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Resumo geral

O espectro eletromagnético pode ser dividido em diferentes regides, cujas caracteristicas
variam de acordo com o comprimento de onda. Deste, a radiacdo UV compreende uma
pequena faixa, que varia de 100 até 400 nm. A agdo antropogénica, através da liberagao
de compostos derivados dos clorofluorcarbonos (CFC’s), vem provocando
progressivamente a diminuicdo da camada de ozonio, acarretando no aumento da
incidéncia da radiagdo UV, principalmente da radiagdo UVB, sobre a superficie terrestre.
A radiagdo UV pode desencadear diferentes reacdes fotoquimicas e interagdes
secundarias envolvendo, como por exemplo, a geragdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), além de ativar componentes do sistema imune, desencadeando respostas
inflamatoérias. O acimulo de EROs no organismo pode ser prejudicial, pois pode levar a
varias formas de modificacdes celulares, além da geracdo do estresse oxidativo. Os
tecidos podem normalmente se defender contra os danos desencadeados pelas EROs
através do uso de mecanismos especificos de redugao destas, que podem ser enzimaticos
ou ndo enzimaticos. Entre as enzimas que participam da defesa antioxidante podemos
destacar a catalase (CAT) e a glutationa S-transferase (GST). Dos diferentes sistemas
animais, o visual, estd constantemente exposto a radiagdo UV. Os efeitos agudos da
exposicdo a radiacdo UV sobre os tecidos mais expostos tém sido investigados.
Entretanto, os efeitos da exposi¢ao cronica a radiacdo UV tém sido investigados com
menos intensidade, principalmente no sistema visual. Neste sentido, investigamos os
efeitos provocados pela exposicdo cronica da radiagdio UVB no sistema visual do
caranguejo Neohelice granulata, através de analises bioquimicas e morfoldgicas na retina
e lobo Optico. Os animais foram expostos a uma baixa dose (0,09 J/cm?) de radiagdo UVB
por 1, 15, 30 ou 60 dias, enquanto o grupo controle foi exposto a luz visivel pelos mesmos
periodos amostrais. Na retina, observamos um aumento na concentragdo de EROs, na
atividade da CAT e na atividade da GST ap6s o primeiro dia de exposicao a radiacao
UVB. J4 apos 15 dias de exposi¢do, verificamos um aumento dos niveis de ACAP, uma
diminuicdo da atividade da GST e uma diminui¢do dos niveis de LPO. No entanto, apos
30 dias de exposi¢do, nds observamos um aumento na concentragdo de EROs, uma
diminui¢do dos niveis de ACAP e uma diminui¢do da atividade da CAT. Ja ap6s 60 dias,
observamos um aumento dos niveis de ACAP. No lobo 6ptico, observamos, apds o
primeiro dia de exposi¢do, um aumento na atividade da GST e uma diminuic¢do dos niveis
de LPO. Ja com 15 dias de exposi¢do, verificamos uma diminui¢do na concentracdo de
EROs e um decréscimo na atividade da CAT. Ja ap6s 30 dias de exposi¢@o, observamos
uma diminuig¢ao na atividade da CAT apos exposicao a radiagdo UVB. No entanto, apos
60 dias, verificamos um aumento na concentracdo de EROs nos animais expostos quando
comparados ao grupo controle. Na analise morfologica, observamos altera¢des apos 60
dias de exposi¢do, onde na retina, pudemos constatar um processo inflamatorio, através
da infiltracdo de hemdcitos nesta regido. Ja na lobo 6ptico, observamos, apds 60 dias de
exposi¢do, uma desorganizag¢do nos corpos celulares na medula externa. Sendo assim,
podemos concluir que a exposi¢ao cronica a baixas doses da radiacdo UVB altera o status
oxidativo do sistema visual do caranguejo N. granulata, porém o sistema de defesa parece
estar atuando para proteger os tecidos da LPO desencadeadas pelas EROs. Além disto,
mesmo nao identificando dano de LPO, podemos verificar um processo inflamatorio no
sistema visual do N. granulata, o que mostra que existe um processo danoso
desencadeado pela exposicao cronica a radiacao UV.

Palavras-chave: radiagdo UVB; crusticeos; espécies reativas de oxigénio; sistema de
defesa antioxidante.



Abstract

The electromagnetic spectrum can be divided into different regions, whose characteristics
vary according to the wavelength. The UV radiation comprises a small range, from 100
to 400 nm. The anthropogenic action, through the release of compounds derived from
chlorofluorocarbons (CFC’s), has been progressively causing a decrease in the ozone
layer, leading to the increase of UV radiation incidence, mainly the UVB radiation, on
the Earth’s surface. The UV radiation can trigger different photochemical reactions and
secondary interactions involving, for example, the generation of reactive oxygen species
(ROS), besides activating components of the immune system, triggering inflammatory
responses. The accumulation of ROS in the organism can be harmful, because it can lead
to many forms of cellular modifications, besides the generation of oxidative stress. The
tissues can usually defend themselves against the damages caused by ROS through the
use of specific mechanisms of ROS reduction, which may be enzymatic or non-
enzymatic. Among the enzimes that participate of the antioxidant defense we can
highlight catalase (CAT) and glutathione S-transferase (GST). Of the different animal
systems, the visual, is constantly exposed to UV radiation. The acute effects of UV
radiation exposure on the more exposed tissues has been investigated. However, the
effects of chronic exposure to UV radiation has been less investigated, mainly in the
visual system. In this sense, we investigated the effects of chronic UVB exposure on the
visual system of the crab Neohelice granulata through biochemical and morphological
analyses in the region of the retina and optic lobe. The animals were exposed to a low
dose (0.09 J / cm?) of UVB radiation for 1, 15, 30 or 60 days, while the control group was
exposed to visible light for the same period. In the retina, we observed an increase in the
ROS concentration, in the CAT activity and GST activity after the first day of exposure
to UVB radiation. After 15 days of exposure, we verified an increase on the ACAP levels,
a decrease of GST activity and a decrease of LPO levels. However, after 30 days of
exposure, we observed an increase of ROS concentration, a decrease of ACAP levels and
a decrease of CAT activity. After 60 days of exposure, we observed an increase of the
ACAP levels. In the optic lobe, we observed, after the first day of exposure, an increase
on the GST activity and a decrease of LPO levels. With 15 days of exposure, we verified
a decrease of ROS concentration and a decrease of CAT activity. After 30 days of
exposure, we observed a decrese of CAT activity after the UVB radiation exposure.
However, after 60 days, we verified an increase of ROS concentration in the exposed
animals when compared to the control group. In the morphological analyses, we observed
alterations after 60 days of exposure, where in the retina, we observed an inflammatory
process, due to the infiltration of hemocytes in this region. In the optic lobe, we observed,
after 60 days of exposure, disorganization in neuron cell bodies of external medulla.
Therefore, we can conclude that the chronic exposure to a low doses of UVB radiation
alters the oxidative status of the visual system of the crab N. granulata, however the
defense system appears to be acting to protect the tissues from LPO triggered by ROS. In
addition, even without identifying LPO damage, we can verify an inflammatory process
in the visual system of N. granulata, which shows that there is a harmful process triggered
by chronic exposure to UV radiation.

Keywords: UVB radiation; Crustacean; Reactive oxygen species; antioxidant defense
system.



1. Introducio geral:

1.1 Radiacao Ultravioleta

As ondas eletromagnéticas, emitidas através do sol, sdo uma importante fonte de
energia, cujas caracteristicas podem variar de acordo com o comprimento de onda
(Corréa, 2015). Segundo Diffey (2002), o que caracteriza as propriedades de qualquer
regido do espectro solar ¢ o seu comprimento de onda. Neste sentido, podemos subdividir
0 espectro solar em: raios gama, raios X, radia¢do ultravioleta (UV), luz visivel,
infravermelho, micro-ondas e ondas de radio.

As regidoes do espectro eletromagnético, provenientes da radiagdo solar, que
englobam a radiagdo UV, luz visivel e o infravermelho, chegam a superficie terrestre
(Balogh et al., 2011). Destas, a radiagdo UV que representa uma pequena parcela da
radiacado solar total incidente sobre a superficie terrestre, compreende uma pequena faixa
deste espectro, cujos comprimentos de onda variam de 100 até 400 nm (Corréa, 2015;
Diffey, 2002).

No ano de 1932, no Segundo Congresso Internacional sobre Luz, iniciaram-se as
primeiras discussdes para se dividir a radiacdo UV em diferentes regides do espectro de
acordo com o seu comprimento de onda. Sendo assim, considerando os seus possiveis
efeitos biologicos, como a capacidade de causar dano nos mais diversos componentes
celulares, a radiagdo UV foi subdividida em trés diferentes regides: UVA (320-400 nm),
UVB (280-320 nm) e UVC (100-280 nm). Entre estas, as regides que compreendem as
faixas do UVA e do UVB sdo também denominadas de UV solar (Diffey, 2002), pois
podem chegar até a superficie terrestre (Fabo et al., 2004), enquanto a UVC ¢
completamente absorvida na atmosfera.

A radiacao UV que chega a superficie terrestre ¢ atenuada ao interagir com os

diferentes componentes atmosféricos. Esta atenuagdo esta diretamente relacionada com o



tipo de radiacdo incidente, uma vez que € mais intensa para os comprimentos de onda
mais curtos (Corréa, 2015). Dos diferentes gases presentes na atmosfera, o 0zonio (O3),
formado através da jung@o de um atomo livre de oxigénio (O) e uma molécula de oxigénio
(O2), € responsavel por absorver a maior parte da radiacdo UV incidente. Neste sentido,
a camada de ozonio forma um escudo protetor natural da Terra contra a radiacdo UV.

