UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS NATURAIS E EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIODIVERSIDADE ANIMAL

Caroline Peripolli dos Santos

IMPACTO DA RADIACAO SOLAR SOBRE A APTIDAO E
CAPACIDADE LOCOMOTORA DE GIRINOS

Santa Maria, RS
2016



Caroline Peripolli dos Santos

IMPACTO DA RADIACAO SOLAR SOBRE A APTIDAO E CAPACIDADE
LOCOMOTORA DE GIRINOS

Dissertacdo apresentada ao Curso de
Mestrado do Programa de Pés-Graduacao
em Biodiversidade Animal, Area de
Concentracdo em Sistemética e Biologia
Evolutiva, da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM, RS), como requisito parcial
para obtencdo do grau de Mestre em
Biodiversidade Animal.

Orientador: Prof. Dr. André Passaglia Schuch

Santa Maria, RS

2016



Caroline Peripolli dos Santos

IMPACTO DA RADIACAO SOLAR SOBRE A APTIDAO E CAPACIDADE
LOCOMOTORA DE GIRINOS

Dissertacdo apresentada ao Curso de
Mestrado do Programa de Poés-Graduacéo
em Biodiversidade Animal, Area de
Concentracdo em Sisteméatica e Biologia
Evolutiva, da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM, RS), como requisito parcial
para obtencdo do grau de Mestre em
Biodiversidade Animal.

Aprovado em 22 de margo de 2016:

André Passaglia Schuch (UFSM)
(Presidente/Orientador)

Alexandro Marques Tozetti (UNISINOS)

Tiago Gomes dos Santos (Unipampa)

Santa Maria, RS
2016



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Dr. André Passaglia Schuch, pela paciéncia, pelo
incentivo e por todo o aprendizado que me proporcionou desde o inicio desse
projeto.

A FAPERGS - Fundag&o de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do
Sul, pela bolsa de mestrado concedida.

Ao querido Sidnei Santos da Cruz, secretario do curso de Pos-Graduacao em
Biodiversidade Animal, por ouvir e resolver atentamente todos os “pepinos” que
brotaram durante esse periodo.

Ao James Eduardo Lago Londero, pelos lanches e trabalhos compartilhados
no laboratério.

Ao LabDros e ao Dr. Elgion Lucio da Silva Loreto, pelos equipamentos
cedidos e pela colaboragdo com a alimentacdo dos imagos.

A bidloga Sinara Santos Jardim, pela disposi¢do, ajuda de sempre e pelos
conselhos compartilhados.

Ao Laboratério de Herpetologia da UFSM e a Dra. Sonia Zanini Cechin, pelo
empréstimo de equipamentos e colaboracdo. As bidlogas Luiza Loebens e Livia
Bataioli Moura, pela confeccdo e analise das laminas histolégicas. E pelos
sambinhas da vida também, Livia.

A grandiosa oportunidade de conhecer e coletar na Estacdo Ecoldgica do
Taim, na Base Santa Marta, lugar extremamente intrigante e encantador. E,
obviamente, ao bidlogo Mauricio Beux dos Santos, pela parceria nessa empreitada e
em muitas outras.

Aos meus amigos, inspiradores e incansaveis, por ndo deixarem que eu me
desequilibrasse e sempre me fortalecerem. Aos meus amigos biologos, em
particular, por sonharem um sonho junto, sentirem e sofrerem por ele também.

Em especial, a Barbara Kuhn por espichar essa méozinha de fada e me trazer
de volta algumas vezes. Obrigada!

A Luiza Casanova Machado e & Camila Moresco Possebon por toda ajuda
nos ultimos minutos, por sempre me acolherem e pelas grandes comemoracoes.

E principalmente & minha familia, por estar excepcionalmente presente na

minha vida e me sustentar em cada desafio.



A minha m&e, Simone Felin Peripolli, por estar sempre la na frente, ser
impecavel em tudo que faz e, ainda, ser minha melhor amiga. Obrigada por me fazer
sonhadora!

Ao meu pai, Celso Baltazar Leal dos Santos, pelo alicerce cuidadosamente
alinhado, por simplificar e pelo amor a natureza. Obrigada pro me fazer aventureira!

Ao meu irmao mais lindo desse mundo, Guilherme Peripolli dos Santos, por
ser meu par, meu lar e me inspirar todos os dias.

N&o poderia deixar de agradecer as vidas utilizadas para o desenvolvimento
desse projeto e seus resultados. Certamente cada girino da espécie Hypsiboas
pulchellus coletado foi fundamental para composicédo desse estudo e dos que ainda
viréo.

E, por fim, agradeco a todos os encontros e as incontaveis trocas que esses

dois anos de pés-graduacdo me proporcionaram, foi extremamente enriquecedor.



RESUMO

IMPACTO DA RADIACAO SOLAR SOBRE A APTIDAO E CAPACIDADE
LOCOMOTORA DE GIRINOS

AUTORA: Caroline Peripolli dos Santos
ORIENTADOR: André Passaglia Schuch

Durante as Ultimas décadas, as populagbes de anfibios vém sofrendo um declinio
generalizado e diferentes fatores sdo sugeridos como responsaveis por esse efeito.
Observacoes paralelas entre o rapido decréscimo da concentracdo do ozénio estratosférico
no final da década de 1970, com o declinio de anfibios no inicio da década de 1980,
despertaram grande interesse para se estudar as possiveis associagfes entre o aumento da
incidéncia de radiag&o ultravioleta (UV) na superficie e a reducéo do namero de espécies de
anfibios. Sabe-se que a radiacdo UV solar tem importante impacto biolégico na vida dos
organismos devido a sua grande capacidade de induzir lesdes na molécula de DNA, que
podem levar a indugdo de mutacdes ou morte celular. Um dos principais mecanismos de
reparo de DNA ¢é a fotorreativacdo que ocorre por meio das enzimas fotoliases, as quais
promovem reversao dessas lesdes ao absorver fétons de luz UVA e luz visivel. Neste
projeto, avaliou-se a agdo bioldgica da radiagdo UVB e UVA a partir de dados morfoldgicos,
histologicos, locomotores e de sobrevivéncia de girinos da espécie Hypsiboas pulchellus
(Anura: Hylidae). Girinos coletados e mantidos no laboratério foram submetidos a
tratamentos agudos e cronicos, compostos por exposi¢oes a diferentes doses de luz UVB e
UVA. Os resultados de sobrevivéncia indicam que os girinos de H. pulchellus sdo muito
sensiveis a radiacdo UVB em relacao a UVA. Entretanto, apesar da alta sobrevivéncia dos
individuos submetidos a radiagdo UVA, estes apresentaram sérias malformacdes em longo
prazo. A massa corporal dos girinos também sofreu influéncia das diferentes doses de
radiacdo UV aplicadas, entretanto o comprimento total foi pouco influenciado. A capacidade
locomotora (vertical e horizontal) dos organismos expostos a luz UV foi bastante alterada,
onde se destaca a grave redugdo da atividade locomotora dos individuos tratados com
radiagdo UVB. Adicionalmente, a radiacdo UVB teve impacto severo nas estruturas de
queratina da pele (estrato c6rneo) e da boca (queratodontes e mandibula) dos girinos,
indicando que esses devem ser impactos principais da radiagdo UV solar na reducdo da
performance desses organismos. Em paralelo, também foi possivel observar a extrema
importancia da ativagdo das enzimas fotoliases para a reparacao dos danos de DNA, assim
como os seus efeitos apds os tratamentos com radiacao UVB, mas ndo com UVA. Portanto,
no presente trabalho, foi possivel apresentar uma ampla caracterizacdo dos efeitos
biol6gicos da radiacdo UVB e UVA solar na performance de girinos de H. pulchellus.

Palavras-chave: Declinio de anfibios. Radiagédo ultravioleta. Performance locomotora.
Hypsiboas pulchellus.



ABSTRACT

SOLAR RADIATION IMPACT ON TADPOLES’ FITNESS AND LOCOMOTION
PERFORMANCE

AUTHOR: Caroline Peripolli dos Santos
ADVISOR: André Passaglia Schuch

On the last decades, amphibian populations have been suffering a global decline, and
different factors can be related to this process. Parallel observations between the decrease
of stratospheric ozone concentration in the late 1970s and amphibian decline in early 1980s
aroused interest to study the possible association among increased incidence of ultraviolet
radiation (UV) and amphibian decline. The UV radiation has important biological impact on
living organisms due to their ability to induce lesions in the DNA molecule, which may result
in the induction of mutations or cell death. Photoreactivation is an important DNA repair
mechanism that promotes the reversal of UV-induced DNA damage by photolyase enzymes
after the absorption of UVA and visible light photons. In this study, we evaluated the biolocial
effects of UVB and UVA through morphological, histological, locomotor and survival of
Hypsiboas pulchellus (Anura: Hylidae) tadpoles. Tadpoles kept in the laboratory were
submitted to acute and chronic treatments, composed of different doses of UVB and UVA
exposures. The results of survival curves indicate that the H. pulchellus is very sensitive to
UVB radiation comparative to UVA. However, despite the high tadpole survival after UVA,
they showed serious malformations after metamorphosis. Tadpoles’ body weight also
suffered influence of different UV radiation doses, however the body length was bit affected.
The locomotor capacity (horizontal and vertical speed) of UVB-exposed tadpoles has been
significantly changed. In addition, UVB radiation had severe impact on the skin (stratum
corneum) and mouth (rows of teeth and jaw sheaths) keratin structures of tadpoles,
indicating that these should be important impacts of solar UV radiation in reducing the
performance of these organisms. In parallel, it was also possible to observe the extreme
importance of activation of photolyases for the repair of DNA damage after treatment with
UVB but not UVA. Therefore, in this study, we present a wide characterization of the
biological effects of solar UVB and UVA on the performance of H. pulchellus tadpoles.

