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RESUMO  

Estudos utilizando o embrião do camarão de água doce Macrobrachium 
olfersii têm relatado alterações nas células embrionárias após a 

exposição à radiação UVB, como danos ao DNA e mitocondriais. 

Considerando a importância da mitocôndria nas células embrionárias, o 

objetivo deste estudo foi caracterizar os aspectos da 

morfofuncionalidade mitocondrial em embriões de M. olfersii, bem 

como as respostas mitocondriais frente à exposição à radiação UVB. A 

partir do transcriptoma de embriões de M. olfersii, foi realizada a 

identificação das sequências codificantes dos genes Tfam, Nrf1, Mfn1 e 

Drp1. A relação filogenética demonstrou forte identidade aminoacídica 

e caráter altamente conservado das sequências. Os resultados obtidos 

mostraram que a expressão dos genes analisados foi altamente regulada 

durante o desenvolvimento embrionário, aumentando seus níveis 

próximos à eclosão. Além disso, o número de cópias do mtDNA foi 

maior nos dias embrionários iniciais. O próximo passo foi investigar o 

efeito da exposição à radiação UVB sobre a morfofuncionalidade 

mitocondrial utilizando uma dose similar à radiação UVB ambiental. 

Após 1, 12, 24 e 48 h de exposição, os embriões foram analisados. 

Foram reconhecidas alterações nucleares e citoplasmáticas, como 

mitocôndrias com formas anômalas e perda das cristas mitocondriais. A 

produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) foi maior após 1 h da 

exposição à radiação UVB. Além disso, foram observados maiores 

níveis de transcritos dos genes Tfam, Nrf1 e Drp1, e maior número de 

cópias do mtDNA nos embriões expostos à radiação UVB. Por fim, a 

exposição à radiação UVB resultou em um aumento do conteúdo das 

proteínas PRK8, p62 e LC3II, relacionadas ao processo de mitofagia. 

Considerando nossos resultados e o conhecimento atual sobre os efeitos 

da radiação UVB, apontamos a mitocôndria como um importante alvo 

celular dessa radiação nas células embrionárias de M. olfersii. Propomos 

que as respostas mitocondriais sejam usadas como uma ferramenta para 

avaliação do estresse ambiental causado pela radiação UVB em 

embriões de espécies aquáticas. 

Palavras-chave: radiação UV, Crustacea, embriotoxicidade, biogênese 

mitocondrial, fusão/fissão mitocondrial, DNA mitocondrial. 
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ABSTRACT 

Studies using embryo of freshwater prawn Macrobrachium olfersii have 

reported changes in embryonic cells after the UVB radiation exposure, 

as DNA and mitochondrial damage. Considering the importance of 

mitochondria in embryonic cells, the aim of this study was to 

characterize aspects of mitochondrial morphofunction in embryos of M. 

olfersii, as well as mitochondrial responses to UVB radiation exposure. 

From the transcriptome of M. olfersii embryos, the coding sequences of 

the Tfam, Nrf1, Mfn1 and Drp1 genes were identified. The phylogenetic 

relationship demonstrated strong aminidic identity and charater highly 

conserved of the sequences. The results showed that the expression of 

the analyzed genes was highly regulated during embryonic 

development, increasing their levels close to hatching. In addition, 

mitochondrial DNA (mtDNA) copies were higher at initial embryonic 

days. The next step was to investigate the effect of UVB radiation on 

mitochondrial morphology using an environmental dose of UVB. After 

1, 12, 24 and 48 h of exposure, the embryos were analyzed. Nuclear and 

cytoplasmic alterations were recognized, as mitochondria with 

anomalous shapes and loss of mitochondrial ridges. The production of 

reactive oxygen species (ROS) was higher after 1 h to UVB exposure. In 

addition, higher transcript levels of Tfam, Nrf1 e Drp1 genes and higher 

numer of mtDNA copies in embryos exposed to UVB radiation were 

observed. Finally, the UVB radiation exposure resulted in an increase in 

the content of the PRK8, p62 and LC3II proteins, related to the 

mitophagy process. Considering our results and current knowledge on 

the effects of UVB radiation, we have pointed the mitochondria as an 

important cellular target to this radiation in the embryonic cells of M. 

olfersii. We propose that the mitochondrial responses can be used as a 

tool for assessing environmental stress caused by UVB radiation in 

embryos of aquatic species. 

Key words: UV radiation, Crustacea, embryotoxicity, mitochondrial 

biogenesis; fusion/fission mitochondrial; mitochondrial DNA. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 RADIAÇÃO ULTRAVIOLETA E SEUS EFEITOS BIOLÓGICOS 

 

A radiação ultravioleta (UV) é um constituinte do espectro 

eletromagnético solar, sendo de grande importância para diversos 

processos biológicos e fundamental para a manutenção da dinâmica dos 

ecossistemas (DIFFEY, 1991). A radiação UV apresenta uma ampla 

faixa de comprimento de onda, entre 400 e 100 nm, sendo classificada 

em radiação ultravioleta A (UVA I, 400 – 340 nm; UVA II, 340 – 315 

nm), radiação ultravioleta B (UVB 315 – 280 nm) e radiação ultravioleta 

C (UVC 280 – 100 nm) (DIFFEY, 1991; 2002) (Figura 1). 

 
Figura 1: Representação do espectro eletromagnético solar com destaque 

para os comprimentos de onda da radiação UV.  

    
 
 UVC: radiação ultravioleta C; UVB: radiação ultravioleta B; UVA: radiação 

ultravioleta A.  

Fonte: Da própria autora (2018). 

 

Os níveis de incidência de radiação UV na superfície terrestre são 

controlados pela camada de ozônio. Essa camada está localizada na 

estratosfera (10 a 50 km de altitude) e é formada pelas moléculas de 

ozônio (O3) que, por sua vez são constituídas pela associação de um 

átomo livre de oxigênio (O) com uma molécula de oxigênio (O2) 

(DIFFEY, 1991; 2002; ROWLAND, 2006). Através de um processo 

natural e dinâmico, observa-se um balanço constante de formação e 

dissociação da molécula de ozônio, que é dependente da energia da 

radiação UV para a quebra ou restabelecimento das ligações químicas 

entre o O e O2 (Figura 2).  
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Figura 2: Representação esquemática da formação e dissociação do ozônio. 

Radiação UVC dissocia a molécula de ozônio em uma molécula de oxigênio e 

um átomo livre de oxigênio. Radiação UVB dissocia a molécula de oxigênio em 

dois átomos livres de oxigênio. Cada átomo de oxigênio se liga a uma molécula 

de oxigênio formando novamente a molécula de ozônio (A). Radiações 

UVB/UVC promovem a liberação do átomo de cloro que se liga à molécula de 

ozônio, resultando na formação do monóxido de cloro e na molécula de 

oxigênio, impedindo a formação da molécula de ozônio (B).  

 
UVC: radiação ultravioleta C; UVB: radiação ultravioleta B; O: átomo livre de 

oxigênio; O2: molécula de oxigênio; O3: Molécula de ozônio; Cl: cloro; F: flúor; 

C: carbono.   

Fonte: Adaptado de Crutzen, (1974) e Molina e Rowland, (1974). 

 

A energia da radiação UV é inversamente relacionada ao seu 

comprimento de onda (PAUL et al., 2003). Assim, a radiação UVC é a 

mais energética, sendo completamente utilizada nas reações 

fotoquímicas de dissociação e formação do ozônio, não atingindo a 

superfície terrestre em níveis significativos (KIRCHHOF et al., 2000). 

No entanto, a absorção da radiação UVC pela camada de ozônio é 

relativamente recente na história da Terra, datando de dois bilhões de 

anos atrás, e a sua incidência tem sido relatada como um dos principais 

fatores que limita o desenvolvimento da vida terrestre (BJORN et al., 

1999). 

Grande parte da energia da radiação UVB é utilizada nas reações 

fotoquímicas de dissociação e formação do ozônio, e cerca de 5 a 10% 

desta radiação é capaz de atravessar a camada de ozônio e atingir a 

superfície terrestre. Por sua vez, cerca de 90 a 95% da radiação UVA, 
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por possuir menor energia intrínseca, é capaz de atravessar a camada de 

ozônio e atingir a superfície terrestre (PFEIFER et al., 2005; VERNET, 

2006; MAVERAKIS et al., 2010).  

Contudo, a camada de ozônio vem apresentando alterações na sua 

composição devido a causas naturais e antrópicas, que resultam no 

aumento da intensidade de radiação UVB que atinge a superfície 

terrestre. Essa problemática foi levantada inicialmente na década de 

1970 pelos químicos Mario Molina e Frank Rowland e pelo 

meteorologista Paul Crutzen, que demonstraram a influência dos 

compostos clorofluorocarbonos (CFC) e bromofluorocarbonos (BFC) na 

redução da camada de ozônio. Na estratosfera, a radiação UV também é 

capaz de dissociar esses compostos, liberando moléculas de bromo, 

flúor e cloro. Por reações fotoquímicas, essas moléculas ligam-se às 

moléculas de ozônio, compromentendo assim a dinâmica da formação 

da camada de ozônio (CRUTZEN, 1974; MOLINA E ROWLAND, 

1974) (Figura 2). Essa descoberta foi se consolidando no meio científico 

e em 1995, Molina, Rowland e Crutzen receberam o Prêmio Nobel de 

Química 

(http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1995/). 

Desde então, tem-se registrado uma diminuição do ozônio estratosférico 

em decorrência de emissão de CFC e BFC na atmosfera pela ação 

humana (BRASSEUR et al., 1985; FANG et al., 2018; YADAV et al., 

2018).  

Na década de 1980, baseados nos estudos realizados por Molina, 

Rowland e Crutzen, os cientistas Joesph Farman, Brian Gardiner e 

Jonathan Shanklin constataram a existência do chamado buraco de 

ozônio antártico na região Antártica (FARMAN et al., 1985; 

KIRCHHOFF et al., 1996; SHANKLIN, 2010). Esse fato contribuiu 

igualmente para o aumento da UVB na superfície terrestre, sobretudo na 

região sul da América do Sul, onde os índices desta radiação têm se 

mostrado elevados, principalmente nos meses de primavera e verão 

(KARENTZ et al., 2001; RONINSON et a., 2015; PASSAGLIA et al., 

2015;  UNEP, 2017; NÚÑES-PONS et al., 2018). Em meados da década 

de 1980, através de um tratado internacional, criou-se o Protocolo de 

Montreal, visando o comprometimento dos países em acabar e substituir 

o uso dos principais compostos que contribuem para a destruição da 

camada de ozônio (http://www.protocolodemontreal.org.br/).  

A incidência dos níveis de radiação UV na superfície terrestre 

depende ainda de fatores, como o ângulo de elevação solar, altitude e 

localização geográfica, cobertura das nuvens, nível de poluição regional 



24 
 

e a presença de superfícies como a água, areia ou neve (MAVERAKIS 

et al., 2010). 

Ao atingir a superfície terrestre, a radiação UV participa de 

diferentes processos de importância biológica. A radiação UVA fornece 

energia luminosa para a fotossíntese e atua na ativação da enzima 

fotoliase em alguns organismos (DONG et al., 2008; LI et al., 2015; 

MURATA et al., 2017). A radiação UVB contribui para a orientação 

visual de espécies de aves, peixes e de artrópodes (LAND E NILSSON, 

2002) e é necessária para a síntese de vitamina D em humanos (GODAR 

et al., 2012; O’SULLIVAN et al., 2017). 

Por outro lado, a radiação UVB tem sido considerada um 

estressor natural que afeta diversos mecanismos biológicos, fato esse 

que desperta o interesse pelos estudos dos seus efeitos fotobiológicos na 

biosfera. Dependendo da dose recebida, a radiação UVB pode 

desencadear reações adversas, como queimaduras de pele (eritema), 

envelhecimento precoce da pele, catarata e câncer de pele (NASSER et 

al, 2010; D'ORAZIO et al., 2013; SOLA E LORENTE, 2015; GUERRA 

et al., 2018).  

A radiação UVB pode também atingir ambientes aquáticos 

dependendo das propriedades da coluna d’agua como transparência e 

turbidez, induzindo efeitos fotobiológicos em profundidades de até 30 

metros (KARENTZ E LUTZE, 1990; 2001; SINHA et al., 2002; 

HÄDER, et al., 2003; 2011; BANCROFT et al., 2007; NAZARI et al., 

2013). Alguns organismos aquáticos desenvolveram estratégias físicas e 

comportamentais para amenizar os efeitos nocivos provocados pela 

exposição à radiação UVB (EPEL et al., 1999; SCHUCH et al., 2015). 

A presença de cascas, conchas ou carapaças exercem uma barreira física 

contra a radiação, assim como o comportamento de abrigar-se em locais 

protegidos oferece proteção aos organismos (CUBILLOS et al., 2015). 

Porém, os ovos e as larvas depositados em regiões de águas rasas e 

claras normalmente não disponibilizam desses mecanismos de defesa, 

ficando expostos à radiação UVB durante as etapas mais sensíveis do 

seu ciclo de vida (CYWINSKA et al., 2000; DAHMS E LEE, 2010; 

WANG, et al., 2010).  

Estudos demonstram que as espécies apresentam sensibilidade 

diferenciada frente à exposição à radiação UVB, refletindo em variados 

padrões de efeitos nocivos (CROTEAU, et al., 2008; CAMPANALE et 

al., 2011; HUREM et al., 2018). Os efeitos da radiação UVB foram 

inicialmente relatados abordando ecossistemas marinhos, com pesquisas 

enfocando animais adultos, juvenis, larvas e embriões de espécies de 

vertebrados e invertebrados (GOUVEIA et al., 2005; FUKUNISHI et 
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al., 2013 BALAZS et al., 2016; DOS SANTOS et al., 2018). Dentre os 

invertebrados, destacam-se os trabalhos com ouriços do mar, os quais 

relataram os efeitos da radiação UVB sobre a morfologia e fisiologia de 

embriões e larvas, além de danos ao DNA e estresse celular (NAHON et 

al., 2009; BONAVENTURA et al., 2017; ZHAO et al., 2018). Em 

gastrópodes expostos à radiação UVB foi demonstrado um aumento na 

taxa de mortalidade e atraso no desenvolvimento embrionário e larval 

(FISCHER et al., 2014). Em crustáceos, estudos revelam os efeitos da 

radiação UVB em larvas e embriões, sendo relatada a diminuição do 

tamanho dos indivíduos e atraso no desenvolvimemto embrionário 

(CONNELLY et al., 2009; MORESINO et. al., 2011; KIM et al., 2015; 

MÜLLER et al., 2018). Além das respostas reconhecidas nesses 

organismos, estudos moleculares têm identificado alterações na 

expressão gênica durante as fases iniciais de desenvolvimento induzidas 

pela exposição à radiação UVB (NUÑEZ et al., 2012; RUSSO et al. 

2014; DESPIC et al., 2017; PUTHUMANA et al., 2017).  

Os efeitos adversos amplamente reportados estão relacionados 

com a capacidade da energia da radiação UVB em penetrar nas células 

dos organismos expostos. Nas células animais, o principal cromóforo da 

radiação UVB é a molécula de DNA (HORNECK, 1995; CADET et al., 

2005; SCHUCH et al., 2017). Este fato ocorre devido a faixa de 

comprimento de onda da radiação UVB coincidir com a absorbância 

máxima da molécula de DNA, levando à formação de dímeros de 

pirimidina ciclobutano e de 6-4 fotoprodutos (YOU, 2001; YANG, 

2011). Os dímeros de pirimidina ciclobutano caracterizam-se pela 

formação de ligações covalentes entre carbono-carbono de pirimidinas 

adjacentes, correspondendo a cerca de 80-90% dos danos e podem inibir 

a transcrição e replicação do DNA (SINHA E HADER, 2002; 

BANASZAK, 2003). Já os 6-4 fotoprodutos são formados pelas ligações 

entre carbono 6 - carbono 4 de pirimidinas 2 adjacentes e correspondem 

a cerca de 10-20% dos danos ao DNA induzidos pela radiação UVB 

(HÄDER et al., 2003; YANG, 2011). Além disso, alterações na 

estrutura nuclear, como a perda da integridade da membrana nuclear, 

bem como a presença de fragmentação e/ou condensação da cromatina 

também foram documentados após a exposição à radiação UVB 

(MIGUEL et al., 2002; QUADROS et al., 2016). 

 No citoplasma, ao entrar em contato com moléculas como a 

água, a energia da radiação UVB é capaz de formar espécies reativas de 

oxigênio (ERO) que promovem a peroxidação lipídica, sendo 

responsável por alterações na permeabilidade das membranas celulares e 

danos a diversas organelas citoplasmáticas (NAZARI et al., 2010; 
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HOLLMAN et al., 2015; KIM et al., 2015). A mitocôndria é 

considerada a principal fonte de produção de ERO nas células 

eucarióticas e estima-se que até 90% da sua produção seja devido à 

fosforilação oxidativa (BALABAN et al., 2005; ZOROV et al., 2014). A 

geração de grupos superóxido (O2-) na matriz mitocondrial leva à 

formação de peróxido de hidrogênio (H2O2), o qual é liberado no 

citoplasma celular (MURPHY, 2009). Sistemas naturais de eliminação 

de radicais livres são requeridos pela célula, onde através da atividade 

enzimática ou não enzimática, promovem a sua eliminação ou então 

impedem sua transformação em produtos mais tóxicos. O sistema 

enzimático de defesa são compostos pelas enzimas Glutationa-

Peroxidase, Catalase, Metionina-Redutase e Superóxido-Dismutase, já o 

sistema não enzimático necessitam ser absorvidos pela alimentação 

apropriada e são compostos pelas vitaminas lipossolúveis, vitaminas 

hidrossolúveis e os oligoelementos (HALLIWEL et al., 1990). Porém, 

comprometimentos causados pela exposição à radiação UVB na cadeia 

transportadora de elétrons, promovem uma maior produção de O2- e, 

portanto, uma liberação aumentada de H2O2 para o citoplasma, 

exercendo uma toxicidade celular (PAZ et al., 2007; SCHUCH et al., 

2017; BRAND et al., 2018).  

