Dissertacao de mestrado para a
obtencao do Titulo de Mestre em
Biologia Celular e do
Desenvolvimento

Efeitos da radiacao ultravioleta-A e
ultravioleta-B sobre os embrides do camarao
de agua-doce Macrobrachium olfersi
(Crustacea, Decapoda) e o papel da radiacao
ultravioleta-A na fotorreativacao

Valquiria Machado Cardoso

Universidade Federal de Santa Catarina
Programa de Pés-graduacao em

Biologia Celular e do Desenvolvimento






Dissertacao de mestrado para a obtencao
do Titulo de Mestre em Biologia Celular e do
Desenvolvimento

Florianépolis, 2011



Catalogagdo na fonte pela Biblioteca Universitaria
da
Universidade Federal de Santa Catarina

C268e

Cardoso, Valquiria Machado

Efeitos da radiagdo ultravioleta-A e ultravioleta-B sobre
os embrides do camardo de &gua-doce Macrobrachium olfersi
(Crustacea, Decapoda) e o papel da radiacdo ultravioleta-A na
fotorreativagdo [dissertacdo] / Valquiria Machado Cardoso ;
orientadora, Yara Maria Rauh Miiller. - Floriandpolis, SC,
2011.

112 p.: il., grafs., tabs.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pos—
Graduacdo em Biologia Celular e do Desenvolvimento.

Inclui referéncias

1. Biologia celular. 2. Radiagdo ultravioleta. 3. Ambiente
Aquatico. 4. Desenvolvimento Embriondrio. 5. Crustaceo. I.
Muller, Yara Maria Rauh. II. Universidade Federal de Santa
Catarina. Programa de Pds-Graduacdo em Biclogia Celular e do
Desenvolvimento. III. Titulo.

CDU 576










Agradecimentos

Agradeco aos meus familiares e amigos que sempre me
apoiaram desde a época em que fazer a pds-graduagdo era apenas um
sonho.

Agradeco aos professores, colegas e funcionarios da UFSC,
por terem sido tao receptivos comigo.

Por fim, agradego especialmente aos professores e colegas
do nosso laboratorio por todos os momentos que passamos juntos, os
de trabalho e pesquisa, os dificeis e decisivos ¢ os banais e
divertidos, que acabaram nos fazendo mais do que colegas, fizeram-
nos amigos.






Resumo

Cardoso, Valquiria Machado. Efeitos da radiacdo ultravioleta-A e
ultravioleta-B sobre os embrides do camardo de agua-doce
Macrobrachium olfersi (Crustacea, Decapoda) e o papel da radiacio
ultravioleta-A na fotorreativacao. Dissertagdo (Mestrado em Biologia
Celular e do Desenvolvimento - Universidade Federal de Santa
Catarina).

Nas ultimas décadas os pesquisadores tém voltado sua atengdo para
os efeitos da crescente incidéncia da radiagdo ultravioleta (UV) nos
ecossistemas. A radiagdo UV pode causar efeitos diferenciados nos
organismos, sendo conhecido o papel da radiacdo ultravioleta-A
(UV-A) no processo de fotorreativagdo celular, recuperando danos
causados pela radiagdo ultravioleta-B (UV-B). O objetivo do
presente trabalho foi caracterizar o efeito das radiagdes UV-A e UV-
B sobre os embrides do camardo de agua doce Macrobrachium
olfersi em trés idades ao longo do desenvolvimento: idade 1 (E1-E6),
idade 2 (E7-E9) e idade 3 (E10-E14). As fémeas ovigeras foram
submetidas aos seguintes procedimentos de irradiagdo: (1) exposi¢ao
a radiagdo UV-A por 60 min.; (2) exposi¢do a radiagdo UV-B por 30
min.; (3) exposi¢cdo a radiagdo UV-B por 30 min., seguida de
exposicdo a radiacdo UV-A por 60 min. Fé€meas ovigeras ndo
irradiadas foram utilizadas como controle. Apos os procedimentos de
irradiagdo, as fémeas foram mantidas por 4 dias no escuro, para
entdo serem realizadas as analises macro e microscopicas. Nossos
resultados mostram um aumento no volume dos ovos e atraso no
ritmo do desenvolvimento dos embrides da idade 1 expostos a
radiagdo UV-A, UV-B e UV-B+UV-A. Alteragdes morfoldgicas
externas foram observadas nos embrides das idades 2 e 3,
submetidos a todos os procedimentos de radiagdo. As analises por
imuno-histoquimica mostraram que a expressdo das proteinas
envolvidas nas vias apoptdticas, como caspase 8, caspase 3, Bak e
Bcl2, assim como as proteinas induzidas pelo estresse celular p53 e
Hsp70, foram alteradas pela radiagdo UV-A e UV-B. A expressdo da
proteina p53 foi aumentada somente nos embrides expostos a
radiacdo UV-A na idade 1. A expressdo da caspase 8 foi maior em
todas as idades nos embrides irradiados com UV-A e UV-B, contudo



nos embrides irradiados com UV-B+UV-A foi observado aumento
da expressdo de caspase 8 somente na idade 3. Embrides expostos a
radiagdo UV-B+UV-A apresentaram uma diminui¢do da expressdo
da Bcl2, p53 e Hsp70 nas idades 2 e 3. As analises por imuno-
histoquimica mostraram ainda que houve pouca variagdo na
proliferagcdo celular, identificada pela expressao da proteina fosfo-
histona H3. Em sintese, nossos resultados mostram que (1) os
embrides de M. olfersi irradiados nas idades 1, 2 e 3 apresentaram
alteracdes na morfologia externa ¢ na expressdo das proteinas
analisadas; (2) os embrides expostos as radiagdes UV-A ou UV-B
separamente apresentam importantes alteragdes morfologicas e
comprometimentos na expressdo das proteinas p53 e Hsp70; (3) os
embrides expostos a radiacdo UV-B seguida pela radiacdo UV-A
apresentam efeitos mais atenuados, quando comparados aos
embrides iradiados com UV-A ou UV-B separadamente.

Palavras-chave: Radiagdo UV; ambiente aquatico; desenvolvimento
embrionario; crustaceo.
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Abstract

Cardoso, Valquiria Machado. Effects of ultraviolet-A and ultraviolet-
B on freshwater prawn Macrobrachium olfersi (Crustacea,
Decapoda) embryos and the utraviolet-A roles on photorreactivation.
Dissertagdo (Mestrado em Biologia Celular e do Desenvolvimento -
Universidade Federal de Santa Catarina).

In recent decades, researchers have been focused their attention in
the effects of increasing incidence of ultraviolet (UV) radiation on
ecosystems. The UV radiation can cause diverse effects on
organisms, being recognized the roles of the ultraviolet-A (UV-A)
radiation on the cellular photorreactivation, recovering the damages
caused by ultraviolet-B (UV-B). The aim of this study was to
characterize the effects of UV-A and UV-B radiation on embryos of
the freshwater prawn Macrobrachium olfersi in three ages
throughout development: age 1 (from E1 to E6), age 2 (E7-E9) and
age 3 (E10-E14). Ovigerous females were submitted to the
irradiation procedures: (1) exposure to UV-A radiation for 60 min.;
(2) exposure to UV-B radiation for 30 min.; (3) exposure to UV-B
radiation for 30 min. followed by the exposure to UV-A radiation for
60 min. Non-irradiated ovigerous females were used as control. After
irradiation procedures, ovigerous females were kept for 4 days in the
dark, and then were realized the macro- and microscopic analyses.
Our results showed an increase in the egg volume and delay in the
developmental rythm of the embryos at age 1 which were exposed to
UV-A, UV-B and UV-B followed by UV-A. External morphological
alterations were observed in embryos of ages 2 and 3, which were
submitted to all radiation procedures. Immunohistochemistry
analyses showed that the expression of proteins involved on
apoptotic pathways, as caspase 8, caspase 3, Bak, as well as, the
proteins induced by cellular stress, p53 and Hsp70, were altered by
UV-A and UV-B radiation. In embryos irradiated with UV-A on age
3, was observed an increase on expression of every studied protein.
The expression of p53 protein was increased only on embryos
exposed to UV-A radiation on age 1. The expression of caspase &
was higher in all ages of the embryos exposed to UV-A and UV-B
radiation, however, in embryos exposed to UV-B followed UV-A
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high expression of caspase 8 occurred only at age 3. Embryos
exposed to UV-B followed UV-A radiation showed a decrease of
expression of Bcl2, p53 and Hsp70 at ages 2 and 3.
Immunohistochemistry analysis also showed slight variation on cell
proliferation, identified by the expression of phosphohistone H3
protein. In general, was verified that embryos exposed to UV-B
followed UV-A showed few variation on expression of analyzed
proteins when compared to embryos exposed to UV-A or UV-B
separately. In summary, our results showed that (1) the embryos of
M. olfersi exposed at ages 1, 2 and 3 exhibited alterations on external
morphology and on expression of the analyzed proteins; (2) the
embryos exposed to UV-A and UV-B separately, showed important
morphological alterations and impairments on the expression of p53
and Hsp70; (3) embryos exposed to UV-B followed UV-A radiation
showed more attenuated effects when compares to embryos
irradiated with UV-A or UV-B separately.

Palavras-chave: UV radiation; aquatic environment; embrionic
development; crustacean.
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1. Introducao

Nas ultimas décadas os pesquisadores tem voltado sua atengdo

para os efeitos da radiac@o ultravioleta (UV) nos ecossistemas terrestres
e aquaticos. A radiagdo solar é essencial para o funcionamento dos
ecossistemas, mas somente com o surgimento da camada de ozdnio,
cujo papel € absorver as ondas curtas da radiacdo UV emitida pelo sol,
foi possivel bloquear a incidéncia terrestre da radiagao UV-C, a mais
nociva das trés frequéncias de ondas. Desta forma, a radiacdo UV-A e
parte da radiagdo UV-B atingem a superficie terrestre. Com a descoberta
do buraco na camada de 0z6nio, os pesquisadores também evidenciaram
que as emissdes de gases na atmosfera tendem a intensificar este
fendmeno, tornando-a cada vez mais rarefeita e, consequentemente,
aumentando a incidéncia da radiagdo UV-B nos ambientes terrestre e
aquatico (Kirchhoff et al., 2000).
A radiacdo UV possui amplos efeitos biologicos, os quais ja foram
observados em diversos organismos, atuando no metabolismo normal ou
podendo causar efeitos nocivos que podem ser observados
morfologicamente e molecularmente (Diffey, 2002; Maverakis et al.,
2010). A radiagdo UV-A, em particular, pode recuperar os danos
causados pela radiagdo UV, uma vez que atua no processo de
fotorreativacdo celular (Applegate e Ley, 1988; Naganuma et al., 1997).
Nos organismos aquaticos, foco da presente dissertacdo, conhecem-se
algumas estruturas e mecanismos utilizados como prote¢do e defesa
contra agentes estressores, como a radiagdo UV (Vega e Epel, 2004;
Olson e Mitchell, 2006). Porém, o conhecimento acerca dos efeitos
celulares e moleculares ¢ limitado, principalmente nos embrides
expostos a radiagdo UV.

1.1 Radiacao solar e a camada de ozonio

O Sol ¢ responsavel pelo desenvolvimento ¢ manutengdo da
vida na Terra e os ecossistemas estdo diariamente expostos aos raios
solares, os quais sdo compostos pela luz visivel, UV, infravermelho,
micro-ondas e ondas de radio, raios X e raios gama, que compdem o
espectro eletromagnético (Diffey, 1991; 2002). A radiacdo UV foi
descoberta no inicio do século XIX pelo fisico Johann Wilhelm Ritter,
que identificou em experimentos laboratoriais uma energia invisivel ao
olho humano a qual denominou inicialmente de raios quimicos e
posteriormente de UV (Vazquez e Hanslmeier, 2006). Atualmente sabe-
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se que a radiacdo UV representa 7% do espectro solar e possui a
capacidade de ionizar moléculas, induzindo a reagdes quimicas
(Maverakis et al., 2010). Os efeitos bioldgicos da radiagdo UV variam
conforme o comprimento de onda, por isso esta radiacdo é subdividida
em trés espectros: UV-A (400 — 320 nm), UV-B (320 — 290 nm) e UV-C
(290 — 200 nm). O efeito bioldgico torna-se mais nocivo quanto menor o
comprimento de onda e, consequentemente, maior a quantidade de
energia intrinseca da radiacao (Diffey, 2002; Maverakis et al., 2010).

Nos sistemas bioldgicos, a radiagdo UV apresenta uma gama de
efeitos deletérios, reconhecidos em diferentes grupos animais, de
bactérias aos humanos (Tabela 1). A radiagdo UV pode ser mutagénica,
induzir ao agravamento de doengas auto-imunes, de cancer, do foto-
envelhecimento e da formagdo de dimeros de pirimidina ciclobutano —
CPD (do inglés, Cyclobutane pyrimidine dimmers) . Porém, a radiagdo
UV possui também efeitos benéficos. A radiagdo UV-A ¢é conhecida por
atuar em processos de fotorreparo (Applegate e Ley, 1988; Naganuma et
al., 1997; Sinha e Hader, 2002; Dong et al., 2008) e no processo de
fotossintese (Diffey, 1991; Nigel e Gwynn-Jones, 2003), enquanto que a
radiagdo UV-B induz na epiderme uma reagdo de sintese da vitamina D
(Webb e Holick, 1988; Maverakis et al., 2010; Schaumburg et al., 2010)
(Tabela 1).
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Tabela 1: Descrigdo de alguns dos efeitos biologicos causados pela radiagdo UV em diferentes organismos:

Radiagao UV Efeitos das radiacdes UV Organismos

Referéncia

Esterilizante (Iampadas germicidas) Bactérias

Desinfecgdo em estagdes de tratamento de ~ Cianobactérias e
uv-C agua potavel dinoflagelados

Queimadura na pele e inflamagao dolorosa

Muraca et al., 1987,
Schenk et al., 2011

Tao et al., 2010

Nigel e Gwynn-Jones,

A cornea Humanos 2003; Maverakis et al.,
corne 2010
Danos ao DNA pela produgio de DNA de bactérias Cadet et al., 2005;
UV-B fotoprodutos e por reagdes de € Lesser, 2006; Schuch e
fotossensibilizacdo ouri¢o do mar Menck, 2010
Atraso no crescimento devido ao up ou
down regulation de genes envolvidos na Zooplancton Kim et al., 2011

replicagdo, processos de reparo do DNA e
chaperonas




Efeitos negativos na sobrevivéncia e

Prototozoarios

. marinhos e Bancroft et al., 2007
crescimento ,
dulciculas
Alteracdes morfoldgicas externas e na
pigmentagdo dos olhos; baixo indice Crustaceos Nazari et al., 2010
mitotico; estresse oxidativo
Efeitos subletais em embrloe§,~ Anfibios Blaustein e Belden, 2003
larvas e adultos e morte de embrides
Produgéo de espécies reativas de oxigénio, Peixes e Sinha e Héader, 2002;
causando estresse oxidativo e Groff et al., 2010;
danos a lipidios e proteinas humanos Maverakis et al., 2010
Webb e Holick, 1988;
Sintese de vitamina D3 Humanos Maverakis et al., 2010;
Schaumburg et al., 2010
Produgdo fotodinamica de radicais de .
UV-A hidroxila na célula, causando quebras e DNA de bactérias Peak ¢ Peak, 1990; Cadet

ligagdes cruzadas no DNA
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Fonte de energia para fotossintese

Estresse nos componentes dos olhos e
hemolinfa

Fotorreativacdo, diminuindo o niumero de
CPD em embrides

Detectada pelos fotorreceptores dos olhos

Supressao do sistema imune

Absorvida por proteinas e croméforos;
estimulacdo de processos biologicos;
fotoenvelhecimento, fotodermatoses

e fotocarcinogénese

Plantas

Crustaceos

Microcrustaceos e
peixes

Invertebrados e
vertebrados

Humanos

Humanos

Diffey, 1991; Nigel e
Gwynn-Jones, 2003

El-Bakary e Sayed, 2011

Applegate e Ley, 1988;
Naganuma et al., 1997;
Sinha e Héider, 2002;
Dong et al., 2008

Nigel e Gwynn-Jones,
2003

Damian et al., 1997

Krutmann, 2000; Nigel e
Gwynn-Jones, 2003;
Maverakis et al., 2010
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A intensidade da radiacdo solar UV incidente na superficie
terrestre ¢ diretamente influenciada por diversos fatores, como, estagdes
do ano e hora do dia, a cobertura de nuvens, latitudes geograficas,
altitude, reflexdo em superficies, aerossois e gases emitidos decorrentes
de queimadas e ozoénio estratosférico (Diffey, 1991; Nigel e Gwynn-
Jones, 2003; Diaz et al., 2006; McKenzie et al., 2007).