Key words: Amphibian decline. Ultraviolet radiation. Locomotor performance. Hypsiboas
pulchellus.
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1 INTRODUCAO

Estudos atuais mostram que a biodiversidade esta em declinio no mundo todo
e os anfibios sdo importantes representantes dessa perda geral de populagdes,
especialmente porque sao consideradas espécies indicadoras da saude ambiental
global (ALFORD, 2011; COLLINS, 2003; HOULAHAN, 2000). Desde meados de
1980, estudos que demonstram decréscimo de populacdes de anfibios comecaram a
surgir, inicialmente na Ameérica do Norte. Entretanto, nas ultimas décadas essas
observacdes expandiram-se por diferentes paises, o que caracteriza um possivel
declinio generalizado das populacdes de anfibios, que pode estar relacionado a
extincdo de muitas espécies em diferentes locais do planeta (ETEROVICK, 2005;
HOULAHAN, 2000; SHERMAN, 1993; STUART, 2004). Atualmente inameros fatores
sao sugeridos como principais causas da reducao de populacfes de anfibios, como
aumento da incidéncia de radiacdo UVB na superficie (ALTON, 2012; BLAUSTEIN,
1993; 1994; SCHUCH, 2015a), fragmentacdo e destruicdo de habitats (BECKER,
2007), exposicdo a produtos quimicos e pesticidas (BRUHL, 2013; SVARTZ, 2014),
assim como ao fungo Batrachochytrium dendrobatidis, causador da doenca
quitridiomicose (BERGER, 1999; LIPS, 2006).

Alguns desses fatores podem levar a sérias alteracbes em estruturas
fundamentais para o desenvolvimento e a sobrevivéncia desses organismos, como é
o0 caso da doenca quitridiomicose. O fungo causa infec¢cdes na pele e pode
desencadear excessiva producdo de queratina, hiperqueratose, descamacgao e
erosdes na epiderme. Esses animais tem seu comportamento alterado pela doenca,
tornam-se moribundos e morrem frequentemente poucos dias ap0s apresentarem 0s
primeiros sintomas (BERGER, 1999). A radiagdo ultravioleta é amplamente
absorvida pela epiderme e portanto também pode desencadear alteragbes
estruturais na pele, pois induz a condensacdo de filamentos intermediarios de
gueratina que modifica o teor de lipidios no estrato corneo, aumenta a fluidez lipidica
e sua permeabilidade. Segundo NAGL (1997) a radiacdo UVB pode causar inchaco
gradual de células epiteliais e seus nucleos, 0 que causa um aumento na espessura
meédia da epiderme em girinos irradiados.

A radiacao ultravioleta (UV) é a radiacdo eletromagnética com comprimento

de onda de 100nm a 400nm e maior frequéncia de oscilacdo, quando comparada a
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luz visivel e a radiacdo infravermelha. Quase toda a radiacdo emitida pelo sol
concentra-se entre essas faixas: ultravioleta, visivel e infravermelha. O espectro do
ultravioleta € subdividido e algumas de suas regifes recebem denominag¢des, como
UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) e UVC (100-280 nm). Atualmente, a
proporcdo total de radiagdo UV incidente na superficie terrestre é de
aproximadamente 6%. Sua maior parte, cerca de 90%, € constituida pela radiacédo
UVA, a qual é pouco absorvida pelo ozonio estratosférico e, dessa forma, € a que
mais atinge a superficie. A radiacdo UVB, entretanto, é fortemente absorvida pela
estratosfera, além de ser amplamente espalhada e atenuada, mas ainda atinge em
pequenas propor¢cdes a biosfera. A radiacdo UVC é completamente absorvida pela
estratosfera e ndo atinge a superficie terrestre. Contudo, a reducdo da camada de
o0zo6nio pode levar a mudancas em sua distribuicdo espectral e aumentar a incidéncia
de UVB e, consequentemente, seus efeitos sobre a vida terrestre (FRIEDBERG,
2006; GALLAGHER, 2006).

A partir de importantes observacdes entre o rapido decréscimo da
concentragcdo do ozénio estratosférico no final da década de 1970, juntamente com
estudos sobre o declinio das popula¢gBes de anfibios no inicio da década de 1980,
despertou-se um grande interesse cientifico para se avaliar as possiveis
associacfes entre o aumento da incidéncia de radiagdo UVB na superficie e a
reducdo do numero de espécies de anfibios (CRUMP, 2000; FARMAM,1985). Em
2004 foi demonstrado que espécies que vivem na regido neotropical sdo mais
afetadas pelo declinio de anfibios do que em outras regides. Na América do Sul,
Mesoamérica, Porto Rico e Australia a principal causa da reducdo do numero de
espécies ainda € enigmatica (STUART, 2004). Adicionalmente, a familia Hylidae
esta entre as quarto principais familias em declinio ao redor do globo. Espécies da
familia Hylidae apresentam alta sensibilidade aos efeitos da radiacdo UV, logo, é
possivel que o declinio dessas espécies na regido sul esteja relacionado a
ocorréncia de eventos que influenciam a acéo do buraco de oz6nio Antartico sobre o
sul do Brasil (SCHUCH, 2015a).

Em paralelo a essas descobertas, a ocorréncia de malformacées em anuros
passou a ser percebida, inicialmente em regides dos Estados Unidos (DRAKE, 2007,
JOHNSON, 2001) e, posteriormente, em outros paises ao redor do globo (ROY,
2002; AGOSTINI, 2013). A radiacdo UVB é considerada um possivel fator

responsavel por induzir malformacdes, além de mortalidade, especialmente devido a
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sua acdo mutagénica no estagio de desenvolvimento embrionario e larval desses
organismos (MACIAS, 2007). Aléem de demonstrar que os efeitos da radiacdo UVB
na fase embrionaria e larval de anfibios reduzem consideravelmente sua
sobrevivéncia (BANCROFT, 2008; SCHUCH, 2015a), essa descoberta indica que a
radiacdo UVB é um importante estressor ambiental. Seus efeitos na morfologia, no
comportamento e na sobrevivéncia de girinos sdo de extrema importancia para a
compreensao da dimensado da acéo biolégica desse agente genotoxico na vida dos
anfibios, principalmente por causar crescimento reduzido, redugcdo da taxa de
desenvolvimento, metamorfose atrasada, reducdo da capacidade locomotora e
suscetibilidade aos predadores e a doencas (ALTON, 2011; BLAUSTEIN, 2003;
SCHUCH, 2015a).

A molécula de DNA é responsavel pela manutencdo e transmissdo da
informacao genética ao longo das geracdes. Portanto, € de fundamental importancia
gue esse patriménio genético seja protegido. Consequentemente, é essencial que os
agentes com acdo genotoxica sejam amplamente conhecidos, assim como suas
possiveis alteracdes na aptiddo e sucessao dos organismos na Terra. Ao avaliarmos
esses efeitos em maior escala, é inevitavel sua associacdo a eventos de extingdo de
espécies, uma vez que a vulnerabilidade do material genético a esses agentes,
como a radiacao solar, pode comprometer irreversivelmente a vida dos organismos e
suas geracoes futuras.

Um processo de defesa muito importante contra os danos de DNA induzidos
pela radiacdo UV é conhecido como reparagédo por fotorreativacdo (Figura 1), que
envolve a ativacdo de enzimas chamadas fotoliases pela acdo da luz visivel e UVA.
A fotorreativacdo foi o primeiro mecanismo de reparo de DNA descrito (KELNER,;
DULBECCO, 1949). Nesse mecanismo, a fotoliase liga-se ao dimero de pirimidina
formado no DNA pela acdo da luz UV (independente de luz) e, apds absorver um
féton de luz UVA/azul (comprimento de onda entre 350 a 450 nm), quebra as
ligagbes covalentes formadas entre as pirimidinas adjacentes, restaurando os
nucleotideos a sua forma nativa. Desta forma, trata-se de um mecanismo de reparo
de DNA altamente eficiente, r4pido e livre de erro. Pelo fato da fotorreativacao ser,
muito provavelmente, o mais importante mecanismo de reparacdo de DNA de
anfibios, foi demonstrado que espécies com maior atividade das fotoliases sdo mais
resistentes aos danos provocados pela luz UV (BLAUSTEIN, 1994). Dessa maneira,

€ importante conhecermos a eficiéncia desse mecanismo de reparo nos efeitos da
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radiagdo UV na morfologia, na locomocao e na sobrévivencia de diferentes espécies

de anuros.

Figura 1 — Esquema representativo da acdo da enzima fotoliase no reparo de uma
molécula de DNA

DNA fotoliase. ”
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-
- uv Dimerode Timina _  /
2 W
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DNA
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Absorgio de luz
>300nm

Complexo
DNA fotoliase

Fonte: (NHAVENE, 2014).

