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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.
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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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2. METODOLOGIA

2.1. Espécies

Girinos de Physalaemus cuvieri foram obtidos de cinco desovas coletadas em
diferentes corpos d’agua temporarios no distrito de Nova Itapirema, SP (21°04'41.7"S
49°32'25.5"W). Cada desova foi acomodada em um recipiente plastico com agua sem
cloro e oxigenada por uma bomba compressora para aquérios. As desovas e 0s
girinos que emergiram delas foram mantidos a temperatura ambiente de 28°C + 1°C
e fotoperiodo controlado (12h de claro e 12h de escuro). Girinos de desovas coletadas
em diferentes corpos d’agua garantem maior variabilidade genética para o0s
experimentos (SZUROCZKI; RICHARDSON, 2012) e, além disso, é garantida a
auséncia de infeccdo parasitoldgica prévia, uma vez que 0s ovos se desenvolveram
em um ambiente controlado (SCHOTTHOEFER et al., 2003). Os girinos foram
alimentados com racdo em po a base de algas e krill (Sera Micron®) duas vezes ao
dia, até alcancarem o estagio de desenvolvimento 30 (GOSNER, 1960), que é a fase
com menor taxa de mortalidade a infeccdo por parasitos trematédeos
(SCHOTTHOEFER; COLE; BEASLEY, 2003).

Figura 1. A - Parte do cérrego que da origem a uma poga onde parte da coleta foi realizada; B — Desova

de Physalaemus cuvieri.

Fonte: elaborado pela autora.

Gastrépodes da familia Planorbidae, Drepanotrema lucidum (Pfeiffer, 1839) e
Drepanotrema depressissimum (Moricand, 1839), conhecidos hospedeiros
intermediarios de trematodeos digenéticos (PINTO; DE MELO, 2013), foram coletados

em corpos d’agua temporarios em um fragmento de cerrado localizado na mata riparia
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do Corrego da Véstia (-20.387000 -51.411700; - 20.395400 -51.394400), em Selviria,
MS. Os gastropodes foram individualizados em placas de cultura de células de 24
pocos com agua potavel e expostos por 12h a iluminagéo incandescente de 60W.
Esse procedimento estimula a emergéncia das cercéarias dos gastrépodes permitindo,
assim, a confirmacéo visual da presenca dos parasitos em microscopio estereoscopio
(BRASIL, 2008).

Figura 2. A — Parte da lagoa temporaria formada pelo Cérrego da Véstia, local de coleta dos caramujos;

B — Exemplar de Drepanotrema lucidum obtido nas coletas.

a s

Fonte: elaborado pela autora.

Os tipos de cercaria emitidas pelos caramujos foram identificadas sob microscépio
de luz, em laminas preparadas a fresco empregando corante vital vermelho neutro e
sulfato azul do Nilo. Esses corantes permitem a visualizacdo de estruturas
diagnésticas das cercarias como, por exemplo, tronco caudal estreito (distoma
brevifurcada faringeada) ou largo (distoma brevifurcada faringeada com tronco caudal
largo) com faringe presente, e ventosa ventral desenvolvida (distoma longifurcada
faringeada) ou vestigial (monostoma longifurcada faringeada) com um ou dois pares
de ductos excretores coletores (PINTO; DE MELO, 2013). Além da identificacdo do
tipo morfolégico de cercéaria, essa técnica permitiu que identificAssemos se as
cercarias tem comportamento de infeccdo ativa ou passiva. Dos gastropodes
coletados emergiram dois tipos de cercarias, ambas com comportamento de infeccao
ativa: Lophosicyadiplostomum sp., do tipo distoma longifurcada faringeada (Figura 2),
gue origina metacercarias nos rins dos girinos infectados (PINTO; DE MELO, 2013;
QUEIROZ, MURILO S. et al.,, 2020) e tém aves como hospedeiro definitivo
(CHAPPELL, 1995; FERNANDES et al., 2015; QUEIROZ, MURILO S. et al., 2020); e
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uma espécie da familia Echinostomatidae, do tipo equinostoma (Figura 2), que encista
na regiao entre a pele e a musculatura da cauda dos girinos e tém diferentes classes
de vertebrados como hospedeiro definitivo (FERNANDES et al., 2015; PINTO; DE
MELO, 2013).

Figura 3. Dois tipos cercarianos utilizados nas infeccbes experimentais. A - Distoma Longifurcada

Faringeada; B - Equinostoma.

L 200 um

Fonte: Murilo de Souza Queiroz (2018).

2.2. Delineamento experimental

Foram desenvolvidos dois experimentos com os objetivos de (i) avaliar a influéncia
dos parasitos trematédeos no comportamento dos girinos, incluindo o nivel de
atividade, uso da coluna d’agua e eficiéncia de alimentacdo, e (ii) quantificar o
comportamento de fuga a predadores, por meio da natacdo de escape.