 Entre as organelas comprometidas pela exposição à radiação 

UVB, destacam-se as mitocôndrias (JUGÉ et al., 2016). Estudos relatam 

a perda da permeabilidade e a despolarização da membrana mitocondrial 

após a exposição à radiação UVB, promovendo diretamente a liberação 

do citocromo c, desencadeando o início da sinalização apoptótica 

mediada por caspases (KAM et al, 2013; WALSH et al., 2017).  Além 

disso, a ação direta desta radiação sobre o DNA mitocondrial (mtDNA) 

também está relacionado com a ativação da morte celular programada 

(FACHAL et al., 2014; BÖHM et al., 2016).  

Embora as alterações celulares provocadas pela exposição à 

radiação UVB sejam amplamente documentadas, elas representam uma 

pequena porção das respostas biológicas à radiação UVB conhecidas, 

sendo fundamental a ampliação dos estudos abordando diferentes 

modelos biológicos. Tendo em vista o papel essencial desempenhado 

pela mitocôndria durante o metabolismo, fisiologia e desenvolvimento 

embrionário, torna-se relevante a compreensão das respostas 

mitocondriais frente à exposição à radiação UVB.  
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1.2 ATIVIDADE MITOCONDRIAL COM ÊNFASE NO 

DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO 
  

As mitocôndrias são organelas citoplasmáticas que participam da 

manutenção de vários processos celulares, pois são responsáveis pela 

maior produção líquida de energia, através da síntese de adenosina 

trifosfato (ATP) gerada por fosforilação oxidativa (KENNEDY E 

LEHNINGER, 1950; 1951). O surgimento desta organela é baseado na 

Teoria da Endossimbiose proposta por Lynn Margulis na década de 

1960, a qual sugere que a partir de uma relação de endossimbiose 

promovida pela fagocitose de um procarionte aeróbio por uma célula 

pré-eucarionte anaeróbia, as mitocôndrias teriam surgido nas células 

eucarióticas (ALBERTS et al., 2010). 

As mitocôndrias apresentam-se nas células sob a forma 

arredondada ou alongada envolta por duas membranas lipídicas 

altamente especializadas, a membrana externa e a membrana interna, e 

entre ambas é encontrado um espaço denominado intramembranoso. A 

membrana mitocondrial interna apresenta-se paralela ao contorno da 

membrana mitocondrial externa, invaginando-se em direção à matriz 

para formar as numerosas cristas mitocondriais. Aderidos às cristas 

mitocondriais, encontram-se os cinco complexos enzimáticos, 

responsáveis pela produção de energia, denominados de cadeia 

respiratória. Na matriz mitocondrial são encontradas as principais 

enzimas responsáveis pelo ciclo de Krebs, pela β-oxidação de ácidos 

graxos, além de RNAs, ribossomos e o mtDNA (ALBERTS et al., 

2010). 

Além do desempenho das mitocôndrias em fornecer suporte 

energético às células, esta organela apresenta uma grande riqueza de 

papéis na fisiologia celular. Entre eles, destaca-se a participação da 

mitocôndria na regulação da homeostase de cálcio intracelular e 

metabolismo de ácidos graxos, biossíntese de componentes celulares 

(como ácidos graxos, aminoácidos, purinas e timinas), produção de 

radicais livres, além de possuir um papel fundamental no controle do 

início da morte celular por apoptose, processo crucial durante o 

desenvolvimento embrionário (McBRIDE et al., 2006; NUNNARI et 

al., 2012; CHOWDHARY et al., 2017; REN et al., 2017).  

As mitocôndrias são organelas altamente dinâmicas e organizam-

se formando malhas ou redes mitocondriais, alterando sua forma, 

tamanho e distribuição dentro da célula (BOLDOGH et al., 2006; XIE et 

al., 2018). A fim de manter a homeostase da bioenergética celular em 

resposta às mudanças das necessidades intercelulares durante o 
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desenvolvimento embrionário, a rede mitocondrial é regulada por dois 

processos dinamicamente opostos: fusão e fissão mitocondrial (SESAKI 

E JENSEN, 1999; CHAN, 2006; WESTERMANN, 2010; TILOKANI, 

et al., 2018). O equilíbrio entre estes dois processos irá determinar a 

morfologia mitocondrial, dependendo das demandas energéticas dentro 

de uma célula (BENARD E KARBOWSKI, 2009). Quando prevalece o 

processo de fissão mitocondrial, observam-se mitocôndrias 

fragmentadas e esféricas, enquanto que um excesso de fusão resulta em 

mitocôndrias tubulares e alongadas (WAI et al., 2016). Essa dinâmica 

mitocondrial ocorre em resposta a sinais intra ou extracelulares; às 

oscilações nas demandas metabólicas, as quais podem alterar o número 

e a distribuição da organela para que esta se adapte as necessidades 

funcionais da célula; às necessidades de manutenção e eliminação do 

material genético mitocondrial e degradação da organela (BEREITER-

HAHN, 1994; LIESA et al., 2009).  

As principais proteínas envolvidas nos processos de fusão e 

fissão mitocondrial são GTPases codificadas nuclearmente, apontando 

uma origem evolutiva comum. Diferentes organismos modelo, incluindo 

levedura, Drosophila sp. e Caenorhabditis elegans contribuiram para o 

entendimento dos mecanismos celulares envolvidos nestes processos 

(PAGLIUSO et al., 2018).  

O processo de fusão mitocondrial caracteriza-se pela união de 

duas ou mais mitocôndrias, sendo mediado pelas proteínas mitofusina 1 

(Mfn1) e mitofusina 2 (Mfn2), localizadas na membrana externa da 

mitocôndria, e pela proteína 1 de atrofia óptica (Opa1), localizada na 

membrana interna mitocondrial. Essas proteínas têm sua ação ativada 

pela hidrólise de guanosina trifosfato (GTP), através do domínio 

GTPase presente nas mitofusinas, a fim de promover a fusão da 

membrana mitocondrial externa das mitocôndrias adjacentes 

(ZORZANO et al., 2010; ISHIHARA et al., 2013). O processo de fusão 

das membranas mitocondriais externa e interna ocorre em duas etapas 

distintas, onde as mitofusinas presentes na membrana externa são 

responsáveis pela fusão das mesmas, enquanto que a OPA1, presente na 

membrana interna, atua fundindo as membranas internas de duas 

mitocôndrias (LIESA et al., 2009).  

 Além do processo de fusão mitocondrial, as proteínas envolvidas 

neste processo são requeridas para a estabilidade do mtDNA e também 

estão associadas com a manutenção da cadeia respiratória e do potencial 

de membrana mitocondrial. Esses mecanismos são essenciais para o 

desenvolvimento embrionário e sobrevivência celular em fases 
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posteriores do desenvolvimento (CHEN et al., 2003; CHAN et al., 2012; 

YOULE et al., 2012).  

Por outro lado, o processo de fissão mitocondrial é caracterizada 

pela divisão de uma mitocôndria em duas ou mais novas mitocôndrias, 

sendo mediado pela proteína 1 relacionada à dinamina (Drp1) e pela 

proteína de fissão (Fis1) (KRAUS et al., 2017). A Drp1 está localizada 

principalmente no citosol e, uma vez ativada, transloca-se para a 

membrana mitocondrial externa e liga-se à proteína Fis1, em locais 

denominados sítios de constrição (MOZDY et al., 2000;  LOSON et al., 

2013). Após ser recrutada para a mitocôndria, a Drp1 se polimeriza em 

torno da organela e, através da hidrólise do GTP, altera a sua 

conformação para constringir as membranas externa e interna, 

ocasionando a fissão da mitocôndria (MEARS et al., 2011). Esse 

processo é essencial para o crescimento e manutenção do número 

adequado de mitocôndrias de cada célula durante a proliferação celular 

(Figura 3) (CHANG et al., 2010; ISHIHARA et al., 2015). 

 
Figura 3: Processo de dinâmica mitocondrial. Mecanismo de fusão 

mitocondrial, com a atuação das proteínas mitofusinas 1/2 mediando a fusão das 

membranas mitocondriais externas e da proteína Opa1, a fusão das membranas 

mitocondriais internas. Mecanismo de fissão mitocondrial, demonstrando o 

recrutamento da proteína Drp1 do citosol para receptores localizados na 

membrana mitocondrial externa, como Fis1. Drp1 organiza-se em torno do local 

da fissão permitindo a constrição das membranas mitocondriais. 

 
Opa1: proteína 1 de atrofia óptica; Drp1: proteína 1 relacionada à dinamina; 

Fis1: proteína de fissão. Fonte: Adaptado de Huang, et al. (2009). 

 

O número adequado de mitocôndrias nas células depende do 

equilíbrio entre os processos de fusão e fissão mitocondrial e da 

biogênese de novas mitocôndrias (CHEN et al., 2010). A biogênese 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1388198109001486?via%3Dihub#!
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mitocondrial pode ser definida como o crescimento e divisão de 

mitocôndrias pré-existentes, sendo um processo ativo durante a 

organogênese embrionária, devido à ativação do metabolismo oxidativo 

e crescimento durante este período. Este processo regula o conteúdo 

mitocondrial e permite que as células maduras mantenham o número 

apropriado de cópias de mtDNA para realizar suas funções 

especializadas, além de ser crucial para a manutenção da homeostase, 

estabilidade e sobrevivência celular em resposta ao estado metabólico 

celular, estresse ambiental, bem como processos de divisão, renovação e 

diferenciação celular (JORNAYVAZ et al., 2010; NGO et al., 2011; 

PALIKARAS et al., 2015).  

 A regulação do processo da biogênese mitocondrial é complexa e 

requer a expressão coordenada do genoma nuclear (gDNA) e do mtDNA 

(YOSHIMITSU et al., 2018). Cada mitocôndria apresenta múltiplas 

cópias de mtDNA, sendo este formado de uma cadeia de dupla fita 

circulares e apresenta 13 genes que codificam proteínas envolvidas na 

fosforilação oxidativa (OXPHOS), e 24 genes envolvidos na tradução de 

mtDNA (2 rRNAs e 22 tRNAs). Esse número de genes codifica apenas 

5% dos produtos necessários para o funcionamento mitocondrial. Os 

genes responsáveis pela biogênese mitocondrial estão localizados no 

gDNA, incluindo os que codificam para os fatores de transcrição 

mitocondriais e para proteínas presentes nos complexos I, II, III e IV da 

cadeia transportadora de elétrons (CTE) (JORNAYVAZ et al., 2010).  

O processo de biogênese mitocondrial ocorre através da ativação 

do coativador 1α do receptor gama ativado pelo proliferador de 

peroxisoma (PGC-1α), onde interage com fatores de transcrição 

respiratórios nucleares 1 e 2 (Nrf1 e Nrf2), os quais são conhecidos 

como reguladores do processo de transcrição e replicação mitocondrial 

(VIRBASIUS et al., 1993; LIN et al., 2005). Com maior importância, o 

Nrf1, uma vez ativado, modula a expressão de múltiplas proteínas 

mitocondriais e codificação nuclear, dentre elas, a expressão do fator de 

transcrição mitocondrial A (Tfam) (EKSTRAND et al., 2004; SHI et al., 

2012; NGO et al., 2014). O Tfam é um fator de transcrição que migra do 

núcleo para a mitocôndria, ligando-se a região promotora do mtDNA, 

regulando a transcrição dos 13 genes mitocondriais. Além disso, o Tfam 

está envolvido tanto no início da transcrição das principais proteínas 

mitocondriais, quanto para o início da transcrição e replicação do 

mtDNA, sendo um potente estimulador da duplicação do mtDNA 

(Figura 4) (KUKAT et al., 2015). O efeito final da ativação desses 

fatores de transcrição é o aumento do número de mitocôndrias nas 

células (VIRBASIUS E SCARPULLA, 1994; VIÑA, 2009). 
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Figura 4: Processo de biogênese mitocondrial. A PGC-1α se liga à região 

promotora de seus genes alvo como os Nrf1/2 e estimula sua expressão.  Nrf1 

codifica proteínas destinadas à mitocôndria como o Tfam. Após a tradução, a 

proteína Tfam é importada para o interior das mitocôndrias onde atua como um 

fator de transcrição do mtDNA e indutor da expressão de proteínas codificadas 

mtDNA que, juntamente com proteínas transcritas pelo gDNA são montadas 

para formar complexos de multisubunidades que se tornam parte CTE.  

 

 
PGC-1α: Coativador 1 α do receptor gama ativado pelo proliferador de 

peroxisoma; Nrf1/2: Fatores respiratórios nucleares 1 e 2; Tfam: fator de 

transcrição mitocondrial A; mtDNA: DNA mitocondrial; CTE: cadeia 

transportadora de elétrons.  

Fonte: Adaptado de Ljubcic et al. (2010). 

 

O desequilíbrio entre os processos de fusão e fissão 

mitocondrial, a perda da atividade mitocondrial, dobramento incorreto e 

agregação de componetes proteicos resultantes de mutações genéticas ou 

estresse ambiental são importantes causas da disfunção da rede 

mitocondrial (ROSS et al., 2013; KOTIADIS et al., 2014). Sendo assim, 

o número de cópias de mtDNA é estritamente controlado por sua 

transcrição e replicação, porém os mecanismos não são totalmente 

compreendidos (FALKENBERG et al., 2007; HERBERS et al., 2018). 

A resposta dos ciclos de fusão e fissão mitocondrial às mudanças no 

metabolismo são propostas para equilibrar dois processos em condições 

adversas: a compensação de danos por fusão e a eliminação de danos 

por fissão (CERVENY et al., 2007; WESTERMANN, 2010). O 

aumento do processo de fusão originam mitocôndrias filamentosas, as 

quais maximizam a capacidade de fosforilação oxidativa frente ao 

estresse, ajudando a manter o equilíbrio metabólico celular com a 

dissipação de energia (SKULACHEV, V.P. 2001). Além disso, a fusão 

permite a complementação funcional das mitocôndrias, onde 

componentes danificados ou mtDNA mutado podem ser compensados 

por componentes funcionais de mitocôndrias saudáveis (NAKADA et 
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al., 2001). Em contrapartida, o processo de fissão atua na identificação 

de mitocôndrias disfuncionais e sua subsequente remoção através do 

processo de mitofagia (TWIG et al., 2008; BRURMAN, et al., 2017).  

O processo de mitofagia é requerido para a manutenção do 

controle de qualidade da rede mitocondrial e pode atuar de acordo com a 

demanda metabólica celular, sendo de grande relevância biológica 

(PICKLES et al., 2018). Esse processo representa um tipo de autofagia 

seletiva onde ocorre à segregação de mitocôndrias disfuncionais da rede 

mitocondrial saudável por fissão mitocondrial, sendo assim englobadas 

por membranas autofágicas e destinadas a lisossomos, levando à 

formação de autofagossomos. Dentro dessas organelas líticas, as 

mitocôndrias são degradadas e seus produtos de decomposição são 

disponíveis para o metabolismo (ANZELL et al., 2018). Estudos relatam 

a existência de uma ligação funcional entre a dinâmica mitocondrial e o 

processo de mitofagia, onde a segregação de mitocôndrias disfuncionais 

é realizada pelo processo de fissão, seguida da inibição da sua 

maquinaria de fusão mitocondrial (WESTERMANN et al., 2010; 

BRURMAN, et al., 2017). 

 Dentre as vias que detectam mitocondrias disfuncionais e 

desencadeiam o processo de mitofagia, a mais conhecida é a mediada 

pelas proteínas PINK1/Parkina (SEKINE et al., 2018). Em condições 

saudáveis ocorre rápida degradação da proteína PINK1, a qual depende 

de um potencial constante de membrana mitocondrial. Com a perda do 

potencial da membrana em mitocôndrias disfuncionais, a proteína 

PINK1 é acumulada na membrana mitocondrial externa, e através da 

fosforilação de suas proteínas, recruta proteínas mitofágicas como a 

Parkina (membro do complexo E3 ubiquitina ligase). Em seguida, as 

proteínas receptoras de autofagia (p62/SQSTM1, OPTN, NDP52, 

TAX1BP1 e NBR1) interagem com a proteína LC3 para recrutar 

autofagossomas que irão circundar as mitocôndrias marcadas com o 

receptor e transportá-las para os lisossomos, ocorrendo assim à 

degradação mitocondrial (YOULE E NARENDRA, 2011; WILLIAMS 

E DING, 2015; BIEL E RAO, 2018).  