Analises morfolégicas e comportamentais sobre os efeitos da radiacdo solar
na fase larval de espécies de anuros possibilitam compreender suas consequéncias
na vida desses organismos e avaliar em que amplitude esse fator se relaciona com o
declinio de espécies de anfibios. E possivel também expandir essas descobertas
para outras espécies de anuros e relacionar esses dados a suas diferentes
sensibilidades a radiacdo UV por meio de analises da diminuicdo de populacdes e,
consequentemente, inferir a capacidade dessas espécies em preservar e manter seu
material genético entre as geracfes. A partir da compreensédo desses efeitos em
uma espécie amplamente distribuida, inclusive em éareas de grande atividade
antropica (LAJMANOVICH, 2012; MOREIRA; 2008), é possivel avaliarmos a
suscetibilidade desses organismos na natureza.

Apesar do grande avanco cientifico das pesquisas realizadas nas ultimas
décadas, poucos estudos demonstram a importancia do impacto genotéxico da
radiacdo UV solar na atividade de anfibios, por meio da caracterizacdo de seus
efeitos em suas estruturas morfolégicas e na sua capacidade locomotora. Assim
como um enfoque ainda menor é dado para os impactos cumulativos da radiacao

UVA (principal componente da radiacdo UV solar) nesses organismos,
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provavelmente devido a sua menor capacidade de gerar efeitos danosos em curto

prazo e pela maior dificuldade de se trabalhar com lampadas desse tipo de radiacao.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar possiveis efeitos da radiacdo UVB e UVA sobre a morfologia,

locomogéo e sobrevivéncia de girinos de Hypsiboas pulchellus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar possiveis alteraces na morfologia e sobrevivéncia de girinos

de Hypsiboas pulchellus apés exposicao a radiacdao UVB e UVA.

. Avaliar o efeito da radiacdo UVB e UVA no aparato bucal e epiderme

de girinos de Hypsiboas pulchellus.

o Avaliar a atividade locomotora dos girinos de Hypsiboas pulchellus
sobre efeito da radiacdo UVB e UVA.

o Avaliar a eficiéncia e a importancia do mecanismo de reparo de DNA

por fotorreativagdo sobre os efeitos da luz UV na morfologia, na locomogéo e na

sobrevivéncia de girinos de Hypsiboas pulchellus.

3 METODOLOGIA

3.1 MODELO DE ESTUDO: Hypsiboas pulcellus (Anuro: Hylidae)

Nesse estudo, utilizamos a espécie Hypsiboas pulchellus como modelo

experimental, por ser facilmente mantida em laboratério e amplamente distribuida
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em regides da Argentina, do Uruguai, do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina,
sendo possivelmente encontrada tanto em ambientes abertos (como pastagens e
savanas alagadas) como em ambientes de floresta. Essa espécie apresenta
reproducdo continua, com apenas trés pausas reprodutivas durante o ano. Seus
sitios de reproducdo podem ser temporarios, semi-permanentes ou permanentes,
seus ovos sdo depositados em aglomerados gelatinosos ligados a plantas ou
objetos submersos, e apods a eclosdo seus girinos apresentam atividade bentdnica
(BOTH, 2011).

Os girinos dessa espécie apresentam corpo oval em vista dorsal e globular
deprimido em vista lateral. O focinho também é oval em vista dorsal e arredondado
em vista lateral, com narinas grandes posicionadas dorsalmente. Os olhos séo
grandes e laterais e o espiraculo € longo e estreito, com formato de cone,
direcionado posterodorsalmente. A musculatura caudal é larga, de afilamento
gradativo. As nadadeiras dorsal e ventral sdo baixas e seus contornos formam um
arco, sua cauda possui extremidade pontuda e sem flagelo.

O disco oral dos girinos dessa espécie € anteroventral, com emarginacao
lateroventral, e apresenta apenas papilas marginais dispostas lado a lado em fileira
Gnica. A férmula dentaria é 2(2)/3(1) ou 2(1,2)/3(1). Os revestimentos da maxila e da
mandibula sdo estreitos, sendo o da maxila com formato de M e o da mandibula
com formato de V (GONCALVES, 2014).

Figura 2 — Esquema representativo do aparato bucal de girinos de Hypsiboas
pulchellus
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Fonte: Adaptado pela autora a partir de KOLENC, 2008.
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3.2 COLETA DOS ANIMAIS E MANUTENCAO EM LABORATORIO

Os girinos de Hypsiboas pulchellus foram coletados com pucé de tela de
arame (malha de 3 mm?2), em novembro de 2014, na Estacdo Ecoldgica do Taim,
mais precisamente na base Santa Marta, distante 110 Km da cidade Santa Vitoria do
Palmar e 130 Km da cidade Rio Grande.

Apés serem transportados até o laboratério somente os girinos dentre os
estagios de 25 a 30 (GOSNER, 1960) foram selecionados. Posteriormente, estes
individuos foram separados aleatoriamente e mantidos em recipientes redondos de
10cm de altura por 14cm de didmetro (10 individuos por container) contendo um litro
de a4gua sem cloro com temperatura controlada (20°C +1°C) e alimentados com
espinafre cozido ad libitum. Para manter a qualidade da agua, o volume total dos

recipientes foi trocado de dois em dois dias (adaptado de Alton, 2011).

3.3 EXPOSICAO DOS GIRINOS EM LAMPADAS DE UVB E UVA:
TRATAMENTOS AGUDOS E CRONICOS

As irradiacdes foram realizadas em laboratério, por meio do uso das
lampadas de UVB (Vilber Loumart T 15M 15 W, France), filtrada com uma placa de
policarbonato (para evitar a passagem de comprimentos de onda de UVC) e de UVA
(Osram Ultramed FDA KY10s 1000 W, Germany), filtrada com o filtro Schott BG39
de 3mm de espessura (para evitar a passagem de comprimentos de onda de UVB)

(Schott Glass, Germany).

a) Tratamento Agudo

Para cada comprimento de onda da luz UV solar foram pré-definidas trés
diferentes doses, sendo a dose mais alta equivalente a 10% da incidéncia diaria no
local de coleta. Cada grupo de 10 individuos foi submetido a uma Unica exposi¢ao
em uma determinada dose de UVA ou UVB, sendo realizadas trés exposicoes
independentes para cada dose aplicada. Imediatamente apds as irradiagbes nas
lampadas de UVB e UVA, determinados grupos de 10 individuos receberam um
segundo tratamento de fotorreativagéo, o qual consistiu em uma segunda exposi¢céo
de duas horas a duas lampadas fluorescentes (lampadas GE, 40W cada), a uma

distancia de 40 cm das mesmas, enquanto outros grupos permaneceram alocados
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em recipientes envoltos com papel aluminio, completamente isolados de luz
(escuro). O objetivo desse tratamento consistiu em avaliar o mecanismo de reparo
de DNA por fotorreativacao, responsavel pela remocéao das lesdes de DNA induzidas
pelos tratamentos com luz UV e investigar sua eficiéncia e importancia na
sobrevivéncia e na performance dos girinos. Além disso, 20 individuos ndo foram
irradiados com luz UV para compor os controles do experimento, sendo metade
deles submetida a fotorreativacdo e a outra metade mantida em recipientes escuros

até o final dos experimentos.

Tabela 1 - Esquema representativo do Tratamento Agudo, caracterizando as
diferentes doses de UVB e UVA e numero de individuos submetidos a cada uma
delas, com excec¢éo dos controles, que nao foram submetidos aos tratamentos com
luz UV. Este tratamento foi repetido trés vezes, independentemente.

FOTORREATIVACAO ESCURO
Controle (10 individuos) (10 individuos)
UVB (doses) 5 kJ/m2 (10 individuos) 5 kJ/m2 (10 individuos)
2,5 kJ/m2 (10 individuos) 2,5 kJ/m2 (10 individuos)
1 kJ/m2 (10 individuos) 1 kJ/m2 (10 individuos)
UVA (doses) 250 kJ/mz (10 individuos) 250 kJ/m2 (10 individuos)
100 kJ/m2 (10 individuos) 100 kJ/m2 (10 individuos)
50 kJ/m?2 (10 individuos) 50 kJ/m2 (10 individuos)

Fonte: Autora.

b) Tratamento Cronico

Cada grupo de 10 individuos foi submetido a uma exposi¢éo diaria individual,
durante um periodo total de cinco dias. Cada irradiacdo consistiu em exposi¢coes
equivalentes a 2% da incidéncia diaria de UVB e UVA no local de coleta, o que
corresponde a doses de 1 kJ/m2 de UVB e 50 kJ/m2 de UVA, diariamente. Assim
como no Tratamento Agudo, ap0s as exposi¢cbes as lampadas UV, metade dos
individuos foi submetida ao tratamento de fotorreativacdo e a outra metade
permaneceu em recipientes escuros por todo o experimento. Também foram
mantidos 20 individuos néo irradiados com luz UV para a composi¢cdo dos grupos
controle do experimento, sendo apenas metade deles submetida a fotorreativacao
apos cada irradiagdo com luz UVB ou UVA, enquanto a outra metade permaneceu

em recipientes escuros.
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Tabela 2 - Esquema representativo do Tratamento Crodnico, caracterizado por
irradiacdes diarias, no periodo de cinco dias, com as doses de UVB e UVA acima
demonstradas.

