avaliativo de qualidade dos gametas femininos e masculinos.
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Os transcritos estdo sendo considerados marcadores importantes, pois seu
nivel de expresséo tem sido utilizado como preditor do potencial sucesso da
desova (Guerra et al., 2013; Reading et al., 2018).

O avanco das ferramentas moleculares na reproducdo de peixes
permitiu investigar uma ampla variedade de transcritos em oOvulos e
espermatozoides que parecem ser essenciais para a fertilizacdo e
desenvolvimento bem-sucedido do embrido. Sendo assim, o perfil de mRNAs
encontrados nos gametas femininos e masculinos geraram grandes
expectativas de seu potencial como biomarcador molecular de qualidade
dessas células reprodutivas (Traverso et al., 2012; Jodar et al., 2013). Dessa
forma, este trabalho tem por objetivo realizar uma reviséo bibliografica sobre o
uso de transcritos paternos e maternos como indicadores da qualidade de

gametas em teledsteos.
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Resumo

A necessidade de se obter informacdes prévias sobre a viabilidade de sémen e ovdcitos e,
consequentemente, evitar gastos desnecessarios com reprodutores tém aumentado a busca por métodos
mais eficazes para determinar a qualidade dos gametas em peixes. Nos Ultimos anos, o emprego das
novas tecnologias de sequenciamento tem permitido identificar a presenca especifica de uma ampla
variedade de transcritos em Ovulos e espermatozoides. Esses transcritos que se acumulam durante os
processos de espermatogénese e ovogénese parecem ser essenciais para o sucesso da fertilizagdo e,
consequentemente, para o desenvolvimento bem-sucedido do embrido. Neste sentido, essa revisdo tem
por finalidade abordar como ocorre o acumulo desses transcritos durante a gametogénese e o0 uso dos
mesmos como indicadores da qualidade de gametas em teledsteos. A identificagdo de um “pool” de
transcritos que estejam diretamente ligados a qualidade de gametas e, consequentemente, com 0 SUCESSO
na viabilidade de embrides devera ser um método interessante para a escolha dos melhores reprodutores
para serem utilizados durante o processo de reproduc¢do em cativeiro.

Palavras-chave: espermatozoides, ovécitos, reproducdo, transcritos, transcriptoma.

Abstract

The need to obtain prior information on semen and oocyte viability and, consequently, avoid unnecessary
expenses with broodstock has increased the search for more effective methods to determine gamete
quality in fish. In recent years, the use of new sequencing technologies has allowed the identification of
the specific presence of a wide variety of transcripts in eggs and spermatozoa. These transcripts that
accumulate during the processes of spermatogenesis and oogenesis seem to be essential for the success of
fertilization and, consequently, for the successful development of the embryo. In this sense, this review
aims to address how the accumulation of these transcripts occurs during the process of gametogenesis,
and the use of these transcripts as indicators of gamete quality in teleosts. The identification of a pool of
transcripts that are directly associated to gamete quality and, consequently, with successful embryo
viability should be an interesting method for choosing the best broodstock to be used during the
reproduction process in captivity.

Keywords: spermatozoids, oocytes, reproduction, transcripts, transcriptome.

Introducéo
A qualidade de um gameta pode ser definida como sua capacidade de fertilizar ou ser fertilizado
e, posteriormente, gerar uma prole viavel (Bobe & Labbé, 2010). A qualidade dos gametas produzidos
pelos peixes mantidos em cativeiro, ainda, é altamente varidvel e tem sido considerado um dos principais
problemas para expansdo da piscicultura (Bobe & Labbé, 2010; Migaud et al., 2013). Basicamente,
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praticas 6timas de manejo dos reprodutores baseadas no conhecimento das exigéncias nutricionais e dos
fatores ambientais sdo essenciais para a producdo de gametas de alta qualidade em cativeiro. Entretanto,
para a grande maioria das espécies cultivaveis as exigéncias minimas ainda nao sdo conhecidas (Migaud
et al., 2013). Os principais fatores que afetam os reprodutores durante a producdo de gametas foram
intensamente revisados por Bobé & Labbé (2010), Valdebenito et al. (2013) e Migaud et al. (2013) e
estéo resumidos na Fig.1.

O uso de gametas de boa qualidade é importante para a producéo de larvas viaveis, entretanto, a
avaliagdo dos gametas é um processo dificil de ser realizado (Kjorsvik et al., 1990; Bobe & Labbé, 2010).
As técnicas usadas para avaliar a qualidade dos gametas femininos e masculinos em peixes sdo baseadas
principalmente nas andlises morfoldgicas (Fig. 1). Por outro lado, as estimativas morfolégicas ndo
explicam os fatores intrinsecos relacionados a qualidade de gametas. Dessa forma, nos Gltimos anos as
pesquisas tém se intensificado para uma melhor compreensdo de como 0s mecanismos celulares e
moleculares estdo relacionados com a producdo de gametas de boa qualidade (Bobe & Labbé, 2010;
Lubzens et al., 2016; Robles et al., 2017). O completo entendimento desses mecanismos é de extrema
importancia para a inddstria da aquicultura a fim de evitar gastos com a manutencdo de um grande
namero de reprodutores e, consequentemente, diminuir os custos com desovas que podem gerar larvas
com altas taxas de deformidades e baixas taxas de crescimento.
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Figura 1. Principais fatores que afetam os reprodutores durante a producéo de gametas (A) e o0s
principais pard@metros que podem ser utilizados para determinar a qualidade dos gametas em peixes

(B).

Nos ultimos anos, as informacgGes genéticas para espécies de interesse comercial para a
aquicultura ttm aumentado notavelmente, principalmente, ap6s o surgimento das novas plataformas de
sequenciamento (Kumar & Kocour, 2017). Com base no uso dessas novas tecnologias ja se conhece o
genoma de, pelo menos 80 espécies de peixes, incluindo importantes espécies para aquicultura como o
salmédo do Atléantico (Salmo salar), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), robalo europeu (Dicentrarchus labrax) e o linguado (Cynoglossus semilaevis)
(www.ensembl.org). Além disso, as novas plataformas de sequenciamento tém permitido a execucao de
estudos transcriptdbmicos em diferentes areas da aquicultura (Qian et al., 2014). O transcriptoma se refere
ao completo conjunto de transcritos em uma célula, tecido ou organismo especifico para um determinado
estadio de desenvolvimento ou condigdo fisiologica (Wang et al., 2009).
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Na area de reproducdo, as novas tecnologias de sequenciamento tém permitido investigar as vias
moleculares envolvidas durante a ovogénese e a espermatogénese em peixes. Além disso, pesquisas tém
identificado a presenca especifica de uma ampla variedade de transcritos em 6vulos e espermatozdides.
Esses transcritos encontrados em ambos os gametas parecem ser essenciais para a fertilizacdo e o
desenvolvimento bem-sucedido do embrido (Traverso et al., 2012; Jodar et al., 2013). Nesse contexto, o
perfil de RNAs encontrados em gametas femininos e masculinos parece ter um grande potencial para
serem utilizados como biomarcadores da qualidade de gametas.