Nesse contexto, o sistema de controle da qualidade mitocondrial é 

sustentado pelos processos de biogênese mitocondrial, fusão e fissão 

mitocondrial, assim como a mitofagia, os quais desempenham um papel 

essencial na homeostase da rede mitocondrial, tanto em condições 

fisiológicas como patológicas (Figura 5) (PICKLES et al., 2018; YOO 

et al., 2018). 
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Figura 5: Ciclo de controle da qualidade mitocondrial. O ciclo de controle 

da qualidade mitocondrial envolve um processo dinâmico de fusão/fissão, 

biogênese e mitofagia. Mitocôndrias disfuncionais são segregadas através da 

fissão da rede mitocondrial saudável. Através do processo de mitofagia, a 

formação do autolisossomo degradará a mitocôndria. A célula irá reciclar os 

aminoácidos e ácidos graxos para permitir que a manutenção da rede 

mitocondrial saudável através da biogênese mitocondrial.  

 

   
 

Drp1: proteína 1 relacionada à dinamina, Opa1: proteína 1 de atrofia óptica; 

Fis1: proteína de fissão; Tfam: fator de transcrição mitocondrial A; Nrf1: fatores 

respiratórios nucleares 1. 

Fonte: Adaptado de Anzel et al. (2018). 

 

Considerando que os processos mitocondriais nas células são 

fortemente regulados em resposta ao requerimento energético, às 

mudanças fisiológicas e ao estresse, e poucos são os estudos que 

abordam os níveis de replicação do mtDNA e expressão de transcritos 

mitocondriais durante o desenvolvimento embrionário, a realização de 

estudos que visam compreender tais eventos mostram-se relevantes e 

inovadores para as áreas de biologia do desenvolvimento e 

embriotoxicidade, além de elucidar esses eventos moleculares em 

diferentes organismos.   
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1.3 DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO DE Macrobrachium 

olfersii  

 
Macrobrachium olfersii é um crustáceo decápode da família 

Palaemonidae, constituída por camarões de água doce, popularmente 

conhecido como pitu. Essa espécie é a mais representativa do seu 

gênero, podendo ser encontrados em corpos de água doce e salobra das 

Américas, desde o sul dos Estados Unidos até o sul do Brasil 

(HOLTHUIS, 1952). Na Ilha de Santa Catarina, esses animais são 

encontrados nas margens claras e rasas da Lagoa do Peri (MÜLLER et 

al., 1999; AMMAR et al., 2001), onde está situada em área de proteção 

ambiental e é um local isento de efluentes domésticos e industriais, 

cujas águas são destinadas para consumo humano (CECA, 1996; 

LISBOA et al., 2011). M. olfersii desempenha um papel fundamental 

para a manuntenção de seu ambiente, pois são animais detritívoros que 

participam da cadeia alimentar de peixes e aves aquáticas, atuando 

assim na ciclagem de energia desses ambientes (MÜLLER et al., 1999). 

 As fêmeas ovígeras de M. olfersii apresentam uma câmara 

incubadora na região ventral do abdome, formada pela dilatação lateral 

da carapaça, onde transportam cerca de 1.900 ovos embrionizados 

durante todo o período de incubação (NAZARI et al., 2003). Além 

disso, essa espécie possui o corpo recoberto por uma carapaça 

translúcida e a câmara incubadora não apresenta uma carapaça de 

revestimento ventral, de modo que os ovos ficam expostos a todas as 

condições presentes no meio ambiente (Figura 6).  

 
Figura 6: Esquema representativo de fêmea ovígera de Macrobrachium 

olfesii. Área em destaque mostra a localização da câmara incubadora e dos 

ovos. Barra de escala = 1 cm.  

 

 
Fonte: Adaptado de Nazari et al., 2003. 

 

Nos estágios iniciais do desenvolvimento, o tamanho médio dos 

ovos de M. olfersii é 0,47 mm no maior eixo e 0,38 mm no menor eixo 

(NAZARI et al., 2003). O desenvolvimento embrionário dessa espécie 
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ocorre durante 14 dias em temperatura de 24°C (± 1). O estagiamento 

dos embriões pode ser realizado utilizando diferentes critérios: (i) dia 

embrionário (E), no qual cada período de 24 h corresponde a um dia 

embrionário; (ii) eventos/processos, sendo reconhecidos eventos como 

clivagem, gastrulação, morfogênese e organogênese; (iii) estagiamento 

percentual, onde 0% corresponde ao momento da postura dos ovos e 

100% ao momento da eclosão; (iv) por períodos do desenvolvimento, 

sendo classificados em períodos pré-naupliar, naupliar e pós-naupliar 

(HELLUY E BELTZ, 1991; SANDEMAN e SANDEMAN, 1991; 

MÜLLER et al., 2004; SIMÕES-COSTA et al., 2005). O estagiamento 

embrionário adotado neste trabalho foi por dia embrionário (E). 

As características do desenvolvimento embrionário de M. olfersii 

apresentadas a seguir foram descritas por Müller et al., (2003; 2004) e 

por Simões-Costa et al., (2005).   

Os ovos de M. olfersii são do tipo centrolécito, onde é 

reconhecida grande quantidade de vitelo concentrada na região central 

do ovo. Tais características permitem que ocorra a clivagem do tipo 

meroblástica parcial superficial, uma vez que a grande quantidade de 

vitelo inviabiliza que todo o citoplasma do ovo se divida, Sendo assim, 

embrião desenvolve-se na superfície do ovo, característica que facilita a 

visualização direta das mudanças morfológicas ao longo dos dias 

embrionários.  

 No primeiro e segundo dias embrionários (E1 e E2), o núcleo 

celular divide-se repetidas vezes sem que ocorra a formação dos limites 

celulares dentro da massa de vitelo, formando as enérgides. Uma vez 

formadas, as enérgides migram para a periferia do ovo, onde ocorre a 

formação do blastoderma sincicial. Posteriormente, ocorre a 

celularização desses núcleos e a formação do blastoderma celular, cujas 

células passam a ser chamadas de blastômeros. Em E3 ocorre o processo 

de gastrulação e a formação do disco germinativo, que adquire o 

formato da letra “V”. Neste período ocorre intensa proliferação celular, 

tornando o disco germinativo mais espesso e constituído pelos três 

folhetos embrionários. Além disso, é possível reconhecer o eixo ântero-

posterior do embrião, onde as extremidades superiores correspondem ao 

esboço dos lobos ópticos e a extremidade inferior, ao esboço da papila 

caudal.  

Durante o quarto dia embrionário (E4) ocorre à organização do 

nauplius, um referencial para o desenvolvimento dos crustáceos 

(SCHOLTZ, 2000). Em M. olfersii, diferente dos camarões de água 

salgada, o nauplius ocorre em uma fase in ovo, sendo chamado de 

nauplius embrionizado. Neste dia embrionário, o embrião é constituído 
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pelos lobos ópticos na região anterior do embrião, a papila caudal na 

região posterior e a formação de três pares de apêndices naupliares: 

antênulas, antenas e mandíbulas nas regiões laterais.  
Durante o quinto e sexto dia embrionário (E5 e E6) organiza-se o 

pós-nauplius embrionizado inicial, caracterizado pela curvatura da 

papila caudal, alongamento do embrião do sentido ântero-posterior, 

crescimento e bifurcação dos apêndices naupliares e surgimento dos 

apêndices pós naupliares, que são as maxílulas, as maxilas e os 

primórdios dos segmentos torácicos. No sétimo dia embrionário (E7) é 

evidenciado o crescimento dorso-ventral do pós-nauplius embrionizado, 

o início da formação dos olhos pigmentados na porção distal do lobo 

óptico, crescimento da papila caudal e dos apêndices naupliares e pós-

naupliares. No décimo dia embrionário (E10), os olhos laterais 

apresentam nítida delimitação, assumindo um formato arredondado e 

ocorre o início da segmentação da papila caudal, a qual resultará na 

organização do abdome. Além disso, embriões em E10 são 

caracterizados pelo início dos batimentos do coração e movimentos dos 

apêndices torácicos e da papila caudal. Nos dias embrionários 

subsequentes, observa-se um aumento expressivo da região do olho e a 

carapaça dorsal recobre todo o cefalotórax. 

No décimo quarto dia embrionário (E14), os olhos apresentam 

formato arredondado e ocupam grande parte dos lobos ópticos, sendo 

recobertos pelo telson. A carapaça dorsal está formada e recobre todo o 

cefaltórax. Estruturas como o coração, intestino primitivo e os gânglios 

cerebrais estão formadas, viabilizando a sua funcionalidade após a 

eclosão. Ainda, observam-se movimentos coordenados dos apêndices, 

acompanhados de espasmos do embrião, os quais contribuem para o 

rompimento do cório, envelope que recobre o embrião até a eclosão 

(Figura 7). 
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Figura 7: Representação esquemática do desenvolvimento embrionário de 

Macrobrachium olfesii, de acordo com os dias embrionários (E).  

 
 dg: disco germinativo; lo: lobo óptico; an: antênulas; at: antenas; md: 

mandíbula; pc: papila caudal; o: olho; ap: apêndices pós-naupliares; t: telson; 

sc: segmentos corporais; c: carapaça.  

Fonte: Adaptado de Müller et al. (2004). 

 

A escolha do embrião de M. olfersii para avaliar os efeitos da 

radiação UVB deve-se ao fato desta espécie apresentar algumas 

características que o qualifica como um bom modelo de estudo, dentre 

elas podemos destacar: (1) a boa adaptabilidade a ambientes artificiais, o 

que possibilita a obtenção de desovas em um ambiente controlado de 

laboratório durante todo o período de incubação; (2) a presença de uma 

carapaça transparente que recobre o corpo; (3) o acesso aos embriões 

facilitado pelo fato das fêmeas transportarem os ovos em uma câmara 

incubadora externa e aberta; (4) o desenvolvimento superficial e a 

transparência das células embrionárias, o que facilita a visualização 

direta das mudanças morfológicas ao longo do desenvolvimento; (5) o 

elevado número de ovos e o tempo de desenvolvimeto de 14 dias, que 

possibilita o acompanhamento sistemático dos dias embrionários e (6) 

esses animais vivem e se reproduzem em águas rasas e claras, onde a 

elevada incidência da radiação UVB penetra com a mesma intensidade 

da superfície (NAZARI et al., 2003; 2013; MÜLLER et al., 2004). 

Poucos são os trabalhos sobre os efeitos da radiação UVB em 

embriões, em particular com espécies de invertebrados aquáticos. É de 
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conhecimento geral que os organismos apresentam respostas 

diferenciadas à radiação UVB, e que os embriões apresentam maior 

suscetibilidade a agentes estressores, quando comparados aos adultos 

(EPEL et al., 2003; BANCROFT et al., 2007; RAMÍREZ-DUARTE, et 

al., 2017). Além disso, os trabalhos disponíveis abordam principalmente 

os efeitos da radiação UVB na sobrevivência dos embriões, no ritmo de 

desenvolvimento embrionário e nos comprometimentos durante as 

metamorfoses larvais (CYWINSKA et al., 2000; BROWMAN et al., 

2003; NAHON et al., 2009). Mais escassos ainda são os trabalhos que 

abordam especificamente os efeitos da radiação UVB sobre as células 

embrionárias (NAZARI et al., 2010; CAMPANALE et al., 2011; ZENI 

et al., 2015). 

Embora nas últimas décadas tenham se intensificado os estudos 

sobre os efeitos da radiação UVB, os relatos ainda são escassos na 

literatura sobre as possíveis alterações na morfofisiologia mitocondrial 

durante o desenvolvimento embrionário. As respostas celulares 

reconhecidas nos embriões de M. olfersii expostos à radiação UVB, 

estão relacionadas à diminuição da proliferação celular (NAZARI et al., 

2010; 2013), danos ao DNA com a formação de dímeros de pirimidina 

(ZENI et al., 2015) e indução de apoptose (SCHRAMM et al., 2017). 

Contudo, diante dos efeitos da radiação UVB nos eventos celulares 

citados, é pertinente considerar a mitocôndria também como um alvo 

celular.  

Diante desse panorama e considerando (i) a crescente incidência 

da radiação UVB nos ambientes aquáticos, (ii) a importância biológica 

de M. olfersii para esses ambientes (iii) a obtenção dos dados da análise 

transcriptômica de embriões de M. olfersii (JARAMILLO et al., 2016), 

a qual viabiliza estudos em biologia do desenvolvimento e 

embriotoxicidade e (iv) a escasses de estudos dos efeitos da radiação 

UVB sobre as respostas mitocondriais nas células embrionárias, o 

presente trabalho teve como foco analisar os efeitos da radiação UVB 

sobre os processos envolvidos no controle da qualidade mitocondrial 

durante o desenvolvimento embrionário de M. olfersii. Porém, este foco 

ainda é muito amplo, razão pela qual foram definidas algumas questões 

que este estudo se dedicou a responder: 

 

1- Como os genes envolvidos com a biogênese/fusão/fissão 

mitocondrial se expressam temporalmente no 

desenvolvimento embrionário de M. olfersii? 

2- A exposição à radiação UVB promove alterações 

ultraestruturais das células embrionárias de M. olfersii? 
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3- A radiação UVB compromete os processos de 

biogênese/fusão/fissão mitocondrial nas células 

embrionárias de M. olfersii?  

4- A mitofagia é uma resposta das células embrionárias de 

M. olfersii expostas à radiação UVB? 

 

Desse modo, a partir dos conhecimentos atuais sobre os efeitos 

biológicos da radiação UVB, as seguintes hipóteses científicas foram 

estabelecidas: (i) os níveis dos transcritos dos genes envolvidos na 

biogênese/fusão/fissão mitocondrial são temporalmente regulados, 

aumentando sua expressão durante as etapas finais do desenvolvimento 

embrionário; (ii) a radiação UVB compromete a ultraestrutura das 

células embrionárias, promovendo alterações na morfologia 

mitocondrial; (iii) a radiação UVB promove o aumento da biogênese 

mitocondrial, bem como do número de cópias de mtDNA; (iv) a 

radiação UVB induz o aumento do processo de fissão mitocondrial 

acompanhado da indução do processo de mitofagia. 

Finalmente, dada a importância dos eventos associados à 

biogênese/fusão/fissão mitocondrial durante o desenvolvimento 

embrionário e a escassez de estudos que abordam os efeitos da radiação 

UVB sobre esses mecanismos celulares, novas abordagens e o uso de 

diferentes organismos modelos ampliarão o conhecimento atual sobre o 

impacto da radiação UVB sobre embriões aquáticos.   
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 GERAL 

 

Caracterizar os aspectos da morfofuncionalidade mitocondrial durante o 

desenvolvimento embrionário de M. olfersii, bem como as respostas 

mitocondriais frente à exposição à radiação UVB. 

  
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

 Identificar e caracterizar in silico as sequências codificantes dos 

genes Tfam e Nrf1, potencialmente associados ao processo de 

biogênese mitocondrial, e Mfn1 e Drp1, potencialmente associados 

aos processos de fusão/fissão mitocondrial a partir da análise do 

transcriptoma de embriões de M. olfersii; 

 Determinar a relação filogenética das sequências codificantes dos 

genes Tfam, Nrf1, Mfn1 e Drp1 com espécies correlatas; 

 Avaliar o perfil de expressão dos níveis transcricionais dos genes 

Tfam, Nrf1, Mfn1 e Drp1; 

 Quantificar o número de cópias do mtDNA durante o 

desenvolvimento embrionário; 

 Avaliar a ultraestrutura das mitocondrias nas células embrionárias 

de M. olfersii; 

 Quantificar a produção de ERO nas células embrionárias de M. 

olfersii;  

 Analisar o conteúdo de proteínas PRK8, LC3II e p62, relacionadas 

ao processo de mitofagia.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

  

3.1 OBTENÇÃO DO MATERIAL BIOLÓGICO 

 

Exemplares adultos de camarões M. olfersii (machos, n = 20; fêmeas, n 

= 60) foram coletados no Parque Municipal da Lagoa do Peri, Ilha de 

Santa Catarina/Brasil (27° 35’ S, 48° 35’ W) (Figura 8) e transportados 

para o Laboratório de Reprodução e Desenvolvimento Animal (LRDA) 

– Centro de Ciências Biológicas (CCB) – Universidade Federal de Santa 

Catarina (UFSC). Em laboratório, os camarões foram mantidos em 

aquários de 60 litros com aeração constante, temperatura de 24º C (±1) e 

em condições de fotoperíodo de 12 h claro: 12 h escuro, sendo o período 

claro simulado com a lâmpada Philips TLT 40 W/ 75 RS/96 mW/cm
2
. 

Os camarões foram alimentados com ração para organismos aquáticos 

(AlconBottomFish). Para a obtenção de fêmeas ovígeras em laboratório, 

os camarões foram redistribuídos na proporção de 1 macho: 3 fêmeas. 

Os procedimentos de coleta e manutenção dos camarões em laboratório 

de pesquisa foram aprovados pelo IBAMA (Autorização Permanente nº 

15294-1/2008). 

 
Figura 8: Localização da Lagoa do Peri/Florianópolis (27° 35’ S, 48° 35’ 

W). Estrela indica o local de coleta do Macrobrachium olfesii. 

 
Fonte: Adaptado da Fundação Municipal do Meio Ambiente (FLORAM - 

http://www.pmf.sc.gov.br/entidades/floram) 

 

3.2 ESTAGIAMENTO DOS EMBRIÕES 

 

Antes de cada procedimento experimental, amostras de ovos (n = 10 

ovos por fêmea) foram analisadas para o reconhecimento das 

características morfológicas externas dos embriões e determinação dos 
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dias embrionários utilizados neste estudo (10X, 35X e 70X, Olympus 

SHZ), conforme o delineamento experimental descrito abaixo. 