Dias de 1° 2° 3° 4° 5°
tratamento

Controle F F F F F
(10 ind F/ E E E E E
10ind E)

uvB 1kdJ/m2F 1kJ/m2F 1kd/m2F 1kd/m2F 1kd/m2F
(10 ind F/ 1kdJ/m2E 1kIJ/m2E 1kJ/m2E 1kdJ/m2E 1kdJ/m2E
10 ind E)

UVA 50 kJ/m2 F 50 kd/m2 F 50 kJ/m2 F 50 kJ/m2 F 50 kJ/m2 F
(10 ind F/ 50 kdJ/m2 E 50 kdJ/m2 E 50 kJ/m2 E 50 kJ/m2 E 50 kJ/m2 E
10 ind E)

Fonte: Autora.
Legenda: 10 ind = 10 individuos por tratamento. F = individuos expostos a fotorreativagdo. E =
individuos mantidos no escuro

3.4 ANALISES MORFOLOGICAS

a) Massa corporal e comprimento total

As medidas de massa corporal foram obtidas por meio de uma balanca semi-
analitica (Shimadzu, BL3200H, Brasil) e o comprimento total foi medido com um
paquimetro digital série 500 da Mitutoyo American Corporation com resolucdo de
0,01lmm (Mitutoyo, Brasil). Ambas as medidas de todos os individuos analisados
foram obtidas antes do 1° dia de tratamento e apoés 15.

Para a analise desses resultados foi utilizada a razdo entre a medida de
massa corporal ou comprimento total ao 152 dia de experimento e seu respectivo
valor 24 horas antes da irradiacdo. Esses valores foram expressos em mudanca de

vezes (em inglés, fold change).

b) Analises histoldgicas da pele e do aparato bucal

Com o objetivo de avaliar os efeitos da radiagdo UV solar nas estruturas
queratinizadas da pele e da boca dos girinos, novos grupos de individuos (contendo
6 girinos por grupo) foram irradiados com as doses mais altas de UVB e UVA aqui
empregadas (5 kJ/m?2 de UVB e 250 kJ/m2 de UVA) e posteriormente anestesiados e
eutanasiados em diferentes tempos de fixacdo (6 horas, 24 horas, 48 horas e 7
dias).

Para as analises histologicas da pele dos girinos de Hypsiboas pulchellus, o

corpo de cada girino tratado (ou controle) foi emblocado em posi¢céo vertical para
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obtencdo dos cortes transversais. Os cortes histolégicos foram fixados em solucéo
de formol 10% e posteriormente submetidas a rotina histologica: desidratacdo em
uma série crescente de alcool (70, 80, 90 e 99%) e inclusdo em resina histologica
metacrilato (Leica Historesin kit, Alemanha). Os blocos foram seccionados em
micrétomo rotativo (Leica RM2245, Alemanha) para obtencdo de cortes com 2 pm
de espessura. Os cortes histolégicos receberam coloracdo com hematoxilina-eosina
(CAPUTO, 2010). As laminas foram posteriormente observadas e fotografadas em
microscopia de luz (Carl Zeiss Axio Scope. A1 com Axiocam MRC 5, Alemanha) e
analisadas por meio do software ZEN lite. Para cada amostra analisada foram feitas
10 medidas microscopicas da espessura do estrato corneo e do numero de camadas
celulares da epiderme.

Adicionalmente, com o objetivo de avaliar o efeito da radiacdo solar (UVB e
UVA) nas estruturas de queratina da boca, analises do aparato bucal foram
realizadas com esses mesmos girinos tratados com luz UVB e UVA. Para essas
analises, estes individuos foram fotografados com o wuso da lupa
(Estereomicroscopio Trinocular Zeiss, Discovery.V8 com Axiocam Erc 5, Alemanha)
e a disposicdo das fileiras de dentes e da presenca de bico cérneo foram, entéo,

avaliadas nas imagens geradas.

3.5 PERFORMANCE LOCOMOTORA: VELOCIDADES DE DESLOCAMENTO
HORIZONTAL E VERTICAL

A performance locomotora foi avaliada apds ambos os tipos de tratamentos
com luz UVB e UVA, descritos nas Tabelas 1 e 2, por meio de medidas das
velocidades de deslocamento horizontal e vertical. No Tratamento Agudo, os
experimentos locomotores foram realizados no 1° e no 15° dia apds as exposicoes.
No Tratamento Crbnico, os experimentos foram realizados no 1° dia apés a ultima
irradiacdo, assim como no 15° dia apos a ultima irradiacdo. Ao todo foram realizadas

trés medidas independentes das velocidades de deslocamento horizontal e vertical.

a) Velocidade de deslocamento horizontal
Nesse experimento, a velocidade de deslocamento horizontal foi calculada
por meio de medidas da distancia percorrida pelos girinos em funcdo do tempo

(cm/s), com a utilizacdo de uma canaleta de um metro de comprimento, preenchida
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com 3,0 cm de agua sem cloro (20°C £1°C), e com uma trena métrica acoplada ao
fundo. No inicio do experimento, uma das extremidades da canaleta permaneceu
isolada, com uma estrutura removivel, onde 0s girinos permaneciam por um minuto
para aclimatagéo (um por vez). Depois da aclimatagéo, essa estrutura foi removida e
imediatamente apds foi dado um estimulo mecénico na agua, o qual consistiu na
gueda de uma particula com massa de aproximadamente 3g, de uma altura de 20
cm. Na Figura 3 € mostrado um exemplo representativo da canaleta utilizada para os
experimentos de deslocamento horizontal. Para o calculo da velocidade horizontal a
distancia percorrida pelo girino na canaleta, apds o estimulo, foi quantificada e o

tempo foi cronometrado.

Figura 3 — Exemplo representativo da canaleta utilizada para os experimentos de
deslocamento horizontal

Trena
métrica
Estrutura
removivel

Fonte: Autora.

b) Velocidade de deslocamento vertical

Imediatamente apds o experimento de deslocamento horizontal, os girinos
foram transferidos da canaleta para uma proveta de plastico de 500ml preenchida
com agua sem cloro (20°C +1°C). Nesse segundo experimento, a velocidade de
deslocamento vertical foi calculada por meio de medidas da distancia percorrida

pelos girinos (do topo até o fundo da proveta) em fungcéao do tempo.

3.6 CURVAS DE SOBREVIVENCIA APOS OS TRATAMENTOS AGUDO E
CRONICO DE EXPOSICAO AS DOSES DE UVB E UVA

A sensibilidade dos girinos de H. pulchellus a radiacdo UVB e UVA foi
avaliada apoOs a realizacdo dos tratamentos Agudo e Crbnico de exposi¢cdo as
lampadas UV, descritos nas Tabelas 1 e 2, por meio da contagem de individuos

vivos até o fim de cada experimento. No tratamento Agudo, os individuos foram
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observados diariamente por 15 dias; no Tratamento Cronico, oS mesmos foram
monitorados por 20 dias, a partir da primeira irradiacdo. Cada tratamento foi repetido

trés vezes, de modo independente.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Para as variaveis de resposta como massa corporal, comprimento total,
velocidade horizontal e velocidade vertical foram analisadas as seguintes preditoras:
1 kJ/m?, 2,5 kd/m? e 5 kdJ/m? de UVB e 50 kJ/m?, 100 kJ/m? e 250 kJ/m? de UVA,
exposicao ao tratamento de fotorreativacdo (ou manutencdo no escuro) e tempo de
recuperacdo. Para a espessura do estrato corneo e camadas de células, as
preditoras analisadas foram as doses Unicas de UVB e UVA, exposicdo ao
tratamento de fotorreativacdo (ou manutencdo no escuro) e diferentes tempos de
recuperacao e de fixacao dos individuos (6 horas, 24 horas, 48 horas e 7 dias).

Para avaliar se os tratamentos tiveram efeito sobre os parametros descritos
acima, os resultados foram testados utilizando uma MANOVA (analise da variancia
multivariada), seguida de teste de Tukey (p < 0,05), utilizando o programa Graph
Pad Prism 6.0 (Graph Pad Software, EUA). A normalidade dos residuos foi

inspecionada através de analises graficas.

4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DOS EFEITOS DA RADIACAO UVB E UVA NA MORFOLOGIA
DE GIRINOS DE HYPSIBOAS PULCHELLUS

4.1.1 Massa corporal

a) Tratamento Agudo
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Figura 4 — Massa corporal dos individuos irradiados com UVB (Tratamento Agudo)
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Fonte: Autora.

Legenda: *Significante em relagdo ao respectivo controle (p < 0,05); #Significante em relacédo ao
tratamento de fotorreativacdo (p < 0,05). (F) corresponde aos grupos submetidos ao tratamento de
fotorreativac@o imediatamente apos as irradiagbes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro
até o fim dos experimentos.

A partir das comparacdes entre cada grupo (F ou E) expostos as diferentes
doses de UVB com 0 seu respectivo controle, observa-se que, com excec¢ao do
grupo 5 kJ/m2 (F), todos os grupos irradiados apresentaram uma reducgao
significativa de massa corporal em relacdo ao controle (F716 = 22,44; p < 0,05). De
maneira geral, enquanto os individuos controles (grupo F e E) apresentaram um
aumento na massa de 0,3 vezes ap0s os 15 dias de experimento, os individuos
expostos a UVB e mantidos no escuro (grupos E) apresentaram uma reducdo na
massa de aproximadamente 0,3 vezes apdés 0 mesmo periodo de analise.
Adicionalmente, os girinos irradiados com as doses de 2,5 kJ/m? e 5 kdJ/m? e
mantidos no escuro (grupo E) apresentaram massa significantemente menor em
relacdo aos girinos expostos a mesma dose de UVB e ao tratamento de
fotorreativacéo (grupo F), os quais ndo apresentaram reducdo de massa em relacéao
a primeira medicdo. N&o foi possivel observar uma diferenca significante na massa
dos girinos do grupo F irradiados com a menor dose (1 kJ/m?) em relag&o aos girinos

irradiados com a mesma dose e mantidos no escuro (grupo E).
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Figura 5 — Massa corporal dos individuos irradiados com UVA (Tratamento Agudo)
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Legenda: *Significante em relacdo ao respectivo controle (p < 0,05); *Significante em relacdo ao
tratamento de fotorreativacdo (p < 0,05). (F) corresponde aos grupos submetidos ao tratamento de
fotorreativacdo imediatamente apds as irradiacfes e (E) aos grupos que permaneceram ho eScuro
até o fim dos experimentos.

