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RESUMO

SANTOS, Everton Gustavo Nunes dos. Efeito do parasitismo por Digenea na atividade
locomotora de peixes e moluscos hospedeiros. 2013. 53p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2013.

Os parasitos sdo capazes de alterar uma variedade de caracteristicas de seus hospedeiros como
comportamento, morfologia e estruturas sociais. Processos de alteracdes comportamentais sdo
comumente encontrados em parasitos cujo ciclo de vida é complexo e com transmissdo
através da teia trofica. Organismos aquaticos sdo comumente utilizados em ensaios
comportamentais, ¢ peixes € moluscos sdo considerados bons modelos nesta linha de
pesquisa. No Capitulo I, ¢ apresentado um trabalho no qual se avalia a influéncia da
intensidade e periodo de desenvolvimento de Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis na
atividade locomotora de Poecilia vivipara criados em laboratério. Similarmente, no Capitulo
II, um estudo comparativo foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia do parasitismo
na atividade locomotora de Melanoides tuberculatus nao infectados e naturalmente infectados
por Centrocestus formosanus. A atividade locomotora de peixes e moluscos foi monitorada
através de um sistema de biomonitoramento por analise de imagem, Videomex-V®,
conectado a uma camera de video capaz de quantificar a distdncia percorrida, tempo em
movimento ou em repouso, assim como a velocidade dos organismos. As Equacdes de
Estimacdo Generalizadas (EEG) capazes de analizar dados de medidas repetidas
demonstraram que embora os moluscos infectados por C. formosanus tenham apresentado
dimensdes maiores que os nao infectados, o comprimento de M. tuberculatus e P. vivipara
ndo foi um fator preponderante para alterar a atividade locomotora dos hospedeiros
intermediarios. Hospedeiros infectados apresentaram um padrdo de atividade locomotora
irregular e reduzido em comparacdo com os ndo infectados. Além disso, P. vivipara ndo
alterou sua atividade locomotora decorridos 7 dias pos-infecgdo (dpi), mas as alteragdes
tornaram-se evidentes 14 dias pos-infecgao, apresentando um aumento no tempo de repouso.
Foi experimentalmente demonstrado que em P. vivipara uma maior intensidade de parasitos
diminuiu a atividade locomotora do hospedeiro. Os parasitos estudados sdo capazes de alterar
o comportamento locomotor de P. vivipara ¢ M. tuberculatus. E possivel supor que a
diminui¢do da atividade locomotora dos hospedeiros possa interferir em diferentes aspectos
em um contexto ecoldgico em seus ambientes naturais.

Palavras-chave: alteragdo morfoldgica, alteragdo comportamental, organismos aquaticos.



ABSTRACT

SANTOS, Everton Gustavo Nunes dos. Effects of parasitism by Digenea in locomotory
activity of fishes and molluscs hosts. 2013. 53p. Dissertation (Master in Veterinary
Science). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2013.

Parasites are able to alter various caractheristics of the hosts, among them behavior,
morphology and social structures. Process of behavioral changes are commonly found in
parasites that have complex life’s cycle, which transmission occur through of the trophic web.
Aquatic organisms are commomly used in behavioral assays and fish and molluscs are
considered as good models in this surveys. In Chapter I, we showed a survey which assess the
influence of the intensity and period development of Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis
on locomotory activity of Poecilia vivipara born in laboratory. Similarly, in Chapter II, a
comparative study was performed with objective of assess the influence of the parasitism on
locomotory activity of Melanoides tuberculatus uninfected and naturally infected by
Centrocestus formosanus. The locomotory activity of fishes and molluscs were monitored
through image analysis biomonitoring system, Videomex-V®, linked to with a video camera
able to record and quantify the distance travelled, moving or restintg time and speed of the
organims. The Generalized Estimating Equations (GEE) able to analyse data with repeated
mesuares showed that although infected molluscs by C. formosanus had showed higher length
shell than unfected ones, both the length of M. tuberculatus as P. vivipara do not was
important factor to alter the locomotory activity of the intermediate hosts. Infected hosts
showed a pattern of locomotory activity irregular and reduced when compare to uninfected
ones. Furthermore, P. vivipara do not alters locomotory activity at 7 days post-infection (dpi),
but the alterations become evident at 14 dpi, showing an increase on the resting time. It was
experimentally showed that in P. vivipara higher parasites intensity decreased the locomotory
activity of the host. The parasites studied are able to alter the locomotor behavior of P.
vivipara and M. tuberculatus. It is surmised that the decrease of locomotory activity of the
hosts can interfer differents aspects in an ecological context in the natural environment.