Métodos de sequenciamento e analises genéticas, embora sejam mais custosas comparadas com
observagdes morfologicas, podem fornecer informagdes precoces valiosas sobre a qualidade dos gametas.
Essas descobertas, embora recentes, tém grande impacto na aquicultura (Herraez et al., 2016). Apesar das
funcdes exatas dos RNAs ndo serem bem conhecidas, a descoberta de sua atividade ligada ao sucesso da
fertilizacdo pode tornar o seu contetido um potencial indicador de qualidade de gametas, tanto em animais
guanto em humanos (Nishimura & Dode, 2014). Dessa forma, essa revisdo bibliografica tem o proposito
de abordar 0 uso de transcritos paternos e maternos como indicadores da qualidade de gametas em
teledsteos.

Presencga e acimulo de RNAs nos espermatozoides

Os teledsteos em sua maioria possuem um par de testiculos compostos por numerosos l6bulos
separados por um tecido conjuntivo, armazenando uma grande quantidade de cistos. Em cada cisto sdo
encontradas células germinativas no mesmo estadio de desenvolvimento, essas dardo origem aos
espermatozoides (Baldisserotto, 2018). Esse processo é conhecido como espermatogénese, nele, ha uma
série de mudancas morfologicas e fisioldgicas ocorrendo. Essas mudancas, irdo transformar a
espermatogOnia dipldide inicial em uma célula haploide e mével, capaz de transferir toda a informacao
genética necessaria para o 6vulo. E através de uma sequéncia de transformages mitoticas e meidticas que
as espermatogbnias irdo se transformar em espermatdcitos (estadgios primério e secundario) e
espermatides que por fim passardo pelo processo de espermiogénese, se tornando entdo a célula
reprodutiva masculina, o espermatozoide (Herréez et al., 2016). Além disso, os testiculos possuem células
de Sertoli responsaveis pelo metabolismo nutricional das células germinativas e células de Leydig com
producdo de hormdnios esteroides que estimulam a gametogénese e o desenvolvimento de caracteres
sexuais secundarios. Apds a produgdo nos testiculos, os espermatozoides maduros sdo encaminhados para
o limen central e seguem para o ducto espermatico, onde posteriormente serdo liberados pela abertura
urogenital (Baldisserotto, 2018).

Os espermatozoides sdo células altamente diferenciadas e transcricionalmente inativas
caracterizadas por um compacto nlcleo hapldide e um pequeno citoplasma (revisado por Jodar et al.,
2013). Cada célula possui um sistema impulsor, para mobilizar o nucleo, conhecido como flagelo, esses
sdo formados durante a espermatogénese, periodo no qual o DNA é amplamente compactado no nuicleo e
0 material remanescente é descartado no corpo residual (Schulz et al., 2010). Na maioria das espécies de
peixes 0s espermatozoides ndo possuem acrossoma e o contato do gameta masculino com a membrana do
ovacito ocorre através de uma abertura denominada de micropila (Jamieson, 1991). Além disso, certas
espécies de fecundagdo externa apresentam espermatozoides inativos, ou seja, sua mobilidade inicia-se
guando fatores quimicos sdo alterados (Baldisserotto, 2018).

Até pouco tempo atrés, acreditava-se que o espermatozoide fosse apenas uma célula que
transportava 0 genoma masculino para o ovécito e que fosse incapaz de sintetizar proteinas e RNAs.
Especulava-se que 0 mRNA encontrado nos espermatozoides seria um material residual de outras células
presentes no ejaculado, proveniente de resquicios de citoplasma néo absorvidos pelas células de Sertoli ou
mRNA mitocondrial, e que, ndo teria funcdo alguma (Miller et al., 2005). Entretanto, estudos mais
recentes comprovam que 0S espermatozoides contém uma série de RNAs que, no momento da
fecundacdo, sdo inseridos no ovocito, juntamente com os centriolos e fatores de ativacdo. Destes, muitos
permanecem estaveis até a ativacdo do genoma embrionario (Boerke et al., 2007). Até 0 momento, sabe-
se que 0os RNAs presentes nos espermatozoides devem afetar o sucesso da fertilizagdo, o desenvolvimento
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inicial do embrido e podem modificar epigeneticamente o fenétipo da progénie (revisado por Jodar et al.,
2013). Além disso, dados recentes sugerem que a presenca de RNA nos espermatozoides seja uma
permanéncia seletiva de certos transcritos (Miller et al., 2005; Johnson et al., 2011; Hamatani, 2012;
Hosken & Hodgson, 2014).

Um fator ja conhecido é o centro de armazenamento citoplasméatico de RNA altamente
especializado e responsavel pelo sucesso da espermatogénese que desempenha um importante papel na
via reprodutiva (Nagamori & Sassone-Corsi, 2008). Esse centro conhecido como corpo cromatdide
compreende fatores especificos das células germinativas masculinas. Uma particularidade dos peixes é a
apresentacdo organizacional da cromatina espermética, envolvendo uma complexidade de proteinas
basicas nucleares (SNBPs) [Herraez et al., 2016]. Estudos demonstram que durante a espermatogénese a
cromatina é processada e empacotada e a transcricdo interrompida, deixando um conjunto de RNAs no
citoplasma do espermatozoide maduro (Peruquetti et al., 2010; Herréez et al., 2016). Além de funcionar
como coordenador subcelular de vias de processamento de RNAs, outra funcdo realizada por esse
complexo macromolecular é a atividade intracitoplasmatica, se movendo ao redor do nucleo realizando
contato direto com o poro nuclear, uma performance interessante do ponto de vista bioldgico (Soderstrom
& Parvinem, 1976; Kotaja, 2006).

O armazenamento dos mMRNAs é um fator determinante para evitar a degradagdo, visto que
certos mRNAs sdo essenciais para a fertilidade e o sucesso inicial do desenvolvimento do embrido
(Gilbert et al., 2007; Garcia-Herrero et al., 2011). Apesar da via pela qual os mMRNAs séo direcionados a
esse centro seja ainda pouco conhecida, a importancia do corpo cromatdide durante a reproducédo é
evidenciada durante o processo de espermatogénese, visto que mutagdes em alguns componentes do
corpo cromatoide, como a proteina TDR1/ MTR-1 e o antigeno de histocompatibilidade OX3, induziram
o fendtipo infértil nos machos de camundongos (Head & Kresge, 1985; Chuma et al., 2006), sendo
também demonstrados em muitos ratos knockout que néo integram esses centros as células reprodutivas
(Meikar et al., 2014).

Embora a maioria das pesquisas tenham sido realizadas em mamiferos, ha descri¢Bes recentes
em espermatécitos de tilapia (Tilapia rendalli) [Peruquetti et al., 2010] e espermatides de medaka
(Oryzias latipes) [Yuan et al., 2014]. Peruquetti e colaboradores (2010) compararam a distribui¢do do
material nucleolar com a formacdo do corpo cromat6ide no processo de espermatogénese em tilapias.
Esse estudo permitiu a observacdo de um material ribonucleoprotéico analogo ao constituinte celular que
se movimenta do nucleo para o citoplasma e desempenha funcdo importante na formagdo do corpo
cromatoide. Esta movimentacdo celular foi observada proxima ao complexo sinaptonemal dos
espermatdcitos primarios, sugerindo que esse material ribonucleoprotéico poderia estar relacionado com o
RNA que serd traduzido durante a espermatogénese. Essa atuag¢do do corpo cromatoide € uma funcéao
muito importante visto que a transcricdo do RNA ocorre nas espermatides iniciais, mas a tradugdo da
proteina é fundamental até as Gltimas fases da espermiogénese (Monesi, 1965; Peruquetti et al., 2010).
Outro estudo realizado por Yuan e colaboradores (2014) demonstrou a andlise do plasma germinativo
através de técnicas de imunofluorescéncia e microscopia eletrdnica, utilizando o gene vasa como
marcador em células germinativas masculinas de medaka. Essa pesquisa revelou pela primeira vez a
presenca do gene vasa como componente do corpo cromatoide em medaka, sendo assim, possui um
importante papel nas células germinativas mitoticas, meioticas e pds-mei6ticas masculinas se mostrando
ainda relevante na distribuicdo subcelular durante os processos de espermatogénese e espermiogénese. A
descoberta do vasa como componente integral de plasma germinativo e corpo cromatdide além de sugerir
uma relevante fungdo na citodiferenciacdo pds-meiética, mostra ainda que essa proteina desempenha
papel importante na formac&o do flagelo.