Todos os grupos de girinos tratados, seguidos ou ndo do tratamento de
fotorreativacdo, apresentaram reducdo na massa corporal em relagdo aos seus
respectivos controles (F716 = 109,8; p < 0,05), exceto aqueles irradiados com 250
kJ/m2 submetidos a fotorreativacdo, que apresentaram massa maior que o controle.
Os girinos irradiados com a lampada de UVA e, posteriormente, expostos ao
tratamento de fotorreativacdo (grupos F) apresentaram uma média da massa
corporal maior em relagdo aos girinos irradiados com as mesmas doses, porém
mantidos no escuro (grupos E). Essa diferenca nos valores das massas foi
estatisticamente significante para as doses de 50 e 250 kJ/m?2, mas n&o para a dose

intermediaria de 100 kJ/m?2.

b) Tratamento Cronico
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Figura 6 — Massa corporal dos individuos irradiados com UVB e UVA (Tratamento
Crobnico)
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Fonte: Autora.

Legenda: *Significante em relagdo ao respectivo controle (p < 0,05); #Significante em relacédo ao
tratamento de fotorreativacdo (p < 0,05). (F) corresponde aos grupos submetidos ao tratamento de
fotorreativacdo imediatamente apés as irradiagdes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro
até o fim dos experimentos.

O grupo mantido no escuro (grupo E) e submetido as irradiagcfes cronicas de
1 kJ/m? de UVB apresentou redugdo na sua massa corporal em relagdo ao seu
respectivo grupo controle e ao grupo exposto ao tratamento de fotorreativacao
(grupo F) (Fss =6,43; p < 0.05).

Entretanto, aqueles irradiados com UVA né&o apresentaram diferencas

significativas na massa corporal durante dos 15 dias de experimento.

4.1.2 Comprimento total

a) Tratamento Agudo
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Figura 7 — Comprimento total dos individuos irradiados com UVB (Tratamento
Agudo)
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Fonte: Autora.
Legenda: (F) corresponde aos grupos submetidos ao tratamento de fotorreativagdo imediatamente
apos as irradiacdes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos experimentos.

Figura 8 — Comprimento total dos individuos irradiados com UVA (Tratamento
Agudo)
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Fonte: Autora.
Legenda: (F) corresponde aos grupos submetidos ao tratamento de fotorreativagdo imediatamente
apos as irradiacdes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos experimentos.
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Nenhum grupo do tratamento agudo, irradiado com luz UVB ou UVA,
apresentou diferenca no comprimento total em relacdo aos controles ou aos seus

respectivos tratamentos de fotorreativacao.

b) Tratamento Cronico

Figura 9 — Comprimento total dos individuos irradiados com UVB e UVA (Tratamento
Crobnico)
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Fonte: Autora.

Legenda: (F) corresponde aos grupos submetidos ao tratamento de fotorreativagdo imediatamente
apos as irradiacbes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos experimentos.
*Significante em relacdo ao respectivo controle (p < 0,05); *Significante em relacdo ao tratamento de
fotorreativacéo (p < 0,05).

Apos as irradiacbes do Tratamento Crbnico, apenas o grupo irradiado com as
doses cronicas de 1 kJ/m? de UVB que permaneceu no escuro (grupo E) apresentou
reducdo no seu comprimento em relagdo ao controle e ao seu respectivo grupo
exposto ao tratamento de fotorreativacdo (grupo F) (Fss = 20.0; p < 0,05). Nenhum

grupo irradiado com as doses cronicas de UVA apresentou diferenca significativa no
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comprimento total quando comparados aos controles ou tratamentos de

fotorreativacéao.

4.1.3 Histologia da epiderme e analises do aparato bucal

Figura 10 — Imagens representativas da epiderme (estrato corneo e camada de
células) dos individuos em diferentes tempos de recuperacdo apos as irradiacdes
com UVB
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Imagens: Luiza Loebens
Fonte: Autora.

Legenda: (F) corresponde aos individuos que foram submetidos a fotorreativacdo apos a irradiagdo e
(E) os individuos que permaneceram no escuro até o fim do experimento.

Figura 11 — Espessura do estrato corneo de individuos irradiados com UVB

* *
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Fonte: Autora.

Legenda: (F) corresponde aos grupos submetidos ao tratamento de fotorreativacdo imediatamente
apo6s as irradiagbes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos experimentos.
*Significante em relag&o ao respectivo controle (p < 0,05).



28

Figura 12 — Camadas celulares da epiderme de individuos irradiados com UVB
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Fonte: Autora.

Legenda: (F) corresponde aos grupos submetidos ao tratamento de fotorreativagdo imediatamente
apos as irradiacbes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos experimentos.
*Significante em relacdo ao respectivo controle (p < 0,05).

Nas figuras 10 e 11 é possivel observar que a espessura do estrato corneo
diminui ao longo do tempo, apés a irradiagcdo com luz UVB, sendo essa diminuicdo
mais expressiva naqueles individuos privados do tratamento de fotorreativacao
(grupo E). Consequentemente, a partir de 24 horas, aqueles girinos que
permaneceram no escuro apresentaram reducdo nessa estrutura quando
comparados ao seu controle (Fio22 = 4,5, p < 0,05). Enquanto a meédia da
espessura do estrato corneo no grupo controle E foi de 9,35 um, os grupos E
irradiados com UVB e fixados 24 e 48 horas ap0s a irradiacdo apresentaram médias
de 5 e 5,5 um, respectivamente. Adicionalmente, sete dias apos a irradiacdo com
UVB, a espessura do estrato cérneo reduziu para um valor de 3,8 um (grupo E),
60% menor que seu respectivo controle. Aqueles individuos submetidos a
fotorreativacdo nesses mesmos periodos também apresentaram espessuras
menores que o controle, mas essa diferenca néo foi significativa.

Em relacdo as camadas de células, é possivel observar uma reducéo
significativa em relacdo ao controle 48 horas apos as irradiacdes com UVB, tanto
nos individuos submetidos a fotorreativagcdo, como nos que permaneceram no
escuro (Fio22 = 3,8; p < 0,005).
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Figura 13 — Imagens representativas da epiderme (estrato corneo e camada de
células) dos individuos em diferentes tempos de recuperacdo ap0s as irradiacdes
com UVA
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Fonte: Autora.
Legenda: (F) corresponde aos individuos que foram submetidos a fotorreativagcao apos a irradiagéo e
(E) os individuos que permaneceram no escuro até o fim do experimento.

Figura 14 — Espessura do estrato corneo de individuos irradiados com UVA
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Fonte: Autora.
Legenda: (F) corresponde aos grupos submetidos ao tratamento de fotorreativacdo imediatamente
apos as irradiacdes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos experimentos.
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Figura 15 — Camadas celulares da epiderme de individuos irradiados com UVA
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Controle Controle UVA Oh UVA 6h UVA 6h UVA 24h UVA 24h UVA 48hUVA 48h UVA7d UVA 7d
(F) (E) (F) (E) (F) (E) (F) (E) (F) (E)

Camadas de células (n)

Fonte: Autora.
Legenda: (F) corresponde aos grupos submetidos ao tratamento de fotorreativagdo imediatamente
apos as irradiacdes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos experimentos.

Entre os girinos irradiados com luz UVA néo houve diferenca na espessura do
estrato corneo e nas camadas de células quando comparados aos controles néo
irradiados ou aos Sseus respectivos grupos expostos aos tratamentos de
fotorreativagéo.

Figura 16 — Imagens representativas do disco oral dos individuos irradiados com
UVB e UVA

Controle

Imagens: Luiza Loebens
Fonte: Autora.
Legenda: (F) corresponde aos individuos que foram submetidos a fotorreativacao apés as irradiacbes
e (E) aos individuos que permaneceram no escuro até o fim do experimento. 7d = sete dias ap0s as
irradiacoes.
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A partir das imagens do aparato bucal dos girinos € possivel visualizar
diferencas significativas nas estruturas queratinizadas da boca. Ha perda de grande
parte dessas estruturas nos girinos irradiados com UVB (F e E) quando comparados
aos girinos néo irradiados (controles). Os queratodontes sdo quase ou totalmente
ausentes naqueles individuos irradiados com 5 kJ/m2 de UVB, onde tanto as fileiras
superiores como as inferiores sédo destruidas pelos efeitos da luz UVB. O mesmo
efeito € observado na mandibula (superior e inferior), que é visivel nos controles e
individuos irradiados com UVA, entretanto a mesma desaparece naqueles irradiados
com luz UVB. E importante ressaltar que essas estruturas, em especifico, sio
formadas por queratina e, portanto, devem ter sofrido acdo da UV. Outros girinos
expostos aos demais periodos de recuperacao (3 horas, 6 horas, 24 horas e 48
horas) também foram fotografados, entretanto o0s danos nas estruturas
queratinizadas ndo sdo tdo claros como em sete dias ap0s a exposicdo a UVB,

apesar de apresentarem falhas nessas estruturas também.