A camada de ozobnio, localizada entre 25 ¢ 30 Km acima da
superficie terrestre, ¢ resultante de um balan¢o natural de formagao e
dissociacdo da molécula de ozonio (Os). A radiagdo UV tem agéo
fotoquimica sobre a molécula de oxigénio (O,), dissociando-a em 2
atomos de oxigénio livres (O), cada um desses atomos se ligam a
moléculas de O, originando 2 moléculas de O; (Diffey, 1991). Dentre os
espectros da radiacdo UV, a energia da UV-C ¢ totalmente utilizada na
reacdo fotoquimica, sendo totalmente absorvida pelas moléculas de O, e
de O; e ndo atingindo a biosfera. A energia da radiagdo UV-B ¢
parcialmente utilizada na reag¢do fotoquimica, mas a radiagdo UV-A ndo
¢ energética suficiente para participar desta reagdo, sendo esta a mais
abundante na superficie (Kirchhoff ez al., 2000).

Nos anos 1970, foi descoberto que a camada de ozoOnio
apresenta uma diminui¢@o na concentra¢ao de moléculas de O; devido a
emissdo de compostos quimicos na atmosfera (Crutzen, 1974; Molina e
Rowland, 1974). Destaca-se a emissdao dos clorofluorcarbonetos
(CFCs), hidrofluorcarbonos (HFCs), perfluorcarbonos (PFCs),
bromofluocarbonos (BFCs) e hexafluoreto de enxofre (SF6) (Rowland,
2006), além do didxido de carbono (CO,), metano (CHy), 6xido nitroso
(N,0) (Protocolo de Kyoto, 2005; Shanklin, 2010).

A energia da radiagdo UV também atua em processos
fotoquimicos nesses compostos quimicos, quebrando-os em moléculas
de nitrogénio, hidrogénio, bromo, flior e cloro, as quais podem se ligar
tanto a molécula de O, quanto ao atomo de oxigénio, originando novas
moléculas, competindo, assim, para a formagdo do O; Naturalmente,
estes compostos também ocorrem na estratosfera a partir de fontes como
o solo, vapores d'dgua e oceanos (Kirchhoff ez al., 2000).

A formagdo do buraco na camada de ozoénio é o resultado
dessas reagdes e foi descoberto em 1979 sobre a Antartica (Farman et
al., 1985). Este fendmeno ¢é sazonal, ocorre durante a primavera e
chegou a medir 24 milhdes de quilémetros quadrados no ano de 2006
(Leahy, 2006). Durante este fendmeno pode ocorrer uma diminui¢do de
até 80% do O; e a radiagdo pode aumentar mais de 500% (Kirchhoff e
Leme, 2006). O quadro atual de mudanga atmosférica, principalmente a
tendéncia global de reducdo no O; total, fez surgir na comunidade



cientifica preocupagdes quanto ao aumento na intensidade da radiagdo
UV na superficie terrestre (Kirchhoff et al., 2000).

A América do Sul, por estar préxima da Antartica, ¢ uma regido
de particular interesse de estudos (Diaz et al., 2006). No Brasil foi
realizado um estudo mostrando a média mensal dos Indices UV. Em
Porto Alegre (RS) o indice UV foi classificado como UV alto (7 <I-UV
< 9) registrados nos meses de janeiro, fevereiro, mar¢o, novembro e
dezembro, ja em Campo Grande (MS) o indice foi muito alto (I-UV
>10) nesse mesmo periodo (Kirchhoff et al., 2000).

Nas tltimas décadas ocorreram encontros mundiais e
assinaturas de protocolos, a fim de evitar ao maximo a utilizagdo do
CFCs, como o Protocolo de Montreal em 1987, o de kyoto em 2005 e o
de Copenhagen em 2009, mas ha uma grande dificuldade em substituir
esses gases na industria e o buraco na camada de ozoénio continua
aumentando, preocupando cada vez mais a populagdo mundial.

1.2 Efeitos da radiacdo UV nos ambientes aquaticos

Ecossistemas aquaticos sdo componentes imprescindiveis da
biosfera terrestre, pois produzem mais de 50% da biomassa do nosso
planeta e incorporam quantidade igual ou maior de didxido de carbono
atmosférico do que os ecossistemas terrestres (Zepp et al., 2007). A
producdo primaria dos ecossistemas marinhos e dulcicolas constitui a
base da cadeia alimentar, provendo energia para os consumidores
primdrios e secundarios e contribuindo para a dieta basica humana, na
forma de crustaceos, peixes e mamiferos (Héder et al., 2007; Zepp et al.,
2007).

Devido ao esgotamento do Oj; estratosférico, existe uma maior
incidéncia na superficie terrestre das radiagdes UV-A, UV-B e inclusive
UV-C (Maverakis et al., 2010) e, por consequéncia, nos ambientes
aquaticos o que gera uma maior exposi¢do dos organismos a radiagdo
UV (Héder et al., 2007). Nestes ambientes a radiacdo UV pode penetrar
até a profundidade de 70 m em aguas claras (Smith et al., 1992; Ban et
al., 2007).

A penetracdo da radiacdo UV nos ambientes aquaticos depende
da quantidade de substancias em suspensdo na agua, as quais diminuem
a sua transparéncia. De um modo geral, os ambientes de agua doce
tendem a ser menos claros que os oceanos, onde a radiacdo pode
penetrar mais profundamente. Particulas de matéria inorganica, carbono
organico dissolvido — DOC (do inglés, dissolved organic carbon) e
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carbono orgénico em particulas — POC (do inglés, particulate organic
carbon) e varias substancias himicas contribuem para a atenuagdo da
radiagdo UV. DOC pode ser degradado pequenas subunidades na coluna
d’agua pela radiacdo UV, sendo que tais subunidades sdo consumidas
pelo bacterioplancton, de modo a aumenar a transparéncia da agua e, por
consequéncia, aumantar a indicéncia da radiagdo UV nestes ambientes.
Este aumento na penetragdo da radiacdo UV representa uma ameaga a
vida dos organismos aquaticos, desde as bactérias até os peixes
(Kuwahara et al., 2000; Héder et al., 2003).

1.3 Mecanismos de defesa dos organismos aquaticos

Muitos organismos aquaticos adaptaram mecanismos para
prevenir ou reparar danos causados por perturbagdes ambientais
potencialmente prejudiciais, como os induzidos pela radiacdo UV (Vega
e Epel, 2004; Olson e Mitchell, 2006).

Os danos podem ser evitados por compostos fotoprotetores,
como carotendides e os aminodcidos micosporinas — MAA (do inglés,
mycosporine-like amino acids) que absorvem a radiagdo UV-A e parte
da UV-B, protegendo proteinas, lipidios e DNA (do inglés,
deoxyribonucleic acid) contra espécies reativas de oxigénio — ROS (do
inglés, reactive oxygen species) e/ou impedindo a peroxidagdo lipidica
(Dahms e Song-lee, 2010).

Outro mecanismo de defesa é constituido pelo cromatoforos,
que sdo células presentes na superficie corporal, as quais apresentam
pigmentos que absorvem e degradam a radiagdo em diferentes
comprimentos de ondas. Grandes cromatoforos estdo localizados
normalmente proximos a 6rgaos vitais e, em condigoes de luminosidade,
podem expandir seu pigmento, de forma a recobrir uma maior area
corporal (Miner ef al., 2000, Gouveia et al., 2004).

Além destes mecanismos, os organismos também dispdem de
proteinas de choque térmico — Hsp (do inglés, Heat shock protein) que
sdo responsaveis pela homeostase das proteinas (Vega e Epel, 2004;
Kim et al., 2011). Todos os organismos possuem genes Hsp que
codificam proteinas, as quais variam no seu padrdo de expressdo,
podendo ser constitutivas ou induziveis por estresse. Durante um
estresse intenso, inclusive o da radiacdo UV, as Hsps induziveis atuam
em diferentes fungdes celulares, como: evitam a desnaturacdo das
proteinas mantendo o seu padrio de dobramento; auxiliam na
localizagdo das organelas para a translocagdo protéica; minimizam a
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agregacdo de proteinas ndo nativas; e reconhecem as proteinas nao
nativas ou agregadas, a fim de direciona-las a degradagdo ou remocao
(Feder e Hofmann, 1999; Blaustein e Belden, 2003; Dang et al., 2010).
Exemplos da atividade de Hsp foram encontrados em camardes
marinhos em condi¢des de hipoxia (Feder e Hofmann, 1999) e nos
camardes de agua doce em tecidos expostos ao aumento de temperatura
(Selvakumar e Geraldine, 2005).

A radia¢do UV tem como alvo celular principalmente o DNA e
as proteinas, que podem absorver esta radiacdo e ser quimicamente
alteradas por ela (Diffey, 1991). A formagdo de CPDs e (6-4)
fotoprodutos — (6-4) PP (do inglés, (6-4) photoproducts) induzidos pela
UV, sdo resultados diretos da absor¢do dos fotons pelas bases do DNA
(Schuch e Menck, 2010). A formagao destes dimeros inibe a transcrigao
e traducdo, o que pode levar ao acimulo de mutagdes genéticas ¢ a
morte celular (Maverakis et al., 2010). Existem duas vias principais de
reparo de DNA observadas para danos os induzidos pela radiagdo UV:
reparo por excisdo de nucleotideo — NER (do inglés, nucleotide excision
repair) e fotorreativacdo enzimatica (Malloy et al., 1997; Hider e Sinha,
2005)

NER ¢é um mecanismo mais complexo, envolve multiplas
proteinas e requer energia metabolica sob a forma de adenosina
trifosfato — ATP (do inglés, Adenosine triphosphate), encontrado em
todos os organismos (Sinha e Hader, 2002). O processo desta via de
reparo inicia com o reconhecimento do dano, a excisdo desse erro pela
enzima endionuclease e a subsequente ressintese da fita de DNA
reparada (Malloy et al., 1997; Toussaint et al., 2010; Dahms e Song-
Lee, 2010) (figura 1).
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Figura 1: Via de reparo do DNA por excisdo de nucleotideo. Esta via de reparo
utiliza ATP durante o processo de recuperacdo do DNA. Adaptado de
http://cienciadiaria.com.br.

A fotorreativacdo ¢ uma via dependente da luz visivel descrita
inicialmente por Kelner (1949). Estdo envolvidas na fotorreativagao,
além da energia fotorreparadora da luz visivel — PRR (do inglés,
photorepair radiation) (Naganuma et al., 1997; Lacuna e Uye, 2000), a
energia da radiacdo UV-A (Applegate e Ley, 1988; Sinha e Héder,
2002; Dong et al., 2007; 2008). A fotorreativacdo depende da atividade
da enzima fotoliase, que usa a energia da radiacdo PRR ou UV-A; a
atividade da fotoliase foi detectada em procariotas e eucariotas, mas nao
nos humanos (Vega e Epel, 2004) ¢ a fotorreativagdo foi encontrada em
membros de todos os reinos (Sinha e Hiader, 2002; Dahms e Song-lee,
2010).

A fotorreativagdo parece ser importante para 0s Organismos
aquaticos expostos a radiacdo UV-B, pois pode reparar danos ao DNA
com menos gasto energético (Boesch et al., 2011). A fotoliase liga-se ao
CPD no escuro e se esse complexo for exposto a PRR, essa energia ¢é
absorvida e uma segunda enzima ¢ ativada para separar a ligagdo do
CPD e reparar o DNA (Diffey, 1991; Blaustein e Belden, 2003, Héder e
Sinha, 2005) (figura 2).
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Figura 2: Via de reparo do DNA por fotorreativagdo. Utilizando a energia da
luz UV ou da luz visivel, a enzima fotoliase recupara o DNA. Adaptado de
http://www .biorede.pt.

A taxa de fotorreativacdo difere muito entre os eucaridtas e
ainda, entre as fases do ciclo de vida. Observa-se que os adultos sdo
mais tolerantes ao UV do que os juvenis e os embrides e que a
capacidade de fotorreativacdo diminui com a idade (Lacuna e Uye,
2001; Dong et al., 2008). Porém, se o dano celular estd além da
capacidade de reparagdo do organismo, a célula é induzida a apoptose
(Vega e Epel, 2004).

A apoptose (morte celular programada) € um processo
fisiologico fundamental para o desenvolvimento dos seres vivos e a
manuten¢do da homeostase dos tecidos, sendo importante para eliminar
células defeituosas ou células produzidas em excesso, bem como células
com danos celulares induzidos por agentes genotoxicos (Alberts et al.,
2010). Os componentes celulares chave para que a apoptose ocorra, sdo
a proteina Bcl2 (do inglés, B-cell lymphoma 2), o composto Apaf-1 (do
inglés, apoptotic protease activating factor 1) e os membros da familia
das caspases (do inglés, cysteine-aspartic-acid-proteases) (Desagher e
Martinou, 2000). A apoptose ocorre em uma sequéncia organizada de
eventos moleculares e bioquimicos especificos e geneticamente
regulados, podendo ser iniciada por duas vias: uma de sinalizagdo
extrinseca, mediada por receptores e outra de sinalizagdo intrinseca,
mediada pela mitocondria. Ambas as vias estdo associadas a atividade
proteolitica e/ou nucleolitica (Li et al., 1997; Gross et al., 1999; Wang,
2001).

A via extrinseca (citoplasmatica) ¢ iniciada pela ligacdo de um
receptor da familia dos receptores de morte com o seu respectivo ligante
extracelular, levando a formagdo de um complexo ligante-receptor, que
recruta mais fatores citosolicos, como a proteina adaptadora FADD (do
inglés, FAS-associated death domain) e caspases ativadoras, formando
um complexo de sinalizagdo/inducdo de morte — DISC (do inglés, death
inducing signalling complex) (Muzio, et al., 1996). Este complexo, ativa
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as caspases efetoras que clivam as proteinas, levando a condensagdo e
fragmentagdo nuclear, e externalizacdo de fosfolipidios de membrana,
que irdo sinalizar para que estas células sejam fagocitadas por
macrofagos. A via extrinseca pode interagir com a via intrinseca através
da mediag@o da caspase ativadora, clivando a proteina Bid (do inglés,
BH3 interacting domain death agonist) (Gross et al., 1999; Li, et al.,
1998), que induz as proteinas Bax (do inglés, Bcl-2-associated X
protein) e/ou Bak (do inglés, Bcl-2 homologous antagonist/killer) a
formar canais na membrana mitocondrial (Wang, 2001) (figura 3).

lul-Ligante extracelular

L Receptor de morte

Me— Mitoctindria

FADD Clivagem g
Pré-caspase 8 _-da BID—D

{pri-caspase 10) H
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: APAF1, Citc,
0 @ @)ﬁrmaspase 9

P —
Bubsiratatos clivades

Figura 3: Via apoptdtica extrinseca e intera¢do desta via com a via intrinseca. A
Via apoptoética extrinseca ¢ ativada por um ligante extracelular ao receptor de
morte localizado na membrana celular. No citoplasma sdo recrutados a proteina
adaptadora FADD e a pro-caspase 8, formando o complexo DISC. A caspase 8
ativa as caspases efetoras que irdo clivar as proteinas. A caspase 8 pode
interagir com a via intrinseca através da mediagdo com as proteinas da familia
Bcl2, as quais agem na membrana mitocondrial (Adaptado de Igney e
Krammer, 2002).