As células germinativas masculinas expressam diferentes tipos de RNAs que se diferenciam
entre si por meio das condi¢cdes pré-existentes. Dentre essas classes, ha os pequenos RNAs ndo
codificantes de proteinas representados por micro-RNAs (miRNAs) e RNAs interferentes curtos
(siRNASs), sendo esses responsaveis por controlar a traducdo e a degradacdo do mRNA e, os piwi de
interagdo (piRNAs), importantes na defesa do genoma, além disso, potenciais intermediadores da heranca
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epigenética (Valencia-Sanchez et al., 2006; Meikar et al., 2011; Yadav & Kotaja, 2014). Ocorrem
também os RNAs ndo codificantes de cadeia longa (INcRNAS) que séo capazes de estimular a metilacdo
do DNA, remodelacdo da cromatina ou até mesmo inibir a acdo dos miRNAs (Kung et al., 2013). Sob a
mesma perspectiva e com grande potencial recém descoberto, os mRNAs estdo relacionados com a
embriogénese, morfogénese e implantagdo, além disso, sdo capazes de traduzir proteinas ligadas com as
respostas geradas pelo estresse (Boerke et al., 2007). O papel exato dos RNAs permanece ainda pouco
conhecido, entretanto, sabe-se que individuos de boa e ma qualidade possuem quantidades de transcritos
diferentes, sugerindo que a presenca desses transcritos potencialmente relevantes poderia ter uma
eficiéncia clinica interessante para avaliar a qualidade de uma amostra de sémen (Lalancette et al., 2008).

RNAs mensageiros (MRNA) como indicadores da qualidade do sémen

Os estudos investigando a presenga de transcritos nos espermatozoides tém sido realizados,
principalmente, em humanos, roedores, e bovinos (Dadoune et al., 2005; Gilbert et al., 2007; Fang et al.,
2014). Em 2002, Ostermeier e colaboradores sugeriram que o espermatozoide humano continha de 3.000
a 7.000 transcritos que codificam proteinas. Essa pesquisa gerou perspectivas interessantes na area da
reproducdo humana e animal para o uso de transcritos como biomarcadores de fertilidade. Na area da
reproducdo humana, anélises de microarranjos tém permitido a identificacdo de perfis de mRNA
diferenciado entre pacientes inférteis e férteis (Jodar et al., 2012). Isso tem levado a identificacdo de vias
especificas que causam a infertilidade em humanos (Jodar et al., 2013). Em bovinos, a comparacéo do
transcriptoma de espermatozoides obtidos de animais de alta e baixa fertilidade também mostrou
diferencas no perfil de transcritos entre os dois grupos, sugerindo que hé transcritos relacionados com a
fertilizacdo (Bissonnette et al., 2009; Feugang et al., 2010). Em peixes, hd pouca informacdo sobre a
presenca de transcritos nos espermatozoides. A maioria dos estudos transcriptdmicos realizados com
machos na area da reproducdo de peixes tem sido apenas descritivos e podem ser incluidos em 3
categorias: (i) espermatogénese e desenvolvimento testicular; (ii) avaliacdo de horménios, drogas e
contaminantes sobre a espermatogénese e o desenvolvimento dos testiculos e mais recentemente (iii) o
estudo de transcritos como indicadores de qualidade de sémen (revisado por Cabrita et al., 2014).

Em 2013, Guerra e colaboradores compararam a expressao de 11 transcritos através de PCR em
tempo real (QPCR) entre reprodutores que produzem sémen de boa e mé qualidade na dourada (Sparus
aurata) e no zebrafish (Danio rerio). Os 11 transcritos estudados foram: bndf (fator neurotréfico), hspa8
(proteina do choque térmico), acvrll (receptor de ativina A tipo Il), Ihcgr (horménio luteinizante/
receptor de coriogonadotrofina), lepa (leptina), bik (silenciador que interage com BCL2/ indutor de
apoptose), dmrtl (fator de transcricdo 1 e mab-3), fshb (FSH polipeptideo beta), hsd17b4 (17 beta-
hidrosisteréide desidrogenase 4), kita (kit receptor a) e myca (oncogene mielocitomatose a). Em
zebrafish, um maior nivel de expressdo dos genes bdnf, lhcgr, lepa, dmrtl e fshb foi verificado em
machos com um sémen de boa qualidade, por outro lado, bik e hsd17b4 foram mais abundantes em
reprodutores que produzem sémen de ma qualidade (Tab. 1). Na dourada, machos que apresentaram
sémen com baixa motilidade mostraram também um nivel baixo de expressdo dos genes bdnf, bik e kita
(Guerra et al., 2013). Recentemente, Riesco et el., (2019) demonstraram que machos de zebrafish que
produzem sémen de baixa qualidade expressam baixos niveis dos genes kita e dmrtl e isso tem uma
relacdo direta com a sobrevivéncia dos embrides.

Embora esses estudos tenham mostrado uma diferenca na expressdo de alguns genes entre
machos que produzem sémen com qualidade diferente, na area da aquicultura esses estudos ainda sdo
raros. Os estudos mais recentes na area da reproducéo relacionando o nivel de expressdo de determinados
genes com qualidade de sémen tem sido direcionado para a area da nutricdo de reprodutores e para area
da criopreservagdo de sémen.

Em 2015, Valcarce e colaboradores verificaram um maior nivel de expressdo dos genes epa,
dmrtl e bdnf nos testiculos de reprodutores de zebrafish suplementados com uma dieta contendo
probidticos. Porém, nesse estudo a qualidade do sémen dos animais ndo foi avaliada. Em outro estudo
realizado com a enguia europeia (Anguilla anguilla), a expressdo dos genes activin, ara, arb, prl, e fshr
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foram associados com a maior producdo de sémen e a maior motilidade em reprodutores que foram
suplementados com uma dieta contendo probidtico ap6s duas semanas de experimento (Vilchez et al.,
2015).

Na area da criopreservacdo de espermatozoides, alguns estudos tém demonstrado a diminui¢do
ou até mesmo a eliminacdo de alguns transcritos ap6s a criopreservagdo (Carton-Garcia et al., 2013;
Riesco & Robles 2013; Gonzalez-Rojo et al. 2014; Herraez et al. 2017). Esse efeito sobre a transcricdo de
determinados genes € um ponto extremamente relevante ja que isso pode ter um efeito direto sobre a
fertilizacdo e, consequentemente, sobre o desenvolvimento dos embrides. Além disso, ja foi demonstrado
que células com danos de DNA apds o processo de criopreservagdo altera a expressdo de genes em
embrides e larvas, indicando que a qualidade do sémen reflete no perfil transcriptdmico das larvas (Pérez-
Cerezales et al., 2011). Sendo assim, a avaliacdo do perfil de transcritos apds o processo de
criopreservacdo das células espermaticas poderia ser uma excelente ferramenta para selecionar 0s
protocolos mais apropriados e seguros para a criopreservacdo de espermatozoides em teledsteos (Cabrita
etal., 2014; Figueroa et al., 2020).

