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RESUMO

O hepatopancreas é um 6rgao digestivo presente nos crustaceos, como
0s camardes Macrobrachium olfersi e possui papel fundamental nos
sistemas metabolicos, bem como na resposta imunoldgica e nos
processos de maturacdo gonadal e reproducdo, além de apresentar alta
sensibilidade as mudancas ambientais. Tendo em vista as alteracdes
celulares causadas pela radiacdo e que estudos analisando os efeitos da
radiacdo UV-B no hepatopancreas ainda ndo estdo disponiveis na
literatura, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade da radiagédo
UV-B sobre a organizagdo e dindmica do epitélio dos tabulos do
hepatopancreas de juvenis de M. olfersi. Os juvenis foram expostos a
radiacdo UV-B simulada e a organizacdo e distribuicdo das células
epiteliais do hepatopancreas foram analisadas, assim como a presenca
celular de polissacarideos e lipidios através de analises histoquimicas; o
perfil de proliferacdo e morte nos tlbulos do hepatopancreas por imuno-
histoquimica; a integridade de membranas e organelas celulares, por
analises ultraestruturais. O epitélio do hepatopancreas dos grupos
controle e tratado apresentaram quatro tipos celulares (células E, R, F e
B) e, ainda, um quinto tipo, a célula M. A célula fonte do epitélio, a
célula E, mostrou a capacidade de se dividir nas trés zonas do tdbulo do
hepatopancreas. A radiacdo UV-B induziu & alteracdo do perfil de
proliferacdo das células epiteliais do hepatopancreas e levou ao aumento
da expressdo da caspase-3, desorganizacdo epitelial do hepatopéancreas,
diminuicdo da homogeneidade citoplasmética, aumento da presenca de
vactolos e maior frequéncia e volume das células B. A producdo e
armazenamento de polissacarideos aumentaram, ja as dos lipidios
diminuiram. Ocorreram alteragBes ultraestruturais nas células R e F,
como: condensacdo da heterocromatina préxima ao envelope nuclear,
perda das cristas mitocondriais, diminuicdo dos ribossomos associados
ao reticulo endoplasmaético rugoso, dilatacdo das cisternas do complexo
de Golgi, aumento de componentes autofagicos e, ainda, alteracdo na
estrutura das microvilosidades. Diante dessas observacdes, foi analisada
a expressdo das proteinas Drpl e PCNA, relacionadas com estresse
celular. Os resultados mostraram que a radiagdo UV-B induziu o
aumento da expressdo dessas proteinas, indicando o comprometimento
da dindmica mitocondrial, das funcfes celulares e prejudicando a
viabilidade celular. Os dados obtidos mostraram que o hepatopancreas é
um 6rgdo adequado para estudos sobre os efeitos da radiacdo UV-B e
gue o estresse causado nas organelas das células epiteliais pela
irradiacdo levou & formacdo de componentes autofagicos e a morte



celular, alterando as diversas fungfes celulares do epitélio do
hepatopancreas.
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UV-B 1; toxicidade celular 2; morte celular 3; dano mitocondrial 4;
hepatopancreas 5; ultraestrutura 6; histoquimica 7; Macrobrachium
olfersi 8.



ABSTRACT

The hepatopancreas is a digestive organ present in crustaceans such, as
the prawn Macrobrachium olfersi, and have key role in various
metabolic systems, as well as in the immune response and gonadal
maturation and reproductive processes, showing high sensitivity to
environmental changes. Considering the major changes to radiation in
cells and that no studies available in the literature has verified the effects
of UV-B radiation in the hepatopancreas, the objective of this work was
to evaluate the toxicity of UV-B radiation on the organization and
dynamics of the hepatopancreas tubules epithelium of juvenile M.
olfersi. The juveniles were exposed to simulated UV-B irradiation and
the organization and distribution of the epithelial cells were analyzed, as
well as cellular presence of polysaccharides and lipids by histochemical
analysis; regions of proliferation and death in the tubules of the
hepatopancreas by immuno-histochemistry; integrity of membranes and
organelles by ultrastructural analysis. The four cell types (E, R, F, and
B-cell) as well as a fifth cell type, the M cell, were identified in the
hepatopancreas' epithelium of control and treated groups. It was also
observed that the cell source of the epithelium, the E cell, can divide
itself into the three zones of the hepatopancreas tubule. UV-B radiation
induced change in the profile of the epithelial cells proliferation of
hepatopancreas and induced increased caspase-3 expression; epithelial
disorganization of hepatopancreas; cells showed a decrease in
cytoplasmic homogeneity, increased presence of vacuoles and increased
frequency and volume of B cells. The production and storage of
polysaccharides increased while the lipids decreased. Ultrastructural
changes occurred in R and F cells, such as: heterochromatin
condensation near to the nuclear envelope, loss of mitochondrial crests,
and reduction of ribosomes associated with the rough endoplasmic
reticulum, dilation of the Golgi cisterns, increased autophagic
components and, furthermore change in the structure of the microvilli.
In face of these observations, was analyzed the expression of Drpl and
PCNA, proteins related to cell stress. Results showed that UV-B
radiation induced the increased expression of these proteins, indicating
impairment of mitochondrial dynamics, cell functions and impairing cell
viability. Data obtained in this study showed that the hepatopancreas is a
suitable organ for studies on the effects of UV-B radiation and that the
stress caused in the organelles of epithelial cells by irradiation led to the
formation of autophagic components and cell death, impairing various
cellular functions in the hepatopancreas epithelium.
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1 INTRODUCAO
1.1 RADIACAO ULTRAVIOLETA

A radiacdo ultravioleta (UV) corresponde a 7% do espectro solar
que atinge a superficie terrestre. Esta radiacdo é fotobiologicamente
ativa, ou seja, possui energia suficiente para penetrar nas células e
induzir reacBes quimicas. A radiacdo UV est classificada em trés faixas
de comprimento de onda: radiagcdo UV-A (400 — 320 nm), UV-B (320 —
290 nm) e UV-C (290 — 200 nm) (Diffey, 2002; Maverakis et al. 2010).

A radiacdo UV-A atinge a superficie terrestre em maior
abundéncia, chegando a 95%, porém € a menos energética; a radiacdo
UV-B atinge de 5% a 10%; ja a radiacdo UV-C, a mais energética,
chega a quantidades insignificantes na superficie terrestre (D'Orazio et
al. 2013). A camada de oz6nio, presente na estratosfera, é a regido aonde
os niveis de radiacdo UV que chegam aos ambientes terrestres sdo
controlados, através de reacdes fotoquimicas pelas quais a radiacdo UV
dissocia as moléculas de oxigénio em dois atomos livres de oxigénio. A
radiacdo UV-A ndo participa dessa reacdo fotoquimica devido a sua
baixa energia; a radiacdo UV-B participa apenas em parte dessa reacéo;
e a energia da radiagdo UV-C € praticamente toda atenuada na camada
de ozénio (Kirchhoff et al. 2000).

A radiacdo UV-B é a mais efetiva em relacdo aos efeitos que
podem ser induzidos nos organismos, pois sua energia pode penetrar nas
células. Estudos mostraram que a radiacdo UV-B é capaz de causar
danos diretamente as moléculas celulares, como DNA, proteinas e
lipidios (Lesser, 2010; Zubrzycki et al. 2012).

Os niveis da radiagdo UV-B tém aumentado na superficie
terrestre devido as atividades industriais e agricolas e esta alteracdo
ambiental pode ter influéncia significativa nos organismos e
ecossistemas (Molina e Rowland, 1974; Shanklin, 2010; Hader et al.
2011). As emissdes de halogenados volateis, como hidrofluorocarbonos
(HFCs), clorofluorocarbonos (CFCs), entre outros provenientes dessas
atividades, colaboram para uma atmosfera rica em compostos quimicos
altamente reativos. Na estratosfera, esses compostos sdo dissociados
pelas radiagdes UV-C e UV-B liberando a molécula de cloro que se liga
as moléculas de oxigénio, impedindo a formag&o do 0zbnio e permitindo
gue niveis maiores de radiacdo UV-B atinjam os ambientes terrestres
(Karsten, 2008; McKenzie et al. 2011).

A incidéncia da radiagdo UV-B na superficie terrestre entre os
anos de 1980 e 2000 aumentou de 6% a 14% (World Meteorological
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Organization; United Nations Environment Programme, 2002), apesar
dos esforcos globais, os quais seguem protocolos que determinam a
diminuicdo da emissdo desses gases (United Nations Environment
Programme, 2000). Em 2011 foi registrada a maior taxa de degradagéo
de ozdnio sobre a Antartica (Manney et al. 2011) e dados recentes
mostram que os niveis de HFCs na atmosfera continuam aumentando
(World Meteorological Organization, 2014). Esse conjunto de
informacGes contribuiu para o desenvolvimento de estudos voltados para
a compreensdo dos efeitos da radiacio UV-B nos organismos
(Maverakis et al. 2010; Llabrés et al. 2012; Olson e Barbieri, 2014).

Nos ambientes aquaticos, o nivel de penetracdo da radiacdo UV-
B esta relacionado com a quantidade de substancias em suspensdo na
agua, como particulas de matéria inorganica, carbono organico e
substancias humicas, as quais contribuem para a atenuacdo dos efeitos
da radiacBdo UV-B. Essas substdncias podem ser degradadas em
subunidades pela acdo da radiacdo UV-B, sendo entdo consumido pelo
bacterioplancton, o que contribui diretamente para a transparéncia da
agua e indiretamente, para 0 aumento dos efeitos da radiagdo UV-B nos
organismos (Kuwahara et al. 2000; Hader et al. 2003).

A maior incidéncia da radiacdo UV-B nos ambientes aquaticos
levou ao aumento da taxa de mortalidade dos animais como peixes e
crustaceos em ambiente natural (Llabrés et al. 2012). Em especial, nos
crustaceos ocorreram:; diminuicdo da taxa de eclosdo em Calanus
finmarchicus (Rodriguez et al. 2000) e Acartia omorii (Lacuna e Uye,
2001); reducdo da motilidade das larvas em Cyrtograpsus altimanus
(Moresino et al. 2011); alteracBes morfologicas externas e estresse
oxidativo em embribes de Macrobrachium olfersi (Nazari et al. 2010);
dano ao DNA em Cyclops abyssorum tatricus (Tartarotti et al. 2014);
alteracdes em proteinas relacionadas com o metabolismo em Tigriopus
japonicus (Zubrzycki et al. 2012); alteragdes no perfil mitocondrial nas
células embrionédrias de M. olfersi (Quadros, 2015); e, alteragBes em
proteinas envolvidas na proliferacdo celular, como a PHH3 (proteina
histona H3 fosforilada) e no ciclo celular, como PCNA (do inglés,
proliferating cell nuclear antigen) em embrides de M. olfersi (Zeni et al.
2015). A histona H3 é fosforilada especificamente durante a mitose e
meiose, em diferentes fases da divisdo celular e em diferentes
organismos, sendo utilizada como marcador mitético (Wei et al. 1999;
Hans e Dimitrov, 2001). A proteina PCNA apresenta funcbes e
sequéncia genética altamente conservativa e atua em importantes vias no
metabolismo dos &cidos nucleicos, atuando em diversos processos como
replicacdo e reparo do DNA e regulacéo do ciclo celular (Kelman, 1997;
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Li et al. 2010). Essa proteina também é encontrada, além de no nicleo,
na mitocondria, no citoplasma e no citoesqueleto e desempenha funcgdes
celulares no compartimento citoplasmatico (Li et al. 2010).

Os efeitos da radiacdo UV-B também foram verificados por dano
ao DNA em Colossoma macropomum e Arapaima gigas (Peixe) (Groff
et al. 2010); alteracdes de proteinas em Strongylocentrotus purpuratus
(Equinoderma) (Campanale et al. 2011; Adams et al. 2012); e, formagéo
de radicais livres e up-regulation ou down-regulation de genes em
Brachionus sp. (Rotifera) (Kim et al. 2011).

Macrobrachium olfersi é utilizado como modelo experimental em
estudos  desenvolvidos no  Laboratério de Reproducdo e
Desenvolvimento Animal (LRDA)/BEG/CCB/UFSC. Estes animais sdo
encontrados na Lagoa do Peri, um importante habitat para diferentes
espécies aquéticas e a maior Unidade de Conservacédo de Florianopolis -
SC (Centro de Estudos Cultura e Cidadania, 1996). Este local apresenta
aguas claras, fundo arenoso, pouca vegetacao aquatica, o que confere ao
ambiente muita luminosidade, ou seja, facil penetracdo da radiacdo UV-
B. Medidas da luz solar natural realizadas em dias ensolarados de verdo
na llha de Santa Catarina constataram que a irradiagdo varia entre 2,2 a
3,5 W.m 2, baseados no indice UV-B diério que varia de 9 a 14 durante
a estacdo de verdo (Schmidt et al. 2012).

Estudos sobre as caracteristicas da biologia reprodutiva (Mller et
al. 1996; Ammar et al. 2001; Nazari et al. 2003) e do desenvolvimento
(Maller et al. 2003; 2004; Simdes-Costa et al. 2005) de M. olfersi foram
publicados pelo grupo do LRDA, além de estudos sobre a organizacéo
do sistema nervoso (Ammar et al. 2008; 2013) e os impactos da radiacdo
UV-B em embrides aquaticos (Nazari et al. 2013). Em estudos recentes,
foram avaliados os efeitos das radiagdes UV-A e UV-B em embrides de
M. olfersi, sendo observadas alteraces nos mecanismos de proliferacédo
celular, ciclo celular, morte celular (Cardoso, 2011; Quadros, 2015;
Schramm, 2015) e danos ao DNA (Zeni et al. 2015).