34



A via intrinseca (mitocondrial) ¢ mediada por sinais de morte,
como estresse oxidativo e dano ao DNA que atuam diretamente ou
indiretamente na mitocondria. Esta organela, em resposta a esses
estimulos apoptoticos, libera os fatores apoptoéticos de seu espaco
intermembranoso para o citosol (Wang, 2001), como o citocromo ¢, que
se associa ao Apaf-1 e, na presenca de ATP, se associa as caspases
ativadoras, formando um complexo protéico denominado apoptossoma,
que cliva e ativa as caspases efetoras (Li ef al., 1997) (figura 4).

Sinais apoptdticos

b

Proteinas
da familia Bel2

Citocromo ¢

Apoptossoma

Cascada de
caspases

Figura 4: Via intrinseca apoptdtica. Sinais apoptoticos, através das proteinas da
familia Bcl2, ativam a via intrinseca mitocondrial. Em resposta a esses
estimulos, a mitocondria libera o citocromo ¢ presente no citosol, o qual se
associa ao Apaf-1 e as caspases ativadoras, formando o apoptossoma. Esse
complexo protéico ird ativar a cascata de caspases (Adaptado de Website by
Dash, 2011).

A radiagdo UV pode apresentar ainda efeitos indiretos ou
subletais que podem ser investigados pela expressdo de algumas
proteinas, como a histona H3, importante em processos celulares como a
transcrigdo, a mitose e a meiose. A histona H3 esta associada ao DNA,
juntamente com outras trés histonas, e durante a divisdo celular ela é
fosforilada, auxiliando a compactac¢do do cromossomo; este ¢ um evento
altamente conservado nos eucariotas (Hendzel ef al., 1997; Van Hooser
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et al., 1998; Wei et al., 1998; 1999; Workman e Kingston; 1998). Um
anticorpo especifico contra histona H3 fosforilada - PHH3 (do inglés,
phospho-Histone H3) foi desenvolvido e utilizado em diversos trabalhos
(Van Hooser et al., 1998; Wei et al., 1998, 1999; Schmitt et al., 2002;
Nazari et al., 2010), sendo considerado um dos melhores marcadores
mitéticos (Hendzel et al., 1997; Schmitt et al., 2002).

Além da proliferagdo celular, pode-se também investigar a
expressdo das proteinas envolvidas no estresse celular, como as Hsp70,
que pertencem a familia das Hsps induziveis por estresse. O gene Hsp ¢é
altamente preservado entre as espécies, por isso tem sido sugerida a
utilizacdo dessa proteina como biomarcador de estresse ambiental
(Hamer et al., 2004; Sanders e Martin, 1993).

A familia de proteinas Bcl2 inclui tanto proteinas anti-
apoptoticas como pro-apoptoticas. Essas proteinas possuem até quatro
dominios Bcl2 (BH) homologos conservados (BH1, BH2, BH3 ¢ BH4)
essenciais para a interacdo e funcao destas proteinas (Gross et al., 1999).
A maioria dos membrosda familia Bcl2 possuium  dominio
transmembranar no terminal COOH, o qual é importante para o seu
direcionamento para as membranas intracelulares. Proteinas prd e anti-
apoptoticas podem ser encontradas no citosol, reticulo endoplasmatico
(RE), mitocondria e envelope nuclear (Chen-Leavy e Cleary, 1990;
Lithgow et al., 1994; Zong et al., 2003; Gajkowska et al., 2004).

A proteina Bcl2 tem funcdo anti-apoptotica e assim como a Bcl-
xp (do inglés, B cell lymphoma xL), agem inibindo membros pro-
apoptoticos da familia Bcl2 através da heterodimerizagdo pelos
dominios BH, seqiiestro dos membros pré-apoptoticos ou competindo
por sitios na membrana externa mitocondrial que seriam ocupados pelos
membros pré-apoptoticos (Lithgow et al., 1994; Merry e Korsmeyer,
1997; Cory e Adams, 2002).

As proteinas Bak, Bax, Bad (do inglés, BCL2-antagonist of cell
death), Bim (do inglés, Bcl-2-L11) e Bid tém fungdo pro-apoptoticas,
apresentam multidominios BH e durante a apoptose formam grandes
homoligbmeros ¢ medeiam a permeabilizagdo da membrana externa
mitocondrial as proteinas. Bax ¢ uma proteina citosolica que durante a
apoptose muda sua conformagdo e integra-se no interior da membrana
externa mitocondrial, enquanto que Bak, Bax e Bid s@o encontradas no
RE, envelope nuclear e membrana mitocondrial (Wei et al., 2001; Zong
et al, 2003; Gajkowska et al., 2004). Bak é uma proteina integral da
membrana (Wei et al., 2000; Leu et al., 2004) e para a sua ativagdo,
assim como para Bax, sdo descritas duas vias, a ligagdo da proteina Bid
em seu dominio, ativando diretamente as proteinas Bak ou Bax quando
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ocorre o estimulo apoptético, e a via por Bad que ocupa o dominio de
membros anti-apoptoticos Bcl2, ativando Bak ou Bax, promovendo a
formacdo de um canal na membrana mitocondrial ¢ a liberacdo de
fatores apoptoticos (Letai et al., 2002).

As caspases sdo proteinas da familia das proteases cisteinicas.
Cada caspase ¢ sintetizada como uma proé-enzima que requer um
processamento de clivagem para gerar a proteina ativa. As caspases que
participam da apoptose sdo as caspase 8 e caspase 9, que apresentam
fungdo ativadora por clivarem as caspases efetoras inativas, as caspase 3
e caspase 7 (Nicholson e Thornberry, 1997; Boatright e Salvesen, 2003).
As caspases podem ser ativadas pelas duas vias apoptdticas. A via
intrinseca, através da ativagdo da caspase 9 pelo Apaf-1 e¢ a via
extrinseca, onde os receptor de morte de membrana plasmatica recrutam
a caspase 8 através da FADD (Li et al., 1997; 1998; Cryns ¢ Yuan,
1998; Wang, 2001).

A familia das proteinas p53 € necessaria para o funcionamento
normal da célula durante o desenvolvimento, integrando informagdes e
determinando escolhas celulares entre proliferacdo, diferenciagdo,
migracdo e morte celular, mecanismos importantes para o balanco da
sobrevivéncia e morte celular (Danilova et al., 2008). A proteina p53
regula a resposta celular a estressores ambientais ou intracelulares
regulando a apoptose, a parada do ciclo celular, a senescéncia, o reparo
do DNA e a estabilidade genética (Evan e Littlewood, 1998; Lesser et
al., 2001). Esta proteina ¢ um dos sensores celulares de danos ao DNA,
como os induzidos pela radiagdo UV, que sdo capazes de super-
expressar a p53 e ativar a via apoptotica (Lesser ef al., 2001; Miguel et
al., 2007). O estresse induz a translocacdo da p53 do nucleo para a
mitocondria, onde neutraliza o efeito de inibigcdo das proteinas Bcl-xL e
Bcel2 sob as proteinas pro-apoptdticas Bid, Bax e Bak. Esta inibig¢ao
permite que os fatores apoptogénicos, como citocromo ¢ ou
Smac/DIABLO, sejam liberados da membrana interna mitocondrial para
o citosol e ativem as caspases (Schuler e Green, 2001; Leu et al., 2004)
(figura 5).
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Figura 5: Interacdo da proteina p53 com as proteinas da familia Bcl2.
Estressores ambientais ou intracelulares estimulam a super-expressdo da
proteina p53 e ativam a via apoptotica. A p53 se transloca do nucleo para a
mitocondria, onde neutraliza o efeito de inibicdo das proteinas anti-apoptoticas
sob as proteinas pro-apoptoticas, assim, os fatores apoptogénicos sao liberados
da membrana mitocondrial e ativem as caspases (Adaptado de Vaseva e Moll,
2009).

1.4 Efeitos da radiacao UV nos organismos aquaticos

Para avaliar os efeitos da radiagdo UV nos organismos ¢ em
linhagens celulares, os pesquisadores utilizam diversos modelos
animais. Os estudos com organismos aquaticos enfocam principalmente
analises morfologicas e sobrevivéncia, desde gametas ao individuo
adulto. Nesses estudos observou-se atraso na eclosdo e no crescimento
dos embrides, malformacdo e menor taxa de sobrevivéncia das larvas de
microcrustaceos, poliquetas e peixes (Lacuna e Uye, 2000; Dong et al.,
2008; Bancroft et al., 2007; Ban et al., 2007, Nahon et al., 2011).
Outros estudos observaram um aumento de estresse oxidativo em
zebrafish e crustaceos (Charron et al., 2000; Nazari et al., 2010) e ainda,
testes de danos ao DNA, como a quantificacdo de fotoprodutos de CPD
e (6-4) PP foram aplicados em bactérias marinhas e peixes, os quais
indicaram que a radiacdo UV induz a formagdo desses fotoprodutos
(Olson e Mitchell, 2006; Matallana-Surget et al., 2010). O teste de
micronucleo, um biomarcador de genotoxicidade dos agentes que
causam fragmentagdo dos cromossomos em peixes e répteis, também
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demonstrou efeitos danosos a0 DNA causados pela radiagdo UV (Groff
et al., 2010; Schaumburg et al., 2010).

Grande parte das pesquisas concentra seus estudos em adultos,
larvas ou embrides de microcrustaceos e peixes, no entanto, poucos sao
os estudos com 0s macrocrustaceos, um grupo biologicamente diverso e
amplamente distribuido geograficamente, importante para a dinamica
dos ambientes aquaticos e para a economia. A Ordem Decapoda abrange
crustaceos importantes em todo o mundo, como lagostas, caranguejos ¢
camardes (VanHook e Patel, 2008), utilizados na pescaria artesanal,
comercial e recreacional, colhidos em seu habitat selvagem ou
cultivados, além de fazerem parte da cadeia alimentar como presas para
a maioria dos organismos, no seu estagio larval ou adulto (Teixeira e Sa,
1998).

O género Macrobrachium inclui espécies de camardes de agua
doce, como M. acanthurus, M. potiuna e M. olfersi, os conhecidos pitus,
que vivem desde a Florida até a regido sul da América do Sul (Holthuis,
1980), em aguas rasas, onde a radiagdo UV penetra facilmente e tem sua
incidéncia aumentada a cada ano (André et al., 2003; Diaz et al., 2006),
podendo afetar, assim, a dindmica populacional dessas espécies.

A espécie M. olfersi possui o desenvolvimento embrionario de
14 dias, em condigdes de 24°C (Miiller et al., 2003; Simdes-Costa et al.,
2005), seus ovos sdo ricos em vitelo (centrolécitos) e possuem corio
transparente e resistente. A clivagem ¢ do tipo meroblastica superficial,
onde o embrido, formado por células transparentes, arranja-se na
periferia do ovo e mantém essa posi¢ao nos estagios subsequentes. Essas
caracteristicas embriondrias permitem uma visualizagdo direta das
mudangas morfologicas nos diferentes estagios da embriogénese ao
longo do tempo de incubagdo (Nazari et al., 2003), o que o torna um
bom modelo animal (Miiller et al., 2003) para os estudos relativos a
ac¢do da radiagdo UV no desenvolvimento embrionario de invertebrados
(Nazari et al., 2010).

Os crustaceos tém sido utilizados em estudos de fisiologia,
neurobiologia e anatomia e nos dias atuais ¢ comum vé-los em pesquisas
nas areas de biologia do desenvolvimento, biologia celular e molecular
(VanHook e Patel, 2008; Nazari et al., 2010; El-Bakary e Sayed, 2011).

Nos estudos sobre os efeitos da radiacio UV ressaltam-se a
utilizacdo de espécies de crustaceos em pesquisas sobre a dispersdo de
pigmentos nos cromatéforos, em exemplares adultos do caranguejo
Chasmagnathus granulatus e do camardo Palaemonetes argentinus
(Gouveia et al., 2004), no estudo do sistema visual de adultos do
caranguejo Ucides cordatus (Miguel et al., 2002) e em larvas dos
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caranguejos Cancer oregonensis e Telmessus cheiragonus (Miner et al.,
2000). Em particular na espécie de camardes M. olfersi, foco da presente
dissertagdo, foram identificados efeitos da radiacdo UV na morfologia
externa, indice mitdtico e estresse celular de embrides (Nazari et al.,
2010).

1.5 Justificativa

Atualmente, os reconhecidos efeitos nocivos da radiacdo UV
preocupa cada vez mais os pesquisadores, pois ela atinge todos os
ambientes, podendo interferir na cadeia alimentar e na dindmica das
populagdes, alterando, assim, os ecossistemas. Apesar dessa
problematica ambiental estar sendo estudada desde a descoberta do
buraco na camada de ozonio sobre a Antartica (1979), ainda pouco se
sabe sobre as respostas biologicas dos organismos aquaticos, bem como
os mecanismos de defesa que esses animais apresentam contra os efeitos
da radiagdo UV. Muitos animais aquaticos possuem seu periodo
reprodutivo durante os meses de verdo, quando os indices de radiagdo
UV sdo mais intensos, e ainda, esses animais apresentam diferentes
estagios em seu ciclo de vida, estando expostos a radiacdo UV durante
toda sua existéncia. Estudos confirmam que a fase embrionaria ¢ a mais
susceptivel aos efeitos nocivos da radiagdo UV (Naganuma et al., 1997,
Charron et al., 2000; Bonaventura et al., 2006; Bancroft et al., 2007),
portanto pesquisas voltadas para o reconhecimento dos mecanismos
celulares desses embrides seriam de grande relevancia. Este trabalho
procurou identificar alguns desses mecanismos de resposta a radiacdo
UV, utilizando embrides de camardo de agua doce M. olfersi como
modelo para o estudo. Foram avaliados os efeitos morfoldgicos externos
e moleculares durante todo o desenvolvimento desses embrides expostos
as radiagdes UV-A, UV-B e UV-B+UV-A. Além disso, foi proposto a
analise da atividade da radiacdo UV-A no processo de fotorreativacao
celular em embrides previamente expostos as radiagdes UV-A e UV-B
isoladamente.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Caracterizar os efeitos das radiagdes UV-A ¢ UV-B sobre os
embrides do camardo de agua doce M. olfersi em diferentes idades do
desenvolvimento, bem como investigar o potencial da radiagdo UV-A
nos processos de fotorreativacgao.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a viabilidade, o ritmo do desenvolvimento ¢ a
ocorréncia de alteragdes morfologicas externas dos embrides submetidos
aos procedimentos de irradiacdo com UV-A e UV-B separadamente e
irradiacdo com UV-B seguido de UV-A;

- Caracterizar o processo da proliferacdo celular, por meio de
imunomarcacdes, em em embrides de M. olfersi em diferentes idades do
desenvolvimento, submetidos aos procedimentos de irradiacdo com UV-
A e UV-B separadamente e irradiagdo com UV-B seguido de UV-A;

- Verificar a ocorréncia de apoptose nos embrides submetidos
aos diferentes procedimentos de irradiagdo e buscar reconhecer através
de imunomarcagdes, as provaveis vias apoptdticas ativadas;

- Investigar a ocorréncia de danos induzidos no citoplasma e no
DNA das células dos embrides de M. olfersi expostos aos diferentes
procedimentos de irradiac@o.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Modelo Animal: Foram utilizados para este estudo
embrides de camardo de dgua doce da espécie M. olfersi. Esses animais,
assim como outros decapodes, sdo bons bioindicadores de contaminacao
aquatica (Rinderhagen et al., 2000), faceis de manipular e de manter em
laboratério. As fémeas apresentam em média 46,7 mm de comprimento
corporal e fecundidade média de 1917,2 ovos, os quais sdo
transportados em uma cémara incubadora ventral, até a eclosdo,
permitindo a obten¢do dos embrides para estudos experimentais (Nazari
etal., 2003).

3.2 Captura dos animais: Os camardes adultos de M. olfersi
foram capturados no Parque Municipal da Lagoa do Peri (Autorizagio
n°® 15294-1/IBAMA/2008), localizado na regido sudeste da Ilha de Santa
Catarina. O Parque esta inserido em um dos Ultimos remanescentes de
Floresta Atlantica e abriga a maior lagoa de agua doce da costa
catarinense, com profundidade maxima de 11 metros e esta a 3 metros
acima do nivel do mar, portanto ndo ¢é afetada pelas oscilagdes da maré.
A Lagoa do Peri ¢ o maior habitat da Ilha para espécies de agua doce,
um ambiente de aguas claras e sem contaminagdes, usada para o
abastecimento de agua potavel de parte da populagio (CECA/FNMA,
1996). Os animais habitam preferencialmente as margens rasas da lagoa,
estando expostos & mesma intensidade de radiacdo UV da superficie,
que corresponde a uma média de 288 mWem 2, baseado no indice diario
de UV fornecido pelo Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE)
durante os meses de dezembro a marco, mesma época de reproducdo
dos camardes M. olfersi.