Tabela 1. Transcritos paternos relacionados & qualidade de gametas em teledsteos.

Espécie Nome do gene Funcéo Expressdo  Abreviacdo | Referéncia
em gametas do gene
de boa
qualidade
Danio Fator neurotréfico Atua na Alta bdnf Guerra et al.,
rerio derivado do cérebro manuten¢do dos 2013
neurdnios
Receptor de horménio Envolvido no Alta Ihcgr
luteinizante / processo de
coriogonadotrofina gametogénese
Leptina Controla o apetite, Alta lepa

reduz a ingestéo de
alimentos e regula
0 gasto energético.

Fator de transcricdo 1 Atua na Alta
relacionado ao determinacéo e
Doublesex e ao mab-3 diferenciacéo do
sexo masculino,
controlando o dmrtl
desenvolvimento
do testiculo e a
proliferacéo das

células
germinativas
masculinas.
Horménio foliculo Atua na Alta fshb
estimulante gametogénese.

subunidade beta
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Matador que interage Atua no processo Baixa bik
com Bcl-2 de apoptose.
17-beta- Atua na via de Baixa hsd17b4
hidroxiesterdide beta-oxidacéao
desidrogenase peroxissomal para
acidos graxos.
Sparus Fator neurotrofico Atua na Alta bdnf Guerra et al.,
aurata derivado do cérebro manutencdo dos 2013
neurdnios
Matador que interage Atua no processo Alta bik
com Bcl-2 de apoptose.
Kit receptor A Atua na integridade Alta kita
do DNA do

espermatozoide.

Anguilla Activina Controla a Alta activin Vilchez et al.,
anguilla proliferacdo e a 2015
diferenciacéo
celular.
Receptor de Atua na Alta ara

andrdégeno subtipo a espermatogénese.

Receptor de Atua na Alta arf
androgeno subtipo B espermatogénese.
Receptor do horménio Atua na Alta fshr
foliculo estimulante gametogénese.
Receptor da Auxilia na meiose, Alta prl
progesterona espermiogénese e

hidratagdo dos
espermatozoides.

Acumulo de transcritos maternos e o controle do desenvolvimento embrionario

Na maioria dos teledsteos, o ovario é um drgdo par que se estende em sentido cranio-caudal e
funde-se na regido terminal, formando um ducto ovocitario comum. Esse 6rgdo € revestido pela tlnica
albuginea que expfe septos para o seu interior, originando lamelas ovuligeras que delimitam o
parénquima da cavidade ovariana central. E nessas lamelas que se encontram ovogodnias e ovocitos em
diferentes fases de desenvolvimento (Bazzoli, 2003). As células responsaveis pelo envolvimento dos
ovdcitos sdo os foliculos ovarianos, formados no término do processo de foliculogénese (Grier et al.,
2009; Radael et al., 2016). O desenvolvimento do ovécito que ocorre dentro desse complexo folicular,
compreende os estadios de crescimento primario e secundario, maturagdo e ovulacdo (Grier et al., 2009).
As atividades primarias e secundérias sdo conhecidas como estadios pré-vitelogénico e vitelogénico,
respectivamente (Tyler & Sumpter, 1996; Patifio & Sullivan, 2002; Grier et al., 2009). Durante o periodo
pré-vitelogénico os ovicitos comecam a acumular lipidios neutros, além disso, uma grande quantidade de
RNAs e transcricBes genéticas maternas acumulam-se no citoplasma. Essas informagfes sdo essenciais
para direcionar o desenvolvimento embrionério precoce logo apds a fertilizagdo (Reading et al., 2018).
No periodo vitelogénico, os ovoécitos acumulam lipoproteinas ricas em fosfolipidios que serdo
armazenadas e utilizadas na formacdo do vitelo. Ao término desses estadios, o ovario estard preenchido
com 0s ovocitos ricos em nutrientes que posteriormente sofrerdo maturacéo e ovulagdo (Reading et al.,
2018).
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Os ovdcitos maduros sdo células altamente qualificadas que armazenam o material necessario
para 0 comeco do crescimento e desenvolvimento embrionario (Rothschild et al., 2003). Diferentemente
dos espermatozoides, ndo possuem movimento proprio e sdo consideravelmente maiores que as células
masculinas (Amabis & Martho, 1997). O tamanho desigual entre as células germinativas transcorre pelo
fato de os ovécitos armazenarem granulos e substancias nutritivas que constituirdo o vitelo e suprirdo as
necessidades basicas do embrido (Rothschild et al., 2003). Esses nutrientes maternos sao compostos
basicamente de proteinas, carboidratos, lipidios, vitaminas, minerais e fons essenciais que serdo
transportados do figado para os foliculos ovarianos por meio de lipoproteinas. A constitui¢do adequada do
vitelo é um fator importante na qualidade do ovo, visto que a maioria dos peixes é ovipara e dependem
inteiramente desse sustento nutricional materno. Embora os fatores extrinsecos como a dieta dos
reprodutores, criacdo e o estresse sofrido pelos animais possam interferir na qualidade do ovécito, as
atividades moleculares sdo fatores de extrema relevincia para o sucesso da fertilizacdo e o
desenvolvimento dos embrides (Reading et al., 2018).

As fases iniciais do desenvolvimento embrionario sdo controladas por fatores maternos, os quais
sdo depositados no ovocito durante a ovogénese. Dessa forma, ovocitos de vertebrados contém DNA e
RNA polimerases, histonas, fatores de transcricdo e traducdo, RNAs ribossomais (RNAr), RNAs de
transferéncia (RNAt) e RNAs mensageiros (Tata, 1986). Na fertilizacéo, os fatores maternos tornam-se
disponiveis e suportam todas as fungdes celulares basicas, incluindo: o metabolismo celular, as divises
celulares e nucleares, a adesdo intercelular, assim como, o estabelecimento do eixo do corpo e a
especiacdo das células embriondrias até a ativacdo da transcricdo zigética (revisado por Pelegri, 2003).
Além disso, transcritos maternos devem também funcionar como fonte de nutricdo, fornecendo
nucleotideos e fésforo para o desenvolvimento do embrido (Shen-Orr et al., 2010; Vesterlund et al.,
2011).

O inicio da ativagdo dos genes zigéticos ou ativacdo do genoma embrionario normalmente
ocorre durante a transicdo materno-zigética (TMZ). Durante essa fase, a importancia dos transcritos
maternos gradualmente diminui e os genes zigéticos tornam-se os fatores primérios controlando o
desenvolvimento (Fig. 2). No zebrafish, TMZ ocorre gradualmente, iniciando no ciclo celular 9-10 (512-
1.000 células) e finalizando no ciclo celular 12 (Pelegri, 2003). Entretanto, Mathavan et al. (2005)
demonstraram que a ativacdo de alguns genes zigéticos inicia antes do inicio da TMZ em zebrafish. A
expressdo desses genes aumenta a partir do estadio de 64-128 células e a maioria deles esta envolvida no
crescimento celular, proliferagdo celular, adesdo celular e a estabilidade e sintese de RNAs. As proteinas
codificadas por esses genes parecem ser necessarias previamente a TMZ para facilitar a transi¢do durante
essa fase e, consequentemente, promover o correto desenvolvimento embrionario.