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Para compreender as respostas mitocondriais dos embriões de M. 

olfersii, os ensaios realizados foram organizados em três etapas descritas 

abaixo e ilustradas na Figura 9. 

 

Etapa 1: Análise in silico da identificação e caracterização dos 

transcritos relacionados à biogênese/fusão/fissão mitocondrial, 

utilizando ferramentas de bioinformática com base no transcriptoma de 

embriões de M. olfersii (JARAMILLO et al., 2016); 

 

Etapa 2: Avaliação dos níveis de mtDNA e dos níveis de transcritos dos 

genes relacionados a biogênese/fusão/fissão mitocondrial durante o 

desenvolvimento embrionário de M. olfersii. Para esta etapa, foram 

selecionados embriões nos dias embrionários E1, E3, E4, E5, E7, E10 e 

E14. 

 

Etapa 3: Avaliação dos efeitos da exposição à radiação UVB sobre a 

morfofuncionalidade mitocondrial das células embrionárias de M. 

olfersii, sendo realizada análises (i) da ultraestrutura celular; (ii) da 

produção de ERO; (iii) dos níveis de mtDNA e dos transcritos dos genes 

relacionados a biogênese/fusão/fissão mitocondrial e (iv) do conteúdo 

de proteínas relacionadas ao processo de mitofagia. Para esta etapa, 

foram selecionados embriões em E7 provenientes de fêmeas ovígeras 

obtidas em laboratório e expostas à 30 min de radiação UVB. Decorrido 

o período de irradiação, os embriões foram analisados em 4 intervalos 

de tempo: 1 h, 12 h, 24 h e 48 h. Para o grupo controle, foram utilizados 

embriões de fêmeas não irradiadas em E7 (correspondente aos embriões 

irradiados e analisados após 1 h e 12 h), E8 (correspondente aos 

embriões irradiados e analisados após 24 h) e E9 (correspondente aos 

embriões irradiados e analisados após 48 h).  
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Figura 9: Representação esquemática do delineamento experimental detalhando as três etapas desenvolvidas durante o 

presente trabalho. (*) indica o grupo experimental analisado após 12 h de exposição à radiação UVB destinado para as análises 

de quantificação dos níveis de mtDNA, níveis de transcritos dos genes relacionados à biogênese/fusão/fissão mitocondrial e 

conteúdo de proteínas relacionadas ao processo de mitofagia. 

 

 
Obs: Imagens de E1 e E4 correspondem a embriões previamente submetidos à solução fixadora de Bouin; imagem de E3 

corresponde a embrião pré-corado com Azul de Toluidina; E5-E14 imagens correspondem ao aspecto natural de embriões não 

fixados.  

Fonte: Da própria autora, 2018. 
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3.4 PROCEDIMENTO DE IRRADIAÇÃO  

 

Fêmeas ovígeras de M. olfersii com embriões em E7 foram transferidas 

para aquário de 30 litros desprovido de abrigos, equipado com lâmpada 

UVB de 6 W de potência (VilberLourmat) e irradiadas por 30 min. O 

período de 30 min de exposição à radiação UVB simulou a irradiância 

natural média de 310 mW.cm
-2

 (dose de 558  J.cm
-2

), similar a qual as 

fêmeas de M. olfersii são expostas durante a estação reprodutiva na Ilha 

de Santa Catarina, segundo Nazari et al. (2010).  

 

3.5 IDENTIFICAÇÃO in silico DAS SEQUÊNCIAS CODIFICANTES 

DOS GENES Tfam, Nrf1, Mfn1 e Drp1 EM EMBRIÕES DE M. olfersii  

 

No presente estudo foram selecionados para análise quatro genes 

conservados que codificam proteínas que atuam no processo de 

biogênese mitocondrial, como o Tfam e o Nrf1 e nos processos de 

fusão/fissão mitocondrial, como o Mfn1 e o Drp1. Para a identificação 

desses genes, sequências aminoacídicas de outras espécies obtidos no 

GenBank foram utilizadas para a busca de sequências similares no 

transcriptoma dos embriões de M. olfersii (JARAMILLO et al., 2016a), 

através do algoritmo tBLASTn (e-value <e
-5

) (Quadro 1). 

 
Quadro 1: Sequências aminoacídicas dos genes Tfam, Nrf1, Mfn1 e Drp1 

selecionadas do GenBank utilizadas para a busca de sequências similares 

no transcriptoma dos embriões de Macrobrachium olfersii.  

  

Gene Sequência selecionada Genbank 

Tfam Danio rerio NP_001070857 

Nrf1 Mus musculus AAH05410 

Mfn1 Mus musculus AAH56641 

Drp1 Drosophila melanogaster NP_608694 

 

As sequências nucleotídicas obtidas pela busca nos unigenes do 

transcriptoma de M. olfersii foram traduzidas para a obtenção das 

sequências aminoacídicas utilizando o software ExPASy Translate Tool 

(http://web.expasy.org/translate/).  

 

3.6 DESENHO DOS INICIADORES 

 

Os iniciadores específicos para as sequências dos transcritos foram 

desenhados com base nas sequências identificadas no transcriptoma de 
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M. olfersii, através do software Oligo Explore v1.5 (Gene Link, NY, 

USA). A ausência de dímeros nos iniciadores foi analisada com o 

programa Oligo Analyzer v1.5 (Gene Link, NY, USA).  O gene RpL8 
(proteína ribossomal L8) foi utilizado como gene de referência. De 

acordo com Jaramillo et al. (2017), o gene RpL8 foi recentemente 

demonstrado ser o melhor gene de referência para ensaios de qPCR com 

embriões de M. olfersii durante o desenvolvimento embrionário. As 

sequências de iniciadores e o número ótimo de ciclos de PCR para 

análise da expressão gênica nas células embrionárias estão representados 

na Tabela 1. A eficiência dos iniciadores foi considerada na faixa de 1,9 

a 2,1. Após a identificação dos transcritos dos genes de interesse em M. 

olfersii, foi verificado a amplificação dos genes e a especificidade dos 

iniciadores através de PCR, a partir de amostras de DNA e cDNA.  

 
Tabela 1: Sequência de iniciadores dos genes de interesse e tamanho da 

amplificação de PCR para análises em embriões de Macrobrachium olfesii. 

S: iniciador senso. AS: iniciador antissenso. pb: pares de bases.  

 
Gene Forward Primer (5’-3’) Reverse Primer (5’-3’)        Amplificação 

Primers utilizados para análises de expressão génica (RTqPCR) 

RpL8 

Tfam 

Nrf1 
Mfn1 

Drp1 

GTATTGTTGCTGGTGGAGGTC 

TGGAGCTGCTACTAGATGG 

GCAAAAGACAACAGACAAGAC 

GACCCCAAGCAATGAACC 

ATGGGCACAATTCCTACAC 

CTCTACAGGGTTCATCGCTAC 

GGATACGCTTCAGGTCTTC 

GGGTAGCAACAACAACAACAG 

TAGACAACCATAGACTCCAC 

CCGCTATTCTCGCAGTTTC 

125 pb 

182 pb 

100 pb 
182 pb 

89 pb 

Primers utilizados para estimativa do número absoluto de cópias de mtDNA 

COXI CTGGGGATGGTCTATGCT TGTCCACGTCTATTCCTACT 91 pb 

DDX23 GCAACTCCTGGTCGTCTC CCTCAGCATCATCAGTGTC 181 pb 

 

 

3.7 ANÁLISES in silico 
 

Sequências nucleotídicas codificantes para os genes Tfam, Nrf1, Mfn1 e 

Drp1 de M. olfersii foram utilizadas como sequências de entrada (query) 

para a busca de sequências homólogas de espécies de vertebrados e 

invertebrados em bancos de dados de sequências não redundantes (nr), 

EST (Expressed Sequence Tags) e TSA (Transcriptome Shotgun 
Assembly) disponíveis no GenBank. As buscas foram realizadas 

utilizando-se a ferramenta tBLASTx para avaliar a similaridade 

aminoacídica com sequências gênicas descritas. Apenas sequências 

completas com coeficientes de identidade superiores a 50% e e-value 

inferior a 10
-15 

foram selecionadas. O software Expasy Translate Tool 

(http://web.expasy.org/translate/) foi utilizado para a obtenção das 
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sequências aminoacídicas deduzidas. A previsão do local de clivagem 

do peptídeo sinal foi realizada através do software SignalP 4.1. 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e parâmetros bioquímicos 

como massa molecular (MW) e ponto isoelétrico teórico (pI) do 

peptídeo maduro foram analisados usando o software Expasy ProtParam 

Tool (http://web.expasy.org/protparam/).  O software Conserved 

Domain Database foi utilizado para a busca de domínios proteicos 

conservados. Alinhamentos múltiplos foram gerados a partir do 

algoritmo ClustalW no software BioEdit Sequence Alignament Editor ® 

versão 7.0 (http://www.mbio.ncsu.edu/Bioedit/bioedit.html). 

Reconstruções filogenética baseadas em sequências de aminoácidos de 

Tfam, Nrf1, Mfn1 e Drp1 de diferentes espécies de invertebrados 

aquáticos e de outros organismos modelos para pesquisas na área de 

Biologia do Desenvolvimento foram conduzidas através do software 

MEGA X (KUMAR et al., 2018) utilizando o método estatístico 

Neighbor Joining, com 1.000 replicatas. Sítios contendo gaps entre as 

sequências foram desconsiderados previamente à reconstrução das 

árvores. 

 

3.8 EXTRAÇÃO DO RNA TOTAL 

 

A extração total do RNA dos embriões (n = 3 pool de 70 mg de 

embriões/grupo experimental/triplicata) foi realizada utilizando o 

reagente Brazol (LGC Biotecnologia®), de acordo com as instruções do 

fabricante.  Os embriões foram homogeneizados em Brazol e 

centrifugados (12.000 x g por 10 min a 4ºC). Ao sobrenadante foram 

adicionados 200 μL de clorofórmio gelado (5:1 Brazol/Clorofórmio) e 

as amostras foram centrifugadas novamente (12.000 g por 15 min a 

4ºC). O sobrenadante foi coletado e adicionado 500 μL de isopropanol e 

novamente centrifugado (12.000 x g por 15 min a 4ºC). O sedimento 

(pellet) foi lavado com etanol a 75%, centrifugado a 12.000 x g por 10 

min a 4ºC e diluído em água tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) a 

1%. As amostras de RNA purificado foram tratadas com DNase I (1 

U/mL, Thermo Scientific®) durante 30 min a 37°C e 10 min a 65°C. 

Em seguida, 90 μL da amostra foi precipitada utilizando 10 μL de 

acetato de sódio a 0,3 M (pH 5,2) e isopropanol (1: 1, v: v). Após a 

centrifugação (12.000 x g por 10 min a 4°C), o sedimento foi lavado 

com etanol a 75%, secado, e solubilizado em água tratada com DEPC a 

1%. A integridade de RNA total foi verificada por eletroforese em géis 

de agarose a 1,5% corado com GelRed (1:500, Biotium). A eletroforese 

foi realizada em tampão TAE 0,5 X de corrida (Tris-hidroximetil-
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aminometano, ácido acético glacial, ácido etilenodiaminotetracético) a 

100 V durante 30 min. O gel foi fotodocumentado em ChemDoc MP 

(Bio-Rad) (LAMEB/CCB/UFSC). A quantificação do RNA total foi 

realizada através do Nano espectrofotômetro BIO-5000-BI (KASUAKI) 

e as amostras com valores de 260/280 e 260/230 > 1,8 foram 

selecionadas para a síntese do DNA complementar (cDNA).  

 

3.9 SÍNTESE DE cDNA 

 

A partir das amostras de RNA total, a síntese de cDNA foi realizada a 

partir do kit de Transcriptase Reversa GoScript 
TM

 (Promega), de acordo 

com as instruções do fabricante. A reação de síntese consistiu em 1 µg 

do RNA total, 0,5 µg do primer oligo (dT), 4 µL de GoScript 5X 

Reaction Buffer, 2,5 mM de MgCl2,  1 µL de mix de nucleotídeos a 10 

mM, inibidor de ribonuclease (20 unidades) e 1 µL da enzima 

GoAScript Reverse Transcriptase. As reações de cDNA foram mantidas 

a 25°C por 5 min, a 42°C por 50 min e por 70°C por 15 min. As 

amostras de cDNA foram diluídas em água deionizada (1:10) e 

armazenadas a -20°C. 

 

3.10 RT-PCR SEMIQUANTITATIVA 

 

Para determinar o período de tempo ideal da resposta celular da 

expressão dos transcritos dos Tfam, Nrf1, Mfn1 e Drp1 após 3 h, 6 h e 

12 h da exposição à radiação UVB, foi realizada a técnica de RT-PCR 

semiquantitativa.  Antes da análise de expressão gênica por RT-PCR 

semiquantitativa, foi determinado o ciclo apropriado para cada gene, a 

partir de vários ciclos de PCR (27, 29, 31, 33 ciclos), a fim de verificar 

se a amplificação estava na fase exponencial, sem atingir o platô. A 

reação de PCR foi realizada usando o kit GoTaq® Green Master Mix 

(Promega), com 1 µL de cDNA (diluído 1/10) e iniciadores de 0,3 μM. 

O PCR foi realizado em um termociclador (MyCycler Thermal Cycler, 

Bio-Rad). As condições de PCR foram de 94º C durante 5 min, seguido 

por 31 ciclos (94°C, 60°C e 72°C, 1 min cada), e uma extensão final de 

72°C por 10 min. Um número de 31 ciclos de PCR foi utilizado para 

todos os genes, com exceção do gene Rpl8, para o qual foram utilizados 

25 ciclos. A amplificação dos fragmentos de cDNA foram quantificados 

em gel de agarose a 1,5% corado com GelRed (Biotium). Após a 

eletroforese, o gel foi fotografado usando o sistema ChemiDoc MP 

(LAMEB/CCB/UFSC). A intensidade das bandas do gel foi quantificada 

pela densitometria usando o software Image J v.1.49 (NIH, USA). O 
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gene RpL8 foi usado como um gene de referência para relativizar os 

níveis de transcritos dos genes. O perfil dos níveis dos transcritos foi 

criado usando o programa Multiple Array Viewer 4.8.  

 

3.11 ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA POR RT-qPCR 

 

Os níveis de transcritos dos genes Tfam, Nrf1, Mfn1 e Drp1 nos 

embriões de M. olfesii (n = 3 pool de 70 mg de embriões/grupo 

experimental/triplicata) foram quantificados utilizando o kit GoTaq® 

qPCR Master Mix (Promega) através do equipamento 7900HT Fast 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Os iniciadores utilizados 

foram os mesmos que os da técnica de PCR convencional (Tabela 1). 

Para cada gene, reações de RT-qPCR foram realizadas em duplicatas 

com 2 µL de cDNA diluído (1/10) de cada uma das amostras. Cada 

reação de qPCR consistiu de 5 µl de GoTaq ® Master Mix 2X, 0,3 µM 

de iniciador, 0,1 µL CXR Reverse Dye, 2 uL de cDNA diluído (1/10) e 

água livre de nuclease em volume total de 10 µL. As condições de 

qPCR foram as seguintes: desnaturação a 95°C durante 10 min, seguido 

de 40 ciclos de desnaturação a 95°C durante 15 seg, anelamento e 

extensão a 62°C durante 1 min. A eficiência de amplificação para cada 

gene foi calculada a partir de uma série de diluição (1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 

1/64) de pools de cDNA de todas as amostras usando a equação E = 10
-

1/slope
 (PFAFFL 2001; 2004). Iniciadores com eficiências de 

amplificação, na faixa de 1,9 - 2,1 e coeficiente de correlação (R
2
) da 

curva padrão superior a 0,99 foram utilizadas nas análises de RT-qPCR. 

A especificidade dos iniciadores foi avaliada por análise da curva de 

melting e pela amplificação dos produtos de qPCR avaliados por 

eletroforese em gel de agarose a 1,5% com GelRed (1:500, Biotium). Os 

níveis dos transcritos dos genes foram normalizados com o gene RpL8 e 

a expressão gênica relativa foi calculada pelo método 2
-ΔΔCT

 (LIVAK E 

SCHMITTGEN, 2001). Para as análises de RT-qPCR, um cut-off > 1,5 

x foi considerado para determinar diferenças na expressão gênica.  

 

3.12 DETERMINAÇÃO DO NÚMERO DE CÓPIAS DE DNA 

MITOCONDRIAL  

 

A extração total do DNA dos embriões (n = 3 pool de 25 mg de 

embriões/grupo experimental/duplicatas) foi realizada utilizando o kit 

Brasílica (LGC Biotecnologia) de acordo com o protocolo do fabricante. 