3.3 Aclimatacio e reproducio dos animais em aquario: Os
animais coletados foram transportados até o laboratorio de Reprodugéo
e Desenvolvimento Animal BEG/CCB/UFSC em aquarios portateis com
aeragdo constante (figura 6a). No laboratorio, os animais foram
aclimatados em aquarios de 30 litros, contendo agua da declorificada e
com sedimento arenoso e¢ pedras para abrigo, por um periodo de 48
horas (figura 6b). A espécie M. olfersi foi identificada segundo Holthuis
(1980) e os exemplares sexados de acordo com a presenga de caracteres
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sexuais secundarios, como a presenca do apéndice masculino e da
camara incubadora feminina.

(a) —
Figura 6: Aquario portatil de transporte dos camardes (a) e aquario de 30 L
para aclimatizagao.

Para favorecer a copula e postura de ovos em laboratorio,
machos e fémeas na propor¢do 1:3 foram acondicionados em aquario de
60 litros, em uma densidade de estocagem de 4 animais/litro. Os animais
foram mantidos a temperatura de 24°C (1), fotoperiodo natural e
alimentacdo em dias alternados com a ragdo comercial Alcon Bottom
Fish® para organismos aquaticos.

O estagiamento dos embrides foi realizado in vivo ao
estereomicroscopio (Olympus SHZ 10; zoom de 35 — 70 X) utilizando a
metodologia que classifica o desenvolvimento por dia embrionario (E)
(Miiller et al., 2003; Simdes-Costa et al., 2005).

Visando a otimiza¢do dos experimentos, os embrides foram
agrupados em trés idades, levando em consideragdo a formagdo do olho,
conforme os dias embrionarios (Quadro 1).

Quadro 1: Organizacdo das idades com base nas caracteristicas do
desenvolvimento do olho.

Idades Dia N Caracteristica

embrionario
1 El1-E6 Auséncia do olho

E7-E9 Inicio da pigmentagdo do olho
3 E10-E14 Olho composto por omatideos
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3.4 Grupos experimentais: Foram estabelecidos quatro grupos
experimentais, para avaliar os efeitos isolados das radiagdes UV-A e
UV-B, assim como a interacdo destas duas radia¢des (Quadro 2).

Quadro 2: Defini¢do dos grupos experimentais adotados no presente
estudo.

Grupo E%dlag:ao Procedimento Objetivo
Exposicao a Ver_iﬁcqr 0
Grupol |y | radiagao UV-B | Sfeito isolado
(n=130) por 30 minutos da radiagdo
UV-B
Exposicao a Ver.iﬁcgr 0
Grlipo II UV-A radiacio UV-A efeito 1sqla(~10
(n=162) por 60 minutos da  radiagdo
UV-A
Exposi¢ao a | Verificar o
radiagdo UV-B | efeito
Grupo TII | UV- por 3.0 minutos e fotorrepamdor
(n=16) | B+UV-A 1med1gtamente da radiagdo
exposi¢cao a | UV-A sobre
radiacio UV-A | os efeitos da
por 60 minutos UV-B
Grupo IV Nio Fémeas
(n=23) iradiado | utilizadas
como controle

n = numero de fémeas utilizadas para cada grupo. O niimero de fémeas variou
entre os grupos, em fungdo da necessidade de padronizagdo das técnicas
utilizadas neste trabalho.

3.5 Procedimento de irradiacao: Para a irradiacgdo artificial, as
fémeas ovigeras (figura 7) foram transferidas para o aquario de 30 litros,
com fundo desprovido de areia e abrigos, mantido em uma cémara
escura, a qual sustenta lampadas distintas UV-B de 6 W ¢ UV-A 6 W
(Vilber — Lourmat). A irradidncia foi obtida pelo radidmetro
International Light IL1400A, sendo utilizada para UV-B 310 mW/cm? e
para UV-A, 0,94 mW/cm? A dose irradiada foi calculada através da
férmula D = (t.60.1)/1000, onde t = tempo em minutos e I = irradiancia
(Diffey, 2002). Apos a irradiacdo, as fémeas foram mantidas em aquario
escuro por quatro dias, evitando a ocorréncia de fotorreparo pela
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radiagdo UV-A e luz visivel e permitindo que o desenvolvimento
prossiga.

Figura 7: Fémea adulta ovigera do

> camardo M. olfersi. O asterisco localiza a

g > regido externa na fémea onde sdo
f%“ - R

. TN N carregados os ovos, chamada de camara

incubadora abdominal. Os embrides estdo
expostos as mesmas condi¢des de radiagdo
que a fémea.

3.6 Anilise da morfologia externa dos embrides e do ritmo
do desenvolvimento: As caracteristicas morfologicas externas dos
embrides foram observadas e registradas antes dos embrides serem
irradiados e apdés quatro dias da irradiacdo. Foram verificadas as
seguintes caracteristicas morfologicas: (1) forma do embrido e tamanho
do ovo; (2) textura do vitelo; (3) pigmentacao do embrido e do olho; (4)
transparéncia das células embrionérias; (5) crescimento da papila caudal
e dos apéndices naupliares e pos-naupliares; (6) cromatdforos (Miiller et
al., 2004). As alteracbes observadas nestas caracteristicas foram
categorizadas e quantificadas.

O ritmo do desenvolvimento foi avaliado através das analises
das caracteristicas morfologicas externas esperadas para o dia
embrionario analisado (Miiller et al., 2007).

3.7 Determinacao do volume dos ovos e indice do olho dos
embrides: Uma amostra (n = 5 ovos) retirada de cada fémea ovigera foi
analisada ao microscopio de luz (Olympus), utilizando a ocular
micrométrica (40X) para a obten¢do das medidas dos eixos longitudinal
(L) e transversal (T), e calculo do volume do ovo através da féormula
(n.L.T%)/6 (Odinetz-Collart e Rabelo, 1996).

Para os embrides das idades 2 ¢ 3 foram obtidas as medidas do
eixo longo (1) e curto (h) do olho para calcular o indice do olho,
utilizando a formula (1+h)/2 (Perkins, 1972). Os valores obtidos para
ambas as medidas foram expressos em milimetros cubicos.
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3.8 Determinacio da massa fresca e seca dos ovos: uma
amostra de ovos (n = 50) foi retirada das fémeas ovigeras para a
obtencdo da massa fresca (mf) em balanca de precisdo (0,1 g), estes
mesmos ovos foram colocados na estufa (70° C) por 48 horas e pesados
novamente, para obtengdo da massa seca (ms). A porcentagem de agua
dos ovos foi calculada através da formula (mf-ms)100/mf.

3.9 Preparo dos embrides para as analises microscopicas: a
descorionizagdo dos ovos foi realizada com hipoclorito de sddio 5%, por
cerca de 10 minutos, seguida por 3 lavagens na solugdo de 0,7% NaCl
1,5 M e 0,04% triton X-100 (Araujo e Bier, 2000). Logo apds esse
procedimento, os ovos foram fixados por 10 minutos na solugéo
fixadora contendo tampdo fosfato salino — PBS (do inglés phosphate
buffer saline) 10 mM, EGTA (do inglés, ethylene glycol tetraacetic
acid) 0,05 M, formaldeido 37%, heptano PA (Hemavathy et al.,1997;
Aratjo e Bier, 2000) a temperatura ambiente, em seguida os ovos foram
colocados no metanol PA por 30 segundos e conservados em etanol PA
a temperatura de 4°C.

Para a inclusdo, os ovos ja desidratados foram diafanizados com
xilol PA e incluidos em Paraplast®. Foram confeccionadas ldminas com
cortes seriados, seccionados no micrétomo rotativo (6 pum); em cada
lamina foram colocadas, de forma organizada, amostras de cada um dos
quatros grupos experimentais, visando uniformizar as condigdes
técnicas durante a coloracdo e as imuno-histoquimicas, como
representado na figura §:

Lamina 1 Lamina 2

Qg‘7 .Lg’

oD ove Figura 8: Exemplo de

:lgA: :lgA: uma série de laminas
confeccionadas com o0s

g-.ug g.ug« cortes das amostras

P9 o0e® incluidas em Paraplast®.

@%@ @

Em cada série de laminas confeccionadas, uma foi destinada a
coloragdo com hematoxilina e eosina (HE), como controle histoldgico
antes da realizagdo da imuno-histoquimica. Para isso, as laminas foram
desparafinizadas com xilol, reidratadas numa série etandlica decrescente
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(100 — 70%), imersas na hematoxilina e na eosina, para observac¢do ao
microscopio de luz (Begak e Paulete, 1976).

3.10 Marcagdes celulares por imuno-histoquimicas: Para a
identificagdo das alteragdes celulares e moleculares desencadeadas pelas
radiagdes UV-B, UV-A ¢ UV-B+UV-A foram utilizados anticorpos
primarios para a marcagdo de células apoptdticas, células em
proliferagdo, estresse celular e nuclear (Quadro 3).
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Quadro 3: Caracteristicas dos anticorpos primarios utilizados nas marca¢des celulares por imuno-

histoquimica.
Efeitos da e s . Espécie de Espécie s
Radiagio UV Especificidade Anticorpo origem desenvolvida Local de liga¢io
anti-Bak Humana Rato policlonal nucleo/citoplasma
Peptideo
Apopiose anti-Bcl-2 sintético Rato monoclonal nucleo
pop (humana)
anti-caspase 8 Humana Rato monoclonal citoplasma
Gerais anti-caspase 3 Humana Coelho policlonal nucleo/citoplasma
Proliferagdo celular ﬁlilsttlc;lflc;sf_(g Humana Coelho policlonal nucleo
Ciclo celular anti-p53 Humana Rato policlonal nucleo/citoplasma
Estresse celular ar'm-Hs’p 70 Humana Rato monoclonal citoplasma
induzivel
Especifico Danos ao DNA antl-qlmero Rato Rato monoclonal nucleo
de timina

Todos os anticorpos primarios utilizados possuem isotipos IgG. Fonte

fornecedores.

: Informagdes dos anticorpos cedidas pelos




As laminas foram destinadas a imuno-histoquimica em
microscopia de luz, fluorescéncia e confocal. Para os procedimentos de
incubagdo com o0s anticorpos primarios, os cortes foram
desparafinizados com xilol, reidratados em uma série etandlica
decrescente, lavados com PBS a 0,1M, incubados com 3% de peroxido
de hidrogénio e metanol (1:1) para inativar as peroxidases endogenas,
lavadas com PBS 0,IM + 0,3% Triton X-100 para permeabilizar
membranas, e incubados por 30 minutos em 5% albumina sérica bovina
BSA (do inglés, bovine serum albumin) (Gibco®), para bloquear
ligagdes nao-especificas nas imunoglobulinas das células. Depois dessas
etapas, os cortes foram incubados com um dos anticorpos primario, em
uma camara imida a 4° C durante a noite.

Para a ligagdo com o anticorpo secundario conjugado com
peroxidase, os cortes foram lavados com PBS 0,1M + 0,3% Triton X-
100 e incubados com o anticorpo secundario por 3 horas a temperatura
ambiente, em uma cdmara umida. Os cortes foram lavados novamente
com PBS 0,1M, seguido por lavagem com PBS 0,IM + 0,1% Triton X-
100 e novamente com PBS 0,1M. A marcagdo foi revelada com a acdo
do DAB (3,3’ diaminobenzidina, Sigma), que degrada a peroxidase
conjugada no anticorpo secundario, gerando uma cor marrom no lugar
da ligacdo dos anticorpos. Os cortes foram desidratados em uma série
etanolica crescente (70 — 100%) e montados com Entellan® (Merck).

Para os anticorpos anti-caspase 8, anti-Bcl-2, anti-Hsp 70 e anti-
p53 foi utilizado anticorpo secundario conjugado com biotina, o qual
requer a incubagdo com a proteina streptavidina (ExtrAvidin®-
Peroxidase, Sigma) por 40 minutos, antes da revelacdo com DAB.

Para os anticorpos anti-Bak e anti-dimeros de pirimidina o
anticorpo secundario utilizado foi o conjugado com fluorcromo laranja
Alexa Fluor 568 ou vermelho Alexa Fluor 633 (Invitrogen®) e
incubados com a sonda nuclear fluorescente DAPI (4,6-diamidina-2-
fenilindol, Sigma®) por 3 minutos ou com o fluorcromo Hoescht
(Bisbenzimide HOE33258, trihydrochloride, Calbiochem®) por 10
minutos. Para a montagem da lamina foi utilizado Gelmount®
(Biomeda). As marcagdes celulares foram observadas ao microscopio de
fluorescéncia (Olympus BX41 epifluorescente, filtro triplo ou vermelho)
ou microscopio confocal (Leica DMI6000 B).

Os controles negativos destas técnicas foram feitos suprimindo-
se a incubagdo com os anticorpos primarios, os quais foram substituidos
por PBS.



3.11 Analises dos resultados: Para a avaliacdo quantitativa das
células marcadas por imuno-histoquimica de luz, a contagem foi
realizada através do método estereologico utilizando a graticula de
Weibel (Freere e Weibel, 1967). Ao todo, foram contadas as células
reativas de 10 embrides de cada grupo experimental, em triplicadas. O
calculo da densidade numérica de células marcadas por area (NA) foi
realizado utilizando a formula (n° de células reativas) / (36,36 x 0,0004).
Nas marcagdes celulares por imuno-histoquimica de fluorescéncia, os
cortes histologicos foram fotografados no aumento de 1000x, utilizando
o sistema de captura de imagens digital colorida (3.3 mpixel, QColor 3C
da Q-imaging) integrado ao microscopio (Olympus BX41) e o programa
de captura de imagens Q-capture Pro 5.1 da Q-imaging. Para a
quantificacdo das marcagdes, foi empregado o método de contagem
direta dos nucleos marcados por DAPI ou Hoescht para o calculo da
porcentagem média das marcagdes.

3.12 Analises estatisticas: Os resultados quantitativos das
analises morfométricas e estereologicas foram analisados no programa
estatistico Statistica® 6.0. As diferengas significativas entre as médias
dos grupos experimentais foram verificadas utilizando o teste de analise
de variancia (ANOVA) de uma via, seguido do teste post-hoc de Tukey,
com nivel de significancia p < 0,05. Para verificar a interagdo entre UV-
A e UV-B, foi utilizada ANOVA de duas vias.

Os procedimentos adotados neste projeto foram aprovados no
Departamento BEG/CCB através do projeto de pesquisa, protocolo n°
2010.0029/UFSC.
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4. Resultados

4.1 Analises biométricas dos ovos e embrioes

Para avaliar o efeito da radiagdo UV nos ovos dos embrides de
M. olfersi nas idades 1, 2 e 3, analisou-se o volume e a porcentagem de
agua presente nos ovos e o indice do olho dos embrides. Para estas
analises foram utilizados em média 97 ovos para o grupo controle
(CNT); 239 ovos para o grupo UV-A; 99 ovos pra o grupo UV-B; 68
ovos para o grupo UV-B+UV-A.

Ao longo do desenvolvimento o volume dos ovos tende a
aumentar, o que foi observado no grupo controle nas trés idades
embriondrias analisadas. Os grupos irradiados na idade 1 diferiram do
grupo controle, apresentando um aumento significativo do volume dos
ovos nos grupos UV-A (p < 0,01), UV-B (p £0,0001) e UV-B+UV-A
(p £0,0001). Ja para as idades 2 e 3 ndo foram observadas diferenga no
volume dos ovos entre os grupos (figura 9).
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Figura 9: Efeitos das radiagdes UV-A, UV-B e UV-B+UV-A no volume do
ovo de M. olfersi nas trés idades embriondrias. Barras representam a média +
erro. (**) p <0,01; (***) p <0,001; (****) p <0,0001.

