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RESUMO
Girinos de anuros sédo hospedeiros intermediarios de um grande niumero de espécies
de trematdédeos digenéticos e, portanto, um importante elo na transmissdo desses
parasitos para os hospedeiros terrestres. Com o objetivo de avaliar o efeito desses
parasitos no comportamento de girinos desenvolvemos um estudo experimental, sob
a hipétese de que as alterac6es comportamentais induzidas pelos parasitos poderiam
facilitar a predacdo dos girinos pelos hospedeiros definitivos. Os parasitos
Lophosicyadiplostomum sp. e uma espécie de Echinostomatidae foram obtidos de
moluscos Planorbidae, hospedeiros intermediarios de trematdédeos digenéticos e
girinos de Physalaemus cuvieri, obtidos de desovas coletadas em campo, foram
experimentalmente infectados. Experimentos idénticos foram conduzidos para girinos
infectados com cada um desses parasitos, de modo a obtermos as mesmas variaveis
resposta, que quantificaram aspectos da atividade e taxa de consumo de alimento
pelos girinos. Os girinos parasitados por Lophosicyadiplostomum sp. consumiram
maior quantidade de alimento, apresentaram menor tempo de atividade e de
deslocamento, mas ndo apresentaram alteracdo na resposta de escape a predadores.
Os girinos parasitados por Echinostomatidae também apresentaram menores tempo
de atividade e de deslocamento, mas seu tamanho e a velocidade de arranque na
resposta de escape a predadores foram maiores. Os resultados obtidos evidenciam
gue os dois parasitos alteraram o comportamento dos girinos e, apesar de causarem
alteracBes similares no tempo de atividade e no numero de deslocamentos efetuados
pelos girinos, provavelmente possuem estratégias diferentes de transmissdo para o

hospedeiro definitivo.

Palavras—chave: Endoparasitos; Digenea; Larvas de Anfibios; Alteracbes

Comportamentais.



ABSTRACT
Tadpoles are intermediate hosts of a great number of digenetic trematodes and an
important link between these parasites and their terrestrial final hosts. Aiming at
assessing the effect of parasites on tadpole behavior, we conducted experiments to
test the hypothesis that the behavioral changes induced by parasites could facilitate
the predation of tadpoles by their definitive hosts. The parasites of
Lophosicyadiplostomum sp. and Echinostomatidae family were obtained from
Planorbid gastropods, which are intermediate hosts of digenetic trematodes. Tadpoles
of Physalaemus cuvieri were obtained from foam nests collected at temporary ponds
and tadpoles hatched in the laboratory. We conducted two experiments in order to
quantify different aspects of activity and consumption rates for both parasite types.
Tadpoles infected by Lophosicyadiplostomum sp. consumed a larger amount of food,
exhibited lower activity time, a lower number of movements, and exhibited no alteration
in their scape response to predators. On the other hand, tadpoles with cists of
Echinostomatidae, although exhibiting similar patterns of activity time and number of
movements, exhibited higher body length and starting speed (cm/s) when scaping from
predation. Our results emphasize that both parasites altered the behavior of tadpoles
and, despite causing similar changes in activity time and number of movements, they

probably differ in transmission strategies to their final host.

Keywords: Endoparasites; Digenea; Amphibian Larvae; Behavior Modifications.



LISTA DE ILUSTRACOES
Figura 1 — A - Parte do corrego que da origem a uma poca onde parte da coleta
foi realizada; e B — Desova em espuma obtida na coleta.................cccccvviiiiiiiiiinennnn.
Figura 2 — A — Parte da lagoa temporéria formada pelo Corrego da Véstia, local
de coleta dos caramujos; e B — Amostra de um exemplar (Drepanotrema lucidum)
ODLIAO NAS COLBTAS......cie e e e e e e e e e e e e s e e s e
Figura 3 — Dois tipos cercarianos utilizados nas infecgdes experimentais. A - tipo
Distoma Longifurcada Faringeada e B - tipo
EQUINOSTOMAL ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e s eeees
Figura 4 — A: metacercaria de Lophosicyadiplostomum sp.; B: cistos de
Echinostomatidae sob a pele dos girinos; e C: um cisto que foi retirado da cauda.....
Figura 5 — (A) Tempo de atividade (em segundos) nos periodos dia e noite (B);
namero de deslocamentos nos periodos do dia e da noite; (C) proporcao de
alimento consumido por; e (D) tamanho (em centimetros) dos girinos infectados
por Lophosicyadiplostomum sp. (parasitado) e girinos néo infectados (n&o
[0 F=T = 157 1 7= T [0 ) 1S RSP
Figura 6 — Relacdo da carga parasitaria de cercéarias de Lophosicyadiplostomum
sp. na atividade dos girinos de Physalaemus cuvieri. (A) Tempo de atividade (em

segundos) e (B) nimero de deslocamentos............uuueiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee

