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RESUMO 

O aumento da radiação ultravioleta (UVB) na superfície terrestre é 

resultado da diminuição do ozônio estratosférico. A energia desta 

radiação é capaz de causar diferentes respostas nos organismos terrestres 

e aquáticos. Macrobrachium olfersi  é um camarão de água doce que 

vive e se reproduz em águas claras e rasas, onde a radiação UVB pode 

penetrar facilmente. As fêmeas de M. olfersi carregam seus ovos até a 

eclosão em uma câmara incubadora externa, podendo-se supor que os 

embriões estão expostos às condições semelhantes de radiação UVB do 

ambiente, durante todos os estágios embrionários. O objetivo deste 

estudo foi caracterizar os efeitos da radiação UVB sobre a ultraestrutura, 

viabilidade celular e dinâmica mitocondrial nas células embrionárias de 

M. olfersi. A irradiância de 310 mW/cm
2
 que os embriões estão 

expostos nos ambientes naturais foi simulada em laboratório. Embriões 

no 6° dia embrionário (E6), que corresponde às fases de morfogênese e 

organogênese iniciais, foram irradiados com lâmpada UVB 6W, durante 

30 minutos. Após 1, 12, 24 e 48 horas de exposição, os embriões foram 

analisados. Embriões não irradiados foram usados como controle. A 

análise ultraestrutural mostrou mudanças no núcleo, como a 

condensação da heterocromatina próxima ao envelope nuclear, bem 

como mudanças citoplasmáticas, como a diminuição dos ribossomos 

associados ao retículo endoplasmático rugoso, formação anômala de 

membranas, perda das cristas mitocondriais. As alterações mitocondriais 

foram os efeitos da radiação UVB mais evidentes. Então, a expressão 

das proteínas Mfn-1 e Drp-1, relacionadas à fusão e fissão mitocondrial, 

respectivamente, foram quantificadas. Nossos resultados mostraram que 

a radiação UVB induziu aumento significativo de Drp-1 em todos os 

tempos analisados e também diminuição significativa de Mfn-1, apenas 

após 24 e 48 horas de exposição à UVB. Estes resultados indicam que a 

radiação UVB compromete a dinâmica mitocondrial em células de M. 

olfersi. Analisando as mudanças observadas nas mitocôndrias, o 

próximo passo foi investigar a viabilidade celular utilizando um teste 

baseado na integridade mitocondrial. Uma diminuição significativa da 

viabilidade celular, em todos os tempos analisados após a radiação de 

UVB, foi verificada. Em resumo, este estudo revelou diferentes efeitos 

induzidos pela radiação UVB em embriões de M. olfersi, principalmente 

relacionados com a estrutura e função mitocondrial. 

Palavras-chave: UVB; embriotocixidade; ultraestrutura; dinâmica 

mitocondrial; viabilidade celular; Macrobrachium olfersi. 
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ABSTRACT 

Increased ultraviolet B (UVB) in the Earth's surface is a result of the 

depletion of stratospheric ozone. The energy of this radiation is able to 

cause different responses in terrestrial and aquatic 

organisms. Macrobrachium olfersi is a freshwater prawn that lives and 

reproduces in clear shallow waters, where UVB radiation can easily 

penetrate. The females of M. olfersi carry eggs until hatching in external 

brood pouch, thus is reasonable to assume that the embryos are exposed 

to similar conditions of environmental UVB radiation during all 

embryonic stages. The aim of this study was to characterize the effects 

of UVB radiation on the ultrastructure, cell viability and mitochondrial 

dynamic in embryonic cells of M. olfersi. Then, the irradiance of UVB 

(310 mW/cm
2
) that embryos received in natural environment was 

simulated in laboratory. Embryos at 6th embryonic day (E6), which 

corresponds to the early morphogenesis and organogenesis stages, were 

irradiated with UVB 6W lamp for 30 minutes. After 1, 12, 24 and 48 

hours of exposure to UVB radiation, the embryos were examined. Non-

irradiated embryos were used as controls. The ultrastructural analysis 

showed changes in nucleus, as heterochromatin condensation near to the 

nuclear envelope, as well as, changes in the cytoplasm, as decrease of 

ribosomes associated to rough endoplasmic reticulum, formation of 

anomalous membrane, loss of mitochondrial crests, and disruption of 

mitochondrial membranes. Mitochondrial alterations were the most 

evident effect of UVB. Thus, the expression of  Mfn-1and Drp-1 

proteins, related to mitochondrial fusion and fission, respectively, was 

quantified. Our results showed that UVB radiation induced a significant 

increase in Drp-1 in all times analyzed and also a significant decrease in 

Mfn-1, only after 24 and 48 hours of UVB exposure. These results 

indicate that UVB radiation compromise the mitochondrial dynamic on 

embryonic cells of M. olfersi. Regarding the changes observed in the 

mitochondria, the next step was to investigate the cell viability using an 

assay based on mitochondrial integrity. A significant decrease in 

viability of cells, in all times analyzed after UVB irradiation, was 

verified. In summary, this study revealed different effects induced by 

UVB radiation in embryos of M. olfersi, mainly related to the 

mitochondrial structure and function.  

Keywords: UVB; embryotocicity; ultrastructure; mitochondrial 

dynamics; cell viability; Macrobrachium olfersi.  
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1. Introdução 
 

1.1. Radiação ultravioleta  

 

O espectro solar é composto pelos raios gama, raios X, radiação 

ultravioleta (UV), luz visível, infravermelho, micro-ondas e o rádio, que 

apresentam comprimento de onda distintos e diferentes capacidade de  

atingir os ambientes terrestres (Diffey, 1991). 

 A radiação UV apresenta comprimento de onda entre 400 e   

100 nm, e tem a capacidade de atingir a superfície terrestre e promover 

efeitos biológicos, que se tornam mais nocivos quanto menor o 

comprimento de onda e, consequentemente, maior a quantidade de 

energia intrínseca da radiação. Assim, a radiação UV é classificada de 

acordo com seus efeitos biológicos 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, 

2002).          

Dentre os efeitos da radiação UVA e UVB, destacam-se os de 

importância biológica em diferentes processos naturais. A radiação 

UVA fornece energia luminosa para a fotossíntese e atua na ativação da 

enzima fotoliase, envolvida em mecanismos de fotorreparo celular (Paul 

e Gwynn-Jones, 2003; Dong et al., 2007; Häder et al., 2007); já a 

radiação UVB é necessária para a síntese de vitamina D em humanos e 

para a orientação visual de espécies de vertebrados e invertebrados. Por 

ser mais energética, a radiação UVC é caracterizada pelo seu efeito 

esterelizante (Land e Nilsson, 2002 Bandeira et al.,2006; Godar et al., 

2012; Diffey, 2013).  

A incidência de radiação UV na superfície terrestre é controlada 

pela camada de ozônio estratosférico, formada pelas moléculas de 

ozônio (O3), que por sua vez são constituídas por um átomo livre de 

oxigênio (O) e uma molécula de oxigênio (O2) (Diffey,1991;2002; 

Rowland, 2006). Nesta camada ocorre uma dinâmica constante de 

dissociação e formação do ozônio, que é dependente da energia da 

radiação UV para a quebra ou restabelecimento das ligações químicas 

entre o O e O2. Assim, considerando a faixa de comprimento de onda da 

radiação UV, a radiação UVA possui menor energia, e é capaz de 

atravessar a camada de ozônio atingindo a superfície terrestre, enquanto 

que parte da energia da radiação UVB que não é utilizada nas reações 

fotoquímicas de dissociação e formação do ozônio, atravessa a camada 
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de ozônio e atinge cerca de 5% na superfície terrestre, dependendo da 

região geográfica e da condição da camada de ozônio (Kirchhof et al., 

2000; Vernet, 2006). Por ser mais energética, a radiação UVC é 

praticamente toda absorvida na camada de ozônio, pois sua energia é 

consumida nas reações de formação e dissociação do ozônio. 

Contudo, a camada de ozônio vem apresentando alterações na 

sua composição devido às causas naturais e antrópicas, que resultam no 

aumento da intensidade de radiação UV na superfície terrestre (Maione 

et al., 2013). Esta 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 (CFCs) e bromofluorocarbonos (BrFCs) 

na redução da camada de ozônio. A radiação UV é capaz de dissociar 

estes compostos na estratosfera, liberando molécula de bromo, flúor e 

cloro, que podem se ligar ao O e O2, provenientes de reações 

fotoquímicas do ozônio, originando novas moléculas, em detrimento da 

molécula de O3 (Crutzen, 1974; Molina e Rowland, 1974). 

Além dessas alterações na camada de ozônio, na década de 

1980 foi descoberta a existência do chamado buraco de ozônio antártico, 

caracterizado pela significativa redução da camada de ozônio (Farman et 

al., 1985). Este fenômeno ocorre devido a algumas regiões do planeta 

apresentarem maiores concentrações de compostos químicos, os quais 

participam de reações que tornam a camada de ozônio rarefeita, 

podendo estender-se para latitude mais baixas,  desta maneira, atingindo 

a região Sul do Brasil (Kirchhoff et al., 2000). 