Key words: morphological changes, behavioral changes, aquatics organism.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1  Ambientes lagunares e estuarinos

Os ambientes lagunares e estuarinos sdo caracterizados como corpos d’agua
semifechados, ligando-se a ecossistemas marinhos de maneira permanente ou parcial, com
temperatura, teor de salinidade e volume de 4gua variavel. Podem apresentar uma turbidez
elevada e topografias caracteristicamente irregulares. Esses ambientes sdo utilizados por
numerosas espécies de peixes, geralmente, os organismos mais abundantes em biomassa
(DAY; YANEZ-ARACIBIA, 1982, YANEZ-ARACIBIA et al., 1994, ANDREATA, 2012).

O ecossistema da lagoa Rodrigo de Freitas, localizada na zona sul do Rio de Janeiro,
Brasil (Figura 1), apresenta como caracteristica um gradiente de salinidade bem inferior ao
das aguas do mar. Inimeras espécies que habitam este local sdo eurihalinas, suportando
normalmente as mudangas de salinidade, através do controle do seu potencial osmético. Por
outro lado, o carater estenohalino de algumas espécies faz com que elas prefiram habitar na
desembocadura de rios e canais onde a agua apresenta salinidade mais baixa. Das espécies de
peixes dessa lagoa que sdo a principio de origem dulcicola, destacam-se, pela sua
representatividade, Poecilia vivipara Bloch e Schneider, 1801, Poecilia reticulata Peters,
1859, Phalloptychus januarius (Hensel, 1868) e Xiphophurus helleri Heckel, 1848
(Poecilidae); Jenynsia multidentata (Jenyns, 1842) (Anablepidae); Geophagus brasiliensis
(Quoy e Gaimard, 1824) e Tilapia rendalli (Boulenger, 1897) (Cichlidaec) (ANDREATA,
2012).

Figura 1. Lag drigo de Freitas. TARABINI (2013)

Estes ambientes aquaticos oferecem condi¢des ideais para o desenvolvimento e
manutencdo do ciclo de vida de parasitos, principalmente porque segundo Barber e Poulin
(2002), a agua facilita a dispersdo dos ovos e estaddios larvares. Além disso, as teias troficas
que incluem parasitos nestes ambientes sdo relativamente bem definidas, possibilitando o
surgimento de ciclos de vida mais complexos.

1.2 Trematodeos de peixes da lagoa Rodrigo de Freitas

O estudo dos trematdédeos de peixes da lagoa tem adicionado informagoes
significativas sobre a morfologia, ultraestrutura e ciclo de vida de diferentes espécies de
Heterophyidae Leiper, 1909 e Cryptogonimidae Ward, 1917, (SIMOES et al., 2008, 2009a,
2009b, SIMOES et al., 2010).



O ciclo de vida de Acanthocollaritrema umbilicatum Travassos, Freitas e Biihrnheim,
1965, por exemplo, foi parcialmente reproduzido em nosso laboratdrio, no qual foi utilizado o
molusco Heleobia australis (d’Orbigny, 1835) como primeiro hospedeiro intermediario, o
peixe barrigudinho P. vivipara como segundo hospedeiro intermediario e o robalo
Centropomus undecimalis (Bloch, 1792) como hospedeiro definitivo (SIMOES et al., 2008)
(Figura 2). Neste estudo, os peixes C. undecimalis foram coletados na lagoa Rodrigo de
Freitas e transportados ao laboratdrio onde foram necropsiados e adultos de 4. umbilicatum
contendo ovos retirados. Em seguida, os moluscos criados em laboratério foram
individualmente infectados colocando-se os ovos deste parasito em seus aquarios. Cerca de 42
dias pds-infecgdo os moluscos iniciaram a eliminagdo de cercérias que por sua vez foram
utilizadas nos experimentos.