Macrobrachium olfersi é uma espécie de camardo que apresenta
ampla distribuicdo geografica, ocorrendo desde a costa da Florida nos
Estados Unidos até o extremo sul da América do Sul (Holthuis, 1980).
Esta espécie é endémica da llha de Santa Catarina, encontrada nas
margens de lagoas, rios e canais (Muller e Prazeres, 1992) onde se
abrigam entre as rochas e/ou vegetacdo submersa (Montoya, 2003).
Estes camardes apresentam porte médio, onde os machos exibem
comprimento médio de 49,65 mm e o peso médio de 3,79 g, ja as
fémeas apresentam comprimento médio de 38,75 mm e peso médio de
1,61 g (Ammar et al. 2001). As fémeas de M. olfersi atingem a
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maturidade sexual com 21,2 mm de comprimento total e em média
carregam 1440 ovos na cdmara incubadora (Mdiller et al. 1996; Ammar
et al. 2001).

O desenvolvimento de M. olfersi ocorre em tempo médio de 14
dias (24°C) e nos ovos ricos em vitelo, ocorre a clivagem parcial, onde
apenas parte do ovo originara o embrido (Miller et al. 2003). Nesse
modelo de clivagem, o processo de gastrulacdo tem inicio com a
internalizacdo das células através da area blastoporal, constituindo a
massa mesentodérmica que, posteriormente, se diferenciara em
mesoderma e endoderma, ja as células que permanecem na superficie
constituem o ectoderma e a partir desses trés folhetos, originaré todas as
estruturas do embrido.

1.2 CARACTERISTICAS DO HEPATOPANCREAS

A organizacdo do intestino médio e do hepatopancreas segue um
padrdo semelhante nos crustaceos que apresentam ovos rico em vitelo,
como descrito por Lang (1973) no caranguejo Maja squinato (Figura 1).
O ectoderma contribuira para a formacdo do intestino anterior e
posterior, ja o endoderma é constituido pelos vitel6fagos e pela placa
endodérmica, sendo que essa Ultima originara o intestino médio e a
glandula digestiva, chamada de hepatopancreas (Miiller, 1984).

Figura 1: Esquema do desenvolvimento do tubo digestivo do Decapoda Maja
squinado. Embrido em seccdo sagital, mostrando o intestino anterior (1A) e
posterior (IP) e o intestino médio (IM) em (A-C). Massa de vitelo (mv) e o
hepatopancreas (H). ol = olho; pc = papila caudal. (Fonte: Adaptado de Lang,
1973).

O hepatopancreas apresenta epitélio cilindrico
pseudoestratificado com microvilosidades, células secretoras e
absortivas (Franceschini-Vicentini et al. 2009), caracteristicas estas
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relacionadas a origem endodérmica dessas células. Durante o
desenvolvimento larval e pds-larval, o intestino anterior passa por
mudanc¢as morfolégicas buscando se adaptar aos diferentes tipos de
alimentos (Queiroz et al. 2011).

O hepatopéncreas esté localizado no cefalotérax, ventral & gbnada
e anterodorsal ao estdmago (Cuartas et al. 2002) (Figura 2 A). Ele esta
organizado em uma rede de ductos e tdbulos em fundo cego (Figura 2
B). Na regido entre os tubulos se observa a presenca do tecido
conjuntivo frouxo, hemacitos, vasos e células miofibrilares assentadas
na membrana basal (Franceschini-Vicentini et al. 2009). Cada tdbulo do
hepatopéncreas pode ser subdividido em zona distal, medial e proximal
em relagdo ao tubulo central do 6rgdo (Figura 2 C). O epitélio tubular
dos crustaceos é originado do endoderma e é composto por quatro
diferentes tipos celulares: célula embrionéria (E), célula reabsortiva (R),
célula fibrilar (F), célula secretora (B, do inglés Blister). Em algumas
espécies, um quinto tipo celular esta presente, a célula basal (M, do
inglés Midget) (Al-Mohanna e Nott, 1987a; Ramadevi et al. 1990;
Nunes et al. 2014).

Estudos se basearam nas caracteristicas morfoldgicas como
formato da célula, posicdo do nlcleo, presenca de vaclolos e pela
disposicdo das células nas diferentes zonas dos tdbulos do
hepatopancreas para descreverem as células epiteliais. As células
apresentam um dinamismo no tabulo do hepatopancreas, amadurecendo
a medida que migram na direcdo da zona proximal. As células E s&o
localizadas na zona distal, em direcdo a zona medial encontram-se as
células F, R e M, as quais também estdo localizadas na zona proximal. A
partir do final da zona medial e, principalmente, na zona proximal, s&o
localizadas as células B (Al-Mohanna e Nott, 1987b; 1989).
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Figura 2: Esquema de decépode, localizando o hepatopancreas e detalhe de um
tibulo em visdo longitudinal. Em (A), hepatopancreas (H) de camarao
localizado na regifo do intestino médio (IM), entre o intestino anterior (1A) e
posterior (IP). Em (B), detalhe do tubo digestorio de Ucides cordatus, dividido
em esofago (EF), camara estomacal (CE), camara pilérica (CP) e intestino
posterior (I). Essa representagdo mostra apenas uma parte da glandula digestiva
e localiza a regido distal e proximal. O quadro vermelho destaca parte de um
tabulo visto em maior aumento em (C). Localizacdo das zonas distal, medial e
proximal do tdbulo e das células B (B), célula M (M), célula F (F), célula R (R)
e células E (E) de Penaeus semisulcatus. (Fonte: Adaptado de Coutteau e
Goossens, 2013 (A); Corréa et al. 2002 (B); Al-Mohanna e Nott, 1989 (C)).

O hepatopancreas € um importante 6rgdo para 0 metabolismo dos
crustaceos, pois atuam na regulacdo do metabolismo de aminodcidos,
carboidratos, lipidios, glicogénio e vitaminas. Sua principal funcio esta
relacionada com a digestdo, sintetizando e secretando enzimas
digestivas e absorvendo e reservando nutrientes (Weel, 1973; Ceccaldi,
1989). As reservas nutritivas armazenadas no hepatopancreas séo
mobilizadas para a demanda de diferentes funcgdes fisiologicas, como o
crescimento, locomogdo, regulacdo osmoética, reproducdo, excregdo,
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defesa imunoldgica e resposta a mudancgas ambientais (Loizzi, 1971; Al-
Mohanna e Nott, 1989; Bhavan e Geraldine, 2001; Castiglioni et al.
2006; Li et al. 2013).

Os tipos celulares que constituem o epitélio tubular deste 6rgéo
sdo fundamentais para essa diversidade de fun¢6es que o hepatopancreas
desempenha. No processo digestivo, as células F sintetizam granulos de
zimogénio e os secretam no lumen do t(bulo para que sejam
transportados ao estbmago e ocorra a digestdo extracelular.
Posteriormente, estas células absorvem o material para a digestdo
intracelular e diferenciam-se em célula B (Al-Mohanna et al. 1985g;
Zilli et al. 2003). Algumas células apresentam um vactolo apical com
enzimas hidroliticas, o qual também é secretado no lumen (Loizzi e
Peterson, 1971). Porém, o material solGvel é absorvido e digerido
principalmente pela célula B. Os nutrientes sdo ingeridos por
endocitose, formando um grande vacuolo digestivo, o qual € eliminado
por secrecdo holécrina na fase final da digestdo intracelular e
assimilacdo (Al-Mohanna e Nott, 1987b; Franceschini-Vicentini et al.
2009).

As células R absorvem nutrientes do IUmen e pequenas particulas
da hemolinfa, apresentando vacuolos apicais contendo particulas e
vesiculas junto com carbonato de céalcio e lipidios. As reservas nutritivas
sdo hidrolisadas nos vacuolos e transportadas pelo reticulo
endoplasmatico rugoso para a hemolinfa. As células R entram em
senescéncia quando estdo adjacentes as células B, as quais também estdo
sendo extrudadas do epitélio (Al-Mohanna e Nott, 1987b). As células E
sdo responsaveis pela renovacdo do epitélio, podendo se diferenciar nas
células R ou F, sendo que essa Ultima se diferencia posteriormente na
célula B (Al-Mohanna et al. 1985a; Zilli et al. 2003). No final do ciclo
digestivo, as células E dividem-se por mitose, repondo as células R e B
degeneradas (Al-Mohanna et al. 1985a). As células M sintetizam e
reservam material proteico, como glicoproteinas e também glicogénio,
porém em menor quantidade. As proteinas obtidas da hemolinfa séo
estocadas em um denso vacuolo, sendo utilizadas antes e apds a muda,
assim como na manutencdo celular (Al-Mohanna et al. 1987a; 1989;
Ramadevi et al. 1990; Franceschini-Vicentini et al. 2009).

Estdo presentes nas células epiteliais do hepatopancreas
diferentes tipos de enzimas digestivas. Os vacuolos das células F e B
contém amilases, proteases, lipases e esterases. J& as células R contém
lipases e esterases no citoplasma (Loizzi e Peterson, 1971; Lopez-Lopez
et al. 2003; Nolasco et al. 2006).
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As células que compdem os tubulos do hepatopancreas também
secretam e/ou absorvem polissacarideos através da borda microvilar
(Loizzi, 1971; Nunes et al. 2014). A ocorréncia de mucossubstancias é
uma caracteristica comum das células epiteliais digestivas (Diaz et al.
2008). Os polissacarideos neutros estdo presentes na membrana basal,
no citoplasma das células R, B e nos vacuolos das células F e B (Loizzi,
1971; Nunes et al. 2014). Ja os polissacarideos &cidos estdo presentes
principalmente nos vacuolos das células R (Nunes et al. 2014).

As reservas nutritivas do hepatopancreas, como calcio, lipidios,
carboidratos e proteinas sdo metabolizadas para o crescimento e
desenvolvimento dos decapodes (Adiyodi e Adiyodi, 1970; Sun et al.
2014). No ciclo de muda, ocorre a mobilizacdo das reservas e absorgéo e
liberacdo de célcio para a formacgdo de uma nova carapaca e crescimento
dos tecidos (Adiyodi e Adiyodi, 1970; Marcolin et al. 2008). Na
maturacdo gonadal, os nutrientes do hepatopancreas séo utilizados para
0 desenvolvimento das gonadas (Castiglioni et al. 2006; Nunes et al.
2014).

Os agUcares sdo importantes para a vitelogénese no ovario e 0s
lipidios sdo fundamentais durante a embriogénese, sendo a lipoproteina
0 principal componente proteico na maturacdo dos ovarios e dos ovos
(Adiyodi e Adiyodi, 1970; Yamaguchi, 2001). Estdo presentes ainda no
hepatopancreas hormdnios esteroides, os quais influenciam a maturacdo
das gbnadas de fémeas e machos de decapodes (Subramoniam, 2000;
Montoya, 2010). Esses horménios desencadeiam agdes fisiologicas
como: inibicdo ou estimulo da maturacdo da gbnada; estimulo do
crescimento; estimulo da muda; caracterizacdo sexual masculina,
espermatogénese nos testiculos, caracterizagcdo sexual secundaria
masculina; promocdo da vitelogénese; desenvolvimento dos ovos
(Nagaraju, 2011; Warrier et al. 2001).

O hepatopancreas também é importante na defesa imunoldgica,
sendo o local de producdo dos fatores de resposta imune (Gross et al.
2001; Deng et al. 2005). Além disso, contém células altamente
especializadas e fagécitos localizados nas superficies externas das
arteriolas, as quais séo capazes de remover patdgenos. A estrutura do
hepatopancreas permite a liberacéo e a distribuicdo rapida de moléculas
imunoldgicas (Johansson et al. 2000; Jiravanichpaisal et al. 2006). As
células epiteliais do hepatopancreas sdo a maior fonte de moléculas
imunoldgicas, como lectinas, hemocianina, ferritina, proteinas
antibacteriana e antiviral, enzimas proteoliticas e dxido nitrico (Roux et
al. 2002; Alday-Sanz et al. 2002; Ji et al. 2009; Li et al. 2013; Roszer,
2014).
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No hepatopancreas ocorre ainda a biotransformacdo e
acumulacdo de metais pesados e xenobidticos toxicos (Bhavan e
Geraldine, 2001; Mohd-Shamsudin et al. 2013) e este 6rgdo também é
considerado o maior centro metabodlico responsavel pela producdo de
espécies reativas de oxigénio (Arun et al. 1999; Li et al. 2008).

Nas células epiteliais, os ions metalicos podem: se associar com
metalotioneina ou glutationa; ser transportados até a mitocondria; ser
acumulados nos lisossomos; ser transferidos para o reticulo
endoplasmatico; ser mobilizados através da membrana celular
basolateral para a hemolinfa (Viarengo et al. 1989; Mazzei et al. 2014).
Gréanulos contendo metais pesados sdo encontrados nas células epiteliais
do hepatopancreas em vesiculas ligadas a membrana ou em vacuolos
(Viarengo et al. 1989). Subsequentemente, através de exocitose celular o
conteldo vacuolar pode ser extrudado da célula, seguido pelo
mecanismo excretorio que deposita o metal no ambiente (Ahearn,
Mandal e Mandal, 2004).

As células F e R que atuam nos processos de desintoxicacdo de
xenobidticos e acimulo de materiais inorganicos, como metais pesados
e outros compostos lipofilicos. No citoplasma celular ocorre a
acumulacdo do material na forma sollvel e, em seguida, ocorre excrecao
(Anderson et al. 1997; Bhavan e Geraldine, 2001).

O hepatopéancreas tem sido alvo de estudos de toxicidade por ser
capaz de responder rapidamente as mudancas ambientais e fisiol6gicas
(Arun e Subramaniam, 1998; Diaz et al. 2010). Dentre essas respostas
ao estresse ambiental, foram observadas em crustaceos, alteragbes na
atividade das enzimas antioxidantes em M. malcolmsonii
(Manosathiyadevan et al. 2013); alteracGes celulares, como mudanca na
organizagdo do epitélio celular, formacdo de vacuolos celulares e
alteracdes no complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e
mitocondrias em Metapenaeus dobsoni (Sreeram e Menon, 2005).