A acdo antropogénica vem provocando a deple¢do do ozonio estratosférico,
formando o que conhecemos como “buraco na camada de 0z6nio”, através da produgao
e liberagdo de compostos toxicos para o ambiente. A liberagdo destes compostos, como
por exemplo, os derivados dos clorofluorcarbonos (CFC’s) e a sua consequente circula¢ao
até chegar a estratosfera através de mecanismos naturais atmosféricos, relacionados com
a radia¢do ultravioleta incidente desencadeiam a destrui¢do da molécula de ozonio
(Corréa, 2015) (Figura 1). Tal acdo vem provocando progressivamente a diminui¢ao desta
camada, acarretando no aumento da incidéncia da radia¢do UV, principalmente a radiagdo
UVB, sobre a superficie terrestre (Maverakis et al., 2010). Além disto, isto pode ter
influéncias importantes sobre os processos bioldgicos, podendo provocar sérios danos a

biodiversidade (McKenzie et al., 2007).
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Figura 1. Representagdo da dissociacdo do ozdénio mediada pela acdo da

radiagdo ultravioleta em interagdo com os gases CFC’s. (Adaptado:
http://theozonehole.com/ozonedestruction.htm)



1.2 Efeito da radiagdo ultravioleta nos organismos

Dos diferentes sistemas presentes nos organismos, o sistema visual e a pele
(tegumento) sdo os principais a serem afetados pela exposicdo a radiagdo UV. Desta
forma, podem atuar como indicadores bioldgicos de estudos que visam observar os
possiveis efeitos desencadeados pala agdo da radiacdo UV.

1.2.1 Efeitos da radiacdo UV no tegumento

A radiagdo UV pode ser absorvida por diferentes cromdforos presentes na pele,
tais como: DNA, melanina, proteinas, aminoacidos aromaticos, lipidios, entre outros
(Balogh et al., 2011). Sendo assim, a absor¢ao da radiagdo UV pelos croméforos pode
acarretar em diferentes reagdes fotoquimicas e interagdes secundarias envolvendo, por
exemplo, a geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Gonzales et al., 2008;
Gouveia et al., 2005).

A melanina ¢ o primeiro mecanismo de defesa dos organismos, uma vez que ¢ um
pigmento absorvente dos raios UV que € capaz de dissipar a radiagdo ultravioleta sob a
forma de calor. Este pigmento ¢ produzido nos melanocitos e depois transferido para
queratinocitos através de longas ramificacdes dendriticas (Maverakis et al., 2010). A
radiacdo UV que ndo chega a ser absorvida por este pigmento, pode induzir danos ao
DNA induzindo diretamente reagdes quimicas dentro da molécula de DNA, tais como a
formacgdo de dimeros de pirimidinas. Uma vez que as pirimidinas sofrem modificagdes
fotoquimicas, resultando na formacao destes dimeros e demais subprodutos que sdo
reparados, fisiologicamente, por enzimas especificas, o excesso de exposi¢do a radiacao
UV torna este processo de reparo menos eficiente (Balogh et al., 2011).

Com relagdo aos efeitos acarretados pela exposi¢do ao sol, um dos problemas mais
discutidos ¢ o tempo de exposigao que cada individuo pode permanecer exposto a

radiacdo UV. Os efeitos desencadeados pela radiagdo UV ndo se caracterizam apenas



como adversos, mas também benéficos como a sintese de vitamina D. Levando isto em
considera¢do, existe uma controvérsia quanto ao tempo aceitavel de exposicao a radiagdo
UV (Corréa, 2015). Segundo Matsumura e Ananthaswamy (2004), que avaliaram os
efeitos toxicos da radiacdo UV na pele de mamiferos, a exposi¢ao repetida e excessiva a
radiagdo UV pode provocar a deterioracdo gradual de estruturas celulares e consequente
perda da funcdo biologica. Além disto, o efeito cumulativo da radiacdo, ao atingir uma
parte desprotegida do organismo, como a pele, pode acarretar em um processo complexo
associado a reagdes quimicas e morfoldgicas (Balogh et al., 2011).

Maverakis e colaboradores (2010) apontam que a radiagdo ultravioleta pode ativar
componentes do sistema imune cutaneo, desencadeando uma resposta inflamatdria
através de uma variedade de mecanismos. Estes podem ser por duas vias que se
caracterizam pela ativacdo direta de queratindcitos e outras células que liberam
mediadores inflamatérios ou pela redistribui¢do e liberagdo de autoantigenos
sequestrados de células danificadas pelos raios UV.

Nos vertebrados, os efeitos adversos da radiagdo UV sobre o tegumento j& sdao
bem conhecidos, e incluem a imunossupressdo, a qual ¢ causada pela redu¢ao do nimero
de células de Langerhans (Timares et al., 2008); mutagdo de DNA e cancer (Albert e
Ostheimer, 2003).

Se por um lado, os danos desencadeados pela exposi¢do a radiagao UV na pele ja
tém sido bem caracterizados, por outro, pouco se tem feito no sentido de investigar os
efeitos da radiacao UV sobre o sistema visual, principalmente os relacionados aos efeitos
desencadeados pela exposi¢ao cronica da radiagao UV. Segundo Sliney (2001), estudos
tém mostrado que a intensidade da radiacdo UV pode estar relacionada ao aparecimento

dos danos celulares no sistema visual.

10



1.2.2 Efeitos da radiacdo UV no sistema visual

Os efeitos da radiagdo UV sobre os olhos em geral se caracterizam pela catarata
(Gallagher e Lee, 2006; McCarty e Taylor 2002), fotoqueratite (Sliney, 2001), pterigio
(D1 Girolamo et al., 2004; Threllfall e English, 1999) e melanoma (Holly et al., 1990;
Seddon et al., 1990; Tucker et al., 1985; Vajdic et al., 2001).

Destas, conforme Gallagher e Lee (2006), a catarata, que ¢ a desordem visual
relacionada a exposic¢do a radiagdo UV mais disseminada ao redor do mundo, representa
a opacidade do cristalino, o que tem interferéncia direta na passagem da luz, e por
consequéncia prejudicando a visdo. Além desta, um dos efeitos mais conhecidos
desencadeados pela exposi¢do a radiagdio UV ¢ a fotoqueratite. Esta desordem
caracteriza-se pela exfoliacdo do epitélio corneo, além da aparéncia de ulceracdo e
inflamacdo nos olhos, causando sensagdo de desconforto ocular (Golu et al., 2013).
Segundo Sliney (2001), a fotoqueratite parece estar limitada a comprimentos de onda
menores do que 315 nm, ou seja, compreendedo as regides do UVB e UVC. O pterigio,
mais comumente observado em populagdes de regides associada a maior intensidade de
radiacao UV (Zhou et al., 2016), caracteriza-se pelo crescimento do tecido da conjuntiva
sobre a cornea. No entanto, nao esta claro como a radiacdo UV induz a formagao do
pterigio, mas as teorias apontam que o remodelamento da matriz extracelular se d4 através
da estimulacao da acdo das citocinas € dos mecanismos imunologicos (D1 Girolamo et
al., 2004). Além destas, outra desordem ocular relacionada a exposi¢do a radiacdo UV ¢
o melanoma. O melanoma ocular ¢ o tumor intraocular maligno mais comum, € com alta
incidéncia de metastase (Ajani et al., 1992). O efeito da radiagdo UVB ¢ apontado como
um fator de risco para o surgimento desta, sendo que a exposi¢ao a radiacao UV artificial

esta mais associada ao desenvolvimento do melanoma ocular (Jason et al., 2014).
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Além destes estudos que abordam a agdo da radiacdo UV no aparecimento de
varias doencgas oculares, ja foram investigados danos celulares e morfologicos
provocados pela radiagdo UV. Miguel e colaboradores (2003) verificaram que a retina de
ratos expostos a radiagdo UV (UVB e UVC) apresentou mudancgas significativas no
nucleo e em organelas citoplasmaticas. Um outro dano bem caracteristico da exposi¢ao
do sistema visual a radiagdo UV ¢ a morte celular (Hollmann et al., 2016; Miguel et al.,
2007).

Se nos vertebrados, os estudos que relacionam a radiagdo UV com os danos
visuais ja t€ém sido bem investigados, nos crustaceos, este assunto tem sido abordado em
poucos trabalhos. Miguel e colaboradores (2002) mostraram com o auxilio de
microscopia eletronica que células da retina e da lamina gangliaaris, de caranguejos da
espécie Ucides cordatus, apresentaram danos nucleares (caridlise e aumento da
condensagdo da cromatina) e nas organelas (distensdo do reticulo endoplasmatico rugoso
e ruptura mitocondrial) em fun¢do da exposi¢cdo as radiacdes UVB e UVC. Vargas e
colaboradores (2010), trabalhando com uma exposic¢ao aguda das radiacdes UVA e UVB
sobre o caranguejo Neohelice granulata, observaram alteracdes no status oxidativo no
sistema visual destes animais. Além disto, Hollmann e colaboradores (2015), expondo
em intervalos de um, trés e cinco dias o caranguejo da espécie Ucides cordatus, a radiagao
UVA, UVB e a um simulador solar, observaram alteracdes na atividade antioxidante
durante os primeiros dias de exposi¢ao.

1.3 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

A acdo danosa da radiacdo UV no sistema visual pode ocorrer por duas vias: uma
direta, na qual a energia da radiacdo UV pode provocar alteragdes bioquimicas e
estruturais nas células; e uma indireta, na qual a acdao se da através de moléculas que

desencadeiam o processo maléfico. As principais moléculas formadas pela agdo da
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radiagdo UV no meio celular sdo as espécies reativas de oxigénio (Shoham et al., 2008).
Estas, sdo produtos intermediarios da reducdo univalente do oxigénio (Storey, 1996),
sendo as principais o Oy (radical anion superoxido), H>O» (peroxido de hidrogénio) e o
OH (radical hidroxila).