   As alterações na camada de ozônio têm provocado um maior e 

contínuo aumento, principalmente da radiação UVB na superfície 

terrestre. A preocupação com os efeitos causados pela radiação UVB 

estimulou o desenvolvimento de pesquisas na década de 1980, 

enfocando principalmente a saúde humana. Primeiramente, a realização 

de estudos com linhagens celulares de queratinócitos, componente 

principal da camada superficial da pele, auxiliaram na compreensão das 

principais alterações causadas pela radiação UVB, sobre os diferentes 

mecanismos celulares, como diferenciação, proliferação e morte celular 

(Paz et al., 2007; Ji et al., 2015). Tais estudos têm demonstrado que, 

dependendo da dose recebida, a radiação UVB pode ser considerada um 

estressor natural que desencadeia reações adversas, como queimaduras 

de pele (eritema), envelhecimento precoce, catarata e câncer de pele 

(Cadet et al., 2005; Gallagher e Lee, 2006; Bertagnolli et al., 2007; 

Mahmoud et al., 2008; Behrendt et al., 2010; Nasser, 2010).  
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1.2. Radiação UV em ambientes aquáticos 

 

A incidência da radiação UV em ambientes aquáticos pode variar de 

acordo com as propriedades da coluna d’agua, como profundidade e 

transparência. Por sua vez, a transparência da água é dependente, entre 

outros, dos materiais em suspensão e floração de fitoplâncton (Bancroft 

et al., 2007; Lee, 2010). 

No final da década de 1990, os estudos foram ampliados para outros 

grupos animais, destacando os organismos aquáticos, como anfíbios 

(Hays et al., 1996; Pandelova et al., 2006; Yu et al., 2015), ouriço do 

mar (Pruski et al., 2009; Campanale et al., 2011; Russo et al., 2013), 

peixes (Dahms e Lee, 2010; Nuñez et al., 2012), e microcrustáceos 

(Connelly et al., 2009; Huebner et al., 2009; 2013). Mais recentemente, 

outros grupos animais como os macrocrustáceos (Gouveia et al., 2005; 

Miguel et al., 2007;  Moresino et al., 2011; Vargas et al., 2011; Nazari et 

al., 2013) e os moluscos gastrópodes (Svanfeldt et al., 2014) também 

tem sido estudados, ampliando a diversidade de organismos como 

modelo para estudar os efeitos da radiação UVB. 

Na literatura são reportados os efeitos da radiação UVB em animais 

adultos, juvenis, larvas e embriões de espécies de vertebrados e 

invertebrados, sendo demonstrados efeitos relacionados à mortalidade, e 

as alterações morfológicas e fisiológicas (Blaustein et al., 1994; Gouveia 

et al., 2004; Bonaventura et al., 2005; Herkovits et al., 2006).  

É de conhecimento geral que as espécies apresentam respostas 

diferenciadas à radiação UVB e que os embriões apresentam maior 

suscetibilidade à radiação, quando comparados aos adultos, e poucos são 

os trabalhos que abordam especificamente os efeitos da radiação UVB 

sobre as células embrionárias (Bancroft et al., 2007; Nazari et al., 2010; 

Campanale et al., 2011). 

 Muitos organismos aquáticos amenizam os efeitos da radiação 

UVB por possuírem cascas ou conchas. Porém, os ovos e as larvas 

normalmente não disponibilizam destes mecanismos de defesa, ficando 

assim expostos à radiação, já que muitas espécies depositam seus ovos 

em regiões de águas rasas e claras, onde a radiação pode penetrar com a 

mesma intensidade que chega à superfície (Bancroft et al., 2007). 

Especificamente nos estágios iniciais do ciclo de vida, a radiação UVB 

pode comprometer o ritmo do desenvolvimento embrionário, diminuir 

as taxas de eclosão e de sobrevivência larval (Dong et al., 2007; Dahms 

e Lee, 2010; Nazari et al., 2013).  

Embora os efeitos da radiação UVB sejam bastante estudados, 

poucos são os trabalhos onde o enfoque são os efeitos causados em 
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embriões, em particular com espécies de invertebrados aquáticos. Os 

trabalhos disponíveis abordam principalmente os efeitos da radiação na 

sobrevivência dos embriões, nos ritmos de desenvolvimento 

embrionário e durante a metamorfose larval (Hovel e Morgan, 1999; 

Cywinska et al., 2000; Browman et al., 2003; Nahon et al., 2009).  

Dentre os invertebrados aquáticos, os trabalhos com ouriços do 

mar demonstraram que a radiação UVB foi capaz de induzir o 

surgimento de alterações morfológicas e fisiológicas em embriões e 

larvas (Campanale et al., 2011), bem como alterar de forma tempo e 

dose dependente, a expressão de genes durante as fases iniciais de 

desenvolvimento dos embriões (Russo et al., 2014). Em Daphia magna, 
a exposição à radiação UVB reduziu o crescimento e a reprodução, 

alterando órgãos como ovário e tecido intestinal (Huebner et al., 2013). 

Já em caranguejos Neohelice granulata, vários parâmetros oxidativos 

como produção de espécies reativas de oxigênio e peroxidação lipídica, 

foram alterados pela radiação UVB (Vargas et al., 2011). Em estudos 

realizados com larvas de microcrustáceos, a radiação UVB reduziu a 

mobilidade e interferiu diretamente no tamanho dos indivíduos, 

tornando-os menores e, em alguns casos, apresentaram uma elevada taxa 

de mortalidade (Moresino et al., 2011). 

 

1.3. Efeito da radiação UV sobre as células animais 

 

Os efeitos da radiação UV estão relacionados com o comprimento 

de onda da radiação e a dose recebida pelos organismos expostos. 

Estudos relatam que os efeitos nocivos da radiação UVB, cujo principal 

alvo celular é o DNA. Isto por que a faixa de comprimento de onda 

dessa radiação coincide com a absorbância máxima da molécula de 

DNA (Petit-Frere et al., 2000; Gilchrest, 2013). Desse modo, a energia 

absorvida pode acarretar lesões no DNA, levando à quebra das cadeias 

da molécula, formando dímeros de pirimidinas, que se constituem de 

ligações entre bases pirimidínicas na mesma fita de DNA. A formação 

desses dímeros pode comprometer os mecanismos de transcrição gênica, 

alterando a expressão de genes em resposta ao estresse, bem como 

bloquear a replicação semiconservativa, podendo por sua vez, acarretar 

a morte celular (Essen et al., 2006). 

 Estudos mostram que após a exposição à radiação UVB, os núcleos 

celulares apresentam perda da integridade da membrana nuclear, bem 

como a presença de fragmentos e/ou condensação da cromatina, 

causando dano ao DNA, com a formação de dímeros de pirimidina 

ciclobutano e da formação de 6-4 fotoprodutos, causando apoptose ou 
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necrose destas células. (Miguel et al., 2002,  Groff et al., 2010; Yang, 

2011).  No citoplasma, ao entrar em contato com moléculas 

intermediárias, como a água, a radiação UVB é capaz de formar 

espécies reativas de oxigênio (EROs), que podem promover a 

peroxidação lipídica, sendo responsável por alterações na 

permeabilidade das membranas celulares, além de acarretar danos às 

moléculas celulares (Gouveia et al., 2005). 

Dentre as organelas comprometidas pela radiação UVB, estão as 

mitocôndrias. Eventos como alongamento e ramificações, bem como a 

ruptura das membranas internas e externas, além de um aumento 

reversível  no seu tamanho são mudanças relatadas em mitocôndrias 

irradiadas (Häder, 2005). Além desses efeitos, foi constatado que a 

radiação UVB é capaz de diminuir a quantidade de números de cópias 

de DNA mitocondrial em embriões (Martinez et al., 2012). 

A mitocôndria é uma organela altamente dinâmica, que 

constantemente modifica sua forma e localização dentro das células. 

Esta dinâmica está relacionada a dois processos, fissão e fusão 

mitocondrial, os quais irão determinar a morfologia mitocondrial, 

dependendo das demandas energéticas celulares (Benard e Karbowski, 

2009).  

Alterações na dinâmica e na integridade mitocondrial estão por sua 

vez relacionadas com a indução à apoptose (Youle et al., 2012). Durante 

o desenvolvimento embrionário, a apoptose é um evento celular 

essencial para os processos de morfogênese e organogênese (Schleich e 

Lavrik, 2013). Diferentes estressores, como agentes quimioterápicos e 

radiação UV, podem desencadear a apoptose através de diferentes vias 

celulares de sinalização. Na última década, tem-se relacionado à 

dinâmica mitocondrial com a apoptose, uma vez que altos níveis de 

estresse celular, também podem levar à fissão e fusão excessiva das 

mitocôndrias (Steller, 2013). 