42 IMPACTO DOS TRATAMENTOS COM LUZ UVB E UVA NA
PERFORMANCE LOCOMOTORA DE GIRINOS DE H. PULCHELLUS

a) Tratamento Agudo

Figura 17 — Velocidade horizontal dos individuos irradiados com UVB (Tratamento
Agudo)
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Fonte: Autora.

Legenda: As medidas de velocidade foram realizadas 24 horas apés as irradiages e ao 15° dia de
experimento. (F) corresponde aos grupos submetidos ao tratamento de fotorreativagdo
imediatamente apés as irradiacdes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos



32

experimentos. *Significante em relac&o ao respectivo controle (p < 0,05); *Significante em relac&o ao
tratamento de fotorreativacéo (p < 0,05); 'Significante em relag&o a velocidade medida 15 dias apds o
respectivo tratamento (p < 0,05).

Ao avaliarmos os grupos de girinos irradiados com a dose mais baixa de UVB
(1 kJ/m?), observa-se uma velocidade reduzida, tanto no grupo F como no grupo E,
em relacdo aos respectivos controles 24 horas apds as irradiacbes. E o grupo
submetido a fotorreativacdo apresentou aumento da velocidade 15 dias apds a
irradiacao.

Ja os girinos irradiados com a dose intermediaria de 2,5 kJ/m2 também
apresentaram diferenca estatistica significativa em relacdo aos respectivos
controles, tanto aqueles submetidos a fotorreativacdo quanto os que permaneceram
no escuro. Contudo, apesar de ndo haver diferenca estatistica, observa-se
claramente que os girinos irradiados e posteriormente mantidos no escuro por 24
horas sdo mais lentos do que aqueles expostos ao tratamento de fotorreativacao.
Aqui, também se observa que ambos os grupos F e E apresentaram uma
significativa recuperacdo ao longo do periodo de 15 dias, também atingindo
velocidades semelhantes aos controles.

Os girinos irradiados com a maior dose de UVB (5 kJ/m?), mantidos no
escuro, também apresentaram menores velocidades 24 horas apds a exposi¢cdo. Em
adicdo, observa-se um efeito severo e significante da privacdo do reparo por
fotorreativacdo, 15 dias apos a irradiacdo. O grupo E apresentou uma reducéo total
da velocidade, pois mesmo poucos individuos que sobreviveram ao fim do
tratamento ndo eram capazes de se locomover (Velocidade 0). E o grupo F, que
também apresentou velocidade menor que seus controles ndo foi capaz de
aumentar sua velocidade horizontal 15 dias apds a irradiacdo (Fis3 = 12,7; p <
0,05).
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Figura 18 — Velocidade vertical dos individuos irradiados com UVB (Tratamento
Agudo)
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Fonte: Autora.

Legenda: As medidas de velocidade foram realizadas 24 horas ap0s as irradiaces e ao 15° dia de
experimento (F) corresponde aos grupos submetidos ao tratamento de fotorreativagdo imediatamente
apos as irradiacbes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos experimentos.
*Significante em relacdo ao respectivo controle (p < 0,05); “Significante em relagéo ao tratamento de
fotorreativacdo (p < 0,05); 'Significante em relacdo a velocidade medida 15 dias apds o respectivo
tratamento (p < 0,05).

Os valores de velocidade vertical apresentaram reducdo significativa em
relacdo aos controles nos grupos irradiados com UVB, que permaneceram por 24
horas no escuro (1 kJ/m? E; 2,5 kJ/m2 E e 5 kJ/m2 E) e também o grupo 5 kJ/m2 E,
avaliado 15 dias ap0s as irradiacfes. Neste resultado também vale destacar que
todos os girinos irradiados e posteriormente mantidos no escuro por 24 horas
apresentaram velocidade menor do que aqueles expostos ao tratamento de
fotorreativacdo. Também € possivel observar que principalmente os grupos F
apresentaram um maior aumento (recuperacao) da velocidade ao longo de 15 dias
de experimento, atingindo velocidades semelhantes aos controles (Fi430 = 6,6; p <
0,05).
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Figura 19 — Velocidade horizontal dos individuos irradiados com UVA (Tratamento
Agudo)
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Fonte: Autora.
Legenda: As medidas de velocidade foram realizadas 24 horas apds as irradiacbes e ao 15° dia de
experimento. (F) corresponde aos grupos submetidos ao tratamento de fotorreativacdo
imediatamente apds as irradiacdes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos
experimentos.

Figura 20 — Velocidade vertical dos individuos irradiados com UVA (Tratamento
Agudo)
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Fonte: Autora.
Legenda: As medidas de velocidade foram realizadas 24 horas apés as irradiages e ao 15° dia de
experimento. (F) corresponde aos grupos submetidos ao tratamento de fotorreativagdo
imediatamente apds as irradiacdes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos
experimentos.

Os girinos irradiados com as diferentes doses de radiagdo UVA nao

apresentaram diferenca nas suas velocidades horizontal e vertical, quando
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comparados aos seus respectivos grupos controle, tratamentos de fotorreativagéo e

ao periodo de 15 dias de recuperacéo.

b) Tratamento Cronico
Figura 21 — Velocidade horizontal dos individuos irradiados com UVB (Tratamento

Crobnico)
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Fonte: Autora.

Legenda: (F) corresponde aos grupos submetidos aos tratamentos de fotorreativacdo imediatamente
apos as irradiacbes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos experimentos.
*Significante em relacdo ao respectivo controle (p < 0,05); #Significante em relacéo ao tratamento de
fotorreativacéo (p < 0,05).

Neste tratamento, os girinos irradiados com doses crbnicas de UVB e
mantidos no escuro apresentaram diferenca estatistica significativa na velocidade
horizontal, quando comparados aos girinos expostos ao tratamento de
Fotorreativacdo, 24 horas e 15 dias apds a ultima irradiacdo. Quando comparados
ao controle, os girinos tratados com UVB também apresentaram diferencga estatistica
significativa. (F7 16 = 23,26; p < 0,05).
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Figura 22 — Velocidade vertical dos individuos irradiados com UVB (Tratamento
Crobnico)
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Fonte: Autora.

Legenda: (F) corresponde aos grupos submetidos aos tratamentos de fotorreativagdo imediatamente
apos as irradiacbes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos experimentos.
"Significante em relacdo ao respectivo controle (p < 0,05); *Significante em relacdo ao tratamento de
fotorreativacéo (p < 0,05).

BN

A velocidade vertical dos girinos submetidos a luz UVB e privados do
tratamento de fotorreativacdo (grupo E) foi estatisticamente significativa em relagéo
a velocidade dos girinos controle e também dos irradiados com luz UVB e expostos
ao tratamento de fotorreativacdo. Individuos submetidos a fotorreativacéao
apresentaram velocidades semelhantes aos controles, entretanto, os individuos que
permaneceram no escuro, 24 horas apos as irradiagdes, apresentaram velocidade
76% menor que seus respectivos tratamentos de fotorreativagcdo, e permaneceram

incapazes de se locomover 15 dias apoés as irradiagdes. (F7 16 = 18,14; p < 0,05).
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Figura 23 — Velocidade horizontal dos individuos irradiados com UVA (Tratamento

Crobnico)
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Fonte: Autora.
Legenda: (F) corresponde aos grupos submetidos aos tratamentos de fotorreativagdo imediatamente
apos as irradiactes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos experimentos.

Novamente, os girinos irradiados com doses cronicas de UVA néo
apresentaram diferenca estatistica significativa na sua velocidade horizontal, tanto
em relacdo aos seus respectivos controles como com o0s tratamentos de

fotorreativagéo.
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Figura 24 — Velocidade vertical dos individuos irradiados com UVA (Tratamento

Crobnico)
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Tratamentos

Fonte: Autora.
Legenda: (F) corresponde aos grupos submetidos aos tratamentos de fotorreativagdo imediatamente
apos as irradiactes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos experimentos.

Assim como no Tratamento Agudo, os girinos irradiados com UVA néo

apresentaram diferenca estatistica significativa entre as suas velocidades verticais.

43 IMPACTO DOS TRATAMENTOS COM LUZ UVB E UVA NA
SOBREVIVENCIA DE GIRINOS DE H. PULCHELLUS.

a) Tratamento Agudo
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Figura 25 — Sobrevivéncia dos individuos irradiados com UVB e UVA (tratamento
Agudo)
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Fonte: Autora.

Legenda: (F) corresponde aos grupos submetidos aos tratamentos de fotorreativacdo imediatamente
apos as irradiacdes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos experimentos.

Como podemos visualizar na Figura 25 (A), os individuos controles, sem
influéncia dos efeitos da radiacdo UVB e UVA, tiveram uma sobrevivéncia de 100%
ao fim do experimento. Entretanto, a exposicdo dos girinos a dose mais baixa de
UVB (1 kJ/m2) reduziu a sobrevivéncia em 20%, tanto daqueles submetidos a
fotorreativagdo como dos que permaneceram no escuro.

