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RESUMO

Os niveis de radiagao ultravioleta B (UVB) estdo aumentando na superficie terrestre
devido as alteragdes na camada de ozénio. Como resultado, os ambientes aquaticos
estdo cada vez mais expostos a essa radiacao, que tem capacidade de induzir danos
nos organismos que habitam e se reproduzem nesses ambientes. Os danos mais
conhecidos da radiagdo UVB em organismos aquaticos incluem alteragbes
morfologicas externas e a formagado de dimeros de timina nas moléculas de DNA.
Além do DNA, também tem sido demonstrado que as mitocondrias sdo alvo dessa
radiacao, resultando em alteragdes na dinamica mitocondrial. Macrobrachium olfersii,
um camardo de agua doce, habita e se reproduz em aguas claras e rasas,
desempenhando um papel crucial na ciclagem de energia dos ambientes aquaticos,
onde os comprimentos de onda da radiacdao UVB penetram facilmente. As fémeas
carregam 0s ovos em uma camara incubadora ventral e externa, o que facilita a
exposicao dos ovos a radiacao UVB durante o desenvolvimento embrionario. As
larvas, que s&o livres-natantes, também estio sujeitas a essa exposi¢cado. Nos estagios
embrionario e larval de M. olfersii nao sdo conhecidos mecanismos de defesa
completamente desenvolvidos, tornando-os mais suscetiveis aos danos causados
pela radiacdo UVB. Considerando o panorama apresentado, o objetivo desta tese foi
avaliar os efeitos da radiagdo UVB na indugéo a mitofagia nas células embrionarias e
larvais de M. olfersii, bem como analisar as altera¢gdes morfolégicas, comportamentais
e respostas celulares associadas ao dano ao DNA, apoptose e proliferagao celular
nas células larvais. A partir do transcriptoma dos embrides de M. olfersii, foi realizada
a identificacdo das sequéncias codificantes dos genes associados ao processo
mitofagico (autofagia seletiva de mitocondrias danificadas), incluindo Pink1, Prkn,
Sqgstm1, Map1ic3, Tomm20 e Opa1. Os resultados obtidos através da RT-qPCR para
a quantificacdo dos niveis de transcritos desses genes em embrides demonstraram
que eles sao altamente regulados ao longo do desenvolvimento. Ja a quantificacéo
dos transcritos dos mesmos genes em embrides expostos a radiacdo UVB revelou um
aumento significativo em 6 horas apds a exposigdo. A quantificagdo do numero de
células positivas para as proteinas PINK1 (indutora de mitofagia), SQSTM/p62
(adaptadora LC3B), LC3B (membrana de autofagossoma) e TOM20 (membrana
mitocondrial externa) demonstrou um aumento significativo em 12 horas apds a
exposicao a radiagdo UVB nas células embrionarias. Nas células larvais expostas a
radiacdo UVB, também foi observado um aumento no numero de células positivas
para as proteinas PINK1, SQSTM1/p62, LC3B e TOM20, além de um aumento no
numero de células positivas para dimeros de timina (dano ao DNA) e caspase3
(apoptose). Adicionalmente, houve diminuicdo no numero de células positivas para
proliferagdo celular (PHH3). Além das respostas celulares, as larvas também
apresentaram alteragbes morfolégicas, como mudangas na transparéncia e no
tamanho corporal (cefalotorax e abdémen), alteragdes no indice do olho e no
comportamento de fototropismo positivo. Com base nos resultados obtidos, pode-se
afirmar que as células embrionarias e larvais de M. olfersii, quando expostas a
radiacao UVB, regulam diferentes processos moleculares e celulares para mitigar os
danos causados por essa radiagdo. Adicionalmente, as alteragdes morfologicas
induzidas pela UVB nas larvas podem comprometer o desenvolvimento e
sobrevivéncia de M. olfersii, afetando consequentemente a populagdo desse
organismo nos ambientes naturais.

Palavras-chave: Autofagia; Crustacea; Fototropismo; indice do olho; Mitocondria



ABSTRACT

Ultraviolet B (UVB) radiation levels are increasing at the Earth's surface due to
changes in the ozone layer. As a result, aquatic environments are increasingly
exposed to this radiation, which has the potential to demage the organisms that inhabit
and reproduce in these ecosystems. The most well-known damages of UVB radiation
to aquatic organisms include external morphological changes and the formation of
thymine dimers in DNA molecules. In addition to DNA, it has been demonstrated that
mitochondria are also targets of this radiation, leading to alterations in mitochondrial
dynamics. Macrobrachium olfersii, a freshwater prawn, lives and reproduces in clear,
shallow waters, playing a crucial role in the energy cycle of aquatic environments,
where wavelengths of UVB radiation easily penetrate. Females carry their eggs in a
ventral, external brood pouch, which increases the eggs' exposure to UVB radiation
during embryonic development. Additionally, the free-swimming larvae are also
subjected to this exposure. During the embryonic and larval stages of M. olfersii,
defense mechanisms are not fully developed, making them more susceptible to
damage caused by UVB radiation. Given this context, the aim of this thesis was to
evaluate the effects of UVB radiation on the induction of mitophagy in embryonic and
larval cells of M. olfersii, as well as to analyze the morphological, behavioral changes
and cellular responses related to DNA damage, apoptosis and cell proliferation in larval
cells. Using the transcriptome of M. olfersii embryos, the coding sequences of genes
associated with the mitophagic process (selective autophagy of damaged
mitochondria) were identified, including Pink1, Prkn, Sqstm1, Map1lc3, Tomm20 and
Opa1. The results obtained through RT-gPCR to quantify the transcription levels of
these genes in embryos demonstrated that they are highly regulated throughout
development. Quantification of transcripts of the same genes in embryos exposed to
UVB radiation revealed a significant increase 6 hours after exposure. Quantification of
the number of cells positive for the proteins PINK1 (mitophagy inducer), SQSTM/p62
(LC3B adapter), LC3B (autophagosomal membrane) and TOM20 (outer mitochondrial
membrane) demonstrated a significant increase within 12 hours after exposure to UVB
radiation in embryonic cells. In larval cells exposed to UVB radiation, an increase in
the number of cells positive for PINK1, SQSTM1/p62, LC3B and TOM20 proteins was
also demonstrated, in addition to an increase in the number of cells positive for thymine
dimers (DNA damage) and caspase3 (apoptosis). Additionally, there was a decrease
in the number of cells undergoing proliferation (PHH3). Beyond cellular responses, the
larvae also displayed morphological changes, including alterations in transparency and
body size (cephalothorax and abdomen), variations in the eye index, and changes in
positive phototropism behavior. Based on the results obtained, it can be stated that the
embryonic and larval cells of M. olfersii, when exposed to UVB radiation, regulate
different molecular and cellular processes to mitigate the damage caused by this
radiation. Additionally, the UVB-induced morphological changes in the larvae may
compromise the development and survival of M. olfersii, consequently affecting the
population of this organism in natural environments.

Keywords: Autofagia; Crustacea; Phototropism behavior; Eye index; Mitochondria
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APRESENTAGAO DA TESE
Os comprimentos de onda da radiagao ultravioleta B (UVB) alcangcam a superficie
terrestre, afetando também os ecossistemas aquaticos e os organismos que ali vivem
e se reproduzem. Macrobrachium olfersii, um camardo de agua doce envolvido na
ciclagem de energia dos ambientes aquaticos, habita e se reproduz em aguas claras
e rasas, estando assim exposto a radiagao UVB. Estudos ja demonstraram que essa
radiacdo, além de induzir a formacdo de dimeros de timina na molécula de DNA,
compromete o ciclo celular e ativa a apoptose, também pode alterar a dindmica
mitocondrial das células embrionarias de M. olfersii, aumentando a fiss&o e diminuindo
a fusdo mitocondrial. Essa alteracdo na dindmica mitocondrial € um importante
indicador de mitofagia, a qual consiste em um mecanismo de controle de qualidade
de mitocondrias, através da degradagao de organelas danificadas. Assim, durante o
mestrado e o doutorado no Programa de Pds-Graduagado em Biologia Celular e do
Desenvolvimento (PPGBCD), caracterizamos os genes que codificam as proteinas
envolvidas na ativagdo da mitofagia, demonstrando inclusive que esse mecanismo é
inerente ao desenvolvimento embrionario de M. olfersii. Também, demonstramos a
cronologia dos genes e proteinas envolvidas na mitofagia apdés a exposi¢gao dos
embrides a UVB. Além disso, expandimos o foco da pesquisa para além dos embrides,
abrangendo o desenvolvimento larval em resposta a exposi¢do a UVB, investigando
as alteragdes na morfologia, indice do olho, comportamento, proliferagcado celular e
ativacdo da apoptose e mitofagia. O objetivo desta tese foi avaliar os efeitos da
radiacdo UVB na indugao a mitofagia nas células embrionarias e larvais de M. olfersii,
bem como analisar as alteracbes morfolégicas, comportamentais e respostas
celulares associadas ao dano ao DNA, apoptose e proliferagcado celular nas células
larvais. Apresentamos ainda a seg¢do de materiais e métodos utilizados e dois
capitulos, que sédo organizados com base nos resultados do periodo do doutorado. O
primeiro artigo ja publicado, aborda a expressdo génica e conteudo protéico
envolvidos na ativagdo da mitofagia nas células embrionarias frente a exposigao a
UVB, também demonstra que a mitofagia é inerente ao desenvolvimento embrionario
de M. olfersii. O segundo artigo aborda as alteragcbes morfoldgicas externas,
comportamentais e no indice do olho, além das respostas celulares, como dano ao
DNA, indugéo da apoptose, diminuigdo da proliferagcéo celular e ativagao da mitofagia

nas células larvais.
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1. INTRODUGAO
1.1. Radiagao ultravioleta

A radiagao ultravioleta (UV) abrange comprimentos de onda entre 200 e 400
nandmetros, situando-se entre a luz visivel e os raios-X no espectro eletromagnético
da luz solar. Essa radiagcao UV é subdividida em trés categorias principais: UVC (200
— 290 nandémetros), UVB (290 — 320 nanémetros) e UVA (320 — 400 nanOdmetros)
(Figura 1) (Crutzen, 1974; Diffey, 1991 e 2002).

A radiagdo UVC, devido aos seus comprimentos de onda curtos e alta energia, €
completamente atenuada na camada de ozénio, nao alcangando a superficie terrestre
(Kerr e Fioletov, 2007; Williamson et al., 2014). Por sua vez, a radiagédo UVB apresenta
tanto comprimentos de onda curtos, os quais s&o inteiramente atenuados na camada
de ozbnio, quanto comprimentos de onda longos, que, devido a sua baixa energia,
nao sao efetivamente atenuados e conseguem atingir a superficie terrestre (Kerr e
Fioletov, 2007; Williamson et al., 2014). Os comprimentos de onda da radiagcao UVA,
por serem comprimentos de onda longos com baixa energia, também nao sao
atenuados na camada de ozénio (Kerr e Fioletov, 2007; Williamson et al., 2014)
(Figura 1).

A atenuacdo dos comprimentos de onda da radiac&o ultravioleta na camada de
ozOnio é realizada através da dinamica de formacdo e dissociacao do ozdnio
(Rowland, 1991). Essa dinamica envolve a formagao do gas ozonio (O3), constituido
por um atomo livre de oxigénio (O) e uma molécula de oxigénio (O2), e requer a
energia dos comprimentos de ondas curtos da radiagdo UVC e da UVB (Figura 2A)
(Kirchhoff, 1988). A correta dindmica de formagéao e dissociagdo do Oz desempenha
um papel crucial na protegcao da superficie terrestre contra os efeitos nocivos dos
diferentes comprimentos de onda da radiagéo UV (Powell et al., 2017).

Em 1995, os quimicos Crutzen, Molina e Rowland foram laureados com o Prémio
Nobel em Quimica pelos seus trabalhos relacionados a quimica atmosférica,
envolvendo a formagao e decomposi¢cao do ozénio (Bancroft et al., 2007; Crutzen,
1974; Molina e Rowland, 1974). Os trabalhos demonstraram que a camada de ozbnio
pode apresentar alteragbes devido a emissdo de poluentes como
bromofluorocarbonos (BFC) e clorofluorocarbonos (CFC), os quais acumulam na
atmosfera, contribuindo para a redugcéo do Oz (Crutzen, 1974; Molina e Rowland,
1974). Na estratosfera, a radiacdo UV também é capaz de dissociar esses compostos

(BFC e CFC), liberando moléculas de bromo (Br), fluor (F) e cloro (Cl). Através de
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reagdes fotoquimicas, essas moléculas de Br, F e Cl, ligam-se aos atomos livres de
O, comprometendo assim a dindmica da formagao da camada de ozénio, tornando-a
rarefeita (Crutzen, 1974; Molina e Rowland, 1974) (Figura 2B).

O

Radiagao ultravioleta

I 1

Camada de ozénio

Figura 1. Representaciao esquematica dos comprimentos de onda da radiagao ultravioleta e a
incidéncia dessa radiagdgo na superficie terrestre, controlada pela camada de ozénio
estratosférico.

UVA: radiagao ultravioleta A; UVB: radiagéo ultravioleta B; UVC: radiagao ultravioleta C. As setas
representam os comprimentos de onda da radiacdo UVA (seta rosa), UVB (seta roxa) e UVC (seta
azul). Fonte: da autora (2024).
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Baseados nos estudos de Crutzen, Molina e Rowland, na década de 1980 foi
descoberta o entdo denominado “buraco de ozbnio antartico”, caracterizado pela
significativa redugdo da camada de oz6nio (Farman et al., 1985; Kirchhoff, 1988). A
camada de ozonio se torna mais rarefeita, pois em algumas regides do planeta sao
liberados na atmosfera maiores concentracbes de CFC e BFC (Tiwari e Agrawal,
2018). Em 1987, na Convencéo de Viena, foi criado o Protocolo de Montreal sobre as
Substancias que Destroem a Camada de Ozénio, tratado internacional que entrou em
vigor em 1 de janeiro de 1989 (Montreal Protocol, 1987). O Protocolo de Montreal
impbe obrigacbes especificas, em especial a progressiva redugdo da produgao e
consumo das substancias que destroem a camada de ozénio, como CFC e BFC
(Farman et al., 1985; Kirchhoff, 1988; Velders et al., 2007).

Trabalhos recentes demonstraram que a reducao na liberagdao das substancias
que destroem a camada de ozbnio teve impacto positivo na recuperagdo de menos
que 4% por década na camada de ozénio nos ultimos 25 anos, aumentando em alguns
lugares do planeta e diminuindo em outros (Bernhard et al., 2023; Chipperfield et al.,
2020; Fang et al., 2019; Mader et al., 2010; Weatherhead e Andersen, 2006). A
camada de ozbnio ainda nao esta totalmente recuperada, o que significa que niveis
elevados de radiagdo UVB continuam a atingir a superficie terrestre e impactar os
organismos vivos (Williamson et al., 2019).

E crucial destacar que os comprimentos de onda da radiagdo UVA e UVB
desempenham papéis biolégicos importantes, incluindo sua participagcéo fundamental
na fotossintese, na sintese de vitamina D em humanos e na orientagao visual de aves,
peixes e artropodes (Bennett e Cuthill, 1994; Bouillon et al., 1998; Losey et al., 1999;
Ljubic et al., 2021; Middleton e Teramura, 1994; Neville et al., 2021; Penacchio et al.,
2015; Vergneau-Grosset e Péron, 2020). No entanto, a exposicao a esses
comprimentos de onda da UVA e UVB, dependendo da dose recebida, podem resultar
em danos celulares e moleculares (Bancroft et al., 2007; Nazari et al., 2010). Esses
processos deletérios podem alterar a produtividade dos ecossistemas, afetando a
diversidade de espécies, as interacdes tréficas e os ciclos biogeoquimicos globais
(Nuhez-Pons et al., 2018; Williamson et al., 2019).