A quantidade de agua presente nos ovos de M. olfersi ¢ um
critério importante de analise, pois durante o desenvolvimento ocorre
incorporagdo de agua, necessaria aos movimento do embrido e também
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para o processo de eclosdo. Observamos que a quantidade de agua nos
ovos apresentou um aumento ao longo do desenvolvimento em todos os
grupos analisados. Os ovos irradiados com UV-B+UV-A na idade 2
apresentaram um aumento significativo no teor de 4gua em comparagao
com os embrides dos grupos controle (p < 0,05) e irradiados com UV-A
(p £0,05). Nas idades 1 e 3, os embrides irradiados ndo apresentaram
variacao significativa no teor de agua (figura 10).
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Figura 10: Efeitos das radiagoes UV-A, UV-B e UV-B+UV-A na porcentagem
de 4dgua dos ovos de M. olfersi nas trés idades embriondrias. Barras representam
a média = erro. (*) p <0,05.

O indice do olho é um dado complementar para a analise dos
embrides, pois reflete o grau de desenvolvimento de estruturas internas.
O indice do olho foi avaliado nas idades 2 e 3, pois na idade 1 os
embrides ainda ndo apresentam olho. Para o indice do olho, os
resultados ndo revelaram diferengas significativas entre os embrides
controle e irradiados (figura 11).
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Figura 11: Efeitos das radiagdes UV-A, UV-B e UV-B+UV-A na média do
indice do olho de embrides de M. olfersi nas idades 2 e 3.

4.2 Analises do ritmo do desenvolvimento

Os eventos do desenvolvimento de M.olfersi apresentam um
ritmo caracteristico para as trés idades estudadas, sendo observado um
atraso nesse ritmo nos grupos de embrides irradiados. Para esta analise
foram utilizados em média 24610ovos para o grupo UV-A; 2402 ovos pra
o grupo UV-B; 842 ovos para o grupo UV-B+UV-A.

Os grupos irradiados com UV-A e UV-B+UV-A nas idades 1 e
2 apresentaram numero superior de embrides em atraso quando
comparado ao grupo UV-B. A porcentagem de embrides em atraso no
grupo UV-B na idade 1 foi semelhante a porcentagem de embrides em
atraso no grupo UV-A na idade 2. Na idade 3 observou-se uma baixa
frequéncia de embrides com atraso do ritmo do desenvolvimento em
relagdo as outras duas idades e o grupo UV-B+UV-A ndo apresentou
embrides com atraso (tabela 2).

Tabela 2: Porcentagem de embrides de M. olfersi que apresentaram
atraso no ritmo do desenvolvimento nas idades 1, 2 e 3 e nos grupos
irradiados com UV-A, UV-B e UV-B+UV-A.

IDADES UV-A UV-B UV-B+A

1 81,41 63,77 100,00
2 62,60 49,48 85,61
3 4,36 0,16 0,00
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4.3 Alteracdoes morfologicas externas dos embrides

A avaliagdo morfoldgica externa realizada nos embrides
controle e irradiados permitiu reconhecer 11 tipos diferentes de
altera¢Ges. Para esta analise foram utilizados em média 2956 ovos para a
idade 1, 2021 ovos para a idade 2; 1966 ovos para a idade 3. A
ocorréncia de alteragdes morfologicas externas torna-se mais visivel
com o avango do desenvolvimento (figura 12).

2504
200+
150+
100+

504

1.0+

% de alteragdes morfologicas

0.0
Figura 12: Porcentagem total de alteragdes morfoldgicas externas em embrides

de M. olfersi. Estio incluidos embrides controle, irradiados com UV-A, UV-B e
UV-A+UV-B, nas idades 1 (barra branca), 2 (barra preta) e 3 (barra cinza).

Na idade 1 os embrides apresentam cinco tipos de alteragdes e
nas idades 2 e 3 foram registrados 10 e 11 tipos de alteragdes,
respectivamente. Das alteragdes morfologicas externas observadas, os
grupos UV-A e UV-B apresentaram mais alteragdes totais, sendo que os
embrides do grupo UV-A apresentaram todos os tipos de alteracdes em
pelo menos uma das idades. Os embrides controle apresentaram menor
porcentagem de alteragdes morfologicas externas em relagdo aos
embrides irradiados com UV, nas trés idades (Tabela 3).

Na idade 1, os embrides do grupo UV-B apresentaram mais
alteragdes totais em relag@o aos outros grupos. Na idade 2 a alteragdo
morfologica mais significativa observada em todos os grupos foi olho
com pigmentagdo branca. Os embrides do grupo UV-B apresentaram
novamente nesta idade um total maior de altera¢cdes em relagdo aos
outros grupos. Na idade 3 as alteragdes mais frequentes em todos os
grupos foram mancha branca no cromatéforo, presente em todos os
embrides dos grupos UV-B e UV-B+UV-A, e olho com pigmentagdo
branca, presente em mais de 90 % dos embrides dos grupos UV-A, UV-
B e UV-B+UV-A (Tabela 3).
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Tabela 3: Descrigdo das alteracdes morfologicas externas observadas
nos embrides de M. olfersi e a porcentagem em cada um dos grupos e
idades analisadas.

IDADE 1

CNT UV-A UV-B };JX; Total
Descricio dos fenotipos  (n = (n = (n = (n _| =

1341) 2319) 1612) 640) 5912)
Ovo estourado 0,15 0,60 0,74 - 0,47
Menor eixo longitudinal 026 ) ) 0.10
do ovo
Maior eixo longitudinal 0,09 0.62 ) 0.20
do ovo
Alte?aqao na granulagio 0.47 0.37 ) 0.29
do vitelo
Color.a}qao opaca do 0.22 037 ) 0.19
embrido
Total 0,15 1,64 2,11 -

IDADE 2

UV-

CNT UV-A UV-B B+A Total
Descricio dos fenotipos  (n = (n = (n = (n _ | (m =

529) 1992) 966) 556) 4043)
Ovo estourado - 1,36 1,04 - 0,92
Forma irregular do ovo - 0,05 - 0,18 0,05
Menor eixo longitudinal 0,05 ) ) 0.02
do ovo
Maior eixo longitudinal 038 2,06 0.31 ) 114
do ovo
Alte?aqao na granulagio 1.96 124 0.18 129
do vitelo
Eclos.:io precoce  do 1.41 031 ) 0.77
embrido
Color.a}g:ao opaca do 3.87 11,08 ) 4,55
embrido
Alteragdo  morfologica 0.19 2.16 0,52 14,39 3.19
do olho
Olho com pigmentagdo ¢ 53 36,40 31,16 22,66 | 30,92
branca
Mancha = branca  no  ygs3 g6 10,14 - 5,76
cromatdforo
Total 37,62 51,15 55,80 37,41
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IDADE 3

CNT  UV-A  Uv-B 9YT | Total
.~ ‘s _ _ _ B+A _
Descricio dos fenotipos  (n = (n = (n = _| =
605) 612) 2226) 489) 3932)
Ovo estourado - 0,81 - - 0,46
Forma irregular do ovo - 3,01 - - 1,70
Menor eixo longitudinal 0.22 0.33 0.61 0.25
do ovo
Maior eixo longitudinal 2.88 0.16 1,43 1.83
do ovo
Altefag:ao na granulagdo 323 0.82 0.41 2.01
do vitelo
Eclosdo  precoce do ) (¢ 6,74 0,65 2,86 437
embrido
Coloragdo opaca  do ¢ ¢ 19,90 11,76 5,52 15,06
embrido
Alteragdo  morfologica 8.76 1271 131 3.07 9.13
do olho
Olho com pigmentagdo (¢ o, 92,41 98,69 100,00 | 90,41
branca
Pigmentagdo ectopica do 1033 25,00 0.61 9.82
olho
Mancha branca — mo oo, g5 100,00 100,00 | 76,81
cromat6foro
Total 151,57 220,26 238,73 214,52

As observagdes morfologicas foram observadas em maior porcentagem nos
grupos irradiados com UV-A e UV-B. As alteracdes morfoldgicas aumentam ao
longo do desenvolvimento. Os tipos de altera¢cdes mais evidentes foram o olho
com pigmentacdo branca nas idades 2 e 3, e a mancha branca no cromatdforo
dos embrides na idade 3. n = numero total de ovos analisados. Total = valor em
porcentagem.

As alteragoes observadas nos embrides, descritas na tabela 3,
estdo ordenadas de acordo com a similaridade dos fenétipos, podendo
ser organizadas da seguinte forma:

- Alteragdes relacionadas ao ovo e vitelo
-- Ovo estourado (figura 13, f, 1)
-- Forma irregular do ovo (figura 13, d, e, g)
-- Menor eixo longitudinal do ovo (figura 13, e)
-- Maior eixo longitudinal do ovo (figura 13, c)
-- Alterag@o na granulagdo do vitelo (figura 13, a, d, k)
- Alteracdes relacionadas a integridade das estruturas embriondrias
-- Coloragdo opaca do embrido (figura 13, a, e, g, 1, 1)
-- Mancha branca no cromatoforo (figura 13, h)
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-- Alteragdo morfologica do olho (figura 13, b, d, e, f, 1, k)
-- Olho com pigmentagdo branca (figura 13, ¢, g, h, 1)

-- Pigmentagdo ectopica do olho (figura 13, j)

-- Eclos@o precoce do embrido (figura 13, I)

Embrides expostos a radiagdo UV

Figura 13: Embrloes de M olfersi controle nas idades 1, 2 e 3 (A) apresentando
suas caracteristicas morfologicas externas tipicas e tipos de alteragdes
morfologicas externas observadas em embrides irradiados com UV (B). Cabeca
de seta preta no embrido na idade 2 (b) e no embrido na idade 3 (e) indica
alteracdo morfoldgica do olho; a seta preta no embrido na idade 3 em (1) indica
olho com pigmentagdo branca; cabeca de seta branca em (h) indica mancha
branca no cromatoforo no embrido na idade 3; asterisco branco em (j) indica a
regido onde ocorreu a pigmentacdo ectopica do olho no embrido na idade 3.
Barra =200 pm.

Estes resultados mostram que os embrides podem apresentar
mais de um tipo de alteragdo morfologica externa e uma mesma
alteragdo pode ser observada em diferentes graus de severidade.

A figura 13 (b) corresponde a um olho vestigial em um embrido
E8, sendo que esta alteracdo foi observada também no embrido E13
(figura 13, k). A pigmenta¢do ectopica do olho (j) foi observada
somente nos embrides da idade 3. De todas as altera¢des observadas nos
embrides, as que apresentaram frequéncia mais significativa nos
embrides na idade 2 e 3 foram as relacionadas a integridade das
estruturas embriondrias, especificamente a mancha branca no
cromatoforo e o olho com pigmentagdo branca (figura 13, h, 1). A figura
14 representa a porcentagem dessas duas alteragdes em cada um dos
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grupos irradiados e controle. Para essas alteragdes, os grupos UV-B e
UV-B+UV-A apresentam baixa freqiiéncia na idade 2, ja na idade 3
essas alteracdes aumentam consideravelmente.

Mancha branca no cromatéforo
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Figura 14: Porcentagem de alteracdes nas estruturas embriondrias de M. olfersi
do grupo controle e dos grupos expostos as radiagdes UV-A, UV-B, UV-
B+UV-A nas idades embrionarias 2 e 3.

4.4 Analises da morfologia interna dos embrides

No presente trabalho avaliou-se também a morfologia interna
dos embrides com intuito de investigar o efeito da radiagdo sobre os
mecanismos celulares de proliferagdo e apoptose, bem como de
respostas aos danos citoplasmaticos e nucleares. A figura 15 apresenta
esquemas e fotos da morfologia externa normal dos embrides nas trés
idades e cortes sagitais correspondentes visando & compreensdo das
metodologias de analises microscopicas adotadas neste estudo.
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Idade 1

Figura 15: Esquemas (a, d, g), fotos do embrido M. olfersi in vivo (b, e, h) e em
cortes sagitais corados com HE (c, f, i) nas trés idades embrionarias. ab:
abddmen; at: antena; lo: lobo 6ptico; ol: olho; pc: papila caudal; te: telson; vi:
vitelo. Barra =200 um (b, e, h) e barra = 100 pum (c, f, ).

4.5 Proliferacio celular

Para avaliar os efeitos da radiagdo UV na proliferagdo celular
dos embrides, foi utilizada a proteina fosfo-histona H3 como marcador
de mitose (figura 16). A analise da proliferagao celular nos embrides do
grupo controle revelou que ocorre uma diminui¢do neste mecanismo
celular ao longo do desenvolvimento.
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Anti-fosfo-histona H3
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Figura 16: Imuno-histoquimica para microscopia de luz utilizando o anticorpo
anti-fosfo-histona H3. Cortes histologicos dos embrides M. olfersi controle e
irradiados nas trés idades. O inserto da figura (g) representa a imuno-
histoquimica para microscopia de fluorescéncia para esta mesma proteina. Barra
=10 pm.
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Figura 17: Densidade numérica por area (NA) de células reativas para fosfo-
histona H3 nas trés idades embrionarias. Barras representam a média + erro e as
diferencas significativas sdo representadas somente em relagdo ao controle. (*)
p <0,05; (***) p<0,001; (****) p <0,0001.

Na idade 1 os embrides irradiados com UV-B+UV-A
apresentaram  densidade  numérica de  proliferacdo  celular
significantemente maior que os do grupo UV-B (85,94 + 6,25; p <
0,0001) e do grupo UV-A (100,84 + 6,43; p < 0,0001). Os embrides
irradiados com UV-B apresentaram densidade numérica de proliferagao
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celular significantemente menor que os do grupo controle (122,62 +
7,33; p < 0,001). A ANOVA de duas vias mostrou um efeito
significativo da intera¢do entre as radiagdes UV-B x UV-A (f (1236 =
28,29; p < 0,0001) revelando que a irradiagdo UV-A apds a irradiagdo
com UV-B reverteu a diminui¢do da proliferagdo celular induzida pela
irradiacdo UV-B (figura 17).

Na idade 2 os embrides do grupo UV-B apresentaram densidade
numérica de proliferacdo celular significantemente maior que o grupo
controle (87,09 + 4,59; p < 0,03). Os embrides do grupo UV-B+UV-A
apresentaram  densidade  numérica de  proliferacdo  celular
significantemente maior que os do grupo UV-A (91,68 £ 5,09; p <
0,0001) e o grupo controle (87,09 = 4,59; p < 0,0001). Nesta idade, a
interagdo entre as radiagdes UV-B x UV-A, avaliada pela ANOVA de
duas vias, ndo foi significativa, revelando que a radiagdo UV-A ndo foi
capaz de reverter o aumento da proliferacdo celular induzida pela
radiacdo UV-B.

Na idade 3, a densidade numérica de proliferacdo celular
observada nos embrides do grupo UV-B+UV-A foi significantemente
maior em relagdo aos grupos controle (66,46 = 4; p < 0,0001), UV-A
(83,65 +£4; p<0,0001) e UV-B (63,03 £ 5; p <0,0001). O grupo UV-A
apresentou densidade numérica de proliferagdo celular maior (p < 0,02)
que o grupo UV-B. A ANOVA de duas vias mostrou um efeito
significativo da intera¢do entre as radiagdes UV-B x UV-A (f (1236 =
11,86; p < 0,0007) (figura 17).

4.6 Apoptose
Para investigar se a radiacdo UV induz apoptose nos embrides,
foram utilizadas as proteinas caspase 8 e caspase 3 como marcadores

celulares associadas, respectivamente, a via apoptética extrinseca e ao
final da via apoptotica (figura 18, 20, 22).
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Figura 18: Imuno-histoquimica para microscopia de luz utilizando o anticorpo

anti-caspase 8 (a, b, ¢, d) e anti-caspase 3 (e, f, g, h). Cortes histologicos dos
embrides M. olfersi controle e irradiados na idade 1. Barra = 10 pm.
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Figura 19: Densidade numérica por area (NA) de células reativas para caspase
8 e caspase 3, na idade 1. Barras representam a média + erro e as diferencas

significativas sdo representadas somente em relagdo ao controle. (*) p < 0,05;
(**) p<0,01; (****) p <0,0001.