 

1.4. Modelo de estudo: embriões de Macrobrachium olfersi 

 

O modelo experimental utilizado neste trabalho é o embrião do 

camarão de água doce Macrobrachium olfersi. Esta espécie é a mais 

representativa do seu gênero, sendo encontrada na Ilha de Santa 

Catarina, nas margens rasas da Lagoa do Peri (Müller et al., 1999; 

Ammar et al., 2001). Os camarões de água doce são organismos 

fundamentais para a manutenção dos ambientes onde vivem, pois são 

detritívoros e participam da cadeia alimentar de peixes e aves aquáticas, 

atuando assim na ciclagem de energia nos ambientes (Müller et al., 
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1999). Além destas características, os camarões de água doce podem ser 

considerados adequados como modelo animal experimental, pois as 

fêmeas ovígeras transportam seus numerosos ovos em uma câmara 

incubadora externa durante todo o período de desenvolvimento, o que 

permite um acompanhamento sistemático dos embriões em diferentes 

estágios do desenvolvimento (Charniaux-Cotton e Payen, 1992; Nazari 

et al., 2003; Müller et al., 2004).  

O ovo de M. olfersi é do tipo centrolécito, com grande 

quantidade de vitelo, o que determina o modelo de desenvolvimento 

parcial superficial. Neste modelo de desenvolvimento, o embrião 

desenvolve-se na superfície do ovo, o que permite a sua visualização 

direta (Müller et al., 2004). O desenvolvimento embrionário de M. 

olfersi tem duração média de 14 dias, a uma temperatura de 24 ± 1ºC. 

Inicialmente são reconhecidos na superfície do ovo, os blastômeros 

(dias 1 e 2) (Figura 1 a) e em seguida o disco germinativo (dia 3) 

(Figura 1 b), este último resultante do processo de gastrulação. Forma-se 

então o nauplius embrionizado (dia 4) (Figura 1 c), que apresenta no 

sentido ântero posterior os lobos ópticos, 3 pares de apêndices 

naupliares (antênulas, antenas e mandíbula) e a papila caudal. Em 

sequência, tem-se o pós-nauplius embrionizado (dia 5-14) (Figura 1 d-e) 

caracterizado primeiramente pela formação dos apêndices pós-

naupliares e pelo crescimento dos lobos ópticos, dos apêndices 

naupliares e da papila caudal (Müller et al., 2003.; Simoes-Costa et al., 

2005). 

 

 

 
 

Figura 1: Representação esquemática de estágios de desenvolvimento 

embrionário do M. olfersi. Clivagem (a). Formação do disco germinativo (b). 

Nauplius embrionizado (c). Pós-nauplius embrionizado (d). Embrião próximo a 

eclosão (e).  ab = abdômen; an = antênulas; at = antenas; B = blástula; dg = 

disco germinativo; es = estomodeu; mn = mandíbula; o = olho; pc = papila 

caudal; lo = lobo óptico, te = telson, v = vitelo. Fonte: Adaptado de Simões 

Costa, 2005. 
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Considerando que as fêmeas apresentam uma carapaça 

transparente e que os ovos na câmara incubadora externa estão expostos 

às condições do meio, pode-se supor que os embriões estejam expostos 

a condições semelhantes de radiação UVB do seu meio ambiente. Na 

Ilha de Santa Catarina, M. olfersi se reproduz principalmente nos meses 

de verão (Müller et al., 1999; Ammar et al., 2001), quando os índices de 

UV têm sido muito elevados, de acordo com a escala estabelecida pela 

Organização Mundial de Saúde e com os registros do Centro de 

Previsão do Tempo e Estudos Climáticos do Instituto Nacional de 

Pesquisas Espaciais (CPTEC/INPE) (www.cptec.inpe.br). 

Assim, neste trabalho foram realizadas analises a fim de 

verificar os efeitos da radiação UVB em células de embriões de camarão 

de água doce, os quais se desenvolvem em ambientes naturais de águas 

claras e rasas, onde a incidência da radiação UV é a mesma da 

superfície. 

A preocupação crescente quanto aos efeitos das mudanças 

climáticas globais, especialmente sobre os efeitos da radiação UVB 

sobre os organismos, justifica-se pelos relatos que confirmam a redução 

progressiva da camada de ozônio em altas e médias latitudes (United 

Nations Environment Programme (UNEP), 2014) 

Considerando que as espécies apresentam sensibilidade 

diferenciada à radiação UV, faz-se necessário ampliar o número de 

espécies aquáticas investigadas, uma vez que os estudos são realizados 

principalmente com equinodermas, peixes e anfíbios. Acrescenta-se 

ainda o fato destes estudos serem realizados com larvas, juvenis e 

adultos. Desta forma, pouco se conhece a respeito dos efeitos da 

radiação UVB sobre os mecanismos celulares inerentes ao 

desenvolvimento embrionário. 

Dados obtidos pelo grupo do Laboratório de Reprodução e 

Desenvolvimento Animal/UFSC apontam para alterações nos embriões 

de M. olfersi induzidas pela radiação UVB (Nazari et al., 2010; 2013). 

Contudo, investigamos os efeitos desta radiação, e respondemos as 

seguintes perguntas, dentre elas: (i) a viabilidade celular pode ser 

alterada após a exposição destes embriões a radiação UVB? (ii) a 

radiação UVB é capaz de alterar a ultraestrutura das células 

embrionárias? (iii) que organelas celulares podem ser danificadas pela 

exposição à radiação? (iv) pode a mitocôndria ser um alvo da radiação 

UVB nas células de embriões de M. olfersi? 

Sendo assim, considerando os conhecimentos atuais sobre os 

efeitos da radiação UVB nas células de um modo geral, a hipótese 

formulada neste projeto foi a de que a exposição à radiação UVB é 
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capaz de causar a perda da viabilidade celular, promovida por alterações 

estruturais e funcionais nas mitocôndrias, promovendo a morte celular 

por apoptose nas células de embriões de camarão M. olfersi. 
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2. Objetivos 

 

2.1.  Objetivo geral 

 

Caracterizar a ultraestrutura, viabilidade celular e dinâmica 

mitocondrial nas células de embriões de camarões de água doce M. 

olfersi expostos à radiação UVB. 

 

 

2.2.  Objetivos específicos 

 

 Verificar as alterações ultraestruturais relacionadas às 

membranas celulares, mitocondriais e núcleo de embriões 

expostos à radiação UVB; 

 

 Analisar a viabilidade celular dos embriões, após a exposição à 

radiação UVB; 

 

 

 Reconhecer o efeito da radiação UVB sobre a ocorrência de 

apoptose e expressão de proteínas relacionadas à dinâmica 

mitocondrial. 
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3.    Materiais e métodos 
 

3.1.  Coleta dos animais 

 

Exemplares adultos de camarões de água doce de M. olfersi 

foram coletados no Parque Municipal da Lagoa do Peri, Ilha de Santa 

Catarina, Brasil e transportados em aquários portáteis para o Laboratório 

de Reprodução e Desenvolvimento Animal - Centro de Ciências 

Biológicas (CCB - Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Em 

laboratório, os camarões foram colocados em aquários de 60 litros com 

aeração constante, temperatura de 24ºC (±1) e em condições de 

fotoperíodo de 12 horas claro:12 horas escuro, sendo o período claro 

criado com lâmpada fluorescente com irradiação de luz visível de 96 

mW/cm
2
 (Philips TLT 40 W/ 75 RS). Nas primeiras 24 horas após a 

coleta, foi realizado monitoramento frequente para a verificação das 

condições gerais e eventual mortalidade dos camarões em ambiente 

artificial. Após, os camarões foram diariamente alimentados com ração 

para organismos aquáticos (Alcon Bottom Fish). 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, adotados neste 

trabalho, foram aprovados pelo IBAMA (Autorização Permanente nº 

15294-1/2008).  

 

3.2.  Estagiamento dos ovos 

 

Amostras de ovos (n  20 ovos) de fêmeas ovígeras obtidas em 

aquário foram utilizadas para a definição do estágio do desenvolvimento 

embrionário, através do reconhecimento das características morfológicas 

externas dos embriões analisados ao estereomicroscópio (Olympus 

SHZ, 70X). Neste trabalho foi adotado o estagiamento por dia 

embrionário (E), que corresponde a cada intervalo de 24 horas de 

desenvolvimento, de acordo com o proposto por Simões-Costa et al., 

(2005). Para a composição dos grupos experimentais, foram 

selecionadas fêmeas ovígeras com embriões no 6º, 7º e 8º dias 

embrionários (E6, E7 e E8), que correspondem aos embriões em 

processo iniciais de morfogênese e organogênese (Müller et al., 2003). 

Para a caracterização dos embriões em E6, E7 e E8 foram reconhecidas 

externamente: a formação e o desenvolvimento dos lobos ópticos, da 
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papila caudal, dos apêndices naupliares e pós-naupliares (antênulas, 

antenas e mandíbulas) e o surgimento do olho (Figura 2). 