Em humanos, os danos causados pela radiacdo UVB sdo bem conhecidos,
incluindo o desenvolvimento de cancer de pele, catarata e envelhecimento precoce
(MacKie, 2000; Neale et al, 2023; Polefka et al., 2011; Stary et al., 1997). Além disso,
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o comprometimento na dindamica da camada de ozdnio esta diretamente relacionado
ao aumento dos niveis de radiagdo UVB na superficie terrestre, potencialmente
expondo os organismos a doses mais elevadas dessa radiacdo (Bernhard et al.,
2023).

A
Radiacédo
UvB e UVC L
- O +O— 6
Atomo de
\ Oxigénio (0)
Molécula de —
0Ozoénio (03) @ + O
Molécula de
Oxigénio (0,)
B

Radiacgdo
UVB e UVC
\ l K‘ Monéxido de

Cloro (CIO)
—»
Clorofluorcarbono Atomo livre
(CFCl3) de Cloro (Cl)

Figura 2. Representagao esquematica da formacao e dissociagdao do ozénio. Os comprimentos de
onda das radiacbes UVB e UVC estao envolvidas em reagbes fotoquimicas que resultam na
dissociacao da molécula de o0zbnio em um atomo livre de oxigénio e uma molécula de oxigénio.
Subsequentemente, cada atomo livre de oxigénio reage com uma molécula de oxigénio, formando
novamente a molécula de ozénio (A). Os comprimentos de onda das radiagbes UVB e UVC, através
de reacbes fotoquimicas, promovem a liberagdo de atomos de cloro das moléculas de
clorofluorcarbonos. Esses atomos de cloro reagem com atomos de oxigénio, resultando na formagéao
de novos compostos quimicos, como o mondxido de cloro (B).

UVB: radiagdo ultravioleta B; UVC: radiagéo ultravioleta C. As setas representam os comprimentos de
onda da radiagédo UVB (seta roxa) e UVC (seta azul). Fonte: baseado em Diffey (1991) e Molina e
Rowland (1974).
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1.2. Efeitos da radiacao ultravioleta em organismos aquaticos

Os ecossistemas aquaticos absorvem uma quantidade de diéxido de carbono
atmosférico semelhante aos ecossistemas terrestres, produzem metade da biomassa
do planeta, séo a principal fonte de suprimentos de comida e agua potavel, e possuem
grande importancia econémica para as industrias farmacéutica, quimica e alimenticia
(Hader et al., 2011; Prakash, 2021). Os comprimentos de onda da radiacdo UVB
alcancam ambientes aquaticos, e a profundidade que essa radiagao penetra é
influenciada por varios fatores ambientais, como a concentragdo de matéria organica
dissolvida (MOD), a quantidade de fitoplancton, a salinidade e a refletividade da
superficie (Bancroft et al., 2007). Em comparagdo com ambientes marinhos, corpos
d'agua doce como lagos e rios geralmente contém maiores quantidades de MOD,
provenientes dos ecossistemas terrestres circundantes. Estudos indicam que a MOD
desempenha um papel crucial na atenuacido da radiacdo UVB em ambientes
aquaticos e limitando sua penetragdo na coluna de agua (Clair e Sayer, 1997;
Williamson et al., 2007; Zhang et al., 2009).

A fim de evitar e mitigar os danos induzidos pela radiagédo UVB, muitos organismos
desenvolveram estratégias adaptativas. Algumas dessas estratégias incluem
barreiras fisicas protetoras como conchas calcificadas que minimizam a exposigao
aos raios UV em moluscos, e os espinhos dos equinodermos (Nufiez-Pons et al.,
2018), outros desenvolveram comportamentos evasivos, como a atividade noturna
observada em certas espécies de anfibios (Blaustein e Belden, 2003). Ao nivel celular,
muitos crustaceos possuem cromatoforos, células pigmentadas que podem expandir-
se ou contrair-se para alterar a cor e a reflexividade, atenuando a radiagdo incidente
(Auerswald et al., 2008; Fingerman, 1965), algumas espécies de vertebrados e
invertebrados produzem enzimas como a fotoliase, que repara o dano ao DNA
induzido pela energia da UVB (Kobayashi et al., 2001; Zeni et al., 2015). Essas
adaptagdes sao vitais para a sobrevivéncia em ambientes nos quais 0s organismos
estao expostos a intensidades variaveis de radiacdo UVB, permitindo que mantenham
suas fungdes bioldgicas essenciais (Nufez-Pons et al., 2018).

Apesar de desenvolverem diversas respostas e estratégias de defesa, essas
medidas proporcionam uma prote¢ao incompleta aos organismos aquaticos expostos
a radiagcdo UVB (Bancroft et al., 2007). Os comprimentos de onda da UVB

representam um estressor critico para uma vasta gama de organismos aquaticos,
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incluindo zooplancton, corais, crustaceos, peixes e anfibios (Alves e Agusti, 2020;
Gouveia et al., 2005; Lundsgaard et al., 2020; Muller et al., 2020; Overmans e Agusti,
2023; Shick et al., 1996; Williamson et al., 1994). Os danos induzidos nesses
diferentes animais estdo relacionados com o comportamento/localizacdo do
organismo dentro da coluna de agua, pelas caracteristicas O6pticas (ou seja,
transmitancia de UVB) do corpo de agua, e o tempo de exposicao (Tedetti e Sempére,
2006; Wang et al., 2019; Williamson et al., 2007).

No nucleo celular, a radiacdo UVB tem capacidade de induzir dano a molécula de
DNA através da formacédo de dimeros de ciclobutano-pirimidina (CPD) e 6—4
fotoprodutos que, caso nao reparados, podem comprometer processos celulares
como transcri¢cdo e traducéo, afetando a proliferagao celular e induzindo apoptose
(Hader e Sinha, 2005; Schramm et al., 2017; Zeni et al., 2015). No citoplasma, a
radiagdo UVB pode levar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
ocasionando peroxidagdo lipidica e alterando a permeabilidade celular e
funcionamento de organelas membranosas (Kim et al., 2015; Obermdller et al., 2005;
Quadros et al., 2016).

A exposicao a radiacdo UVB afeta vertebrados e invertebrados em diferentes
estagios de vida, desde adultos até larvas e embrides. Adultos e juvenis de diversas
especies aquaticas podem apresentar reducado na fecundidade, alteracdes na pele,
comprometimento do sistema imunoldgico, diminuigdo da sobrevivéncia e alteragdes
comportamentais (Alves et al., 2020 e 2021; Salo et al., 1998; Yu et al., 2009). E
embrides expostos a radiagdo UVB apresentam alteragbes no ritmo do
desenvolvimento embrionario as quais podem comprometer a viabilidade desses
organismos (Bancroft et al., 2007; Cockell e Knowland, 1999; Nazari et al., 2013).

Ha uma premissa em estudos de embriotoxicidade que estabelece que embrides
s&0 mais suscetiveis a estressores ambientais do que larvas e adultos (Bancroft et al.,
2007; Epel et al., 1999; Zagarese e Williamson, 2001). Essa maior suscetibilidade
ocorre devido ao desenvolvimento incompleto dos sistemas de defesa (Zagarese e
Williamson, 2001), como pigmentos e compostos do tipo micosporinas e aminoacidos
tipo micosporinas, que possuem atividade antioxidante e sdo capazes de absorver
radiagdes UV (Carreto e Carignan, 2011; Hovel e Morgan, 1999; Zhang et al., 2022).

Em embrides de peixes, a exposi¢cao a radiacdo UVB levou a diminuigcdo na

sobrevivéncia, alteracdes morfoldgicas e perda da migracao vertical na coluna d’agua
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(Araujo et al., 2021; Pasparakis et al., 2019). Em embrides de anfibios, a exposigcao
induziu alteracbes morfolégicas que resultaram no aumento da mortalidade dos
embrides e, consequentemente, na diminuigdo da taxa de eclosdo (Blaustein et al.,
1997; Habaeva et al., 2020; Licht, 2003).

Dentre os invertebrados aquaticos, se destacam trabalhos com moluscos,
apresentando aumento na mortalidade, atraso no desenvolvimento embrionario e
larval dos organismos expostos a UVB (Molina-Carrillo et al., 2023; Ruelas et al.,
2006). Em embrides e larvas de ourigos-do-mar, os efeitos da exposi¢céo a radiagéo
UVB induziu alteragbes morfolégicas e fisioldgicas, danos ao DNA, estresse celular e
alteragcbes na transcricdo e traducdo de proteinas envolvidas na apoptose
(Bonaventura e Matranga, 2017; Russo et al., 2014).

Em embrides de camardao de agua doce, Macrobrachium olfersii, expostos a
radiagdo UVB, observou-se uma significativa redugdo na proliferagdo celular,
evidenciando a sensibilidade desses organismos a radiacado UVB (Nazari et al., 2010;
Zeni et al., 2015). Além disso, a exposi¢ao a radiagao UVB resultou em danos diretos
ao DNA, caracterizados pela formagao de dimeros de pirimidina, além de induzir
atraso e interrupgdo no ciclo celular (Zeni et al., 2015). Estes efeitos foram
acompanhados por uma diminuicdo na taxa de proliferacao celular, aumento na
incidéncia de células em apoptose e mudangas na dinamica mitocondrial (Quadros et
al., 2016; Schramm et al., 2017; Zeni et al., 2015).

1.3. Eventos celulares inerentes ao desenvolvimento

Eventos celulares como proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e mitofagia séo
processos inerentes ao desenvolvimento embrionario e larval (Brill et al., 1999; Mishra
e Chan, 2014; Sadler, 2021; Yildirim e Seli, 2024). Esses eventos desempenham
papéis cruciais durante as fases de desenvolvimento de diferentes organismos,
garantindo a formagao adequada e a funcionalidade dos tecidos e 6rgaos (Brill et al.,
1999; Meier et al., 2000; Mishra e Chan, 2014; Voss e Strasser, 2020).

A proliferagcdo e diferenciagdo celular sdo processos essenciais durante o
desenvolvimento embrionario, assegurando a formacgao funcional de todos os tecidos
e orgaos dos seres vivos (Masui e Wang, 1998; Plickert et al., 1988; Zhao et al., 2021).
A proliferagcao permite 0 aumento no numero de células e o crescimento dos tecidos

de maneira coordenada e controlada (Morriss-Kay e Sokolova, 1996; Sadler, 2021;
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Zhu e Zernicka-Goetz, 2020). Por outro lado, a diferenciagao celular orienta as células
proliferativas a adotarem funcdes especificas e caracteristicas morfologicas distintas
(Li e Kirschner, 2014; Morriss-Kay e Sokolova, 1996; Sadler, 2021). Um importante
marcador celular de proliferagéao € a Fosfo-histona H3 (PHH3), uma vez que a histona
H3 fosforilada desempenha um papel fundamental na condensacdo da cromatina
durante a divisao celular (Polo e Almouzni, 2005).

Da mesma forma, a apoptose, um tipo de morte celular programada, € igualmente
fundamental para o funcionamento adequado do organismo e necessaria para o
desenvolvimento embrionario (Lodish et al., 2014; Meier et al., 2000). Durante o
desenvolvimento, a apoptose desempenha papéis cruciais, como eliminagdo do
excesso de células durante a remodelacdo de tecidos e 6rgaos, manutengao do
numero ideal de células e remocao de células danificadas (Lodish et al., 2014;
Twomey e McCarthy, 2005).

A apoptose é desencadeada por duas principais vias de sinalizagédo e regulada
por ligantes extrinsecos e intrinsecos, coordenada pela participagdo de proteinas
denominadas de caspases (Hongmei, 2012). A via intrinseca pode ser ativada através
do dano ao DNA ou a partir da formagao de ERO, levando a alteracado do potencial de
membrana mitocondrial (Hongmei, 2012; Inoue et al., 2009). Com a alteragdo do
potencial de membrana, ocorre a liberagcdo de citocromo ¢ do espacgo
intermembranoso da mitocondria para o citosol, desencadeando a ativagao das
proteinas caspase9 e caspase3d (Lodish et al., 2014; Wu e Bratton, 2013). Por outro
lado, a via extrinseca, ap6s ativacdo do receptor transmembrana, promove a
transducgao de sinal ao citoplasma ativando caspases iniciadoras, que termina com a
ativagdo da caspase3 (Hongmei, 2012; Lodish et al., 2014). Tanto a via intrinseca
quanto a extrinseca compartilham a ativacdo da caspase3, uma proteina efetora da
apoptose que desencadeia a sinalizagao para que outras proteinas promovam a
fragmentagcdo do DNA, resultando na formagao de corpos apoptoticos (Hail et al.,
2006; Kashyap et al., 2021).

Entre os eventos celulares inerente do desenvolvimento, pode-se destacar a
mitofagia, um processo autofagico que envolve a degradagdo de mitocondrias e é
frequentemente descrito como um mecanismo de controle de qualidade mitocondrial

(Tolkovsky, 2009; Youle e Narendra, 2011). Esse processo mitofagico inclui uma série
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de eventos que envolvem a deteccdo de mitocondrias danificadas, recrutamento do
fagoforo e degradacao através da agcao do autofagolisossomo (Onishi et al., 2021).

Embora a mitofagia seja relatada na literatura como um evento de degradagéo de
mitocondrias danificadas (Onishi et al., 2021; Tolkovsky, 2009; Youle e Narendra,
2011), também tem sido demonstrada a ativagcdo em células embrionarias com o
objetivo de diferenciacao celular e tecidual durante o desenvolvimento (Mishra e Chan,
2014; Palikaras et al., 2018). A mitofagia, portanto, € um processo celular inerente ao
desenvolvimento embrionario e larval de diversas espécies animais, incluindo
invertebrados aquaticos e roedores (Al Rawi et al., 2011; Galasso et al., 2019;
Palikaras et al., 2018; Striicker et al., 2024).

Existem varias vias de sinalizagdo para a ativagdo da mitofagia, sendo a mais
estudada a via PINK1-Parkin. Em mitocondrias funcionais, a PINK1 (PTEN-induced
kinase 1, codificada pelo gene Pink1) é constantemente translocada para a
mitocondria, onde reconhece a proteina TOM20, presente na membrana mitocondrial
externa (translocase of outer mitochondrial membrane 20, codificada pelo gene
TommZ20) (Eldeeb et al., 2024). A proteina PINK1, reconhecida pela TOM20 é entao
clivada pela protease PARL (PINK1/PGAMb5-associated rhomboid-like protease)
(Deas et al., 2009; Matsuda et al., 2013). PINK1 clivada & subsequentemente
retrotranslocada para o citosol e degradada através da agdo do proteassoma
(Maruszczak et al., 2022; Matsuda et al., 2013). A proteina OPA1 (Dynamin-like
GTPase optic atrophy 1, codificada pelo gene Opa7), € uma proteina localizada na
membrana mitocondrial interna e no espago intermembranoso e tem atividade tanto
na fissdo quanto na fusdo da membrana mitocondrial interna (Chen et al., 2016; Wang
et al., 2021).
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Figura 3. Representagdao esquematica do processo mitofagico, demonstrando a localizagao e
integracao das proteinas e organelas envolvidas no controle de qualidade mitocondrial.