Alteraces relacionadas com morte celular foram encontradas em
Sinopotamon yangtsekiense expostos ao cadmio, como condensacgdo da
cromatina préximo da membrana nuclear; ruptura da membrana
mitocondrial; maior expressdo da proteina caspase-3; e apoptose pela
via mitocondrial (Liu et al. 2011). Alteragdo da mitocondria, como a
fissdo mitocondrial normalmente esta relacionada funcBes pro-
apoptdtica (Karbowski et al. 2003; Chan, 2006b) e a proteina Drpl (do
inglés, Dynamin-Related Protein 1) sdo componentes fundamentais para
esse processo (Chang et al. 2010). As proteinas Drpl sdo pequenos
oligdbmeros encontrados na mitocdndria e no citosol (Smirnova et al.
2001) e regulam a fissdo mitocondrial por mudanca conformacional
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dependente de trifosfato de guanosina (GTP) (Chang et al. 2010). Ja a
caspase-3 € uma proteina com funcdo efetora da via apoptdtica
(Mcllwain, Berger e Mak, 2013).

A presenca de corpos residuais eletrodensos e alteracfes de
membranas celulares, conhecidas como figuras mielinicas, foram
observadas apds exposicdo a poluentes aquaticos nas células epiteliais
do hepatopancreas de Macrobrachium borellii, Palaemonetes
argentinus (Collins, 2010) e M. malcolmsonii (Yamuna et al. 2009); e o
aumento do numero de autolisossomos ocorreu no hepatopancreas de
Sinopotamon henanense expostos ao cadmio (Liu et al. 2013; Liu, Yang
e Wang, 2013). Os corpos residuais eletrodensos, figuras mielinicas e
autolisossomos sdo componentes autofagicos que levam a autofagia
(Chatterjee et al. 2014; Ryter, Mizumura e Choi, 2014). Autolisossomos
sdo lisossomos secundarios que atuam na digestdo de materiais
endoégenos e que apresentam em seu vaclolo organelas celulares
(Ghadially, 1988; Eskelinen, 2008). As figuras mielinicas sé&o
membranas com aparéncia espiral ou empilhada que podem ser
encontradas dentro de corpos mielindides, ou seja, envoltas por
membrana. Esses corpos mielindides sdo encontrados no citoplasma ou
dentro dos autolisossomos (Ghadially, 1988) e estdo envolvidas com a
degeneracdo de organelas e membranas celulares devido a alteracdo
lipidica causada por agente nocivo (Jao et al. 1983; Abraham, Hendy e
Grasso, 1968). Os corpos residuais eletrodensos sdo materiais que néo
foram bem digeridos nos autolisossomos tardios (Ghadially, 1988). Eles
estdo relacionados com o envelhecimento celular, doengas ou
inflamag®es nocivas, incluindo a quebra de mitocdndrias, glicogénio e
lipidios (Travis & Travis, 1972; Ryter, Mizumura e Choi, 2014). Eles
podem ser encontrados dentro de vacuolos dos corpos multivesiculados,
0S quais sdo vaclolos que podem conter também proteinas de
membranas endocitadas que serdo degradadas e substancia celular
exdgena, em uma matriz densa ou clara (Ghadially, 1988; Alberts et al.
2008). Autofagia ocorre para manter a homeostase celular e reciclagem
de nutrientes e para prover as necessidades metabdlicas para a sintese de
ATP (Huang e Klionsky, 2007; Chatterjee et al. 2014). A autofagia é
estimulada por estresses fisioldgicos, estresse oxidativo, hipdxia,
estresse do reticulo endoplasmatico e sinais do sistema imunolégico
inato (Mizushima et al. 2008; Mizushima, 2010; Ryter e Choi, 2013).

Como foi mostrado, os estudos analisaram as respostas celulares
do hepatopancreas exposto aos agentes de estresse ambiental, como
poluentes urbanos (Collins, 2010) e metais pesados (Liu et al. 2013),
porém os efeitos que a radiacdo UV-B pode induzir no hepatopancreas
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ndo foram avaliados. Zubrzycki e colaboradores (2012), em estudo
sobre as alteracGes proteicas ocorridas em crustaceos expostos a
radiacdo UV-B, sugerem o hepatopancreas como um importante 6rgdo a
ser avaliado nessas condigdes.

1.3 JUSTIFICATIVA

A sensibilidade do hepatopancreas em responder as mudancas
ambientais (Bhavan e Geraldine, 2001; Collins, 2010), e o seu papel
fundamental em diversos sistemas metabdlicos (Sousa et al. 2005),
motivaram a proposicdo deste estudo sobre os efeitos da radicdo UV-B
no hepatopancreas do camarao juvenil M. olfersi.

Os individuos juvenis de camardo apresentam caracteristicas que
facilitam a identificacdo das alteragdes induzidas pelo agente estressor.
Eles possuem carapaga transparente, a gbnada em estagio imaturo e o
hepatopancreas, além de ser um modelo adequado para testes
toxicoldgicos, apresenta uma organizacdo com diferentes tipos celulares,
permitindo realizar anélises em diferentes funcdes celulares. Essas
condicdes fazem com que o hepatopancreas do juvenil seja um alvo da
radiacdo UV-B e um bom modelo para estudos sobre os efeitos da
radiacdo, pois mesmo sendo um 6rgdo envolvido em diferentes fungdes
metabolicas, nessa fase ele ndo esta sendo influenciado pelos processos
de reprodugéo.

Macrobrachium olfersi € uma potencial espécie monitora para
sistemas aquéticos, apresentando populacdo abundante; participando
ativamente na cadeia alimentar; por ter ampla distribuicdo geogréfica;
apresentar alta fecundidade e desenvolvimento rapido; possuir tecidos
capazes de bioacumular xenobi6ticos; habitar dguas rasas onde estdo
susceptiveis aos efeitos nocivos da radiacdo UV.

O presente trabalho foi desenvolvido com base na hipétese de que
a acdo da radiacdo UV-B é capaz de atingir as células epiteliais do
hepatopéancreas, levando a um estresse celular, o qual induz a alteragdes
na estrutura e nas funcdes das células, levando a inviabilidade celular.
Como consequéncia, sdo comprometidos a producao e o armazenamento
de polissacarideos e lipidios, bem como as diversas fungbes do
hepatopéancreas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade da radiacdo ultravioleta B sobre a
organizagdo e dindmica do epitélio dos tlbulos do hepatopancreas de
juvenis de M. olfersi.

2.1.1 Objetivos Especificos

1) Descrever a organizacdo e distribuicdo dos diferentes tipos
celulares do epitélio tubular do hepatopéancreas;

2) Caracterizar o efeito da UV-B sobre polissacarideos e lipidios
presentes no epitélio tubular do hepatopéancreas;

3) Identificar as regiGes de proliferacdo e morte celular no
epitélio tubular do hepatopancreas e o efeito da radiacdo UV-B sobre
esses mecanismos;

4) Verificar o efeito da UV-B sobre proteinas ativadas pelo
estresse celular no epitélio do hepatopancreas;

5) Identificar o efeito da radiacdo UV-B sobre a integridade de
membranas e organelas celulares.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Juvenis de Macrobrachium olfersi foram coletados nos meses de
temperatura mais elevadas no periodo de 2013 a 2015, nas margens da
Lagoa do Peri/SC, transportados em aquarios portateis ao LRDA e
mantidos em aquario de 60 litros com &agua declorada, cascalhos e
abrigos. A aclimatagdo dos juvenis foi realizada com aeracdo constante
da agua, temperatura de 24°C (x 1), alimentacdo diaria com racédo
comercial (Alcon Bottom Fish®) e condi¢Bes naturais de fotoperiodo
por 14 dias. Os juvenis foram caracterizados pelo comprimento total
inferior a 21 mm (Ammar et al. 2001). O LRDA possui a autorizagéo do
IBAMA licenca n° 15294/1 para a realizagio das coletas para a captura
de M. olfersi e os procedimentos realizados foram aprovados no
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética (BEG),
Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB), Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) vinculados ao projeto de pesquisa protocolado sob o
nimero 2010.0029.

3.2 TRATAMENTO
3.2.1 Procedimento de irradiagdo

Para os procedimentos da irradiacdo foi utilizado aquério escuro
para a radiacdo ndo dissipar, desprovido de substratos, sob o qual foi
suspensa a lampada UV-B (312 nm) de 6 W (Vilber — Lourmat). A
irradiancia foi medida pelo radiémetro International Light IL 1400A
posicionado no fundo do aquario e foi obtido o valor de 310 mW/cm? de
UV-B, com contaminagio de 0,217 mW/cm? de UV-A (Nazari, 2010).
Os juvenis apresentando comprimento total entre 15 e 20 mm foram
empregados nos seguintes grupos experimentais: Grupo 1 - juvenis
expostos a radiacdo UV-B por 30 minutos; grupo 2 - juvenis expostos a
radiagdo UV-B por 60 minutos; grupo 3 - juvenis ndo expostos a
radiacdo UV-B, os quais foram utilizados como controle.

Ap6s o procedimento de irradiacdo, tanto os juvenis do grupo
irradiados, como os juvenis do grupo controle foram mantidos nas
mesmas condigBes da aclimatacdo, sem a alimentacdo comercial para
atenuar a atividade digestiva do hepatopéancreas. No entanto, os juvenis
tiveram acesso a alimentacéo natural proveniente do aquario.

Para a realizacao das analises morfoldgicas propostas no presente
estudo, a dissecacdo dos hepatopancreas foi realizada apos trés dias da
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exposicdo ao UV-B, tempo esse essencial para a visualizagdo das
possiveis respostas estruturais. Para a dissecacdo do hepatopancreas, 0s
camardes juvenis foram submetidos a crioanestesia (- 20°C) (Figura 3).
Nas andlises morfoldgicas e histoquimicas foram considerados 0s
trés grupos, sendo que para as andlises de imuno-histoquimica e de
ultraestrutura foram considerados os grupo UV-B 30' e controle.

. 5000 pm 500 ym

Figura 3: Macrobrachium olfersi juvenil e hepatopancreas. Imagem do juvenil
(A) com destaque para a localizagdo do hepatopancreas (quadro vermelho).
Imagem do hepatopéncreas dissecado (B) em visdo dorsal, sendo (A) regido
anterior e (P) regido posterior. (Fonte: Cardoso, 2015).

3.3 MICROSCOPIA DE LUZ

Os hepatopancreas foram fixados em Bouin alcodlico por 24h e
conservados em alcool 70 %. Para a confecgdo dos cortes histologicos,
os hepatopancreas foram desidratados em série alcodlica crescente,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina e seccionados a 6 pm. Os
cortes foram montados em laminas tratadas com poli-L-lisina, sendo que
cada lamina continha quatro cortes dos hepatopéncreas por grupo,
proporcionando as mesmas condicdes de tratamento para realizacdo das
diferentes técnicas. As seccOes foram desparafinizadas em xilol e
hidratadas em série alcodlica decrescente. A coloragdo hematoxilina-
eosina (HE) foi utilizada para controle morfolégico, bem como as
andlises morfoldgicas e morfométricas.

3.3.1 Morfologia e morfometria

As analises morfologicas foram realizadas de acordo com
Franceschini-Vicentini et al. (2009), sendo analisados: (1) posi¢cdo e
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formato da célula, (2) presenca e localizacdo de vaclolos, (3)
localizagdo do nucleo.

Cada tipo celular epitelial do hepatopéncreas foi quantificado por
contagem direta no tGbulo longitudinal do hepatopancreas (aumento de
400 x) (Figura 4 A). As medidas (um) dos eixos longitudinal (L) e
transversal (T) das células do hepatopancreas e dos vacuolos foram
mensuradas com auxilio de ocular micrométrica (Olympus) acoplada ao
microscopio de luz (aumento 1000 x) em tabulos transversais. O calculo
do volume das células e dos vactolos foi obtido através da formula
(m.L.T?)/6 (Odinetz-Collart e Rabelo, 1996) (Figura 4 C).

A quantificacdo dos vacuolos foi realizada por meio da Graticula
de Weibel ao microscépio de luz (Olympus CBA) (aumento de 400 x), a
qual foi ajustada em uma Unica area de cada seccdo do hepatopancreas
(Mandarim de Lacerda, 2003) (Figura 4 B).

Figura 4: Biometria nas células do hepatopancreas de M. olfersi. Contagem
direta das células no tubulo longitudinal (A). Contagem dos vacuolos através da
Graticula de Weibel (B). Medidas das células e dos vacutolos utilizando a ocular
micrométrica (C). Célula E (E); célula F (F); célula R (R). As medidas e
contagens celulares foram realizadas em um total de doze lIaminas histoldgicas.
Coloragdo HE. (Fonte: Cardoso, 2015).

3.3.2 Histoquimica

Para as analises histoquimicas foram realizadas as reagGes com
(1) Azul de Toluidina (AT-O, do inglés Toluidine Blue) 0,5 %, pH 3,0
para observar por meio da reagcdo metacromatica os polissacarideos
acidos, os quais reagem com o corante (Gordon e McCandless, 1973);
(2) Acido Periddico-Schiff (PAS, do inglés Periodic Acid Schiff) para
identificar os polissacarideos neutros (Gahan, 1984); e, (3) Sudan IV
(Kay e Whitehead, 1935) para verificar o contetdo lipidico. A anélise
do conteldo lipidico pdde ser realizada no material incluido em parafina
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porque muitos lipidios estdo ligados as proteinas e, portanto, séo
resistentes a extragdo por solventes organicos (Ventrella et al. 2013).