As EROs sao tradicionalmente consideradas como subprodutos do metabolismo
aerdbio, sendo a respiragdo mitocondrial a principal fonte intracelular de sua produgao.
Neste sentido, a geragdo de EROs depende diretamente do consumo de oxigénio e da
quantidade de mitocondrias presentes nos tecidos (Storey, 1996).

Durante o processo de respiragdo mitocondrial, a fosforilagdo oxidativa cria um
fluxo de elétrons através do complexo enzimatico respiratdrio. Este fluxo estabelece um
gradiente de prdotons no espago intermembranoso, que ¢ usado como fonte de energia para
a sintese de ATP. No passo final da cadeia transportadora de elétrons, a citocromo c
oxidase (complexo IV) garante a redu¢do completa de O em agua sem a formagdo de
radicais livres (Giorgio et al., 2007). No entanto, a reducdo parcial deste O atmosférico
leva a formacao das espécies reativas de oxigénio, ou também chamadas de espécies
ativas de oxigénio (Carvalho, 2008). Estima-se que aproximadamente 0,1 a 0,5% do
oxigénio consumido pela mitocondria seja parcialmente reduzido a O;7, e
consequentemente em peroxido de hidrogénio (H20.) (Bayne et al., 2005).

Embora as EROs possam ser benéficas para os organismos, como por exemplo,
nas cé€lulas fagociticas que geram estas moléculas para atacar microorganismos invasores,
a eliminacao destas precisa ser rapida para combater a sua natureza destrutiva (Storey,
1996). O acamulo de EROs pode levar a varias formas de alteracdes celulares reversiveis
e irreversiveis para os organismos, tendo como alvo proteinas, lipidios e DNA, que podem
desencadear a perda de fungdes bioldgicas (Giorgio et al., 2007), e consequentemente a

geracao do estresse oxidativo.
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O estresse oxidativo ¢ um processeo no qual se caracteriza pela produgdo
excessiva de EROs em relacdo a capacidade antioxidante total do organismo, sendo assim
definido como um desequilibrio no balango entre pro-oxidantes e antioxidantes, em favor
dos primeiros (Sies, 1991). Ja Jones (2006), considerando o papel sinalizador das EROs,
acrescenta que o estresse oxidativo pode ser causado por qualquer alteracdo no controle
da sinalizagdo redox do organismo.

1.3.1 Sistema de defesa antioxidante

As células podem normalmente se defender contra os danos desencadeados pelas
EROs através do uso de mecanismos especificos de redugdo destas, que podem ser
enzimaticos ou nao enzimaticos (Giorgio et al., 2007). As enzimas que participam da
defesa antioxidante atuam como um sistema combinado e incluem a superdxido
dismutase (SOD) e a catalase (CAT). Numa segunda linha de defesa estdo as enzimas
relacionadas com o metabolismo da glutationa (GSH), A glutationa S-transferase (GST),
a glutationa redutase (GR), glutationa cisteina ligase (GCL) e a glutationa peroxidase
(GPx) (Fig. 2) (Storey, 1996). As defesas ndo enzimaticas mais conhecidas incluem GSH,
alfa-tocoferol (vitamina E), acido ascorbico (vitamina C), beta caroteno, acido urico e a
melatonina (Hardeland, 2008).

Das enzimas presentes no organismo, a SOD faz parte da primeira linha de defesa,
sendo responsavel pela dismutagdo do anion superoxido (O27) em peroxido de hidrogénio
(H202) (Ye et al., 2015). O H20» é um pré-oxidante tdéxico que pode participar de uma
série de reagcdes que geram mais radicais livres prejudiciais. Neste sentido, as enzimas
CAT e GPx atuam na decomposicdo do H20», servindo para proteger as células de
subprodutos metabdlicos nocivos (Liao et al., 2013).

A CAT ¢ encontrada nos peroxissomos, sendo muito eficiente na degradacao do

H>02 em H2O e O (Eboh, 2014). A enzima GPx, também responsavel por catalisar a
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decomposi¢cdo do H>O> e de hidroperdxidos organicos, utiliza duas moléculas de GSH
como substrato, para a formacdo de H,O e glutationa oxidada (GSSG) (Hermes-Lima,
2004). A enzima GR, que ¢ dependente de NADPH, atua restabelecendo os niveis de
GSH, a partir da GSSG. Além disto, hé outras enzimas antioxidantes também associadas
ao metabolismo da glutationa, como por exemplo a GST. A GST catalisa a conjugacao
da GSH com xenobidticos ou componentes celulares danificados pelo ataque das espécies

reativas, atuando na desintoxicagdo da célula (Storey, 1996).

Fe(lll) + OH +*OH ———— Dano Oxidativo

Detoxificacio de
muitas substincias
Fe(ll) |Reacio de Fenton

CAT GST
/—» H,0 + O,

H0,

0,

2 GSH NADPH
soD GPX| ' GR { G6PDH
+
GS5G NADP
H,0

Figura 2. Representacdo da atuacdo das enzimas do sistema de defesa
antioxidante atuando contra a geragdo de ERO. (Adaptado de Hermes-Lima
(2004)).

Geracio
de ERO

1.4 Crustaceos

Entre os diferentes representantes deste grupo, podemos destacar os siris,
caranguejos, camardes, cracas, entre outros, que juntos, perfazem atualmente mais de 40
mil espécies de crusticeos reconhecidas (Ribeiro-Costa e Rocha, 2006). De maneira
geral, os crusticeos podem ser divididos em cinco grandes grupos, sendo o grupo

Malacostraca o maior entre eles. Os Malacostraca, na sua maioria, sdo representados por
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crustaceos grandes de habito bentonico, com apéndices para predacdo, herbivoria, bem
como para se locomover e enterrar (Ruppert et al., 2005).

A ordem Decapoda ¢ de maioria marinha e bentdnica, embora também possam ser
encontradas espécies de agua doce (Ruppert et al., 2005). Entre todas as espécies
reconhecidas de crustaceos, estima-se que cerca de 10 mil pertengam a este grupo, das
quais possuem uma grande importincia ecologica e econdmica, pois muitas sdo
comestiveis além de serem elos troéficos importante entre produtores e consumidores
(Ribeiro-Costa e Rocha, 2006; Ruppert et al., 2005).

Os caranguejos, pertencentes a ordem Decapoda, apresentam uma grande
variedade de formas (Hickman et al., 2004). Dentre as diferentes espécies de braquitiros,
o caranguejo da espécie Neohelice granulata tem um importante papel ecologico nas
regides de marismas controlando diferentes aspectos fisico-quimicos e biologicos destes
ecossistemas (Bianchini et al., 2008).

1.4.1 Neohelice granulata

A familia Varunidae pertence a superfamilia Grapsidea, e possui ampla
distribuicao geografica, estando dividida em 38 géneros e 160 espécies (Davie et al.,
2015). Dentre estas, o caranguejo N. granulata ¢ encontrado na zona intertidal das regides
estuarinas do Oceano Atlantico Sul-Ocidental (Pinheiro et al., 2016).

O caranguejo semiterrestre N. granulata ¢ considerado uma espécie-chave, uma
vez que possui grande importancia em areas intertidais de estudrios tropicais e
subtropicais, pois podem aumentar os niveis de oxigenacao e drenagem do solo (Spivak,
2010). Além disto, constitui os macroinvertebrados mais abundantes e ecologicamente
relevantes que habitam tais regides (Angeletti e Cervellini, 2015), sendo considerados um

modelo emergente para pesquisas bioquimicas, fisiologicas e ecologicas (Spivak, 2010).
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N. granulata foi formalmente chamado Chasmagnathus granulatus por Dana
(1851) (Spivak, 2010), sendo, posteriormente, transferido para o género Neohelice por
Sakai e colaboradores (2006). Este, encontra-se distrubuido desde o Golfo de Sao José,
norte da Patagonia, até o estado do Rio de Janeiro, Brasil (Spivak, 2010). Esta espécie
apresenta um complexo ciclo de vida, possuindo quatro estagios de zoea, um de megalopa
e juvenis planctonicos. Ja quando adulto, este distribui na area estuarina, onde constroi
tocas verticais profundas. Estas galerias semipermanentes apresentam dimensdes
varidveis que acompanham os niveis da maré e do lencol freatico (Pinheiro et al., 2016).

1.5 Estrutura dos olhos dos crustaceos decapoda

Alguns grupos de animais, como crustaceos e insetos, apresentam olhos
compostos, que sao estruturas convexas localizadas na regido anterior do corpo (Land e
Nilsson, 2012). Estes estao presentes em praticamente todas as classes de crustaceos, com
excegdo dos Copepoda (Gaten, 1998).

Nos crustaceos Decapoda, o olho ¢ multicameral, formado por unidades que se
repetem, denominadas de omatideos (Fig. 3) (Davie et al., 2015; Grass¢, 1976; Melzer et
al., 1997; Schoenemann, 2013). Cada um destes € coberto por uma cérnea translicida
que funciona como uma lente. Abaixo desta, ha o cone cristalino, que atua como uma
segunda lente, guiando o feixe de luz através de uma longa haste até alcangar a retinula.
Nesta, ha a presenca de células retinulares, geralmente em niimero de oito, dispostas de
maneira circular (Hill et al., 2012; Schoenemann, 2013), e centralmente a estas encontra-
se o rabdomero (Allodi et al., 1995; Grassé, 1976). Esta estrutura funciona como um eixo
central que possibilita que a luz chegue até os pigmentos visuais, que alteram sua
conformagdo, e, assim, gera um sinal elétrico que pode ser processado pelo sistema

nervoso do animal (Schoenemann, 2013).
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Os fotorreceptores estdo conectados pela zona fasciculada, formada pelos axonios
das células retinulares (Allodi et al., 1995), a um grupo de trés ganglios Opticos
sucessivos: a lamina ganglionaris, a medula externa e a medula interna. Estes sdo os
responsdveis por processar a informacdo captada pelos fotorreceptores da retina
(Sandeman et al., 1992).