Os ciclos de vida de Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis (Travassos, 1928),
Ascocotyle (Phagicola) diminuta (Stunkard e Haviland, 1924) e Pygidopsis macrostomum
Travassos, 1928 também foram descritos sob condigdes experimentais ¢ mostraram que estas
espécies de trematddeos tambem utilizam no meio ambiente tanto H. australis quanto P.
vivipara. Como hospedeiro definitivo experimental foram utilizados hamsters Mesocricetus
auratus Waterhouse, 1839 (SIMOES, 2009a; SIMOES et al, 2009b). O ciclo de Ascocotyle
(Phagicola) longa Ransom, 1920 também passa pelo molusco H. australis mas as
metacercarias encistam nas tainhas Mugil liza Valenciennes,1836 (SIMOES et al., 2010;
SANTOS et al., 2013).

P. vivipara sdo predados por C. undecimalis onde os
parasitos se desenvolvem no intestino até a forma adulta.

‘ — 2 P —
. - g
Cercarias infectam A. umbilicatum
P. vivipara e se ! adultos eliminam os

encistam como ovos junto com as
metacercarias. fezes do hospedeiro.

H. australis ingerem os ovos e em cerca de 42 dias comegam a eliminar cercarias.

Figura 2. Ciclo de vida de Acanthocolaritrema umbilicatum adaptado de Simdes et al. (2008)

Apbés o conhecimento e estabelecimento destes ciclos de vida em condicdes
experimentais, as possiveis alteragdes comportamentais dos hospedeiros intermediarios,
devido a influéncia dos parasitos, comecaram a ser analisadas em laboratério. Um primeiro
ensaio comportamental foi realizado com P. vivipara para avaliar a atividade locomotora dos

peixes antes e apds infecgdes experimentais com cercarias de A. umbilicatum (SANTOS et
al., 2011).



A avaliacdo do movimento destes peixes foi realizada através de um sistema de
biomonitoramento capaz de capturar as imagens dos movimentos dos peixes e quantifica-las
quanto ao tempo de repouso ou em movimento, distancia percorrida e sua velocidade. Foram
também realizadas infecgdes com diferentes intensidades de cercarias (30 e 50) para avaliar se
haveria resposta com diferentes niveis de infeccdo. O estudo concluiu que peixes com baixa
intensidade de metacercarias (< 10) ndo demonstraram qualquer alteracdo da atividade
locomotora decorridas trés a quatro semanas apds as infecgdes experimentais. Quando o
numero de metacercaria recuperadas aumentou (11 a 22) os peixes demonstraram um ligeiro
aumento no tempo em que permaneceram em movimento. No entando, hospedeiros que
possuiam intensidade de infeccdo mais elevada (23 a 36), demonstraram uma diminui¢do
significativa em todos os parametros da atividade locomotora evidenciando que peixes com
intensidades elevadas de parasitos tendem a se manter maior tempo imdveis em comparacao
com peixes ndo infectados (SANTOS et. al, 2011).

Com base nestes experimentos € possivel supor que as alteracdes na atividade
locomotora dos hospedeiros possa implicar em consequencias ecolégicas, como por exemplo,
na relag@o predador-presa como sera discutido a seguir.

1.3 A influéncia dos parasitos sobre os hospedeiros

Existe atualmente uma crescente apreciagdo dos processos de interagdo que ocorrem
entre os parasitos e seus hospedeiros. A idéia de que parasitos possam modificar o fenotipo de
seus hospedeiros, a principio, assemelha-se a uma historia de ficcdo, mas agora ¢ bem
documentada nos estudos de comportamento animal (O’BRIEN, 2008)

Iniimeros organismos aquaticos sdo utilizados como modelos de estudo na ecologia
comportamental na busca em avaliar o efeito do parasitismo nos seus hospedeiros. Peixes ¢
moluscos tem demonstrado ser excelentes modelos nesta linha de pesquisa, onde seus
movimentos e caracteristicas morfologicas sd3o mensurdveis nos experimentos
(HAMMONDE-TOOKE et al., 2012; SANTOS et al., 201 1;MILLER; POULIN et al., 2001).
Embora tais evidéncias de alteragdes comportamentais sejam encontradas, a magnitude delas
pode ser altamente variada de acordo com o periodo de desenvolvimento e a intensidade de
parasitos no hospedeiro.

Bass e Wies (2009) por exemplo, estudaram o efeito da intensidade de metacercarias
de A. (P.) diminuta e de Echinochasmus schwartzi Price, 1931 sobre o comportamento
natatorio do peixe Cyprinodontidae Fundulus heteroclitus (Linnaeus, 1766). Os autores
observaram que peixes com altas intensidades de metacercarias nas branquias (>1500)
ficavam mais tempo na superficie da dgua e apresentavam maiores niveis de atividade
natatoria em comparagdo com populacdes de peixes com intensidades menores de parasitos.
Os autores afirmaram que este comportamento supostamente poderia aumentar a transmissao
trofica dos parasitos para seu hospedeiro definitivo (aves piscivoras).