LC3B: Microtubule-associated proteins 1 light chain 3 beta; PARL: Mitochondrial intramembrane
cleaving protease; Parkin: RBR E3 ubiquitina protein ligase; PINK1: PTEN-induced kinase 1; SQSTM1:
Sequestosome 1; TOM20: Translocase Of Outer Mitochondrial Membrane 20. Fonte: adaptado de
Hamacher-Brady e Brady (2016).
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Em mitocondrias danificadas, PINK1 acumula na membrana mitocondrial externa,
onde é autofosforilada, recrutando e ativando Parkin (Parkin RBR E3 Ubiquitin Protein
Ligase, codificada pelo gene Prkn) (Onishi et al., 2021; Wang et al., 2021). A Parkin
ativada adiciona cadeias de ubiquitina em varias proteinas da membrana mitocondrial
externa (Seirafi et al.,, 2015). Posteriormente, as cadeias de ubiquitinas sao
reconhecidas por proteinas adaptadoras LC3B, como a p62 (sequestosome 1,
codificada pelo gene SQSTMT) (Onishi et al., 2021). A proteina LC3B (microtubule
associated protein 1 light chain 3 beta, codificada pelo gene MAP1LC3), esta
localizada na membrana do autofagossoma e reconhece as proteinas adaptadoras
(Bjerkeoy et al., 2009). Com o reconhecimento das proteinas listadas acima, a
mitocondria a ser degradada é identificada pela membrana do autofagossoma (Onishi
et al., 2021). A Figura 3 sumariza as principais proteinas envolvidas no controle de
qualidade mitocondrial, pela ativagdo da mitofagia.

Embora a proliferagédo, diferenciacao, apoptose e mitofagia sejam processos
essenciais para o desenvolvimento normal dos seres vivos, a exposi¢ao a radiacao
UVB pode alterar significativamente a dindmica desses eventos celulares, resultando
em impactos adversos no desenvolvimento (Alves e Augusti, 2020; Dahms e Lee,
2010; Wiegand et al., 2004).

1.4. Modelo biolégico de estudo

M. olfersii (Crustacea, Decapoda, Palaemonidae), € um camarao de agua doce
que vive e se reproduz em aguas claras e rasas (Nazari et al., 2013; Rossi e
Mantelatto, 2013). As espécies do género Macrobrachium apresentam ampla
distribuicdo geografica, principalmente nas regides tropicais e subtropicais da América
(Dugger e Dobkin, 1975; Holthuis, 1952). M. olfersii € uma espécie que desempenha
importante papel na ciclagem de energia dos ambientes aquaticos, sendo a mais
abundante na llha de Santa Catarina (Ammar et al., 2001; Muller et al., 1999). As
fémeas dessa espécie carregam em torno 1.500 ovos em uma camara incubadora
externa nao recoberta por carapacga ventral, até a eclosdo em larvas livres e natantes
(Muller et al., 2004; Nazari et al., 2003; Simbes-Costa et al., 2005) (Figura 4A).

O desenvolvimento de M. olfersii ocorre em 14 dias, em condi¢des de temperatura
a 24 °C (£ 1 °C) (Muller et al., 2004; Simbes-Costa et al., 2005). Os ovos s&o do tipo

centrolécitos, apresentando grande quantidade de vitelo, o que direciona a clivagem
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meroblastica superficial e o desenvolvimento do embrido na superficie do ovo (Muller
et al., 2004). Além das caracteristicas mencionadas sobre o desenvolvimento, é
crucial destacar que as células embrionarias sao transparentes. A transparéncia
celular e a disposicao superficial do embrido, facilitam a observacdo das mudancas
morfolégicas que ocorrem ao longo dos estagios embrionarios (Muller et al., 2003).

Durante o desenvolvimento embrionario, ocorrem uma série de eventos cruciais
os quais foram descritos por Simdes-Costa et al. (2005), em dias embrionario (E).
Algumas das caracteristicas mais importantes s&o descritas a seguir: No dia
embrionario E1, inicia-se a clivagem, que delimita os primeiros planos de divisédo na
superficie do ovo, formando os blastdbmeros. Em E3, ocorre a gastrulagao, marcada
pela organizag&o do disco germinativo em forma de "V" e pela diferenciacéo dos trés
folhetos embrionarios (ectoderma, mesoderma e endoderma). Em E4, observa-se a
formagdo do nauplius embrionizado (larva basica dos crustaceos que permanece
retida no ovo). Neste estagio, € possivel visualizar o esbogo dos lobos 6pticos, os trés
pares de apéndices naupliares (anténula, antena e mandibula), o estomodeu e o inicio
da formacao da papila caudal.

Em E5, o nauplius organiza-se superficialmente, com o crescimento dos lobos
Opticos e da papila caudal. A papila caudal atinge a extremidade inferior do ovo,
caracterizando a organizacéo inicial do pds-nauplius embrionizado, com a maior parte
do ovo ainda ocupada pela massa de vitelo. No dia E6, os lobos épticos expandem-
se cefélica e lateralmente, tornando-se mais arredondados. A papila caudal encurva-
se, acompanhando superficialmente o formato do ovo, e comega a crescer em diregao
aos lobos opticos. Nesse dia, inicia-se a formagao e organizagéo do abdémen.

Na metade do desenvolvimento embrionario, o dia E7, marca a fase de pos-
nauplius embrionizado intermediario. Nesse estagio do desenvolvimento pode-se
observar o inicio da formagao do olho na porcéao distal do lobo 6ptico, acompanhado
por cromatoforos avermelhados préximos a regido pigmentada do olho (Figura 4B).

Em E8, os lobos 6pticos séo evidentes na regido anterior do pos-nauplius, ocorre
um aumento na regiao pigmentada do olho, que assume a forma eliptica. Em E9, o
olho apresenta grande aumento, sendo possivel a observacdo de omatideos. A
extremidade distal da papila caudal aproxima-se da regido anterior do embrido, sobre
os lobos o6pticos. Em E8 e E9, O embrido apresenta movimentos aleatoérios e

batimentos cardiacos irregulares.
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Ao atingir E10, ainda no periodo pos-nauplius embrionizado intermediario, os
contornos do lobo 6ptico se tornam mais definidos, e ha o inicio da segmentacao da
papila caudal, contribuindo para a formag&o do abdémen. Além disso, € neste estagio
que se inicia a movimentagao dos apéndices toracicos e da papila caudal. Em E11,
E12 e E13, o olho cresce significativamente e ocupa grande parte do lobo 6ptico, o
corpo do embrido se expande lateralmente, os batimentos cardiacos se tornam
ritmicos, e o embrido apresenta movimentos corporais frequentes.

No ultimo dia, E14, chega-se ao estagio de pods-nauplius embrionizado final.
Nesse estagio, os olhos adquirem um formato arredondado, ocupando grande parte
dos lobos 6pticos, e os apéndices apresentam movimentos coordenados. A carapaca
dorsal esta completamente formada e a curvatura da papila caudal recobre os lobos
opticos. As mudangas significativas nesse estagio estdo relacionadas ao
desenvolvimento final dos sistemas organicos, preparando-os para sua funcionalidade
apos a eclosao (Simdes-Costa et al., 2005).

As larvas dessa espécie passam por 12 estagios do tipo zoea antes de
alcangarem a fase juvenil (Dugger e Dobkin,1975). As larvas zoea | (L1) de M. olfersii
apresentam uma diviséo clara do corpo em cefalotérax e abdémen (Figura 4C e D). O
cefalotérax, é a regido onde se encontram os olhos e os apéndices cefalotoracicos.
Os olhos das larvas Zoea | estdo aderidos a carapaca. A partir da Zoea Il, os olhos
tornam-se pedunculados (Dugger e Dobkin, 1975). Os apéndices cefalotoracicos séo
protegidos por uma carapaga que envolve todos os apéndices, além de um rostro
pequeno levemente curvado para baixo. Os apéndices cefalotoracicos consistem em
um par de antenas e anténulas, que funcionam como receptores de estimulos
ambientais, seguidos pela mandibula, maxila, trés maxilipedes (que auxiliam na
alimentacgao) e peredpodes (importantes para a locomogao), todos eles apresentando
ramificagdes. O abdémen é composto por seis segmentos sem apéndices, e o télson
se estende a partir do sexto segmento, enquanto os urdpodes ainda ndo estéo
desenvolvidos (Dugger e Dobkin,1975).

Os embrides e larvas de M. olfersii destacam-se como um modelo de estudo
adequado para pesquisas em laboratério, especialmente para investigar os efeitos da
radiacdo UVB. Eles possuem diversas caracteristicas que os tornam excelentes
candidatos para estudos, tais como: adaptabilidade notavel a ambientes controlados,

permitindo a obtencao de fémeas ovigeras e acompanhamento do desenvolvimento
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embrionario até a eclosdo em larvas; carapaca transparente que envolve o corpo das
fémeas, exceto na regido ventral, facilitando o acesso aos embrides, pois as fémeas
os transportam em uma camara incubadora externa; células embrionarias e larvais
transparentes; alta taxa de producao de ovos e um desenvolvimento relativamente
rapido (apenas 14 dias); as fémeas realizam movimentos frequentes de aeragéo,
movimentando os ovos e expondo-os a radiagao UVB incidente; as larvas apresentam
comportamento de fototropismo positivo, estando expostas a radiagdo UVB; além
disso, o periodo reprodutivo da espécie ocorre durante os meses de verao, quando os
niveis de radiacdo UVB atingem seu pico na regido da llha de Santa Catarina. Essas
caracteristicas combinadas tornam os embrides e larvas de M. olfersii excelentes
modelos experimentais para investigar os efeitos da radiacdo UVB no
desenvolvimento embrionario e larval.

Pesquisas anteriores conduzidas no Laboratério de Reproducdo e
Desenvolvimento Animal (LRDA) destacaram as mitocondrias das células
embrionarias de M. olfersii como alvo importante da radiacdo UVB. Foi demonstrada
a producao de ERO concomitantemente a perda das cristas mitocondriais, rupturas
nas membranas mitocondriais externas e alteragcées nas proteinas associadas aos
processos de fusdo e fissdo mitocondrial (Quadros et al., 2016). Esses resultados
ressaltam que as mitocondrias s&o alvos primarios da UVB, o que implica em
potenciais efeitos adversos nos processos metabodlicos e energéticos das células
embrionarias, podendo influenciar diretamente o desenvolvimento e a viabilidade

desses organismos.
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Figura 4. Representagcao esquematica da morfologia externa de fémea adulta, embrido e larva de
Macrobrachium olfersii. Feméa adulta com embriées na cAmara incubadora, vista lateral (A). Embrido
no 7° dia embrionario, vista lateral (B). Zoea no 1° dia larval, vista dorsal (C). Zoea no 1° dia larval, vista
lateral (D).

Ab: abdémen; Ap: apéndices; Cf: cefalotérax; Cl: camara incubadora; LO: lobo 6ptico; O: olho; PC:
papila caudal; Pr: peredpode; R: rostro; T: télson; V: vitelo. Fonte: da autora (2024).

Diante do panorama apresentado e considerando: (i) a incidéncia da radiacéo
UVB nos ambientes aquaticos, (ii) a importancia biolégica de M. olfersii na ciclagem
de energia desses ambientes (iii), a obtengdo dos dados da analise transcriptémica
de embrides de M. olfersii (Jaramillo et al., 2016), a qual viabiliza estudos em biologia
do desenvolvimento e (iv) a escassez de estudos dos efeitos da radiagdo UVB sobre
as respostas mitocondriais nas células embrionarias e larvais, o presente trabalho teve
como foco analisar os efeitos da radiagdo UVB na ativacdo da mitofagia durante o
desenvolvimento embrionario e larval de M. olfersii. Desse modo, a partir dos
conhecimentos atuais sobre os efeitos bioldégicos da radiagdo UVB, as seguintes
hipéteses cientificas foram estabelecidas: (i) os genes de M. olfersii que codificam
proteinas envolvidas na mitofagia s&o evolutivamente conservados, (ii) a mitofagia é

um evento inerente ao desenvolvimento embrionario de M. olfersii, (iii) a exposigao a
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radiacao UVB induz a superexpressao de genes e proteinas envolvidas no processo
mitofagico nas células embrionarias de M. olfersii, (iv) a exposicao a radiacado UVB
induz a superexpressao de proteinas envolvidas no processo mitofagico nas células
larvais de M. olfersii, (v) as células larvais de M. olfersii expostas a radiacdo UVB
apresentam dano ao DNA, através da formacéo de dimeros de timina, (vi) as larvas
de M. olfersii expostas a UVB apresetam diminuigao da proliferagao celular e aumento
da apoptose, (vii) as larvas de M. olfersii expostas a radiacdo UVB apresentam
alteragcdes morfologicas, (viii) a exposicdo a radiagdo UVB compromete o

desempenho larval de M. olfersii.
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2. OBJETIVOS DA TESE
2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos da radiacdo UVB na indugdo a mitofagia nas células
embrionarias e larvais de M. olfersii, bem como analisar as alteracbes morfoldgicas,
comportamentais e respostas celulares associadas ao dano ao DNA, apoptose e

proliferacdo celular nas células larvais.

2.2. Objetivos especificos

-ldentificar e caracterizar in silico as sequéncias codificantes dos genes Tomm20
e Opat, relacionados a transcricdo e traducdo de proteinas das membranas
mitocondriais externa e interna, respectivamente, a partir da analise do transcriptoma
dos embrides de M. olfersii;

-ldentificar e caracterizar in silico as sequéncias codificantes dos genes Sqstm1,
Map1lc3, Pink1, Prkn, associados ao processo de mitofagia, a partir da analise do
transcriptoma dos embrides de M. olfersii;

-Determinar a relagao filogenética entre espécies de crustaceos, das sequéncias
codificantes dos genes Tomm20, Opa1, Sqstm1, Map1Ic3, Pink1 e Prkn, associados
ao processo de mitofagia dos embrides de M. olfersii;

-Avaliar em diferentes estagios do desenvolvimento de M. olfersii € em embrides
expostos a radiagdao UVB, os niveis de transcritos dos genes TommZ20, OPAT,
Sqstm1, Map1ic3, Pink1, Prkn, associados a mitofagia;

-Imunolocalizar e quantificar as células positivas para as proteinas TOMZ20,
PINK1, p62 e LC3B, em células embrionarias e larvais de M. olfersii expostas a
radiacao UVB;

-Imunolocalizar e quantificar as células positivas para dimeros de timina,
caspase3 e PHH3 em células larvais de M. olfersii expostas a radiagao UVB;

-Analisar a morfologia externa das larvas de M. olfersii expostas a radiagao UVB,
avaliando o comprimento corporal, indice do olho e transparéncia celular;

-Avaliar o desempenho larval através da andlise do comportamento de

fototropismo positivo de M. olfersii expostos a radiagao UVB.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta dos animais e obtengao dos embrides e larvas

Exemplares adultos de camardes de agua doce de M. olfersii foram coletados no
Parque Municipal da Lagoa do Peri, Floriandpolis, Ilha de Santa Catarina, Brasil (25°
35 S, 48° 35 W) e transportados em aquarios portateis para o Laboratério de
Reprodugdo e Desenvolvimento Animal (LRDA) — Centro de Ciéncias Biologicas
(CCB) — Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Em laboratério, os
camardes foram mantidos em aquarios de 60 L com aeracgéo constante, temperatura
de 24 °C (x1) e em condigcbes de fotoperiodo de 12 h claro:12 h escuro, sendo o
periodo claro simulado com lampada fluorescente com irradiacido de luz visivel de 96
mW/cm? (Philips TLT 40 W/75). Os camardes foram diariamente alimentados com
ragédo para organismos aquaticos (Alcon Bottom Fish®). Para a obtengdo de fémeas
ovigeras em laboratorio, os camardes foram distribuidos nos aquarios na proporgao
de 1 macho: 3 fémeas. Os procedimentos de coleta foram aprovados pelo IBAMA
(Autorizacado Permanente n°® 15294-1/2008).