Os embriões foram homogeneizados com 100 µL de tampão de lise (L1) 

durante 10 min sob agitação constante, e centrifugada (10.000 x g por 1 
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min a 4º C). O sobrenadante foi descartado, o sedimento foi 

ressuspendido em 500 µL do tampão de lavagem (L2) e centrifugado 

novamente (10.000 x g por 1 min a 4º C). Esta etapa foi repetida 

novamente para o tampão de lavagem (L2), seguida de dupla repetição 

para o tampão de lavagem (L3) e (L4), seguindo os mesmos 

procedimentos descritos acima. Posteriormente, foi adicionado 50 µL de 

tampão de diluição ao sedimento seco em termobloco, permanecendo 

por 10 min a 56°C. As amostras foram centrifugadas (12.000 x g por 10 

min a 4ºC) e o sobrenadante foi centrifugado novamente (12.000 x g por 

1 min a 4º C) para a eliminação da resina. As amostras de DNA foram 

quantificadas por espectrofotometria (BIO-5000-BI, Kazuaki) e as taxas 

de absorbância (260/280 e 260/230) > 1,8 foram consideradas 

aceitáveis. Os genes mitocondrial (COXI) e nuclear (DDX23) foram 

identificados a partir das sequências de transcriptoma de embriões de M. 
olfersii (JARAMILLO et al., 2016). As reações de qPCR foram 

realizadas utilizando iniciadores específicos (Tabela 1) e 10 ng de DNA 

extraído com o kit GoTaq® qPCR Master Mix (Promega) e utilizando o 

equipamento 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems) (LAMEB/CCB/UFSC).  As condições dos ciclos de qPCR 

e a curva de melting foram realizados, conforme mencionado 

anteriormente (item 3.11), com exceção do volume de amostra (1 µL) de 

DNA total (10 ng).  A quantificação absoluta dos genes foi estimada 

utilizando uma curva padrão derivada de uma série de diluição de 10 x 

de plasmídeos contendo as sequências de DNA (10
7
 a 10

3
 

plasmídeo/µL; R2 = 0,999 e 0,998 para COXI e DDX23, 

respectivamente). Os resultados foram apresentados como a razão de 

abundância de cópias do gene COXI / DDX23 por ng de DNA.   

 

3.13 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO 

 

Os embriões (n = 3 embriões/grupo experimental) foram fixados em 

glutaraldeído a 2,5% + paraformaldeído a 2,5%, diluídos em tampão 

cacodilato de sódio a 0,1 M durante 24 h à temperatura ambiente. 

Posteriormente, o cório (envoltório dos ovos) foi permeabilizado 

utilizando hipoclorito de cálcio a 5% durante 20 min, sob agitação 

constante, seguido da adição da solução de tiossulfato de sódio por 2 

min, a fim de neutralizar a reação anterior. Após permeabilizar o cório, 

os ovos retornaram para a solução fixadora por mais 24 h. Em seguida, 

foram pós-fixados por 5 h em solução de tetróxido de ósmio a 1% e 

tampão cacodilato de sódio a 0,1 M. Os ovos foram desidratados em 

séries crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) durante 40 



52 
 

min cada, e a infiltração foi realizada com resina Spurr (SPURR, 1969) 

nas proporções acetona:resina de 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3 e resina pura por 

24 h cada. Foram obtidas secções semifinas (500 nm - 1 µm) e ultrafinas 

(60 - 70 nm). As secções semifinas foram coradas com solução de azul 

de toluidina a 1% e observadas ao microscópio de luz para controle da 

orientação dos embriões e observação da qualidade do tecido. As 

secções ultrafinas foram coletadas em grades mesh, contrastadas com 

acetato de uranila a 5% por 40 min e citrato de chumbo a 1% de por 10 

min (REYNOLDS, 1963). As análises foram realizadas no microscópio 

eletrônico de transmissão (Jeol JEM 1011) (Laboratório Central de 

Microscopia/UFSC – LCME). Para avaliar o efeito da exposição à 

radiação sobre as células embrionárias de M. olfersii, alterações 

nucleares e mitocondriais foram quantificadas em um conjunto de dez 

micrografias eletrônicas aleatórias de embriões de todos os grupos 

analisados. A intensidade e a frequência do dano encontrado para cada 

componente subcelular foram analisadas sem conhecer a atribuição do 

tratamento. O score de ++++ (severa) foi atribuído para classificar a 

alteração mais intensa e frequente encontrada nas imagens observadas. 

Outros scores foram atribuídos como +++ (intensa), ++ (moderada), + 

(leve) e – (ausente), de acordo com a alteração observada.  

 

3.14 QUANTIFICAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ESPÉCIES 

REATIVAS DE OXIGÊNIO (ERO)  

 

A avaliação da produção de ERO dos embriões (n = 3 pool de 70 mg de 

embriões/grupo experimental/triplicata) foi realizada utilizado o método 

quantitativo de 2’,7’-Dichloro-dihydro-fluorescein diacetate (DCFH-

DA). Os embriões foram homogeneizados por trituração com PBS 10 

mM + Tween-20®, seguido de dissociação das células com 0,25% de 

tripsina por 15 min. Posteriormente, as células foram lavadas com SFB a 

10% por 45 min e centrifugadas a 640 x g por 10 min. A fração 

intermediária foi recentrifugada por 640 x g por 10 min e as células 

foram incubadas com DCFH-DA (10 µM) por 30 min a 37 ºC. Em 

seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS 10 mM e 

coletadas para a determinação da produção de ERO no Citômetro de 

Fluxo FACSCanto II (BD Bioscience) (Laboratório Multiusuário de 

Estudos em Biologia – LAMEB/CCB/UFSC). A análise das marcações 

celulares foram realizadas no programa Flowing Software 2. 
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3.15 CITOMETRIA DE FLUXO  

 

Os embriões (n = 3 pool de 70 mg de embriões/grupo 

experimental/triplicata) foram fixados em solução de paraformaldeído a 

1% por 18 h a 4°C. Após a fixação, os mesmos foram submetidos a três 

banhos consecutivos de PBS 1 M, pH 7,4. Em seguida, foram 

homogeneizados por trituração com PBS e Tween-20®, e as células 

dissociadas com tripsina por 15 min a temperatura ambiente. 100 µL de 

BSA a 10% foram adicionados às amostras, as quais permaneceram em 

agitação por 45 min e posteriormente, centrifugadas a 640 x g por 20 

min. Após a centrifugação, somente o sobrenadante foi utilizado. 

Amostras de células foram separadas em alíquotas de 1 mL contendo 

aproximadamente 0,5×10
6
 células. Em seguida, as amostras foram 

incubadas com os anticorpos primários (Quadro 2) por 1 h, seguido da 

incubação com anticorpo secundário por 45 min à 4º C ao abrigo de luz. 

A análise das marcações celulares foi realizada no Citômetro de Fluxo 

FACSCanto II (LAMEB/CCB/UFSC) e as análises dos dados no 

programa Flowing Software 2. 
 

Quadro 2: Anticorpos primários e secundários utilizados nas análises por 

citometria de fluxo. 

 

Anticopos primários 

Anticorpo 
Espécies 

Isotipo Diluição 
Origem  Desenvolvida 

Anti-PRK8 Humana Camundongo IgG2b 1:1000 

Anti-LC3II Humana Coelho IgG 1:1000 

Anti-p62 Humana Camundongo IgG1 1:1000 

Anticorpos secundários 

Anticorpo Espécie de Origem Isotipo Diluição 

Anti-camundongo Alexa-

fluor® 488 

 

 

Cabra IgG2b 1:2000 

Anti-coelho Alexa-fluor® 488 Cabra IgG 1:2000 

Anti-camundongo Alexa-fluor 488 Cabra IgG1 1:2000 

 

 

3.16 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os dados quantitativos foram analisados no programa Statistica® versão 

13.0 para Windows. Os dados foram testados quanto à normalidade 

através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Para verificar a existência de 
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diferenças significativas entre as médias dos grupos experimentais, foi 

utilizado o teste de análise de variância de uma via (One-Way 

ANOVA), seguida pelo teste post hoc de Tukey, e o teste t de Student 

para amostras independentes. Diferenças entre os grupos foram 

considerados significativas quando p ≤ 0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram os efeitos da 

exposição à radiação UVB sobre as células embrionárias de M. olfersii, 

os quais foram organizados e apresentados na seguinte sequência: (i) 

análise in silico para a identificação dos transcritos relacionados à 

biogênese/fusão/fissão mitocondrial; (ii) quantificação do nível dos 

transcritos identificados e do número de cópias do mtDNA durante ao 

desenvolvimento embrionário; (iii) análise do efeito da radiação UVB 

sobre a integridade da ultraestrutura e produção de ERO das células 

embrionárias de M. olfersii; (iv) quantificação do nível dos transcritos 

identificados e do número de cópias do mtDNA em resposta a exposição 

à radiação UVB; (v) análise do efeito da radiação UVB sobre o 

conteúdo de proteínas envolvidas com o processo de mitofagia. 

 

4.1 IDENTIFICAÇÃO DAS SEQUÊNCIAS DOS TRANSCRITOS 

DOS GENES RELACIONADOS À BIOGÊNESE/FUSÃO/FISSÃO 

MITOCONDRIAL 

 

A partir do transcriptoma de embriões de M. olfersii, foram 

identificadas as sequências nucleotídicas dos genes de Tfam, Nrf1, 

potencialmente associados ao processo de biogênese mitocondrial, e 

Mfn1 e Drp1, potencialmente associados aos processos de fusão/fissão 

mitocondrial.  

A sequência de mRNA do gene Tfam de M. olfersii apresentou-

se completa e  inicia-se com uma região não traduzida (5’-UTR) 

contendo 101 pares de bases (pb), seguido de 561 pb na sequência 

codificante (CDS) e finalizando com 1.182 pb na região não traduzida 

3’-UTR (Figura 10). A CDS codifica um peptídeo de 186 aminoácidos, 

o qual apresenta um domínio proteico pertencente a grande família das 

NHP6B encontrado no intervalo de 4 -150 (e-value 4.86e-04). O 

domínio de alta mobilidade (HMG, do inglês high mobility group box) 

presente no intervalo de 89 – 153 (e-value 5,01e-
04

) está envolvido em 

processos de ligação ao DNA e na interação proteína-proteína, sendo 

caracterizados por formarem uma grande família relacionada com a 

transcrição, replicação, reparo e regulação da expressão gênica (Figura 

17). Além disso, a sequência aminoacídica de Tfam apresentou um 

peptídeo maduro catiônico (pI: 9,73), semelhante quando comparado ao 

pI de outras espécies, com uma massa molecular média de 22,61 kDa 

(Tabela 2). 
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Figura 10: Sequência de nucleotídeos (letras minúsculas) e de aminoácidos 

deduzidos (letras maiúsculas) de Tfam de Macrobrachium olfersii. A linha 

colorida indica a região aminoacídica onde está localizado o domínio proteico. 

(*) marca o códon de parada.           

                

 

 
Fonte: Da própria autora (2018). 

 

 

A sequência aminoacídica deduzida de Tfam foi comparada 

através de uma reconstrução filogenética com 20 diferentes sequências 

de espécies de invertebrados aquáticos e outros organismos modelos em 

* 
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biologia do desenvolvimento encontrados no banco de dados Nucleotide 

collection (nr/nt) e no Transcriptome Shotgun Assembly (TSA). De 

acordo com a análise do cladograma resultante do alinhamento 

aminoacídico, a sequência de Tfam de M. olfersii agrupou-se no mesmo 

grande clado dos crustáceos, apresentando 85% de identidade com a 

espécie de camarão Macrobrachium nipponense (GenBank 

GCVG01032640) (Figura 11).   

 
Figura 11: Cladograma resultante do alinhamento aminoacídico do gene 

Tfam. As sequencias foram alinhadas usando o algoritmo ClustalW 

previamente à elaboração do cladograma. O cladograma foi construído 

utilizando o método de Neighbor Joining (1.000 replicatas) no programa MEGA 

X. Os valores de suporte de ramo estão evidenciados nos nós da árvore. Os 

números de acesso das sequências selecionadas no GenBank encontram-se na 

Tabela 2. Imagens ilustrativas representam os organismos analisados. 

 
Fonte: Da própria autora (2018). 
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A sequência de mRNA do gene Nrf1 apresentou-se incompleta 

contendo 364 pb de CDS a qual codifica um peptídeo 127 aminoácidos 

(Figura 12). O domínio proteico pertencente a grande família das DNA-

bind está localizado no intervalo de 1 – 127 (e-value 3e-58) e é 

conhecido por ser um ativador da atividade transcricional (Figura 17). 

Por apresentar-se incompleta, a reconstrução filogenética e as 

características bioquímicas não foram analisadas para a sequência 

aminoacídica de Nrf1.  

 
Figura 12: Sequência de nucleotídeos (letras minúsculas) e de aminoácidos 

deduzidos (letras maiúsculas) de Nrf1 de Macrobrachium olfersii.  A linha 

colorida indica a região aminoacídica onde está localizado o domínio proteico. 

 
Fonte: Da própria autora (2018). 

 

Para o gene Mfn1, a sequência de mRNA apresentou-se 

completa com 306 pb na região 5’UTR, seguindo com 1980 pb na 

região CDS e finalizando com 5073 pb na região 3’UTR (Figura 13). O 

peptídeo apresentou dois domínios conservados, o DLP_2 pertencente à 

família das dinaminas, que se encontra no intervalo de 3 - 162 (e-value 

3.5e-
22

) seguido do domínio Fzo_mitofusin no intervalo de 496 – 656 

(5.2e-
66

), sendo considerada uma região altamente conservada e 

mediadora da fusão mitocondrial (Figura 17). A sequência aminoacídica 

de Mfn1 apresentou um peptídeo maduro aniônico (pI: 6,85) com uma 

massa molecular média calculada de 75,28 kDa (Tabela 3). 
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Figura 13: Sequência de nucleotídeos (letras minúsculas) e de aminoácidos 

deduzidos (letras maiúsculas) de Mfn1 de Macrobrachium olfersii. As linhas 

coloridas indicam regiões aminoacídicas onde estão localizados os domínios 

proteicos. (*) marca o códon de parada. 

 

 
Fonte: Da própria autora (2018). 
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A reconstrução filogenética revelou que as sequências 

aminoacídicas deduzidas de Mfn1 agruparam-se em um clado 

juntamente com diferentes espécies de crustáceos, compartilhando uma 

alta identidade aminoacídica de 93% com o camarão Macrobrachium 

nipponense (GCVG01026402.1) (Figura 14). 

 
Figura 14: Cladograma resultante do alinhamento aminoacídico do gene 

Mfn1. Foram alinhadas usando o algoritmo ClustalW previamente à elaboração 

do cladograma. O cladograma foi construído utilizando o método de Neighbor 

Joining (1.000 replicatas) no programa MEGA X. Os valores de suporte de 

ramo estão evidenciados nos nós da árvore. Os números de acesso das 

sequências selecionadas no GenBank encontram-se na Tabela 3. Imagens 

ilustrativas representam os organismos analisados. 

                           

 
 
Fonte: Da própria autora (2018). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GCVG01026402


61 
 

A sequência de mRNA do gene Drp1 apresentou-se completa e 

tem início com a região 5’UTR apresentando 116 pb, seguido da CDS 

contendo 2.232 pb e finalizando com a região 3’-UTR com 457 pb 

(Figura 15). A CDS codifica um peptídeo de 173 aminoácidos. Esta 

sequência apresenta o grande domínio da GTPase situado no início da 

sequência no intervalo entre 1 – 253 (e-value 9.41e-112) seguido do 

domínio efetor da GTPase (GED) no intervalo de 649 – 737 (e-value 

3.16e-28), o qual está envolvido na oligomerização e regulação da 

atividade da GTPase (Figura 17). A sequência aminoacídica de Drp1 

apresentou um peptídeo maduro aniônico (pI: 6,14) com uma massa 

molecular média calculada em 84,16 kDa (Tabela 3). 

 
Figura 15: Sequência de nucleotídeos (letras minúsculas) e de aminoácidos 

deduzidos (letras maiúsculas) de Drp1 de Macrobrachium olfersii. A linha 

colorida indica a região aminoacídica onde está localizado o domínio proteico. 

(*) marca o códon de parada. 

 

 

             

                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Da própria autora (2018). 

 
A sequência aminoacídica deduzida de Drp1 foi comparada 

com 19 diferentes sequências de outras espécies e a reconstrução 

filogenética revelou o agrupamento com o grande clado composto por 

espécies de crustáceos. Observou-se 99% de identidade aminoacídica, 
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quando comparada com a sequência do camarão Macrobrachium 

nipponense (GCVG01002110) (Figura 16).  

 
Figura 16: Cladograma resultante do alinhamento aminoacídico do gene 

Drp1. Foram alinhadas usando o algoritmo ClustalW previamente à elaboração 

do cladograma. O cladograma foi construído utilizando o método de Neighbor 

Joining (1.000 replicatas) no programa MEGA X. Os valores de suporte de 

ramo estão evidenciados nos nós da árvore. Os números de acesso das 

sequências selecionadas no GenBank encontram-se na Tabela 3. Imagens 

ilustrativas representam os organismos analisados. 

 
Fonte: Da própria autora (2018). 

 

As reconstruções filogenéticas das sequências aminoacídicas 

dos genes analisados apresentaram o mesmo padrão, mantendo-se 

agrupadas no grande clado das espécies de crustáceos selecionadas. Já 

as sequências aminoacídicas de outras espécies de invertebrados, assim 

como de modelos de modelos em biologia do desenvolvimento 
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agruparam-se no clado irmão das espécies de crustáceos, mostrando 

homologia entre as sequências analisadas. 

 
Figura 17: Domínios proteicos de Tfam, Nrf1, Mfn1 e Drp1. Resultado do 

programa Converved Donain Database ilustrando a presença de domínios 

conservados nas sequências aminoacídicas resgatadas.  

 
Fonte: Da própria autora (2018). 
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Tabela 2: Parâmetros bioquímicos dos genes Tfam de diferentes espécies de 

invertebrados e vertebrados.  