Para as reagdes de PAS e AT-0O, as sec¢Bes foram banhadas com
Acido Periddico 1 % por 15 minutos, lavadas com &gua corrente por 10
minutos e, em seguida, banhadas com Reativo de Schiff por 15 minutos
em ambiente escuro; apds esses procedimentos, as secgBes foram
lavadas com agua corrente por 15 minutos e deixadas secar em
temperatura ambiente. Em seguida, o AT-O 0,5 % (pH 3,0) foi gotejado
sobre as seccBes e deixado agir por 15 segundos, sendo entdo as seccles
lavadas com agua destilada. Para a reacdo com Sudan IV, os cortes
foram imersos no corante durante 10 minutos e lavados com élcool 70 %
e contracorados com verde de metila por um minuto. Na sequéncia 0s
cortes foram lavados com alcool 70 % e agua destilada. Apds a secagem
natural dos cortes, foram montadas com Entelan® (Merck) e laminula.
O corante verde de metila foi utilizado para o reconhecimento dos tipos
celulares.

3.3.3 Imuno-histoquimica

As andlises proteicas por imuno-histoquimica foram realizadas
utilizando os anticorpos primérios anti-PHH3 para identificar mitose;
anti-caspase-3 ativa para identificar morte celular por apoptose; PCNA
para identificar estresse celular; e Drpl para verificar a fissdo
mitocondrial causada por estresse nas células do hepatopancreas dos
juvenis M. olfersi.

Para a localizacdo das proteinas analisadas, as sec¢des foram
submetidas ao bloqueio da atividade das peroxidases enddgenas com
perdxido de hidrogénio e metanol (1:2) por 10 minutos. Em seguida, as
seccOes foram lavadas em tampdo fosfato salino - PBS (do inglés,
phosphate buffered saline) pH 7,4 e permeabilizadas em PBS + Triton
0,3 % X-100 por 20 minutos, apos, foram incubadas com albumina
sérica bovina (BSA) por 30 minutos para diminuir as ligacOes
inespecificas e posterior incubacdo com os anticorpos primarios (Quadro
1). As seccdes permaneceram a 4°C por 12 horas, entdo foram lavadas
em PBS + Triton 0,3 % X-100 por 30 minutos e incubadas em
temperatura ambiente com os anticorpos secundarios por trés horas
(Quadro 1). Apos essas horas, as seccdes foram lavadas com PBS +
Triton 0,1 % X-100 por 30 minutos, seguido por PBS cinco minutos. A
revelacdo das proteinas marcadas foi realizada utilizando a solucédo
contendo 3-3, diaminobenzidina, peréxido de hidrogénio e PBS, sendo a
reacdo blogueada com &gua destilada. As sec¢des foram desidratadas em
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alcool e xilol e as laminas foram montadas com Entellan® (Merck). Os
controles negativos da técnica foram realizados seguindo o protocolo
para imuno-histoquimica, exceto pela substituicdo dos anticorpos
primarios por PBS na incubagéo.

QUADRO 1: Lista dos anticorpos primarios e secundarios utilizados
para as técnicas de imuno-histoquimica.

P Espécie " ¢ Anticorpo »
Anticorpo primario desenvolvia Origem | Diluicao secindiit Dilui¢do
s 3 Anti-coelho
?Ig;i-cf:‘;)jrlelugmslfaii 1:200 conjugado a 1:400
P - VP peroxidase (Sigma)
Anti-PCNA
(policlonal, Santa
Antciilll)zr)p-l Coelho Humana Anti-coelho
(policlonal, Santa 1:100 Gl o 1:200
Cruz) conjugado a
peroxidase (Sigma)
Anti-caspase-3 ativa
(policlonal, Abcam)

A aquisicdo das fotos foi realizada no LRDA através do
microscopio de luz Nikon ECLIPSE 80i com o sistema de captura
Nikon DS-Fi2 Color 5.0 megapixel acoplado e o Software NIS-D
Documentation Imaging.

3.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Os hepatopancreas foram dissecados, fixados em Solucéo
Karnovsky (glutaraldeido 2,5 %, paraformaldeido a 4 %, e tampédo
cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2) por 24 horas a 4°C e, apds, lavados
com tampéo Cacodilato de Sédio 0,1 M. A pds-fixacdo foi realizada
com solucdo de tetréxido de 6smio a 1 % em tampdo Cacodilato de
Soédio 0,1 M por uma hora, seguida pela lavagem com tampéo
cacodilato de sddio 0,1 M. Os fragmentos foram desidratados em série
crescente de acetona e infiltrados em resina Spurr. Apds a polimerizagdo
da resina, os blocos foram cortados em ultramicrétomo para a obtencéo
de cortes semifinos (700 nm) e ultrafinos (60 - 70 nm). Os cortes
semifinos foram corados com solugdo de azul de toluidina 1% para
observacdo da qualidade do material e analises morfoldgicas das células
controles e irradiadas em microscopio de luz. Os cortes ultrafinos
coletados em grades de 300 mesh foram contrastados com citrato de
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chumbo por 30 minutos e acetato de uranila por 5 minutos (Reynolds,
1963) e observados ao microscépio eletrénico de transmissdo (Jeol JEM
1011; JEOL Ltd., Tokyo, Japdo, 80 kV) do Laboratério Central de
Microscopia Eletronica da UFSC.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados quantitativos foram apresentados em média e erro
médio padrdo. Diferencas significativas entre os grupos foram avaliadas
através da andlise de variancia ANOVA de uma-via, seguida do teste
post hoc de Tukey (p < 0,05). As anlises foram realizadas no programa
estatistico Statistica® versdo 10.0 para Windows. Os resultados das
técnicas de histoquimica e imuno-histoquimica foram obtidos a partir de
trés experimentos independentes para cada analise. Os resultados da
técnica de microscopia eletronica de transmissdo foram obtidos a partir
de no minimo dois individuos diferentes para cada analise.
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4 RESULTADOS

O epitélio celular do hepatopancreas dos camarfes juvenis
Macrobrachium olfersi foi caracterizado e os efeitos da radiagdo UV-B
sobre as células desse epitélio foram analisados. AlteracGes
morfol6gicas, morfométricas, histoquimicas, imuno-histoquimicas e
ultraestruturais  foram observadas nas células epiteliais do
hepatopancreas ap06s a irradiacdo, indicando que a radiagdo UV-B é
capaz de induzir respostas celulares e prejudicar as funcGes realizadas
por essas células.

4.1 CARACTERIZAGCAO DA MORFOLOGIA E DA DINAMICA
CELULAR NO HEPATOPANCREAS

A andlise histolégica mostrou que o hepatopancreas dos juvenis
de M. olfersi é um 6rgdo bilobulado constituido por uma rede de tibulos
em fundo cego. Os tubulos estdo circundados pelo tecido conjuntivo
frouxo com poucas fibras e apresentam diferentes tipos de hemdcitos
(Figura 5 A - D). Células miofibrilares foram reconhecidas no tecido
conjuntivo, ao longo do comprimento do tabulo, ancoradas a lamina
basal das células epiteliais.

Devido a estrutura tubular do drgdo, nas seccOes realizadas no
hepatopancreas observam-se tanto tubulos transversais quanto
longitudinais (Figura 5 B). Os tabulos do hepatopancreas apresentaram
0s quatro tipos celulares basicos do epitélio dos crustaceos decapodes,
as células E, células R, células F e células B, e ainda, a presenca da
célula M, a qual é reconhecida apenas em alguns decapodes. Estas
células se apresentam organizadas e justapostas, caracterizando o
epitélio cilindrico pseudoestratificado com borda em escova (Figura 5
C). As células R sdo as mais abundantes nos tlbulos, j& as células M séo
as mais escassas e as Unicas que ndo mantém contato com a luz do
thbulo, estando justapostas a lamina basal.

Nos tubulos foram reconhecidas as zonas proximal, medial e
distal, distinguidas pela presenca e pelo estagio das células do epitélio
(Figura 5 D e Figura 2 C). A zona distal foi caracterizada pela regido
final em fundo cego e pela presenca principalmente das células E
(Figura 6 A), além das células F e R sem a presenca de vacuolos
citoplasmaticos, caracterizando o perfil das células imaturas. Na zona
medial foram reconhecidas as células F e R apresentando pequenos
vacuolos citoplasmaticos, mostrando que as células estdo iniciando as
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atividades metabdlicas. As células M foram ser localizadas nas trés
zonas do tubulo. Na zona proximal estdo presentes as células F e as
células R contendo vaclolos citoplasmaticos maiores, caracterizando
uma célula matura. As células B estdo presentes com menor frequéncia
na zona medial, ocorrendo principalmente na zona proximal.

Figura 5: Secgdes do hepatopancreas de Macrobrachium olfersi. (A) vista
panoramica da secgdo transversal do grupo controle. (B) Aumento na secgéo do
hepatopancreas evidenciando tabulos transversais (TT), longitudinais (TL) e
tecido conjuntivo (Tc). (C) Vista de um tGbulo transversal mostrando o limen
(L), as células R, F e B e 0 espaco entre os tibulos. Células miofibrilares (mf);
hemdcitos (hc). (D) Vista de um tdbulo longitudinal, destacando as zonas distal,
medial e proximal (células E, F, R, B, M); vacuolos (v). Coloragdo HE.

As células que compdem o epitélio pseudoestratificado cilindrico
do hepatopéancreas apresentam caracteristicas como formato, posi¢do
nuclear e presenca de vacuolos, que as distinguem. Estas caracteristicas
celulares estdo demonstradas no Quadro 2.
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QUADRO 3: Caracteristicas das células epiteliais do hepatopancreas de
Macrobrachium olfersi controle e irradiado.

Tipo Borda em Forma Posicio Vacitol Afinidade

Jactiolo ; :
celular escova celular nuclear tintorial
E Ausgente Cubica Central | Ausente

Basofilica

F
R Presente Cilindrica | Basal

Presente | Acidofilica
B
M Ausente Cilindrica | Central Basofilica

Na célula M foi possivel observar a presenga de um Unico
vacuolo, caracteristico de quando a célula armazena substancias
proteicas (Figura 6 B, C). Observou-se que as células R podem
apresentar vacuolos citoplasmaticos supranucleares de diferentes
tamanhos, dependendo da sua posicdo no tdbulo. A medida que as
células epiteliais proliferam, as células R e deslocam-se em direcdo a
zona proximal, onde apresentam vaclolos maiores e também onde
degeneram ao final das suas atividades metabolicas (Figuras 6 D - G).
Da mesma forma, as células F apresentaram pequenos vaclolos os quais
coalescem conforme a célula amadurece e, também, um vacuUolo apical
(Figuras 7 A - D). As células B apresentaram vaclolos que coalescem
em um grande vacuolo supranuclear, ocupando a maior parte do
citoplasma e fazendo com que a célula adquira formato globular e
nucleo basal periférico. Além desse grande vaclolo, as células B
também apresentaram pequenas vesiculas apicais. Durante a maturagéo,
0 vacuolo é eliminado para o limen do tibulo (Figuras 7 E - H).
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Figura 6: Carcterizagéo dos tibos das células do _Hepatopéncreas de
Macrobrachium olfersi. Células epiteliais do grupo controle, (A) Células E; (B,

C) Célula M; (D - G) Célula R. Nucleo (N); vactolo (v). Colorago HE.

Figura 7: Caracterizagdo dos tipos das células do hepatopancreas de
Macrobrachium olfersi. Células epiteliais do grupo controle, (A - D) Células F;
(E - H) Célula B. Ntzleo (N); vactolo (v). Coloragéo HE.
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As andlises morfolégicas demonstraram  alteragfes na
organizacdo justaposta das células epiteliais e na homogeneidade do
citoplasma dos grupos irradiados com UV-B em comparacdo com o
grupo controle (Figura 8 A - F). Nas andlises morfométricas observou-se
gue as células B do grupo UV-B 60' apresentaram maior frequéncia e
aumento do volume celular em comparagdo com o grupo controle
(Figura 9 A, B). No entanto, ndo se observou alteragdes na posicao das
células nos tlbulos do hepatopancreas quando se comparou 0S grupos
controle e irradiados com UV-B. Ocorreu aumento no ndmero de
vactolos nas células R e B dos grupos UV-B 30' e UV-B 60' quando
comparados com o grupo controle (Figura 9 C). O grupo UV-B 60'
também apresentou aumento no volume vacuolar das células R e B em
comparacao ao grupo controle (Figura 9 D).

CONTROLE

UV-B 30' UV-B 60"

Figura 8: Alteragbes observadas nas células epiteliais do tdbulo do
hepatopancreas de Macrobrachium olfersi na zona medial, apés a radiac8o com
UV-B. Seccéo transversal do tibulo controle (A, D) apresentando, no aumento
em (D), citoplasma homogéneo (asterisco) e organizagdo celular e limites
celulares (seta) claramente distinguiveis, diferente nos grupos irradiados com
UV-B 30' (B, E) e UV-B 60' (C, F). Célula R (R); célula F (F). Coloracéo HE.
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Figura 9: Morfometria das células epiteliais do hepatopancreas de
Macrobrachium olfersi. (A) Quantidade dos tipos celulares no tabulo dos
hepatopancreas dos grupos controle e irradiados com UV-B. (B) Volume das
células dos grupos controle e irradiados com UV-B. (C) Numero de vacutolos
por area das células R e B nos grupos controle e irradiados UV-B. (D) Volume
dos vacuolos das células R e B nos grupos controle e irradiados com UV-B. Os

dados foram expressos em média =+ erro padrdo e diferenga significativa de p <
0,05.

4.2 ANALISES DOS POLISSACARIDEOS E LIPIDIOS NO EPITELIO
TUBULAR DO HEPATOPANCREAS

O hepatopancreas de M. olfersi apresentou reacdo positiva para
polissacarideos neutros, polissacarideos acidos (Figura 10 A - 1) e
lipidios.