3.2. Delineamento dos grupos experimentais

Para avaliar a indugédo a mitofagia nas células embrionarias de M. olfersii, foram
adotados dois grupos experimentas, conforme o descrito abaixo:

Grupo 1: Avaliacédo dos niveis de transcritos dos genes relacionados a mitofagia
(Tomm20, Opatl, Pink1, Prkn, Sqstm1 e Map1/c3) durante o desenvolvimento
embrionario de M. olfersii (Figura 5A). Para esta etapa, foram selecionados embrides
nos dias E1, E3, E4, E7, E10 e E14.

Grupo 2: Avaliacdo do efeito da exposicdo a radiacdo UVB na indugdo da
mitofagia nas células embrionarias de M. olfersii (Figura 5B), analisando as
sequéncias codificantes (Tomm20, Opa1l, Pink1, Prkn, Sqstm1 e Map1ic3) e o
conteudo proteico (TOM20, PINK1, p62 e LC3B). Para esta etapa, fémeas ovigeras
obtidas em laboratério com embrides em E7, foram expostas a 30 min de radiagao
UVB. Apds a exposicao, os embrides foram analisados em dois intervalos de tempo:
6 h e 12 h. Embrides em E7 de fémeas nao irradiadas foram usados como controles

correspondentes.
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Figura 5. Representacio esquematica do delineamento experimental para as analises de
embrides e larvas de Macrobrachium olfersii.

E: dia embrionario; h: horas apds exposi¢édo a UVB; L1: larva no primeiro dia; UVB: radiagdo ultravioleta
B. Fonte: da autora, 2024.

Para avaliar os efeitos da radiagcdo UVB nas células larvais de M. olfersii, foram
adotados dois grupos experimentais, conforme descrito abaixo:

Grupo 1: Avaliacdo dos danos causados pela radiacdo UVB nas células
embrionarias de M. olfersii e seu impacto no desenvolvimento das larvas (Figura 5C).
Fémeas com embrides em estagio E7 foram irradiadas, e as larvas em estagio L1

foram analisadas.
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Grupo 2: Avaliagcao da similaridade entre as respostas celulares em embrides e
larvas de M. olfersii expostas a radiagao UVB (Figura 5D). Larvas no primeiro dia larval
(L1) foram irradiadas e analisadas 12 h apds a exposicao.

Para ambos os grupos experimentais, as larvas foram analisadas com o objetivo
de avaliar os efeitos da exposi¢cao a radiacao UVB sobre o comportamento de
fototropismo, indice do olho, morfologia externa e o conteudo das proteinas envolvidas
na apoptose (caspase3), proliferacdo celular (PHH3), e na ativagdo da mitofagia
(TOM20, PINK1, p62 e LC3B).

Amostras de ovos e larvas (n = 10 ovos/larvas) foram utilizadas para o
reconhecimento das caracteristicas morfologicas externas dos embrides e larvas, com
auxilio de estereomicroscopio Olympus SZX16. Neste trabalho foi adotado o
estagiamento por dia embrionario (E), descrito por Simdes-Costa et al. (2005), e

estagios larvais proposto por Dugger e Dobkin et al. (1975).

3.3. Procedimentos de irradiagao

Fémeas ovigeras com embrides em E7 e larvas no primeiro estagio larval (L1), de
M. olfersii, foram transferidas para aquario de 30 L desprovido de abrigos, equipado
com lampada UVB de 6 W de poténcia (Vilber Lourmat) e irradiadas por 30 min (Figura
6). A exposicao a radiacdo UVB simulou a irradiancia natural de 310 mW/cm? (dose
de 558 J.cm?), a qual as fémeas de M. olfersii estdo expostas durante a estacao

reprodutiva na llha de Santa Catarina, de acordo com Nazari et al. (2010).

Figura 6. Aquario de irradiacdo equipado com lampada UVB, utilizado para ensaios laboratoriais
de irradiagao de fémeas ovigeras e larvas de Macrobrachium olfersii.
Fonte: acervo do Laboratério de Reprodugéo e Desenvolvimento Animal, 2019.
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3.4. Analise das sequéncias codificantes das proteinas associadas a mitofagia

em embrioes

3.4.1. Identificacao in silico das sequéncias codificantes

Foram selecionados genes que codificam proteinas que atuam na indugao de
mitofagia, como Pink1, Prkn, Sqstm1 e Map1/c3, além de genes que codificam
proteinas das membranas mitocondriais interna e externa, Opal e Tomm?Z20,
respectivamente. Sequéncias de outras espécies, listadas no Quadro 1, foram obtidas
do banco de dados GenBank e utilizadas para a busca de sequéncias no
transcriptoma dos embrides de M. olfersii (Jaramillo et al., 2016), a partir do algoritmo
tBlastn (e-value <e®). As regides codificantes das sequéncias identificadas em M.
olfersii foram obtidas usando OrfFinder (//www.ncbi.nim.nih.gov/orffinder/). A
similaridade das sequéncias de aminoacidos com as sequéncias nao redundantes (nr)
no banco de dados GenBank foi realizada através do algoritmo Blastp. As sequéncias
dos transcritos analisados de M. olfersii foram depositadas no banco de dados

GenBank e possuem numero de acesso descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Sequéncias nucleotidicas dos genes envolvidos na indugao da mitofagia e na codificagéo
das proteinas das membranas mitocondriais, selecionadas do GenBank, utilizadas para a busca de
sequéncias similares no transcriptoma dos embrides de Macrobrachium olfersii, com os nimeros de
acesso das sequéncias de M. olfersii depositadas no GenBank.

Espécie selecionada com o nimero Numero da
e Gene de acesso do GenBar?k, utilizadas sequ.('“ancia dg M.
para busca no transcriptoma de M. olfersii, depositada
olfersii. no GenBank
Pink1 Eurytemora affinis_ XM023489334 OR340978
Indugéo a Prkn Penaeus vannamei_XMO027357483 OR340979
mitofagia Sqstm1 Penaeus vannamei_XMO027374272 0Q127420
Map1ic3 Artemia parthenogenetica KP317126 0oQ127421
Membranas Opat Mus musculus_ NM001199177 OR340980
mitocondriais TommZ20 Hyalella azteca_XM018157450 0Q127419

3.4.2. Analise da filogenia dos genes

As sequéncias de nucleotideos de espécies de crustaceos foram obtidas usando
o algoritmo Blast a partir da sequéncia de consulta no banco de dados GenBank.
Essas sequéncias foram alinhadas utilizando a plataforma online CLUSTAL OMEGA
(Sievers et al., 2011). O alinhamento foi importado para o software MEGA-X (Kumar

et al., 2018) e submetido a ferramenta de selegdo de modelo. Os melhores modelos
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de substituicdo encontrados para os genes Tomm20, Opa1, Pink1, Prkn, Sqstm1 e
Map1lc3 foram, respectivamente: K2 + G + | (Kimura 2-parameter + Gamma +
Invariant sites), GRT + G + | (General time reversible + Gamma + Invariant sites), T92
+ G + | (Tamura 3-parameter + Gamma + Invariant sites), T92 + G (Tamura 3-
parameter + Gamma), GTR + G (General time reversible + Gamma), K2 + G + |
(Kimura 2- parameter + Gamma + Invariant sites). Posteriormente, arvores
filogenéticas foram geradas no MEGA-X, pelo método de Maxima Verossimilhanga,
com um bootstrap de 1.000 replicatas. A identificacdo de dominios conservados nas
sequéncias de M. olfersii foi conduzida através do NCBI Conserved Domains, e
representacdes graficas foram elaboradas usando o IBS: lllustrator for Biological

Sequences verséo 1.0.3. (Liu et al., 2015).

3.4.3. Desenho dos iniciadores para analises por RTq-PCR

A partir do transcriptoma dos embrides de M. olfersii, os iniciadores das
sequéncias codificantes (Pink1, Prkn, Sqstm1, Map1lc3, Tomm20 e Opat) foram
desenhados através do software Oligo Explorer v1.5 (Gene Link, NY, USA). A
qualidade dos iniciadores foi analisada com o programa OligoAnalyzer 3.1 (Gene Link,
NY, USA), e a verificagdo das principais variaveis que determinam a sua eficiéncia,
foram as seguintes: (i) auséncia de dimeros; (ii) auséncia de estruturas hairpin; (iii)
composicdo de guanina e citosina proxima a 50 % para proporcionar maior
estabilidade. O gene RpL8 (proteina ribossomal L8) foi utilizado como gene de
referéncia (Jaramillo et al., 2017). As sequéncias dos iniciadores estdo listadas no
Quadro 2. N&o ocorreu amplificagdo nos controles da técnica, validando o
procedimento.

A eficiéncia de amplificagdo para cada gene foi calculada a partir de uma série de
diluicdo de pools de cDNA (1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160) de todas as amostras usando
a equacao E = 10-"/slore (Pfaffl, 2001; Pfaffl et al., 2004), onde a inclinagao foi estimada

com a regressao linear do valor Ct e do logaritmo da quantidade de cDNA.
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Quadro 2. Sequéncias de iniciadores dos genes de interesse e eficiéncia, para analises por RT-qPRC
em embrides de Macrobrachium olfersii.

Gene Iniciador - Foward Iniciador - Reverse Eficiéncia

Tomm20 | GAAATTGAGGCAGGAGTGGA | CAGTATGCTCTCCCCAACAG 97 %

Opat GCTGCAGAAAAAGAGAGAGA | CTATAGTGTCACCAGCCTTG 97 %

Pink1 | ATGATGACGATGCTGACAGA | CAACAAAAACACACGGCATC 100 %

Prkn TGTCAGAACGAATACAGGTG | TGAATGGTGACCTAGATCGC 95 %

Sqstm1 | TACCTCAAAGACCCCTGATG | TCGACATCACTTTCCATCTG 96 %

Map1lc3 | GAAGTACCCGGATAGAGTTC | GACAAAGAAGAAGAGGGCAT 100 %

3.4.4. Extracao do RNA total

O RNA total foi extraido dos embrides (n = 70 mg de embrides/4 fémeas/dia
embrionario/grupo experimental). As amostras de 70 mg contém aproximadamente
1.200 ovos, foram homogeinizadas em Brazol (LGC Biotecnologia®) e centrifugadas
(12.000 X g por 10 min a 4 °C). Ao sobrenadante foi adicionado 200 pL de cloroférmio
gelado (5:1 Brazol/Cloroférmio) e as amostras foram centrifugadas novamente
(12.000 X g por 15 min a 4 °C). Foi coletado o sobrenadante e adicionado 500 pL de
isopropanol e novamente centrifugado (12.000 X g por 15 min a 4 °C). O precipitado
foi lavado com etanol a 75 %, centrifugado 12.000 X g por 10 min a 4 °C e diluido em
agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) a 1 %. As amostras de RNA purificado
foram tratadas com DNAse | (1 U/mL, Thermo Scientific®) durante 30 min a 37 °C e
10 min a 65 °C. Em seguida, as amostras (90 pL) foram precipitadas utilizando 10 uL
acetato de sddio a 3 M (pH 5,2) e 100 uL de isopropanol P.A. Depois da centrifugagéo
(12.000 X g por 10 min a 4 °C), o precipitado foi lavado com etanol a 75 %, secado e
solubilizado em agua tratada com DEPC a 1 %. A integridade de RNA total foi
verificada por eletroforese em gel de agarose a 1,5 %, corado com GelRed (1:500). A
eletroforese foi realizada em tampéao TAE 0,5 X (Tris-hidroximetilaminometano, acido
aceético glacial, acido etilenodiaminotetracético) a 100 V durante 30 min. O gel foi
fotodocumentado em ChemDoc MP (Bio-Rad) (Laboratério Multiusuario de Estudos
em Biologia — LAMEB/CCB/UFSC). A quantificacdo do RNA total foi realizada através
do Nano espectofotometro BIO-5000-Bl (KASUAKI) (Laboratério Neuroquimica | -
CCB/UFSC) e as amostras com valores de 260/280 e 260/230 > 1,8 foram

selecionadas para a sintese do DNA complementar (cDNA).
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3.4.5. Sintese do cDNA

A partir das amostras de RNA total, foi realizada a sintese de cDNA, utilizando Kit
de Transcriptase Reversa GoScript TM (Promega). A reac&o de sintese consistiu em
1 ug do RNA total, 0,5 pg do primer oligo (dT), 4 uL de GoScript 5X Reaction Buffer,
2,5 mM de MgCl, 1 yL de mix de nucleotideos a 10 mM, inibidor de ribonuclease (20
unidades) e 1 yL da enzima GoScript Reverse Transcriptase. As reagdes de cDNA
foram mantidas a 25 °C por 5 min, a 42 °C por 50 min e 15 min a 70 °C. As amostras

de cDNA foram diluidas em agua deionizada (1:10) e armazenadas a -20 °C.

3.4.6. Analise da expressao génica por RT-qPCR

Os niveis de transcritos dos genes TommZ20, Opa, Pink1, Prkn, Sqstm1 e
Map1/c3 nos embrides de M. olfersii foram quantificados utilizando o QuantiFast
SYBBR®Green PCR Kit (Qiagen) através do equipamento 7900HT Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) (LAMEB/CCB/UFSC). Os iniciadores utilizados
estao descritos no topico 3.4.3. Cada reagao de qPCR consistiu de 5 yL de QuantiFast
SYBBR®Green PCR Kit (Qiagen), 0,3 puL de cada iniciador, 1 yL de cDNA diluido
(1/10) e agua livre de nuclease em volume total de 10 pL. Para todas as amostras de
cDNA foram realizadas reagdes em duplicata para cada gene. As condi¢des de qPCR
foram as seguintes: desnaturagcéo a 95 °C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de
desnaturacao a 95 °C durante 5 seg, anelamento e extensao a 62 °C por 1 min. Os
niveis de transcritos dos genes foram normalizados com o gene RpL8 e a expressao
génica relativa foi calculada pelo método 2-22CT (Livak e Schmittgen, 2001). Para as
analises de RT-gPCR, um cut-off > 1,5 X foi considerado para determinar diferencas

na expressao génica.

3.5. Procedimentos para microscopia de luz dos embrides e larvas
3.5.1. Fixagao e inclusdao dos embrides e larvas

Os embrides em E7 foram fixados em solugdo PEM-FA (tampéo PIPES a 0,1 M +
EGTA a 2,0 mM + MgSO4 a 1,0 mM + formaldeido a 3,7 %) pH 6,9, por 30 min a
temperatura ambiente. Apds a fixagdo, os embrides foram mantidos em tampéo
fosfato salino (PBS, do inglés phosphate-buffered saline, composto por NaCl a 500
mM + KCl a 3 mM + KH2PO4 a 1 mM + de NaH2POs a 12 mM) pH 7,4 a 4 °C. Em

seguida, os embrides foram submetidos a banhos em solugédo crioprotetora de
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sacarose a5 % e 15 % por 3 h a 4 °C e em solugao de sacarose a 30 % por 24 ha 4
°C. Ainclusao dos ovos foi realizada com meio comercial Tissue Tek® a -25 °C. Apds
a montagem, as laminas foram mantidas a 4 °C para preservacédo dos cortes. Os
cortes histolégicos foram obtidos em micrétomo criostato Leica CM 1850 UV
(LAMEB/CCB/UFSC).