Figura 7 — (A) Tempo de atividade (em segundos) nos periodos do dia e da noite
(B); numero de deslocamentos nos periodos do dia e da noite (C); proporcao de
alimento consumido (D) e tamanho ao final do experimento dos girinos (em
centimetros) infectados por Echinostomatidae (parasitado) e girinos nao infectados
(AT oI oL T = 1S3 1 €= Lo [0 ) 1 OSSP
Figura 8 — Relagdo da carga parasitaria de cistos da familia Echinostomatidae na
atividade dos girinos de Physalaemus cuvieri. (A) Tempo de atividade (em

segundos) e (B) nimero de deslocamentos............uuuuiieeiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee

Figura 9 — Desempenho na natacdo de arranque em girinos de Physalaemus
cuvieri infectados por trematddeos da familia Echinostomatidae (parasitados) e

A To 101 (=101 = Lo [0 1 TRUTR TR TR OO TP TR

17

18

19

22

27

28

29

29



SUMARIO

R N =10 ] 51U 07X T 13
2 METODOLOGIA ...ttt e e e e e e ee e e e e e annreeeeeeas 17
2.1 ESPBCIES .uuiiiiii ittt e e e e e e e a 17
2.2 Delineamento experimental...........cccouiiiiiiiiiiiii 19
2.2.1 Experimento 1 — Influéncia do parasito no comportamento dos girinos....... 20

2.2.2 Experimento 2 — Influéncia do parasito na natacao de escape dos girinos.. 21

2.3 ANAIISES EStatiSHICAS......ci i 22
3 RESULTADOS . ... e e e e et e e e e e e e e e aea e 25
3.1 Influéncia do parasito no comportamento dos girinos.............ccccevveeeee 26
3.2 Influéncia do parasito na natacéo de escape dos girinos...................... 30
4 DISCUSSAOD. ..ottt 32
5 CONCLUSAO. ..ottt ettt 36

REFERENCIAS. ... oo ettt e et e et e et e e et e e eiaaas 37



13

1. INTRODUCAO

Os Digenea compdem uma das duas subclasses de Trematoda, que, por sua vez,
junto com as classes Cestoda e Monogenea, formam o clado Neordermata, dentro do
filo Platyhelminthes (OLSON et al., 2003). Nas trés classes citadas, todas as formas
de vida séo parasiticas (JOHNSON; LUNDE, 2005), embora Digenea seja a subclasse
que apresente individuos com o ciclo de vida mais complexo dentre esses clados,
além de representar o maior grupo de metazoarios endoparasitos (CRIBB et al., 2003;
OLSON et al., 2003). Eles possuem, obrigatoriamente, um hospedeiro intermediario e
um definitivo, mas seu ciclo pode incluir até quatro hospedeiros intermediarios
diferentes, que infectam o hospedeiro das mais variadas formas (ESCH; BARGER,;
FELLIS, 2002; OLSON et al., 2003; TRAVASSOS, 1950). Geralmente € no segundo
hospedeiro intermediario (e.g. larvas de insetos, anelideos, girinos e peixes) que sdo
formadas as metacercarias, formas que sdo transmitidas ao hospedeiro definitivo
(PINTO; DE MELO, 2013). Parasitos que possuem um segundo hospedeiro
intermediario apresentam maior sucesso de infeccdo e conclusao do ciclo reprodutivo
quando o hospedeiro intermediario € ingerido pelo definitivo, j& que o encistamento
direto no hospedeiro definitivo frequentemente é eliminado pela resposta imune do
hospedeiro (ORLOFSKE, SARAH A. et al., 2012).

As metacercarias de platelmintos digenéticos sdo agentes causadores de
malformac¢Bes nos membros e de altos indices de mortalidade em adultos e larvas de
anfibios, tanto em condi¢des naturais quanto experimentais (GOODMAN; JOHNSON,
2011; JOHNSON; LUNDE, 2005; SCHOTTHOEFER; COLE; BEASLEY, 2003).
Aumenta o interesse por esse grupo de parasitos, o fato dos anfibios representarem
o0 grupo de vertebrados mais ameacado na atualidade, com declinio mundial
documentado ha pelo menos 30 anos (CAMPBELL GRANT; MILLER; MUTHS, 2020;
GREEN et al., 2020).