Gene Espécie GenBank 
Peptídeo maduro Domínio 

proteico aa MW  pI 

Tfam 

M. olfersii 
 186 22.61 9.73 

 
M. nipponense  GCVG01032640 252 30.06 9.88 

 
C. multidentada  IABX01130386 252 30.13 9.99 

  
H. americanus GFDA01093487 250 29.31 9.87 

  
 P. clarkii GARH0129160 248 28.90 9.61 

  
C. quadricarinatus HACK01021728 250 29.48 9.72 

  
J. edwardsii GGHM01065307 252 29.94 10.01 

   
A. astacus GEDF01017741 141 16.85 9.52 

  
L. vannamei JP362783 251 29.64 9.93 

   
P. monodon GEME01065098 251 29.69 9.86 

  
F. aztecus GEUA01068738 251 29.67 9.91 

   
F. penicillatus GFRT01007565 251 29.82 9.88 

  
H. azteca XM_018172149 154 18.39 9.59 

     
 D. rhopaloa XM_017126007 257 29.94 10.01 

  
S. purpuratus XM_003727033 238 28.15 8.79 

  
O. bimaculoides XM_014920696 277 32.31 10.37 

  
L. gigantea XM_009046427 232 26.97 9.74 

  
X. tropicalis XM_002937102 281 32.64 10.17 

  
G. gallus XM_015287951 254 29.29 10.17 

  
M. musculus U63858 215 25.03 9.66 

  
H. sapiens CR407653 246 29.08 9.74 

  
Representação esquemática dos domínios determinados e reconstruídos a partir 

da sequência de Tfam identificada em embriões de Macrobrachium olfersii. A 

figura  representa a presença do domínio HMG na sequência de Tfam.  
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Tabela 3: Parâmetros bioquímicos dos genes Mfn1 e Drp1 de diferentes 

espécies de invertebrados e vertebrados. 

Gene 

 
Espécie GenBank 

Peptídeo maduro 
Domínio 

proteico 

aa MW pI  

Mfn1 

M. olfersii  659 75.28 6.85 
 

M. nipponense GCVG01026402 783 88.46 6.67 
 

H. americanus GFUC01085659 786 88.50 6.46 
 

P.clarkii GBEV01003194 785 88.29 6.46 
 

C.quadricarinat

us 

HACB02045816 786 88.63 6.36 
 

P.leptodactylus GBEI01012105 780 87.92 6.55 
 

A.astacus GEDF01015479 780 87.85 6.55 
 

L. vannamei GETZ01032713 783 88.55 6.11 
 

P. monodon JR228098 783 88.45 6.11 
 

F. aztecus GEUA01036924 783 88.49 6.17 
 

C. maenas GBXE01100348 701 78.77 7.08 
 

H. azteca XM_018168475 776 86.82 6.45 
 

D. rhopaloa XM_017131504 807 91.07 6.33 
 

S. purpuratus XM_789819 742 84.23 6.18 
 

C. gigas XM_011450871 751 85.63 7.22 
 

L. gigantea XM_009066731 731 81.08 6.30 
 

O. bimaculoides XM_014932082 748 85.30 6.50 
 

X. tropicalis BC171005 756 86.20 5.8 
 

D. rerio NM_001128254 757 85.94 5.83 
 

M. musculus NM_001355590 757 86.18 6.32 
 

H. sapiens NM_001127660.1 757 86.40 6.52 
 

  

Drp1 

M. olfersii  743 84.16 6.14  
M. nipponense GCVG01002110 748 84.75 5.90  
H. americanus GFDA01089116 724 81.75 6.24  
P.clarkii GBEV01008000 597 67.27 6.75  
C.quadricarinat

us 

KP782024 869 86.72 6.45  

A. astacus GEDF01013364 814 92.43 6.48  
L. vannamei GETZ01049900 783 87.93 6.22  
P. monodon GEME01086043 580 65.34 6.01  
F. aztecus GEUA01064043 773 86.64 6.01  
C. maenas GBXE01050949 752 85.03 6.12  
H. azteca XM_018167265 820 91.55 6.50  
D. rhopaloa XM_017134455 727 81.91 6.47 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_001127660.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=KZW75X4U014
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S. purpuratus XM_011671864 718 80.47 6.27 
 

C. gigas XM_011429781 688 77.65 6.49 
 

L. gigantea XM_009068722 624 70.45 6.47 
 

O. bimaculoide XM_014912370 838 95.07 7.66 
 

X. tropicalis XM_002942290 695 77.74 6.48 
 

G. gallus NM_001079722 696 77.74 6.17 
 

D. rerio NM_200922 691 77.26 6.16 
 

M. musculus BC079635 699 78.01 6.36 
 

H. sapiens BC024590.1 710 79.44 6.48 
 

Representação esquemática dos domínios determinados e reconstruídos a partir 

das sequências de Mfn1 e Drp1 identificadas em embriões de Macrobrachium 

olfersii. Cada figura geométrica com cores diferentes representa a presença de 

um domínio encontrado na sequência codificante específica. As figuras  e 

 representam a presença dos domínios DLP_2 e Fzo_mitofuzin, 

respectivamente, encontrados na sequência de Mfn1. As figuras  e  

indicam a presença dos domínios Dynamin, GTPase e Dynamin GTPase , 

respectivamente, encontrados na sequência de Drp1. A presença do domínio 

Pleckstri representado pela figura  foi encontrado somente na sequência de O. 

bimaculoide. 

 

4.2 ANÁLISE DOS PADRÕES DE EXPRESSÃO DOS NÍVEIS DE 

TRANSCRITOS DOS GENES Tfam, Nrf1, Mfn1 e Drp1 DURANTE O 

DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO DE M. olfersii 

 

A partir de análises de RT-qPCR, o perfil de expressão gênica 

de Tfam e Nrf1, envolvidos com o processo de biogênese mitocondrial, 

bem como dos genes Mfn1 e Drp1, envolvidos com o processo de 

fusão/fissão mitocondrial, foram analisados durante o desenvolvimento 

embrionário de M. olfersii.   

Os embriões em E1 apresentaram uma maior expressão nos 

níveis dos transcritos para todos os genes analisados, quando 

comparados com os dias embrionários subsequentes. Para o gene Tfam, 

o nível dos transcritos em E1 mostrou-se 39,15x maior quando 

comparados com E3 (P < 0,0001). Em seguida, os níveis dos transcritos 

foram cerca de 3,2x maior em E10 quando comparados com os dias 
embrionáirios anteriores (P < 0,0001). Em embriões em E14, os níveis 

de transcritos do gene Tfam foi 3,76x menor quando comparados com 

embriões em E10 (P < 0,0001). Para gene Nrf, embriões em E1 

apresentaram níveis de transcritos 56x maior, quando comparados com 
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os embriões em E3 (P < 0,0001). Os embriões em E10 e E14, os níveis 

de transcritos foram aproximadamente 3,6x maior em comparação com 

os dias embrionários anteriores (P > 0,001) (Figura 18). 
 

Figura 18: Níveis de transcritos dos genes Tfam e Nrf1 durante o 

desenvolvimento embrionário de Macrobrachium olfersii analisados por 

RT-qPCR. Os níveis de transcritos foram normalizados o gene Rpl8 e 

calculados pelo método de 2
-ΔΔCT

. Letras diferentes indicam diferença 

significativa de P < 0,05 entre os grupos. Os níveis de expressão relativa foram 

indicados em média ± desvio padrão da média. (n = 3 pool de 70 mg de 

embriões/grupo experimental/triplicata). 

 
 

Fonte: Da própria autora (2018). 

 

 Em relação ao gene Mfn1, embriões em E1 apresentaram os 

níveis de transcritos cerca de 2,9x maior quando comparados com os 

dias embrionários até E5 (P < 0,001). Em seguida, uma redução de 

1,96x dos níveis dos transcritos foi observada em E7 (P> 0,05). 

Subsequentemente, os níveis de transcritos de Mfn1 em E10 e E14 

foram cerca de 6,1x maior quando comparados com E7 (P < 0,0001). 

Semelhante para gene Drp1, embriões em E1 apresentaram os níveis de 

transcritos aproximadamente. 2.8x maior quando comparados com os 

dias embrionários até E7 (P < 0,001). Em embriões em E10 e E14, os 

níveis de transcritos do gene Drp1 foi 2,69x e 6,81x maiores, 

respectivamente, quando comparados com E7 (P < 0,1; P < 0,001, 

respectivamente) (Figura 19).  
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Figura 19: Níveis de transcritos dos genes Mfn1 e Drp1 durante o 

desenvolvimento embrionário de Macrobrachium olfersii analisados por 

RT-qPCR. Os níveis de transcritos foram normalizados com o gene Rpl8 e 

calculados pelo método de 2
-ΔΔCT

. Letras diferentes indicam diferença 

significativa de p < 0,05 entre os grupos. Os níveis de expressão relativa foram 

indicados em média ± desvio padrão da média. (n = 3 pool de 70 mg de 

embriões/grupo experimental/triplicata). 

 
 

Fonte: Da própria autora (2018). 

 

A relação da expressão dos quatro genes em função dos dias 

embrionários analisados foi calculada. O mapa de calor (heatmap) 

revelou um perfil de expressão semelhante entre os genes relacionados à 

biogênese mitocondrial (Tfam e Nrf1), do mesmo modo que os genes de 

fusão/fissão mitocondrial (Mfn1 e Drp1), os quais foram organizados 

em dois clados (Figura 20).  

 
Figura 20: Mapa de calor (heapmap) da clusterização da expressão dos 

níveis de transcritos dos genes Tfam, Nrf1, Mfn1 e Drp1 durante os dias 

embrionários de Macrobrachium olfersii.  Para cada dia embrionário foram 

analisadas 3 repetições. 

 

 
 

Fonte: Da própria autora (2018). 
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4.3 ANÁLISE DO PERFIL DO NÚMERO DE CÓPIAS DE mtDNA 

DURANTE O DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO DE M. 
olfersii 

 

Durante o desenvolvimento embrionário, número de cópias do 

mtDNA foi 2,73x maior em embriões em E1 quando comparados com  

E3. Posteriormente, embriões em E4 mostraram o número de cópias 

1,7x maior que E5. Durante os dias embrionários de E5 à E14, não 

foram observadas diferenças entre o número de cópias do mtDNA 

(Figura 21).  
 

Figura 21: Perfis de cópias de mtDNA, gDNA e relação de mtDNA/gDNA 

durante o desenvolvimento embrionário de Macrobrachium olfersii. Letras 

diferentes indicam diferenças significativas de P < 0,05 entre os dias 

embrionários. Os resultados do número de cópias e a relação de mtDNA/gDNA 

foram indicadas em média ± desvio padrão da média. (n = 3 pool de 25 mg de 

embriões/grupo experimental/duplicatas).  

 

 
 

Fonte: Da própria autora (2018). 

 

4.4 EFEITO DA EXPOSIÇÃO À RADIAÇÃO UVB SOBRE A 

ULTRAESTRUTURA DAS CÉLULAS EMBRIONÁRIAS DE M. 

olfersii 
 

Os embriões E7 são compostos por poucas camadas celulares e 

apresentam um crescimento superficial ao longo do eixo ântero-
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posterior do ovo. Em uma visão dorsal do embrião, é possível observar 

os lobos ópticos na região cefálica, os apêndices naupliares e pós-

naupliares na região mediana e a papila caudal na região caudal do 

embrião (Figura 22 A, B). Ao avaliarmos a ultraestrutura das células 

embrionárias de embriões controles, observou-se a presença de um 

grande núcleo com a predominância de regiões formada por 

eucromatina elétron-lúcida bem distribuída e heterocromatina elétron-

densa localizada adjacente ao envelope nuclear. O citoplasma 

apresentou-se de forma bem reduzido com grande quantidade de 

ribossomos livres e mitocôndrias localizadas próximas à membrana 

nuclear. Não se observou alterações na ultraestrutura nuclear após 1 h de 

exposição à radiação UVB. A resposta nuclear mais evidente foi à 

presença de intensa compactação da cromatina, a qual foi observada 

após 12 h e 48 h. Dentre as alterações nucleares, destaca-se a dilatação 

do espaço perinuclear após 12 h e 24 h de exposição à radiação UVB. 

No citoplasma das células embrionárias, o maior efeito reconhecido pela 

exposição à radiação UVB foi constatado na mitocôndria. Após 1 h, 

observou-se a formação de mitocôndrias com alterações estruturais e 

formas circulares anômalas. Subsequentemente, após 12 h, uma severa 

redução das cristas mitocondriais associada com intensa disrupção das 

membranas mitocôndrias foram observadas. Após 24 h de exposição à 

radiação UVB, foram observadas mitocôndrias com morfologia 

compatível com fissão mitocondrial, disrupção das membranas 

mitocondriais, redução das cristas mitocondriais e mitocôndrias em 

formato circular. A maior alteração encontrada após 48 h de exposição à 

radiação UVB foi a disrupção de ambas as membranas mitocondriais 

interna e externa, acompanhada pela redução das cristas mitocondriais, 

morfologia compatível à fissão mitocondrial (cerca de 30%) e 

mitocôndrias em formato circular (Figura 22 I – L,  Tabela 4). 

70 
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Figura 22: Efeito da radiação UVB sobre a ultraestrutura das células embrionárias de Macrobrachium olfersii analisada 

por microscopia eletrônica de transmissão. Preparado total do embrião de M. olfersii em E7 (A) e vista dorsal da secção semi-

fina do embrião em E7 (B), mostrando as mesmas estruturas embrionárias visualizadas em A. Micrografia eletrônica do núcleo 

mostrando o arranjo característico da cromatina e citoplasma das células de embriões controles (C). Após 1 h da exposição à 

radiação UVB, não foram observadas mudanças no núcleo (D); compactação da cromatina acompanhada da dilatação do espaço 

perinuclear foi observada após 12 h. 24 h e 48 h da exposição (E – G). Micrografia eletrônica das mitocôndrias mostraram 

membranas e cristas preservadas em embriões controles (H). Embriões expostos à radiação mostraram mitocôndrias com formato 

circular após 1 h de exposição (I). Redução das cristas mitocondriais e a quebra das membranas mitocondriais foram observadas 

após 12 h, 24 h e 48 h, respectivamente (J – L). Abreviaturas: pc, papila caudal; m, mitocôndria; N, núcleo; an, apêndices 

naupliares; lo, lobo óptico. Barra de escala em A = 35 μm; B = 50 μm; C – G= 2 μm; H – L = 0,5 μm. (n = 3 embriões/grupo 

experimental).  

.  

 

Fonte: Da própria autora (2018).
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Tabela 4: Intensidade de alterações nucleares e mitocondriais das células 

embrionárias de Macrobrachium olfersii. Alterações ultraestruturais 

classificadas com escores como – (ausente), + (leve), ++ (moderada), +++ 

(intensa) e ++++ (severa).  

 

 
 

4.5 EFEITO DA EXPOSIÇÃO À RADIAÇÃO UVB SOBRE A 

PRODUÇÃO DE ERO DAS CÉLULAS EMBRIONÁRIAS DE M. 
olfersii 

As células embrionárias aumentaram significativamente a 

quantidade de ERO após 1 h de exposição à radiação UVB. Esse 

aumento de ERO intracelular foi mantido durante 12 h e 24 h após a 

exposição à radiação UVB, havendo um decréscimo significativo, 

quando analisado após 48 h de exposição. A concentração de ERO 

encontrada em 48 h após a exposição à radiação não diferiu quando 

comparada com células embrionárias de embriões controles (Figura 23).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

71 



73 
 

Figura 23: Efeito da radiação UVB sobre a produção de ERO nas células 

embrionárias de Macrobrachium olfersii quantificada por citometria de 

fluxo. Gráficos representam a expressão do perfil de células DCFH-DA-

positivas por citometria de fluxo (A – D). Gráfico (E) mostra o aumento da 

produção de ERO após 1 h, 12 h e 24 h de exposição à radiação UVB. As barras 

representam a média (± EPM) de três experimentos independentes. Os 

asteriscos (*) indicam diferenças significativas (P < 0,0001) entre os grupos. A 

linha tracejada indica a porcentagem da produção de ERO nos embriões 

controles. (n = 3 pool de 70 mg de embriões/grupo experimental/triplicata).   

 
Fonte: Da própria autora (2018). 
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4.6 EFEITO DA EXPOSIÇÃO À RADIAÇÃO UVB SOBRE O 

PERFIL TEMPORAL DOS NÍVEIS DE TRANSCRITOS DOS GENES 

Tfam, Nrf1, Mfn1 E Drp1  
 

Posterior às análises dos níveis dos transcritos ao longo do 

desenvolvimento embrionário de M. olfersii, o perfil temporal dos 

transcritos foi avaliado em embriões em E7 após 3 h, 6 h e 12 h da 

exposição à radiação UVB. Os níveis dos transcritos envolvidos com a 

biogênese mitocondrial (Tfam e Nrf1) e na fusão/fissão mitocondrial 

(Mfn1 e Drp1) mostraram um aumento gradual, de caráter tempo-

dependente da exposição à radiação UVB (Figura 24). Com base nesta 

análise, o tempo de 12 h após a exposição à radiação UVB foi escolhido 

para as análises quantitativas subsequentes. Essa escolha justifica-se 

pelo fato de após 12 h apresentar maior intensidade na expressão dos 

transcritos, o que demonstra o tempo necessário para o recrutamento da 

maquinaria celular e a visualização das respostas celulares frente ao 

insulto. 