Transi¢cdo materno-zigotica

-
-

”’ Zigoto
RNA -
/ Materno

e/l e\r\‘ ~ ﬁ ky =

Desenvolvimento embriondrio

Figura 2. Representacdo dos niveis de transcritos maternos e zigdticos durante o
desenvolvimento embrionério de peixes. Transicdo materno-zigética é o periodo em que os
transcritos zigoticos sdo ativados e 0s transcritos maternos séo degradados.
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A degradacdo dos transcritos maternos é essencial para o desenvolvimento, ja que muitos
transcritos maternos codificam proteinas exigidas para o estabelecimento da polaridade do embrido e a
continuidade da expressdo desses genes poderia prejudicar o desenvolvimento normal do embrido. Assim,
transcritos maternos precisam ser degradados seletivamente e esse processo € realizado por fatores
zigbticos que reconhecem e degradam transcritos maternos especificos (revisado por Farley & Ryder,
2008). No zebrafish, o micro-RNA miR-430 tem sido considerado o principal fator na degradagéo de
transcritos maternos durante o desenvolvimento embrionério (Giraldez et al., 2006; Liu et al., 2020).

No zebrafish, a degradacdo de transcritos maternos ocorre gradualmente durante o
desenvolvimento embrionario. Mathavan et al. (2005) mostraram que 622 transcritos maternos foram
agrupados em trés diferentes grupos conforme o padrdo de degradacéo. No primeiro grupo, composto por
221 genes, 0s transcritos maternos foram degradados antes do inicio do estadio de blastula. O segundo
grupo (259 genes) foram degradados apés o estddio de blastula. No udltimo grupo (142 genes), 0s
transcritos foram degradados gradualmente ao longo do desenvolvimento embrionario e persistiram até o
estadio de segmentacgdo. Esses resultados demonstram que os transcritos depositados durante a ovogénese
ndo sdo degradados na mesma taxa e hd uma degradacdo diferencial gene-especifica. Além disso, esses
resultados demonstram que 0s transcritos maternos estdo relacionados com a fase final do
desenvolvimento embrionario e podem estar associados com a qualidade das larvas recém-eclodidas.

Transcritos maternos como indicadores da qualidade de ovocitos e embrides

Nos ultimos anos, varios estudos tém mostrado que determinados transcritos maternos estdo
relacionados com a qualidade dos gametas femininos em algumas espécies de peixes. Os primeiros
estudos investigando a importancia de transcritos maternos e relacionando com a qualidade de ovos foram
realizados com truta arco-iris (Aegerter et al., 2004; Aegerter et al., 2005). Nesses estudos iniciais com
truta foi observado que a qualidade dos ovos diminui devido ao envelhecimento pds-ovulatério e esse fato
foi acompanhado pela diminuicdo da expressdo dos genes igf-1, igf-2, igfr 1b, npm2, e tubb e pelo
aumento no nivel da expressao dos genes ctsz, cycB, krt8, krt18 e ptgs2 (Aegerter et al., 2004; Aegerter et
al., 2005). A positiva correlacdo dos transcritos maternos codificando para os genes igf-1, igf-2 e igfr com
a sobrevivéncia dos embrides fornece indicios que o eixo somatotrépico é essencial para o inicio do
desenvolvimento dos embrides (Besseau et al., 2013). Bouleau e colaboradores (2014) demonstraram que
a nucleopasmina (npm2) é essencial para o desenvolvimento inicial do zebrafish, corroborando com os
resultados encontrados por Aegerter et al. (2005) em truta arco-iris. Em 2007, Bonnet e colaboradores
demonstraram que altos niveis de expressdo de proibitina 2, um gene que parece estar envolvido com o
ciclo celular e senescéncia, foram negativamente correlacionados com o desenvolvimento do embrido em
truta arco-iris.

Em estudos com bacalhau-do-Atlantico (Gadus morhua), o perfil de transcritos envolvidos em
apoptose, no estresse oxidativo, na imunidade e no estresse foram avaliados por RT-PCR em desovas
obtidas de reprodutores selvagens e reprodutores mantidos em cativeiro (Lanes et al., 2012). Em geral, as
desovas obtidas dos reprodutores mantidos em cativeiro apresentaram menores taxas de fertilizacdo e
eclosdo. Dentre os 11 genes avaliados, somente o0 gene gsh-px foi mais expresso em ovos recém-
fertilizados obtidos de reprodutores selvagens, enquanto o nivel de expressdo do gene hsp70 foi mais
elevado em ovos obtidos de reprodutores mantidos em cativeiro. Em outro estudo realizado com o
bacalhau-do-Atlantico, Lanes et al. (2013), usando a plataforma de sequenciamento 454, identificaram
238 transcritos maternos diferencialmente expressos entre desovas obtidas de dois grupos de reprodutores
(selvagens x cativeiro). Particularmente, transcritos envolvidos no metabolismo de frutose, acidos graxos,
glicerofosfolipideos e fosforilagdo oxidativa foram diferencialmente expressos, mostrando potencial para
serem usados como biomarcadores da qualidade dos gametas femininos. Rise et al. (2014) identificaram 3
transcritos (dcbld1, ddc e acy3) com um alto nivel de expressdo em ovos de baixa qualidade no bacalhau-
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do-Atlantico, enquanto o nivel de expressdo dos genes kpna7 e hacdl foi maior em ovos de alta
qualidade.

No Atlantic halibut (Hippoglossus hippoglossus), Mommens et al. (2014) identificaram 20 genes
diferencialmente expressos entre desovas de boa e ma qualidade em embrides no estadio de 8 células
utilizando a técnica de microarranjo. Interessantemente, as maiores diferencas de expressdo foram
observadas para genes envolvidos no sistema imunolégico como o irf7 e o mhc2A.

Para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na formagéo de ovoécitos de boa
qualidade, Zarski et al (2017) aplicaram a técnica de microarranjo com a finalidade de identificar o perfil
de transcritos entre ovos de boa e ma qualidade produzidos no robalo europeu. Nesse estudo, foram
identificados 39 genes expressos diferencialmente entre os dois grupos de ovos, sendo que a expressao de
8 genes foi, posteriormente, avaliada através de PCR em tempo real. Os resultados mostraram que 0s
genes usp5, polk, plec, irf7, hy-prot (1) e mem-prot apresentaram maiores niveis de expressao em ovos de
boa qualidade, por outro lado, a expressdo do gene kctd12 foi maior em ovos de ma qualidade. Esses
resultados sugerem que genes envolvidos na ubiquitinagdo de proteina, traducédo, reparo de DNA e
estrutura e arquitetura celular devem ter uma relacdo com a qualidade de ovos.

Na enguia do Japdo (Anguilla japonica), Izumi et al. (2019) também investigaram o perfil
transcriptdmico entre ovos de boa e ma qualidade utilizando RNA-seq e, posteriormente, confirmaram a
expressdo dos genes diferencialmente expressos através de qPCR. Esse estudo revelou que seis genes
(dnajb4, gnpat, card14, pdpl, fcgbp, ttn) foram altamente expressos em ovos de boa qualidade e cinco
genes (gnpat, b4galntl, acsl6, rtkn e trim24) transferidos maternalmente foram significativamente
correlacionados com a taxa de ecloséo.