As larvas em estagio L1 foram fixadas por 3 h em Bouin alcodlico e, em seguida,
armazenadas em alcool a 70 %. A desidratacio foi realizada com banhos de etanol
em concentragdes crescentes (70 % a 100 %), com trocas a cada 10 min. A
diafanizacéo foi realizada em xilol, usando dois banhos: xilol | (50 % de alcool a 100
% + 50 % de xilol a 100 %) e xilol 1l (xilol a 100 %). Foram realizados 3 banhos para a
inclusdo das larvas em parafina de 30 min cada. Os cortes histolégicos foram obtidos
em um microtomo Olympus Cut 4055 (LRDA/CCB/UFSC).

As secgdes histologicas de embrides e larvas foram obtidas com espessura de 6
um. As seccgbes dos diferentes grupos (embrido/larva), foram montados juntos nas
laminas, garantindo as mesmas condi¢gdes durante a realizagao da técnica de imuno-
histoquimica. Para controle histologico e verificagcdo da integridade dos tecidos e

células, foi realizada coloracdo com Hematoxilina-Eosina.

3.5.2. Marcagoes celulares por imuno-histoquimica nos embrides e larvas

Para imunolocalizar as proteinas alvo TOM20 (localizada na membrana externa
da mitocondria), PINK1 (que se liga a TOM20, iniciando a cascata de sinalizagéo para
a mitofagia), p62 (que atua como um adaptador ligando as mitocondrias ao
autofagossomo) e LC3B (localizada na membrana do autofagossomo). Apés a retirada
do meio de montagem, as secg¢des foram tratadas com peroxido de hidrogénio:
metanol a 100 % (1:2) por 10 min para a inativagdo das peroxidases endogenas. A
permeabilizacdo das membranas celulares foi realizada com banho PBS a 0,1 M (pH
7,4) + Triton X-100 a 0,3 % por 30 min e em seguida, as sec¢des foram imersas em
soro fetal bovino (SFB) a 5 % por 45 min para a inativagao dos sitios inespecificos. As
seccgoes foram incubadas com os anticorpos primarios em diluicdo 1:100, por 12 h em
camara umida a 4 °C. Apés, as secgdes foram lavadas com PBS + Triton X-100a 0,3
% e em seguida incubadas com os anticorpos secundarios em diluicdo 1:100, durante
3 h a temperatura ambiente. As sec¢des foram lavadas com PBS Triton X-100 a 0,1

%. Logo apos, foram tratados com avidina-peroxidase por 45 min. A revelagao
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colorimétrica foi realizada com solugéao de PBS + 3,3’diaminobenzidina (DAB) + H202,
sendo interrompida com agua destilada. Posteriormente, as secgbes foram
desidratadas em séries crescentes de etanol (70 % - 100 %) e diafanizadas com xilol.
As laminas foram montadas em meio Entellan®. Os controles negativos da reagao por
imuno-histoquimica foram realizados da mesma forma, suprimindo-se a incubacao
com o anticorpo primario, o qual foi substituido por PBS a 0,1 M.

As laminas histologicas com embrides foram lavadas em agua corrente trés vezes
a temperatura ambiente para remover o meio de montagem. Os anticorpos primarios
utilizados foram: Invitrogen, mouse anti-TOM20 IgG; Santa Cruz Biotechnology, rabbit
anti-PINK1 1gG; Cell Signalling, rabbit anti-SQSTM1/p62 1gG; Invitrogen, rabbit anti-
LC3B IgG. Os anticorpos secundarios foram: Sigma-Aldrich, anti-rabbit IgG; Sigma-
Aldrich, anti-mouse IgG.

As laminas com larvas passaram por desparafinizacido em xilol e hidratagdao em
banhos de etanol em concentragdes decrescentes (100 % a 70 %). Os anticorpos
primarios utilizados foram: Invitrogen, mouse anti-TOMZ20 IgG; Invitrogen, rabbit anti-
PINK1 IgG; Invitrogen, rabbit anti-SQSTM1/p62 1gG; Invitrogen, mouse anti-LC3B IgG.
Os anticorpos secundarios: Sigma-Aldrich, anti-rabbit IgG; Sigma-Aldrich, anti-mouse
IgG.

A quantificagdo das células marcadas por imuno-histoquimica colorimétrica foi
realizada em microscopio de luz marca Olympus CBA (aumento de 100 X), com auxilio
da graticula de Weibel n°® 2 — M42 (Freere e Weibel, 1967). A contagem das células
positivas para os anticorpos foi realizada pelo método de 42 pontos. Utilizou-se 1
campo visual por embrido (30 embrides/grupo experimental/triplicata) e 2 campos

visuais por larva (9 larvas/grupol/triplicata).

3.6. Quantificagao de células marcadas por citometria de fluxo nos embridées
Para imunolocalizar as proteinas alvo p62 (que atua como um adaptador ligando
as mitocondrias ao autofagossomo) e LC3B (localizada na membrana do
autofagossomo), os embrides (n = 70 mg de embrides/grupo experimental/triplicata)
foram fixados em solug¢ao de paraformaldeido a 1 % por 18 h a 4 °C. Apds a fixagao,
os mesmos foram submetidos a trés banhos consecutivos de PBS 1 M, pH 7,4. Em
seguida, foram homogeneizados por trituragdo com PBS e Tween-20%, e as células

dissociadas com tripsina por 15 min a temperatura ambiente. 100 yL de BSA
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(albumina sérica bovina) a 10 % foram adicionados as amostras, as quais
permaneceram em agitagao por 45 min e posteriormente, centrifugadas a 640 X g por
20 min. Apés a centrifugacdo, somente o sobrenadante foi utilizado. Amostras de
células foram separadas em aliquotas de 1 mL contendo aproximadamente 0,5x106
células. Em seguida, as amostras foram incubadas com os anticorpos primarios: Cell
Signalling, rabbit anti-SQSTM1/p62 1gG; Invitrogen, rabbit anti-LC3B IgG, em diluicao
1:1000 por 1 h, seguido da incubagdo com anticorpo secundario: Life Technologies,
Alexa Fluor 488 anti-mouse IgG, em dilui¢do 1:1000, por 45 min a 4 °C ao abrigo de
luz. A analise das marcacbdes celulares foi realizada no Citdmetro de Fluxo
FACSCanto Il (LAMEB/CCB/UFSC) e as analises dos dados no programa Flowing

Software 2.

3.7. Analises morfolégicas das larvas

As imagens das larvas foram capturadas com camera digital Olympus DP73® de
17 megapixels e adquiridas com o software CellSens Dimension 1.12®. A analise da
transparéncia das células larvais foi realizada nas regides da carapaca, abdémen e
telson, para a determinagéo da intensidade média de transparéncia nessas regides (n
= 9 larvas/grupo experimental/ triplicata). Essa anadlise e as subsequentes foram
realizadas com FlJI/ImageJ® (NIH), utilizando unidades arbitrarias de intensidade de

pixel [a.u.].

3.7.1. Morfometria das larvas

P ara a realizagao das morfometrias, o comprimento corporal das larvas foi medido
considerando separadamente o tamanho do cefalotérax e do abddémen. O
comprimento do cefalotérax foi obtido pela distancia entre o inicio do lobo 6ptico e o
final da inser¢cao dos peredpodes; ja o comprimento do abdémen foi medido a partir
da distancia entre o primeiro segmento abdominal e o final do abdémen (Figura 7), (n

= 9 larvas/grupo experimental/ triplicata).

3.7.2. indice do olho das larvas
Para determinar o indice do olho (1O), conforme estabelecido por Perkins (1972),
foram medidas as areas pigmentadas do olho das larvas de cada grupo experimental.

As medigdes incluiram o maior eixo (MaE) e o menor eixo (MeE) do olho. O indice foi
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calculado utilizando a féormula: 10 (um) = (MaE + MeE) / 2 (Figura 7), (n = 9

larvas/grupo experimental/triplicata).

Figura 7. Vista dorsal das larvas de Macrobrachium olfersii. Larva em estagio L1 apos a ecloséo
(A). Esquema representativo das morfometrias realizadas no cefalotérax, abdémen e indice do olho

,(A\Btf abdomén; Cf: cefalotérax; MaE: maior eixo; MeE: menor eixo. Fonte: da autora, 2024.
3.8. Analise do comportamento larval

As larvas foram avaliadas quanto ao comportamento de fototropismo positivo,
conforme o estabelecido por Galiano (2011) (n = 30 larvas/grupo
experimental/triplicata). O teste consistiu em analisar a distribuigdo espacial das larvas
em um aquario retangular com capacidade de 500 mL (Figura 8). O aquario foi dividido
em duas partes iguais por uma diviséria movel. Em uma das particdes do aquario, as
larvas foram colocadas e aclimatadas durante 10 min. Apos o tempo de aclimatacgao,
a diviséria movel do aquario foi removida e uma fonte de luz foi fixada, iluminando
apenas metade do aquario durante 10 min. Apds esse tempo, a divisoria mével foi

recolocada e o numero de larvas que migraram para o lado iluminado foi contado.
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Fonte de luz

Escuro

Figura 8. Representagao esquematica do aquario utilizado para as analises do comportamento
larval de Macrobrachium olfersii.
Fonte: acervo do Laboratério de Reprodugao e Desenvolvimento Animal, 2024.

3.9. Analises estatisticas

Para a analise dos embrides, apos verificar a normalidade dos dados pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov, as diferencas significativas entre as médias dos niveis de
transcritos nos diferentes dias embrionarios e entre os grupos experimentais irradiado
e nao-irradiado, utilizou-se ANOVA de uma via (One-Way ANOVA), seguida pelo teste
post hoc de Tukey. Ja para avaliar as diferencas nas médias do conteudo protéico
entre os grupos experimentais irradiados e nao irradiados de embrides, foi empregado
o teste t de Student. Para a analise das larvas, diferencgas significativas entre os dois
grupos experimentais foram avaliadas utilizando ANOVA de uma via (One-Way
ANOVA), seguida pelo teste post hoc de Tukey. Um nivel de significancia de P < 0,05
foi adotado para as analises dos embrides e larvas. Os dados foram apresentados
como média + desvio padrdo e analisados utilizando o software Statistica® para

Windows.
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4. CAPITULO 1

4.1. Contextualizagao

Este capitulo contempla artigo publicado na revista Comparative Biochemestry
and Physiology Part A: Molecular & Integrative Physiology (2024), ISSN 1531-4332,
Impact Factor 2.1/2023, Qualis/CAPES A1.
Doi: https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2024.111664

A hipotese central do artigo é que a radiagdo UVB induz a mitofagia em células

embrionarias de M. olfersii, ativando a transcricdo de genes como Pink1, Prkn,
Sqstm1, Map1ic3, Opal e Tomm20. A expressao desses genes identifica as
mitocondrias danificadas, desencadeando a mitofagia mediada pelas proteinas
TOM20, PINK1, p62 e LC3B.

4.1.1. Objetivos especificos da tese contemplados no artigo

-ldentificar e caracterizar in silico as sequéncias codificantes dos genes Tomm20
e Opal, relacionados a transcricdo e traducao de proteinas das membranas
mitocondriais externa e interna, respectivamente, a partir da analise do transcriptoma
dos embrides de M. olfersii;

-ldentificar e caracterizar in silico as sequéncias codificantes dos genes Sqstm1,
Map1lc3, Pink1, Prkn, associados ao processo de mitofagia, a partir da analise do
transcriptoma dos embrides de M. olfersii;

-Determinar a relacao filogenética entre espécies de crustaceos, das sequéncias
codificantes dos genes Tomm20, Opa1, Sqstm1, Map1Ic3, Pink1 e Prkn, associados
ao processo de mitofagia dos embrides de M. olfersii;

-Avaliar em diferentes estagios do desenvolvimento de M. olfersii e em embrides
expostos a radiagdo UVB, os niveis de transcritos dos genes Tomm20, Opa1, Sqstm1,
Map1lc3, Pink1, Prkn, associados a mitofagia;

-Imunolocalizar e quantificar as células positivas para as proteinas TOMZ20,
PINK1, p62 e LC3B, em células embrionarias e larvais de M. olfersii expostas a
radiacao UVB;
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4.1.2. Hipéteses da tese contempladas no artigo
-Os genes de M. olfersii que codificam proteinas envolvidas na mitofagia sao
evolutivamente conservados;
-A mitofagia € um evento inerente ao desenvolvimento embrionario de M. olfersii;
-A exposicdo a radiacdo UVB induz a superexpressdao de genes e proteinas

envolvidas no processo mitofagico nas células embrionarias de M. olfersii.

4.1.3. Materiais e métodos da tese contemplados no artigo

3.1. Coleta dos animais e obtencao dos embrides e larvas

3.2. Delineamento dos grupos experimentais

3.3. Procedimentos de irradiacéo

3.4. Analise das sequencias codificantes das proteinas associadas a mitofagia em
embrides

3.4.1. Identificag&o in silico das sequéncias codificantes

3.4.2. Andlise da filogenia dos genes

3.4.3. Desenho dos iniciadores para analises por RTg-PCR

3.4.4. Extracdo do RNA total

3.4.5. Sintese do cDNA

3.4.6. Andlise da expresséao génica por RT-qPCR

3.5. Procedimentos para microscopia de luz dos embrides e larvas

3.5.1. Fixacéo e inclusdo dos embrides e larvas

3.5.2. Marcacgbes celulares por imuno-histoquimica nos embrides e larvas

3.6. Quantificagao de células marcadas por citometria de fluxo nos embrides

3.9. Analises estatisticas
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4.2. Artigo: UVB radiation exposure modulates mitophagy in embryonic cells of
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quality control mechanism

Comparative Biochemistry and Physiclogy, Part A 295 (2024) 111664

Contents lists available at ScienceDirect
Comparative Biochemistry and Physiology, Part A

journal homepage: www.elsevier.com/locate/cbpa

I

UVB radiation exposure modulates mitophagy in embryonic cells of
freshwater prawn Macrobrachium olfersii: Exploring a protective organelle
quality control mechanism

Giuliam K. Striicker ', Michael L. Jaramillo ', Thaline de Quadros, Evelise M. Nazari

Departamente de Biologie Celular, Embriologio ¢ Genetica, Universidede Pederal de Santa Catoring, Florianapolis, Sante Cotaring, Brazil

ARTICLEINFO ABETRACT

Edited by: Michael Hedrick Agquatic environments are subject to ultraviolet B (UVE) radiation mmcidence, and itz effects on organisms arc

doge-dependent. Besides DNA, mitechondra are an important targst of thic radiation that causes structural

Eeywords: damage and impairs ite functional dynamics. Here, we hypothesize that mitophagy acte as an organelle quality
Uleravialet radiation contrel mechanism to mitigate UVE impacts in embryenic ezlls. Then, freshwater prawn Macrobrachium olfersii
Aquatic embryo embryos was used as a model to investigate the effects of UVB on genes [ Tomm20, Opal, Pink, Prkn, Sgstml, and
]::::::":j:: Map11c3) and proteins (TOM20, PINK], p62 and LC3EB) involved in mitophagy modulation. The choice of genes
Autophagy and proteins was based on the identification of mitochondrial membrane (Tomm20, Opal and TOM20), medi-

ation of mitophagy (Pink1, Prkn and PINE]}, and recognition of mitochondria by the autophagosome membrane
(Sgstm], Maplic3, p62 and LC3B). First, the phylogeny of all genes presented bootstrap values >80 and
conserved demains among crustacean species. Gene expression was inherently modulated dunng development,
with transeripts (Tomm20, Opal, Pink, Prkn, Sgstmi, and Map1le3) overexpressed in the mitial and final stages of
development. Morcover, UVB radiation induced upregulation of Tomm20, Opal, Pink, Prin, Sgstm], and Mapllc3
genes at 6 h after expocure. Interestingly, after 12 h, the protein content of FINK], p62, and LC3B inereased,
while TOM20 was not responsive. Despite UVE radhation's harmful effects on embryome cells, the chronology of
gene expression amnd protein content indieates rapid activation of mitophagy, serving as an organelle quality
control mechanizm, given the analyzed cells’ integnity.