A relacdo predador-presa em ambiente natural foi estudada por Lafferty e Morris
(1996) que avaliaram o efeito do trematddeo Euhaplorchis californiensis Martin, 1950 em
Fundulus parvipinnis Girard, 1854. Neste estudo os autores demonstraram que houve
correlacdo significativa entre a intensidade de metacercarias encistadas no cérebro dos peixes
com a frequéncia dos movimentos natatdrios dos hospedeiro. O estudo ainda concluiu que
estas alteracdes podem elevar em cerca de 30 vezes as chances dos peixes serem capturados
por aves piscivoras (hospedeiros definitivos).

Alteracdes morfologicas de moluscos relacionadas a infe¢des parasitarias também
foram relatadas no estudo de Hay, Fredensborg e Poulin (2005). Foram observadas alteragoes
na morfologia das conchas dos moluscos Zeacumantus subcarinatus (Sowerby, 1855)
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infectados apenas com Acanthoparyphium sp., ou por dupla infeccdo com Maritrema
novaezealandensises Martorelli et al., 2004 e outra espécie de Philophtalmidae Loss, 1899. Os
moluscos com dupla infec¢do apresentaram a base da concha mais larga do que os individuos
infectados por apenas uma espécie ou nao infectados. Os achados deste estudo sugeriam que
as alteracoes na morfologia das conchas dos moluscos podem estar relacionadas a
manipulacdo pelos parasitos que, através de uma resposta generalizada, podem até levar a
castracdo do molusco intermediada pelo trematddeo.

A influéncia de Schistossoma mansoni na morfologia de Biomphalaria glabrata foi
estudada por Gérard e Théron (1997), onde os autores discutiram o efeito da idade/tamanho
devido parasitismo por este trematoda. O tamanho da concha aumentada, o peso do tecido e a
taxa de fecundidade estava alterada, mas de diferentes maneiras dependendo da idade e tempo
de infec¢do no hospedeiro.

Parasitos sdo também capazes de alterar estruturas de interacdes sociais de seus
hospedeiros (CROFT et al., 2011). Nesta linha de pesquisa, o comportamento e as interacoes
sociais de guppies P. reticulata infectados e ndo infectados com Gyrodactylus sp. foram
avaliados. O estudo concluiu que peixes infectados experimentalmente gastam menos tempo
se associando com populagdes de peixes nao infectados. Além disso, populagdes de peixes
ndo infectados evitam a formagao de cardumes com os peixes experimentalmente infectados.
Em adi¢do, a presenca de individuos infectados resulta em um declinio continuo nas
interacdes de agrupamento social apos a introdugdo de peixes infectados em um periodo de
24h. De modo diferente, o grupo ndo infectado apresentou uma relacdo positiva no
agrupamento para um mesmo periodo. Os autores discutiram que ¢ possivel que as doengas
parasitarias tenham implicagdes nas intera¢des sociais, transmissdo do patdgeno e estrutura de
relagdes sociais da populagdo infectada em estudo.

De fato, os processos de alteracdo comportamental sdo comumente relatados em
parasitos cujo ciclo de vida é complexo, onde a transmissdo ocorre através da teia trofica
(LONG et al., 2012). Em especial, os parasitos que precisam da transmissdo trofica muitas
vezes alteram o comportamento de seu hospedeiro intermediario de modo a aumentar a sua
suscetibilidade a predacdo ou aumentar as chances de alcangar seu proximo hospedeiro
(HAMMONDE-TOOKE et al., 2012; POULIN, 2010).