Sendo assim, torna-se necessario estudar ainda mais os efeitos da radiacdo UV
sobre o sistema visual dos crustaceos, desde que ja foi verificado que a radiagdo UV
desencadeia danos celulares (Hollmann et al., 2015; Hollmann et al., 2016; Miguel et al.,
2007; Vargas et al., 2010; Vargas et al., 2011). Além disto, os caranguejos podem estar
expostos durante toda a sua vida a radiagdo UV, uma vez que eles habitam a superficie
ou aguas rasas onde o grau de penetragdo da radiagdo UV ¢ alto, e isto poderia acarretar

diversos efeitos no seu sistema visual.

T S . Cérnea
k:x,‘ Cone cristalino

Células pigmentares da iris

Células receptoras

Rabddmero

Membrana basal
Axonios

Figura 3. Representagdo esquematica da estrutura de um
olho composto, mostrando os constituintes de um
omatideio (Adaptado de Land e Nilsson, 2012).
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Objetivo geral:
» Avaliar os efeitos da exposicdo cronica a radiagdo UVB no status oxidativo e

morfologico do sistema visual do caranguejo N. granulata.

Objetivos especificos:
» Verificar a concentracdo de EROs, na regido da retina e ganglios 6pticos, apds a
exposicao cronica a radiagdo UVB;
» Avaliar a capacidade antioxidante total contra radicais peroxil, na regido da retina
e ganglios Opticos, apoOs a exposi¢ao cronica a radiagdo UVB,;
» Analisar a atividade de enzimas antioxidantes (catalase e glutationa S-transferase),
na regido da retina e ganglios Opticos, apds a exposicao cronica a radiagdo UVB,;
» Avaliar os niveis de LPO, na regido da retina e ganglios opticos, apos exposi¢ao
cronica a radiagao UVB,;
» Avaliar as alteracdes morfologicas, na regido da retina e ganglios Opticos,

desencadeada pela exposi¢do cronica a radiagao UVB.
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Os resultados desta dissertagdo serdo apresentados sob a forma de manuscrito
cientifico intitulado:

“Effects of chronic exposure of ultraviolet radiation on the visual system of crab
Neohelice granulata”, a ser submetido ao periddico Comparative Biochemistry and

Physiology — Part C: Toxicology & Pharmacology (Fator de Impacto 2,416).
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Abstract

The visual system is an importante biological indicative of the studies of effects induced
to UV radiation. Thus, we investigated the effects induced to chronic exposure to
environmental UVB doses (0,09]/cm?) in the retina and optic lobe of the crab Neohelice
granulata. We evaluated ROS concentration, the ACAP levels, the CAT activity, the GST
activity, LPO levels and histological analysis. The crabs were exposure to UVB radiation
for 1, 15, 30 or 60 days, while the control gruop was exposure to visible light. In the retina
region, we observed an increase of ROS concentration, CAT activity and GST activity
after first day of exposure. Since after 60 days, we observed a increase of ACAP levels.
In optic lobe, we observed an increased of GST activity and a decrease of LPO levels
after first day of exposure. However, we observed an increase of ROS concentration after
60 days of exposure. Moreover, we observed morphological changes only 60 days of
exposure. In retina region, we observed an inflammatory process evidenced to inflitrate
hemocytes. Since in optic lobe, we observed a disorganization in neuron cell bodies of
external medulla. Thus, even we do not observed LPO damage, we observed a
inflammatory process in visual system of Neohelice granulata, which showed a damage
process induced to chornic UVB radiation exposure.

Keywords: UVB radiation; Crustacean; Reactive oxygen species; Antioxidant defense
system.
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1. Introduction

The characteristics of any region from the electromagnetic spectrum vary
according to their wavelength (Diffey, 2002). Therefore, considering the possible
biological effects, such as the capacity of causing damage on the varied cellular
components, the ultraviolet (UV) radiation was subdivided into three different regions:
UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm) e UVC (100-280 nm).

The UV radiation that reaches the Earth's surface is attenuated when interacting
with the different atmospheric components. Among these, the ozone (O3) is the
responsible of absorbing most of the UV radiation incident. Besides, this attenuation is
directly related to the kind of radiation, as it is more intense for shorter wavelength
(Corréa, 2015). Therefore, the range comprised of the UVB and UVC radiation is heavily
absorbed, whereas, the UVA radiation which is not virtually absorbed, represents about
95% of the UV radiation that reaches the earth’s surface (Maverakis et al., 2010).

Anthropogenic action has progressively caused depletion on the stratospheric
ozone, resulting in what is known as a “hole in the ozone layer”, through the production
and toxic compounds released into the environment (Corréa, 2015). Due to the depletion,
there is, consequently, a marked increase in the incidence of UV radiation on the Earth's
surface, especially UVB radiation (Maverakis et al., 2010). Hence, this may have
important influences on the biological processes, being able to provoke serious damage
to the biodiversity (McKenzie et al., 2007).

The UV radiation has as main target the animal’s body surface and eyes. This
radiation may be absorbed by different chromophores in the skin, such as: DNA, melanin,
proteins, lipids, among others (Balgh at al., 2011). So that, the absorption of UV radiation

might lead to different photochemical reactions as well as, secondary interactions which
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involves, for example, the reactive oxygen species (ROS) generation (Gonzales et al.,
2008).

The visual system is exposed to the sunlight, including the ultraviolet range that
generates ROS and causes oxidative stress in the biological systems (Shoham et al., 2008;
Wenk et al., 2001). The dermal vasculature brings a constant supply of antioxidants
(Shoham et al., 2008). These are intermediate products for univalent oxygen reduction
(Storey, 1996), being the main one O>~ (Superoxide anion radical), H>O: (hydrogen
peroxide) and the -OH (hidroxil radical).

The cells can normally defend themselves against the damage triggered by ROS
with the use of specific mechanisms reduction, which may be enzymatic or non-
enzymatic (Giorgio et al., 2007). The enzymes that participate in the antioxidant defense
act as a combined system that include the superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT). In a second line of defense are the enzymes related to the metabolism of
glutathione (GSH). The S-tranferase glutathione (GST), glutathione reductase (GR),
glutathione cysteine ligase (GCL) and glutathione peroxidase (GPx) (Storey, 1996). The
non-enzymatic defenses include: GSH, alpha-tocopherol (vitamin E), ascorbic acid
(vitamin C), beta carotene, uric acid, and melatonin (Hardeland, 2008).

Whereas in vertebrates, the UV radiation could have an adverse effects on skin
which are already well known, such as, immunosuppression (Timares et al., 2008), DNA
mutation and cancer (Albert and Ostheimer, 2003), the effects of UV radiation on the
visual system, mainly those related to a chronic exposure to the UV radiation. These
effects have not been well addressed. The effects of UV radiation on the eyes of mammals
are usually characterized by cataract (Gallagher and Lee, 2006, McCarty and Taylor

2002), photoqueratite (Sliney, 2001), pterytium (D1 Girolamo et al., 2004; Threllfall and
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English, 1999) e melanoma (Holly et al., 1990; Seddon et al., 1990; Tucker et al., 1985;
Vajdic et al., 2001).

If in vertebrates, the characterization of damage that may be caused by UV
radiation has been investigated, in crustaceans, the subject has been addressed in few
papers. Miguel et al. (2002) demonstrated with the help of eletronic microscopy that cells
from the retina and lamina ganglionares of the crab Ucides cordatus showed damage in
some organelles (distension of the rough endoplasmic reticulum and mitochondrial
rupture) after the exposure to UVB and UVC radiation. Vargas et al. (2010), studying an
acute exposure to UVA and UVB radiation on the crab Neohelice granulata, observed
alterations in the oxidation status in the visual system of these animals. Moreover,
Hollmann et al. (2015) exposed the crab Ucides cordatus to UVA, UVB radiation and a
solar simulator (SIM), in intervals of one, three or five days, and observed alterations in
the antioxidant activity during the first days of exposure.

Currently, the acute effects of UV radiation in different organisms are known.
However, few studies comments about the chronic effects of UV radiation in the visual
system. Moreover, these studies have investigated the effects of elevated doses of UV
radiation. Thus, the aim of this present study was to evaluate the concentration of ROS,
the antioxidant capacity against peroxyl radical (ACAP) and the activity of antioxidant
enzymes. Furthermore, we assessed the morphological changes in the region of the retina

and ganglia, after the chronic exposure to environmental doses of UVB radiation.
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2. Materials and Methods

2.1 Animals collection and laboratory maintenance

Adult male crabs Neohelice granulata (10,79 + 1,79g) were collected in a
saltmarsh region located in the city of Rio Grande/RS, Brazil (32°09°25.19”
S/52°06°09.56” W), and transported into the laboratory at the Federal University of Rio
Grande - FURG. There, the animals were maintained for 10 days in tanks with biological
filter and constant water circulation, at a photoperiod of 12L:12D, under fluorescent
lamps (Philips TLT 40 W/75, Sio Paulo, Brazil), irradiating 96,0 mW/cm? of visible light,
at a temperature of 20°C and salinity 20. The animals were fed every two days with
ground beef ad libitum. The procedures for collecting and transporting the animals were
authorized by the Chico Mendes Institute of Biodiversity Conservation (ICMBio), under
process number: 54302-1.

2.2 Experimental design

After the period of maintenance, the animals were exposed to UVB radiation (0.09
J/em?) for 30 minutes daily during 1, 15, 30 or 60 days. The group control was exposed
to visible light at the same time as the treated animals (n=5; each n pool 3 animals).

2.3 Tissue preparation

After the experimental period, the eyestalks were removed and dissected, being
split into two regions: the retina and optic lobe.