Na idade 1, o grupo de embrides irradiados com UV-B
apresentou densidade numérica de células positivas para caspase 8
(360,11 £ 16) significantemente maior em relagdo aos grupos controle
(144,39 + 14,20; p < 0,0001), o grupo UV-A (234,92 + 17,56; p <
0,0001) e o grupo UV-B+UV-A (82,51 + 14,90; p < 0,0001). O grupo
UV-A também apresentou densidade numérica maior em relagdo ao
grupo controle (144,39 + 14,20; p < 0,002) e UV-B+UV-A (p <0,0001).
A ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo da interacdo
entre as radiagdes UV-B x UV-A (f (1216 = 104,48; p < 0,0001)
demonstrando que a irradiagdo UV-A apds a irradiacdo com UV-B
reverteu o aumento da indug@o de caspase 8 pela irradiacio UV-B e
UV-A sozinhas (figura 19).
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A densidade numérica de células positivas para caspase 3 na
idade 1 mostrou que os grupos irradiados com UV-A (119,18 £ 13; p <
0,03) e com UV-B+UV-A (91,68 + 10; p < 0,0001) exibiram densidades
menores em relagdo ao grupo controle (171,89 £ 17,11). A ANOVA de
duas vias ndo mostrou um efeito significativo da interagdo entre as
radiagdes UV-B x UV-A, mas mostrou que as irradiagdes UV-A (f (1 236
= 537, p <0,02) e UV-B (f (1236 = 13,62; p < 0,0003) sozinhas
apresentam efeito significativo (figura 19 e 20).
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Figura 20: Imuno-histoquimica para microscopia de luz utilizando o anticorpo
anti-caspase 8 (a, b, ¢, d) e anti-caspase 3 (e, f, g, h). Cortes histologicos de
embrides controle e irradiados na idade 2. Na figura (b) o corte do tecido
embriondrio permite visualizar as células pigmentadas que compdem a estrutura
do olho. Barra= 10 pm.

ldade 2

400 400
~_ 350, % 380
£ 300 E 300
& 250 @ 250
@ o
% 200 & 200
2 2
@ 1501 w150
S 100 < 100
< <
Z 50 Z 50

od -

[JCNT EJuv-A HE uv-e [ Uv-B+Uv-A

Figura 21: Densidade numérica por area (NA) de células reativas para caspase
8 e caspase 3 na idade 2. Barras representam a média + erro e as diferencas
significativas sdo representadas somente em relagdo ao controle. (*) p < 0,05;
(*¥***%) p <0,0001.

Na idade 2, os grupos irradiados com UV-B (p <0,0001) e com
UV-A (p < 0,02) apresentaram densidade numérica de células positivas
para caspase 8 maior do que o grupo controle (145,76 + 27,41) e UV-
B+UV-A (150,12 £ 8,09). A interagdo entre as radiagdes UV-B x UV-A
revelou através da ANOVA de duas vias, um efeito significativo (f (1 226
= 35,15; p £0,0001) e que a irradiacdo UV-A apos a irradiagdo UV-B
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reverteu as alteragdes induzidas pelas radiagdes UV-B e UV-A sozinhas.
A densidade numérica de caspase 3 em embrides na idade 2 de todos os
grupos ndo apresentaram diferenca significativa entre eles (figura 21).

Idade 3 CNT UV-A _ -B _ UV-BHUV-A
" o e | R

Figura 22: Imuno-histoquimica para microscopia de luz utilizando o anticorpo
anti-caspase 8 (a, b, c, d), anti-caspase 3 (e, f, g, h) e imuno-histoquimica de
fluorescéncia utilizando o anticorpo anti-caspase 3 e DAPI (i, j, k). Tecidos de
embrides M. olfersi controle e irradiados na idade 3. Barra = 10 pm.
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Figura 23: Densidade numérica por area (NA) de células reativas para caspase
8 e caspase 3 na idade 3. Barras representam a média + erro e as diferencas
significativas sdo representadas somente em relagdo ao controle. (**) p < 0,005;
(*##%) p <0,0001.

Na idade 3 a densidade numérica de células positivas para
caspase 8 nos grupos UV-A (289,64 + 12,64; p < 0,0001), UV-B
(154,70 £ 9; p < 0,0001) e UV-B+UV-A (275,97 + 13,91; p < 0,0001)
foi significativamente maior que no grupo controle (55 + 10,51). Entre
os grupos irradiados, a densidade numérica do grupo UV-B foi menor
(154,70 = 9; p < 0,0001) em relagdo aos grupos UV-A e UV-B+UV-A.
A ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo da interacdo
entre as radiagdes UV-B x UV-A (f (1249 = 18,96; p < 0,0001),
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modificando a resposta observada quando foram aplicadas as radiagdes
UV-B e UV-A sozinhas (figura 23).

Na idade 3 apenas o grupo UV-A apresentou densidade
numérica de células positivas para para caspase 3 maior do que o grupo
controle (103,14 £ 7,41; p < 0,004). A ANOVA de duas vias mostrou
efeito significativo da interacdo entre as radiacdes UV-B x UV-A (f
a,236= 4,60; p<0,03) assemelhando-se ao controle (figura 23).

Em complemento da avaliagdo da apoptose induzida pela
radiagdo UV, foi analisada a expressdo da proteina pro-apoptotica Bak e
da proteina anti-apoptotica Bel2 (figuras 24 e 26).

Anti-Bak
UV-A Uv-B UV-B+UV-A

Figura 24: Imuno-histoquimica para microscopia de fluorescéncia utilizando o
anticorpo anti-Bak. Tecidos de embrides controle e irradiados nas trés idades.
Barra=10 um (a—g, i — k). Barra =20 pm (h, 1).

Em todas as idades e em todos os grupos Bak foi observada no
nucleo celular (figura 24). Na idade 1, a densidade numérica de células
positivas para Bak ndo foi significativamente diferente entre os grupos.
Na idade 2 os embrides dos grupos UV-A (48,60 £ 2,15; p < 0,000) e
UV-B (50,85 £ 6,5; p < 0,002) apresentaram densidade numérica maior
que os embrides do grupo controle (26,74 + 3). A ANOVA de duas vias
revelou efeito significativo (f (121) = 21,48; p < 0,0001) da interagdo
entre as radiacdes UV-B x UV-A, recuperando o aumento da expressao
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da proteina Bak nos embrides induzido pela radiacio UV-B e UV-A
isoladamente (figura 25).

Na idade 3, a densidade numérica de células positivas para Bak
no grupo UV-A (70,39 £ 2,53) foi maior que nos grupos controle (38 +
1,45; p < 0,0002), UV-B (29,62 + 4,21; p < 0,0002) e UV-B+UV-A
(35,68 = 4,42; p <0,0002). A ANOVA de duas vias mostrou um efeito
significativo da interagdo entre as radiagdes UV-B x UV-A (f 12 =
15,31; p <0,0007) e que a irradiagdo UV-A apos a irradiacdo com UV-
B apresentou nos embrides densidade numérica de células reativas para
Bak semelhante ao controle (figura 25).
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Figura 25: Densidade numérica por area (NA) de células reativas para Bak nas
trés idades embriondrias. Barras representam a média + erro e as diferengas
significativas sdo representadas somente em relacdo ao controle. (**) p < 0,01;
(***)p <0,001.

Na idade 1, os embrides irradiados com UV-B apresentaram
densidade numérica de células positivas para a proteina Bcl2 (293,94 +

23,37) significantemente maior que os embrides do grupo controle
(213,15 £ 11,18; p < 0,009).
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Figura 26: Imuno-histoquimica para microscopia de luz utilizando o anticorpo
anti-Bcl2. Tecidos de embrides controle e irradiados nas trés idades. Barra = 10
pm.

Na idade 1, o grupo UV-B+UV-A (60,16 £ 35,54) apresentou
densidade numérica menor em relacdo aos grupos controle (213,15 +
11,18; p £ 0,04), UV-A (245,56 = 29,53; p < 0,01) e UV-B (293,94 +
23,37; p < 0,0005). A ANOVA de duas vias mostrou um efeito
significativo da intera¢do entre as radiagdes UV-B x UV-A (f 111y =
18,16; p < 0,0001), revelando que a irradiagdo UV-A apos a irradiagdo
com UV-B reverteu o aumento da expressdo da proteina Bcl2 induzida
pela irradiagdo UV-B.

Na idade 2, o grupo de embrides irradiados com UV-A (228,04
+ 11,85) apresentou densidade numérica de células positivas para Bel2
menor que do grupo controle (375,14 £+ 15,75; p < 0,0001), do grupo
UV-B (375,87 + 22,45; p < 0,0001) e maior que do grupo UV-B+UV-A
(140,95 £ 10,14; 0,007). O grupo UV-B+UV-A também apresentou
densidade numérica menor em relacdo aos grupos controle (p < 0,0001)
e UV-B (p £ 0,0001). A interacdo entre as radiagdes UV-B x UV-A
demonstrou efeito significativo (f (1,197) = 6,46; p < 0,01) da radiacdo
UV-A ap6s a radiagdo com UV-B.

Na idade 3, o grupo irradiado com UV-A apresentou densidade
numérica de células positivas para Bel2 (371,29 + 21,77) maior que os
grupos controle (178,77 + 22; p < 0,0001) e irradiados com UV-B
(158,14 + 17,36; p < 0,0001) e UV-B+UV-A (213,15 £ 15,54; p <
0,0001). A interacdo entre as radiacdes UV-B x UV-A foi significativa
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(f (,136) = 7,73; p < 0,006), apresentando a expressdo da proteina Bcl2
semelhante com a do controle (figura 27).
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Figura 27: Densidade numérica por area (NA) de células reativas para Bcl2 nas
trés idades embriondrias. Barras representam a média + erro e as diferencgas
significativas sdo representadas somente em relagdo ao controle. (*) p < 0,05;
(**)p<0,01; (****) p <0,0001.

4.7 Danos no citoplasma e no nticleo

A ocorréncia de danos na célula induzidos pela radiagdo UV foi
verificada pela presenca da proteina Hsp 70, expressa no citoplasma e
da proteina p53, expressa no nucleo (figuras 28 ¢ 30).

Na idade 1, os embrides irradiados com UV-A apresentaram
densidade numérica de células positivas para p53 (433,17 = 34,25)
maior que os grupos controle (214,87,14 £ 12,12; p < 0,0001), UV-B
(264,71 + 18,86; p < 0,0001) e UV-B+UV-A (66,21 = 14,92; p <
0,0001). Os embrides irradiados com UV-B+UV-A  apresentaram
densidade numérica menor (p < 0,0001) que os grupos controle, UV-A
(433,17 £ 34,25; p <0,0001) e UV-B (p <£0,0001). A ANOVA de duas
vias revelou efeito significativo da interagdo entre as radiacdes UV-B x
UV-A (f (1,103 = 114,46; p < 0,0001), sendo a densidade numérica de
células no grupo UV-B+UV-A menores ao controle.
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Figura 28: Imuno-histoquimica para microscopia de luz utilizando o anticorpo
anti-p53. Tecidos de embrides M. olfersi controle e irradiados nas trés idades.
Barra =10 pm.

Na idade 2, o grupo UV-B+UV-A apresentou densidade
numérica de células positivas para p53 significantemente menor que a
do grupo controle (284,20 + 32,48; p < 0,002) e a do grupo UV-B
(340,35 + 20,46; p < 0,0001). Por outro lado, o grupo UV-B apresentou
densidade numérica (340,35 + 20,46) maior que o grupo UV-A (225,75
+ 14,91; p < 0,001). A ANOVA de duas vias mostrou que a interacdo
entre as radiagdes UV-B+UV-A tem papel reparador (f (; 216 = 8,06; p <
0,005) e que a radiacdo UV-A apds a radiagdo com UV-B reverteu o
aumento da expressao da proteina p53 induzido pela radiagdo UV-B.

Na idade 3, todos os grupos diferiram entre si. Apenas os
embrides do grupo controle ndo apresentaram marcagdes para a proteina
p53. O grupo UV-B apresentou densidade numérica de células positivas
para p53 (98,55 = 16) significantemente menor que o grupo UV-A
(275,03 £ 17,46; p < 0,001) e UV-B+UV-A (202,83 + 13,02; p < 0,001).
A ANOVA de duas vias mostrou que a interagdo entre as radiagdes UV-
B+UV-A foi significativa (f (1,152 = 24,94; p < 0,0001) (figura 29).
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Figura 29: Densidade numérica por area (NA) de células reativas para p53 nas
trés idades embriondrias. Barras representam a média + erro e as diferengas
significativas sdo representadas somente em relacdo ao controle. (**) p < 0,01;
(*¥***%) p <0,0001.

Com relacdo a expressdo da proteina Hsp70, na idade 1, as
médias da densidade numérica de células positivas ndo diferiram
significativamente entre os grupos controle, UV-A e UV-B. O grupo
irradiado com UV-B+UV-A apresentou densidade numérica menor de
células positivas para Hsp70 em relagdo aos grupos controle (218,30 +
18,09; p <0,0002), UV-A (220,02 £ 39,46; p < 0,04) e UV-B (209,71 +
19,86; p < 0,0004). A ANOVA de duas vias revelou efeito significativo
na interagdo entre as radiagdes UV-B+UV-A (f (1,116)= 6,74; p < 0,01).
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Figura 30: Imuno-histoquimica para microscopia de luz utilizando o anticorpo
anti-Hsp70. Tecidos de embrides M. olfersi controle e irradiados nas trés idades.
Barra=10 pm.

Na idade 2, as médias dos grupos controle, UV-A ¢ UV-B
também ndo apresentaram diferencas significativas e a densidade
numérica de células positivas para Hsp70 do grupo irradiado com UV-
B+UV-A foi menor que a dos grupos controle, (269,53 + 25,15; p <
0,0001), UV-A (239,67 + 13,63; p < 0,002) e UV-B (279,15 + 16,95; p
< 0,0001). A ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo da
interagdo entre as radiagdes UV-B+UV-A (f (1 196)= 14,79; p < 0,0002).

Na idade 3, o grupo controle ndo apresentou expressao da
proteina Hsp 70, diferindo dos grupos UV-A (240,65 £ 10; p < 0,0001),
UV-B (166,74 £ 11; p < 0,0001) e UV-B+UV-A (201,11 = 12,9; p <
0,0001). O grupo UV-B diferiu do grupo UV-A (240,65 £ 10; p <
0,0001), apresentando menor densidade numérica de células positivas
para Hsp70. A ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo da
interagdo entre as radiagées UV-B+UV-A (f (1 157y = 72,92; p < 0,0001)
(figura 31).

73



Idade 1 Idade 2

350
———
i

g

£ 250

S 200
o
2150

g 8

NA (Hsp70) mm?
gggis
N 70) mm?
g

|

i Idade 3

. 3004 [ oNT

£ 2504

E 3 uva

';i:znn. -

£ 1501 I uve

< 1007 D uv-B+UV-A
504

Figura 31: Densidade numérica por area (NA) de células reativas para Hsp70
nas trés idades embriondrias. Barras representam a média + erro e as diferengas
significativas sdo representadas somente em relagdo ao controle. (¥**) p <
0,001; (****) p <0,0001.

4.8 Dimeros de pirimidina

Dimeros de pirimidina sdo ligacdo entre as pirimidinas no
DNA, induzidas pela radiagio UV. A imuno-histoquimica de
fluorescéncia e colorimétrica, utilizando um marcador especifico, anti-
dimeros de pirimidina, foi realizada em todas as idades e grupos, porém
nao foi possivel observar os dimeros de pirimidina.

Anti-dimero de pirimidina

= o J0

Figura 32: Imuno-histoquimica utilizando o anticorpo anti-dimero de
pirimidina. Microscopia de confocal utilizando o anticorpo anti-dimero de
pirimidina e a sonda fluorescéncia DAPI (a). Microscopia de luz utilizando o
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anticorpo anti-dimero de pirimidina (b). Ndo foi verificada a marca¢do de
dimeros de pirimidina. Barra = 10 pm.