Segundo Barber, Hoare e Krause (2000), os parasitos que aumentam sua probabilidade
de alcancar seus hospedeiros estariam, em aspectos evolutivos, ampliando seu processo de
adaptagdo priorizando tais mecanismos. Lafferty (1999) definiu este processo como ‘parasitos
que aumentam a transmissdo trofica’ (parasites increased trophic transmition - PITT) para
distinguir os outros processos de alteragdo comportamental. Entretanto, existem diferentes
hipoteses para determinar os fatores que conduzem os parasitos a alterar o comportamento dos
hospedeiros. Poulin (2002) estabeleceu as seguintes possibilidades: (1) os parasitos causam
alteragoes de modo a aumentar as chances de completar seus ciclos de vida; (2) os parasitos
alteram a fisiologia e bioquimica de seus hospedeiros que por sua vez reflete em mudangas no
seu comportamento; (3) a possibilidade dos parasitos causarem alteragdes ¢ uma habilidade
adquirida de seus ancestrais ¢ compartilhada com as demais espécies ou (4) os parasitos
causam alteragdes porque desenvolveram a capacidade de ‘manipular’ o comportamento de
seus hospedeiros, através de um processo de aprendizagem (como parte de sua programagao
genética ou entdo morrem).

Nos ensaios comportamentais, os organismos teste utilizados podem ser coletados
diretamente de seu ambiente natural ou obtidos através de criagdo em laboratério. Nesta
avaliacdo comportamental relacionada ao parasitismo, serdo utilizados peixes (ndo infectados
x infectados experimentalmente) e moluscos (ndo infectados x naturalmente infectados).



1.4  Modelos de Estudo
1.4.1 Poecilia vivipara Bloch e Schneider, 1801 (Poeciliidae)

Os poecilideos apresentam uma ampla distribuicdo geografica, sendo encontrados em
todo o continente americano. Sua variedade de adaptacdo reprodutiva é notavel, ja que apenas
uma das 150 espécies conhecidas ndo ¢ vivipara (THIMBAULT; SCHULTZ, 1978). Poecilia
vivipara (conhecido com ‘barrigudinho’) tem corpo alongado, comprimido posteriormente,
sendo os machos geralmente menores do que as fémeas. Os machos possuem um dos raios da
nadadeira anal prolongado, formando o gonopoddio, 6rgdo copulador da espécie (IHERING,
1938) (Figura 3). Tém importancia na teia trofica de ecossistemas lagunares, principalmente
porque servem de alimento para peixes e aves piscivoras além de serem utilizados para o
combate as larvas de mosquitos vetores de doengas (ANDREATA, 2012; SANTOS, 1958).
Sdo viviparos e capazes de obter uma grande prole, em que uma Unica fertilizagdo ¢ suficiente
para que a fémea libere diversos filhotes, o que neste contexto facilita sua criacdo em
laboratorio, servindo de modelo em diferentes estudos experimentais (MEREDITH et al.,
2010).

R

Figura 3. Poecilia vivipara. BORCATO (2011).

1.4.2 Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis (Travassos, 1928) (Heterophyidae)

Trematoda Heterophyidae sdo frequentemente relatados como parasitos intestinais de
aves piscivoras, e suas metacercarias se encistam em diferentes 6rgaos de peixes (SCHOLZ et
al., 2001). Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis possui um ciclo de vida complexo: os
adultos vivem no intestino de aves piscivoras e liberam os ovos com as fezes do hospedeiro
diretamente na dgua. Os ovos sdo ingeridos pelo molusco H. australis (primeiro hospedeiro
intermediario) e nas glandulas digestivas os miracidios ddo origem a esporocistos ¢ a uma
geracdo de rédias. As cercarias sdo a seguir liberadas e s@o ingeridas pelo peixe P. vivipara
(segundo hospedeiro intermediario), se encistando como metacercarias nas branquias e
mesentério dos peixes. Mamiferos e aves piscivoras sdo os hospedeiros definitivos que se
infectam pela ingestdo de peixes parasitados; no intestino os parasitos se desenvolvem ao
estadio adulto (Figura 4) (SIMOES, 2009b).



Aves piscivoras se alimentam de P. vivipara parasitados com metacercarias.
Adultos se desenvolverao no intestino.
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Figura 4 . Ciclo de vida de Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis (SIMOES et al, 2006).

1.4.3  Melanoides tuberculatus (Miller, 1774) (Thiaridae)

No Brasil, a introducdo de varias espécies de animais e vegetais, inclusive
representantes do filo Mollusca como Corbicula fluminea (Miiller, 1774) (VEITENHEIMER-
MENDES, 1981), Achatina fulica Bowdich, 1822 (TELES et al.,, 1997) e Melanoides
tuberculatus (VAZ et al., 1986) tem sido relatadas frequentemente nos ultimos 10 anos
(PINTO, 2009). Os moluscos tem um papel importante no ciclo de vida dos trematddeos
digenéticos, porque servem como primeiro e frequentemente também como segundo
hospedeiros intermediarios, influenciando diretamente na distribuicdo dos parasitos (ESCH;
CURTIS; BARGER, 2001, FALTYNKOVA; NASINCOVA; KABLASKOVA, 2008). Além
disso, alguns moluscos rapidamente alcancaram o status de espécie invasora causando
impactos em ecossistemas aqudticos ou terrestres, econdmico e social por todo Brasil
(PINTO, 2009).