Para a infeccdo experimental os girinos provenientes das cinco desovas obtidas
em campo foram acomodados em um mesmo aquério, formando o0s grupos
experimentais. A fim de manter o maior controle de variaveis possivel, selecionamos
girinos com tamanho e peso semelhantes que constituiram um grupo controle, aqui
identificado como “n&o parasitado” e um grupo tratamento, identificado como
parasitado; para cada experimento. Cada grupo foi formado com 15 girinos que foram
acondicionados em aquarios (30x22x7 cm) com 3 cm de agua por um periodo de 30h
(HAAS, 2003). Aos aquarios dos grupos experimentais foram adicionados os
gastropodes hospedeiros, cuja infeccdo havia sido previamente confirmada. Das
centenas de gastropodes coletados, apenas um estava infectado por cercarias de
Lophosicyadiplostomum sp. e trés por cercarias de Echinostomatidae. Dessa forma,
15 girinos foram acondicionados com o gastrépode infectado por cercéarias de
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Lophosicyadiplostomum sp. e 15 com os trés gastropodes infectados por cercarias de
Echinostomatidae.

Apesar dos gastropodes ndo terem sido coletados na mesma localidade que as
desovas, ha registro da presenca de individuos adultos e girinos de Physalaemus
cuvieri na mata riparia e nos corpos d’agua temporarios formados pelo corrego da
Véstia (QUEIROZ, MURILO S. et al.,, 2020). A coleta dos girinos foi feita com
permissdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis
(IBAMA) e Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio
#18163-1 para Denise C. Rossa-Feres). Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNESP, Campus de
S&o José do Rio Preto (205/2019-CEUA).

2.2.1. Experimento 1 — Influéncia do parasito no comportamento dos girinos

Apos 30h de permanéncia com os gastropodes infectados, os girinos foram
acondicionados individualmente em aquarios (dimensdes 20x10x30 cm) com 15 cm
de 4gua, nas mesmas condi¢cfes de temperatura e fotoperiodo anteriormente citadas.
Os individuos foram filmados duas vezes ao dia (9h e 19h, periodos em que 0s girinos
estdo mais ativos; DCRF, com. pess.) por dois dias, durante 5 minutos em cada
periodo. A camera filmadora (camera SONY® HDR-XR160) foi posicionada em frente
a cada quatro aquérios, a 60 cm de distancia, com altura regulada por tripé.

Com base nos videos obtidos e utilizando um software de marcacao de tempo
(CTA — contador de tempo de atividade — desenvolvido especialmente para a
marcacao de tempo deste trabalho, por um cientista da computacéo), determinamos
o tempo de atividade do individuo, ou seja, a porcentagem de tempo que ele se
deslocou pelo aquario, 0 numero de vezes que ele se deslocou e a posicédo ocupada
na coluna d’agua (superficie ou fundo) na maior parte do periodo de 5 minutos de
filmagem. A sele¢c&o dessas variaveis resposta levou em consideragdo a avaliacdo se
a possivel influéncia dos parasitos no comportamento dos girinos: (i) facilitaria sua
predacdo pelos hospedeiros definitivos dos parasitos trematodeos digenéticos
testados, seja deixando-0s mais visiveis por permanecerem mais tempo nadando ou
por visitarem maior numero de vezes a superficie da coluna d’agua, ou (ii) mais faceis
de serem capturados pelos predadores hospedeiros definitivos por prejuizos na
natacdo de escape a tentativa de predacdo. Essas alteracdes comportamentais ja

foram relatadas como facilitadores potenciais de predacgéao (KURIS, 2004).
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Para avaliar a influéncia do parasito na taxa de consumo de alimento, 0s girinos
foram alimentados com uma solucdo de agua e racdo a base de algas e krill (Sera
Micron®; em concentracao de 40mg/ml), oferecida em por¢cdes de 2,5 ml pinceladas
em placas de vidro (15x7,5 cm) uma vez ao dia, seguindo metodologia adaptada de
Annibale et al. (2019), sempre no intervalo entre os periodos de filmagem. Apos a
alimentacéo, as placas de alimento foram retiradas dos aquarios e deixadas para
secar naturalmente. As placas foram entdo fotografadas e as imagens foram
analisadas no software ImageJ® (HARTIG, SEAN M., 2013) para quantificar a
proporcao de alimento removido da area da placa de vidro, obtendo assim a taxa de
consumo para cada girino. Essa variavel resposta teve como objetivo avaliar se a
infeccdo pelos trematddeos digenéticos testados reduz ou aumenta a taxa de
consumo, ja que os parasitos frequentemente induzem processos nos hospedeiros
gue sao energeticamente custosos (ROBAR; MURRAY; BURNESS, 2011).

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

Na sequéncia ao experimento 1, cada girino foi submetido ao teste de resposta
de escape a simulacdo de predacdo, de acordo com a metodologia adaptada da
descrita por Bridges (1997). Cada individuo foi submetido a trés tentativas de
predacdo, simuladas por toque leve na regido caudal do girino com uma haste de
metal, com intervalo de 1 minuto entre cada estimulo (DAYTON et al., 2005; EGEA-
SERRANO; TEJEDO, 2014). O experimento foi desenvolvido em um estreito canal de
natacdo de vidro (50x2x5 cm) preenchido com agua a uma profundidade de 1 cm,
adaptado ao tamanho dos girinos a fim de limitar suas respostas a um espaco
bidimensional (EGEA-SERRANO; TEJEDO, 2014). O registro em video foi obtido com
a mesma camera empregada no experimento anterior (SONY® HDR-XR160).