 

 

 
 
Figura 2. Representação esquemática das características morfológicas 

externas observadas em embriões de M. olfersi. Em A e B pode-se observar 

em vista dorsal embriões no estágio de pós-nauplius inicial, em E6 e E7, 

respectivamente. Em C, observa-se em vista lateral o embrião em E8, que 

corresponde ao estágio de pós-nauplius intermediário. An, apêndices naupliares; 

Ap, apêndices pós-naupliares; Lo, lobo óptico; Pc, papila caudal; O, olho; V, 

vitelo. Fonte: modificado de Simões-Costa et al., (2005). 

 

3.3.  Procedimentos de irradiação 
 

Para caracterizar temporalmente a ação da radiação UVB sobre 

os embriões de M. olfersi, fêmeas ovígeras com ovos em E6 foram 

transferidas para aquário de 30 litros desprovido de abrigos, equipado 

com lâmpada UVB de 6 W de potência (Vilber Lourmat) e irradiadas 

por 30 minutos. O período de 30 minutos de exposição à radiação UVB 

foi baseado no trabalho de Nazari et al. (2010), onde a incidência da 

radiação no fundo do aquário foi medida com radiômetro Internacional 

Light IL1400A, sendo obtida a irradiância de  310 mW.cm
-2

, que 

simulou a irradiância natural média na qual as fêmeas de M. olfersi são 

expostas durante a estação reprodutiva na Ilha de Santa Catarina. 

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

intervalos de tempo: após 1, 12, 24 e 48 horas (Figura 3). Para o grupo 

controle, foram utilizados ovos de fêmeas não irradiadas nos estágios de 

desenvolvimento em E6 (correspondente aos estágios dos embriões 

irradiados após 1 hora e 12 horas), E7 (correspondente aos estágios dos 
embriões irradiados após 24 horas) e E8 (correspondente aos estágios 

dos embriões irradiados após 48 horas).  
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  Figura 3: Representação esquemática dos estágios do desenvolvimento 

utilizados para verificar o efeito da radiação UVB em embriões de M. 

olfersi. A região colorida da linha do tempo corresponde ao período em horas 

nas quais foram realizadas as análises dos embriões após a exposição à radiação 

UVB. // corresponde a mudança na escala temporal do desenvolvimento 

embrionário. 

 

3.4.  Fixação e inclusão dos ovos 

 

Para as análises em microscopia de luz, os ovos foram fixados 

em solução PEM-FA (tampão PIPES 0,1 M + EGTA 2,0 mM + MgSO4 

1,0 mM + formaldeído a 3,7%) pH 6,9 (adaptado de Scholtz et al., 1994) 

por 30 minutos à temperatura ambiente. Após a fixação, os ovos foram 

mantidos em tampão fosfato salino (PBS, do inglês phosphate buffered 

saline, composto por 500 mM de cloreto de sódio (NaCl) + 3 mM de 

cloreto de potássio (KCl) + 1 mM de fosfato de potássio monobásico 

(KH2PO4) e 12 mM de fosfato de sódio monobásico (NaH2PO4)/L) pH 

7,4 a 4ºC. Em seguida, os ovos foram submetidos a banhos em solução 

crioprotetora de sacarose a 5% e 15% por 3 horas a 4ºC e em solução de 

sacarose a 30% por 24 horas a 4ºC. A inclusão dos ovos foi realizada 

com meio comercial Tissue Tek® a -25ºC e as secções seriadas na 

espessura de 6 µm foram obtidas em micrótomo criostato Leica CM 

1850 UV (Laboratório Multiusuários de Estudos em Biologia/CCB – 

LAMEB II). As secções foram montadas em lâminas tratadas com poli-

L-lisina, contendo secções dos grupos controles e irradiados, 

proporcionando as mesmas condições durante a realização das técnicas. 

Após a montagem, as lâminas foram mantidas a 4ºC para a preservação 

das secções. As lâminas foram destinadas para as análises de marcação 

celular por imuno-histoquímica e de pelo método de TUNEL. 
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3.5.  Marcações celulares por imuno-histoquímica 

 

As lâminas foram lavadas em banhos de água corrente por 3 

vezes à temperatura ambiente para a remoção do meio de montagem. 

Em seguida, as secções foram tratadas com peróxido de hidrogênio: 

metanol 100% (1:2) por 10 minutos para a inativação das peroxidases 

endógenas. A permeabilização das membranas celulares foi realizada 

com banho PBS 0,1 M, pH 7,4 + TritonX-100 a 0,3% por 30 minutos e 

em seguida, as secções foram imersas em soro fetal bovino (SFB) a 5% 

por 45 minutos para a inativação dos sítios inespecíficos. As secções 

foram incubadas com anticorpos primários (anti-Mfn-1 na diluição de 

1:100 e anti-Drp-1 na diluição de 1:100, Santa Cruz Biotechnology) em 

câmara úmida a 4ºC, permanecendo por 12 horas. Após, as secções 

foram lavadas com PBS + TritonX-100 a 0,3% e em seguida incubadas 

com anticorpos secundários anti-coelho biotinilado conjugado à 

peroxidase na diluição de 1:200 (Sigma) durante 3 horas à temperatura 

ambiente. Em seguida, as secções foram lavadas com PBS TritonX-100 

a 0,1%. A revelação colorimétrica foi realizada com solução de PBS + 

3,3’diaminobenzidina (DAB) + H2O2, sendo interrompida com água 

destilada. Posteriormente, as secções foram desidratadas em séries 

crescentes de etanol (70-100%) e diafanizadas com xilol. As lâminas 

foram montadas em meio Entellan. Os controles negativos da reação por 

imuno-histoquímica foram realizados da mesma forma, suprimindo-se a 

incubação com o anticorpo primário, o qual foi substituído por PBS a 

0,1 M.  

 

3.6.  Marcação de células apoptóticas pelo método de TUNEL 
 

Para esta análise, foram utilizados os reagentes do Kit TdT 

FragEL DNA Fragmentation Detection kit (Calbiochem). As secções 

foram submetidas a 3 banhos em água corrente para a remoção do meio 

de montagem Tissue Tek. Em seguida, as secções foram lavadas com 

tampão Tris-salino (TBS, do inglês Tris buffered saline) 0,1 M, pH 7,4. 

As secções foram permeabilizadas com proteinase K diluída em tampão 

Tris 10 mM, pH 8,0 (1:500), lavadas com TBS 20 mM e em seguida, 

lavadas com metanol: peróxido de hidrogênio (2:1) para o bloqueio das 

peroxidases endógenas. Na sequência, as secções foram preparadas para 

a incubação com a enzima de marcação do TUNEL a 37ºC, tratadas com 

DAB, contracoradas com verde de metila, sendo as lâminas montadas 

com Entellan. Para os controles negativos, foram seguidos os mesmos 
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procedimentos, suprimindo-se a adição da enzima de marcação do 

TUNEL.  

 

3.7.  Análises celulares por citometria de fluxo  

 

Os ovos foram fixados em solução de paraformaldeído a 1% por 

18 horas a 4°C. Após a fixação, os ovos foram lavados por 3 vezes 

durante 5 minutos em tampão PBS 10 mM, pH 7,8, sem adição de cálcio 

e magnésio (NaCl + KCl + Na2HPO4 + KH2PO4 + H2O destilada). Os 

ovos foram triturados com homogeneizador de tecidos (Tissue Tearor) 

com PBS + Tween-20, por aproximadamente 30 segundos, sendo as 

células dissociadas com tripsina a 0,25% por 15 minutos à temperatura 

ambiente. Após, as células foram lavadas com SFB a 10% por 45 

minutos para o bloqueio dos sítios inespecíficos e centrifugadas a 640X 

g por 2 vezes de 10 minutos cada à temperatura ambiente. Após a 

centrifugação, o sedimento e a fração superior foram desprezados, 

utilizando-se somente a fração intermediária com as células em 

suspensão. Amostras de células foram separadas em alíquotas de 350 µL 

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

foram separadas em três lotes: (1) Branco, amostra pura, (2) Iodeto de 

Propídio, para verificar a integridade celular e (3) Marcações celulares. 

As amostras destinadas às marcações celulares foram incubadas com os 

anticorpos primários (anti-Mfn1, na diluição de 1:250; anti-Drp1, na 

diluição de 1:200; Santa Cruz Biotechnology) por 1 hora, seguido da 

incubação com anticorpo secundário anti-coelho Alexa 568, na diluição 

de 1:2000 (Invitrogen) por 45 minutos à 4ºC ao abrigo de luz. Após, 

para as análises foi utilizado citômetro de fluxo FACSCanto II (BD 

Biosciences) (Laboratório Multiusuário de Estudos em Biologia/CCB – 

LAMEB I). Previamente, foi realizado um ensaio com células não 

coradas para determinar a população de interesse. Assim, a partir do 

diagrama de pontos com 10.000 eventos e considerando a dispersão side 

scatter (SSC-A) e forward scatter (FSC-A) foram determinados 3.500 

eventos. As análises de citometria de fluxo foram feitas pelo programa 

Flowing Software versão 2.5, sendo realizadas separadamente para cada 

anticorpo em cada tratamento. 