For the ROS, ACAP and GST activity analysis, the tissues were homogenized in
200 pl of buffer solution containing sucrose (250 mM), EDTA (5mM) and Tris-base (10
mM), with pH adjusted to 7,6. For the catalase activity, the tissues were homogenized in
200 pl of buffer solution containing Tris-base (20 mM), EDTA (1mM, Sigma), sucrose
(125mM), KCI (150 mM) and PMSF (0,1 mM), with pH adjusted to 7,6. After, the

samples centrifuged (10,000g, 4°C for 45 min.), the supernatants were removed and led
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into a new centrifugation (10.000g, 4 °C for 20 min.). The supernatants of this last
centrifugation were removed and used for the respective analysis. In order to measure the
levels of lipid peroxidation (LPO), the tissues were homogenized in 200 pL of methanol
100% solution (cold) and afterwards, the samples centrifuge (1.000g, 4 °C for 10 min.)

and the supernatants were removed and analysed.

2.4 Biochemical analyses

2.4.1 ROS production

The detection of ROS was made according to Viarengo et al. (1999). So that, it
has been used 2°,7” dichlorofluorescein-diacetate (H_DCF-DA, Molecular Probes, USA).
This molecule, when oxidized by ROS, is hydrolyzed by esterases resulting in a
fluorochrome which is excited at 480 nm, and detected at 525 nm. The analysis was
carried out in a microplate and analyzed in a fluorimeter (Victor 2 Perkin, USA) with
reading every 5 min during 120 min. The total of fluorescence was calculated by
integrating the fluorescence units (FU) along the time of measurement, after adjusting FU
data to a second order of polynomial function. ROS concentration was relativized by the
protein concentration that is present in the biological sample and expressed in the FU (mg
of protein)™!.

2.4.2 Antioxidant capacity against peroxyl radical (ACAP)

The analysis of the total antioxidant capacity was measured according to Amado
et al. (2009). The 2,2 -azobis (2-methylpropionamidine) (ABAP) was used as oxidative
patterns and the H,DCF-DA as ROS production deflator. The fluorescence intensity was
determined during 120 min, in an ELISA plate using a fluorimeter (Victor 2 Perkin,
USA). This methodology is based on thermal decomposition of ABAP that will generate

peroxyl radicals. These radicals oxidize the molecule of HDCF-DA that generates a
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fluorochrome that excited at 480 nm, but, only detected at 525 nm. The total fluorescence
was calculated by integrating the fluorescence units (FU) along with the time of
measurement, after adjusting the FU data to a second order of polynomial function. The
results were calculated, for the same sample, with a difference in the area of FU/min with
and without ABAP addition, and determined according to the equation: ACAP =
(1/Fluorescence areas with ABAP - area without ABAP/ area without ABAP)/ [ ] protein.

2.4.3 Catalase activity (CAT)

CAT activity was determined according to a method described by Beutler (1975).
The method consists of the degradation of hydrogen peroxide (H2O2) at 240 mn. The
values of the enzymatic activity were expressed in units of CAT (one unit is the amount
of enzyme required to hydrolyze 1 umol H>O> per min and per mg protein at 25 °C and
pH 8.0). This procedure was made by using a digital spectrophotometer.

2.4.4 Glutathione S-transferase activity (GST)

The GST activity was determined according to a method described by Habig and
Jakoby (1981) that consists of forming a conjugate between 1 mM GSH and 1 mM 1-
chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), which is measured by absorbance at 340 nm. The
results were expressed in GST units where each unit is defined by the amount of enzyme
that conjugates I1mmol of CDNB per minute, per mg of protein at 25°C and pH of 7.0.

2.5 Biochemical and histological damages

2.5.1 Lipid peroxidation (LPO)

The analysis of LPO was determined through the FOX method, according to
Hermer-Lima et al. (1995). This method is based on Fe (II) oxidation by LPO (FOX
reactive substances) in acid pH in the presence of xylenol orange (Complexing dye with

Fe (II1)). The absorbance (550nm) was determined using a microplate reader, being the
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cumene hydroperoxide (CHP; Sigma) used as standard. The LPO is equivalent to cumene
hydroperoxide (CHP) per gram of wet mass.

2.5.2 Histological analysis

A total of six animals, for each experimental group, was separated for histological
analysis, being three of the control group and three of the UVB group. After each
exposure period, their eyestalks were fixed in 4% paraformaldehyde for 4 hours, and after
being dehydrated by increasing the alcohol concentration, diaphanized in xylol and
impregnated in Paraplast® in the automatic processor (LEICA ASP 200S). After the
samples were cut (6 pum), with the help of a microtome (LEICA RM2255), the slides were
stained with hematoxylin and eosin, and posteriorly observed in a Olympus BX51

microscope and the images were acquired through the DP72 camera.

2.6 Statistical analysis

The statistical analysis was performed using the analysis of variance (ANOVA),
followed by Newman-Keuls test (p <0.05). Previously, the assumptions of the analysis of
variance (normality and homoscedasticity) were tested. The results of all experiments

were expressed as a percentage compared to the control group.

3. Results

The control group of the retina and optic lobe, showed different values for ROS
concentration, ACAP levels, CAT activity, GST activity and LPO levels for 1, 15, 30 ou
60 days (Table 1).

3.1 ROS concentration

The animals displayed a significant increase in ROS concentration in the retina

when exposed to the UVB radiation compared to control (Fig. 1.A) in the first day of
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exposure. However, there was no significant difference (p > 0.05) in the optic lobe of the
exposed animals when compared to the control group (Fig. 1.A). In 15 days of exposure,
the animals showed a decrease in ROS concentration in the optic lobe (Fig. 1.B), being
that, the same not observed in the retina region (Fig. 1.B). After 30 days of exposure, the
animals showed an increase of the ROS concentration in the retina (Fig. 1.C) after
exposure to the UVB radiation. In addition, after 60 days of exposure, ROS concentration
increased in the optic lobe (Fig. 1.D) when exposed to UVB radiation, different from what
was observed in the retina (Fig. 1.D).

3.2 Antioxidant capacity against peroxyl radicals (ACAP)

In the first day of exposure, no significant differences were found (p > 0.05) in
any of the studied regions (Fig. 2.A). However, after 15 days of exposure, there was a
significant increase of ACAP levels in the retina (Fig. 2.B) of the exposed animals when
compared to the control group. Also in the optic lobe (Fig. 2.B) there was no significant
difference (p > 0.05) from the animals exposed to UVB radiation when compared to the
control group. After 30 days of exposure a decrease of ACAP levels was observed in the
retina (Fig. 3.C) of the exposed animals when compared to the control group. However,
this was not observed in the optic lobe (Fig. 3.C) of the exposed animals (p > 0.05). After
60 days of exposure there was a significant increase of ACAP levels in the retina (Fig.
3.D) of the animals exposed to UVB radiation when compared to the control group,
however this was not observed in the optic lobe (Fig. 3.D) (p > 0.05).

3.3 Catalase activity (CAT)

The animals, in the first day of exposure, showed a significant increase of CAT in
the retina (Fig. 3.A) when exposed to UVB radiation, compared with the control group.
Also in the optic lobe (Fig. 3.A), there was no significant difference (p > 0.05). After 15

days of exposure, there was no significant difference (p > 0.05) in the retina (Fig. 3.B) of
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the exposed animals in comparison to the control group. However, there was a decrease
of CAT activity in the optic lobe (Fig. 3.B) of the exposed animals in comparison to the
control group. After 30 days of exposure, there was a decrease of the CAT in both regions
(Fig. 3.C) (p > 0.05) between the animals exposed to UVB radiation and the control
groups. However, after 60 days of exposure, no significant differences were observed in
any of the studied regions (Fig. 3.D) (p > 0.05).

3.4 Glutathione S-transferase activity (GST)

GST activity in both studied regions increased significantly in the first day of
exposure to UVB radiation (Fig. 4.A) when compared to the control group. However,
there was a decrease in the GST activity in the retina of exposed animals when compared
to the control group (Fig. 4.B), in the after 15 days of exposure. No significant difference
(p > 0.05) was observed in the optic lobe (Fig. 4.B) of the animals exposed to UVB
radiation in comparison to the control group after 15 days of exposure. After 30 days of
exposure, there were no significant differences (p > 0.05) in any of the regions (Fig. 4.C)
between the exposed animals and their respective controls. This was also observed after
60 days of exposure (Fig. 4.D).

3.5 Lipid peroxidation (LPO)

At the first day of exposure, we observed a significant decrease of LPO levels in
optic lobe (Fig. 5.A) of the animals exposed to UVB radiation when compared to their
control group. However, in the retina (Fig. 5.A) there was no significant difference (p >
0.05) between the animals exposed to UVB radiation and the control groups. After 15
days of exposure, we observed a decrease of LPO in the retina (Fig. 5.B) of the exposed
animals when compared to the control group. However, no significant difference (p >
0.05) was observed in the optic lobe (Fig. 5.B) of the exposed animals in comparison to

their control. After 30 days of exposure, there was no significant difference (p > 0.05) in
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any of the regions (Fig. 5.C) between the exposed animals and their respective controls.
This was also observed after 60 days of exposure (Fig. 5.D).

3.6 Histological analyses

The sections of the crab’s retinas exposed for 1, 15 and 30 days showed no
difference from those of the control groups. However, when the crabs were exposed to
UV radiation during 60 days, we observed differences in the eyestalk morphology. The
retina and fasciculated zone of the crabs that have been exposed to UVB radiation for 60
days, showed an inflammatory reaction, with hemocytes infiltrated in the retina and
fasciculated zone (Fig 6.B). The same was not observed in the retina and fasciculated
zone of control group (Fig. 6.A). However, the medulla externa showed enlarged vascular
sinuses and disorganized aspect in the neuronal cell bodies (Fig. 6.D). The same was not

observed in this ganglion of the control group (Fig. 6.C).