Com base nos videos obtidos, quantificamos: (i) a natacdo de arranque (burst
speed), que é a distancia percorrida desde o primeiro movimento apés o toque da
haste até a natacdo subsequente no decorrer de 0,20s (cm/s); (ii) a distancia total
percorrida (cm); e o tempo (s) decorrido desde o inicio da fuga até a cessacdao total
dos movimentos da cauda (BRIDGES, 1997; EGEA-SERRANO; TEJEDO, 2014,
WILSON; JAMES; JOHNSTON, 2000). Para isso, empregamos 0 software de
rastreamento visual Kinovea®©.

Ao final do experimento, os girinos foram fotografados para determinar o

comprimento e a largura do masculo da cauda no momento da realizacao dos testes.
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Essas variaveis foram controladas nas analises estatisticas por poderem influenciar
diretamente o desempenho de natacédo dos girinos (DAYTON et al., 2005; WILSON;
JAMES; JOHNSTON, 2000). As fotos obtidas também possibilitaram medir o
comprimento total dos girinos, para avaliar se 0 consumo interferiu nessa variavel ao
final do experimento (AUDO et al.,, 1995). Depois dos testes, os girinos foram
anestesiados em solucdo de lidocaina 2%. Uma vez cessado 0s batimentos
cardiacos, cada girino passou por necropsia para contagem da carga parasitaria e
para garantir que, de fato, o grupo ndo parasitado ndo possuia infeccao parasitolégica

prévia (Figura 3).

Figura 4. A: metacercaria de Lophosicyadiplostomum sp.; B: cistos de Echinostomatidae sob a pele

dos girinos; C: um cisto que foi retirado da cauda.

Fonte: Murilo Queiroz (imagem B) e elaboracao propria (imagens A e C, obtida em microscopio de luz

— aumento de 100x).

2.3. Analises estatisticas

Inicialmente, realizamos analises estatisticas descritivas para quantificar a
infeccdo parasitoldgica, tomando como base o artigo de Bush et al. (1997). Para isso,
calculamos a prevaléncia da infeccéo, que é o numero de individuos parasitados pelo
namero de individuos examinados; a intensidade média de infeccdo, que é a média
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de parasitos por hospedeiro parasitado, dada pelo numero total de parasitos na
amostra de uma espécie dividido pelo numero de individuos parasitados; a
abundancia média, calculada pelo nimero total de parasitos na amostra de uma
espécie de hospedeiro, dividido pelo numero total de individuos parasitados e nao
parasitados e, finalmente, a agregacdo, que, segundo Poulin (1993), indica se as
infeccbes foram agregadas por meio do indice de discrepancia, onde O representa
nenhuma agregacao e 1 a agregacdo maxima. Todas as analises foram executadas
no software Quantitative Parasitology 3.0 (REICZIGEL; MAROZZI; FABIAN I, ROZSA,
2019).

Com os dados provenientes do experimento 1, ndés primeiro avaliamos se 0s
grupos experimentais (ndo parasitado e parasitado) influenciaram a (a) taxa de
consumo de alimento e (b) comprimento total do girino. Em seguida, utilizando apenas
0S girinos parasitados, analisamos se ambas as variaveis resposta foram
influenciadas pela carga parasitaria de cada girino. Em ambos os casos nos utilizamos
modelos lineares generalizados (GLM — generalized linear models).

Ainda com os dados do experimento 1, n6s avaliamos se 0S grupos experimentais
(ndo parasitado e parasitado), o periodo (9h — considerado como periodo do dia, e
19h — considerado como periodo da noite), e uma possivel interacdo entre ambos 0s
preditores tinham efeito sobre as seguintes variaveis resposta: (a) tempo de atividade,
(b) nimero de deslocamentos e (c) sentido do deslocamento (vertical ou horizontal).
Em seguida, utilizando apenas o0s girinos parasitados, avaliamos se a carga
parasitaria, o periodo, e a possivel interacdo entre ambos tinham efeito sobre as
mesmas variaveis resposta. Em ambos os casos nds utilizamos modelos lineares
generalizados de efeitos mistos (GLMM - generalized linear mixed models) com a
identidade de cada girino como um efeito aleatorio, uma vez que tinhamos
observagbes do mesmo girino em diferentes periodos do dia.

Para andlise dos dados provenientes do experimento 2 empregamos modelos
lineares generalizados de efeitos mistos (GLMM - generalized linear mixed models)
com a identidade de cada girino como um efeito aleatorio, uma vez que nossa unidade
experimental foi cada tentativa de predacdo, e tinhamos muditiplas observacdes do
mesmo girino. As variaveis resposta foram, (a) velocidade alcancada na natacdo de
arranque, (b) distancia total percorrida e (c) tempo total da resposta de natacdo. A
principal variavel preditora foi o grupo experimental em um primeiro momento, e a