  

3.8.  Ensaio de viabilidade celular 

 

Para analisar a viabilidade celular dos embriões após a 

exposição à radiação UVB foi realizado o ensaio de MTT (brometo de 

15 



35 
 

3-(4,5)-dimetiltialzolil-2,5 difeniltetrazólio) de acordo com a 

metodologia proposta por Mosman (1983). Amostras de 60 mg de ovos 

de cada grupo experimental foram trituradas mecanicamente com PBS 

pH 7,6 e posteriormente centrifugadas a 640X g por 30 minutos à 

temperatura ambiente. Após a centrifugação, o sedimento e a fração 

superior foram desprezados, utilizando-se somente a fração 

intermediária contendo as células em suspensão. Foram plaqueados 50 

µL desta solução, em triplicatas, em microplacas de 96 poços. Após o 

plaqueamento, foram adicionados aos poços 40 μL de MTT na 

concentração de 0,5 mg/mL. A placa foi incubada a 37°C e após 30 

minutos, adicionou-se 100 μL de DMSO (dimetil sulfóxido). Em células 

viáveis, as desidrogenases mitocondriais e citosólicas são capazes de 

agir sobre substratos, como o MTT, levando a sua redução, formando 

cristais púrpuras de formazan. Os cristais de formazan foram 

solubilizados com DMSO e a cor formada foi quantificada através de 

espectrofotômetro a 550 nm. Para o cálculo da viabilidade celular, foi 

considerada a viabilidade de 100%, a absorbância média obtida para os 

embriões do grupo controle. A viabilidade celular percentual dos 

embriões irradiados foi calculada a partir da viabilidade 100% obtida no 

grupo controle.   

 

3.9.  Análise em microscopia eletrônica de transmissão (MET) 
 

Para o reconhecimento de alterações ultraestruturais 

desencadeadas pela radiação UVB, os ovos foram fixados em 

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

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

Posteriormente, o córion (envoltório dos ovos) foi permeabilizado 

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

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

minutos, a fim de neutralizar a reação anterior. Após permeabilizar o 

córion, os ovos retornaram para a solução fixadora por mais 24 horas. 

Em seguida, foram pós-fixados por 5 horas em solução de tetróxido de 

ósmio a 1% + 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 minutos 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 horas 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 
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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 minutos e citrato de chumbo a 1% de por 10 minutos (Reynolds, 

1963). As análises foram realizadas no microscópio eletrônico de 

transmissão (Jeol JEM 1011) (Laboratório Central de 

Microscopia/UFSC – LCME). 

 

3.10.  Análise estatística 
 

Os resultados quantitativos referentes às marcações celulares, bem 

como da análise de viabilidade celular foram avaliados no programa 

estatístico Statistica versão 10.0 para Windows. Para verificar a 

existência de diferenças significativas entre as médias dos grupos 

experimentais foi utilizado o teste de análise de variância (ANOVA) de 

uma via, seguida pelo teste de Tukey, com a significância de p ≤ 0,05.  
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4. Resultados 

 

4.1. Análises ultraestruturais  
 

Inicialmente, a partir de secções semifinas nos planos sagital e 

coronal, foram localizadas as regiões a serem analisadas 

ultraestruturalmente por microscopia eletrônica de transmissão     

(Figura 4). 

 

 

      
 

Figura 4: Secções semifinas de embriões de M. olfersi. Esquema da 

vista coronal do embrião (A). Embrião controle em corte coronal (B).  

an = apêndices naupliares; apn = apêndices pós-naupliares; lo = lobo 

óptico; pc = papila caudal. 

 

 A partir das análises ultraestruturais realizadas nos planos sagital e 

coronal de secções ultrafinas de embriões não irradiados, foram 

reconhecidas nas células a presença de núcleo, com a cromatina 

distribuída de forma regular, com as regiões de eucromatina e 

heterocromatina bem definidas. Por sua vez, o citoplasma apresentou-se 

eletrondenso devido à alta quantidade de ribossomos, tanto aderidos ao 

retículo endoplasmático rugoso, como livre no citoplasma, indicando 

uma célula com elevada atividade proteica. Assim como os ribossomos, 

estas células apresentam grande quantidade de mitocôndrias localizadas 

principalmente na região próxima ao núcleo. As cristas mitocondriais 

mostram-se bem desenvolvidas e definidas, com a preservação das 

membranas internas e externas, compatível com a alta demanda 
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energética requerida no processo de desenvolvimento embrionário 

(Figura 5) 

 

      
Figura 5: Análise ultraestrutural de secções ultrafinas de embriões de M. 

olfersi não irradiados. Vista geral das células embrionárias mostrando a 

integridade do citoplasma e do núcleo (A). Detalhe do posicionamento das 

mitocôndrias próximas ao núcleo (B). Detalhe da morfologia mitocondrial (C-

E). Detalhe da organização do retículo endoplasmático rugoso (F e G). e = 

eucromatina; h = heterocromatina; n = núcleo; m = mitocôndria; rr = retículo 

endoplasmático rugoso. 
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Após 1 hora da exposição à radiação UVB, o núcleo e o citoplasma 

mostram-se semelhantes aos dos embriões não irradiados. Porém, as 

mitocôndrias apresentam-se mais dispersas com o padrão morfológico 

alterado. As alterações mitocondriais reconhecidas foram as 

constricções e as modificações nas membranas externas, bem como a 

redução nas dimensões das cristas mitocondriais. Outro padrão 

reconhecido nestas células foi à presença de mitocôndrias com formato 

circular, conhecidas como mitocôndria-donut (Figura 6).  

 

   
Figura 6: Análise ultraestrutural de secções ultrafinas de embriões de M. 

olfersi analisados após 1 hora de exposição à radiação UVB. Vista geral das 

células embrionárias mostrando a integridade do citoplasma e do núcleo (A). 

Detalhe do posicionamento das mitocôndrias no citoplasma (B). Detalhe da 

morfologia mitocondrial (C-G). e = eucromatina; h = heterocromatina; n = 

núcleo; m = mitocôndria; r = ribossomos. 
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Após 12 horas da exposição à radiação UVB, as células 

apresentaram núcleo com a heterocromatina altamente condensada. No 

citoplasma é possível observar o retículo endoplasmático rugoso com 

uma redução na quantidade de ribossomos aderidos à sua membrana e 

ribossomos livres, além de mitocôndrias alteradas. As alterações 

mitocondriais mais evidentes foram a diminuição e ausência das cristas 

mitocondriais (Figura 7). 

 

       
 
Figura 7: Análise ultraestrutural de secções ultrafinas de embriões de M. 

olfersi analisados após 12 horas de exposição à radiação UVB. Vista geral 

das células embrionárias com a condensação da heterocromatina (A). Detalhe 

do posicionamento das mitocôndrias (B). Detalhe da morfologia mitocondrial 

(C-D, F-G). Detalhe da organização do retículo endoplasmático rugoso (E). e = 

eucromatina; h = heterocromatina; n = núcleo; m = mitocôndria; rr = retículo 

endoplasmático rugoso; r = ribossomos. 
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Após 24 horas da exposição à radiação UVB, as células 

apresentaram morfologia compatível com o perfil apoptótico. Observou-

se o rompimento do envoltório nuclear, além da intensa condensação da 

heterocromatina. No citoplasma, notou-se a presença de mitocôndrias 

alteradas, principalmente a formação de mitocôndria-donut, diminuição 

das cristas mitocondriais, perda da integridade estrutural das membranas 

mitocondriais externas, bem como morfologia compatível ao processo 

de fissão mitocondrial (Figura 8). 

 

        
Figura 8: Análise ultraestrutural de secções ultrafinas de embriões de M. 

olfersi analisados após 24 horas de exposição à radiação UVB. Vista geral 

das células embrionárias apresentando perfil apoptótico (A). Detalhe da 

morfologia mitocondrial (B-E). Mitocôndria com perfil compatível ao processo 

de fissão mitocondrial (F). Detalhe da organização do retículo endoplasmático 

rugoso (G). n = núcleo; m = mitocôndria; rr = retículo endoplasmático rugoso. 
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Após 48 horas de exposição à radiação UVB, pode-se observar nas 

células a condensação da heterocromatina na periferia do núcleo, 

característico de células em apoptose. Já no citoplasma, houve uma 

redução na quantidade das mitocôndrias, as quais apresentaram a 

morfologia com cristas e membranas normais. Porém, foi possível 

reconhecer um aumento na quantidade de retículo endoplasmático 

rugoso e também a formação anômala de membranas concêntricas 

(Figura 9).  