4. Discussion

The acute effects of UV radiation on the most exposed tissues have been
investigated. However, the chronic effects of UV radiation have been made with less
intensity, especially in the visual system. Thus, we have investigated the effects caused
by the chronic exposure to UVB radiation in the visual system of the crab Neohelice
granulata, through biochemical and morphological analyses in the retina and the optic
lobe after exposure to environmental doses of UVB radiation.

Acute and chronic exposures may result into different responses depending on the
tissue studied. In this case, the visual system of the crab N. granulata is exposed to UV
radiation. Therefore, in our work, we analyzed the exposure of animals from 1 day to 60
days. We have viewed alterations in the oxidative status, in both of the retina and the optic

lobe.
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The animals exposed to UV radiation presented a significant increase in ROS
concentration in the retina and optic lobe. Vargas et al. (2011), observed that animals
exposed to UVB radiation with elevated doses (1,2 J/cm?) showed an increase of ROS
concentration when compared to the control. Kim et al. (2015) working with a copepod
Tigriopus japonicus, verified also an increase in ROS concentration after the acute UVB
radiation exposure with elevated doses (2,4 J/cm?). Thus, if we relate the results of acute
(Kim et al., 2015; Vargas et al., 2011) and chronic exposure (this study), we perceive that
there is an increase of ROS concentration in both, acute and chronic UVB radiation
exposure in crustaceans.

We observed ACAP levels ocilation in the retina and optic lobe of animals
exposure to UVB radiation. Hollmann et al. (2015), exposed crabs of the Ucides cordatus
at intervals of one, three and five days to low doses of UVB radiation (0,0002 J/cm?) and
observed ACAP in the brain and eyestalk of these animals. In the eyestalk, the ACAP
levels present no significant difference comparing with the control group. Hence, on the
third day of exposure, there was a decrease in ACAP level on the crabs exposed to UVB
radiation in comparison to the control group. However, on the 15 day of exposure, the
levels of ACAP present no significant difference in comparison to the control group.
Vargas et al. (2010), working with acute exposure of UVB radiation with elevated doses
(1,2 J/em?), did not observe significant differences in ACAP after the UV radiation
exposure of animals acclimated to 12L:12D. Thus, we suggest that the exposure to UV
radiation can alter ACAP levels in different manners in crustaceans. The acute effect of
UV radiation exposure on the crabs: Ucides cordatus (Hollmann et al., 2015) and N.
granulata (Vargas et al., 2010) presents no significant difference in ACAP levels
regarding the control group. This was also observed in this study in short-term exposure

on the first day. However, when eyestalks of the crab Ucides cordatus were exposed to
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UVB radiation for 3 days, they presented a decrease of ACAP levels, but when the crabs
were exposed to UVB radiation for 5 days presented no significant difference in relation
to control group (Hollmann et al., 2015). In the same way in this study, since we also
observed an oscillation in ACAP levels during the chronic exposure to low doses of UVB
radiation, showing that the ACAP levels have a modulatory behavior into combat the
increase of ROS concentration, activating different enzymatic and no enzymatic
molecules in this protective process.

We also observed and oscillatory effect of UVB radiation in CAT activity in the
retina and optic lobe. Vega and Pizzaro (2000) working with Daphnia longispina verified
that there was an increase on the catalase activity after an acute UVB radiation (0,11
J/em?) exposure. Furthermore, it has been observed, an increase on the CAT activity after
the crab N. granulata (Vargas et al., 2010) exposure to elevated doses of UVB radiation
(1,2 J/cm?). These results confirm our findings because, after the exposure to UVB
radiation, the CAT activity increased on the first day of exposure. Thus, since there was
an increase of the ROS concentration, there would be a need to activate the antioxidant
defense. However, the decrease in CAT activity after 15 and 30 days could be related to
the indirect effects of UV radiation in the visual system according to Zigman et al. (1996),
who reported that both singlet oxygen and hydroxyl radical formation involved in UV
radiation exposure could induce an inhibition of CAT activity in rabbit and squirrel’s lens
epithelial cells.

In GST activity we observed an increase in both visual regions studied when
exposure to acute UVB radiation. However, in chronic UVB radiation exposure we
observed a decreased in GST activity. Hollmann et al. (2015) observed an increase in
GST activity in the eyestalk of Ucides cordatus after one day of exposure, although, this

activity has decreased on the third and 15 day of the exposure. Kim et al. (2015) observed
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an increase in GST activity in the copepod Tigriopus japonicus after the exposure to UVB
radiation. Also working with Tigriopus japonicus, Rhee et al. (2012) observed an increase
in GST activity after 48h of exposure to UVB radiation (1,2 J/cm?). These results confirm
our study, because 1 day of exposure to UVB radiation induced an increase in GST
activity in crustaceans. However, long exposures of 15, 30 and 60 days may cause
deactivation of GST, which is more pronounced at the 15 days causing, even, a decrease
in GST activity.

To verify the damages induced by UV radiation in the visual system of the crab
N. granulata, we analyzed LPO levels. The LPO levels present a decreased in both visual
regions studied after exposure to UVB radiation. In the first day of the exposure to UV
radiation, we observed a decrease in LPO levels in optic lobe. By the way, after 15 days
of exposure, we observed a decrease in LPO levels in the retina. Different from work,
Hollmann et al. (2015) observed, in the eyestalk, an increase of LPO levels in animals
after 1 day of exposure to UVB radiation. On the other hand, in the 15 day of exposure,
the LPO levels decreased in relation to control group. According to the authors, the time
of exposure might not be enough for activate the mechanism of defense to reverse the
LPO levels. The fact that we could not find any oxidative damage in long exposures, may
be related with mechanisms of defense, as a way to combat the damages induced from
the chronic exposure to UV radiation.

On the first day of the exposure, the retina presented an increase in ROS
concentration, as well as an increase in the CAT activity and GST as well, which are
antioxidant enzymes responsible of the tissue protection. However, the ACAP and LPO
levels present no significant differences between the animals exposed to UVB radiation
and the control group. Even though, the increase of ROS concentration in the retina and

the ACAP levels present no significant difference of control group, this do not induce
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LPO damage, because the CAT and GST activities were increased. The same as, a chronic
exposure during 60 days in retina region of animals exposure, does not show any
significant difference in ROS concentration, in the CAT activity, GST activity and LPO
levels as well, in relation to the control groups. However, we can see the ACAP levels
increasing in this region, indeed. Therefore, the increase of ACAP observed in this region
after 60 days of exposure to UVB radiation, may protect the tissue from LPO damage.
Thus, it seems that the antioxidant of the visual system of crab N. granulata is activated
in order to support chronic exposures, protecting the tissue from LPO damages.

In the ganglia, we did not observe any alterations in ROS concentration, ACAP
levels and CAT activity on the first day. However, we have observed an increase in GST
activity and a consequent decrease in LPO levels. Thus, the decrease in LPO levels of the
ganglia cells region regarding the animals that were exposed to UVB radiation is directly
related to an increase of GST activity, which is an enzyme responsible of removing the
effect of LPO damage (Storey, 1996). Moreover, in the optic lobe, the animals exposed
to UVB radiation for 60 days, did not demonstrate a significant difference in the ACAP
levels, LPO levels, CAT activity and the GST activity. On the other hand, we have
observed an increase in the ROS concentration. Thus, the fact of a higher ROS
concentration does not induce a LPO damage. It may be related to the increase of other
antioxidant enzymes as the GPx and SOD after 60 days of a chronic exposure to UVB
radiation.

The effects induced for UV radiation exposure at structural levels in the visual
system has been already shown (Busch et al., 1999; Gorgels and van Norren., 1995;
Sliney, 2001; Yam and Kwok, 2013; Young, 2006; Zigman and Vaughan 1974).
However, in our study, we have noticed structural alterations in the optic lobe, and an

inflammatory process in the retina after 60 days of exposure. This fact leads us to
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understand that long-term exposures can significantly alter the physiological functions of
the crustacean’s visual system. The inflammatory reaction in the visual system of
mammals after their chronic exposure to UV radiation has also been perceived by
Hiramoto et al. (2017) lately. According to these authors, the inflammatory reaction is
provoked by the increase of ROS concentration, which is activated by the UV radiation.
Therefore, in our study, even without identifying LPO damage after a chronic exposure
to UV radiation, we may observe an inflammatory process in the visual system of crab N.
granulata, which shows that there is a damage caused by the chronic exposure to UV

radiation.

5. Conclusion

We conclude that the chronic exposure to the UVB radiation, in environmental
doses, alter the oxidative status of the visual system of crab N. granulata, but the
antioxidant system may protect the tissue from damages caused by ROS
concentration.However, after 60 days of exposure, we observed an inflammatory process,

wich show a visual damage.
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Legends of figures

Fig. 1 — Concentration of Reactive Oxygen Species (ROS) in the visual system of the crab
Neohelice granulata (retina and optic lobe ) after exposure to UVB radiation. (A) 1 day
of exposure; (B) 15 days of exposure; (C) 30 days of exposure; (D) 60 days of exposure.
Data were expressed as percentages relative to the control group (100%). (*) Means

significant difference (p <0.05) between the exposed animals and the control group.

Fig. 2 — Antioxidant capacity against peroxyl radicals (ACAP) in the visual system of the
crab Neohelice granulata (retina and optic lobe ) after exposure to UVB radiation. (A) 1
day of exposure; (B) 15 days of exposure; (C) 30 days of exposure; (D) 60 days of
exposure. Data were expressed as percentages relative to the control group (100%). (*)

Means significant difference (p <0.05) between the exposed animals and the control

group.