Em zebrafish, Cheung e colaboradores (2019) identificaram 66 transcritos diferencialmente
expressos em ovos de qualidade variavel através de uma analise de microarranjo. Com base nesses
resultados, eles silenciaram a expressdo dos genes otulina (deubiquitinase com especificidade de ligagdo
linear a) e slc29ala (pertencente ao grupamento portador soluto 29, membro 1a) usando a técnica de
edicdo de genoma mediada por CRISPR/Cas9 e verificaram que o silenciamento desses genes causa uma
drastica diminuicdo nas taxas de fertilizagdo dos animais, demonstrando que esses genes tém uma
importancia fundamental no processo de fertilizacao.

Embora vérios estudos tenham sido realizados em diferentes espécies de peixes para identificar
um conjunto de transcritos que realmente estejam associados com a qualidade de ovécitos, os resultados
ainda apresentam pouca consisténcia, conforme ja foi apontado por Sullivan e colaboradores (2015). Essa
falta de consisténcia para encontrar um conjunto de genes que estivessem relacionados com a qualidade
dos ovocitos pode estar relacionada as diferencas de espécies ou diferencas entre os estudos com relacéo
ao desenho experimental, amostragem ou nos diferentes métodos analiticos empregados em cada pesquisa
(Lubzens et al., 2017). Na tentativa de encontrar esse conjunto de genes maternos, Chapman et al. (2014)
empregaram a inteligéncia artificial para determinar uma “impressdo digital” que tivesse uma relacdo
direta com a qualidade dos ovos e, consequentemente, com a sobrevivéncia e o desenvolvimento normal
do embrido até o estadio de blastula. Nesse sentido, eles encontraram 233 genes, que representam apenas
2% do transcriptoma ovariano, que explica 90% da variancia na sobrevivéncia dos embriGes no robalo
riscado (Morone saxatilis). Essa pesquisa demonstra que disfun¢des no desenvolvimento embrionario
estdo relacionados com um perfil transcriptdmico e podem ser preditivas.

Tabela 2. Transcritos maternos relacionados a qualidade de gametas em teledsteos.

Espécie Nome do gene Funcéo Expressao Abreviagdo | Referéncia
em do gene
gametas
de boa
qualidade
Oncorhynchus Fator de crescimento tipo Envolvido no igf-1 Aegerter et
myKkiss insulina | desenvolvimento Alta al., 2004/
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e crescimento.

Fator de crescimento tipo Envolvido no
insulina 11 desenvolvimento Alta
e crescimento.

Fator de crescimento de Envolvido no Alta
insulina receptor 1B crescimento e
sobrevivéncia
celular.
Nucleoplasmina Envolvido na Alta
reprogramacao

da cromatina,
especialmente
durante a
fertilizacdo e 0
desenvolvimento
embrionario
inicial.

Beta tubulina classe | Constituinte dos Alta
microtubulos.

Catepsina Z Atua como uma Baixa
cisteina protease
lisossomal.

CiclinaB Atuam no Baixa
controle do ciclo
celular.

Queratina 8 Atua na Baixa
manutenc¢do da
integridade
estrutural celular
e também na
transducéo de
sinal e
diferenciacéo
celular.

Queratina 18 Atua na Baixa
manutenc¢do da
integridade
estrutural celular
e também na
transducéo de
sinal e
diferenciacéo

igf-2

igfrlb

npm2

tubb

ctsz

cycB

krt8

krt18

Aegerter et
al., 2005




celular.

Prostaglandina sintase Controle de
processos

reprodutivos.
Proibitina 2 Apresenta
atividade

pleiotrépica.

Baixa

Baixa

ptgs2

phb2
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Bonnet et
al., 2007

Gadus
morhua

Glutationa peroxidase Controle dos

niveis de
perdxido de
hidrogénio e
hidroperoxidos
lipidicos

Proteinas de choque térmico de

Resposta ao
70 kDa

estresse
Discoidina A funcéo de
DCBLD1
permanece
incerta.
Dopa Descarboxilase Atua na sintese
de dopamina e
serotonina.
Aminoacilase 3 Envolvida em
processos
metabdlicos.

Subunidade alfa de carioferina Envolvida no

7 transporte de
moléculas entre o
citoplasma e o
nicleo.

3-hidroxiacil-CoA

Regula uma série
desidrogenase

de processos
celulares.

Alta

Baixa

Baixa

Baixa

Baixa

Alta

Alta

gsh-px

hsp70

dcbldl

ddc

acy3

kpna7

hacdl

Lanes et
al., 2012

Rise et al.,
2014

Dicentrarchus
labrax

Peptidase especifica da
ubiquitina 5

Envolvida no
metabolismo de
proteinas e em
diversas funcGes
celulares, como
manutenc¢éo da
estrutura da
cromatina,
funcdo do
receptor e
degradacéo de
proteinas

anormais.

Alta

usps

Zarski et
al., 2017
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DNA Polimerase Kappa Envolvida no Alta polk
reparo de DNA
Plectina Estrutura do Alta plec
citoesqueleto
Interferon 7 Envolvido na Alta irf7
resposta
imunologica.
Proteina KCTD12 contendo Regulacdo davia  Baixa ketd12
dominio BTB/POZ de sinalizacdo da
proteina G do
receptor
acoplado a
proteina
Anguilla Membro B4 da familia de Dobramento de Alta dnajb4 Izumi et
japonica proteinas de choque térmico proteinas al., 2019
DNAJ (Hsp40)
Gliceronafosfato O- Essencial para a Alta gnpat
Aciltransferase sintese de
fosfolipidios de
éter
Membro da familia 14 do Regulacéo do Alta card14
dominio de recrutamento da processo de
Caspase apoptose
Subunidade catalitica 1 da Catalisa a Alta pdpl
piruvato desidrogenase fosforilagdo de
fosfatase proteinas
Titin Desenvolvimento Alta ttn
do tecido
muscular
esquelético
Beta-1,4 N-acetilgalactosamina Glicosilagéo Alta b4galntl
transferase 1 lipidica
Membro da familia 6 de cadeia  Responsavel por Alta acsl6
longa da acil-CoA sintetase ativar acidos
graxos,
produzindo acil-
CoA, e distribui-
los entre diversas
vias metabolicas
no interior da
célula.
Rhotekin Interage com as Alta rtkn

proteinas Rho
ligadas a
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guanosina
trifosfato.

Motivo tripartido contendo 24 Envolvido no Alta trim24
controle
transcricional.

Danio rerio Deubiquitinase com Fornece as Alta otulina Cheung et
especificidade de ligacdo linear  instrucdes para a al., 2019
a formacéo de
proteinas de
respostas
imunoldgicas
Pertencente ao grupamento Fornece Alta slc29ala

portador soluto 29, membro 1a  instrugdes para a
formacéo de
proteinas
especificas

Estudos transcriptdmicos com peixes nativos

O recente desenvolvimento de técnicas de sequenciamento e estudos de perfis transcricionais em
peixes permitiu que os pesquisadores utilizassem essas novas tecnologias em espécies nativas brasileiras.
Estudos utilizando as novas plataformas de sequenciamento ja foram realizados em pacu (Piaractus
mesopotamicus) [Mastrochirico-Filho et al., 2020], pirarucu (Arapaima gigas) [Watanabe et al., 2018],
tambaqui (Colossoma macropomum) [Gomes et al., 2019] e no surubim (Pseudoplatystoma punctifer)
[Zerlotini et al., 2019].