1. Introduction exposure (Hollmann et al., 2015; Das et al., 2021). Additionally, many

species are competent in repairing DNA by photoreactivation involving

Ultraviolet B (UVB; 320-290 nm) radiation is the short wavelength
component of the solar ultraviolet speetrum that can reach the Earth's
surface and significantly penetrates aquatic ecosystems (Diffey, 1991;
Hader et al., 2011; Williamson et al., 2019). UVB radiation causes spe-
cifically DNA damage by pyrimidine-dimer formation, and adults of
aquatic species generally present mechanisms to avoid and mitigate the
UVB radiation effects, such as physical barriers-like calcified shells,
vertical migration on the water column, and color change, by the aeti-
vation of the chromatophores (Ruelas et al., 2006; Pasparakis et al.,
2019). Moreover, many aquatic organisms possess additional antioxi-
dant defenses, such as the enzymatic system of catalase, glutathione
peroxidase, and glutathione-S-transferase, which are activated by UVB

the enzyme photolyase (Hider and Sinha, 2005). However, mechanisms
to mitigate the impacts of UVB radiation on embryos and larvae of
aquatie species may not have fully developed at these life stages or may
be poorly understood (Epel et al., 1999; Nazari et al., 2010; Nazari et al.,
2013). In this scenario, autophagy seems as a potential cellular event
that may act as a complementary mechanism during development to
attenuate the harmful effects of UVB radiation.

The autophagy process is an intracellular degradation system that
delivers eytoplasmic constituents to the lysosome (Ohsumi, 2014), and
altered mitochondria can be marked for degradation through mitophagy
(a process of selective autophagy) (Onishi et al., 2021). Although
mitophagy can be inducible in adverse conditions, it is also an inherent
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5. CAPiTULO 2
5.1. Contextualizagao

Este capitulo contempla artigo a ser submetido na revista Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology, ISSN 1873-2682, Impact Factor
3.9/2023, Qualis/CAPES A1.

A hipodtese central do artigo € que a exposicao a radiagcdo UVB induz alteracdes
morfolégicas, compromete o comportamento do fototropismo positivo, induz a
formacéo de dimeros de timina no DNA, desencadeia apoptose, diminui a proliferacao

celular e ativa a mitofagia nas células larvais de M. olfersii.

5.1.1. Objetivos especificos da tese contemplados no artigo

-Imunolocalizar e quantificar as células positivas para dimeros de timina,
caspased e PHH3 em células larvais de M. olfersii expostas a radiacdo UVB;

-Imunolocalizar e quantificar as células positivas para as proteinas TOMZ20,
PINK1, p62 e LC3B, em células embrionarias e larvais de M. olfersii expostas a
radiacao UVB;

-Analisar a morfologia externa das larvas de M. olfersii expostas a radiagdo UVB,
avaliando o comprimento corporal, indice do olho e transparéncia celular;

-Avaliar o desempenho larval através da analise do comportamento de

fototropismo positivo de M. olfersii expostos a radiagcao UVB.

5.1.2. Hipo6teses da tese contempladas no artigo

-As células larvais de M. olfersii expostas a radiacdo UVB apresentam dano ao
DNA, através da formacao de dimeros de timina;

-A exposigao a radiacdo UVB induz a superexpressao de proteinas envolvidas no
processo mitofagico nas células larvais de M. olfersii,

-As larvas de M. olfersii expostas a UVB apresentam diminuicdo da proliferacéao
celular e aumento da apoptose;

-As larvas de M. olfersii expostas a radiagcao UVB apresentam alteracbes
morfoldgicas;

-A exposicao a radiagao UVB compromete o desempenho larval de M. olfersii.
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5.1.3. Materiais e métodos da tese contempladas no artigo
3.1. Coleta dos animais e obtengao dos embrides e larvas
3.2. Delineamento dos grupos experimentais
3.3. Procedimentos de irradiacéo
3.5. Procedimentos para microscopia de luz dos embrides e larvas
3.5.1. Fixacao e inclusdo dos embrides e larvas
3.5.2. Marcagdes celulares por imuno-histoquimica nos embrides e larvas
3.7. Andlises morfoldgicas das larvas
3.7.1. Morfometria das larvas
3.7.2. indice do olho das larvas
3.8. Analise do comportamento larval

3.9. Analises estatisticas

5.2. Artigo: A exposicao a radiagao UVB induz alteragdes na morfologia externa,
nos eventos celulares e no comportamento das larvas do camarao de agua doce

Macrobrachium olfersii.
Giuliam Katia Striicker?, Evelise Maria Nazari®®
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Resumo

A incidéncia de radiacdo UVB na superficie da Terra tem aumentado, afetando os
organismos aquaticos. Essa radiagdo pode alterar a morfologia corporal, o
comportamento de fototropismo, induzir a formacao de dimeros de timina no DNA e
alterar a dindmica mitocondrial em varias espécies aquaticas. Macrobrachium olfersii,
um camarao de agua doce essencial para o ciclo de energia dos ambientes aquaticos,
habita aguas rasas e claras, o que o expde a radiacdo UVB. O objetivo deste estudo
foi analisar os efeitos da radiacdo UVB na morfologia, no indice do olho, na
transparéncia celular e no comportamento de fototropismo das larvas de M. olfersii.
Além disso, buscamos avaliar a formacao de dimeros de timina (indicativo de danos
ao DNA), niveis das proteinas caspase3 (relacionada a apoptose), PHH3 (associada
a proliferagao celular), TOM20 (marcador da membrana externa mitocondrial), PINK1
(marcador de mitocondrias danificadas), p62 (proteina adaptadora de LC3B) e LC3B
(proteina da membrana de autofagossomos). Avaliamos se os danos induzidos pela
radiacdo UVB nas células embrionarias persistem no desenvolvimento larval (primeiro
conjunto) e analisamos se as células larvais respondem a radiacédo UVB de forma
semelhante as células embrionarias (segundo conjunto). No primeiro conjunto de
experimentos, o comprimento corporal das larvas e o indice do olho aumentaram,
enquanto no segundo conjunto, ambos os parametros diminuiram. Além disso, a
migragao das larvas para campos iluminados e a transparéncia celular diminuiram em
ambos os conjuntos de experimentos. As células das larvas irradiadas com UVB
apresentaram aumento na formagao de dimeros de timina, diminuigdo nos niveis da
proteina PHH3 e aumento nos niveis da proteina caspase3. Os niveis das proteinas
PINK1, p62 e LC3B aumentaram em ambos os conjuntos de experimentos, enquanto
TOM20 aumentou apenas no segundo conjunto. Essas alteragdes celulares e
morfologicas podem afetar o desenvolvimento larval, comprometendo sua capacidade

de evadir predadores e, potencialmente, reduzindo a populagéo.

Palavras-chave: Apoptose; Dano ao DNA,; Fototropismo; indice do olho; Mitocondria;

Mitofagia; Proliferagao celular.
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1. Introdugao

As mudangas na camada de ozbnio causadas por poluentes liberados na
atmosfera aumentaram a incidéncia de niveis de radiagdo ultravioleta B (UVB; 320 —
290 nm) na superficie da Terra [1, 2, 3]. Consequentemente, os niveis elevados de
radiacdo UVB que atingem a superficie afetam n&o apenas animais terrestres, mas
também impactam significativamente organismos aquaticos e as espécies que vivem
e se reproduzem nesses ambientes [4, 5].

A radiagdo UVB tem relevancia biolégica para os seres vivos, desempenhando
um papel na sintese de vitamina D, tanto em vertebrados quanto em invertebrados [6,
7, 8], bem como na orientacdo visual de muitas espécies [9, 10]. Por outro lado,
dependendo da dose a qual os organismos estdo expostos, essa radiagdo pode
induzir danos as células e tecidos [11, 12, 13]. A energia do comprimento de onda da
radiacado UVB tem a capacidade de induzir danos ao DNA através da formacao de
dimeros de timina [14, 15, 16], além de afetar organelas celulares como as
mitocbéndrias [17, 18, 19].

As mitocdndrias sdo essenciais para a manutencdo do metabolismo celular e
tecidual [20]. Sua funcdo e qualidade sao reguladas pela dinamica mitocondrial:
biogénese (fusao e fissao) e mitofagia [21]. Quando danificadas, as mitocondrias
podem ser recicladas através da mitofagia, um mecanismo de controle de qualidade
das organelas, regulado por varios processos complexos [22]. A mitofagia é um
mecanismo essencial nas células e pode ser ativada em resposta a exposigao a
radiacao UVB, como discutido por Zhang et al. [23], a fim de manter a homeostase
mitocondrial.

Macrobrachium olfersii € um camarao de agua doce que habita e se reproduz em
aguas rasas e claras, desempenhando um papel importante na ciclagem de energia
dos ambientes aquaticos [24, 25]. Apds o desenvolvimento embrionario, o embrido
eclode em uma larva livre e natante (zoea) [26], que passa por varios estagios larvais
até atingir a fase adulta [27]. As células embrionarias e larvais dessa espécie séo
transparentes, e seu desenvolvimento ocorre em aguas rasas e claras. Como
resultado, elas sdo expostas aos comprimentos de onda da radiagdo UVB que
penetram essas profundidades. Pesquisas anteriores realizadas com embrides de M.
olfersii mostraram que a radiacdo UVB tem a capacidade de induzir dimeros de timina

na molécula de DNA, desencadear apoptose, diminuir a proliferagdo celular e induzir
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alteragdes na dindmica mitocondrial, como promover a fissdo enquanto reduz a fuséo
[17, 28, 29].

Como embrides, as larvas de espécies aquaticas também sao vulneraveis a
radiacado UVB devido a seus mecanismos protetores pouco desenvolvidos, como a
pigmentacao insuficiente e os niveis mais baixos de compostos que absorvem a
energia da radiagao UV, como os aminoacidos semelhantes a micosporina [30, 31]. A
exposigao a radiacao UVB pode afetar a funcio celular e potencialmente comprometer
o desempenho larval, como demonstrado por Lesser e Barry [32] em equinodermos.
Além disso, larvas de varias espécies de crustaceos, como M. olfersii, demonstram
fototropismo positivo, exibindo uma tendéncia a migrar para areas de maior
intensidade luminosa [33], expondo-se dessa forma a radiacdao UVB. Sua estrutura
corporal transparente e respostas de natacao com a cauda podem facilitar a evasao
de predadores, aumentando sua sobrevivéncia [33, 34]. No entanto, a exposicao a
radiacdo UVB danifica a matriz extracelular nas células dos embrides, causando
opacidade celular [35]. Essa reducdo na transparéncia celular na coluna d'agua os
torna mais visiveis para predadores, comprometendo consequentemente a viabilidade
da populagao.

Nesse contexto, a hipotese proposta neste trabalho € que a exposigao a radiagéao
UVB induz alteragbes morfolégicas, compromete o comportamento de fototropismo,
induz a formacéao de dimeros de timina, desencadeia apoptose, diminui a proliferacao
celular e ativa a mitofagia nas células larvais de M. olfersii. Além disso, este estudo
demonstra as diversas respostas das células de larvas aquaticas a exposi¢cao a
radiacao UVB.

2. Materiais e Métodos

2.1. Coleta dos Animais e Obtencao dos Embri6es e Larvas

Adultos de M. olfersii foram coletados na Lagoa do Peri, localizada na llha de Santa
Catarina, Sul do Brasil (25° 35 S, 48° 35 W). Posteriormente, eles foram
transportados para o laboratorio e alojados em aquarios de 60 L com aeragao
constante, mantidos a uma temperatura de 24 °C (x1), sob um regime de fotoperiodo
de 12 h de claro: 12 h de escuro, utilizando lampadas Philips TLT 40 W/75. Para obter
fémeas ovigeras, os camardes foram dispostos na propor¢édo de 1 macho para 3

fémeas nos aquarios. Amostras de ovos (estagio E7, aproximadamente 10 ovos por
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fémea) e larvas do primeiro dia larval (estagio L1, aproximadamente 10 zoeas por
fémea) foram coletadas para analisar as caracteristicas morfoldgicas externas usando
um estereomicroscopio Olympus SZX16. Essa analise foi realizada com base na
classificagdo embrionaria proposta por Simdes-Costa et al. [26] e na classificagao
larval proposta por Dugger e Dobkin [27]. Os procedimentos de coleta dos camaroes,
adotados neste estudo, foram aprovados pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis (numero 15294-1/IBAMA/2008).

2.2. Desenho Experimental

Dois conjuntos experimentais foram realizados para avaliar se as células larvais
de M. olfersii expostas a radiagdo UVB podem ativar a mitofagia como um mecanismo
de controle de qualidade das organelas. Além disso, foram avaliadas a morfologia
corporal, o indice do olho e o comportamento de fototropismo. No primeiro conjunto
de experimentos, fémeas com embrides no dia embrionario E7 (morfogénese inicial)
foram irradiadas, e suas larvas foram analisadas logo apés a ecloséo, no estagio L1
(E7 — L1, primeiro conjunto). O objetivo principal dessa analise foi determinar se os
danos mitocondriais induzidos durante o desenvolvimento embrionario permanecem
ao longo do desenvolvimento até a eclosdo das larvas, comprometendo assim seu
desempenho. Estudos anteriores demonstraram que a radiacdo UVB pode induzir
danos mitocondriais, comprometendo a dinamica mitocondrial e desencadeando a
mitofagia [17, 36]. Além disso, as células embrionarias de M. olfersii expostas a
radiacao UVB apresentaram aumento de transcritos apds 6 horas de exposicao, e
respostas proteicas relacionadas a proteinas de apoptose e dindmica mitocondrial
apos 12 horas [17, 29, 36].

No segundo conjunto de experimentos, larvas no estagio L1 foram irradiadas e
analisadas 12 horas apds a exposicéo (L1 — L1, segundo conjunto). Este conjunto teve
como objetivo avaliar se as células larvais expostas a radiagdo UVB apresentam
respostas semelhantes ou até superiores as células embrionarias.

Em ambos os conjuntos de experimentos, as larvas foram analisadas para
determinar se a exposigcao a radiagao UVB afeta a morfologia externa, alterando o
comprimento corporal, a transparéncia corporal e o indice do olho, potencialmente
comprometendo o comportamento de fototropismo. Além disso, analisamos a ativacéo

da mitofagia por meio dos niveis das proteinas TOM20, PINK1, p62 e LC3B. O
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procedimento de irradiacdo foi realizado com uma lampada UVB de 6W (Vilber
Lourmat) por 30 minutos (dose de 558 J.cm-2). A irradiancia UVB recebida foi de 310
mW.cm™2, semelhante a irradiancia solar UVB estimada que atinge a Ilha de Santa
Catarina durante a temporada reprodutiva de M. olfersii, de acordo com Nazari et al.
[25]. As medicbes de UVB no laboratério foram realizadas utilizando um
radidmetro/fotdbmetro (modelo IL 1400A, International Light). Ambos os conjuntos

experimentais incluiram larvas n&o irradiadas como controles.

2.3. Anadlises Morfométricas das Larvas

As larvas de ambos os conjuntos foram analisadas usando um microscépio IX83®
Olympus®. As imagens foram capturadas com uma camera digital Olympus DP73® de
17 megapixels e adquiridas utilizando o software CellSens Dimension 1.12®. A andlise
subsequente das imagens foi realizada com o FlJI/ImageJ® (NIH). O comprimento do

cefalotérax e do abdémen foi medido. N = 09 larvas/conjunto/triplicata.