As células epiteliais do hepatopancreas do grupo controle
apresentaram reacdo positiva para polissacarideos acidos no citoplasma
das células F, M e em menor intensidade nas células E e nos nucleos
celulares. As células R e B apresentaram reagdo positiva principalmente
para polissacarideos neutros, 0s quais também reagiram nos vacuolos
celulares, nas microvilosidades e na lamina basal (Figura 10 A, D, G).

As células R e B do grupo UV-B 30' apresentaram aumento na
reacdo positiva para polissacarideos neutros quando comparados com o
grupo controle (Figura 10 B, E, H). Ja as células R e B do grupo UV-B
60" apresentaram intensa reagdo positiva para polissacarideos acidos,
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guando comparados com o grupo controle. No grupo UV-B 60' também
foi observado aumento na reagdo positiva para polissacarideos neutros
nas microvilosidades e pequenos granulos nos vacuolos, nas
microvilosidades e nas células (Figura 10 C, F, I).

CONTROLE UV-B 30

Figura 10: Efeito da radiagdo UV-B na produgdo dos polissacarideos acidos e
neutros nos hepatopancreas de Macrobrachium olfersi. Vista panoramica das
secgdes longitudinais dos hepatopancreas dos grupos: controle (A) e irradiados
UV-B 30" (B) e UV-B 60" (C). As setas destacam a presenca de polissacarideos
neutros nos grupos controle (D, G), UV-B 30' (E, H) e UV-B 60’ (F, I). As setas
vazadas destacam a presenca de polissacarideos &cidos nos grupos controle (D,
G), UV-B 30" (E, H) e UV-B 60" (F, I). Os asteriscos sinalizam os nucleos
apresentando reagdo positiva para polissacarideos acidos. Células R (R); célula
F (F); célula B (B); granulos de glicogénio (gG); vacuolos (v). Coloracdo PAS e
AT-0. Foi analisado o total de trés [aminas, em experimentos independentes.

O perfil das reagBes para PAS+AT-O no hepatopancreas foi
observado também através da andlise da Densidade Integrada em pixels
(Figura 11). A quantificacdo por pixels ndo mostrou diferenca entre os
grupos conforme apresentado na Figura, no entanto as imagens
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apresentadas na Figura 10 evidenciam aumento na reatividade para
polissacarideos neutros e acidos dos grupos irradiados.

80.000.000

Z 72.000.000
£ 64.000.000
&
~ 56.000.000
©
 48.000.000
[+7s]
£ 40.000.000
< 32.000.000

PAS

ATO

® 24.000.000

T

3 16.000.000

8.000.000
0

De

CONTROLE Uv-B 30' UV-B 60'
Figura 11: Densidade Integrada da reacdo positiva de polissacarideos acidos e
neutros nos hepatopancreas de Macrobrachium olfersi. Grupos controle, UV-B
30' e UV-B 60". Dados expressos em média + erro padrdo. Foi analisada a
mesma area de cada seccdo histoldgica dos hepatopancreas dos grupos controle
e irradiados.

A analise histoquimica para o contetdo lipidico nas células
epiteliais do hepatopancreas mostrou que nos grupos irradiados com
UV-B houve diminuicdo dos lipidios quando comparados com o grupo
controle (Figura 12 A - F). O citoplasma (Figura 13 A - F) e o0s
vactolos das células R e B (Figura 14 A - F) nos grupos irradiados
apresentaram reacdo fraca para Sudan IV, enquanto que no grupo
controle a reagdo foi intensa.
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CONTROLE UV-B 30'

.. X
. . F

Figura 12: Efeito da radiacdo UV-B nos lipidios dos hepatopancreas de
Macrobrachium olfersi. Vista dos tibulos transversais destacando a presenca de
lipidios no citoplasma das células (setas) epiteliais do grupo controle (A) e dos
grupos irradiados UV-B 30" (B) e UV-B 60' (C). Em (A), ampliacéo destacando
células reativas para Sudan IV (quadro). Detalhe da marcacdo (setas) na
membrana basal (mb) no grupo controle (D) e nos grupos irradiados UV-B 30'
(E) e UV-B 60' (F). Célula R (R); célula F (F); célula B (B). Coloragdo Sudan

IV; contracoloragdo verde de metila. Foi analisado o total de trés laminas, em
experimentos independentes.
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.

Figura 13: Detalhe das marcagOes lipidicas nas células epiteliais do
hepatopancreas de Macrobrachium olfersi. Marcagdes citoplasmaticas (setas)
nas células R (R) do grupo controle (A) e dos grupos UV-B 30' (B) e UV-B 60'
(C). Marcagdes citoplasmaticas (setas) nas células F (F) do grupo controle (D) e
dos grupos UV-B 30' (E) e UV-B 60" (F). Coloragdo Sudan IV; contracoloragdo
verde de metila. Foi analisado o total de trés laminas, em experimentos
independentes.
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Figura 14: Detalhe das marcagdes lipidicas nos vactolos das células epiteliais
do hepatopancreas de Macrobrachium olfersi. Marcagdes nos vacuolos (setas)
das células R (R) do grupo controle (A) e dos grupos UV-B 30' (B) e UV-B 60'
(C). Marcagbes nos vacutolos (setas) das células B (B) do grupo controle (D) e
dos grupos UV-B 30' (E) e UV-B 60' (F). Coloracéo Sudan IV; contracoloracéo
verde de metila. Foi analisado o total de trés laminas, em experimentos
independentes.

43 PERFIL DE PROLIEERAQAO E APOPTOSE DAS CELULAS
EPITELIAIS DO HEPATOPANCREAS

A atividade de proliferagdo das células E foi observada nas zonas
distal, medial e proximal dos tabulos do hepatopancreas, nos grupos
controle e irradiado. Foi possivel reconhecer nucleos mitéticos em
diferentes estagios da divisdo celular (Figura 15 A - C). Este resultado
foi confirmando por meio da anélise da proteina PHH3 por imuno-
histoquimica (Figura 15 D - F). Nos tabulos do grupo controle foram
identificados nucleos de proliferacdo principalmente na zona distal, com
menor frequéncia nas zonas medial e proximal (Figura 16). No grupo
irradiado houve reducdo da proliferacdo na zona distal e aumento da
proliferacdo celular principalmente na zona proximal.
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s \ . TR . ) ts .3
Figura 15: SeccBes do hepatopancreas de Macrobrachium olfersi mostrando
células E em proliferacdo. (A, D) Célula em mitose (seta) na zona distal; (B, E)
Célula em mitose (seta) na zona medial, no grupo controle. (C, F) Célula em
mitose (seta) na zona proximal, no grupo irradiado. Para imuno-histoquimica,
foi analisada o total de trés laminas, em experimentos independentes. (A, B, C:
Coloragdo HE; D, E, F: Imuno-histoquimica para PHH3).

%k

3 m Controle
| nUV-B 30

Células em mitose

Zonadistal  Zonamedial Zona proximal

Figura 16: Média das células E em mitose nas zonas distal, medial e proximal
do thbulo do hepatopéncreas de Macrobrachium olfersi dos grupos controle e
irradiado, obtido pela imunolocalizagdo da proteina PHH3. Os dados foram
obtidos por contagem direta em seis laminas histologicas, expressos em média +
erro padrao e diferenga significativa de p < 0,05.
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As células epiteliais do hepatopéancreas irradiados com UV-B 30'
apresentaram intensa atividade da proteina caspase-3, relacionada
diretamente com morte celular por apoptose, quando comparada com as
marcacgdes das células do hepatopancreas do grupo controle (Figura 17
A - D). As marcagOes foram citoplasméticas e a imunolocalizagio
revelou maior presenca da caspase-3 na zona proximal do tGbulo no
grupo irradiado (Figura 17 A, B). Ja o grupo controle apresentou
marcacgdo principalmente nas zonas medial e proximal do tibulo (Figura
17 C, D).

CONTROLE UV-B 30'
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Figura 17: Imuno-histoquimica para morte celular por apoptose no
hepatopancreas de Macrobrachium olfersi. (A, B) Zona proximal do tabulo do
hepatopancreas em vista transversal e (C, D) zona medial em vista longitudinal.
Marcagdes para caspase 3 (seta) nos juvenis controles (A, C) e nos juvenis
irradiados com UV-B 30' (B, D).

4.4 ANALISES DAS PROTEINAS DE ESTRESSE CELULAR INDUZIDAS
PELA RADIACAO UV-B

As mitocdndrias das células epiteliais R e F do hepatopancreas
irradiados com UV-B 30" apresentaram maior atividade de fisséo
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mitocondrial, quando comparada com as células epiteliais do
hepatopéncreas ndo irradiado (Figura 18 A - E). As marcagdes foram
identificadas por meio da imunolocalizacdo da proteina Drpl,
relacionada com o estresse celular. As marcacdes ocorreram no
citoplasma, principalmente na regido apical da célula e ao redor do
nlcleo.

R e

Figura 18: Fissdo mitocondrial as células epiteliais do hepatopancreas de
Macrobrachium olfersi. (A, C) Grupo controle e (B, D, E) grupo UV-B 30'
apresentando a imunolocalizacdo da proteina Drpl.

As células epiteliais do hepatopéncreas irradiadas com UV-B 30'
apresentaram intensa atividade da proteina PCNA, quando comparada
com as marcacdes das células epiteliais do hepatopancreas do grupo
controle. As marcagBes foram citoplasmaticas, na regido apical da
célula, local onde PCNA desempenha funcdes de recuperacdo celular
ocasionado por estresse (Figura 19 A - D).
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CONTROLE UV-B 30

Figura 19: Imuno-histoquimica para PCNA no hepatopancreas de
Macrobrachium olfersi. Sec¢éo do hepatopancreas dos grupos controle (A, C) e
irradiados UV-B 30' (B, D), apresentando marcacdes para PCNA (seta).
Controle negativo da técnica de imuno-histoquimica para células epiteliais do
hepatopancreas de juvenis controle (E) e irradiado com UV-B 30' (F).

4.4 ANALISES DAS MEMBRANAS E ORGANELAS CELULARES

Os diferentes tipos celulares epiteliais presentes nos tubulos do
hepatopancreas foram identificados nos cortes semifinos (700 nm) do
grupo controle e irradiado (Figura 20 A - F). Foram reconhecidas as
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zonas distal, medial e proximal dos tGbulos do hepatopancreas para as
andlises de ultraestrutura foram localizadas. As células F também
apresentaram carater basofilico quando coradas com azul de toluidina,
diferente das células R e B e foi possivel observar os vacuolos das
células R e B contendo diferentes materiais no seu interior, incluindo
granulos de lipidios.

- CONTROLE UV-B 30

Figura 20: Cortes semifinos dos hepatopancreas de Macrobrachium olfersi.
Células F apresentando citoplasma basofilico no controle (A) e irradiado (G).
Vacuolos (v) nas células R controle (A) e irradiado (E) e nas células B controle
(A, C, D) e irradiado (B, F, G), mostrando a presenca de lipidios (li). Coloragéo
com azul de toluidina.

4.5.1 Descricéo das células R, F e B do grupo controle e irradiado

Foi possivel observar através da andlise ultraestrutural a
morfologia das células R e F e a caracteristica do epitélio com células
justapostas. As células R do grupo controle apresentaram o nlcleo
localizado na porcdo basal, com formato arredondado, vactolo
supranuclear e microvilosidades na porcdo apical (Figura 21 A). As
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células F do grupo controle apresentaram nucleo localizado na porgéao
basal e com formato arredondado (Figura 21 B).

8 f . /‘, TEIIR g / .
Figura 21: Ultraestrutura das células R e F do hepatopancreas de

Macrobrachium olfersi, grupo controle. (A) Célula R, mostrando o ndcleo (N),
vacuolo (v). (B) Célula F, mostrando o nucleo.

O RER nas células F do grupo controle est localizado préximo
ao nucleo e disperso por grande parte do citoplasma (Figura 22 A). O
RER envolve as mitocondrias e estdo associados com o complexo de
Golgi. O RER apresentou um sistema de membranas muito bem
desenvolvido e é possivel observar a presenca dos ribossomos
associados a superficie citoplasmatica. Suas cisternas estdo dispostas de
forma ampla a paralelas entre si. No grupo irradiado, 0 RER dessas
células apresentaram dilatagfes entre as cisternas e menor frequéncia de
ribossomos associados (Figura 22 B). O complexo de Golgi apresentou
organizacdo regular dos sacos lamelares, com dilatagdes nas suas
extremidades formando grandes vesiculas no grupo controle (Figura 22
C). No grupo irradiado, o complexo de Golgi apresentou organizacao
irregular dos sacos lamelares (Figura 22 D). As mitocdndrias estdo
dispersas no citoplasma, apresentando formato arredondado e alongado,
com cristas bem desenvolvidas e distribuidas regularmente no seu
interior (Figura 22 E). J& nas células F do grupo irradiado as
mitocdndrias apresentaram diminuicao das cristas e perfil compativel ao
processo de fissdo mitocondrial (Figura 22 F). O REL néo foi observado
nessas células. O citoplasma das células F é eletrodenso devido a
presenga de inimeros polirribossomos. No grupo irradiado, observaram-
se componentes autofagicos no citoplasma das células F (Figura 23 A -
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C). Na regido apical, proximo aos microvilos, ocorrem vesiculas de
secre¢do, no grupo controle as microvilosidades apresentaram padréo
regular (Figura 23 D), no entanto no grupo irradiado, as
microvilosidades apresentaram-se alteradas (Figura 23 E).