Melanoides tuberculatus (Figura 5) (caramujo trombeta), por exemplo, ¢ um molusco
introduzido que possui atualmente uma ampla distribui¢do por toda regido Neotropical tendo
sido encontrado na lagoa Rodrigo de Freitas Habitam dguas 1€nticas ou loticas e ambientes
variando entre oligotréficos a eutroficos, se alimentando de particulas organicas e/ou
microalgas encontradas no substrato. Sdo bentonicos, dioicos, ovoviviparos, mas podem se
reproduzir por partenogénese (PINTO, 2009).
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Figura 5. Melanoides tuberculatus. KUHNE (2011).

Este molusco ¢ referido como hospedeiro intermediario bem adaptado, participando do
ciclo de vida de pelo menos 16 familias de trematddeos, em 25 géneros e 37 espécies
(PINTO, 2009).

1.4.4 Centrocestus formosanus (Nishigori, 1924) (Heterophyidae)

Este trematddeo utiliza M. tuberculatus como primeiro hospedeiro intermediario em
seu ciclo de vida. Arizmendi (1992) descreveu este ciclo de vida (Figura 6) com cercérias em
M. tuberculatus, metacercarias em Mylopharyngodon piceus (Richardson, 1846) e adultos
obtidos experimentalmente em Gallus gallus (Linnaeus, 1758).

Este parasito ja foi relatado causando a morte de pequenos peixes, devido a elevada
intensidade de metacercarias nos individuos e ha relatos de parasitismo em humanos (CHAI,
LEE, 2002; CORTES et al, 2010, FRIED et al., 2004, SCHOLZ; SALGADO-
MALDONADO, 2000).

Aves piscivoras se alimentam de peixes parasitados e os
parasitos se desenvolvem no intestino até a forma adulto.

Cercarias infectam X

M. piceus e

encistam como C. formosanus adulto

metacercarias  nas * elimina os ovos junto
> com as fezes do

branquias.
hospedeiro.

S =

M. tuberculatus ingere os ovos e ocorre a formagao de
rédias e cercarias que sdo eliminadas na agua.

Figura 6. Ciclo de vida de Centrocestus formosanus (ARIZMENDI, 1992).



Neste trabalho nos demostraremos dois estudos abordando o efeito do parasitismo na
atividade locomotora de peixes e moluscos. No Capitulo 1 é demonstrado um estudo
experimental da influéncia da intensidade e periodo de desenvolvimento de Ascocotyle
(Phagicola) pindoramensis na atividade locomotora de Poecilia vivipara. No Capitulo 2 sera
apresentado um estudo comparativo da atividade locomotora de Melanoides tuberculatus nao
infectados e infectados naturalmente por Centrocentus formosanus.



CAPITULO I

ALTERACAO DO COMPORTAMENTO NATATORIO DE PEIXES
HOSPEDEIROS INDUZIDA PELO DESENVOLVIMENTO DO
PARASITO



RESUMO

Parasitos com ciclos de vida complexos possuem a habilidade de alterar o comportamento de
seus hospedeiros de modo a aumentar sua taxa de transmissdo para o préximo hospedeiro.
Entretando, o nivel das alteragdes comportamentais pode variar consideradamente,
dependendo do estdgio de desenvolvimento do parasito e sua intensidade. Para investigar a
influéncia de tais parametros, a atividade locomotora do peixe Poecilia vivipara foi avaliada
antes de infecgdes experimentais, 7 dias pos-infecc¢do (dpi), e 14 dpi com cercarias do digenea
Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis. A atividade locomotora foi monitorada utilizando um
sistema de imagem,Videomex-V®, ligada a uma camera capaz de gravar o atividade natatoria
dos peixes. No final dos experimentos, peixes foram dissecados e todas as metacercarias das
branquias e mesentério, locais especificos utilizados para esta espécie, foram recolhidas e
contadas. Ha uma diminui¢do significativa no comportamento natatorio dos peixes decorrido
14 dpi. Similarmente, foi encontrado uma correlagdo significativa entre o comportamento
natatério dos peixes e a intensidade de parasitos em ambos os locais de infeccdo. E possivel
supor que a diminuicdo da atividade locomotora de P. vivipara causada por A. (P.)
pindoramensis possa interferir na relagdo predador-presa no ambiente natural.