carga parasitaria, considerando apenas o0s girinos parasitados, em um segundo
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momento. Em ambos o0s casos utilizamos o comprimento e a largura do musculo
caudal como covariaveis para controlar o possivel efeito de ambas as variaveis sobre
as variaveis reposta, por serem fatores que podem interferir no desempenho da
natacéo dos girinos, principalmente na natacao de arranque (DAYTON et al., 2005).
Em todos os casos, selecionamos a distribuicdo de probabilidades que melhor se
ajustou aos modelos estatisticos para cada variavel resposta por meio da inspecéo de
visual residuos usando o pacote DHARMa (HARTIG, FLORIAN, 2021). Dessa forma,
para testar as variaveis tempo de atividade, velocidade alcancada na natacdo de
arranque e o tempo total da resposta de natacao utilizamos a distribuicdo Gamma
inflada por zeros. A distribuicdo de probabilidades Gamma € comumente utilizada para
descrever tempo de duracdo ou de ocorréncia de um evento (ZUUR et al., 2009). Para
0 numero de deslocamentos a distribuicdo de probabilidades melhor se ajustou aos
dados foi a binomial negativa, que € adequada para nameros positivos inteiros ou
nameros pequenos naturais, como contagens e frequéncias, onde a variancia
aumenta de forma néo linear em relacdo a média (i.e. superdispersdo) (ZUUR et al.,
2009). J& para o sentido do deslocamento utilizamos a distribuicdo binomial,
adequada para dados binarios, como por exemplo 0 e 1 (ZUUR et al., 2009). Para o
consumo de alimento utilizamos a distribuicdo beta binomial, usado para dados que
tem distribuicdo limitada, entre 0 e 1, por exemplo, como € o caso da porcentagem de
consumo de alimento (ZUUR et al., 2009). Por fim, para o comprimento total do girino
e a velocidade da natacdo de arranque empregamos a distribuicdo Gaussiana que é
a mais adequada para dados decimais continuos que apresentam distribuicdo normal
como, por exemplo, peso e tamanho (ZUUR et al., 2009). Apés ajustados os modelos,
realizamos analises de Deviance (i.e. analogo a ANOVA para modelos lineares
generalizados e mistos), onde obtivemos os valores de qui-quadrado, graus de
liberdade e de p. As andlises dos dois experimentos foram desenvolvidas no programa

computacional R (2021).
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3. RESULTADOS

Em decorréncia de mortalidade de girinos, o namero final de girinos foi 24 para os
infectados por Lophosicyadiplostomum sp., sendo 12 para cada grupo experimental,
e 18 girinos, nove em cada grupo experimental para os girinos infectados por
Echinostomatidae. Uma pequena taxa de mortalidade em girinos mantidos em
ambientes artificiais € esperada e pode ser resultado de diversos fatores, incluindo
mal desenvolvimento das estruturas orais. Entretanto, infeccbes por parasitos da
familia Echinostomatidae frequentemente reduzem a taxa de sobrevivéncia das larvas
(MARINO; HOLLAND; MAHER, 2014) e foi nesse grupo que ocorreu a maior
mortalidade.

A infeccdo afetou metade do total dos girinos, constituida exclusivamente por
girinos do grupo parasitado, com 100% de prevaléncia para a infecgao por ambos 0s
parasitos trematédeos (Tab. 1). A intensidade e abundéancia médias foram
ligeiramente maiores para o grupo infectado com Lophosicyadiplostomum sp., o que
indica que apenas um caramujo infectado foi capaz de liberar mais cercarias dessa
espécie do que trés caramujos infectados pelo parasito da familia Echinostomatidae
no mesmo periodo de tempo. Por fim, vimos que a agregacdo também foi maior para
0 grupo infectado por Lophosicyadiplostomum sp. (Tab. 1), indicando que as
metacercérias infectaram em grande propor¢cdo poucos girinos dentro da amostra,
uma vez que 3 deles continham 17 ou mais metacercérias, enquanto nos demais o
namero de metacercarias variou de 2 a 10 por girino. A agregacao foi ligeiramente
menor para 0s girinos infectados por Echinostomatidae, dado que apenas 3 dos 9
girinos do grupo parasitado continham 15 ou mais metacercérias encistadas na cauda,

enguanto os demais continham entre 3 e 9 cistos (Tab. 1).

Tabela 1. Andlises descritivas da infeccdo por trematddeos digenéticos em girinos de Physalaemus
cuvieri. As siglas significam: (P) para prevaléncia; (IMI) intensidade média de infecgdo; (A) para
abundancia; e (D) para discrepancia.

Parasito P IMI A D
Lophosicyadiplostomum sp. | 50% | 12,67 | 6,33 | 0,72
Echinostomatidae 50% 9,89 | 494 | 0,68

Fonte: elaborado pela autora.
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3.1. Influéncia do parasito no comportamento dos girinos

O tempo de atividade dos girinos parasitados por Lophosicyadiplostomum sp.
foi influenciado pelo periodo do dia (Tabela 2, Fig. 5A) e houve interacdo entre o
periodo do dia e os grupos parasitados e ndo parasitados (Tabela 2, Fig. 5A). De
forma geral, os girinos foram mais ativos durante o dia. No entanto, durante o dia, 0s
girinos ndo parasitados permaneceram ativos por maior periodo de tempo do que 0s
parasitados por Lophosicyadiplostomum sp. Essa diferenga nédo ocorreu durante a
noite (Fig. 5A).

Tabela 2. Variaveis resposta, preditoras e os valores de Qui-quadrado (x2), graus de liberdade (df) e o
valor de p (p-valor) para os dois parasitos que empregamos na realiza¢éo dos experimentos.