CONTROLE uVv-B 30'

Figura 22: Secgdes ultrafinas das células F do hepatopancreas de
Macrobrachium olfersi. Grupo controle (A, C, E) e grupo UV-B 30' (B, D, F).
(A, B) detalhe do reticulo endoplasmatico rugoso (RER); Nucleo (N); (C, D)
detalhe do complexo de Golgi (G); (E, F) detalhe da mitocondria (MIT); em (F),
seta indica fissdo mitocondrial.
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Flgura 23: Alteragoes C|toplasmat|cas das celulas F do hepatopancreas de
Macrobrachium olfersi. (A) Autofagossomos (AF) e corpos residuais
eletrodensos (CR); alteragdes das membranas no grupo irradiado com UV-B 30'
em (B) corpos mielindides (CMN) e figuras mielinicas (FM), e em (C)
mielinossomos (MLS). Detalhe dos microvilos na regido apical da célula do
grupo controle (D) e irradiado (E). Vesiculas (ve); microvilosidades (miv);
mitocdndria (MIT).

As células R do grupo controle e irradiado apresentaram nicleo
com eucromatina e heterocromatina bem distribuida e dois nucléolos
(Figura 24 A, B). O REL formou um sistema de membranas localizado
na regido basal da célula (Figura 24 C), mas no grupo irradiado, esse
sistema foi desorganizado (Figura 24 D). Nessa regido também estava
localizado o Golgi (Figura 24 E), o qual apresentou organizagédo regular
dos sacos lamelares, com pequenas dilatagdes nas suas extremidades.
No grupo irradiado, o Golgi apresentou organizacdo irregular dos sacos
lamelares (Figura 24 F). O RER das células R do grupo controle estava
localizado préximo ao ndcleo, envolvendo as mitocdndrias e as suas
cisternas estavam dispostas de forma ampla, paralelas entre si, onde se
observou a presenca dos ribossomos associados a superficie
citoplasmatica. As mitocéndrias foram encontradas em abundancia,
principalmente na regido apical e apresentaram formato arredondado,
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com cristas bem desenvolvidas e distribuidas regularmente no seu
interior (Figura 24 G). No RER das células irradiadas observaram-se
dilatagGes entre as cisternas (Figura 24 H). As microvilosidades das
células R no grupo controle apresentaram padréo regular (Figura 25 A,
C), porém nos irradiados as microvilosidades apresentaram alteracdes
(Figura 25 B, D). No citoplasma das células R do grupo controle foram
observadas goticulas de lipidios e vacuolos supranucleares, 0s quais
podem apresentar estruturas multimembranosas no seu interior (Figura
25 E). No citoplasma das ceélulas R irradiadas, os vacuolos
supranucleares estavam formados por multimembranas (Figura 25 F) e,
ainda, foram verificados no citoplasma, componentes autofagicos e
possivelmente autolisossomos (Figura 26 A - D). As mitocdndrias do
grupo irradiado apresentaram diminuigdo das cristas (Figura 26 E - G) e
formas variadas, incluindo mitocondrias-calice, perfil compativel ao
processo de fissdo mitocondrial e mitocondrias-esféricas (Figura 26 H).

As alteracfes observadas nas células R e F apés a irradiacao
estdo descritas no Quadro 3.
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Quadro 3: Descricdo das alteragBes ultraestruturais encontradas nas
células R e F apds a irradiagdo com UV-B 30'.

Alteracées apos a irradiacio com UV-B30'
CélulaR CélulaF

CITOPLASMA | Possiveis autolisossomos, corpos | Corpos residuais  eletrodensos;
residuais eletrodensos. Alteragdes | autofagossomos. Alteragdes nas
nas membranas celulares: vaciolos | membranas celulares:  figuras
multimembranosos; corpos | mielinicas, mielinossomos; e,
multivesiculados  claros,  figuras | corpos mielindides.
mielinicas; e, mielinossomos.

RER Mudanga na sua organizagio, com | Desorganizagio do sisterna de
dilatagbes entre as  cisternas; | membranas, com grandes
diminuiciode ribossomosaderidos. | dilatacdes entre as cisternas.

REL Desorganizagdo do sistema de | Ndo observado.
membranas, presen¢a de vesiculas
entre as membranas.

Complexo  de | Organizagiio irregular dos sacos | Organizagio itregular dos sacos
Golgi lamnelares, com grandes vesiculas na | lamelares, com dilatagdes entre
face cis. suas cisternas.

Mitocéndria Formato variado, mitocéndrias- | Formato variado, perfil
esféricas, mitocdndrias-calice, perfil | corrpativel ao processo de fissdo
compativel ao processo de fissdo | mitocondrial, diminuigdo das
mitocondrial,  rompimento  das | cristasmitocondriais.
membranas mitocondriais externas;
diminuigofauséneia  das  cristas
mitocondriais; lise mitocondrial.

MICROVILOSI | Morfologia alterada, dilatagdes na | Morfologia alterada; dilatagdes e

DADE sua extensio. romrpimento na sua  extensio,

aumento da secrecio.
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Figura 24: Seccbes ultrafinas das células R do hepatopancreas de
Macrobrachium olfersi. Grupo controle (A, C, E, G) e grupo UV-B 30' (B, D, F,
H). (A, B) Nuicleo (N) na regido celular basal; (C, D) detalhe do reticulo
endoplasmético liso (REL); (E, F) detalhe do complexo de Golgi (G); (G, H)
detalhe do reticulo endoplasmético rugoso (RER) ao redor da mitocondria
(MIT). Nucléolo (nc); corpos residuais eletrodensos (CR).
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CONTROLE uV-B 30'

Fig 25: SecgOes ultrafinas das células R do hepatopancreas de
Macrobrachium olfersi. Grupo controle (A, C, E) e grupo UV-B 30' (B, D, F).
(A, B) detalhe da regido celular apical; (C, D) detalhe das microvilosidades
(miv); seta indica alteragdo. (E, F) detalhe do vactolo (v), sendo que a seta

indica as multimembranas que formam o vactolo. Mitocondria (MIT).
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Figura 26: Seccbes ultrafinas das células R do hepatopancreas de
Macrobrachium olfersi. Grupo UV-B 30'. (A) visdo geral do citoplasma
apresentando mitocondria célice (MIT); lisossomo (L) com corpos densos; e
corpos residuais eletrodensos (CR); Alteragbes nas membranas celulares:
vactolos multimembranares (VM); corpos multivesiculares claros (CM); em
(B) mielinossomos (MLS); em (C) figuras mielinicas (FM); (D) vaclolo
semelhante aos autolisossomos (AU); (E, F) lise mitocondrial; (G) mitocondria
rompida e com perda das cristas; (H) mitocondria em forma de rosquinha.
Lamina basal (Ib).
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As células B apresentaram o nucleo localizado na regido basal,
com formato achatado e a eucromatina e heterocromatina bem
distribuidas (Figura 27 A). As mitocOndrias estavam dispersas no
citoplasma, apresentando formato arredondado e alongado, com cristas
bem desenvolvidas e distribuidas regularmente no seu interior (Figura
27 B). O RER estava localizado na regido basal da célula, préximo ao
nucleo e suas cisternas dispostas paralelamente entre si, onde se
observou a presenca dos ribossomos associados a superficie
citoplasmatica (Figura 27 C). O REL n&o foi observado. O complexo de
Golgi apresentou organizacdo regular dos sacos lamelares, com
dilatagdes nas suas extremidades formando grandes vesiculas (Figura 27
D). No citoplasma das células B foram observadas muitas vesiculas na
regido apical, assim como pequenos vacuolos e goticulas de lipideos. Na
regido central da célula, ocorreu um grande vaclolo, o qual ocupou
grande parte do citoplasma. As microvilosidades localizadas na regido
apical da célula apresentaram padrao regular e nas células maduras se
observou a diminuicdo/perda dos microvilos (Figura 28 A). Na célula B
do hepatopancreas dos animais irradiados foi possivel observar o
citoplasma altamente eletrodenso, com muitas vesiculas na regido
apical, assim como pequenos vacuolos. Na regido central da célula,
forma um grande vactolo com a presenca de granulos eletrodensos
(Figura 28 B, C).
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Figura 27: Ultraestrutura da célula B do hepatopancreas de Macrobrachium
olfersi, grupo controle. (A) detalhe do nicleo na regido basal da célula; (B)
mitocondria (MIT); (C) reticulo endoplasmatico rugoso (RER); (D) Complexo
de Golgi (G); (E) regido apical da célula, mostrando vactolos (V), vesiculas
(ve) e microvilosidades (miv). Granulo de lipidio (li); heterocromatina (h);
nucléolo (nc).

Figura 28: Ultraestrutura da célula B do hepatopancreas de Macrobrachium
olfersi, grupo controle e irradiado. (A) detalhe da regido apical da célula do
grupo controle e (B) do grupo irradiado com UV-B 30', mostrando vacutolos
(V), vesiculas (ve) e microvilosidades (miv). (C) Regido apical da célula
irradiada indicando microvilosidades degeneradas (seta). Granulo de lipidio (li).
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A lamina basal nas células epiteliais do hepatopancreas do grupo
controle apresentou-se continua (Figura 29 A), ja no grupo irradiado, a

lamina basal apresentou regies rompidas e com dobras (Figura 29 B,
C).

CONTROLE UV-B

.
© N
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Figura 29: Secg¢bes ultrafinas do hepatopancreas de Macrobrachium olfersi
mostrando o detalhe da I&mina basal (Ib) no controle (A) e no irradiado (B, C).
Reticulo endoplasmatico liso (REL); reticulo endoplasmatico rugoso (RER).
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Quadro 4: Resumo dos

hepatopancreas de Macrobrachium olfersi.

resultados obtidos pelas analises no

RESULTADO DAS

ANALISES REALIZADAS NO HEPATOPANCREAS

Epitélio celular: CONTROLE IRRADIADO
Cinco diferentes células: Citoplasma hom ogéneo Citoplasma menoshomogéneo
CélulasE; R, F; B; M Padrdo epitelial organizado Descaracterizacio epitelial
Presenca de vacuolo celular + ++
Proliferagio celular Principalm ente na zona distal Fringipalm gme fazone
proximal
IMorte celular + ++
Proteinasde estresse celular + +
Acid + .
Polissacatideos mens
Neutros + +H+
Lipidios han +
CélulasepiteliaisR e F: CONTROLE IRRADIADO
IMembrana Basal Integra e continua Rompida e com dobras
Cisternasparalelasentre si; Dilatag@esnascisternas;
presenga dostibossomos diminuigio dostibossomos
RER ; 4 oo e e
associadosa superficie aderidosa superficie
citoplasm dtica citoplasm dtica
Formam um sistema de Desorganizagio do sistema de
REL 5
m embranasnas célulasR m em branas
Organizagdoregular dos sacos o
Complexo deGolg lam elares; dilatagBesvesiculares OrgsoizdyRoitamiagdoreacon
2 lamelares
nasextremidades
Formato variado; fissdo
Mitocsndrias Elipticas; ctistas desenvolvidas | mitocondrial; rompimento das
e distribuidas regularm ente membranasexternas,
diminuicdo dascristas
o Granulosde lipidios; vaciolos sltamachesde niembiranag
Citoplasma celulares; componentes
membranosos oo
autofdgcos
Microvilosidades Padrioregular Alterada com dilatagdes

Siglas: + pouco presente; + presente; +++ abundantemente presente.
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HEPATOPANCREAS
AlteracGes morfologicas Alteracdes biométricas
descaracterizacdo epitelial T células B DEGENERACAO
alteracdo das microvilosidades vactiolos CELULAR
Alteracdes nas organelas Alteragdes metabdlicas
Complexo de Golgi T Polissacarideos
Reticulo endoplasmatico o
| Mimcaw l
PCNA |Drp1l | Heterocromatina condensada
Componentes autofagicos Caspase-3 ativa

INVIABILIDADE

RECUPERACAO

CELULAR

CELULAR

Figura 30: Esquema apresentando os resultados obtidos neste trabalho sobre o
efeito toxicoldgico da radiacdo UV-B nas células epiteliais do hepatopancreas
de Macrobrachium olfersi. A radiacdo UV-B levou a alteragdes morfoldgicas no
tecido e nas organelas celulares; alteragbes biométricas que podem estar
relacionadas com o aumento da degeneracdo celular; e alteragbes no contetdo
de polissacarideos e lipidios. O aumento da expressdo das proteinas PCNA e
Drple dos componentes autofagicos ap0s a irradiagdo indicam processos de
recuperacdo celular, porém, se ndo forem eficazes podem desencadear a
apoptose. O aumento da heterocromatina condensada e da expresséo da caspase-
3 ativa nas células irradiadas leva a inviabilidade celular.
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5 DISCUSSAO

O hepatopancreas ¢ um importante 6rgdo para as atividades
metabdlicas e também € interessante para estudos de toxicidades devido
a: (1) rapida resposta aos agentes estressores; (2) participacdo nos
processos de desintoxicagdo; (3) fungdo de metabolizar e armazenar
proteinas, carboidratos, glicogénio e lipidios; (4) organizacéo do érgéo e
dos diferentes tipos de células epiteliais, as quais apresentam dinamismo
celular de proliferacdo, diferenciacdo e morte; (5) importante nos
processos de muda, desenvolvimento das gdnadas, manutencdo do
sistema digestivo e sistema imunol6gico (Ceccaldi, 1989; Arun e
Subramaniam, 1998; Diaz et al. 2010; Roszer, 2014). Apesar da
importancia desse 6rgdo, analises sobre os efeitos da radiacdo UV no
hepatopéncreas ndo foram encontrados na literatura.

O presente trabalho caracterizou a organizacgéo e a dindmica do
epitélio do hepatopancreas de M. olfersi, onde se analisou 0s cinco
diferentes tipos celulares e o perfil de proliferacdo e morte celular por
apoptose nos tabulos do hepatopancreas. A partir desse conhecimento
foi possivel verificar alteragfes estruturais e citoquimicas nessas células
apos a exposicao a radiacdo com UV-B. A espécie M. olfersi vem sendo
utilizada em estudos sobre os efeitos da radiacdo UV-B e alteragdes nas
proteinas relacionadas com estresse e morte celular ja foram verificadas
nos embrides dessa espécie (Nazari et al. 2010; Cardoso, 2011; Zeni et
al. 2015; Quadros, 2015; Schramm, 2015). Neste estudo, os resultados
indicam que a radiacdo UV-B foi capaz de atingir também as células
epiteliais do hepatopéancreas e interferir no funcionamento celular deste
orgao.