  
Figura 24: Análise por MeV da expressão dos níveis dos transcritos dos 

genes Tfam, Nrf1, Mfn1 e Drp1 em embriões (E7) de Macrobrachium olfersii 

analisados após 3 h, 6 h e 12 h da exposição à radiação UVB por RT-PCR 

semi-quantitativa. Níveis de transcritos dos genes normalizados para o gene 

Rpl8. Cada retângulo da matriz indica o valor de expressão do gene em um 

determinado grupo (3 pools de cDNA/grupo). A magnitude dos níveis de 

transcrito é indicada pela escala da cor azul (fraco a forte) construída através do 

programa Multiple Array Viewer 48.  

 

 
 
Fonte: Da própria autora (2018). 
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4.7 NÍVEIS DE TRANSCRITOS DOS GENES Tfam, Nrf1, Mfn1 E 

Drp1 APÓS 12 H DE EXPOSIÇÃO À RADIAÇÃO UVB  

  

Os níveis dos transcritos dos genes Tfam e Nrf1 apresentaram-

se 2,3x e 1,55x maiores, respectivamente (P < 0,001), após 12 h de 

exposição à radiação UVB em comparação aos embriões não irradiados 

(Figura 25).  

 
Figura 25: Níveis de transcritos dos genes Tfam e Nrf1 em embriões (E7) de 

Macrobrachium olfersii analisados após 12 h de exposição à radiação UVB 

por RT-qPCR. Os níveis de transcritos foram normalizados com o gene Rpl8 e 

calculados pelo método de 2
-ΔΔCT

. (*) indica diferença significativa de P < 0,05 

entre os grupos. Os níveis relativos de transcrição foram indicados como média 

± desvio padrão da média. (n = 3 pool de 70 mg de embriões/grupo 

experimental/triplicata). 

  

 
Fonte: Da própria autora (2018). 

 

Os níveis de transcritos de Mfn1 não diferiram entre os grupos 

analisados. No entanto, os níveis de transcritos do gene de Drp1 

apresentaram-se 2,64x maiores (P < 0,01) em embriões expostos à 

radiação UVB, quando comparados com embriões não irradiados 

(Figura 26).  
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Figura 26: Níveis de transcritos dos genes Mfn1 e Drp1 em embriões (E7) 

de Macrobrachium olfersii analisados após 12 h de exposição à radiação 

UVB por RT-qPCR. Os níveis de transcritos foram normalizados o gene Rpl8 

e calculados pelo método de 2
-ΔΔCT

. (*) indica diferença significativa de P < 

0,05 entre os grupos. Os níveis relativos de transcrição foram indicados como 

média ± desvio padrão da média. (n = 3 pool de 70 mg de embriões/grupo 

experimental/triplicata). 

 
Fonte: Da própria autora (2018). 

 

4.8 ANÁLISE DO PERFIL DO NÚMERO DE CÓPIAS DE 

mtDNA/gDNA APÓS 12 H DE EXPOSIÇÃO A RADIAÇÃO UVB  

 

Embriões expostos à radiação UVB apresentaram o número de 

cópias de mtDNA/gDNA 1,44x maior em comparação com os embriões 

não irradiados (P < 0,05) (Figura 27).  
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Figura 27: Perfil do número de cópias de mtDNA/gDNA em embriões (E7) 

de Macrobrachium olfersii analisados após 12 h de exposição à radiação 

UVB. (*) indica diferença significativa de P < 0,05 entre os grupos. Os níveis 

relativos de transcrição foram indicados como média ± desvio padrão da média. 

(n = 3 pool de 25 mg de embriões/grupo experimental/duplicatas). 

 

 
 

 Fonte: Da própria autora (2018). 

 

4.9 CONTEÚDO PROTEICO DE PRK8, LC3II E p62 APÓS 12 H DE 

EXPOSIÇÃO À RADIAÇÃO UVB  

 

Uma vez identificadas às alterações nos níveis de transcritos 

relacionados aos processos de biogênese e fusão/fissão mitocondriais, 

foi investigada a indução de mitofagia frente à radiação UVB como 

mecanismo de remoção de mitocôndrias danificadas. Assim, foram 

quantificados os conteúdos das proteínas envolvidas no processo de 

mitofagia: PRK8, que são expressas em casos de danos mitocondriais; 

LC3II, marcador de autofagossomos; e p62, que controla o fluxo 

autofágico. Em células embrionárias expostas à radiação UVB, foi 

observado o número de células PRK8-positivas (673 células ± 43) 2,21x 

maior quando comparado com células embrionárias controle (304 

células ± 23; P < 0,0001). Para a proteína LC3II, embriões expostos à 

radiação UVB (792 células ± 76) apresentaram o número de células 

LC3II-positivas 1,59x maior em comparação com embriões não 

expostos (496 células ± 57; P < 0,01).  Quanto ao número de células 

p62-positivas, as células embrionárias expostas à radiação UVB (603 

células ± 52) apresentaram 1,51x maior quando comparadas com as 

células de embriões controles (398 células ± 78; P < 0,0001) (Figura 

28). 
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Figura 28: Efeito da radiação UVB sobre a indução de mitofagia nas 

células embrionárias de Macrobrachium olfersii por citometria de fluxo. 

Histogramas representam a intensidade de fluorescência indicando a 

porcentagem de células imunomarcadas. Gráficos exibem a contagem absoluta 

de células PRK8/LC3II/p62-positivas, indicados como média ± desvio padrão 

da média. (n = 3 pool de 70 mg de embriões/grupo experimental/triplicata). 

 
Fonte: Da própria autora (2018). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Estudos relacionados ao aumento da radiação UVB na 

superfície terrestre, causada pelas alterações na composição da camada 

de ozônio, têm considerado este fator abiótico como um estressor 

natural que afeta os ecossistemas aquáticos. O interesse por estudar os 

efeitos da radiação UVB sobre os organismos em geral surgiu a partir da 

década de 1970, com a compreensão de que a liberação de compostos 

CFCs e BFCs na atmosfera são capazes de comprometer a formação da 

camada de ozônio e diminuir sua capacidade de atenuar a incidência da 

radiação UVB sobre a superfície terrestre (DIFFEY, 1991; CRUTZEN, 

1974; MOLINA E ROWLAND, 1974).  Inicialmente, as células 

humanas foram o foco principal desses estudos, que estabeleceram que a 

exposição à radiação UVB estava relacionada a ocorrência de câncer de 

pele, catarata e fotoenvelhecimento, entre outros (CADET et al., 2018; 

IVANOV, et al., 2018; McDANIEL et al., 2018). Estudos sobre os 

efeitos da radiação UVB foram ampliados para outros organismos 

animais, incluindo organismos aquáticos (MIGUEL et al., 2007; 

HOLLMANN, et al., 2016; FERNÁNDEZ et al., 2017; SCHUCH et al., 

2017; BONAVENTURA et al., 2017), pois a intensidade da radiação 

UVB que atinge a superfície da Terra também é capaz de penetrar em 

ambientes aquáticos (BANCROFT et al., 2007; KARENTZ, 2008).  

A expansão dos estudos com diferentes organismos modelo tem 

contribuido para o conhecimento das diferentes respostas celulares e 

moleculares frente à exposição à radiação UVB em indivíduos adultos e 

seus impactos ambientais. Além disso, boa parte dos estudos abordam 

os efeitos dessa radiação sobre culturas celulares de queratinócitos 

humanos. Porém, ainda existe uma carência de estudos sobre os 

embriões de espécies aquáticas, e mais ainda sobre embriões de 

crustáceos, os quais podem estar sujeitos à radiação UVB durante o seu 

desenvolvimento embrionário.  

Neste trabalho, estudamos os efeitos da radiação UVB sobre as 

células embrionárias do camarão de água doce M. olfersii. É sabido que 

os ambientes de água doce são capazes de atenuar a incidência de 

radiação UV devido à grande quantidade de partículas orgânicas em 

suspensão (HERNDL et al., 1999). Porém, muitas espécies vivem e se 

reproduzem nas margens rasas de rios, lagos e lagoas, onde a radiação 

UVB penetra e afeta estes organismos em todas as fases do ciclo de vida 

(BANCROFT et al., 2007). O local de coleta dos animais, a Lagoa do 

Peri, foi escolhido por ser uma área ambientalmente protegida, onde 

apresenta parâmetros de qualidade da água adequados e baixa influência 
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de ocupação humana (HENNEMAN E PETRUCIO, 2011). Nazari et al. 

(2010) demonstraram que embriões de M. olfersii coletados na Lagoa do 

Peri apresentaram alterações morfológicas e celulares semelhantes de 

embriões irradiados artificialmente com UVB em laboratório, podendo 

sugerir que faixas de comprimentos de onda do espectro solar que 

atingem a superfície terrestre estejam comprometendo o 

desenvolvimento normal destes embriões em seu ambiente natural.  

Trabalhos desenvolvidos no Laboratório de Reprodução e 

Desenvolvimento Animal/UFSC relataram que a radiação UVB foi 

capaz de comprometer a viabilidade das células embrionárias de M. 

olfersii, bem como causar o desequilibrio do conteúdo de proteínas 

relacionadas aos processos de fusão/fissão mitocondrial (QUADROS et 

al., 2016). No presente trabalho, considerando que a mitocôndria é uma 

organela chave para a homeostase celular, procuramos compreender as 

respostas morfofisiológicas e a expressão transcricional de genes 

envolvidos com a biogênese/fusão/fissão mitocondrial, inerente e 

induzível pela radiação UVB em embriões do camarão de água doce M. 

olfersii. Os resultados aqui apresentados são pioneiros em demonstrar 

que os níveis dos transcritos dos genes Tfam, Nrf1, Mfn1 e Drp1 

analisados foram altamente regulados durante o desenvolvimento e 

induzíveis pela exposição à radiação UVB durante o desenvolvimento 

embrionário.  

O reconhecimento das alterações mitocondriais provocadas por 

substâncias químicas é documentado desde a década de 1960 

(CHAPPELL E GREVILLE, 1961; VILLA  et al., 1961). 

Subsequentemente, observou-se na década de 1990 uma expansão dos 

relatos dos impactos mitocondriais para as células, ampliando as 

pesquisas que revelam a sensibilidade mitocondrial frente a agentes 

químicos, físicos e ambientais (PEREIRA  et al. 2012; BRUNST  et al. 

2015; MEYER  et al. 2013; 2017). 

O primeiro indício de que a mitocôndria pode ser considerada 

um importante alvo da radiação UVB nas células embrionárias de M. 

olfersii foi evidenciado ao analisarmos a sua ultraestrutura após a 

exposição. Comprometimentos mitocondriais foram verificados 

imediatamente após 1 h de exposição à radiação UVB, demonstrando 

uma rápida resposta ao insulto nas células embrionárias de M. olfersii. 

Além disso, foi reconhecida uma produção de ERO após 1 h de 

exposição à radiação UVB, cuja resposta foi simultânea aos 

comprometimentos na estrutura mitocondrial também observados. 

Durante o metabolismo normal, as células mantem os níveis de ERO 

basais, os quais executam papéis importantes no crescimento e 
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diferenciação celular, durante os processos de desenvolvimento 

embrionário e também na manutenção da homeostase e adaptação ao 

estresse (COFFMAN et al., 2009; HUREM et al., 2018). Porém, é 

documentado que a radiação UVB é um potente indutor de produção de 

ERO (HECK et al., 2003; DHUMRONGVARAPORN et al., 2013; 

BRAND et al., 2018), processo pelo qual é capaz de provocar 

peroxidação lipídica e desencadear a perda da permeabilidade e 

integridade das membranas mitocondriais, como observadas após 12 h 

de exposição à radiação UVB. 

O dano na ultraestrutura celular progressivo observado 12 h, 24 

h e 48 h após a exposição à radiação UVB deve ser um efeito sinérgico 

tanto da formação de ERO quanto dos comprometimentos 

morfofuncionais mitocondriais induzidos por esta radiação. Com base 

nesses dados, reconhecemos a rápida produção de ERO e seus efeitos, 

bem como o impacto da radiação UVB diretamente nas membranas 

mitocondriais, demonstrando que as mitocôndrias foram alvos primários 

da ação da exposição à radiação UVB nas células embrionárias de M. 

olfersii.  

Para sustentar esse nosso argumento, consideramos que a 

energia da radiação UVB pode efetar as mitocôndrias das células 

embrionárias de M. olfersii de três maneiras diferentes: (i) promovendo 

a perda da integridade das membranas mitocondriais pela peroxidação 

lipídica; (ii) promovendo a quebra da ligação peptídeo-proteína, que 

resulta em danos na conformação das proteínas e (iii) promovendo a 

quebra da ligação entre as moléculas de oxigênio. Dentro da célula, 

esses eventos ocorrem de modo progressivo e sinérgico (QUADROS et 

al., 2016). 

O primeiro argumento proposto é sustentado pela formação de 

ERO, fenômeno observado após diferentes doses de exposição à 

radiação UVB, como já relatado. O segundo argumento pode ser 

explicado pelo fato das mitocôndrias apresentarem uma estrutura com 

elevada densidade proteica, além da presença de cromóforos endógenos 

nessas proteínas, as tornando um alvo potencial da foto-oxidação 

promovida pela absorção da radiação UVB (PATTISON E DAVIES, 

2006). Já o terceiro argumento está relacionado com a capacidade do 

menor comprimento de onda da radiação UVB em gerar a quebra da 

ligação de moléculas de oxigênio. Este oxidante é capaz de reagir com 

proteínas e outros componentes celulares e induzir danos às células 

(WRIGHT et al., 2003).  

 Uma vez que o número de mitocôndrias por célula e o número 

de cristas por mitocôndria estão relacionados com a necessidade de 
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energia requerida pela célula, o comprometimento dessas estruturas 

provocado pela exposição à radiação UVB certamente comprometerá 

diferentes processos celulares inerentes ao desenvolvimento. Após a 

observação das alterações na morfologia mitocondrial e da indução ao 

aumento do conteúdo da proteína Drp1 envolvida na fissão mitocondrial 

(QUADROS et al., 2016), passamos a investigar neste trabalho se esse 

aumento é acompanhado também pelo aumento do número de cópias do 

mtDNA. Contudo, para compreender as respostas celulares da exposição 

à radiação UVB, primeiramente fez-se necessário estabelecer o padrão 

dos níveis de mtDNA inerentes ao desenvolvimento de embriões de M. 

olfersii não expostos à radiação UVB, visto que não há disponibilidade 

sobre esses dados.  

Os resultados obtidos revelaram elevados níveis de mtDNA durante 

o estágio de clivagem, seguido de uma diminuição significativa no 

estágio de gástrula. A replicação do mtDNA durante a ovogênese é um 

processo essencial para viabilizar o pacote de mtDNA que a fêmea irá 

prover nas primeiras fases do desenvolvimento. Este pacote de 

componentes citoplasmáticos caracteriza a herança materna durante o 

desenvolvimento embrionário (SPIKINGS et al., 2007; WAI et al., 

2008; MOORE et al., 2016). Estudos demonstram que após a 

fertilização não é observado ganho na quantidade de mtDNA nas células 

embrionárias. Esse fato aponta a ocorrência de um gargalo devido a 

ausência de replicação e a segregação do mtDNA a cada divisão celular 

durante a clivagem, resultando em uma redução do número de cópias do 

mtDNA por célula no início do desenvolvimento embrionário (PIKO et 

al., 1987; CAO et al., 2007; GUERRA, 2016). Em camundongos, a 

replicação do mtDNA é reiniciada no 6º dia embrionário, o qual 

corresponde à gastrulação, aumentando seus níveis ao longo da 

embriogênese (CREE et al., 2008; WAI et al., 2010), processo também 

identificado em D. rerio e D. melanogaster (ARTUZO et al. 2012; MA 

et al., 2014; HILL et al., 2014). Portanto, nossos resultados corroboram 

com os dados observados em outros modelos animais, demonstrando 

que o mtDNA materno é distribuído entre os blastômeros, não 

ocorrendo a replicação do mtDNA nos estágios iniciais de 

desenvolvimento de M. ofersii. Assim, os elevados níveis de mtDNA 

observados no estágio de clivagem estão relacionados com a 

necessidade das células embrionárias em manter o desenvolvimento 

embrionário até a ativação do genoma embrionário e retomada da 

replicação mitocondrial. 

 Uma característica interessante na segregação do mtDNA nas 

células embrionárias de M. olfersii foi que a sua diminuição não é tão 
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abrupta logo no início do desenvolvimento, sendo observada uma 

redução mais expressiva a partir de embriões em E5. Esse fato pode ser 

explicado pelo tipo de clivagem, meroblástica, onde apenas parte da 

estrutura do ovo irá formar o embrião. Assim, a celularização 

embrionária não é tão imediata como àquela que ocorre na clivagem 

holoblástica, cujos blastômeros são células individualizadas desde a 

primeira clivagem (MOORE,  et al., 2016).  

 Nos embriões em E4 observou-se o início da replicação do 

mtDNA, cujos níveis apresentaram-se maiores quando comparados com 

os dias embrionários subsequentes. Estudos mostram que os embriões, 

de um modo geral, no início do desenvolvimento apresentam uma 

mudança no metabolismo energético, no qual a atividade glicolítica 

diminui gradualmente, aumentando a atividade fosforilativa, 

coincidindo com a retomada da biogênese mitocondrial e replicação do 

mtDNA. Entre os dias embrionários de E5 a E14, os níveis de mtDNA 

não diferiram.  