Entretanto, ap0s a exposicdo a dose intermediaria de UVB (2,5 kJ/m?) é
evidente o efeito da fotorreativacdo no reparo dos danos provocados. Os individuos
submetidos a esse tratamento de fotorreativagdo apresentaram uma sobrevivéncia
de 80%, enquanto os individuos que ndo foram submetidos a fotorreativacao
apresentaram uma sobrevivéncia de 20%.
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As exposi¢coes dos girinos a dose mais alta de UVB (5 kJ/m?) reduziram
severamente os valores de sobrevivéncia em ambos os grupos (F e E). Aqueles
individuos submetidos a fotorreativacdo apresentaram uma sobrevivéncia média de
30%, enquanto aqueles mantidos no escuro apresentaram média de 20%.

Por outro lado, os girinos submetidos as irradiagbes com Iluz UVA

apresentaram uma alta reduc&o na sobrevivéncia, entretanto sem diferenca entre os
grupos E e F.

b) Tratamento Cronico

Figura 26 — Sobrevivéncia dos individuos irradiados com UVB e UVA (Tratamento
Crobnico)
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Fonte: Autora.

Legenda: (F) corresponde aos grupos submetidos aos tratamentos de fotorreativagdo imediatamente
apos as irradiacdes e (E) aos grupos que permaneceram no escuro até o fim dos experimentos.

A Figura 26.B mostra os efeitos cumulativos da radiacao UVB, mesmo que
em doses baixas, como 1 kJ/m? a qual resultou em alta mortalidade.
Adicionalmente, esse dado mostra que 0s girinos dessa espécie sao extremamente
dependentes das enzimas fotoliases para a sua sobrevivéncia em um ambiente de
exposicdo a luz UVB. Ao contréario, a Figura 26.C mostra que esse mesmo impacto
letal ndo é observado apds as irradiagbes crébnicas com a dose de UVA, pois 0s
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girinos submetidos a fotorreativagdo tiveram uma redugdo na sobrevivéncia

semelhante aqueles mantidos no escuro.

44  MALFORMACOES

Na figura 27 sédo apresentados exemplos de malformacdes observadas em
girinos irradiados com UVA em diferentes doses de irradiacao.

Figura 27 — Imagens representativas de girinos com malformacdes irradiados com
UVA

(A) UVA 100 kJ/m?F (B) UVA 100 kJ/m2E (C) UVA 250 kJ/m?E

Fonte: Autora.

Legenda: (F) corresponde aos individuos que foram submetidos & Fotorreativagdo apds as
irradiacdes e (E) aos individuos que permaneceram no escuro até o fim do experimento. 7d = sete
dias apés as irradiacdes.

Alguns individuos irradiados com luz UVA apresentaram malformacdes
durante e apés os experimentos de tratamento Agudo. Como é possivel visualizar na
Figura 27, as malformagfes ocorreram em girinos submetidos as doses mais altas
de UVA. Girinos que apresentaram edema de tegumento, como representado na
Figura 27.A, invariavelmente morreram logo ap6s o fim dos experimentos. Alguns
individuos apresentaram sérias deformidades nas patas traseiras, como
exemplificado na Figura 27.B, e por iSso permaneceram impossibilitados de se
locomover quando sobreviviam apés a metamorfose, logo, nao foram capazes de se
alimentar e também morreram poucos dias depois. Na figura 27.C € demonstrado
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um possivel tumor na cauda do girino, que permaneceu até a metamorfose. Esse

efeito foi observado somente nesse unico girino.

5 DISCUSSAO

A partir de estudos recentes realizados pelo nosso grupo de pesquisa
(SCHUCH, 2015a), foi demonstrado que o aumento da incidéncia de radiacdo UV
solar, devido a destruicdo do ozbnio estratosférico, pode ajudar a explicar o declinio
enigmético de populagbes de anfibios em localidades especificas. Também, de
acordo com KIESECKER (2001), as mudancas climaticas podem agir
sinergicamente com a destruicdo do 0z6nio e aumentar ainda mais a exposicdo aos
nocivos raios UVB. Com isso, uma série complexa de interagdes que envolvem tanto
mudancas nos fatores fisicos (profundidade da agua e exposi¢cdo aos raios UVB)
como bioticos (surtos de doencas) podem alterar padrées de mortalidade dos
anfibios. Além disso, devido a grande importancia dos mecanismos de reparo de
DNA, é provavel que a diferenca de sensibilidade aos efeitos da radiagdo solar e a
diferente capacidade de reparo desses danos entre as espécies possa contribuir
para o declinio populacional de anfibios (BLAUSTEIN, 1994).

De forma complementar a esses trabalhos, os resultados apresentados aqui,
de uma maneira geral, demonstram a grande importancia do mecanismo de reparo
por fotorreativacdo na perfomance dos girinos de Hypsiboas pulchellus. Pois, girinos
submetidos a fotorreativacdo sdo capazes de reverter lesdes no DNA, por meio da
ativacdo das enzimas fotoliase, e de recuperar sua atividade normal, com valores
semelhantes aos dos controles. Adicionalmente, demonstramos que a radiagdo UV
solar causa sérios efeitos na morfologia e na sobrevivéncia, além de comprometer a
atividade locomotora dos girinos, principalmente quando expostos a UVB.

Como ja demonstrado, a exposi¢cdo a UVB afeta a sobrevivéncia dos girinos
(BRIDGES; BOONE, 2003; ALTON, 2012). Nossos dados mostram que, durante um
curto periodo de tempo, a luz UVB é capaz de induzir efeitos subletais no seu
desenvolvimento e, em maiores doses é, de fato, letal para esses individuos.
Adicionalmente, o mecanismo de reparo por fotorreativacdo mostrou-se essencial
para reparar lesées de DNA gerados pela luz UVB, principalmente apds exposi¢coes
a doses muito baixas, como também observado por SCHUCH (2015a). Entretanto,

os resultados aqui apresentados mostram que somente esse mecanismo de reparo
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ndo é suficiente para remover todos os danos causados por diferentes incidéncias
desse comprimento de onda. Desta forma, ao considerarmos que a dose mais alta
utilizada em nossos experimentos correspondeu a 10% da incidéncia diaria de
radiagdo solar na natureza, e individuos submetidos a essa exposi¢cdo sofreram
altissima mortalidade, € de extrema importdncia que 0s animais tenham outros
mecanismos para sua defesa contra os efeitos letais dos raios UVB.

Algumas estruturas corporais dos girinos sao essenciais para a sua
sobrevivéncia e, quando danificadas, podem impossibilitar atividades corriqueiras de
alimentacdo e respiracdo. A maioria dos girinos desenvolvem pulmdes funcionais
bem antes da metamorfose e, portanto, usam suas bocas para essas duas funcdes.
Por isso, a respiracdo e a alimentacdo sdo limitadas pelo fato de que a boca deve
ser capaz de capturar os alimentos e o ar durante a maior parte do periodo larval.
Consequentemente, alteracées no aparato bucal podem desencadear, diretamente,
variacfes no peso corporal ou limitar a atividade respiratoria dos girinos, visto que
estes precisam lidar eficientemente com os dois fluidos, o ar e a &gua
(WASSERSUG, 2001).

Além disso, como observado por TOLLEDO (2014), girinos com anomalias
labiais, ao serem comparados a individuos normais, gastam menos tempo e tém
uma menor eficiéncia de forrageamento. Dessa maneira, sua capacidade alimentar &
reduzida, podendo resultar em uma menor taxa de crescimento, maior tempo gasto
para a conclusdo da metamorfose, maior risco de predacado, diferente massa
corporal, tamanho e morfologia em fase metamorfica e adulta (BRIDGES; BOONE,
2003; CRUMP, 2000; SCHUCH, 2015a). Dessa forma, a redugcéo na massa corporal
dos girinos provavelmente esta diretamente relacionada as alteragcbes no aparato
bucal dos individuos irradiados. Além disso, ha uma importante relacdo entre as
deformidades no aparato bucal e o tipo de alimento selecionado pelos girinos, logo,
girinos com anomalias labiais podem apresentar diferente capacidade de
alimentacéo, que também pode alterar sua taxa de crescimento (ROWE, 1996).

Os resultados morfologicos desse estudo demonstram que a radiacdo UV
solar tem importante efeito na reducdo da massa corporal dos individuos, pois
girinos submetidos a radiacdo UVB e UVA apresentaram reducdo no seu peso
quando comparados aos controles, além de apresentar reducdo significativa nos
grupos mantidos no escuro quando comparados aos tratamentos de fotorreativacao,

o0 que demonstra o efeito desse mecanismo na recuperacdo da massa corporal
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desses individuos. Portanto, ao analisarmos o aparato bucal dos girinos submetidos
as doses mais altas de UVB e UVA, é possivel demonstrar que o impacto
degenerativo da luz UVB é extremamente danoso nas estruturas queratinizadas,
como a mandibula e as fileiras de queratodontes. Consequentemente, isto causa um
efeito importante na reducdo da performance desses animais, pois impede
atividades fundamentais para sua sobrevivéncia, como alimentacdo e
desenvolvimento.

Adicionalmente, a sobrevivéncia dos anuros esté estreitamente relacionada a
disponibilidade de agua, pois estes animais sdo especialmente dependentes de
agua e/ou da humidade atmosférica para sua reproducéo, principalmente por serem
vulneraveis a desidratacdo, ao menos em uma fase de suas vidas (ovo, girino ou
pés-metamorficas) (PRADO, 2005). Uma das principais estruturas de defesa contra
a desidratacdo e protecdo a agentes externos é a pele e, por isso, compreender a
acdo de efeitos danosos a essa estrutura € de extrema importancia para a
sobrevivéncia desses individuos.