Verificou-se no presente trabalho que o hepatopancreas de M.
olfersi, assim como outros decapodes (Cuartas et al. 2002; Franceschini-
Vicentini et al. 2009), é formado por dois lébulos compostos por tubulos
em fundo cego e que a localizacdo dos diferentes tipos celulares
epiteliais varia ao longo do tdbulo. Em M. olfersi, as células R e F
ocorrem principalmente na zona medial do tdbulo e a célula B, a qual é
derivada da célula F, ocorre principalmente na zona proximal. A célula
fonte, nomeada por Jacobs no ano de 1928 como célula embrionaria (E),
no decapode Astacus leptodactylus (Loizzi, 1971), tem a funcdo de
proliferar e diferenciar nas células R e F, mantendo a populacdo de
células no epitélio do tdbulo e repondo as células R e B degeneradas no
final do processo digestdrio (Al-Mohanna e Nott, 1989).

No presente trabalho, a localizagdo das células E na zona distal
do tubulo do hepatopéancreas esta de acordo com o que foi descrito para
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outros crustaceos, como Penaeus semisulcatus (Al-Mohanna e Nott,
1989), Macrobrachium malcolmsonii (Saravana e Geraldine, 2000) e
Macrobrachium amazonicum (Franceschini-Vicentini et al. 2009). No
entanto, foi possivel observar células E em divisdo nas trés zonas do
tibulo e essa descricdo difere do que foi observado em outros
crustaceos, nos quais os autores afirmam que as células E proliferam e
se diferenciam na zona distal do tdbulo e que se deslocam até a sua
posicdo tubular através das ondas mitoticas (Al-Mohanna e Nott, 1989;
Saravana e Geraldine, 2000; Franceschini-Vicentini et al. 2009). No
grupo controle, se observou que o principal local de proliferacdo das
células E ocorre na zona distal e em menor frequéncia, ocorre
proliferacdo na zona proximal, regido do tdbulo do hepatopancreas onde
as células R e B degeneram devido as suas funcdes metabdlicas. No
grupo irradiado, ocorreu diminui¢do de proliferacdo na zona distal, no
entanto, a zona proximal apresentou aumento da proliferacdo, embora
ndo mostrando diferenca estatistica. Estas informacgdes revelam o quanto
0 epitélio do hepatopancreas é dindmico e que variagdes podem ocorrer
entre as diferentes espécies, assim como, a resposta celular pode variar
dependendo do tipo de insulto.

Além dos quatros tipos celulares tipicos (E, R, F, B) presentes no
epitélio do hepatopancreas dos crustaceos, foi reconhecida ainda a célula
M, um quinto tipo celular que ocorre em alguns grupos, como Peaneaus
semisulcatus (Al-Mohanna et al. 1985b), Macrobrachium amazonicum
(Franceschini-Vicentini et al. 2009) e Farfantepenaeus brasiliensis
(Nunes et al. 2014). Pouco se conhece sobre a origem e fungdes dessa
célula. Segundo Al-Mohanna e colaboradores (1985b) as células M
obtém substancias proteicas vindas da hemolinfa e as transferem para as
células F por meio de projecbes citoplasméticas. Levando em
consideracdo que o hepatopancreas é composto apenas por células
epiteliais (E, R, F, B) e comparando a funcdo exercida pela célula M
com a funcdo das outras células do epitélio tubular, é possivel que a
célula M também seja originada da célula fonte (E).

No presente trabalho, o epitélio do hepatopancreas de juvenis
irradiados apresentou-se descaracterizado, ndo sendo possivel visualizar
claramente os limites entre as células epiteliais, as quais também
apresentaram citoplasma menos homogéneo. Essas alteracfes também
foram descritas no hepatopancreas de outros decapodes, como Penaeus
monodon (Vogt, 1987), Palaemonetes argentinus (Sousa e Petriella,
2007) e Chasmagnathus granulatus (Bianchini e Monserrat, 2007)
expostos a agrotdxicos e em decapodes, como Macrobrachium
rosenbergii (Revathi et al. 2011), Macrobrachium malcolmsonii
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(Yamuna et al. 2009) e Scylla serrata (Vasanthia et al. 2014) expostos a
metais pesados. Essas alteracfes confirmam o efeito nocivo que a
radiacdo UV-B causa nas estruturas proteicas e lipidicas celulares.

Neste trabalho foi observado aumento da vacuolizagéo celular, o
gual também é mencionado em estudos onde decdpodes, como M.
rosenbergii (Revathi et al. 2011), Metapenaeus dobsoni (Sreeram et al.
2005) e Procambarus clarkii (Anderson et al. 1997) foram expostos a
metais pesados. No entanto, nesse caso, a vacuolizagdo esta relacionada
com o armazenamento ou detoxicacdo dos metais pesados nas células R
e F do hepatopancreas. Grandes vaclolos também estdo relacionados
com a degeneracdo celular (Revathi et al. 2011). Durante a digestéo ou
em situacGes de detoxicacdo, as células epiteliais do hepatopéncreas
secretam e acumulam materiais e, ao final do processo, grandes
vacuolos séo formados nas células R e B e estes séo liberados no lumen,
na zona proximal do tubulo do hepatopancreas, onde as células séo
degeneradas (Al-Mohanna et al. 1985a; Al-Mohanna e Nott, 1986). O
aumento do namero de vactolos pode ser considerado um biomarcador
sensivel para a radiacdo UV, pois neste trabalho foi possivel observar
resposta tanto para a exposicdo de UV-B 30" quanto UV-B 60
Concomitantemente ao aumento dos vactolos, foi observado maior
volume celular e aumento da frequéncia das células B no
hepatopéncreas dos animais irradiados com UV-B. Estes dados indicam
a ocorréncia de uma extensa e continua liberacdo de nutrientes
estocados, 0s quais podem estar sendo mobilizados para os animais pela
necessidade de suplementagdo (Al-Mohanna et al. 1985a; Sreeram et al.
2005) e, por consequéncia, 0 aumento da degeneracao celular.

Por outro lado, pode estar ocorrendo um processo de degeneracao
patoldgica nas células R e B. As células epiteliais do hepatopancreas,
em especial a célula B e R, devido as suas fungdes digestivas e de
detoxicacdo, apresentam vactolos membranosos onde sdo verificados
lipidios, membranas celulares danificadas e corpos residuais (Paquet,
1993). Esses materiais também s8o comumente encontrados nos
autolisossomos (Moore, 1988). O aumento desses componentes
lisossomais ou autofagicos € considerado como situagfes patologicas
(Moore, 1988; Ryter, Mizumura e Choi, 2014) e também é indicativo de
dano subletal intracelular causado por algum agente estressor, como a
radiacdo UV (Hruban et al. 1963; Ericsson, 1969). As anélises
ultraestruturais das células R e F expostas a radia¢cdo mostraram diversas
membranas celulares alteradas, as quais sdo nomeadas, dependendo do
tipo de formagdo, como: corpos mielindides, figuras mielinicas,
mielinossomos, vaclolos multimembranosos e corpos multivesiculares
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claros. Foram observados ainda, autofagossomos, corpos residuais
eletrodensos e, provavelmente, autolisossomos. O aumento dos
componentes autofagicos indica a ativacdo da autofagia (Chatterjee et al.
2014; Ryter, Mizumura e Choi, 2014). E possivel que as células
epiteliais do hepatopéncreas estejam formando autolisossomos para
degradacdo de organelas danificadas pela indugdo da radiacdo UV-B
para manter a homeostase celular e reciclagem de nutrientes.

A ativacdo da autofagia também foi sugerida em estudos
envolvendo a exposi¢cdo a metais pesados, 0s quais relatam a ocorréncia
de numerosos autolisossomos nas células do hepatopancreas de
Sinopotamon henanense (Liu et al. 2013; Liu, Yang, Wang, 2013) e P.
argentinus (Vogt e Quinitio, 1994) e a presenca de corpos residuais
eletrodensos nas células do hepatopancreas dos M. borellii e P.
argentinus (Vogt e Quinitio, 1994; Collins, 2010), S.henanense (Liu,
Yang, Wang, 2013), M. malcolmsonii (Yamuna et al. 2009),
Metapenaeus dobsoni (Sreeram e Menon, 2005), assim como foi
verificado no presente estudo.

Neste trabalho foi observada a diminui¢do das lipoproteinas nas
células epiteliais do hepatopancreas de M. olfersi, corroborando com a
verificacdo da presenca dos corpos residuais eletrodensos, 0s quais estdo
relacionados com a quebra de lipidios, glicogénio e mitocondrias, como
mencionado anteriormente. Os lipidios sdo importantes componentes da
dieta, precursores de horménios e cofatores, transportam vitaminas
lipossolaveis, aléem de compor as membranas celulares (Zhao et al.
2015). Nos juvenis, os lipidios sdo essenciais para 0 crescimento e
maturacdo da gbnada (Ravichandran et al. 2009), além de ser fonte de
energia para as atividades de predacdo (Lawrence, 1976). A reducédo de
lipidios no hepatopéancreas foi descrita como uma resposta a diferentes
estressores, como alta temperatura em M. borellii (Pollero et al. 1991),
privacdo alimentar em Porcellio scaber (LeSer et al. 2008), presenca de
metais pesados em P. laevis (Odendaal e Reinecke, 2003) e exposicao a
pesticidas em Penaeus monodon (Vogt, 1987). A degradacdo do
contetdo lipidico reflete a mobilizacdo da reserva de energia em
resposta a redugdo da absorcdo de nutrientes pelo epitélio do
hepatopancreas devido a falta de alimento ou por estar sujeito a algum
estresse (Mazzei et al. 2014). O estresse ocasionado pela radiacdo UV
também pode estar levando a degradacéo lipidica no juvenil M. olfersi,
alterando o bom estado fisiolégico do animal e causando um prejuizo
das funces das células epiteliais do hepatopancreas.

Nas células epiteliais do hepatopancreas, em especial nas células
R, ocorre grande biossintese de lipidios ou triacilglicerol, a qual é
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iniciada nas mitocondrias (Pellon-Maison et al. 2009). As reservas de
energia nas células R sdo hidrolisadas nos vacuolos e transportadas pelo
reticulo endoplasmatico liso para a hemolinfa. Nas células R maduras,
0s vacuolos se rompem e liberam o contetdo lipidico e outras inclusGes
no lumen, na zona proximal dos tdbulos (Al-Mohanna e Nott 1987b).
Essas inclusdes liberadas no 1imen sdo provavelmente digeridas pelas
enzimas produzidas pelas células F e, entdo, sdo pinocitadas pelas
células B para o final da digestdo e transferéncia para a hemolinfa
novamente (Al-Mohanna et al. 1985a). Este processo celular sustenta a
ideia que se observa neste trabalho: a radiacdo UV-B levou a uma maior
degeneracdo celular devido ao aumento de vactolos e alteracdo nas
fungdes das células do epitélio do hepatopancreas de M. olfersi devido a
diminuicédo do contetdo lipidico.

Os processos metabolicos que as células epiteliais do
hepatopancreas estdo envolvidas mostram a importancia das organelas,
como a mitocdndria e o reticulo endoplasmatico (Al-Mohanna e Nott
1987hb; Pellon-Maison et al. 2009). Neste estudo, a alteragdo
ultraestrutural mais evidente ocorreu no perfil mitocondrial das células
R e F, mas também foram observadas alteracdes no reticulo
endoplasmatico e no complexo de Golgi, organelas importantes na
sintese de proteinas e enzimas. Foram verificadas alteragbes nessas
mesmas organelas no hepatopancreas dos crustdceos Scylla serrata
(Vasanthia et al. 2014), Isopoda (Mazzei et al. 2014), S. henanense (Liu
et al. 2013; Liu, Yang, Wang, 2013), M. borellii e P. argentinus
(Collins, 2010), M. malcolmsonii (Yamuna et al. 2009) e Metapenaeus
dobsoni (Sreeram e Menon, 2005) expostos a metais pesados. O
complexo de Golgi apresentou desagregacao dos saculos e vesiculas e o
reticulo endoplasmatico apresentou dilatagBes e vesicularizagdo, bem
como degranulagdo da membrana externa, alteragcdes estruturais
semelhantes ao que foi verificada nas células R e F do hepatopancreas
de M. olfersi. Outras situacGes de estresse, como alteragdo da salinidade
em P. argentinus (Diaz et al. 2010) e contato com agrotoxicos em P.
argentinus (Sousa e Petriella, 2007) e Penaeus monodon (Vogt, 1987)
levaram & essas mesmas alteragdes nas células epiteliais do
hepatopancreas.

O reticulo endoplasmatico rugoso é uma organela dinamica que
responde as mudancgas no ambiente celular (Jezequel et al. 1971; Kohler
e Alberti, 1992). Yamuna e colaboradores (2009) sugerem que a
dilatacdo e desintegracdo do reticulo endoplasméatico rugoso e do
complexo de Golgi correspondem a hiperatividade das organelas e essas
alteracbes podem ter efeitos deletérios nas suas fungBes (Sreeram e
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Menon, 2005). Estudos com hepatdcitos de camundongo (René e Evans,
1970), epitélio oral de ratos (Liu et al. 1976) e células exdcrinas
pancredticas de ratos (Turker, 2015) expostas a radiacdo também
mostraram alteracdes celulares na mitocéndria, reticulo endoplasmatico
e complexo de Golgi, mostrando que radiagdo UV também pode levar a
alteragdes ultraestruturais. Levando em conta que o reticulo
endoplasmatico e o complexo de Golgi sdo fundamentais para as
funcGes de secrecdo e digestdo desempenhadas pelas células epiteliais
do hepatopancreas, alteracdes nessas organelas causadas pela radiacdo
UV-B podem comprometer o bom funcionamento desse 6rgéo.