Fig. 3 — Catalase Activity (CAT) in the visual system of the crab Neohelice granulata
(retina and optic lobe ) after exposure to UVB radiation. (A) 1 day of exposure; (B) 15
days of exposure; (C) 30 days of exposure; (D) 60 days of exposure. Data were expressed
as percentages relative to the control group (100%). (*) Means significant difference (p

<0.05) between the exposed animals and the control group.

Fig. 4 — Glutathione S-transferase activity (GST) in the visual system of the crab

Neohelice granulata (retina and optic lobe ) after exposure to UVB radiation. (A) 1 day

of exposure; (B) 15 days of exposure; (C) 30 days of exposure; (D) 60 days of exposure.
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Data were expressed as percentages relative to the control group (100%). (*) Means

significant difference (p <0.05) between the exposed animals and the control group.

Fig. 5 — Lipoperoxidation levels (LPO) in the visual system of the crab Neohelice
granulata (retina and optic lobe ) after exposure to UVB radiation. (A) 1 day of exposure;
(B) 15 days of exposure; (C) 30 days of exposure; (D) 60 days of exposure. Data were
expressed as percentages relative to the control group (100%). (*) Means significant

difference (p <0.05) between the exposed animals and the control group.

Fig. 6 — Longitudinal histological sections of the eyestalk of the crab Neohelice granulata
stained with hematoxylin and eosin. (A) Retina and fasciculated zone after 60 days
exposure (control group) - H&E stain; (B) Retina and fasciculated zone evidencing the
inflammatory process (arrow) after 60 days exposure - H&E stain; (C) External medulla
after 60 days of exposure (control group) - H&E stain; (D) External medulla with enlarged
vascular sinuses (arrow head) and disorganization of the regular arrangement of the cell

bodies (arrows) after 60 days of exposure - H&E stain.

Table 1 — Value for ROS concentration, ACAP levels, CAT activity, GST activity, LPO

levels of control group (mean = SEM), of the retina region and optic lobe , for 1, 15, 30

e 60 days.
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Figure 3
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Figure 4

GST (15 days)
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Figure 5

LPO (15 days)
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Figure 6

i
e

_\

50



Table 1

¥1°C F 810€CL €6°TF LEVL'OS 98°¢ F GESREY 9 € FH9T1'61 ST F€86€°1C1 961 F9¥SS 1L L€ F¥¥9T°SS 8T F S8I1°6y | (1—(urdjead yo Sur) LSON) LSO
8LV F L¥¥0°8S ¥T'€ F 6¥80°9L €T F 565 e 1TTF0r01°CE 9L°9 F8S10°16 98y F 890L°G9 1T FS08LEY ¥6°T F801C°0€ (1—(urd0ad yo Sur) TvDN) LVD
970 F¥LYE'E 11°0 ¥9080°€ YL°0 F 8EET'L 90°T ¥ 78€9°9 0L'T F9190°ST LL'TF9LST'6 LT F88IL6 TT0FT6ITE (1—(sseur jom jo 3) JHD) Od'T
€8€0°0 F 1€61°0 €50°0 F +9¥0°0 6900°0 F 1€01°0 700°0 F €5€0°0 910°0 F S911°0 T10°0 F S611°0 7€00°0 F 8€50°0 L10°0 F L8010 dVOV
SP'S9891 F 79°869L09 [ 88°09€TT F 8STTELET [ 19°61 1101 F 9¥°0L0SSST [0T°9LSSL F 8€°S91H99 [ SOTYS9 F STTEETHI [ 290991 F TH'80ETT [ CTTEEET F 9I°HESLY| €0°90LT F 98°LLyS9| (1—(urdyead yo 3ur) Ng) SOU
vUDOY el suen) vunOy elsuen) BUDIY SaIsAeuy

eljsuen)

eun Y

elguen)

Kep 1

skep (09

skep (¢

skep G

JUIT) [EJUSILID

]

51



Discussao Geral

Os efeitos agudos da exposicao a radiacdo UV sobre os tecidos mais expostos tém
sido investigados. Entretanto, os efeitos da exposi¢do cronica a radiacdo UV tém sido
investigado com menos intensidade, principalmente no sistema visual. Desta forma,
estudamos os efeitos provocados pela exposi¢do cronica da radiagdo UVB no sistema
visual do caranguejo N. granulata, através de analises bioquimicas e morfologicas na
regido de retina e ganglios Opticos.

A constante preocupagdo com as mudangas ambientais tem levado a um maior
interesse em investigar os efeitos desencadeados pela exposicao a radiacdo UV em muitos
organismos (Huebner et al., 2009). Basicamente, podemos dividir os efeitos da radiagao
UV de duas formas, aguda e cronica. Segundo Matsumura ¢ Ananthaswamy (2004), a
exposicdo aguda a radiagdo UV induz lesdes de DNA, tais como dimeros de pirimidina,
enquanto a exposi¢do mais prolongada a radiacdo UV causa a deterioracdo gradual de
estruturas celulares com a consequente perda de fungdo bioldgica. Além destes efeitos, a
radiacdo UV afeta diretamente os olhos e, a cada ano, estima-se que aproximadamente 3
milhdes de pessoas sofram perda da visdo devido aos danos relacionados a radiagao UV
(Gonzales et al., 2008). Neste sentido, a agdo cumulativa da radiacado UV pode provocar
um processo complexo associado a reacdes quimicas e morfologicas (Balogh et al., 2011).

Quando analisamos a concentracdo de EROs nos animais expostos ao primeiro
dia, observamos um aumento significativo na regido da retina quando comparados ao
grupo controle. No entanto, o mesmo nao foi observado na regido de ganglio. Apos 30
dias, novamente foi observado um aumento na concentracdo de EROs na retina dos
animais expostos. Ja apos 60 dias, observamos um aumento na regido de ganglio dos
animais expostos & radiacdo UVB, comparados ao grupo controle. Vargas e colaboradores

(2011), avaliando o efeito protetor da melatonina contra a exposi¢do a radiacdo UV,
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observaram que animais expostos a elevadas doses (1,2 J/cm?) de radiagio UVB
mostraram um aumento na concentra¢cao de EROs quando comparados ao grupo controle.
Kim e colaboradores (2015) trabalhando com o copépodo Tigriopus japonicus, também
verificaram um aumento na concentracdo de EROs ap6s uma exposicdo aguda a doses
elevadas (2,4 J/cm?) de radiacio UVB. Assim, avaliando exposi¢des agudas (Kim et al.,
2015; Vargas et al., 2011) e cronicas (neste estudo) a radiagdo UVB, podemos perceber
que héd um aumento na concentragdo de EROs em ambas, nos diferentes crustaceos.

Sabe-se que EROs tém alta capacidade de prejudicar biomoléculas, tais como
proteinas, acidos nucleicos e lipidios (Lassen et al., 2008). Embora as EROs sejam parte
dos processos regulatorios normais para o organismo ¢ o estado redox celular seja
controlado por enzimas antioxidantes, o aumento da concentracdo de EROs pode
desencadear a perda da homeostasia redox celular (Wenk et al., 2001). O sistema de
elimina¢do de EROs ¢ composto por mecanismos enzimaticos € ndo enzimaticos (Tong
et al., 2015). Aliado a isto, ha a propria capacidade do tecido de se proteger dos efeitos
desencadeados pela acdo destas moléculas nos sistemas biologicos. Neste sentido, a
ACAP também elevada, evita danos celulares provocados pelo aumento de EROs.

Neste estudo, avaliamos a ACAP das diferentes regides do sistema visual. Apds
30 dias de exposicao, obervamos uma diminuicdo dos niveis da ACAP na retina dos
animais expostos. No entanto, apos 15 e 60 dias de exposi¢do, houve um aumento
significativo nos niveis de ACAP na regido da retina dos animais expostos. Hollmann e
colaboradores (2015), expondo caranguejos da espécie Ucides cordatus por um, trés e
cinco dias a baixas doses (0,0002 J/cm?) de radiagdo UVB observaram niveis de ACAP
no cérebro e pedunculo ocular destes animais. No primeiro dia, no pedunculo ocular, os
niveis de ACAP ndo apresentaram diferenca significativa em relagcdo ao grupo controle.

Ja no terceiro dia, houve uma diminui¢do nos caranguejos expostos a radiagao UVB em
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comparagdo ao grupo controle. No entanto, no quinto dia de exposi¢do, os niveis de
ACAP nio apresentaram diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. Vargas e
colaboradores (2010), trabalhando com exposi¢des agudas de radiagio UVB em doses
elevadas (1,2 J/cm?), ndo observaram diferanca significativa nos niveis de ACAP apds a
exposi¢ao a radiacdo UV nos animais aclimatados a 12L:12D. Assim, podemos sugerir
que exposicdes a radiagdo UV alteram os niveis de ACAP de diferentes maneiras nos
crustaceos. Os efeitos agudos da exposicao a radiagdo UV no caranguejo Ucides cordatus
(Hollmann et al., 2015) e no caranguejo N. granulata (Vargas et al., 2010) ndo
apresentaram diferenga significativa nos niveis de ACAP em relagdo aos grupos
controles. Isto, também foi observado neste estudo, apos a exposi¢ao no primeiro dia. No
entanto, quando os peduinculos oculares do caranguejo Ucides cordatus foram expostos a
radiacdo UVB por 3 dias, houve um descréscimo dos niveis de ACAP, porém quando
expostos a radiagdo UVB por 5 dias, ndo houve diferenca significativa em relagdo ao
grupo controle (Hollmann et al., 2015). No presente estudo, n6s também observamos uma
oscilagdo nos niveis de ACAP apds exposi¢do cronica a baixas doses de radiagdo UVB.
A enzima CAT ¢ uma das responsaveis por minimizar os danos celulares nos
tecidos submetidos a estresse oxidativo (Hermes-Lima, 2004; Storey, 1996). Sendo
assim, avaliamos a atividade desta apos exposicao cronica a radiacdo UVB. Apds o
primeiro dia de exposi¢ao a radiagdo UVB, nds observamos um aumento da atividade da
CAT na regido de retina. No entanto, apos 15 e 30 dias de exposi¢dao, nds observamos
uma diminuicao na atividade da CAT. Vega & Pizzaro (2000) trabalhando com Daphnia
longispina verificaram um aumento na atividade da catalase apds exposicao aguda a
radiacdo UVB (0,11 J/cm?). Assim como observado por Vargas e colaboradores (2010)
que viram um aumento na atividade da catalase apos exposicao a doses elevadas (1,2