Variaveis variéveis Lophosmyi%lplostomum Echinostomatidae
resposta preditoras v, T nvalor 2 [df| p-valor
tratamento 2,437 1 0,118 3,875 | 1 | 0,049*
periodo 4,338 1 0,037* 9,255 | 1 | 0,002*
tempo de tratamento*p_er,io_do 3,89 1 0,048* 0,146 | 1 | 0,701
atividade (s) carga parasitaria 6,309 1 0,012* 1,665 | 1| 0,196
periodo 0,11 1 0,739 5,021 | 1| 0,025*
carga 5035 | 1 | 0,024+ |0762 |1/ 0,382

parasitaria*periodo
tratamento 0,378 1 0,538 4,12 | 1| 0,042*
periodo 6,681 1 0,009* |21,193| 1 |>0,001*
ndmero de tratamento*p(_er,l’qdo 0,665 1 0,414 0,011 | 1| 0,915
deslocamentos | €&r9@ parasitaria | 0,029 1 0,836 3,712 | 1 | 0,054*
periodo 6,404 1 0,011* |14,492| 1 |>0,001*
carga 5757 | 1 | 0,016* | 2,08 | 1| 0,149

parasitaria*periodo
tratamento 0,561 1 0,453 0,731 | 1| 0,786
periodo 0,105 1 0,745 0,848 | 1| 0,356
sentido da tratamento*p_er,l'qdo 1,076 1 0,299 1,38 |1| 0,24
movimentacio carga parasitaria | 0,011 1 0,916 0,885 | 1| 0,346
periodo 0,475 1 0,49 0,008 | 1| 0,925
carga 083 | 1 0,362 0 |1/ 0,999

parasitaria*periodo
consumo tratamento 9,911 1 0,001* 2,089 | 1| 0,148
(proporcao) carga parasitaria | 2,927 1 0,087 0,396 | 1| 0,529
tamanho (cm) tratamen@o 0,954 1 0,328 4,227 | 1| 0,039*
carga parasitaria 0,875 1 0,349 0,133 | 1| 0,715

Fonte: elaborado pela autora.

O ndmero de deslocamentos seguiu esse mesmo padrdao. De modo geral,
girinos parasitados e néo parasitados se deslocaram mais vezes durante o dia em

comparacdo com o periodo noturno (Tabela 2, Fig. 5B). Entretanto, o nimero de
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deslocamentos efetuados pelos girinos nao foi influenciado pelo parasito (Tabela 2,
Fig. 5B).

Além disso, houve interacdo entre a carga parasitaria de
Lophosicyadiplostomum sp. e o periodo do dia tanto para o tempo de atividade quanto
para o numero de deslocamentos (Tabela 2). Observamos que quanto maior o numero
de parasitos menor o tempo de atividade dos girinos, porém, apenas durante o dia
(Fig. 6A). De forma similar, observamos que o nimero de deslocamentos € maior
durante o dia, mas apenas em girinos com baixa carga parasitaria (Fig. 6B).

Girinos parasitados por Lophosicyadiplostomum sp. consumiram mais alimento do
gue os néo parasitados (Fig. 5C), mas isso nao resultou em aumento do tamanho dos

girinos (Tabela 2, Figura 5D).

Figura 5. (A) Tempo de atividade (em segundos) nos periodos dia e noite (B); numero de
deslocamentos nos periodos do dia e da noite; (C) proporcéo de alimento consumido por; e
(D) tamanho (em centimetros) dos girinos de Physalaemus cuvieri infectados por

Lophosicyadiplostomum sp. (parasitado) e girinos néo infectados (n&o parasitado).
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: As letras “a” e “b” representam diferengas significativas entre girinos parasitados e nao
parasitados, e as letras “x” e “y” diferengas significativas entre os periodos diurno e noturno.
Os limites inferiores e superiores das caixas em cinza representam o intervalo de confianca
de 95% das estimativas para cada grupo (barra no centro das caixas).
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Figura 6. Relacao da carga parasitaria de cercarias de Lophosicyadiplostomum sp. na atividade dos
girinos de Physalaemus cuvieri. (A) Tempo de atividade (em segundos) e (B) nimero de
deslocamentos.
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: A regido sombreada por trds das curvas representa o intervalo de confianca de 95% das
curvas.

Considerando a infecgéo por trematddeos da familia Echinostomatidae, o tempo
de atividade diferiu entre os girinos dos grupos parasitado e ndo parasitado (Tabela 2,
Fig. 7A), e entre os periodos do dia (Tabela 2, Fig. 7A). O tempo de atividade dos
girinos ndo parasitados foi maior do que os do grupo parasitado tanto no periodo do
dia quanto a noite. No entanto, ao contrario do observado para os girinos infectados
por Lophosicyadiplostomum sp, os girinos parasitados se deslocaram por menor
periodo de tempo que os girinos ndo parasitados nos dois periodos do dia, sem
nenhuma interacdo com a carga (Tabela 2).

O nuamero de deslocamentos efetuados pelos girinos também diferiu entre os
girinos dos grupos parasitado e ndo parasitado (Tabela 2, Fig. 7B) e entre os periodos
do dia (Tabela 2, Fig. 7B). Os girinos parasitados por Echinostomatidae se deslocaram
menos gue 0s nao parasitados em ambos o0s periodos, sendo que a noite 0 nimero
de deslocamentos efetuados pelos girinos dos dois grupos foi ainda menor que
durante o dia. Considerando apenas 0s girinos parasitados, o numero de
deslocamentos foi maior durante o dia que a noite (fig. 8B), e houve influéncia
marginalmente significativa da carga parasitaria (Tabela 2), sugerindo que quanto
maior a carga parasitaria maior € o numero de deslocamentos efetuados pelos girinos.