Em geral, o quadro 4 representa uma visdo geral dos resultados
obtidos neste estudo, demonstrando os efeitos variados nos embrides
expostos a radiagdo UV. A andlise do quadro referente ao grupo
controle permite reconhecer as caracteristicas proprias dos embrides de
M. olfersi ao longo do desenvolvimento.
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Quadro 4: Visdo geral do conjunto de resultados. Os resultados dos grupos irradiados sdo
comparados aos do controle.

CNT | UV-A | UV-B | UV-A+UV-B
Idades
Resultados 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Volume do ovo 55, | 56,
Biometria (um’) 41,6 6 4 U / / ol / ol /
dos ovos e , o 64, | 70,
dos Teor de agua (%) 61,6 9 ) / / / / / / /| B /
embrides fndice do olho e A I I R N I A N R
Morfologia . ++ ++ + | ++ + | ++
exterpfl dos Alteracdes - ++ " N e . - N " - N +
embrides
Atraso no ritmo do EO- | E7 | E10 | + - ) + n ) + | + /
desenvolvimento 6 -9 | -14 | + + + | +
Proliferagdo celular ® @ @ / / / N / /AN A
. Caspase | @ | @ | @ |[A| o | ||| ] /]/]a
Morfologi 8
a interna Apoptose | Caspas3 | @ ® ® | 3|/ N / / / v |/ /
dos Bak ® o ® RO ) /D / / / /
embrides Bcl 2 @ oo/ [V [~/ 7 T8 ¥]
Danos p53 @ @ @ [ A | / A / / NEZIRN2ERS
celulares | Hsp70 | @ @ o [/ [/ [ a]l/]/[a]¥[¥]a
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Para diferenca estatistica:
A\ ¥** aumentou

: ¥* aumentou

: * aumentou

: * diminuiu

: *¥* diminuiu

W ##* diminuiu

Para todos: / : sem alteragdo

ce>

Para porcentagem:
+++: maior que 100%
++: maior que 50%
+: menor que 50%

- : menor que 5%

*: ndo se aplica

Para médias de NA:

©:
®:
Q:
d:
@:
®:
®:

NA=0
NA <50
NA > 50
NA > 100
NA > 200
NA > 300
NA > 400
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Grupo controle: Observa-se que os dados biométricos como
volume do ovo, % de 4gua e indice do olho aumentam ao longo do
desenvolvimento. A proliferacao celular diminui nas idades 2 e 3, pois
no inicio do periodo embrionario € necessario que este mecanismo do
desenvolvimento ocorra com maior intensidade. A proteina p53
também esta presente durante o desenvolvimento, mas estd ausente na
idade 3, indicando que nesta idade os tecidos dos embrides ja
diferenciaram e estes estdo se preparando para a eclosdo. No entanto,
nesta idade observam-se mais alteragdes morfologicas externas,
principalmente nas estruturas embrionarias, provavelmente porque a
diferenciacdo ja ocorreu. A expressdo da proteina caspase 8 permanece
constante at¢ a idade 3, quando ocorre uma diminui¢do da sua
expressdo, o que pode ser um indicativo de que a sinalizagdo para
apoptose comega a diminuir. Os niveis da proteina caspase 3 se mantém
similares ao longo das idades, induzindo a apoptose durante todo o
desenvolvimento. A proteina Bak também estd constantemente presente
durante o desenvolvimento, pode ser que esta proteina desempenhe um
papel no desenvolvimento, outra hipotese € que exista uma reserva desta
proteina na célula, para quando sua atividade for necessaria. A
expressdo da proteina Bcl2 aumenta na idade 2 e diminui na idade 3. A
idade 2 parece ser um periodo critico do desenvolvimento, onde
ocorrerem muitas modificagdes no embrido. A proteina Hsp70 esta
presente nas idades 1 e 2, provavelmente atuando na organizagdo correta
das proteinas durante o desenvolvimento, porém na idade 3 ela esta
ausente.

Grupo UV-A: Os embrides apresentaram aumento no volume
do ovo e menor expressdo da caspase 3 na idade 1, além de atraso no
ritmo do desenvolvimento nas idades 1 e 2. O aumento de p53 na idade
1 indica que essa proteina possa estar induzindo o atraso no ciclo celular
e consequentemente, impedindo a apoptose, a fim de reparar danos, ja
na idade 2 os seus niveis se normalizam. Na idade 2, observou-se que a
expressdo de Bak aumenta e de Bcl2 diminui. A expressdo da caspase 8
esteve aumentada durante as trés idades, principalmente na idade 3,
indicando que ocorreu um estimulo de estresse celular suficiente para
ativar a via extrinseca apoptotica. As proteinas caspase 3, Bak, Bcl2,
Hsp70 e p53 também apresentaram aumento na sua expressao na idade
3. Estes resultados podem mostrar que nessa idade o embrido é mais
sensivel, ou que nessa idade os mecanismos celulares estdo mais ativos,
como os de defesa - Hsp70 e Bcl2 - e os pro-apoptoticos como a p53,
Bak, caspase 8 e caspase 3. Os embrides deste grupo, assim como no
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controle, apresentaram alteragdes morfologicas externas nas idades 2 e
3, mas a proliferagdo celular ndo alterou em nenhuma idade.

Grupo UV-B: Os embrides apresentaram aumento do volume
do ovo e da proteina Bcl2, menor proliferagdo celular na idade 1 e atraso
no ritmo do desenvolvimento nas idades 1 e 2. Entretanto, nesta idade os
embrides apresentaram menor expressdo de p53. Os niveis de caspase 8
foram maiores do que os apresentados pelo grupo UV-A, em todas as
idades. p53 e Hsp 70 também foram maiores na idade 3 e as alteragdes
morfologicas foram mais frequentes nas idades 2 e 3. Bak apresentou
maior expressdo somente na idade 2 e caspase 3 ndo alterou sua
expressdo em nenhuma idade.

Grupo UV-B+UV-A: Os embrides apresentaram 100% de
atraso no ritmo de desenvolvimento na idade 1 e mais de 85% na idade
2. O volume do ovo estava aumentado na idade 1 e somente neste grupo
a porcentagem de agua foi maior na idade 2. No entanto, p53, Bcl2,
Hsp70 apresentaram expressao menor nessas duas idades. A expressdo
da caspase 3 foi menor na idade 1 e a expressdo da proteina Bak nao
apresentaram variagdes em nenhuma das idades. Na idade 3 ocorreu
maior expressdo das proteinas caspase 8, p53 e Hsp70 e as alteragdes
morfologicas externas foram mais frequentes nas idades 2 e 3. A
proliferagdo celular foi maior nas idades 1 e 2.
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5. Discussao

Os efeitos da radiagdo UV nos ambientes aquaticos vem sendo
pesquisados nas ultimas décadas devido ao reconhecimento dos danos
morfologicos e celulares que ela pode causar nos organismos (Kirchhoff
et al., 1996; Naganuma et al., 1997; Lacuna e Uye, 2001; Dong et al.,
2007). As radiagcdes UV-A e UV-B penetram nos ambientes aquaticos e
atingem tanto os invertebrados como os vertebrados que estdo expostos
a radiagdo UV durante todo o seu ciclo de vida. Os embrides que se
desenvolvem nos ambientes aquaticos, requerem maior preocupagao,
pois estudos sugerem que essa ¢ a fase de vida menos tolerante aos
danos da radiagdo UV (Naganuma et al., 1997; Charron et al., 2000;
Bonaventura et al., 2006; Bancroft et al., 2007).

Neste trabalho analisamos alguns mecanismos de defesa
utilizados pelos embrides de M. olfersi em resposta a radiagdo UV,
avaliando os efeitos morfoldgicos e moleculares das radiagdes UV-A,
UV-B e UV-B+UV-A. A existéncia de um sistema de fotorreparo
eficiente foi sugerida por Dong et al., (2008) em embrides de zebrafish.
Em 2007, o mesmo grupo de pesquisadores ja havia descrito que estes
embrides possuem um sistema de fotorreativacdo que pode ser
estimulado pela exposi¢do a radiagdo UV-A. Olson e Mitchell (2006)
estudaram larvas de cinco espécies de peixes e encontraram evidéncias
da presenca de NER em todas as espécies e da fotorreativagdo em duas
espécies. Estudos com crustaceos copépodos, realizados por Lacuna e
Uye (2000; 2001), confirmaram os efeitos deletérios da radiagdo UV-B
e que esses efeitos podem ser recuperados através do fotorreparo.
Contudo, Vega e Epel (2004), em seus estudos com ouri¢os do mar,
consideraram que estes mecanismos de reparos ao DNA, durante a
embriogénese de invertebrados, ainda ndo estdo bem esclarecidos.

Nossos dados mostram que as radiagdes UV-A e UV-B
utilizadas isoladamente nos embrides causam efeitos diferentes; e
embrides expostos a radiagdo UV-B seguida pela UV-A, apresentam
efeitos mais atenuados, quando comparados com os embrides iradiados
com UV-A ou UV-B. Dados semelhantes foram observados por
Krutmann (2006) em seus estudos sobre a interagdo das radiagdes UV-A
e UV-B utilizando células da pele humana. Segundo Krutmann (2006) e
Dong et al. (2007), a radiagdo UV-A também causa danos celulares e
moleculares, porém menos evidentes do que os causados pelas radiagdes
UV-B e UV-C, devido a menor absor¢do direta de alvos bioldgicos, o
que também pode ser observado no nosso trabalho.
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Somosy (2000) mostrou que os diferentes tipos de radiagdes
tém efeito sobre a célula e que as respostas celulares a exposigdo dessas
radiagdes t€m muitos elementos comuns; em geral, as células
respondem com estresse e apoptose causada por danos ao DNA,
alteracdo dos sinais de traducdo ou instabilidade génica.

5.1 Efeitos da radiacao UV na idade 1

Os embrides na idade 1 ndo apresentaram alteragdes
morfologicas externas significativas, pois a ocorréncia das alteragdes
ndo foi maior do que 1%, provavelmente porque nesta idade ha um
numero reduzido de estruturas embrionarias.

O aumento no volume do ovo e o atraso no ritmo do
desenvolvimento na idade 1, ocorridos principalmente nos embrides
expostos as radiagdes UV-A e UV-B+UV-A, pode evidenciar um atraso
no ciclo celular visando a recuperagdo de alguma alteragdo. Isto pode
indicar que a irradiagdo dos embrides com UV-A apos a irradiagdo com
UV-B seja uma forma de recuperar os danos causados pela radiagéo
UV-B. Porém este atraso no ritmo do desenvolvimento foi menos
evidente nos embrides do grupo UV-B.

A analise da proliferacdo celular na idade 1 mostrou que os
embrides irradiados com UV-A e UV-B apresentaram menos células em
divisdo em relagdo ao controle. Esse resultado, quando avaliado
juntamente com a proteina p53, mostra que os embrides irradiados com
UV-A tiveram a expressao dessa proteina aumentada em duas vezes
quando comparada ao controle. O atraso no ritmo de desenvolvimento
dos embrides irradiados com UV-A na idade 1, associado ao aumento da
proteina p53, pode sugerir que p53 esta atuando nessas células visando o
reparo dos danos, pois em situagdes de estresse, a célula pode ficar
retida por um longo periodo em GIl. A proteina p53 estimula
mecanismos essenciais para o desenvolvimento normal, como
proliferagdo, diferenciacdo e apoptose, sendo regulada a nivel
transcricional, traducional e pds-traducional. Quando os danos ao DNA
ndo sdo passiveis de reparo, p53 induz a apoptose (Danilova et al.,
2008).

Altas doses de radiagdo UV induzem a fosforilagdo de p53 na
ser46 a qual promove a expressao de pS3AIP1 (do inglés, p53-regulated
Apoptosis-Inducing Protein 1), uma via pré-apoptotica que dissipa a
mitocondria através do gradiente eletroquimico da membrana interna
(Oda et al., 2000). Por outra via, p53 pode translocar-se para a
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mitocondria e interagir com membros da familia Bcl2, a fim de induzir
Bak e/ou Bax a permeabilizar a membrana mitocondrial (Leu et al.,
2004).

A expressdo da proteina Bak nos embrides irradiados foi menor
que no controle, sugerindo que essa proteina nio esteja atuando na
permeabilizagdo da membrana mitocondrial, induzida por p53 na via
apoptdtica intrinseca. Por outro lado, a proteina caspase 8, ativadora da
apoptose na via extrinseca, foi consideravelmente expressa nos embrides
na idade 1, nos grupos irradiados com UV-A e UV-B. A via extrinseca
da apoptose ¢ responsavel pela eliminagdo de células excedentes durante
o desenvolvimento, maturagdo do sistema imune e eliminagdo de
tumores (Ashkenazi e Dixit, 1998). Nesta via, caspase 8 ¢ recrutada e
cliva a caspase 3, efetora da apoptose, que também pode ser clivada pela
caspase 9 na via intrinseca apoptdtica. Nossos dados mostram que a
proteina caspase 3 diminuiu nos grupos UV-A e UV-B quando
comparado ao controle, indicando a ocorréncia de estresse celular, sem,
contudo levar a apoptose.

Os niveis da proteina Hsp70 induzivel por estresse, tanto nos
grupos irradiados com UV-A e UV-B como no controle foram similares,
mostrando ndo haver atividade induzida por estresse celular nesta idade.
Bonaventura et al. (2005; 2006) analisou a expressdao dessa proteina no
desenvolvimento de ouri¢os do mar em idades iniciais e seus dados
mostraram que os niveis da proteina Hsp70 s@o rapidamente elevados
apos o estresse causado pela radiagdo UV-B e que e a regulacdo da
Hsp70 nao ocorre a nivel transcricional, o que nio foi observado nesta
idade.

5.2 Efeitos da radiacio UV na idade 2

Na idade 2, a frequéncia de alteragdes morfologicas externas
aumentou, inclusive no grupo controle, porém os grupos UV-A e UV-B
apresentaram uma porcentagem de alteracdes maior que o controle e
UV-B+UV-A. A alteragdo que foi mais proeminente em todos os grupos
foi a pigmentagdo branca nos olhos.

Na idade 2, a presenca da pigmentacdo do olho ja pode ser
observada, indicando a formacdo desta estrutura. Assim, foi realizada a
analise do indice do olho, que reflete o grau de desenvolvimento de
estruturas internas. Essa relacdo ja foi descrita para M. olfersi por
Simoes-Costa et al. (2005). Apesar do indice do olho ser considerado
uma importante caracteristica morfoldgica, alteragdes deste indice nos
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embrides irradiados, tanto na idade 2, quanto na idade 3, ndo foram
registradas, sugerindo que as estruturas internas mantiveram seu padrao
de desenvolvimento, mesmo quando expostas as irradiagdo UV.

De maneira geral, a quantidade de agua nos ovos foi maior
somente no grupo UV-B+UV-A e esse grupo também apresentou mais
embrides com atraso no ritmo do desenvolvimento que os grupos UV-A
e UV-B. No entanto, a proteina p53 no grupo UV-B+UV-A foi menor
em relacdo ao controle. A proliferagdo celular nesta idade foi maior no
grupo UV-B e principalmente no grupo UV-B+UV-A. O atraso do ritmo
do desenvolvimento no grupo UV-B+UV-A, relacionado com o
aumento da quantidade de agua e da proliferagio celular, aparentemente
ndo bloqueada pela p53, mostra que o desenvolvimento esta
prosseguindo dentro de uma aparente normalidade.

Os niveis de caspases 8 e 3 nesta idade foram semelhantes nos
grupos irradiados e no controle. Esses dados sugerem que a irradiagdo
UV-A, apos a irradiacdo UV-B, recupera os danos causados pelas
radiagdes UV isoladas, pois as alteracdes morfoldgicas externas neste
grupo foram iguais as do controle. A taxa apoptdtica reduzida nos
grupos UV-A e UV-B pode gerar mais alteragdes externas, visto que os
embrides apresentaram mais sinais de danos celulares, como o aumento
da caspase 8 e Bak, sem maior expressdo das proteinas Bcl2 e Hsp70.

O conjunto de informacgdes de resultados obtidos na idade 2
parece indicar que esta idade representa um periodo de ajuste das
processos celulares, onde observa-se variagdes significativas dos niveis
das proteinas, que tendem a se ajustar ao longo da idade 3.