 

         
Figura 9: Análise ultraestrutural de secções ultrafinas de embriões de M. 

olfersi analisados após 48 horas de exposição à radiação UVB.  Vista geral 

das células embrionárias compatível ao perfil apoptótico (A). Detalhe da 

morfologia mitocondrial (B). Detalhe da organização do retículo 

endoplasmático rugoso (C e D). Presença de membranas concêntricas (E e F). 

cg = complexo de golghi;  n = núcleo; m = mitocôndria; mc = membranas 

concêntricas; rr = retículo endoplasmático rugoso. 
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As características observadas em todos os grupos analisados estão 

resumidamente apresentadas no Quadro 1. 

 

Quadro 1. Análise das alterações ultraestruturais observadas em 

embriões de M. olfersi expostos à radiação UVB.  

Principais alterações Controle 
UVB  

1 h 12 h 24 h 48 h 

Mitocondriais 

Redução e 

ausência de 

cristas 
- ++ ++ ++ - 

Formato de 

donut 
- ++ - ++ - 

Rompimento 

das 

membranas 

externas  

- + + ++ - 

Membranares 

Formação de 

membranas 

concêntricas 
- no no no ++ 

Nucleares 

Intensa 

condensação 

da 

heterocro-

matina 

- + ++ ++ ++ 

Símbolos indicam intensidade da presença das alterações: ausente (-),fraca 

(+),intensa (++); no (não observado). 

 

4.2.  Efeito da radiação UVB sobre a morte celular 
 

Considerando que nos embriões irradiados e analisados após 24 

e 48 horas, foram observadas células com perfil nuclear apoptótico, 

realizou-se a análise da fragmentação do DNA associada ao processo 

apoptótico pelo método de TUNEL. 

Nos embriões irradiados foram observados núcleos com 
marcação positiva nos lobos ópticos, apêndices corporais e na papila 

caudal, não sendo observada regionalização para esta marcação (Figura 

10). Embora a apoptose seja um mecanismo celular inerente ao 

desenvolvimento, nos embriões controles analisados não foi possível 

observar marcação pelo método de TUNEL.  
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Figura 10: Análise da ocorrência de células apoptóticas pelo método de 

TUNEL em embriões de M. olfersi. Vista sagital do embrião controle (A). 

Detalhe das células de A (B). Vista sagital do embrião irradiado com UVB (C). 

Detalhe das células de C (D). Seta indica células em apoptose.  

 

4.3.  Efeito da radiação UVB sobre a viabilidade celular  

 

Em decorrência das alterações ultraestruturais observadas, 

realizou-se a análise da viabilidade celular através do método MTT,  e 

notou-se uma diminuição significativa (p ≤ 0,0001) na viabilidade das 

células dos embriões de M. olfersi em todos os grupos irradiados, 

quando comparados com o seu respectivo controle, mostrando que a 
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radiação UVB apresenta um efeito citotóxico sobre as células de 

embriões de M. olfersi (Figura 11). 
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Figura 11: Viabilidade das células de embriões de M. olfersi após a 

exposição à radiação UVB. Dados representados em média (± erro padrão). (*) 

indica diferença significativa entre os embriões expostos à radiação UVB e seus 

respectivos controles, no mesmo dia embrionário (p ≤ 0,0001).  

 

A viabilidade celular observada nos grupos analisados após 1 e 

12 horas da exposição à radiação UVB, foi de 78% e 73,16% 

respectivamente, quando comparadas com o controle E6. Já os embriões 

irradiados com UVB e analisados após 24 horas, a viabilidade celular 

foi equivalente a 65,93%, em relação ao controle E7. Nos embriões 

irradiados com UVB e analisados após 48 horas, foi observado 68,76% 

da viabilidade celular, quando comparados com o controle E8 (Tabela 

1).               

 

 

 

 

 

 

 
 

 

                                                                            

* * * 
* 
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Tabela 1: Viabilidade celular dos embriões de M. olfersi após a 

exposição à radiação UVB. 

 

Grupos 
Absorbância (nm) 

(Média ± Erro padrão) 

% de 

viabilidade 

celular 

E6 

Controle 0,641 ± 0,014  100% 

UVB 1 hora 0,500 ± 0,008  78%* 

UVB 12 horas 0,469 ± 0,008  73,16%* 

E7 
Controle  0,681 ± 0,016  100% 

UVB 24 horas 0,449 ± 0,014  65,93%* 

E8 
Controle 0,742 ± 0,009  100% 

UVB 48 horas 0,511 ± 0,021  68,76%* 

Dados indicam valores das absorbâncias médias e suas respectivas 

porcentagens em relação aos grupos controle. (*) indica diferença 

significativa (p ≤ 0,0001) entre embriões expostos à radiação UVB e 

seus respectivos controles. 

 

4.4.  Efeito da radiação UVB sobre a dinâmica mitocondrial  

 

Diante das alterações morfológicas observadas nas mitocôndrias 

dos embriões irradiados, foi realizada a análise da expressão da proteína 

Drp-1, envolvida no processo de fissão mitocondrial e da proteína Mfn-

1, envolvida no processo de fusão mitocondrial. 

Nos embriões irradiados com UVB, a expressão da proteína 

Drp-1 foi significativamente maior (p ≤ 0,001) em comparação com 

seus respectivos controles e considerando uma população total de 

10.000 células por análise em citometria de fluxo. Nos embriões 

expostos à radiação UVB e analisados após 1 e 12 horas, a quantificação 

das células reativas para Drp-1 foi de 232 células (± 22,35) e 239 células 

(± 43,20), respectivamente. Já os embriões do grupo controle E6, 

apresentaram 93 células reativas (± 34,44) (Figura 12 A-F). Nos 

embriões irradiados e analisados após 24 horas, foram quantificadas 277 

células reativas (± 23,18), enquanto que os embriões do controle E7 

apresentaram 175 células (± 17,08) (Figura 12 G e H). Após 48 horas de 

exposição à radiação UVB o número de células reativas para Drp-1 foi 

de 510 (± 39,80), comparadas com 101 células (± 13,52) de embriões 

controle E8 (Figura 12 I e J). A análise da marcação celular da proteína 

Drp-1 por imuno-histoquimica, mostra a localização citoplasmática 
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desta proteína, principalmente próxima ao núcleo celular (Figura 14 A e 

B). Não foi observada regionalização para esta marcação, sendo 

observadas células imuno marcadas nas regiões embrionárias dos lobos 

ópticos, apêndices corporais e na papila caudal. 

A quantificação da expressão da proteína Mfn-1, apresentou 

uma diminuição significativa (p ≤ 0,001) somente nos embriões 

irradiados e analisados após 24 e 48 horas, comparados com seus 

respectivos controles e considerando um total de 10.000 células por 

análise. Nos embriões analisados após 1 e 12 horas de irradiação, a 

quantificação das células reativas para Mfn-1 foi de 85 células (± 20,59) 

e 104 células (± 27,15), respectivamente, não diferindo 

significativamente do grupo controle E6 (133 células reativas ± 47,17) 

(Figura 13 A-D). Nos embriões irradiados e analisados após 24 horas, 

foram registradas 120 células reativas (± 41,74), comparadas com 412 

células reativas (± 16,25) do grupo controle E7 (Figura 13 E e F). Após 

48 horas, os embriões irradiados apresentaram 260 células reativas (± 

13,89), comparadas com 420 células reativas (± 14,14) do grupo de 

embriões controle E8 (Figura 13 G e H). Por imuno-histoquimica, 

observa-se a localização citoplasmática da proteína Mfn-1, (Figura 14 C 

e D), sendo observadas células imuno marcadas em todas as regiões 

embrionárias. 
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Figura 12: Efeito da radiação UVB sobre o conteúdo total da proteína Drp-

1 em células de embriões de M. olfersi.  Dot plot demonstrando a população 

de células totais (preto) e a população de células embrionárias analisadas 

(vermelho) (A). Histograma de marcação com Iodeto de Propídeo (B) para 

identificar a população de células viáveis, que coincide com a população em 

vermelho do histograma A. Histogramas de intensidade de fluorescência 

indicando a porcentagem de células imunomarcadas (C, E, G e I) nos grupos de 

1, 12, 24 e 48 horas após a radiação UVB, respectivamente. Gráficos de barras 

representando à média (± desvio padrão) do número absoluto de células 

marcadas (D, F, H e J). (*) indica diferença significativa (p ≤ 0,001) entre os 

embriões expostos à radiação UVB e seus respectivos controles. n  4.500 

ovos/grupo, em três experimentos independentes. 
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Figuras 13: Efeito da radiação UVB sobre o conteúdo total da proteína 

Mfn-1 em células de embriões de M. olfersi. Histogramas de intensidade de 

fluorescência indicando a porcentagem de células imunomarcadas (A, C, E e G) 

nos grupos de 1, 12, 24 e 48 horas após a radiação UVB, respectivamente. 