2.4. Analise da Transparéncia Celular das Larvas

A anadlise de transparéncia das células larvais foi realizada utilizando o
FlJlI/ImageJ® (NIH), com unidades arbitrarias de intensidade de pixel [u.a.]. Trés
regides distintas no corpo da larva (carapaga, abdémen e télson) foram selecionadas
para esta analise, permitindo determinar a intensidade média de transparéncia nessas

regides. N = 09 larvas/conjunto/triplicata.

2.5. Analise do Comportamento de Fototropismo das Larvas

As larvas foram avaliadas quanto ao comportamento de fototropismo positivo, de
acordo com o método estabelecido por Galiano [37]. O teste consistiu em analisar a
distribuicdo espacial das larvas em um aquario retangular com capacidade de 500 mL.
O aquario foi dividido em duas partes iguais por uma diviséria mével. Em uma das
partes do aquario, as larvas foram alocadas e aclimatadas por 10 minutos. Apds o
tempo de aclimatacéo, a diviséria mével foi removida e uma fonte de luz foi acoplada,
iluminando apenas metade do aquario durante 10 minutos. Apos esse tempo, a
divisoria movel foi recolocada e o numero de larvas que migraram para o lado

iluminado foi contado. N = 30 larvas/conjunto/triplicata.
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2.6. Analise do indice do Olho

Para as analises do indice do olho, imagens das larvas de ambos os conjuntos
foram capturadas usando uma camera digital Olympus DP73® de 17 megapixels e
adquiridas com o software CellSens Dimension 1.12%. A analise subsequente foi
realizada utilizando o FlJl/ImageJ® (NIH). Medidas dos eixos maior e menor dos olhos
das larvas foram obtidas em cada grupo experimental. O indice ocular (IO) foi entao
calculado utilizando a formula: 10 (um) = (eixo maior + eixo menor) / 2, conforme

estabelecido por Perkins [38]. N = 09 larvas/conjunto/triplicata.

2.7. Imunohistoquimica

As larvas de cada conjunto foram fixadas em Bouin alcodlico por 3 horas,
embebidas em parafina e seccionadas em série a 6 pym. As secbdes foram
desparafinizadas e lavadas com peréxido de hidrogénio a 3 % em metanol, e em
seguida lavadas com solugao salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7,4) a 0,1 M
com 0,3 % de Triton X-100 e 5 % de soro bovino fetal (FBS). Depois, foram incubadas
durante a noite a 4 °C com anticorpos primarios: IgG1 de camundongo anti-dimeros
de timina (1:50, Sigma; para identificar dimeros de timina na molécula de DNA), I1gG
de coelho anti-Caspase3d (1:100, Santa Cruz; para identificar células em apoptose),
IgG de coelho anti-fosfo-histona H3 (1:100, Santa Cruz; para identificar células em
proliferagdo celular), IgG de camundongo anti-TOM20 (1:100, Invitrogen; para
identificar a membrana mitocondrial externa), IgG de coelho anti-PINK1 (1:100,
Invitrogen; para identificar o sinal inicial da cascata de mitofagia), IgG de coelho anti-
SQSTM1/p62 (1:100, Cell Signaling; para identificar proteina adaptadora entre a
mitocdndria e a membrana do autofagossomo), IgG de camundongo anti-LC3B (1:100,
Invitrogen; para identificar a membrana do autofagossomo). As se¢des foram lavadas
com PBS a 0,1 M + 0,1 % Triton X-100 e incubadas com anticorpos secundarios
conjugados com peroxidase a temperatura ambiente (Sigma-Aldrich, anti-lgG de
coelho [A9044]; Sigma-Aldrich, anti-IgG de camundongo [A9169]) diluidos 1:100. Os
locais de ligacdo dos anticorpos foram revelados com 3-3'-Diaminobenzidina (DAB)
(Sigma). Os controles negativos para a reagao imunohistoquimica foram tratados de
maneira semelhante, exceto que os anticorpos primarios foram substituidos por

tampédo PBS 0,1 M (pH 7,4). A quantificagdo das células marcadas foi realizada
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usando o método estereoldgico com Weibel Graticule n® 2 — M42, area de 36,36 mm?

[39], no microscopio Olympus CBS. N = 09 larvas/conjunto/triplicata.

2.8. Analise Estatistica

Diferencas significativas entre as médias dos dois conjuntos foram avaliadas
usando ANOVA de uma via, seguida pelo teste post hoc de Tukey. Um nivel de
significancia de P < 0,05 foi adotado. Os dados foram apresentados como média *
desvio padrdo (DP) e analisados utilizando o software Statistic® versdo 13.0 para

Windows.

3. Resultados
3.1. Efeitos da Radiagao UVB na Morfologia Externa

As larvas provenientes de embrides expostos a radiacdo UVB (E7 — L1)
apresentaram aumento no tamanho do corpo, tanto para o cefalotérax (111,5+ 4,1 e
249,8 £+ 9,5) quanto para o abdémen (223,1 £ 17,1 e 488,7 + 20,3, p < 0,0001), em
comparagao com as larvas nao irradiadas (Figura 1). As larvas irradiadas com UVB
(L1 —L1) mostraram diminui¢ao no cefalotérax (114,5 + 3,9 € 38,6 £ 1,9) e no abdémen
(212,2+ 26,0 81,8+ 7,5, p <0,0001) em comparagao com as nao irradiadas (Figura
1).

As larvas provenientes de embrides expostos a radiagcdo UVB (E7 — L1) néo
apresentaram alteragdes significativas na transparéncia celular. No entanto, as larvas
irradiadas e analisadas 12 horas apds a exposi¢ao (L1 — L1) demonstraram uma
reducao na transparéncia celular em comparagao com as larvas nao irradiadas (252,0
+1,5e231,0+ 3,2, P<0,0001) (Figura 1).

3.2. Efeitos da Radiagao UVB no Comportamento de Fototropismo

As analises de fototropismo das larvas do primeiro conjunto (E7 — L1) revelaram
uma diminuicdo no numero de larvas migrando para o campo iluminado em
comparagao com as larvas nao irradiadas (30 £ 0,5 e 27 £ 0,5, P < 0,05). Da mesma
forma, os dados do segundo conjunto (L1 — L1) indicaram uma redugao no numero de
larvas migrando para o campo iluminado em comparagéo com as ndo irradiadas (29,5
+0,5e24 +1,3, P <0,0001) (Figura 1).
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3.3. Efeitos da Radiacdo UVB no indice do Olho

As analises do indice do olho revelaram que as larvas provenientes de embrides
expostos a radiagdo UVB (E7 — L1) apresentaram aumento no indice do olho em
comparagao com as larvas nao irradiadas (24,1 £ 1,5 e 48,76 + 6,7, P < 0,0001)
(Figura 1). Em contraste, as larvas que foram irradiadas com UVB e analisadas logo
ap6s a eclosdo (L1 — L1) apresentaram uma diminuicdo no indice do olho em
comparagao com as larvas néo irradiadas (23,9 + 1,0 e 7,9 £ 1,0, P < 0,0001)

(Figura1).
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Figura 1: Andlise morfolégica das larvas. (a) vista dorsal de uma larva n&o irradiada (a), vista dorsal
de uma larva irradiada com UVB do primeiro conjunto (b), vista dorsal de uma larva irradiada com UVB
do segundo conjunto (c), vista lateral de uma larva nao irradiada (d), vista lateral de uma larva irradiada
com UVB do primeiro conjunto (e), vista lateral de uma larva irradiada com UVB do segundo conjunto
(f), grafico do comprimento do cefalotérax (g), grafico do comprimento do abdémen (h), grafico da
transparéncia (i), grafico do comportamento de fototropismo (j), grafico do indice do olho (k). Letras
diferentes indicam diferengas significativas (P < 0,005) entre larvas irradiadas com UVB e nao
irradiadas. a.u.: unidades arbitrarias. Os dados s&do apresentados como média + DP. Barra de escala:
50 pm.
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3.4. Efeitos da Radiagao UVB no Dano ao DNA

O numero de células positivas para dimeros de timina por area mostrou aumento
na formacao desse dano ao DNA em larvas de embrides expostos a radiacdo UVB
em comparagado com as nao irradiadas (E7 —L1) (21 £ 1,13 e 13 £ 1,65, p < 0,0001).
A andlise desse dano em larvas recentemente expostas (L1 — L1) mostrou aumento
no numero de células quando comparadas as larvas nao irradiadas (28 £+ 1,32 e 13
1,33, p < 0,0001) (Figura 2).

UVB irradiado

Dimeros de timina

«

= N&o-irradiado
B8 UVB irradiado

n° de células positivas para dimeros de timina

Figura 2: Efeitos da radiacdo UVB na formacdo de dimeros de timina em células de larvas de
Macrobrachium olfersii. Ampliagédo de células positivas para dimeros de timina (seta preta) em olho de
larva néo irradiada (a), olho de larva do primeiro conjunto irradiada com UVB (b), olho de larva do
segundo conjunto irradiada com UVB (c). Ampliagédo de células positivas para dimeros de timina (seta
preta) em apéndices de larva nao irradiada (d), apéndices de larva do primeiro conjunto irradiada com
UVB (e), apéndices de larva do segundo conjunto irradiada com UVB (f). O grafico exibe o nimero de
células positivas para dimeros de timina nas larvas néo irradiadas e irradiadas com UVB dos dois
conjuntos analisados (g). Letras diferentes indicam diferengas significativas (P < 0,05) entre as larvas
irradiadas com UVB e as nao irradiadas. Os dados sido apresentados como média + DP. Barra de
escala: 100 ym.

61



3.5. Efeitos da radiagao UVB na proliferagao celular e apoptose

O numero de células positivas para PHH3 por area mostrou diminuigao dessa
proteina em larvas de embrides expostos a radiacdo UVB em comparagdo com as
ndo irradiadas (E7 — L1) (2 +£ 0,83 e 3 £ 0,72, p < 0,0001). Em larvas recentemente
expostas (L1 — L1), o numero de células positivas mostrou diminuigdo quando
comparado as larvas nao irradiadas (1 + 0,52 e 4 + 0,83, p < 0,0001) (Figura 3). O
numero de células positivas para Caspase3 apresentou aumento em larvas de
embrides expostos a radiagdo UVB em comparagdo com as nao irradiadas (E7 — L1)
(30,66 ¢e2+0,5 p<0,0001). Em larvas recentemente expostas (L1 — L1), os
resultados demonstraram aumento em comparagao com as larvas nao irradiadas (5
0,86 e1+0,52, p<0,0001) (Figura 3). Esses resultados demonstraram que a radiagao

UVB induz apoptose e diminui a proliferagédo celular.
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Figura 3: Efeitos da radiagdo UVB na quantidade total de proteinas PHH3 e Caspase3 em células de
larvas de Macrobrachium olfersii. Ampliagdo de células positivas para PHH3 (seta preta) em olho de
larva néo irradiada (a), olho de larvas irradiadas com UVB do primeiro conjunto (b), olho de larvas
irradiadas com UVB do segundo conjunto (c). Ampliacdo de células positivas para PHH3 (seta preta)
em apéndices de larva nao irradiada (d), apéndices de larvas irradiadas com UVB do primeiro conjunto
(e), apéndices de larvas irradiadas com UVB do segundo conjunto (f). Ampliagéo de células positivas
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para Caspase3 (seta preta) em olho de larva ndo irradiada (g), olho de larvas irradiadas com UVB do
primeiro conjunto (h), olho de larvas irradiadas com UVB do segundo conjunto (i). Ampliagdo de células
positivas para Caspase3 (seta preta) em apéndices de larva nao irradiada (j), apéndices de larvas
irradiadas com UVB do primeiro conjunto (k), apéndices de larvas irradiadas com UVB do segundo
conjunto (I). O grafico exibe o niumero de células positivas para PHH3 de larvas nao irradiadas e
irradiadas com UVB dos dois conjuntos analisados (m). O grafico exibe o numero de células positivas
para Caspase3 de larvas ndo irradiadas e irradiadas com UVB dos dois conjuntos analisados (n).
Controle negativo da reagéo imuno-histoquimica com anti-IlgG de camundongo (0). Controle negativo
da reagdo imuno-histoquimica com anti-lgG de coelho (p). Letras diferentes indicam diferengas
significativas (P < 0,05) entre larvas irradiadas e n&o irradiadas com UVB. Os dados sao apresentados
como media + DP. Barra de escala: 100 ym.

3.6. Efeitos da Radiagcao UVB na Indugao da Mitofagia

O numero de células positivas para TOM20 por area mostrou diminuicdo dessa
proteina, associada a membrana mitocondrial externa, em larvas provenientes de
embrides expostos a radiagdo UVB em comparacéao as nao irradiadas (E7 —L1) (28
1,5e27+£0,9, p<0,01). No entanto, a andlise dessa proteina em larvas recentemente
expostas (L1 — L1) mostrou um aumento no numero de células em comparagao as
larvas néo irradiadas (29 £ 1,5 e 34 + 1,3, p < 0,0001) (Figura 4). A contagem de
células positivas para PINK1 por area exibiu um aumento na expressdo dessa
proteina, envolvida na iniciagdo da mitofagia, em larvas derivadas de embrides
expostos a UVB em comparacao as ndo irradiadas (E7 - L1) (9+1,2e 16,5+ 14, p
< 0,0001). Em larvas recentemente expostas (L1 — L1), o numero de células positivas
para PINK1 também aumentou em comparagao as larvas nao irradiadas (8,5t 1,5¢€
22 £ 2,8, p <0,0001) (Figura 4).
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Figura 4: Efeitos da radiagcdo UVB na quantidade total de proteinas TOM20 e PINK1 nas células das
larvas de Macrobrachium olfersii. Ampliagao de células positivas para TOM20 (seta preta) em um olho
larval ndo irradiado (a), olho de larvas do primeiro conjunto irradiadas por UVB (b), olho de larvas do
segundo conjunto irradiadas por UVB (c). Ampliagao de células positivas para TOM20 (seta preta) em
apéndices larvais ndo irradiados (d), apéndices larvais do primeiro conjunto irradiados por UVB (e),
apéndices larvais do segundo conjunto irradiados por UVB (f). Ampliacdo de células positivas para
PINK1 (seta preta) em um olho larval ndo irradiado (g), olho de larvas do primeiro conjunto irradiadas
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por UVB (h), olho de larvas do segundo conjunto irradiadas por UVB (i). Ampliacdo de células positivas
para PINK1 (seta preta) em apéndices larvais nao irradiados (j), apéndices larvais do primeiro conjunto
irradiados por UVB (k), apéndices larvais do segundo conjunto irradiados por UVB (l). O grafico exibe
o0 numero de células positivas para TOM20 de larvas nao irradiadas e irradiadas por UVB dos dois
conjuntos analisados (m). O grafico exibe o nUmero de células positivas para PINK1 das larvas nao
irradiadas e irradiadas por UVB dos dois conjuntos analisados (n). Desenho esquematico mostrando a
ligacdo de PINK1 a TOM20 na membrana mitocondrial externa (0). Letras diferentes indicam diferengas
significativas (P < 0,05) entre larvas irradiadas por UVB e néo irradiadas. Os dados s&o apresentados
como média + DP. Barra de escala: 100 pym.