Como demonstrado por FORMICKI (2003), quando submetidos a radiacao
UVB, os girinos podem aumentar seu consumo de oxigénio durante a respiracao, o
gue ocorre pelo aumento da sua taxa metabdlica, provavelmente devido a maior
atividade interna do organismo no reparo das lesdes causadas pela UV. Além da
respiragdo cutanea, os girinos utilizam as branquias para realizar suas trocas
gasosas, entdo, para que haja a difusdo de gases, assim como qualquer superficie
respiratoria, € necessario que a pele esteja umedecida. De forma que alteracdes
nessa estrutura podem desencadear dificuldades na realizagdo de atividades
normais ao organismo e comprometer seu desempenho. Devido a maior eliminacao
de dioxido de carbono ser realizada pela pele, essa estrutura apresenta alta
importancia para a respiragdo desses animais (NAPOLI, 1995).

Pela primeira vez, nossos dados indicam que a radiagdo UVB induz grandes
alteracdes na conformidade e estruturacdo da epiderme de girinos irradiados. Essas
alteracdes se devem principalmente ao efeito da luz UVB no estrato corneo, o qual
se torna mais quebradico, deixando as camadas de células internas mais expostas
ao meio externo. Os dados aqui mostrados indicam que h& uma redugcdo nas
camadas celulares 48 horas ap0s as irradiagfes, o que possivelmente se deve as
lesbes de DNA causadas pela radiacdo UV, que podem desencadear processos de

morte celular e comprometer a producdo de novas células. Como consequéncias
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desse impacto, além de provaveis alteragdes na respiracdo, lesdes e feridas na pele
podem ser mais facilmente infectadas por parasitas, aumentando assim ainda mais
a mortalidade desses individuos (FLAMARIQUE, 2000).

Como vem sendo explorado por outros autores ao longo dos anos, a
morfologia parece ter uma forte ligagdo com a velocidade de nado dos girinos
(WASSERSUG, 1985; WASSERSUG, 1989, LIU, 1996; WASSERSUG, 2000) e
também esta relacionada com a eficiéncia no deslocamento e, principalmente, com a
fuga de predadores (ALTON, 2012). Ao avaliarmos o comprimento total dos girinos
nao houve influéncia significativa do efeito da radiacao solar no Tratamento Agudo,
possivelmente pelo experimento ser concluido no periodo de apenas 15 dias.
Entretanto, no Tratamento Crénico, houve reducédo significativa no comprimento do
corpo do grupo irradiado com UVB, mantido no escuro, menor que seu respectivo
controle, assim como em relacdo ao tratamento de fotorreativagdo. Como
demonstrado por WATKINS (1997), a velocidade maxima de explosdo dos girinos
pode ser positivamente correlacionada com a mudanga no comprimento da cauda e
comprimento total. Porém, tentamos relacionar a interacdo entre os efeitos
morfolégicos e locomotores que foram desencadeados por danos e alteracbes
comportamentais resultantes da exposi¢cdo dos girinos a luz UV solar. Entretanto,
apesar de demonstrarmos que os efeitos da UVB sdo extremamente importantes na
alteracdo de caracteristicas morfolégicas e também da capacidade locomotora, é
necessario que haja maior investigacao entre suas relacdes diretas.

Nossos experimentos locomotores demonstram que a radiacdo UVB é capaz
de promover alteragcbes na capacidade locomotora dos girinos, pois altera seu
comportamento e impossibilita o deslocamento na coluna d’agua. A velocidade
horizontal corresponde a capacidade de fuga e impulso, por isso é extremamente
importante para sua sobrevivéncia a predagéo, por exemplo. A acéo da radiacdo UV
solar pode comprometer a atividade de fuga e promover um maior custo energético
para esses individuos que, quando expostos a outros agentes estressores, tornam-
se ainda mais vulneraveis (ALTON, 2012). Individuos submetidos as doses mais
altas de UVB apresentaram atividade natatéria completamente diferente dos
controles, pois estao aparentemente muito debilitados e praticamente incapazes de
se locomover.

De fato, demonstramos que a atividade das enzimas fotoliases mostrou-se ser

fundamental para a manutencdo da locomocdo desses individuos, principalmente
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nas doses mais baixas de UVB. Uma Unica exposi¢do a 1 kJ/m2 (Tratamento Agudo)
parece ter menor efeito sobre os girinos e sua velocidade horizontal é capaz de
retornar a valores semelhantes ao controle quando submetidos a fotorreativacao.
Aqueles que permaneceram no escuro também sao capazes de reparar seus danos,
certamente por outros mecanismos de reparo. Entretanto, ao serem submetidos a
irradiacOes cronicas da mesma dose (Tratamento Crbnico), sem 0 mecanismo de
fotorreativacéo (E), os individuos sofrem sérias consequéncias locomotoras e, como
observado nos resultados de sobrevivéncia, atingem 100% de mortalidade logo ap6s
as irradiagoes.

O efeito da irradiacdo com a dose intermediaria de UVB (2,5 kJ/m?2) também
demonstra a eficiéncia desse mecanismo, pois, quando submetidos a
fotorreativacéo, os girinos sdo capazes de retomarem suas velocidades e atingem
valores semelhantes ao controle. Porém, individuos mantidos no escuro
apresentaram menores valores de velocidade horizontal. A dose mais alta de UVB (5
kJ/m2) causa danos incapazes de serem reparados pelo mecanismo de
fotorreativacéo, pois girinos submetidos a esse tratamento apresentam velocidade
horizontal inferior ao controle e, aqueles que permaneceram no escuro, assim como
agueles irradiados com a dose intermediaria (2,5 kJ/m?), sdo incapazes de se
locomover e apresentam alta mortalidade.

Os experimentos de velocidade vertical s&o importantes para
compreendermos os efeitos da radiagcdo UV solar, principalmente no comportamento
de espécies que ocupam maiores profundidades na coluna d’agua, como é o caso
de Hypsiboas pulchellus. Por meio desses resultados podemos demonstrar que
individuos submetidos a dose mais alta no Tratamento Agudo e a repetidas doses
diarias de 1 kJ/m? de luz UVB tornam-se incapazes de afundar, permanecendo na
superficie da agua. Esse fato aqui observado pode potencializar a agcdo de outros
agressores na natureza, pois, devido a alta suscetibilidade desses individuos, os
mesmos tornam-se alvos faceis para predadores, além de estarem mais expostos a
temperaturas extremas, agrotoxicos, patégenos e atividade antropica.

Portanto, nossos dados sugerem que a manutengdo da velocidade dos
girinos apos exposicao a radiacdo UV solar ndo deve ser diretamente depende dos
seus efeitos na massa e comprimento, mas sim dos danos no DNA e nas estruturas
de queratina da pele e da boca que este agente ambiental provoca. Isto se justifica,

pois durante a exposicdo a luz UVA, além da formacédo de danos no DNA, ocorre,
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concomitantemente, a ativacdo das enzimas fotoliases e o reparo simultaneo dos
danos formados; fendmeno no qual ndo ocorre quando 0s girinos Sao expostos
apenas a luz UVB (SCHUCH, 2015b).

Apesar da capacidade locomotora e estruturas queratinizadas permanecerem
semelhantes aos controles, individuos irradiados com UVA apresentaram sérias
malformacgbes, demonstrando que esse comprimento de onda também é capaz de
causar danos no DNA e comprometer o desenvolvimento em longo prazo desses
organismos. Ja a alta eficiéncia de formacgéo de lesdes de DNA pela radiacdo UVB
compromete tanto o comportamento como a performance desses organismos, além

de causar alta mortalidade em curto prazo.

6 CONCLUSAO

A espécie Hypsiboas pulchellus apresenta alta sensibilidade a radiacao solar.
Sua sobrevivéncia é extremamente reduzida, podendo chegar a zero quando
submetida a 10% da incidéncia diaria de radiagcdo UVB na natureza. O mecanismo
de fotorreativacdo € extremamente eficiente em baixas doses de UVB, entretanto,
nao € capaz de reparar os danos de DNA em doses mais altas. Caracteristicas
morfolégicas como a massa corporal dos girinos sofre redu¢do quando estes sdo
submetidos a radiacdo ultravioleta, tanto a luz UVB como UVA. Entretanto, o
comprimento total ndo sofre influéncia desse agente genotoxico durante o periodo
de 15 dias de experimento. As estruturas queratinizadas da boca e da pele dos
girinos sofrem severas alteracdes pelos efeitos danosos da radiagdao UVB,
comprometendo regides extremamente importantes para o desenvolvimento e para
a sobrevivéncia desses animais, 0s quais consequentemente passam a ter sua
performance reduzida. A capacidade locomotora, medida por velocidades de
deslocamento horizontal e vertical dos girinos, também ¢é fortemente reduzida
guando submetidos a radiacdo UVB, impossibilitando a locomoc¢ao normal desses
individuos. Apesar da radiacdo UVA néo ter influenciado a sua locomoc¢éo, a massa
corporal foi significativamente reduzida e muitos individuos apresentaram
malformacbes ao longo deste trabalho, fatores que também comprometem o

desenvolvimento saudavel desses organismos.
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