J/cm?) a radiagdo UVB no caranguejo N. granulata. Estes resultados confirmam nossos
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achados, pois, apés a exposi¢do a radiagdo UVB, a atividade da CAT aumentou no
primeiro dia. Assim, o aumento na concentracdo de EROs, pode ter ativado o sistema de
defesa antioxidante. No entanto, a diminui¢do na atividade da CAT apos 15 e 30 dias
pode estar relacionado com os efeitos indiretos da radiacdo UV no sistema visual como
sugerido por Zigman e colaboradores (1996), que remetem que a formagao do oxigénio
singlet e o radical hidroxila, apds a exposi¢ao a radiagdo UV, poderia estar induzindo uma
inibicdo da atividade da catalase nas células epiteliais da lente de coelhos e esquilos.
Uma das enzimas responsaveis por realizar a defesa antioxidante ¢ a GST. Esta
enzima estd presente em praticamente todos os animais, constituindo um importante
mecanismo intracelular de desintoxicacdo (Papadopoulos et al., 2004). Neste estudo,
observamos um aumento na atividade da GST em ambas as regides estudadas, apos o
primeiro dia de exposi¢do. No entanto, na regido da retina, apés 15 dias de exposicao
houve uma diminui¢do da atividade da GST. Hollmann e colaboradores (2015)
observaram a atividade da GST aumentada no pedunculo do caranguejo Ucides cordatus
ap6s um dia de exposi¢do, no entanto, esta atividade foi diminuida no terceiro e quinto
dia de exposigdes. Kim e colaboradores (2015) verificaram um aumento na atividade da
GST no copépodo Tigriopus japonicus apds a exposi¢ao a radiagdo UVB. Também
trabalhando com Tigriopus japonicus, Rhee e colaboradores (2012) verificaram um
aumento da atividade da GST ap6s 48h de exposi¢do a radiagio UVB (1,2 J/cm?). Estes
resultados confirmam nossos achados, pois 1 dia de exposi¢do a radiagdo UVB estimula
um aumento na atividade da GST nos crustdceos. Porém, em exposi¢cdes mais
prolongadas como 15, 30 e 60 dias podem provocar a desativagao da GST, o que, neste
trabalho, foi mais pronunciado apds 15 dias, causando um descréscimo na atividade da

GST.

55



Para verificar os danos desencadeados pela radiacio UV no sistema visual do
caranguejo N. granulata, verificamos os niveis de lipoperoxidag@o. No primeiro dia de
exposic¢do a radiagdo UV, observamos uma diminui¢ao nos niveis de LPO na regido de
ganglio. Ja ap6s 15 dias de exposi¢do, observamos uma diminui¢ao nos niveis de LPO na
regido da retina. Contrariamente ao nosso trabalho, Hollmann e colaboradores (2015)
observaram, no pedunculo, um aumento nos niveis de LPO ap6s um dia de exposi¢do a
radiagdo UVB. Ja no quinto dia de exposi¢ao, os autores observaram diminui¢do nos
niveis de LPO quando comparados ao grupo controle. De acordo com os autores, o tempo
de exposi¢do pode ndo ter sido suficiente para que os mecanismos de defesa revertam os
niveis de LPO. O fato de ndo encontrarmos danos oxidativos, apos os periodos longos de
exposi¢ao, pode estar relacionado com o sistema de defesa que busca combater os danos
desencadeados através da exposi¢ao cronica a radiacdo UVB.

Exposi¢des agudas e cronicas podem desencadear diferentes respostas
dependendo do tecido estudado. Neste sentido, o sistema visual do caranguejo N.
granulata, além de ser um tecido constantemente exposto a radiacao UV, pode ser afetado
diretamente pelos efeitos desencadeados pela exposi¢ao cronica a radiagdo UVB. Sendo
assim, no nosso trabalho, nds observamos diferengas no status oxidativo dos animais
expostos por 1 ou 60 dias, tanto na regido da retina como na regido de ganglios opticos.

No primeiro dia de exposicao, a retina apresentou um aumento na concentragao
de EROs, bem como, um aumento na atividade da CAT e GST, que sdo enzimas
antioxidantes responsaveis pela protegao tecidual. No entanto, os niveis de ACAP e LPO
nao apresentaram diferencas significativas entre os animais expostos a radiacdo UVB e
os grupos controles. Neste sentido, mesmo com aumento na concentracdo de EROs na
retina, e a ndo alteragcdo dos niveis de ACAP, ndo observamos dano lipidico (LPO), uma

vez que as atividades da CAT e GST estavam aumentadas. Ja na exposi¢do cronica por
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60 dias, ndo observamos diferengas significativas na concentracdo de EROs, na atividade
da CAT, na atividade da GST e nos niveis de LPO na retina dos animais expostos com
relacdo aos respectivos grupos controles. No entanto, podemos constatar que os niveis de
ACAP aumentaram nesta regido. Sendo assim, o aumento da ACAP observado nesta
regido ap6s 60 dias de exposi¢ao a radiagdo UVB, poderia proteger o tecido dos danos de
LPO. Assim, parece que o sistema de defesa antioxidante no sistema visual do caranguejo
N. granulata foi ativado apoOs a exposi¢do cronica da radiacdo UVB, protegendo este
tecido de possiveis danos celulares, como os danos lipidicos.

Naregido de ganglio, ndo observamos alteragdes na concentragcdo de EROs, niveis
de ACAP e na atividade da CAT, entre os animais expostos e os grupos controles, apos o
primeiro dia de exposic¢do. No entanto, observamos o aumento da atividade da GST e uma
consequente diminui¢do dos niveis de LPO. Assim, a diminui¢ao dos niveis de LPO na
regido de ganglio dos animais expostos a radiacdo UVB esta diretamente relacionada ao
aumento da atividade da GST, que ¢ uma enzima do sistema de defesa antioxidante,
responsavel por remover produtos celulares danificados, como os fosfolipidios de
membrana (Storey, 1996). J4 na regido do ganglio dos animais expostos a radiagdo UVB
por 60 dias, ndo observamos diferencas significativas nos niveis de ACAP e LPO, bem
como na atividade da CAT e na atividade da GST. Por outro lado, constatamos um
aumento na concentragdo de EROs. Neste sentido, o fato do aumento na concentragao de
EROs nao ter gerado LPO, pode estar relacionado com o aumento da atividade de outras
enzimas antioxidantes como a GPx e a SOD apos 60 dias de exposigdo cronica a radiagao
UVB.

Os efeitos desencadeados pela exposi¢cdo a radiagdo UV a niveis estruturais no
sistema visual sdo conhecidos (Busch et al., 1999; Gorgels e van Norren., 1995; Zigman

e Vaughan 1974). Entretanto, neste trabalho, observamos uma alteragcdo estrutural na
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regido de ganglio, e uma reacdo inflamatdria na regido da retina ap6s 60 dias de
exposicdo. Este fato nos remete a entender que exposicdes a longo prazo podem alterar
significativamente as funcdes fisiologias do sistema visual de crustaceos. Reagdes
inflamatoérias no sistema visual de mamiferos ap6s a exposi¢do cronica a radiacdo UV,
também foram identificadas mais recentemente por Hiramoto e colaboradores (2017).
Segundo estes autores, a reagdo inflamatdéria foi desencadeada pelo aumento da
concentragdo de EROs estimulada pela radiacdo UV. Assim, em nosso trabalho, mesmo
ndo identificando um dano de LPO apds exposi¢ao cronica a radiagdo UV, nds podemos
verificar um processo inflamatdrio no sistema visual do caranguejo N. granulata, o que
mostra que existe um processo danoso desencadeado pela exposicao cronica a radiagdo

UV.

Perspectivas

O aprofundamento dos conhecimentos acerca dos efeitos desencadeados pela
radiagdo UV tornam-se necessarios. Além disto, vimos neste trabalho como o sistema
visual do caranguejo N. granulata pode responder a doses baixa da radiacao UVB, porém,
trabalhando com doses mais elevadas, tanto UVA como UVB, podem acarretar em efeitos
mais pronunciados no status oxidativo e alteragdes morfologicas? Sendo assim, buscar
entender processos ndo enzimaticos, como o papel da melatonina para combater possiveis
danos desencadeados pela exposicao cronica da radiagdo UV também sdo relevantes, uma
vez que mesmo nao observando dano de LPO no presente trabalho, podemos observar

alteragdes nos niveis de ACAP nas diferentes regides do sistema visual de crustaceos.
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Conclusoes

Neste trabalho, podemos verificar que exposi¢cdes cronicas da radiacdo
ultravioleta (UVB), sobre o sistema visual do caranguejo N. granulata podem acarretar
consequéncias danosas para o organismo, pois, foram observadas alteragcdes no status
oxidativo do sistema visual do carangejo N. granulata, porém nio desencadeando dano
de LPO, principalemnte pelo aumento da atividade do sistema de defesa antioxidante. No
entanto, ap6s 60 dias de exposi¢do, observamos um processo inflamatério e uma
desorganizagdo estrutural no sistema visual. Este fato nos remete a entender que
exposi¢des a longo prazo podem alterar significativamente as fungdes fisiologias do

sistema visual de crustaceos desencadeado pela exposi¢do cronica a radiagao UV.
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