Girinos parasitados e ndo parasitados por Echinostomatidae apresentaram a
mesma taxa de consumo (Tabela 2, Fig. 7C), porém diferiram no tamanho (Tabela 2,

Fig. 7D), sendo que os girinos parasitados apresentaram maior tamanho.
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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 (em centimetros) ao final do experimento dos girinos de Physalaemus cuvieri

infectados por Echinostomatidae (parasitado) e girinos néo infectados (n&o parasitado).
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Fonte: elaborado pela autora.

Legenda: As letras “a” e “b” representam diferengas entre girinos parasitados e ndo parasitados, e as
letras “x” e “y” entre dia e noite. Os limites inferiores e superiores das caixas em cinza
representam o intervalo de confianca de 95% das estimativas para cada grupo (barra no

centro das caixas).

Figura 8. Relagdo entre a carga parasitaria de cistos da familia Echinostomatidae e a atividade dos
girinos de Physalaemus cuvieri. (A) Tempo de atividade (em segundos) e (B) numero de
deslocamentos.
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Legenda: A regido sombreada atras das curvas representa o intervalo de confianca de 95% das curvas.
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3.2. Influéncia do parasito na natacdo de escape dos girinos

Girinos parasitados por Lophosicyadiplostomum sp. nao diferiram dos girinos
nao parasitados na natacdo de arranque (cm/s), no tempo de resposta (S) e na
distancia percorrida (cm) em resposta a simulacao de tentativa de predacgéo (Tabela
3). Além disso, ndo houve relacdo entre essas variaveis e a carga parasitaria (Tabela
3). Apenas a largura do musculo caudal influenciou a resposta de arranque nos grupos
parasitados e ndo parasitados (Tabela 3). Além disso, a natacdo de arranque dos
girinos parasitados foi relacionada com o comprimento e com a largura do masculo da
cauda (Tabela 3).

Tabela 3. Variaveis resposta, preditoras e os valores de Qui-quadrado (x2), graus de liberdade (df) e o
valor de p (p-valor) para os dois parasitos que empregamos na realizacéo do experimento 2.

variaveis L . Lophosicyadiplostomum Echinostomatidae
resposta variaveis preditoras sp.

X2 df p-valor X2 df | p-valor

tratamento 0,439 | 1 0,507 7,091 | 1 0,007*

SMETEAOES | s g 0,325 0 | 1] 0978

musculo

a”a”/q“e largura do masculo | 4,536 | 1 0,033* | 2454 | 1| 0117
(cm/s) carga parasitaria | 1,71 | 1 0,19 171 | 1| 0,104
comp. musculo 5646 | 1 0,017* 5646 | 1 0,168

larg. musculo 8,97 1 0,002* 897 |1 0,481

tratamento 0,64 1 0,423 1,236 | 1 0,266

comp. musculo 2685 | 1 0,101 1,148 | 1 0,276

distancia (cm) larg. mUsc_u[o_ 2,368 | 1 0,123 2,186 | 1 0,139
carga parasitaria 0,263 | 1 0,607 0,241 | 1 0,622

comp. musculo 3,688 1 0,054** 1,235 | 1 0,266

larg. masculo 2,932 1 0,086 0,055 | 1 0,813

tratamento 1921 | 1 0,165 0,033 | 1 0,854

comp. misculo | 1,066 | 1 | 0,301 0,409 | 1| 0,522

tempo (s) larg. musculo 0,008 | 1 0,972 0,123 | 1 0,725
carga parasitaria 0,339 | 1 0,559 0,077 | 1 0,781

comp.misculo | 0,002 | 1 | 0,957 0,007 | 1 | 0,913

larg. misculo | 0,188 | 1 | 0,664 0,039 | 1| 0,842

Fonte: elaborado pela autora.

Os girinos parasitados por cercéarias da familia Echinostomatidae apresentaram
melhor desempenho na natacdo de arranque (distancia percorrida nos primeiros
20ms) quando comparados aos do grupo nao parasitado (fig. 9). As demais variaveis
da natacdo de escape nédo diferiram entre os girinos dos grupos parasitado e nao

parasitado (Tabela 3).
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Figura 9. Desempenho na natacdo de arranque em girinos de Physalaemus cuvieri infectados por
trematddeos da familia Echinostomatidae (parasitados) e nao infectados.
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Legenda: As letras “a” e “b” representam diferencas significativas entre girinos parasitados e nao
parasitados.
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4. DISCUSSAO

A intensidade e abundancia média foram maiores para 0s girinos de
Physalaemus cuvieri infectados por Lophosicyadiplostomum sp., mesmo com apenas
um caramujo liberando cercarias no mesmo periodo de exposi¢cdo. Essa variacao
pode ocorrer pelo tempo que o caramujo esté infectado e emitindo cercarias, uma vez
gue quando coletados eles podem ja ter passado pelo periodo de maior liberagcéo ou
de atividade das cercarias (TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; ESTEBAN, 1999).

Os dois parasitos influenciaram de modo semelhante a reducéo do tempo de
atividade e do nimero de deslocamentos efetuados pelos girinos, comportamentos
reconhecidos como resposta de defesa a predadores (VAN BUSKIRK et al., 2011).
Por outro lado, vérias diferencas que podem refletir distintas estratégias de
transmissao entre os dois parasitos foram observadas, como o consumo de alimento
e o tamanho dos girinos.