Gráficos de barras representando à média (± desvio padrão) do número absoluto 

de células marcadas (B, D, F e H). (*) indica diferença significativa (p ≤ 0,001) 

entre os embriões expostos à radiação UVB e seus respectivos controles. n  

4.500 ovos/grupo, em três experimentos independentes. 
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Figura 14: Imunolocalização das proteínas Drp-1 e Mfn-1 em 
células de embriões de M. olfersi. Células de embrião controle e após a 

exposição à radiação UVB marcadas com anticorpo anti-Drp-1(seta) (A 

e B). Células de embriões controle e após a exposição a radiação UVB 

marcadas com o anti-Mfn-1 ( seta) (C e D). Barras de escala: 20 µm. 

 

Os diversos efeitos celulares decorrentes da exposição de embriões de 

M. olfersi à radiação UVB estão resumidamente abordados na Figura 

15.    
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5.   Discussão 
 

No presente trabalho, foram investigados os efeitos da radiação 

UVB sobre as células embrionárias do camarão de água doce M. olfersi. 

O interesse por estudar o efeito da radiação UVB sobre os organismos 

em geral surgiu na década de 1970 com a compreensão de que a 

liberação de compostos CFCs e BFCs na atmosfera, eram capazes de 

comprometer a formação da camada de ozônio e comprometendo sua 

capacidade de atenuar a incidência da radiação UVB sobre a superfície 

terrestre (Diffey, 1991; Shanklin, 2010).  

Porém, ainda existe uma carência de estudos sobre os efeitos da 

radiação UVB 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. Tal carência dificultou as 

comparações diretas dos resultados obtidos neste trabalho com trabalhos 

que enfoque os efeitos da radiação UVB em células embrionárias. 

Assim, buscou-se sustentar os resultados obtidos utilizando referências 

de embriões de outras espécies, bem como células de culturas humanas, 

muito empregadas para elucidar as respostas biológicas frente ao insulto 

da radiação UVB. Esta possibilidade de comparação é possível devido 

ao caráter conservativo das moléculas e mecanismos celulares nos 

diferentes grupos animais. 

Os indivíduos adultos de crustáceos tem sido utilizados em 

trabalhos que enfocam os efeitos desta radiação (Miguel et al., 2002, 

2007; Yu et al., 2009), porém, considerando a hipótese de que os 

embriões são mais suscetíveis do que as larvas e os adultos, faz-se 

necessário ampliar os trabalhos que abordam os efeitos da radiação 

UVB nos estágios iniciais do ciclo de vida. 

No presente estudo, analisamos embriões no estágio embrionário de 

E6, o qual corresponde aos processos de morfogênese e organogênese 

iniciais, cujas estruturas embrionárias encontram-se ainda em formação 

e não estão totalmente estruturadas, sendo formadas por poucas camadas 

de células. Esta organização permite o melhor reconhecimento das 

regiões embrionárias e, portanto, o seu acompanhamento durante os 

estágios de desenvolvimento. Ao contrário do esperado, embriões em E6 

expostos à radiação UVB, não apresentaram alterações estruturais nas 

regiões embrionárias típicas, como lobo óptico, apêndices corporais e 

papila caudal. No estudo realizado utilizando embriões de zebra fish, a 

radiação UVB foi capaz de provocar a alteração da taxa de 

sobrevivência, bem como diversas malformações durante o 

desenvolvimento embrionário (Nuñez et al., 2012).  
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Ao analisarmos a ultraestrutura das células embrionárias, nossos 

resultados mostraram, porém, importantes alterações celulares em 

resposta da exposição à radiação UVB. As alterações nucleares 

encontradas nas células de M. olfersi são compatíveis com o perfil 

morfológico observado durante o processo de apoptose em células 

animais (Alberts, 2002). Miguel et al. (2002) constataram alterações 

ultraestruturais no núcleo e citoplasma das células da retina de 

caranguejos adultos da espécie Ucides cordatus após o insulto da 

radiação UVB, bem como a indução da apoptose em células da lâmina 

ganglionar (Miguel et al., 2007). 

Em relação à ultraestrutura citoplasmática, uma das alterações 

observadas foi a diminuição da quantidade de ribossomos aderidos às 

membranas no retículo endoplasmático rugoso de células embrionárias 

irradiadas com UVB. De acordo com a literatura, uma das respostas ao 

estresse celular é esta diminuição, a qual pode ocasionar a repressão da 

síntese proteica, diminuindo a quantidade de proteínas que devem ser 

processadas pelo retículo endoplasmático rugoso. Estudos de Malhotra e 

Kaufman (2007) e Widel et al. (2014) afirmam ainda que a radiação 

UVB é capaz de formar ERO, e que estes estão relacionados com o 

comprometimento da homeostasia do retículo endoplasmático rugoso, 

uma vez que ERO induz a peroxidação lipídica nas membranas do 

retículo endoplasmático rugoso, processo pelo qual pode interferir no 

enovelamento proteico, resultando em um acúmulo de proteínas mal 

enoveladas. 

Outra alteração ultraestrutural observada como resposta a exposição 

à radiação UVB, foi a formação anômala de membranas concêntricas no 

citoplasma, conhecidas como myelin-like. Estudo desenvolvido por 

Castejón et al. (2008) tem relacionado a formação destas membranas 

concêntricas em resposta a insultos celulares, como a administração de 

drogas, grande variedade de processos patológicos, bem como insultos 

como o da radiação UVB (Armiliato et al., 2014).  

Dentre as alterações ultraestruturais observadas nas células 

irradiadas, a organização do perfil mitocondrial foram as mais evidentes. 

As mitocôndrias são organelas altamente dinâmicas e possuem a 

capacidade de assumir diferentes formas refletindo respostas celulares 

durante as fases do ciclo celular, ou durante o desenvolvimento 

embrionário, ou ainda quando expostas a condições tóxicas (Bereiter-

Hahn, 1994). 

 No presente estudo, as mitocôndrias expostas à radiação UVB 

apresentaram a perda das cristas mitocondriais, bem como a ruptura das 

membranas mitocondriais externas. Estas características também foram 
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observadas em análises da ultraestrutura de células epiteliais da retina 

humana expostas à radiação UVB, onde houve a deformidade da 

organização mitocondrial e diminuição das cristas mitocondriais (Xu et 

al., 2010). Estas características morfológicas no perfil mitocondrial 

também foram observadas em células de embriões de peixes expostos à 

radiação UVB (Romaniuk et al., 2014). Uma vez que o número de 

mitocôndrias por célula e o número de cristas por mitocôndrias estão 

relacionados com a necessidade de energia para realizar as funções 

celulares. Assim, como observado em M. olfersi, a perda ou diminuição 

de mitocôndrias e/ou de suas cristas, podem ocasionar diversos danos às 

funções desempenhadas nas células quando expostas à radiação UVB 

durante o desenvolvimento embrionário. De acordo com Karbowski et 

al. (2003), a perda da integridade das cristas mitocondriais compromete, 

além do fornecimento de energia para a célula, a manutenção do 

citocromo c nos compartimentos mitocondriais, desencadeando assim, o 

processo de apoptose.  

A diversificação nas formas das mitocôndrias torna esta organela 

altamente versátil na sua função de manter a sobrevivência das células e 

a homeostase do tecido, como afirma Ahmad et al. (2013). No presente 

estudo, observou-se nas células irradiadas a formação de mitocôndria 

em formato de anel, conhecidas como mitocondria-donut. Nos estudos 

de Liu et al. (2011) e Ahmad et al. (2013) foram verificadas a formação 

de mitocôndria-donut como uma resposta comum a diferentes tipos de 

insultos, como hipóxia-reoxigenação e estresse oxidativo.  Ainda no 

estudo de Liu et al. (2011), a alteração morfológica mitocondrial que 

culmina com a formação da mitocôndria-donut, está relacionada a uma 

diminuição da atividade de fusão mitocondrial após um estresse 

metabólico. 

Tendo em vista os resultados obtidos referentes às alterações na 

morfologia mitocondrial nas células de M. olfersi expostas à radiação 

UVB, analisamos também marcadores de fusão (Mfn-1) e fissão (Drp-1) 

relacionados à dinâmica mitocondrial. Entende-se por dinâmica 

mitocondrial o equilíbrio entre os processos de fissão e fusão de 

mitocôndrias, os quais ocorrem em condições celulares normais. Estes 

processos são mediados por trifosfatases guanosinas (GTPases) 

altamente conservadas entre leveduras, moscas e mamíferos (Hoppins et 

al., 2007). A fissão mitocondrial é mediada pela dinamina citosólica 

chamada Drp-1, a qual é recrutada para a formação de espirais em torno 

das mitocôndrias, e através de contrações, são capazes de romper as 

membranas mitocondriais internas e externas. Este processo é essencial 

para o crescimento das células em desenvolvimento, uma vez que 
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mantem o número adequado de mitocôndrias nas células. O processo de 

fusão mitocondrial é mediado pela dinamina Mfn-1 ancorada à 

membrana mitocondrial, não sendo essencial para a sobrevivência 

celular, porém, é necessário para o desenvolvimento embrionário e para 

a sobrevivência das células em fases posteriores ao desenvolvimento 

(Chen et al., 2010). 