A mitoc6ndria é um sistema importante de geracao de energia das
células e participam do metabolismo, sinalizacdo do célcio e apoptose,
por isso, alteragcBes mitocondriais podem levar a defeitos nos tecidos
(Chan, 2006a). A morfologia tubular da mitocéndria depende do
balanco entre os processos de fusdo e fissdo. A fissdo mitocondrial é
necessaria durante a divisao celular para distribuir as mitocéndrias para
as células filhas e também ocorre na diferenciacdo celular, no
crescimento celular e em respostas a estimulos extracelulares (Smirnova
et al. 2001). O processo de fusdo e fissdo mitocondrial ajuda a regular a
sobrevivéncia celular pela preservacdo do numero adequado de
mitocdndrias em cada célula. A disfungo no processo de fissdo leva a
fragmentacdo, ja a disfuncdo no processo de fusdo leva & elongacéo.
Enquanto a fissdo mitocondrial esta relacionada com a via pro-
apoptotica, a fusdo mitocondrial protege as células da morte celular
(Karbowski et al. 2003; Chan, 2006b). Devido a essas caracteristicas, o
processo de fissdo foi analisado neste estudo.

Em um estresse metabdlico ou estimulo apoptotico, a mitocéndria
pode apresentar forma esférica (Chan, 2006b; Liu et al. 2011) e a
proteina Drp-1 esta envolvida na regulacdo dessa mudanga morfoldgica
mitocondrial (Frank et al. 2001). Neste trabalho, as mitocondrias, as
guais estdo concentradas principalmente ao redor do ndcleo das células
R e F, ap6s a irradiacdo apresentaram perfil compativel com fissdo
mitocondrial e forma esférica. Podemos relacionar com esses dados, o
aumento da expressao da proteina Drp-1, a qual foi verificada ao redor
do nicleo e na regido apical das células epiteliais do hepatopancreas.
Mitocondrias esféricas e aumento da Drpl também foram observados
nas células embrionérias de M. olfersi irradiadas com UV-B no trabalho
de Quadros (2015). A partir dessas informagdes, € possivel que a
radiacdo UV-B esteja desencadeando a apotose, nas células epiteliais do
hepatopancreas, pela alteracdo mitocondrial, pois a permeabilizacdo da
membrana externa leva a liberacdo das proteinas pré-apoptéticas para o
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citosol, culminando na cascata das caspases (Frank et al. 2001; Wang et
al. 2011).

A fissdo mitocondrial também é observada acompanhada por
autofagossomos contendo mitocéndrias danificadas (Twig et al. 2008;
Chang et al. 2010). Estudos mostraram que estressores ambientais, como
a radiacdo UV, induziram a danos mitocondriais e danos persistentes ao
MtDNA e sugerem que esses danos podem ser removidos pelo processo
de fusdo e fissdo ou pela autofagia (Bess et al. 2012; 2013). Trabalhos
sugerem que a autofagia inibe a apoptose pela fagocitose de
mitocdndrias danificadas, evitando a liberagdo das proteinas pro-
apoptoticas, como a caspase-3 (Yang et al. 2010). A proteina efetora da
apoptose, a caspase-3, apresentou maior expressdo nas células epiteliais
do hepatopancreas do grupo irradiado com UV-B.  AlteracGes
estruturais, como condensacdo da cromatina na membrana nuclear e
rompimento da membrana mitocondrial, e aumento da expressdo da
caspase-3 foram verificados em Sinopotamon henanense exposto a
metais pesados (Liu et al. 2013) e foi concluido que a inducdo da morte
celular ocorreu pela via da apoptose no hepatopancreas. Diante dessas
informac0es, se supde que as células epiteliais do hepatopancreas de M.
olfersi estdo buscando recuperar os danos causados nas membranas
celulares pela radiagdo UV-B através da reciclagem das organelas
alteradas nos autofagossomos, no entanto, devido ao aumento das
células em processo de apoptose, a viabilidade celular estd sendo
prejudicada.

As glicoproteinas formam uma camada de muco aderente sobre
as células epiteliais digestivas (Diaz et al. 2005) e sdo fundamentais para
importantes fungfes bioldgicas, como lubrificacdo, regulacdo ibnica,
protecdo contra micro-organismos e degradacdo proteolitica, as quais
estdo correlacionadas com a distribuicdo das glicoproteinas (Diaz et al.
2001; Diaz et al. 2008).

As glicoproteinas com didis vicinais oxidaveis e/ou glicogénio
nas secrecdes de polissacarideos neutros podem estar associadas na via
de manutencéo celular sob condic¢des de estresses, atuando nas funcbes
cooperativas da digestdo enzimética (Srivastava et al. 2012; Tadano e
Yamada, 1978), ja os polissacarideos acidos contribuem para a protecéo
contra micro-organismos patogénicos e como barreira fisica entre a
mucosa e 0s agentes ambientais (Arellano et al. 1999; Marchetti et al.
2006). No presente trabalho, as células epiteliais do hepatopancreas
apresentaram aumento de polissacarideos neutros e acidos, sendo que 0s
polissacarideos neutros ocorreram nos vacuolos das células F, B e,
também, na célula R. A presenga de polissacarideos ja foi localizada nos
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vactolos das células F e B (Ceccaldi, 1989; Toullec et al. 1992). Os
camarfes utilizam os carboidratos como fonte de energia no
hepatopancreas (Mohd-Shamsudin et al. 2013), para a producdo de
horménios (Kleinholz, 1966) e producdo de proteinas (Adiyodi &
Adiyodi, 1970; Tsang et al. 2003). Portanto, alteraces no
armazenamento e producdo desses carboidratos podem prejudicar
diversas vias metabolicas realizadas no hepatopancreas e 0 aumento dos
polissacarideos pode indicar uma forma de protecdo contra o insulto da
radiacdo UV-B. Estudos observaram que a expressdo dessas proteinas
sintetizadas no hepatopancreas foi aumentada concomitantemente com o
aumento da exposi¢do a radiagdo UV-B em Tigriopus japonicus.
Zubrzycki e colaboradores (2012) sugerem que a mobilizagdo das
proteinas como a colagenase ocorra para ajudar a prevenir os efeitos da
radiacdo UV-B e que esse sistema seja coordenado pelo metabolismo do
hepatopancreas.

Polissacarideos neutros estavam presentes em grande quantidade
nas microvilosidades das células epiteliais do hepatopancreas de M.
olfersi expostos a radia¢do. O processo de absorcdo das células epiteliais
ocorre nas microvilosidades e a reacdo de PAS nessa estrutura indica a
absorcdo e/ou liberacdo de polissacarideos neutros (Al-Mohanna et al.
1985a), como foi verificado em F. brasiliensis (Ceccaldi, 1989). Além
dessa observacdo, as analises ultraestruturais deste trabalho
evidenciaram alteracfes nas microvilosidades das células R e F do
hepatopancreas de M. olfersi. Nos crustaceos decépodes Scylla serrata
(Vasanthia et al. 2014), M. borellii e P. argentinus (Collins, 2010) e
isdpodes (Mazzei et al. 2014) expostos a metais pesados, ocorreu a
desorganizagdo e o rompimento das microvilosidades das células R e F.
Podemos supor que a radiagdo UV-B induz a danos nas
microvilosidades, prejudicando o processo de absor¢do de nutrientes no
hepatopancreas de M. olfersi.

A expressdo da proteina PCNA ¢é induzida pela radiagdo UV
(Scott et al. 2001; Moore et al. 2004), por esta razdo foi realizada a
imuno-histoquimica para essa proteina nas células epiteliais do
hepatopancreas de M. olfersi. Os dados mostraram aumento da
expressdo da proteina PCNA no citoplasma das células epiteliais dos
juvenis expostos a radiacdo UV-B. PCNA citoplasmatica esta associada
com diversas proteinas, desempenhando funcfes relacionadas com a
regulacdo do sistema gerador de energia mitocondrial, por meio do
ligante para malato desidrogenase; regulacdo da integridade do
citoesqueleto e de outras vias de sinalizagdo celular, por meio de
ligagbes citoplasmaticas e com proteinas de membrana, incluindo a
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anexina A2, sarcolectina, fator 1 de elongacédo, peptil-prolil cis-trans
isomerase e proteinas ribossomais 40S; e a via da glicolise, associadas
com enzimas glicoliticas (G3P-GAPDH) (Naryzhny e Lee, 2010;
Olaisen et al. 2015). As enzimas GAPDH também desempenham
importante papel na progressdo do ciclo celular, apoptose e estresse
oxidativo, através da ativacdo do promotor da histona 2B (Zheng et al.
2003). E, ainda, em neutrdfilos, a proteina PCNA citoplasmatica esta
envolvida na sobrevivéncia celular, prevenindo a ativacdo das pro-
caspases (Witko-Sarsat et al. 2010; Chiara et al. 2012). Em face do
conhecimento obtido até 0 momento, as funcdes exercidas pela PCNA
no citoplasma mostram que estdo relacionadas com a regulacdo do
funcionamento celular.

No presente estudo, o epitélio do hepatopancreas de M. olfersi
irradiado com UV-B apresentou: descaracterizacao do epitélio celular do
hepatopancreas; aumento vacuolar e de polissacarideos; diminuicdo
lipidica; e alteracOes estruturais nas organelas das células R e F (Quadro
4). Apesar da presenca dos componentes autofagicos, 0s quais reciclam
as organelas evitando o prejuizo das fungbes celulares e 0 aumento da
expressdao da PCNA, também atuando na regulacdo das atividades
celulares, a radiacdo UV-B levou a ativacdo do processo de apoptose,
inviabilizando as células do epitélio do hepatopancreas (Figura 30).
Pode-se concluir que os danos celulares observados acarretam alteragdes
nas funcdes metabdlicas das células epiteliais do hepatopancreas,
prejudicando, além dos processos de absorcdo, secre¢do e digestdo, a
resposta imunoldgica, o processo de detoxicacdo e o crescimento e
reproducdo do animal.

O estudo realizado com as células epiteliais do hepatopancreas de
juvenis M. olfersi contribui com o conhecimento atual sobre os efeitos
da radiacdo UV-B nos organismos aquaticos e a utilizacdo do
hepatopancreas se mostraram adequada para a compreensdo dos
diferentes mecanismos celulares em resposta ao estresse. E possivel
verificar que algumas alteragbes nas organelas celulares, como a
mitocdndria, complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico, ocorridas
em consequéncia da irradiagdo UV-B, se repetem em células expostas a
outros estressores discutidos nesse trabalho. Os resultados obtidos
referentes as alteracBes estruturais e a presenca de componentes
autofagicos abrem para novas perguntas, as quais requerem a utilizacéo
de outras ferramentas bioquimicas e moleculares para melhor elucidar
os diversos efeitos da radiagdo UV-B e as respostas celulares.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho mostrou que a radiagdo UV-B atingiu as células
epiteliais do hepatopéncreas de juvenis de M. olfersi, alterando a sua
estrutura, organizacao e dinamica celular.

O epitélio do hepatopancreas de M. olfersi apresentou além dos
quatros diferentes tipos celulares (E, R, F, B), um quinto tipo, a célula
M, a qual ndo é comum em todos 0s crustaceos; estas células
mostraram-se distribuidas de forma organizada nas zonas do tubulo do
hepatopancreas e essa organizacdo nao foi prejudicada pela acdo da
radiacao.

As células fonte do epitélio (célula E) mostraram-se localizadas
na zona distal do tibulo do hepatopancreas, no entanto se dividem nas
trés zonas do tubulo, principalmente na zona distal. Esse perfil de
proliferacdo foi alterado pela a¢do da radiagdo UV-B.

As células epiteliais do hepatopancreas de juvenis irradiados
apresentaram citoplasma menos homogéneo e descaracterizagdo da
organizacdo epitelial. Além disso, ocorreu diminui¢cdo do conteldo
lipidico e aumento de polissacarideos nessas células.

As membranas e organelas das células R e F do epitélio do
hepatopancreas foram danificadas ap0s a irradiacdo, o reticulo
endoplasmatico e o complexo de Golgi apresentaram dilatacGes entre as
cisternas; as mitocondrias mostraram, principalmente, reducdo das
cristas; ocorreram danos nas microvilosidades e formacdo de
componentes autofagicos.

Né&o foi possivel verificar os efeitos ultraestruturais da radiacao
UV-B nas células E e M porque essas células sdo menos frequentes no
epitélio tubular. Ocorreram também dificuldades em analisar as
organelas das células B porque elas apresentam pouca regido
citoplasmatica, visto que o seu vacuolo digestivo ocupa grande parte
dessa regido.

Os danos observados na mitocondria das células R e F do epitélio
do hepatopéancreas de M. olfersi foram confirmados pelo aumento da
proteina Drpl, a qual est4d associada com a fissdo e 0 estresse
mitocondrial.

Nas células epiteliais do hepatopancreas irradiadas com UV-B
apresentaram aumento da atividade das proteinas envolvidas com o
estresse celular; e, aumento de células em processo de apoptose, 0 que
indica a diminuicéo da viabilidade celular.

O hepatopéncreas de M. olfersi mostrou-se um 6rgdo adequado
para os estudos sobre a toxicidade da radiacdo UV-B, podendo ser
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utilizado para testes de substancias e processos protetivos para a
exposicdo a radiacdo UV; esta espécie se mostrou um animal de facil
manipulacdo laboratorial. Os efeitos adversos da radiacdo UV sobre
hepatopancreas demonstrados aqui € uma importante preocupacao para
0 metabolismo de crustaceos, que pode ser considerada relevante para a
conservagdo da biodiversidade e também na aquicultura.
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