Girinos infectados por Lophosicyadiplostomum sp. foram menos ativos que 0s
nao parasitados em ambos os periodos do dia, mas o maior tempo de atividade dos
girinos infectados ocorreu no periodo diurno. Parasitos podem reduzir a atividade do
animal parasitado, tornando mais facil sua captura e predacdo pelo hospedeiro
definitivo, o que pode ser entendido como uma estratégia de transmissdo (MOORE,
2002; POULIN, 2010). E importante considerar que os hospedeiros definitivos desse
trematédeo sdo aves de habito diurno, com eventos de predacdo de girinos por
passeriformes foram registrados em varios estudos (MARTINS et al., 2021; SILVA;
GIARETTA, 2008). No Brasil ha apenas o registro do bem-te-vi (Pitangus sulphuratus)
como hospedeiro de Lophosicyadiplostomum sp. (FERNANDES et al., 2015; PINTO;
DE MELO, 2013). Entretanto, a diminuicdo da atividade dos girinos infectados, em
comparacao com os ndo infectados, provavelmente dificulta sua localizacdo pelas
aves hospedeiras definitivas de Lophosicyadiplostomum sp., especialmente se
considerarmos a coloracao criptica dos girinos de P. cuvieri (NOMURA et al., 2013).
Por outro lado, o comportamento criptico, que é a associacdo entre imobilidade e
coloracao criptica (HEYER; MCDIARMID; WEIGMANN, 1975; NOMURA et al., 2013),
também dificulta sua localizacdo por outros predadores importantes de girinos, como
peixes e ndiades de Odonata (D’HEURSEL; HADDAD, 1999; NOMURA et al., 2011).
A reducdo da atividade e a imobilidade sdo conhecidas estratégias de defesa contra

predacdo (VAN BUSKIRK et al., 2011), incrementadas pela coloracdo criptica dos
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girinos (HEYER; MCDIARMID; WEIGMANN, 1975; NOMURA et al., 2013). A
sobrevivéncia dos girinos parasitados aumenta as chances de conclusdo da
metamorfose, com os individuos metamorfoseados passando para o ambiente
terrestre, onde também podem ser predados pelas aves, hospedeiros definitivos
(D’HEURSEL; HADDAD, 1999; FITZPATRICK, 1980; MARTINS et al., 2021).

A infeccdo por Echinostomatidae também alterou o padrdo de atividade,
deixando os girinos menos ativos em ambos os periodos do dia, mas com menor
namero de deslocamentos durante a noite. Esse resultado, semelhante ao obtido para
0os girinos testados com Lophosicyadiplostomum sp., pode indicar que entre os
hospedeiros definitivos dessa espécie de Echinostomatidae estejam aves diurnas que
se alimentam de peixes e anfibios, porém o ciclo de vida desse parasito permanece
desconhecido. Por outro lado, considerando apenas o0s girinos parasitados,
observamos que estes foram mais ativos durante o dia.

O numero de cistos de Echinostomatidae foi positivamente relacionado com o
namero de deslocamentos dos girinos, resultado oposto ao obtido para a infec¢céo por
Lophosicyadiplostomum sp. Considerando que girinos de Physalaemus cuvieri
ocorrem na regiao marginal rasa dos corpos d’agua (PRADO et al., 2009; QUEIROZ,
C. DE S.; SILVA; ROSSA-FERES, 2015), uma hipétese que pode ser aventada € que
a maior mobilidade durante o dia, facilitaria sua visualizacdo e predacao por aves
diurnas (D’HEURSEL; HADDAD, 1999), que localizam a presa visualmente
(MARTINS et al., 2021). Essa diferencga na influéncia dos dois parasitos na atividade
dos girinos pode representar estratégias diferentes de transmisséo indicando que, ao
contrario do sugerido anteriormente, os trematddeos digenéticos testados néo
compartilham o mesmo hospedeiro definitivo. A lacuna de conhecimento a respeito do
ciclo de vida de trematodeos digenéticos, especialmente na regido Neotropical,
impossibilita definir como a influéncia dos parasitos no comportamento dos girinos
facilita sua transmissao para o hospedeiro definitivo.

Outra diferenca na influéncia dos dois parasitos sobre os girinos foi verificada
na taxa de consumo de alimento e no crescimento dos girinos. O maior consumo de
alimento pelos girinos parasitados por Lophosicyadiplostomum sp. ndo levou a um
maior crescimento, a despeito dos girinos gastarem menos energia pois se
deslocaram menos que os girinos ndo parasitados. Dessa forma, esse resultado pode
refletir uma maior taxa metabdlica, uma vez que os parasitos utilizam recursos do
hospedeiro (BEGON; TOWNSEND; HARPER, 2007), que pode se dar pelo aumento
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a taxa metabdlica de repouso, criando um déficit energético (ROBAR; MURRAY;
BURNESS, 2011). Resultado exatamente oposto foi verificado para os girinos
parasitados por Echinostomatidae, cuja taxa de consumo de alimento néao diferiu, mas
0s girinos parasitados alcancaram maior tamanho. Além dos girinos parasitados terem
sido menos ativos e, portanto, terem gasto menos energia com deslocamentos, uma
outra possivel explicacdo € que pelos cistos possuirem baixa demanda energética, ja
ndo se reproduzem, isso também ndo seria refletido em gasto energético
(KOPRIVNIKAR et al., 2019). No entanto, a relacdo negativa entre consumo de
alimento e crescimento dos girinos parasitados por Echinostomatidae, oposta a
relacdo positiva encontrada para os girinos parasitados por Lophosicyadiplostomum
sp., ndo permite desconsiderar que o local de encistamento possa afetar o
crescimento dos girinos. O fato de cercarias de Lophosicyadiplostomum sp. terem 0s
rins como sitio de infeccdo pode produzir maior efeito no metabolismo que cistos na
derme ou na musculatura dos girinos, como os de Echinostomatidae.