Estudos que investigaram os efeitos da interacédo parasitos digenéticos e girinos
avaliaram principalmente estratégias antiparasitas e/ou efeitos do parasito na resposta
de escape de predadores. Koprivnikar et al. (2006) demonstraram que girinos
Lithobates clamitans e L. sylvaticus tiveram o nivel de atividade, determinado pela
porcentagem de tempo que 0s girinos permaneceram nadando, aumentado na
presenca de cercarias de Echinostoma trivolvis, o que foi interpretado pelos autores

como uma forma de evitar o contagio. Em acordo com esse resultado, girinos de L.
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sylvaticus considerados mais ativos e que exploraram mais o ambiente foram menos
susceptiveis ao contagio por Echinoparyphium sp. (KOPRIVNIKAR; GIBSON,;
REDFERN, 2012). Além disso, a queda ha temperatura da agua, que reduz a atividade
dos girinos, provocada pelos pesquisadores nesse trabalho, levou a um aumento na
prevaléncia de parasitos (KOPRIVNIKAR; FORBES; BAKER, 2006; SZUROCZKI,
RICHARDSON, 2012). Dois outros estudos reforcam esses resultados. Girinos de
Pseudacris regilla anestesiados, portanto incapazes de se deslocar, tiveram aumento
de 20 a 39% na chance de serem infectados por parasitos dos géneros Ribeiroia e
Echinostoma (DALY; JOHNSON, 2011); e por meio da analise de videos (ROHR et
al., 2009) demonstraram que girinos podem evitar cercarias livres e caramujos que
estdo emitindo cercarias de Echinostoma trivolvis, se distanciando desses
organismos.

Quando combinada com a presenca de predadores, a influéncia de parasitos
digenéticos difere conforme a espécie de hospedeiro. Girinos de L. sylvaticus
reduziram o tempo de natacdo na presenca do parasito E. trivolvis e do predador
Lepomis gibbosus, enquanto os girinos de L. catesbeianus aumentaram os niveis de
atividade (SZUROCZKI; RICHARDSON, 2012). Os girin0os que apresentaram menor
taxa de atividade tiveram carga parasitaria mais elevada em comparacao com os de
L. catesbeianus que apresentaram maior taxa de atividade, sendo que nem todos 0s
girinos foram infectados (SZUROCZKI; RICHARDSON, 2012). Resultado semelhante
foi obtido por Thiemann et. al. (2000) em experimento que evidenciou que a resposta
a presenca de parasitos e predadores difere entre girinos de espécies diferentes.
Girinos de L. sylvaticus apresentaram maior reducao na atividade, enquanto os de L.
clamitans, embora tenham também reduzido a atividade na presenca de parasitos e
predadores separadamente, ndo manifestaram reducao significativa no além da ja
observada no tratamento combinado. Como resultado, o0 numero de parasitos
encistados em girinos de L. sylvaticus ndo diferiu entre o grupo exposto apenas aos
parasitos e 0 grupo exposto a um combinacéao de parasitos e predadores, ao passo
gue os girinos de L. clamitans do grupo exposto a parasitos e predadores combinados,
guando a redugéo da sua atividade nao foi significativa, tiveram um aumento de 16%
no numero de cistos (THIEMANN; WASSERSUG, 2000). Entretanto, 0 aumento na
atividade, que pode evitar ou diminuir a infeccéo pelo parasito, pode atrair a atencao

de predadores (BAKER; SMITH, 1997), ja que cessar o deslocamento e permanecer
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imével é wuma conhecida estratégia antipredatéria (HEYER; MCDIARMID,;
WEIGMANN, 1975; NOMURA et al., 2013; WATKINS, 1996).

Diversos experimentos (SZUROCZKI; RICHARDSON, 2012; THIEMANN;
WASSERSUG, 2000) indicam ainda que as respostas dos girinos ao parasitismo
podem ser espécie-especificas. Por exemplo, a presenca de metacercéarias de
Echinoparyphium no ambiente levou a um aumento nos niveis de atividade de girinos
de trés espécies (Anaxyrus americanos, Lithobates sylvaticus e L. catesbeianus),
enquanto uma reducéo na atividade foi observada em duas outras espécies, L. pipiens
e Hyla versicolor (KOPRIVNIKAR; REDFERN; MAZIER, 2013). Esse resultado indica
gue a reacado a presenca de parasitos ndo segue um padrao, uma vez que as espécies
diferem em vulnerabilidade e em mecanismos de defesa (BELDEN; WOJDAK, 2011,
KOPRIVNIKAR; REDFERN; MAZIER, 2013). Aspectos da histéria de vida, como o
tempo que os girinos demoram para completar a metamorfose, podem influenciar as
estratégias comportamentais ou imunoldgicas contra patégenos, dependendo da
espécie em questdo (KOPRIVNIKAR; REDFERN; MAZIER, 2013).