Nossos resultados mostraram que após a exposição à radiação UVB, 

as células de M. olfersi responderam de forma a alterar a dinâmica 

mitocondrial, uma vez que os níveis de Drp-1 aumentaram 

significativamente. Esta observação sustenta o fato de que as células 

embrionárias intensificaram o processo de fusão mitocondrial como 

resposta ao estresse provocado pela radiação UVB. Por outro lado, 

houve uma diminuição significativa dos níveis de Mfn-1, o qual está 

relacionado com diminuição do processo de fissão mitocondrial nestas 

células. Estas alterações no perfil da expressão das proteínas podem 

estar envolvidas no balanço fissão/fusão da mitocôndria, podendo afetar 

a dinâmica mitocondrial, possivelmente desencadeando a morte celular 

por apoptose, uma vez que a manutenção da homeostase mitocondrial é 

essencial para a viabilidade celular. 

Estudos mostram que em uma situação de estresse, o processo de 

fissão mitocondrial está relacionado com o controle da qualidade das 

mitocôndrias, atuando no processo de mitofagia, o qual elimina 

mitocôndrias danificadas (Egan et al., 2011). O interesse por esclarecer 

a relação entre a dinâmica mitocondrial e o processo de apoptose, levou 

a realização do estudo de Suen et al. (2008)  que comprovou que as 

células de mamíferos são capazes de apresentar  fissão excessiva das 

mitocôndrias em resposta altos níveis de estresse celular. Nesse mesmo 

estudo de Suen et al. (2008), foi verificado que o processo de fissão 

mitocondrial está diretamente relacionado com a translocação de 

proteínas pro-apoptóticas da família Bcl-2 e citocromo c para o 

citoplasma, induzindo a morte celular por apoptose. O estresse celular 

provocado pela radiação UVB em cultura de queratinócitos humanos 

induziu à disfunção da dinâmica mitocondrial, a qual progrediu nas 

análises temporais realizadas após a exposição, cuja alteração esta 

relacionada diretamente com a morte celular (Paz et al., 2007). 

Outras abordagens em relação à dinâmica mitocondrial referem-se 

ao seu papel na manutenção da função do DNA mitocondrial (mtDNA) 

durante o desenvolvimento normal da célula. O estudo de Bess et al. 

(2013), com células de Caenorhabditis elegans demonstra que o 

mtDNA aparenta ser mais suscetível aos danos causados pela exposição 

a contaminantes ambientais, como a radiação UVB, do que o DNA 
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nuclear. E ainda que as lesões induzidas ao mtDNA são lentamente 

removida através de um processo dependente de genes relacionados ao 

processo de fissão mitocondrial, incluindo o Drp-1. Uma vez que em 

nossos resultados, a concentração da proteína Drp-1 aumentou em 

células irradiadas, podemos supor que este aumento está relacionado 

com a tentativa de reparos causados nos mtDNA após a exposição à 

radiação UVB. 

Uma vez que a mitocôndria apresentou diversas alterações 

estruturais e funcionais, foi levantada a dúvida se tais alterações 

pudessem comprometer a viabilidade das células embrionárias de M. 

olfersi. Assim, através de um teste baseado na integridade mitocondrial 

foi comprovada a perda da viabilidade celular imediatamente, 24 e 48 

horas após a exposição à radiação UVB. Estudos relatam a perda da 

viabilidade celular juntamente com a perda da função mitocondrial em 

células da córnea de coelhos expostos à radiação UVB, bem como em 

cultura de queratinócitos, onde os resultados revelaram a perda do 

potencial de membrana mitocondrial associada com o aumento de 

células não viáveis (Mercucci et al., 2014; Piao et al., 2014). 

As evidências de apoptose nas células expostas à radiação UVB, 

apresentadas pelas alterações ultraestruturais e na dinâmica 

mitocondrial, foram confirmadas pela aplicação do método de TUNEL. 

Nos embriões dos grupos controles, esse método também evidenciou a 

ocorrência de apoptose. A presença de células apoptóticas nos controles 

é esperada, pois o mecanismo de morte celular por apoptose é inerente 

para os processos de morfogênese e organogênese. Contudo, a radiação 

UVB foi capaz de intensificar a ocorrência deste processo, contribuindo 

assim para a diminuição da viabilidade celular dos embriões de M. 
olfersi. A indução à apoptose nas células após a exposição à radiação 

UVB certamente contribui para  reduzir o número de células não-

viáveis. Estudos sobre os efeitos da radiação UVB constataram que a 

fragmentação mitocondrial ocorreu em paralelo com a formação de 

corpos apoptóticos (Paz et al., 2007; Burrattini et al., 2009; Piao et al., 

2014). 

Classicamente, o DNA tem sido considerado o principal cromóforo 

da radiação UVB nas células animais (Franco et al,. 2009). Contudo, 

tendo em vista o panorama acima descrito e considerando os 

conhecimentos atuais sobre os efeitos da radiação UVB, os resultados 

obtidos no presente trabalho suportam o fato de que a mitocôndria pode 

ser considerada um importante alvo celular desta radiação. Isto porque, 

esta organela apresentou alterações ultraestruturais e funcionais, que 

interferiram na dinâmica mitocondrial através do aumento e diminuição 
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na concentração das principais proteínas envolvidas nos processos de 

fissão e fusão, respectivamente. Estas alterações resultaram no 

comprometimento da viabilidade celular dos embriões de M. olfersi, o 

que consequentemente pode ter levado á indução do processo de morte 

celular por apoptose. Extrapolando-se para o que ocorre na natureza, 

pode-se sugerir que elevados índices de radiação UVB, como os 

registrados na Ilha de Santa Catarina nos meses de verão, nos quais os 

animais estão expostos durante a estação reprodutiva, podem 

comprometer o desenvolvimento dos embriões, e por consequência 

gerar comprometimentos maiores nas populações de M. olfersi. 

Entendemos que o presente estudo realizado com as células 

embrionárias de M. olfersi, pode contribuir com o conhecimento atual 

sobre os efeitos da radiação UVB em organismos animais. Nesta 

perspectiva, a utilização de embriões de M. olfersi é uma alternativa de 

modelo animal, que se mostrou adequado na compreensão dos 

diferentes mecanismos celulares em resposta ao insulto. Os resultados 

aqui obtidos referentes às alterações mitocondriais abrem para novas 

perguntas, as quais requerem a utilização não somente de ferramentas da 

biologia células, mas também de ferramentas bioquímicas e moleculares 

para melhor elucidar os múltiplos efeitos da radiação UVB e as 

respostas celulares.  
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6. Conclusão 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir 

que a radiação UVB interferiu nas células embrionárias de M. olfersi, 

causando: 

- Alterações ultraestruturais, tais como a condensação da 

heterocromatina, alterações na estrutura de organelas como retículo 

endoplasmático rugoso, bem como a formação anômala de membranas 

concêntricas;  

- Evidente alteração na ultraestrutura mitocondrial, principalmente a 

redução e perda das cristas mitocondriais e a desestruturação da 

membrana mitocondrial externa; 

- Modificações na expressão das principais proteínas envolvidas nos 

processos de fissão e fusão mitocondriais, Drp-1 e Mfn-1, 

respectivamente, alterando a dinâmica mitocondrial; 

- Diminuição da viabilidade celular e, desencadeando um aumento no 

número de células em processo de morte celular por apoptose; 

Diante de todas as alterações apresentadas neste estudo, pode-se 

afirmar que a além do DNA, a mitocôndria pode ser considerada um 

importante alvo da radiação UVB.  

Os embriões de M. olfersi mostraram-se ser um modelo 

adequado para o estudo dos efeitos da radiação UVB em ambientes 

artificiais. 
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8. Anexo 

Padronização da técnica de MTT para controle da homogeneidade 

das amostras. 

 

Para verificar a homogeneidade do plaqueamento e o 

comportamento das amostras durante o experimento foram testadas 

primeiramente 10 repetições de 50 µL de amostra de embriões em E6 e 

em seguida cinco diluições (50 µL, 40 µL, 30 µL, 20 µL, 10 µL) 

realizadas em triplicatas.   

Os valores das absorbâncias da curva de diluição, resultaram em 

uma curva decrescente proporcional aos valores de diluição, assim como 

as 10 repetições da amostra com 50 µL mantiveram os valores das 

absorbâncias estáveis, podendo-se concluir que o comportamento da 

amostra no decorrer do experimento se manteve homogêneo (Figura 16). 
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Figura: Controle da técnica de MTT.  Curva de diluição da amostra (preto) e 

comportamento da amostra durante as 10 repetições (vermelho). 
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