5.3 Efeitos da radiacao UV na idade 3

Na idade 3, os dados biométricos ndo apresentaram alteragdes e
0 atraso no ritmo do desenvolvimento ndo é mais expressivo. A proteina
p53 esta presente somente nos grupos irradiados, principalmente no
grupo UV-A e UV-B. Esses resultados indicam que nesta idade, onde os
embrides ja estdo bem desenvolvidos e prestes a eclodirem, a p53 deixa
de atuar no desenvolvimento normal do embrido e passa a ter fungdo
sinalizadora de estresse. Porém, nesta idade, o mecanismo de parada do
ciclo celular para fins de reparos também ndo estd mais ativo, como
observado principalmente na idade 1. Em consequéncia, as alteragdes
morfologicas externas nesta idade estdo elevadas, principalmente nos
grupos irradiados, tendo embrides com mais de um tipo de alteracdo,
principalmente nas estruturas embrionarias, como o olho e o
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cromatéforo. A elevada alteragdo nos cromatdforos mostra que esta
estrutura, conhecida por absorver a radiagdo UV e proteger o embrido,
pode estar sendo prejudicada por ainda ndo terem a capacidade de atuar
nesse processo. Observou-se que a caspase 3 estd elevada somente no
grupo UV-A nesta idade, este dado refor¢a a idéia de que a falta de
apoptose pode levar ao aumento de alteragdes morfologicas externas.

Na idade 3, a Hsp70 esta elevada nos grupos irradiados e
ausente no controle, mostrando sua atividade de protegdo celular diante
de um estressor.

A proteina Bcl2 na idade 3 esta aumentada no grupo UV-A,
sugerindo que nesta idade esta proteina possui uma maior atividade. A
presenga da proteina Bak foi similar entre os grupos UV-B, UV-B+UV-
A e controle, e elevada no grupo UV-A. Bak pode ser observada em
todos os grupos e nas trés idades provavelmente porque Bak ¢ Bax
participam da dindmica morfolégica mitocondrial em células normais,
balanceando os processos de fissdo e fusdo. Bak interage com proteinas
de fusdo mitocondrial, as mitofusinas (Mfnl e Mfn2) e durante a
apoptose a Bak se dissocia de uma proteina de fusdo mitocondrial e se
associa a outra, ocorrendo assim, a fragmentacao mitocondrial, evento
que precede a ativagao da caspase (Frank et al., 2001; Wei et al., 2001;
Okamoto e Shaw, 2005; Karbowski et al., 2006). O estudo de Suyama et
al. (2002) mostrou que a Bak pode levar a apoptose via TNF (do inglés,
Tumor necrosis factor) independentemente da presenca da caspase 3,
processo que em nossos estudos poderia estar acontecendo na idade 2,
onde os grupos UV-A e UV-B apresentaram aumento de Bak, sem
aumento da caspase 3.

As proteinas da familia Bcl2 foram encontradas em diferentes
organelas celulares. As proteinas Bax e Bid foram localizadas no RE e
no envelope nuclear (Gajkowska et al., 2004), a proteina Bcl2 esta
presente na membrana externa mitocondrial, na membrana nuclear e no
RE (Monaghan et al., 1992; Krajewski et al., 1993; Lithgow et al.,
1994) e Bak, na membrana externa mitocondrial e no RE (Wei et al.,
2001, Nutt et al., 2002; Zong et al., 2003). Observamos na nossa
pesquisa, através da técnica de imuno-histoquimica, que a proteina Bak
estd localizada no nucleo celular. As proteinas pro-apoptoticas de
multidominios BH, como a Bak, sdo estruturalmente similares entre si e
as proteinas anti-apoptoticas (Adams e Cory, 1998; Suzuki et al., 2000)
e também assemelham-se por possuirem um dominio transmembrana no
terminal COOH, que faz com que essas proteinas se integrem facilmente
na bicamada lipidica das membranas, o que ajuda a direciona-las para as
membranas intracelulares (Chen-Leavy e Cleary, 1990). Por estas
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caracteristicas, ¢ bem possivel que a proteina Bak possa estar também
presente na membrana nuclear, confirmando nossos resultados.

A presenca destas proteinas no nticleo, no RE e na mitocondria,
levou os pesquisadores a investigarem os mecanismos que justificam
esta disposicdo. Resultados ultra-estruturais e de imunocitoquimica
demonstraram que a mitocondria e o RE sdo interconectados fisicamente
e fisiologicamente, afetando o metabolismo mitocondrial e alguns
processos celulares (Gajkowska et al., 2004). Trabalhos tém
demonstrado que proteinas de multidominios da familia Bcl2 sdo
capazes de afetar o fluxo de calcio (Ca”") via reticulo endoplasmatico -
mitocondria (Wei et al., 2001, Nutt ef al., 2002; Zong et al., 2003).

O RE ativa a apoptose em resposta aos fatores que interferem
no seu funcionamento, como o fluxo de célcio, que levam a produgao de
proteinas com alteragdo no processo de dobramento. Estas proteinas
acabam acumulando-se e agregando-se no RE, causando um estresse
que pode levar a ativagdo da apoptose via caspase 12 (Kaufman, 1999;
Nakagawa et al., 2000).

Zong et al. (2003) observou que as proteinas Bax/Bak podem
também estar envolvidas na ativagdo da apoptose via RE, pois a falta de
calcio levou ao estresse no RE, induzindo mudangas conformacionais ¢
a oligomerizagdo de Bax e Bak na membrana do RE, a clivagem
especifica da caspases 12 ¢ a morte celular. Gajkowska et al. (2004)
observou que Bax e Bid localizados no RE, mitocondria e nucleo
medeiam a ligagdo entre RE e mitocondria, e estdo envolvidos na
coordenagdo da sinalizagdo do calcio e apoptose. As proteinas Bax e Bid
fariam com que o calcio do RE diminuisse, levando a mudangas nos
niveis de calcio na mitocondria, o que contribuiria para a liberagdo do
citocromo ¢, que ¢ dependente do fluxo de calcio, e a morte celular.
Trabalhos anteriores deste grupo mostraram que Bax e Bid translocam-
se da mitocondria, do RE e do envelope nuclear e interagem com outros
componentes para formar poros e promover a liberagdo do citocromo ¢
da mitocondria, em resposta a estimulos apoptéticos (Godlewski et al.,
2001; 2002; Gajkowska e Wojewodzka, 2002, Kolek et al. 2003). Ja a
proteina Bcl2 tem sido considerada como estabilizadora do gradiente de
calcio entre o citoplasma e o RE e entre o citoplasma e o nucleo, através
de formacdo de poros na membrana, suprimindo a apoptose. Esta
capacidade da proteina Bcl2 pode fornecer uma base comum para a
funcdo de Bcl2 em diferentes compartimentos subcelulares (Lam et al.,
1994; Marin et al., 1996).

A regulagio do calcio nessas trés organelas provavelmente esta
relacionada com a fun¢@o dos membros da familia Bcl2, sugerindo que
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as proteinas anti-apoptoticas e pro-apoptoticas possuem fungdes
distintas e separadas (Brown, 1997).

5.4 Dimeros de pirimidina

Na célula, a radiacdo UV-B ¢ absorvida pelo DNA podendo
formar fotoprodutos de DNA, como CPD, (6-4) PP e ligacdes entre
proteinas e 0 DNA. Esses fotoprodutos podem iniciar na célula respostas
contra o estresse (Batista, et al, 2009; Boesch et al. 2011). A
quantificacdo dos CPD através do ensaio do cometa é uma das
ferramenta mais utilizada nas pesquisas com radiagdo UV-B para
verificar os danos ao DNA. Esta técnica permite a detec¢io de
imunofluorescéncia dos CPD e (6-4) PP no DNA de células isoladas
(Sauvaigo et al., 1998). No nosso trabalho a investigagdo da presenca de
dimeros de pirimidina no DNA foi realizada por imuno-histoquimica,
porém ndo foi possivel detectar a presenca de dimeros através desta
técnica, em nenhum dos grupos experimentais.

No entando, experimentos de Brenneisen et al. (2002) com
células anucleadas demonstraram que existe uma outra resposta a
radiagdo UV-B que ndo ¢é dependente do nticleo. Este estudo mostra a
importancia de realizar outras técnicas para a verificagdo dos danos
causados pela radiagdo UV, visto que eles ndo ocorrem somente a nivel
nuclear.

5.5 Fotorreativacdo da radiacdo UV-A

Estudos sobre a fotorreativag¢do da radiagdo UV-A foram
realizados em animais aquaticos expostos a radiacdo UV (Applegate e
Ley, 1988; Dong et al., 2008) e nesses estudos foi observado esse reparo
em relagdo aos CPD (Applegate e Ley, 1988), eclosdo, malformacao,
mortalidade e padrdo vascular (Naganuma et al., 1997; Lacuna e Uye,
2001; Dong et al., 2007; 2008). Dong et al., 2008 observou que a
fotorreativacdo de UV-A foi mais efetiva durante o estagio de gastrula
em embrides de zebrafish e menos efetiva em fases anteriores ou
estagios posteriores.

Nossos experimentos mostraram que na maioria dos casos, UV-
A imediatamente apds a radiacdo UV-B, recuperou as alteragdes
moleculares causadas pelas radiagdes UV-A, assim como pela UV-B,
utilizadas separadamente. Em alguns casos, onde ndo foi observada essa
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fotorreativagdo, as proteinas também ndo variaram quando comparado
ao controle.

Naturalmente, os organismos estdo expostos a determinados
niveis da radiacdo UV-A e UV-B, no entanto a deple¢do da camada de
ozonio esta fazendo com que aumente os niveis da radiagdo UV-B na
superficie terrestre sem o aumento proporcional da radiacdo UV-A e luz
visivel, envolvidas na fotorreativagdo e fotorreparo do DNA (Smith e
Baker, 1989; Lesser et al., 2001).

De um modo geral, a radiagdo UV n@o inviabilizou os embrides
de M. olfersi e as alteragdes morfologicas externas foram mais
frequentes em embrides nas idades 2 e 3, em estruturas que
aparentemente ndo comprometem os embrides. Foi observado atraso no
ritmo do desenvolvimento nos embrides irradiados, sendo mais
eminente nas idades 1 e 2. Este atraso no ritmo do desenvolvimento
pode estar relacionado com o aumento da proteina p53 nos embrides
irradiados com UV-A na idade 1. Entretanto, o aumento dessa proteina
nos embrides irradiados na idade 3, pode estar relacionado com a
inducdo de estresse pela radiagdo UV, assim como a proteina Hsp70,
que também foi maior em todos os grupos irradiados nesta idade e, a
auséncia destas proteinas no grupo controle na idade 3 fundamenta esta
hipoétese.

O padrio de proliferagdo celular nos embrides parece nao ser
afetado pela radiagdo UV e somente o grupo UV-B na idade 1
apresentou diminui¢do da proliferacdo celular. No entanto, a radiagdo
UV causou o aumento da proteina caspase 8 em embrides nas trés
idades dos grupos irradiados com UV-A e UV-B, e no grupo UV-
B+UV-A, apenas nos embrides na idade 3. Essa expressdo aumentada
da proteina caspase 8 mostra que realmente esta ocorrendo um estresse
pela radiacdo UV e que esse estresse pode ativar a via extrinseca
apoptatica.

A radiagdo UV interferiu na expressdo da proteina caspase 3
nos embrides irradiados com UV-A e UV-B+UV-A, onde ocorreu uma
diminui¢ao na idade 1 de ambos e aumento na idade 3 do grupo UV-A.
A variacdo desta proteina efetora apoptdtica, mostra que a radiagdo UV
¢ capaz de interferir no padrao apoptdtico dos embrides.

A proteina Bak foi mais expressa na idade 2 dos embrides
irradiados com UV-A e UV-B, e na idade 3 do grupo UV-A, mostrando
que possivelmente a radiagdo UV também pode ativar a via intrinseca
apoptdtica. A expressdo aumentada da proteina Bcl2 na idade 1 do
grupo UV-B e na idade 3 do grupo UV-A, indica um possivel bloqueio
das proteinas pro-apoptoticas. No entanto ela foi menor nos grupos UV-
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B+UV-A idade 1 e 2, e no grupo UV-A idade 2, onde Bak estava
aumentada.

Estes resultados mostram que a radiagdo UV possa ativar nos
embrides irradiados tanto a via apoptdtica extrinseca, quanto a via
intrinseca, ou ainda, ativar a via extrinseca e através da mediacdo com a
caspase 8, ativar a via intrinseca, ocorrendo a subsequente clivagem da
proteina BID (Gross et al., 1999; Li, et al., 1998), que induz as proteinas
Bax e/ou Bak a atuarem na membrana mitocondrial (Wang, 2001).

Em relagdo a fotorreativagdo pela radiacdo UV-A, foi
observado que ocorre uma recuperacdo dos danos causados pela
radiagdo UV nos embrides irradiados com uma dose suplementar de
UV-A. No entanto, seria necessario realizar técnicas complementarem
que mostrassem se os elementos dos mecanismos de reparo estio ativos,
como a proteina fotoliase, induzida pela radiagdo UV-A.

Nossa pesquisa abrangeu todo o periodo embrionario do
camardo M. olfersi, agrupados em trés idades e os efeitos morfologicos e
celulares das radiacdes UV-A e UV-B isoladas e UV-B seguido pela
UV-A por um tempo suplementar, a fim de reconhecer possiveis reparos
induzidos pela radiagdo UV-A. Este trabalho também demonstrou que o
camardo M. olfersi ¢ um bom modelo para estudos sobre a radiagdo UV,
considerando o carater conservativo dos mecanismos celulares.

Seria interessante realizar mais pesquisas sobre as radiagdes
UV, devido os reconhecidos efeitos nocivos que essa radiagdo pode ter
sobre as células, moléculas e no ambiente como um todo. Ndo menos
relevantes sdo os estudos com embrides de invertebrados do ambiente
aquatico, visto que essa fase da vida ¢ pouco pesquisada, embora tenha
grande sensibilidade aos estressores como a radiagdo UV, a qual eles
estdo expostos durante todo o seu ciclo de vida. Poderia para esse fim,
ampliar e detalhar os resultados obtidos neste trabalho, utilizando outros
marcadores de vias apoptoticas e outras técnicas, como por exemplo, a
técnica de imunogold em microscopia eletrOnica para confirmar a
presenga da proteina Bak no nucleo, assim como Monaghan et al.
(1992), Lithgow et al. (1994), Zong et al. (2003) e Gajkowska et al.
(2004) realizaram em seus estudos, e Real-time PCR para avaliar a
regulagdo a nivel transcricional das proteinas de estresse celular e
nuclear, utilizadas neste estudo, assim como outras proteinas envolvidas
no desenvolvimento.
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5.6 Consideracoes finais

Nossos resultados sobre os efeitos da radiacio UV nos
camardes M. olfersi mostraram que as alteragdes morfologicas externas
observadas nos embrides, ndo foram capazes de inviabiliza-los durante o
desenvolvimento.

O atraso no ritmo do desenvolvimento ocorreu nos embrides
irradiados nas idades iniciais, talvez induzidos pela proteina p53, a fim
de reparar danos celulares e nucleares ocorridos nos embrides expostos
aradiagdo UV.

A proliferagdo celular nos embrides irradiados em geral nio €
afetada pela radiagdo UV, o que pode estar relacionado com a
viabilidade desses embrides.

A radiacdo UV interferiu na regulagdo das proteinas de estresse
celular no final do periodo embrionario e nas proteinas anti-apoptdticas
e pro-apoptoticas durante todo o desenvolvimento embrionario.

O conjunto de resultados da idade 2, incluindo o controle,
demonstrou que esta idade representa um periodo critico, onde ocorrem
variagdes dos processos celulares, que tendem a se ajustarem durante a
idade 3.

O camardo M. olfersi ¢ um bom modelo para estudos sobre a
radiagdo UV, considerando o carater conservativo dos mecanismos
celulares.

Por fim, a radiagdo UV-A parece realmente atuar no processo
de fotorreativagdo celular, recuperando danos nos embrides expostos a
radiacdo UV.
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