Na area da reproducédo de espécies nativas somente Watanabe e colaboradores (2018) aplicaram
a plataforma 454 para identificar genes relacionados a diferenciacdo sexual em pirarucu, ja que 0 mesmo
ndo apresenta dimorfismo sexual e isso dificulta o processo reprodutivo em cativeiro. Nesse estudo, foi
possivel identificar 105 genes diferencialmente expressos no figado e 204 genes diferencialmente
expressos na pele entre machos e fémeas, com 95 apresentando altos niveis de expressdo nas fémeas e
214 nos machos. Esse estudo devera auxiliar em estudos futuros para identificacdo do sexo em pirarucu, e
consequentemente, facilitar o manejo reprodutivo dessa espécie em cativeiro.

Embora, nenhum desses estudos tenha sido realizado com a finalidade de identificar transcritos
relacionados com a qualidade de gametas, a obtencgdo de informagdes genéticas das espécies nativas deve
facilitar futuros estudos nessa area e, consequentemente, ajudar a entender os parametros genéticos
relacionados com a qualidade de gametas em espécies nativas.

Considerac0es finais

Os recentes estudos na area de biotecnologia da reproducdo em peixes foram capazes de
melhorar o entendimento de como 0s transcritos presentes nos gametas feminino e masculino podem
afetar o sucesso da fertilizacdo e a viabilidade das larvas recém eclodidas. A contribuicdo materna na
fertilizacdo e durante o desenvolvimento embrionério ja era bem conhecida, entretanto, estudos recentes
demonstram que a célula reprodutiva masculina tem um importante papel além do transporte do genoma
para 0 ovdcito. Esses estudos comprovam que 0s espermatozoides possuem importantes RNAs que no
momento da fertilizacdo séo inseridos no ovdcito e que, muitos destes permanecem ativos até a ativagao
do genoma embriondrio. Ainda ndo é possivel afirmar o “pool” de genes capaz de identificar fatores
viaveis nas células reprodutivas de diferentes espécies, ja que varios estudos em uma mesma espécie
obtém resultados distintos. Entretanto, a técnica de edicdo génica CRISPR/ CAS9 talvez ajude a
esclarecer e identificar os genes especificos responsaveis pela qualidade dos gametas. A maioria dos
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estudos encontrados até 0 momento sdo relacionados as espécies marinhas, porém, os conhecimentos ja
adquiridos poderdo ser determinantes para elucidar a compreensdo sobre as espécies nativas brasileira.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Para o sucesso da reproducédo de peixes em cativeiro é fundamental o
reconhecimento entre ovos de boa e ma qualidade, bem como, avaliar a
qualidade espermatozoides. Protocolos informativos e o controle de manejo
dos animais sdo fatores condicionantes para escolha de bons reprodutores.
InvestigacBes a nivel transcricional estabelecem uma base de dados concreta
dos mecanismos genéticos que contribuem positivamente para esse resultado.

O conhecimento adquirido através de andlises genéticas pode identificar
a taxa de sobrevivéncia dos embrides e, além disso, gerar uma base
importante para aplicacdes futuras na aquicultura (Bobe, 2015). Em geral, a
utilizacdo de ferramentas tecnoldgicas para avaliar a qualidade dos ovécitos e
espermatozoides resultou no conhecimento de centenas de genes que estéo
envolvidos em diferentes processos celulares (Sullivan et al., 2015).

Considerando os dados ja obtidos nas areas de reproducdo humana e
animal, pesquisas mais detalhadas em peixes sdo imprescindiveis para
melhorar o entendimento de como o0s transcritos presentes nas células
reprodutivas podem afetar as taxas de fertilizacdo e, consequentemente, a
qualidade das larvas recém-eclodidas. Apesar de ainda nao estar claro um
conjunto especifico de transcritos relacionados com a qualidade de gametas,
parece claro que os MRNAs maternos e paternos contribuem significativamente
para o sucesso da fertilizacdo e desenvolvimento de um embrido normal em
peixes (Bonnet et al., 2007b; Traverso et al., 2012; Reading et al., 2018).

O levantamento dos transcritos paternos e maternos que vem sendo
estudados em diferentes espécies de teledsteos devera auxiliar nos futuros
estudos com as espécies nativas brasileiras, propiciando um melhor
entendimento dos fatores genéticos associados a qualidade dos gametas e,

consequentemente, no desenvolvimento larval.
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5 ANEXOS - NORMAS DA REVISTA BRASILEIRA DE
REPRODUCAO ANIMAL

A presente revisdo sera submetida a Revista Brasileira de Reproducéo
Animal (RBRA) a fim de contribuir com os conhecimentos cientificos da area. A
RBRA, a partir do volume 29 de 2005 é publicada exclusivamente on line e esta
disponivel no website do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal - CBRA
(www.cbra.org.br). Todas as correspondéncias deverao ser encaminhadas ao
Editor-Chefe Dr. Marcelo Rezende Luz (rbra@cbra.org.br). Todos os artigos
submetidos devem ser originais e destinados exclusivamente a publicacdo na
RBRA.

1. Preparacdo do trabalho para submisséo

Texto e formato dos arquivos: o artigo deve ser digitado em folha A4
(21.0 x 29.7) com 3 cm de margem (superior, inferior, esquerda,
direita), diagramado conforme arquivo modelo anexo. Artigos nao
diagramados ou diagramados incorretamente ndo serdo aceitos. O arquivo
eletrbnico devera ser compativel com Word for Windows. O artigo pode ser
escrito em portugués, inglés ou espanhol.

Tamanho do artigo: O artigo submetido, incluindo as ilustracdes e as
referéncias, devera apresentar no maximo 20 paginas (artigo de revisdo), 06-12
paginas (artigo cientifico), 05 péaginas (relato de caso), 05 paginas

(comunicacédo), 05 péaginas (nota técnica).

2. Secao de um manuscrito cientifico

Artigo de revisdo: Titulo; Titulo em inglés; Autor(es); Afiliagcdo(des);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Keywords; Introducéo; Desenvolvimento do
assunto (organizado em partes com titulos proprios e, eventualmente,
subtitulos); Consideracdes finais; Agradecimentos; Referéncias; llustracdes. As
referéncias devem conter no minimo 80% de artigos cientificos em peridédicos

indexados.
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3. Descricdo das secdes de um artigo cientifico (os demais tipos

de manuscritos devem se adaptar ao modelo)
Titulo: O titulo deve ser sucinto, mas representativo do contetdo do artigo.
Apenas a primeira palavra do titulo com a inicial em maiuscula (excegéo para
nomes proprios). A citacdo de suporte financeiro devera ser colocada junto dos
agradecimentos, antes da lista de referéncias. Titulo em

portugués/inglés/espanhol, negrito, centralizado, Times New Roman 12.

Titulo em inglés/portugués: Logo abaixo do titulo em portugués, versao em
inglés do titulo em portugués. Titulo em inglés/portugués, itélico,

centralizado, Times New Roman 10, sem espagamento com o titulo.

Autor(es): Os nomes dos autores virdo abaixo dos titulos em portugués e
inglés, na ordem direta, por extenso. A afiliacdo de cada autor devera ser
indicada por algarismos arabicos sobrescritos no final do sobrenome. Nome(s)
completo(s), negrito, centralizado, nimero da filiacdo sobrescrito, Times New

Roman 10.