Considerando que o consumo de alimento ndo sofreu alteragdo, mas os girinos
parasitados por Echinostomatidae cresceram mais que os nao parasitados, nao
podemos desconsiderar a possibilidade que o maior tamanho tenha sido induzido pelo
parasito, uma vez que existe uma correlacao positiva entre o tamanho do hospedeiro
e 0 tamanho dos parasitos, ja que hospedeiros maiores possuem parasitos maiores,
associacado frequentemente ligada ao sucesso da conclusdo do ciclo do parasito
(MORAND et al., 1996). Se isso ocorre, 0 parasito da familia Echinostomatidae pode
estar interferindo no tamanho do hospedeiro intermediario, que sendo maior pode ser
mais facilmente visualizado e predado pelo hospedeiro definitivo (RODGERS;
DOWNING; MORRELL, 2015). Nesse caso, essa estratégia pode ser fundamentada
pelateoria de forrageamento 6timo, a qual propde que 0 consumo de uma presa maior
implica em um menor nimero de eventos de predacdo, o que esta diretamente
relacionado ao balanco entre o gasto energético para obter a presa e a quantidade de
energia obtida da presa (MACARTHUR; PIANKA, 1966). Por outro lado, um maior
tamanho estéa relacionado com maior chance de escape de predadores (GILL, 2003),
0 que aumenta o sucesso do girino em concluir a metamorfose (BRANNELLY et al.,
2019) e passar para o ambiente terrestre, onde podera ser consumido pelo hospedeiro
definitivo do parasito. Ainda, uma outra interpretacédo possivel é que, apesar de nao
observarmos diferenca no consumo de alimento entre 0s grupos experimentais, o

grafico mostra que existe uma “tendéncia” maior de consumo pelos girinos do grupo
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parasitado. Com isso, podemos supor que o efeito do parasito sobre o consumo é
fraco, uma vez que, ao longo do tempo esse efeito pode acumular e resultar no
tamanho maior dos girinos. Essa é uma hipGtese que precisa ser explorada
futuramente, j& que aqui ndo conseguimos demonstrar com clareza esse efeito.
Adicionalmente, o maior crescimento pode acelerar o desenvolvimento e metamorfose
dos girinos, 0 que interromperia o ciclo do parasito. Entretanto, como néo foi possivel
identificar a espécie de Echinostomatidae, e os hospedeiros definitivos dos
trematddeos dessa familia incluem aves, répteis e mamiferos, ndo sabemos se a
transmissdo depende exclusivamente do meio aquatico. Dessa forma, néo
conseguimos interpretar como essa modificacdo no tamanho influencia na
transmissao do parasito para o hospedeiro definitivo.

Ainda, a reducdo no numero de deslocamentos diurnos dos girinos parasitados por
Echinostomatidae com o0 aumento da carga parasitaria para pode indicar uma
interferéncia do parasito no nivel de atividade dos girinos. Porém, podemos notar que
essa diferenca no numero de deslocamentos pelos girinos parasitados por
Echinostomatidae entre os periodos diurno e noturno € importante para cargas
parasitarias baixas, uma vez que essa relacdo desaparece para cargas parasitarias
altas. Isso se da, possivelmente, pelos girinos jA se moverem mais durante o dia, e
cargas parasitarias baixas pouco afetam esse padrdo. Por outro lado, quando a carga
parasitaria é alta, observamos reducao na atividade do girino, sendo esse efeito mais
perceptivel durante o dia, que é quando ele se movimenta mais, naturalmente. Como
essa movimentacao € baixa a noite, a reducdo nao é tao significativa.

Girinos parasitados por Echinostomatidae apresentaram melhor desempenho na
resposta a tentativa de predacéo que os girinos ndo parasitados. Esse resultado nao
era esperado, pois supomos que 0s cistos presentes na nadadeira dos girinos
poderiam prejudicar seu desempenho na natagdo, como registrado para Anaxyrus
boreas e Lithobates catesbeianus parasitados por Ribeiroia ondatrae, outro
trematdédeo que também encista na base da cauda de seus hospedeiros, causando
mas-formagées nos membros, além de aumentar as taxas de mortalidade em
individuos recém metamorfoseados (JOHNSON; LUNDE, 2005; SCHOTTHOEFER et
al., 2003). Interessantemente, a melhor resposta na natagéo de arranque corrobora a
teoria de que o parasito dessa familia pode aumentar o sucesso da conclusao da
metamorfose, ja que o0 arranque € o principal comportamento que pode evitar a
predacdo (BADETS; MORRISON; VERNEAU, 2010; DAYTON et al., 2005).
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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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