Um crescente reconhecimento do papel desempenhado pelo 

mtDNA durante o desenvolvimento embrionário tem sido reportado. 

Estudos envolvendo os processos de replicação e transcrição do mtDNA 

durante o desenvolvimento embrionário têm enfocado mamíferos 

(HANCE et al., 2005; SMITH et al., 2005), Xenopus sp. (MEZIANE et 

al., 1989), Drosophila sp. (IVENGAR et al., 1999), C. elegans 

(BRATIC et al., 2009) e Danio rerio (ARTUZO et al., 2012). Sendo 

assim, nossos resultados contribuem para elucidar os mecanismos de 

biogênese mitocondrial durante o desenvolvimento embrionário de M. 

olfersii.  

Ao avaliar o nível relativo de mtDNA após a exposição à 

radiação UVB nos embriões em E7,  os resultados obtidos revelaram o 

aumento no número relativo de cópias do mtDNA. Classicamente, o 

gDNA é considerado o principal cromóforo da radiação UVB em 

diferentes organismos estudados, pois a energia da radiação coincide 

com a faixa de energia absorvida pelo gDNA (PETIT-FRÈRE et al., 

2000; HOLICK, 2016; SCHUCH et al., 2017), porém, nossos resultados 

mostram que o mtDNA também deve ser considerado um importante 

alvo da exposição à radiação UVB.  

Estudos relatam que o mtDNA é fisiológicamente mais 

vulnerável que o gDNA (YAKES et al., 1997; HOUTEN et al., 2006). 

Isso se deve ao fato de uma combinação de fatores, incluindo a ausência 

de íntrons que resultam em mais de 95% de sequências de codificação, a 

sua localização próxima ao principal gerador de ERO, a cadeia 

transportadora de elétrons, e a ausência de histonas protetoras e das 
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enzimas necessárias para a reparação de excisão de nucleotídeos, via de 

reparo observada na remoção de danos no gDNA (TULAH E BIRCH-

MACHIN, 2013). Contudo, a via de reparo por excisão de base tem sido 

bem caracterizada em mitocôndrias de vários organismos (PETTEPHER 

et al., 1991; SAWYER et al., 1999). Danos persistentes ao mtDNA 

podem provocar o acúmulo de mutações, deleções ou depleções gerados 

pela replicação do mtDNA danificado, resultando em defeitos na 

montagem dos complexos e um declínio progressivo da função 

respiratória mitocondrial (QIAN E HOUTEN, 2010).  

Estudos envolvendo a análise do mtDNA após a exposição à 

radiação UVB abordam principalmente seus efeitos sobre culturas de 

queratinócitos humanos, uma vez que o acúmulo de mutações no 

mtDNA tem sido proposto como uma causa do processo de 

envelhecimento e câncer em muitos tecidos (HWANG et al.,2009). 

Hudson et al., (2016) propõem em seu estudo a utilização do mtDNA 

como um bioindicador de danos ao DNA induzidos por UV, uma vez 

que a exposição à radiação UV é capaz de gerar um número 10 vezes 

maior de mutações no mtDNA quando comparado com o gDNA 

(NAIDOO et al., 2018). 

Para sustentar ainda mais este resultado, avaliamos os padrões 

de expressão dos níveis de transcritos de fatores que regulam e mantêm 

o processo de biogênese mitocondrial e a replicação do mtDNA, como o 

Nrf1 e Tfam, além dos níveis de transcritos relacionados aos processos 

de fusão/fissão mitocondrial, como Mfn1 e Drp1. A partir do 
transcriptoma de embriões de M. olfersii (JARAMILLO et al., 2016a) 

foram  identificadas as sequências de mRNA dos genes alvo deste 

estudo. Devido a escasses de estudos em crustáceos, no presente estudo 

foram identificadas pela primeira vez sequências de mRNA envolvidos 

na atividade mitocondrial de diferentes espécies presentes nos bancos 

EST e TSA do Genbank. Sendo assim, as análises possibilitaram 

reconhecer as similaridades das sequências aminoacídicas de M. olfersii 

com as sequências descritas para outras espécies de crustáceos (M. 

nipponense, C. multidentada, H. americanus, P. clarkii, C. 

quadricarinatus, A. astacus, J. edwardsii, P. leptodactylus, C. maenas L. 
vannamei, P. monodon, F. astecus, F. penicillatus, H. azteca), outros 

organismos invertebrados aquáticos (S. purpuratus, O. bimaculoides, L. 

gigantea, C. gigas) e organismos-modelo em estudos de biologia do 

desenvolvimento (D. rhopaloa, X. tropicalis, G. domesticus, M. 

musculus, H. sapiens).  O resultado do alinhamento entre as sequências 

selecionadas revelou que os genes analisados apresentaram caráter 

evolutivamente conservado, de modo que o agrupamento de M. olfersii 
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com outros indivíduos do mesmo gênero apresentou alto valor de 

bootstrap, o que confirma a similaridade entre os genes. Além disso, as 

sequências analisadas compartilharam uma alta identidade aminoacídica 

e semelhantes propriedades bioquímicas como massa molecular e ponto 

isoelétrico teórico (pI) quando comparadas com as sequências de 

diferentes espécies de crustáceos. Essas características podem indicar 

funções semelhantes desempenhadas pelos genes durante os processos 

fisiológicos.   

Os transcritos dos genes Tfam e Nrf1 nos embriões em E1 

apresentaram os mais altos níveis, o que demonstram uma forte herança 

materna de mRNA, necessários para o início do desenvolvimento 

embrionário. Assim, é possível argumentar que os genes mitocondriais 

maternos são distribuídos passivamente entre as células durante o 

processo de clivagem, diminuindo seus níveis nos períodos de 

desenvolvimento subsequentes (ARTUZO et al., 2012). Além disso, no 

estudo realizado por May-Panloup et al. (2005) foi relatado que a 

redução significativa do número de cópias do mtDNA foi acompanhada 

pela diminuição dos níveis de expressão de Tfam em embriões suínos 

até o estágio de mórula.  

No presente estudo, a partir do estágio de gástrula, observou-se 

o início da expressão zigótica de Tfam e Nrf1, sendo reconhecida pouca 

variação nos níveis de transcritos em E5 e E7. Subsequentemente, 

ocorreu um aumento dos níveis de Tfam e Nrf1 em E10 e E14. Essa 

característica pode estar relacionada tanto com o aumento do número de 

células e a complexidade dos tecidos que compõem os diferentes 

sistemas, como ao papel desepenhado na otimização da função 

mitocondrial para o requerimento energético necessário para o processo 

de eclosão e manutenção da fase larval (DUGGER E DOBKIN, 1975). 

Além disso, é documentado que o número de cópias do mtDNA durante 

o desenvolvimento embrionário é rigorosamente regulado, pois assegura 

que as células atinjam níveis apropriados de metabolismo energético 

requerido para o processo de diferenciação e aquisição dos diferentes 

fenótipos celulares (JOHN et al., 2014).  

Ao avaliarmos as respostas moleculares induzidas pela 

exposição à radiação UVB sobre as células embrionárias, nossos 

resultados demonstraram um aumento significativo nos níveis de 

expressão dos transcritos relacionados à biogênese mitocondrial, 

podendo ser considerados determinantes da quantidade de mtDNA nas 

células embrionárias de M. olfersii. É relatado que o processo de 

biogênese mitocondrial pode ser regulado tanto para aumentar a função 

mitocondrial, quanto para compensar o aumento das taxas de remoção 
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de mitocôndrias danificadas (DORN et al., 2015). Considerando que os 

fatores de transcrição analisados neste trabalho são cruciais para a 

regulação da transcrição e replicação do mtDNA, o aumento no número 

de mtDNA pode ser interpretado como uma resposta compensatória para 

os danos provocados pela radiação UVB nas células embrionárias. 

Nosso próximo passo foi investigar os processos de fusão/fissão 

mitocondrial, tendo em vista que o balanço entre esses processos são 

fundamentais para a manutenção das funções mitocondriais adequadas 

durante o desenvolvimento embrionário. Nos embriões em E1, os 

elevados níveis de transcritos de Mfn1 e Drp1, relacionados à 

fusão/fissão mitocondrial, respectivamente, também revelaram uma 

forte herança materna, assim como observado no processo de biogênese 

mitocondrial. Em seguida, os níveis dos transcritos em E3 e E4 

apresentaram-se superiores quando comparados com embriões em E5 e 

E7. Estes resultados podem estar relacionados com os importantes 

eventos morfológicos, os quais são fundamentais para viabilizar os 

processos de morfogênese e organogênese no decorrer do 

desenvolvimento embrionário (SIMÕES-COSTA et al., 2005). Em 

embriões em E10 e E14 observou-se novamente o aumento dos níveis 

dos transcritos de Mfn1 e Drp1, demonstrando que o controle adequado 

das funções mitocondriais é de primordial importância para a 

sobrevivência e crescimento embrionário.  

O aumento dos níveis dos transcritos Tfam/Nrf1 e Mfn1/Drp1 

observados em E10 e E14 são requeridos a fim de viabilizar a transição 

entre o estágio embrionário e larval, onde são observadas as 

características descritas por Müller et al. (2004) e Simões-Costa et al. 

(2005), como a movimentação corporal e dos apêndices, o ritmo dos 

batimentos cardíacos e a saída do embrião do interior do cório. Assim 

como os elevados níveis de transcritos nos embriões em E1 parecem 

viabilizar os primeiros eventos do desenvolvimento embrionário, o 

aumento dos níveis dos transcritos observado em E10 e E14 parece 

contribuir para as demandas energéticas requeridas no primeiro estágio 

larval. Considerando que as mitocôndrias são organelas altamente 

dinâmicas e estão constantemente em fusão/fissão para manter a 

homeostase e a morfologia mitocondrial, a retomada do crescimento da 

população mitocondrial não é apenas facilitada pelo aumento da 

biogênese mitocondrial e da replicação do mtDNA, mas também pelo 

equilíbrio adequado entre esses processos (NAN et al., 2017; REN et al., 

2017).  

Ao serem expostas à radiação UVB, as células embrionárias de 

M. olfersii aumentaram os níveis de transcritos de Drp1, sugerindo tanto 
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uma proteção contra eventuais danos ao mtDNA, quanto uma remoção 

de mtDNA danificados  e mitocôndrias disfuncionais pela intensificação 

do processo de fissão mitocondrial frente à exposição à radiação UVB 

(MEYER et al., 2017; 2018). Interessantemente, Tondera et al (2009) 

demonstraram que tratamentos com baixos níveis tóxicos de radiação 

UV têm efeitos opostos à apoptose, pois induzem a formação de grandes 

redes mitocondriais por fusão mitocondrial, a qual confere alto grau de 

resistência ao insulto. Porém, nossos resultados não demonstraram 

alteração nos níveis de transcritos de Mfn1, revelando que a dose de 

radiação UVB utilizada neste trabalho foi capaz de provocar danos 

mitocondriais relevantes, e consequentemente, indução de apoptose das 

células de M. olfersii, como relatado por Schramm et al. (2017).  

O processo de fissão mitocondrial desempenha um papel na 

segregação de mitocôndrias disfuncionais e no desencadeamento do 

processo de mitofagia, e neste trabalho, visamos elucidar a interação 

entre esses processos. Nossos resultados revelaram um aumento no 

conteúdo de proteínas envolvidas na maquinaria do processo de 

mitofagia em células de M. olfersii expostas à radiação UVB. Yoshii et 

al. (2011) demonstraram que a proteína Parkina medeia a degradação de 

proteínas da membrana mitocondrial associada a sua ruptura, 

proporcionando assim a liberação de fatores pró-apoptóticos, como o 

citocromo c, ou indutores de apoptose. Assim, a dinâmica mitocondrial 

e mitofagia são processos reguladores essenciais do controle da 

qualidade da rede mitocondrial e desempenham um papel fundamental 

na manutenção da homeostase em células saudáveis (MISHRA E 

CHAN, 2016). Além disso, o fluxo constante entre degradação e 

biogênese tende a atingir um equilíbrio, permitindo um volume 

mitocondrial adequado (WEBER et al., 2010; ANZEL et al. 2018).  

Em resumo, os resultados obtidos revelaram que a mitocôndria, 

além do gDNA, também pode ser considerada um importante alvo da 

exposição à radiação UVB, considerando as importantes alterações 

observadas na sua ultraestrutura. Além disso, este trabalho reporta pela 

primeira vez o comportamento cronológico de diferentes perfis de 

transcritos de genes envolvidos nos processos de biogênese/fusão/fissão 

mitocondrial, os quais mostraram serem altamente regulados durante o 

desenvolvimento embrionário em respostas às demandas fisiológicas e 

induzíveis pela exposição à radiação UVB.  

Diante do panorama geral dos resultados obtidos, podemos 

aceitar todas as hipóteses propostas neste trabalho de que (i) os 

transcritos dos genes relacionados à biogênese mitocondrial, Tfam e 

Nrf1, bem como os transcritos envolvidos com os processos de 
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fusão/fusão mitocondrial, Mfn1 e Drp1, aumentam seus níveis durante o 

desenvolvimento embrionário, evidenciado nos dias embrionários finais; 

(ii) a radiação UVB comprometeu a ultraestrutura mitocondrial das 

células embrionárias de M. olfersii; (iii) a exposição à radiação UVB 

causou o aumento dos níveis de transcritos envolvidos com a biogênese 

mitocondrial, Tfam e Nrf1, refletindo no aumento do número de cópias 

do mtDNA, e por fim (iv) os níveis dos transcritos do gene relacionado 

ao processo de fissão mitocondrial Drp1 também mostrou-se elevados 

após a exposição à radiação UVB, cujo aumento pode estar relacionado 

com a eliminação dos danos mitocondriais pelo processo de mitofagia, 

evidenciado pelo aumento do conteúdo das proteínas PRK8, LC3II e 

p62. Assim, o aumento nos processos de biogênese mitocondrial 

concomitante ao processo de mitofagia fornecem fortes evidências de 

que as células embrionárias expostas à radiação UVB apresentam um 

mecanismo compensatório ao dano, a fim de manter a rede mitocondrial 

saudável. 

Tendo em vista o aumento da incidência de radiação UVB que 

atinge a superfície terrestre, e que a sua exposição pode não ser evitada 

em determinados ambientes, este fator abiótico pode comprometer 

mecanismos e eventos celulares em diferentes organismos. Nesta 

perspectiva, o presente estudo trás a utilização de um modelo 

experimental emergente, o qual se mostrou adequado para contribuir 

para a construção do conhecimento atual sobre as respostas biológicas 

frente à exposição à radiação UVB.  A escassez de estudos disponíveis 

na literatura que abordam o efeito da radiação UVB em crustáceos e a 

utilização de ferramentas de análise molecular baseada no transcriptoma 

dos embriões de M. olfersii evidencia o caráter inovador e inédito deste 

trabalho. Além disso, nossos resultados contribuem para que a espécie 

de M. olfersii possa ser considerada um animal-modelo para estudos em 

biologia do desenvolvimento e embriotoxicidade. Por fim, considerando 

nossos resultados e o conhecimento atual sobre os efeitos da radiação 

UVB, apontamos a mitocôndria como um importante alvo celular dessa 

radiação nas células embrionárias de M. olfersii. Propomos que as 

respostas mitocondriais sejam usadas como uma ferramenta para 

avaliação do estresse ambiental causado pela radiação UVB em 

embriões de espécies aquáticas. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram as seguintes 

conclusões: 

- Os genes Tfam e Nrf1, envolvidos no processo de biogênese 

mitocondrial e os genes Mfn1 e Drp1, envolvidos no processo de 

fusão/fissão mitocondrial foram identificados no transcriptoma de 

embriões de M. olfersii;  
- Os genes Tfam, Nrf1, Mfn1 e Drp1 foram comparados com sequências 

disponíveis em bancos de dados de outros invertebrados e vertebrados, e 

através da relação filogenética entre as sequências analisadas, se 

mostraram conservados pela alta similaridade dentro da Ordem 

Decapoda;  

- Os níveis de transcritos de Tfam, Nrf1, Mfn1 e Drp1 dos embriões de 

M. olfersii analisados nos dias embrionários apresentaram-se altamente 

regulados, refletindo a demanda energética requerida em cada dia do 

desenvolvimento embrionário; 

- Os níveis relativos de mtDNA exibem forte herança materna, 

apresentando baixa expressão nas etapas iniciais do desenvolvimento e 

mantendo-se constante ao longo do desenvolvimento embrionário de M. 

olfersii; 

Além disso, nossos resultados revelaram que a exposição à 

radiação UVB interferiu em embriões em E7 de M. olfersii causando: 

- Alterações ultraestruturais, sendo a mais evidente causada nas 

mitocôndrias com a redução e perda das cristas mitocondriais e a 

desestruturação da membrana mitocondrial externa; 

- Aumento da produção de ERO após 1 h de exposição, regularizando 

seus níveis após 48 h de exposição à radiação UVB; 

- Aumento dos níveis de mtDNA em conjunto com os níveis de 

transcrito de Tfam, Nrf1, revelando o aumento da biogênese 

mitocondrial; 

- Aumento dos níveis de transcrito de Drp1 em conjunto com o aumento 

do conteúdo proteico de PRK8, LC3II e p62 evidenciando a eliminação 

dos danos mitocondriais pelo processo de mitofagia; 
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