Afiliacdo(0es): Deve ser citada somente a instituicdo principal e um segundo
nivel de filiacdo, quando da execucdo do trabalho submetido, seguida da
cidade, estado e pais. Nao citar titulo, cargo e funcdo. O autor para
correspondéncia deve ser indicado com endereco completo, telefone, fax e e-
mail. Endereco(s) de filiacdo: centralizado, niamero da filiacdo sobrescrito,

Times New Roman 9.

Resumo: Narrativa sucinta dos objetivos, material e métodos (quando
pertinente), principais resultados e conclusdes, limitado a 200 palavras (1374
caracteres com espaco) em um sO paragrafo. Resumo - palavra em
portugués, centralizado, negrito, Times New Roman 10. Resumo - texto:

em portugués, justificado, paragrafo unico, Times New Roman 10.
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Palavras-chave: Palavras ou expressdes que identificam o conteddo do
artigo, ndo ultrapassando o limite de cinco. Palavras-chave em negrito:

demais palavras justificadas a esquerda, Times New Roman 10.

Abstract: Versdo em inglés do Resumo. Abstract - palavra: inglés,
centralizado, negrito, Times New Roman 10. Abstract texto: inglés, justificado,

italico, Times New Roman 10.

Keywords: Versdao em inglés das Palavras-chave. Keywords — palavra em
negrito: demais palavras em inglés, italico, justificadas a esquerda, maximo 5

palavras, Times New Roman 10.

Introducdo: Explanacdo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o
problema, sua pertinéncia, relevancia e os objetivos do trabalho. Titulos -
palavra: portugués, negrito, centralizado, Times New Roman 10. Texto
justificado, espagamento simples, Times New Roman 10.

Material e Métodos: Devem ser citados o desenho experimental, o material
envolvido, a descricdo dos métodos usados ou referenciar corretamente os
métodos ja publicados. E recomendado o uso restrito de subtitulos. Nos artigos
que envolvam animais ou organismos geneticamente modificados, devera
constar o numero do protocolo de aprovacdo do Comité de Bioética e/ou de
Biosseguranca. Titulos: portugués, negrito, centralizado, Times New Roman
10.

Resultados: Devem ser apresentados clara e objetivamente os principais
resultados encontrados. Resultados — palavra em portugués, negrito,

centralizado, Times New Roman 10.

Discussao: Devem ser discutidos somente os resultados obtidos no trabalho.
Discussdo — palavra em portugués, negrito, centralizado, Times New

Roman 10.
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Conclusdes: As conclusdes devem estar apoiadas nos dados da pesquisa
executada. Conclusbes — palavra em portugués, negrito, centralizado,

Times New Roman 10.

Considerac0es finais: devem ser utilizadas para revisdes de literatura, relatos
de caso, Nota Técnica. Consideragfes Finais — palavra em portugués,
negrito, centralizado, Times New Roman 10.

Agradecimentos: Devem ser concisamente expressados. Agradecimentos —
palavra em portugués, negrito, centralizado, Times New Roman 10.

Referéncias: Referenciar somente artigos citados e publicados. As referéncias
devem ser listadas em ordem alfabética do(s) sobrenome(s) do(s) autor(es) e a
seguir do titulo. Referéncias — palavra em portugués, negrito, centralizado,

espacamento simples, Times New Roman 10, ver instrugdes abaixo.

llustragcBes: Compreende tabelas e figuras. Toda ilustracdo que ja tenha sido
publicada deve conter, abaixo da legenda, dados sobre a fonte (autor, data), e
a correspondente referéncia deve figurar na lista final. Recomendacdes: 1)
llustracdes idénticas ao original: os autores devem encaminhar a RBRA a
autorizacdo do autor ou detentor dos direitos autorais para reproducao. No
artigo, além da identificacdo da fonte, os autores devem mencionar a
autorizacdo nos agradecimentos; 2) llustracdes adaptadas ou modificadas: os

autores devem identificar a fonte, acrescentando a informacao "adaptado de

Tabela: Conjunto de dados alfanuméricos organizados em linhas e colunas.
Usar linhas horizontais apenas na separacao do cabecalho e ao final da tabela.
A separacao de grupos de dados no corpo da tabela devera ser feita inserindo-
se uma linha em branco. A legenda, colocada acima da tabela, recebendo

inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em algarismo
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arabico, e é referida no texto como Tab., mesmo quando se referir a varias

tabelas. Tabela em portugués, centralizada, Times New Roman 10.

Figura: Refere-se a qualquer ilustracdo constituida ou que apresente linhas e
pontos: desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda
devera ser colocada abaixo da ilustracdo, recebendo inicialmente a palavra
Figura, seguida do numero de ordem em algarismo arabico, e é referida no
texto como Fig., mesmo quando se referir a mais de uma figura. As figuras
devem ser enviadas em arquivo separado, extensao.tif, com alta resolucao.

Figuras em portugués, centralizada, Times New Roman 10.

4. Normas para citagdo no texto e redacao de referéncias

Citacdo de referéncia no texto: A citacdo no texto sera feita segundo as
circunstancias, podendo o(s) autor(es) e as data(s) ser(em) citado(os) entre
parénteses, ou somente a data. No caso de citacdo de diversos autores, listar
cronologicamente e, havendo coincidéncia de data, usar a ordem alfabética de
autor. Exemplo: Dunne (1967), Morril (1967), Nutrient... (1968), Lopes e
Moreno (1974) Ferguson et al. (1979), OU (Dunne, 1967; Morril, 1967,
Nutrient..., 1968; Lopes e Moreno, 1974; Ferguson et al., 1979).

5. Referéncias
Sédo adotadas as normas da ABNT/NBR-6023 de 2002, simplificadas conforme
exemplos abaixo. Para documentos ndo exemplificados usar a norma original

(www.abnt.org.br).
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PUBLICACAO AVULSA
Dunne HW lang=EN-US (Ed.). lang=ES-TRAD Enfermedades del
cerdo lang=ES-TRAD . México: UTEHA, 1967.

Lopes CAM, Moreno G. Aspectos bacteriolégicos de ostras, mariscos e
mexilhdes. In: Congresso Brasileiro de Medicina Veterinaria, 14, 1974, Sao
Paulo. Anais... Sdo Paulo: CBMV, 1974. p.97. Resumo.

Morril CC. Infecciones por clostridios. In: Dunne HW (Ed.). lang=ES-TRAD
Enfermedades del cerdo lang=ES-TRAD . México: UTEHA, 1967. lang=ES-
TRAD p.400-415.

Nutrient requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of
Sciences, 1968. p.19-20.
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CITACAO DE CITACAO
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Incluir na lista de referéncias apenas os artigos ja aceitos para
publicacdo. ApoOs a referéncia, colocar a informacdo "No prelo”. Os artigos

apenas submetidos entram na categoria "Informag&o pessoal".

INFORMACAO PESSOAL

Os dados obtidos por informacdo oral (palestras, debates, artigos

submetidos e em fase de analise, comunicacdo pessoal etc.) séo identificados
apenas no texto. Apos a informacéo, coloca-se o autor, a data, instituicdo do

autor e a expressao "Informacéo pessoal".

6. Informagdes complementares
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A reproducdo e a traducdo de qualquer artigo para fins comerciais sédo
proibidas, sendo que transcricAo em outras revistas cientificas deve ser

precedida de anuéncia do editor.