A contagem de células positivas para p62 por area exibiu um aumento na
expressao dessa proteina, em larvas derivadas de embrides expostos a radiacdo UVB
em comparagao com as nao irradiadas (E7 — L1) (10,5 2,7 e 19 £ 2,8, p < 0,0001)
(Figura 5). Em larvas recentemente expostas (L1 —L1), o numero de células positivas
para PINK1 também aumentou quando comparado as larvas nao irradiadas (10 + 3,6
e 27 + 1,8, p <0,0001) (Figura 5). O numero de células positivas para LC3B por area
mostrou um aumento dessa proteina em larvas de embrides expostos a radiagao UVB
em comparagao com as néo irradiadas (E7 —L1) (12+ 1,9 e 20,5 £ 2,5, p < 0,0001)
(Figura 5). E a andlise dessa proteina em larvas recentemente expostas (L1 — L1)
também mostrou um aumento no numero de células positivas para LC3B quando

comparadas as nao irradiadas (15 +2,4 e 29 £ 4,6, p < 0,0001) (Figura 5).
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Figura 5: Efeitos da radiagao UVB na quantidade total das proteinas p62 e LC3B nas células das larvas
de Macrobrachium olfersii. Alta magnificacdo de células positivas para p62 (seta preta) em um olho
larval ndo irradiado (a), olho de larvas do primeiro conjunto irradiadas por UVB (b), olho de larvas do
segundo conjunto irradiadas por UVB (c). Alta magnificagdo de células positivas para p62 (seta preta)
em apéndices larvais nao irradiados (d), apéndices larvais do primeiro conjunto irradiados por UVB (e),
apéndices larvais do segundo conjunto irradiados por UVB (f). Alta magnificacdo de células positivas
para LC3B (seta preta) em um olho larval nao irradiado (g), olho de larvas do primeiro conjunto
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irradiadas por UVB (h), olho de larvas do segundo conjunto irradiadas por UVB (i). Alta magnificacéo
de células positivas para LC3B (seta preta) em apéndices larvais ndo irradiados (j), apéndices larvais
do primeiro conjunto irradiados por UVB (k), apéndices larvais do segundo conjunto irradiados por UVB
(). O grafico exibe o numero de células positivas para p62 nas larvas ndo irradiadas e irradiadas por
UVB dos dois conjuntos analisados (m). O grafico exibe o nimero de células positivas para LC3B nas
larvas nao irradiadas e irradiadas por UVB dos dois conjuntos analisados (n). Desenho esquematico
mostrando a ligagcdo de PINK1 ao TOM20 na membrana mitocondrial externa, o reconhecimento de
p62 pelo PINK1 e a adesao entre p62 e LC3B na membrana do autofagossomo (o). Letras diferentes
indicam diferencas significativas (P < 0,05) entre larvas irradiadas por UVB e nao irradiadas. Os dados
s&o apresentados como média + DP. Barra de escala: 100 uym.

4. Discussao

Os comprimentos de onda da radiacdo UVB penetram na superficie da Terra,
representando uma ameacga significativa a integridade celular e aos processos
fisiolégicos de numerosas espécies [40, 41, 42]. Na década de 1990, as pesquisas
comegaram a se concentrar no impacto da radiagao UVB nas células de varias
espécies animais, particularmente em organismos de agua doce [43]. Muitos
crustaceos habitam &aguas claras e rasas, onde as ondas UVB os alcangam,
comprometendo ndo apenas os adultos, mas também embrides e larvas, prejudicando
assim o ciclo de vida dessas espécies [42, 44].

A exposigcdo a radiagdo UVB é reconhecida por induzir anomalias no
desenvolvimento em uma ampla gama de organismos, particularmente em espécies
aquaticas [32, 45]. Varios estudos focando em embrides de M. olfersii destacaram os
efeitos deletérios da exposic¢ao a radiacao UVB, incluindo a indugao de danos ao DNA
através da formacgao de dimeros de timina, a interrupcdo da dindmica mitocondrial
promovendo a fissdo e inibindo a fusdo, a indugdo de apoptose, a diminuigdo da
proliferagdo celular e o comprometimento da matriz extracelular [17, 28, 29, 35].
Notavelmente, alteragcées na dindmica mitocondrial podem desencadear a mitofagia,
um mecanismo crucial para a manutencgao do controle de qualidade mitocondrial [46].

Para avaliar o impacto da radiagdo UVB na morfologia larval, analisamos o
comprimento do corpo (cefalotérax e abdémen), bem como o indice do olho. A
exposicao a radiagdo UVB teve um efeito significativo no comprimento do corpo dos
dois conjuntos analisados. Pahkala et al. [47] realizaram um estudo em larvas de
anfibios derivadas de embrides expostos a radiacdo UVB, destacando a importancia
crucial de explorar a possibilidade dos efeitos remanescentes da radiacao UVB das
fases embrionarias para as larvais. O trabalho deles enfatiza especificamente a
investigacdo desses efeitos na morfologia larval, nas taxas de sobrevivéncia e no
comprimento do corpo. Curiosamente, a analise de Pahkala et al. [47], revelou que,
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entre as larvas derivadas de embrides submetidos a duas diferentes doses de
radiacao UVB, uma das doses levou a um aumento notavel no comprimento do corpo,
demonstrando os efeitos sutis da exposi¢cao a UVB no desenvolvimento de anfibios.
De maneira semelhante, Wang et al. [48] expuseram embrides de crustaceos e
analisaram o crescimento corporal pds-eclosdo, parametros reprodutivos e tamanho
da populagdo. Os dados de Wang et al. [48], demonstraram que a UVB induziu
crescimento corporal em individuos com diferentes doses de UVB em comparagéo ao
grupo controle. Nossos dados demonstram que as larvas cujos embrides foram
expostos mostraram um aumento significativo no comprimento do corpo (primeiro
conjunto), tanto para o cefalotérax quanto para o abdémen, assim como para o indice
do olho. As medi¢des do indice do olho indicaram um aumento, alinhando-se de perto
com as descobertas relatadas por Miller et al. [49] sobre embrides de M. olfersii no
ultimo dia de desenvolvimento. Em nosso estudo, também encontramos que as larvas
que nao foram expostas a radiacao UVB durante o desenvolvimento, mas foram
irradiadas apds a eclosdo e analisadas 12 horas apos a exposicdo (segundo
conjunto), apresentaram uma diminuicdo nas medigdes tanto do comprimento do
corpo quanto do indice ocular, resultado semelhante obtido por Moresino et al. [50].

Numerosas espécies de crustaceos exibem fotoreceptores e um comportamento
de fototropismo, permitindo-lhes discernir habitats apropriados para alimentacéo e
assentamento [51, 52]. Aqui, demonstramos que a radiacdo UVB induziu danos
oculares nas larvas de M. olfersii, 0 que pode comprometer o comportamento de
fototropismo. De acordo com Chiang et al. [53], interrupgdes significativas nos
rabdomeros (as estruturas fotossensiveis nas quais ocorre a fototransdugao)
induzidas pela exposicao a radiacdo UVB ocorreram nas células dos olhos naupliares
das larvas, prejudicando suas respostas fotograficas e o sucesso do assentamento. A
diminui¢cdo observada no indice ocular pode estar relacionada a redugido no numero
de larvas que nao conseguiram migrar em dire¢édo ao campo iluminado.

Além do comprimento do corpo e do indice do olho diminuidos, as larvas do
segundo conjunto apresentaram alteragdes morfolégicas, como aumento na curvatura
do corpo. Resultados semelhantes foram observados em varias espécies de peixes e
ras, onde essa notavel curvatura é referida como lordose [54, 55]. Muitos camardes e
camardes adultos (incluindo espécies de Macrobrachium) produzem pulsos de

natacao fortes usando o telson (resposta de fuga do flip de cauda) em resposta a
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predadores [56]. Esse comportamento muito comum se desenvolve bastante cedo [33]
e pode ser afetado por estressores naturais. As larvas de M. olfersii apresentaram um
aumento consideravel na curvatura do corpo, o que pode estar relacionado a
diminuicdo do comprimento do corpo, comprometendo as respostas larvais. Além da
curvatura do corpo, observamos opacidade celular nas larvas do segundo conjunto,
alinhando-se com as descobertas relatadas por Santos et al. [35] sobre a matriz
extracelular dos embrides de M. olfersii.

Demonstramos que a radiagdo UVB causa danos ao DNA nas células larvais de
M. olfersii, através da formacao de dimeros de timina. Esse dano induzido pela UVB
pode comprometer o ciclo celular, como mostrado por Zeni et al. [28] em células
embrionarias de M. olfersii. O aumento nos danos ao DNA e na caspase 3 indica que
esse dano nao foi reparado e pode ter ativado a apoptose para eliminar as células
com danos no DNA [57, 58, 59]. Em contraste, a diminuigao nas células positivas para
PHH3 sugere que o dano ao DNA prejudicou o ciclo celular, levando a apoptose [58,
60].

Eventos celulares, como proliferagao, diferenciacéo, apoptose e mitofagia, foram
documentados na literatura como processos inerentes ao desenvolvimento
embrionario e larval [61, 62, 63, 64]. Esses eventos desempenham papéis cruciais
durante as etapas de desenvolvimento de varios organismos, assegurando a
formagao e funcionalidade adequadas de tecidos e érgéaos [61, 62, 65, 66]. Embora
esses eventos celulares sejam cruciais para a embriogénese, a exposigao a radiagao
UVB pode comprometer esses processos, levando a um desenvolvimento anémalo.

Nossos resultados sobre o processo de mitofagia também mostraram um aumento
para as trés proteinas analisadas (PINK1, p62 e LC3B) no primeiro conjunto, em que
os embrides foram expostos e as larvas analisadas logo apds a eclosao. Esses dados
mostraram que os danos celulares que levaram a mitofagia permaneceram ativos nas
células embrionarias durante os sete dias embrionarios subsequentes até a eclosao.
Embora a mitofagia seja um evento constitutivo durante o desenvolvimento em varias
espécies, incluindo M. olfersii, ela também pode ser induzida pela exposi¢cao a
radiacao UVB [36, 67]. A superexpressao dessas trés proteinas (PINK1, p62 e LC3B)
esta relacionada ao dano mitocondrial induzido pela radiagao UVB [17], o que pode
levar a reciclagem dessa organela. Esses danos mitocondriais podem ser carregados

através do desenvolvimento e das fases larvais, o que pode explicar por que as larvas
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cujos embrides foram irradiados ainda apresentaram um numero elevado de células
positivas para as trés proteinas analisadas e, como discutido por Bouchard et al. [68],
esses efeitos remanescentes podem influenciar os juvenis e ter consequéncias
importantes para a aptidao.

Também quantificamos as células positivas para TOM20, e os resultados
mostraram uma diminuigdo no primeiro conjunto analisado, 0 que pode estar
relacionado a degradacao mitocondrial através da ativagdo da mitofagia [69]. Nesse
caso, podemos correlacionar esse resultado com os efeitos remanescentes das
células embrionarias para as células larvais. TOM20 diminuiu e PINK1, p62 e LC3B
aumentaram, indicando degradagéo mitocondrial ativa ocorrendo nas células larvais
do primeiro conjunto. No segundo conjunto, as larvas irradiadas e analisadas 12 horas
apods a exposicao a UVB apresentaram um aumento nas células positivas para TOM20
e, de acordo com Bingol et al. [70], a superexpressao de TOM20 promove mitofagia
ao aumentar o pool de substratos disponiveis para ubiquitinacdo. Esses dados s&o os
mesmos obtidos para embrides de M. olfersii por Schramm et al. [29] e Strucker et al.
[36], que mostraram a cronologia da expressédo génica e do conteudo de proteinas
para apoptose e mitofagia. Da mesma forma que TOM20, também quantificamos um
aumento nas células positivas para PINK1, p62 e LC3B no segundo conjunto. O
aumento no numero de células positivas para as quatro proteinas analisadas indica
degradagao mitocondrial ativa nas células larvais [71].

O corpo das larvas € dividido em cefalotérax e abdémen. O cefalotérax possui
apéndices, incluindo um par de antenas e antenulas (receptores para estimulos
ambientais), mandibulas, maxilas, trés maxilipedes (que auxiliam na alimentagéo) e
peredpodes (importantes para a locomogao) [27]. O abdémen, composto por seis
segmentos, nao possui apéndices. Curiosamente, observamos um numero maior de
células positivas para as proteinas analisadas nos apéndices das larvas, o que
poderia comprometer a fungdo dos peredpodes e, consequentemente, prejudicar a
locomogao. Nossos dados proteicos, combinados com as alteragbes morfolégicas
observadas, podem explicar as mudangas no comportamento de fototropismo. Aranda
et al. [72] demonstraram que a exposi¢ao a radiacdo UVB induziu apoptose e
comprometeu o comportamento de fototropismo na fase planctdénica das larvas de

coral.
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Os crustaceos, que abrangem uma variedade diversificada de espécies, desde
camardes até caranguejos, habitam uma variedade de ambientes aquaticos em todo
o mundo. Nesses habitats, estdo expostos a diversos estressores ambientais,
incluindo a radiacdo UVB. Compreender como essa radiacao afeta os crustaceos em
niveis morfolodgico e celular é crucial para compreender suas respostas ecoldgicas e
adaptagdes evolutivas a luz das mudangas ambientais em curso. Juntos, esses
resultados celulares e morfolégicos demonstram que a exposicéo a radiagdo UVB nas
larvas de M. olfersii pode comprometer o tamanho do corpo e do olho, a migragao
larval e a transparéncia do corpo, o que pode afetar o desempenho larval, levando a

suscetibilidade a predadores e comprometendo a populagéao.

5. Conclusao

Nossos resultados demonstram que a radiacdo UVB induziu alteracdes
morfolégicas na estrutura do corpo, no indice do olho e na transparéncia celular nas
larvas de M. olfersii. Como esperado, essa exposi¢cao também comprometeu o
comportamento de fototropismo, induziu a formacéo de dimeros de timina e alterou os
conteudos proteicos de PHH3, caspase3, TOM20, PINK1, p62 e LC3B. Juntos, esses
achados destacam as respostas das células larvais para mitigar os efeitos da
exposicao a radiagdo UVB. Este estudo apresenta os primeiros resultados sobre o
impacto da UVB nas células larvais de M. olfersii, contribuindo para a compreensao

dos diversos efeitos dessa radiacdo em espécies aquaticas.
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6. CONCLUSOES DA TESE

Os dados gerados nesta tese permitiram chegar as seguintes conclusdes sobre o
efeito da radiacédo UVB em embrides e larvas de M. olfersii:

- Os genes TomZ20, Opa1l, Pink1, Prkn, Sqstm1 e Map1/c3b, envolvidos no
processo mitofagico, sao evolutivamente conservados entre espécies de crustaceos.

- O processo mitofagico, regulado pelos genes Tom20, Opa1, Pink1, Prkn, Sqstm1
e Map1Ilc3b, sdo modulados ao longo do desenvolvimento embrionario de M. olfersii
€ superexpressos apos a exposi¢cao a radiagcao UVB.

- Embrides e larvas de M. olfersii expostas a radiacdo UVB ativam o processo
mitofagico por meio da atividade das proteinas TOM20, PINK1, SQSTM1/p62 e LC3B;

- As larvas de M. olfersii expostas a radiagcdo UVB apresentam aumento em
células positivas para dano ao DNA e apoptose, diminuicdo em células proliferativas,
comprometimento do indice do olho, da transparéncia celular e do comportamento de
fototropismo positivo.

Os resultados obtidos ressaltam a importancia de avaliar os efeitos da radiagao
UVB em embrides e larvas de organismos aquaticos, levando em conta suas
alteragdes morfologicas externas, comportamentais e as respostas celulares e
moleculares. E importante destacar que M. olfersii desempenha um papel crucial na
ciclagem de energia dos ambientes aquaticos, e niveis elevados de radiacdo UVB
podem comprometer o desenvolvimento dessa espécie, impactando tanto a

populagdo quanto o meio ambiente.
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