Nesse contexto, estratégias imunolégicas mais elaboradas foram observadas em
girinos que levam mais tempo para completar a metamorfose, enquanto que
estratégias comportamentais foram predominantes em girinos com periodo de
desenvolvimento mais curto, embora isso ndo seja uma regra (KOPRIVNIKAR;
REDFERN; MAZIER, 2013; SZUROCZKI; RICHARDSON, 2012). Entretanto, essa
ndo € uma relagéo unidirecional, pois uma intensa infec¢do por Echinostoma trivolvis
foi responsavel pela reducéo no crescimento e atraso no desenvolvimento de girinos
de L. sylvaticus (ORLOFSKE, S. A.; BELDEN; HOPKINS, 2013). Esse efeito se deu,
provavelmente, por alteracdo na fisiologia dos individuos parasitados, embora néo
tenha sido observada mudanca na taxa metabdlica, determinada pela taxa metabdlica
padrdo, obtida por meio de respirometria (ORLOFSKE, S. A.; BELDEN; HOPKINS,
2013). Os autores sugerem que o desenvolvimento tenha sido retardado em razéo da
interferéncia dos cistos no desenvolvimento dos rins, inferindo que, no ambiente
natural, esse atraso estenderia o tempo de exposicao do hospedeiro a mais patégenos
e outras ameacas (ORLOFSKE, S. A.; BELDEN; HOPKINS, 2013; RAFFEL et al.,
2010).

E importante considerar que esses estudos foram desenvolvidos majoritariamente
com espécies de parasitos e de girinos de regides temperadas, que possuem aspectos

de historia de vida diferentes e estdo submetidos a condigfes climaticas diferentes
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das de regides tropicais e subtropicais (KEARNEY; PORTER, 2009; VASCONCELOS
et al., 2010). Por exemplo, em regides temperadas, Echinostomatidae (MARINO;
HOLLAND; MAHER, 2014), tem como sitio de encistamento os rins dos girinos
(MARINO; HOLLAND; MAHER, 2014), enquanto que em regides tropicais, parasitos
dessa mesma familia encistam na regido subcutdanea da cauda (HAMANN;
GONZALEZ, 2009).

O ciclo de vida dos trematodeos digenéticos parasitos de girinos no Brasil € muito
pouco conhecido, bem como seu efeito sobre o comportamento e desenvolvimento
dos girinos (QUEIROZ, MURILO S. et al., 2020; TRAVASSOS, 1950). Sabe-se que
eles possuem uma grande variedade de hospedeiros intermediarios, desde
invertebrados a vertebrados ectotérmicos, bem como de hospedeiros definitivos, que
envolvem qualquer grupo de vertebrado (ESCH; BARGER; FELLIS, 2002). Nesse
estudo, investigamos experimentalmente se trematdédeos digenéticos levam a
alteracbes comportamentais em girinos, especificamente no nivel de atividade,
eficiéncia de forrageamento e na natacdo de escape a predadores. Alteracdes nesses
comportamentos sdo comumente associadas ao que se conhece como estratégias de
transmissao trofica, conceito designado para parasitos que causam alteracdes
comportamentais complexas no hospedeiro intermediario, como 0 aumento na
exposicao e a reducdo do nivel de alerta do individuo, que parecem facilitar sua

predacao pelo hospedeiro definitivo (KURIS, 2003).
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5. CONCLUSAO

As cercarias de ambos os parasitos diminuiram o tempo de atividade e o numero
de deslocamentos dos girinos de Physalaemus cuvieri o que, considerando sua
coloragdo criptica, pode dificultar sua captura por aves, que sdo o hospedeiro
definitivo de Lophosicyadiplostomum sp, bem como por outros predadores. Dessa
forma, € possivel que a transmisséo para o hospedeiro definitivo ocorra pelo consumo
dos anuros adultos. O hospedeiro definitivo e o ciclo de vida de Echinostomatidae
permanecem desconhecidos para grande parte dos representantes dessa familia na
regido neotropical, o que limita a interpretagéo dos resultados obtidos.

O aumento na taxa de consumo de alimento pelos girinos parasitados por
cercarias de Lophosicyadiplostomum sp. ndo resultou em maior crescimento,
contrastando com o maior tamanho observado nos girinos parasitados por cercarias
de Echinostomatidae, a despeito de néo ter ocorrido alteragéo na taxa de consumo de
alimento. E possivel que essa diferenca resulte dos diferentes 6rgaos de encistamento
das cercarias e/ou de diferentes estratégias de transmisséo dos parasitos.

O maior tamanho dos girinos parasitados por Echinostomatidae e seu melhor
desempenho na resposta de escape a simulacao de predacdo, em comparagcao com
os girinos infectados por Lophosicyadiplostomum sp., sugerem que o ciclo de vida de
Echinostomatidae, sua transmissao para e as espécies de hospedeiro definitivo seja

diferente dos de Lophosicyadiplostomum sp.
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