Palavras-chave: alteracdo comportamental induzida pelo parasito, Poecilia vivipara,
Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis.
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ABSTRACT

Parasites with complex life cycles have the ability to change the behavior of their intermediate
host in a way that increases their transmission rate to the next host. However, the level of
behavioral changes can vary considerably, depending on the stage of the parasite’s
development and parasite intensity. To investigate the influence of such parameters, we
evaluated the locomotory activity of the fish Poecilia vivipara prior to experimental
infections, 7 days post-infection (dpi) and 14 dpi with cercariae of the digenean Ascocotyle
(Phagicola) pindoramensis. The locomotory activity was monitored using an image system,
Videomex-V®, linked to with a video camera able to record the swimming behavior of the
fishes. At the end of the experiments, fishes were dissected and all metacercariae from the
gills and mesenteries, the specific sites utilized by this species, were recovered and conted.
There was a significant decrease in the swimming behavior of fishes after 14 dpi. Similarly,
we found a significant correlation between the swimming behavior of the fishes with parasite
intensity in both sites of infection. It is surmised that the decrease in locomotory activity of P.
vivipara caused by A. (P.) pindoramensis can disturb its predator-prey relationshio in natural
environment.

Key words: parasite induced behavioral changes, Poecilia vivipara, Ascocotyle (Phagicola)
pindoramensis.
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1. INTRODUCAO

Parasitos sdo capazes de afetar varios aspectos da biologia de seus hospedeiros, tais
como a morfologia, fisiologia e comportamento, frequentemente aumentando sua
susceptibilidade a predacdo e aumentando a transmissdo do parasito, como tem sido
observado para algumas espécies de parasitos transmitidos através da teia trofica (CRANE et
al., 2011; LONG, 2012; HAMMONDE-TOOKE et al., 2012). Entretanto, a magnitude destes
efeitos pode ser altamente variavel dependendo do estagio de desenvolvimento do parasito e a
intensidade da infecc¢ao.

De acordo com Poulin (1994) e Shirakashi e Goeter (2002) os efeitos da intensidade
de parasitos no comportamento do hospedeiro pode ser acumulativo, entdo, com o aumento da
intensidade, o grau de alteracdo comportamental deveria ter um aumento aproximadamente
linear. Shirakashi e Goater (2005) também discutiram que as evidéncias da adaptacdo dos
parasitos podem ser encontradas quando o periodo de alteracdo comportamental do
hospedeiro coincide com o periodo de infectividade do parasito, isto é, periodo em que o
parasito esta apto a infectar seu proximo hospedeiro.

Ambos os conceitos foram apresentados em nossos estudos anteriores com Poecilia
vivipara Bloch e Schneider, 1801, hospedeiro intermediario do trematddeo
Acanthocollaritrema umbilicatum Travassos, Freitas e Biithrnheim, 1965 (SANTOS et al,,
2011), onde ocorrem como metacercarias encistadas na musculatura. A baixa intensidade de
metacercarias teve pouco efeito sobre a atividade locomotora de peixes apos trés ou quatro
semanas pos-infec¢do. Entretanto, quando a intensidade de parasitos aumentou, as alteragdes
comportamentais tornaram-se evidentes.

Os peixes t€m sido utilizados como bons modelos em pesquisas de alteracdes
comportamentais, onde o comportamento natatorio ¢ medido como um parametro nos
experimentos (HAMMONDE-TOOKE et al., 2012; SANTOS et al., 2011; Richard et al.,
2010). Guppies, por exemplo, sdo pequenos peixes tropicais frequentemente utilizados como
modelos ecoldgicos e evolutivos, e amplamente utilizados em ensaios comportamentais
(RICHARD et al., 2010). P. vivipara é um peixe comumente encontrado em pequenos rios,
riachos e ecossistemas costeiros do Brasil. Este peixe tem sido encontrado naturalmente
parasitado por metacercarias de Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis (Travassos, 1928) na
lagoa Rodrigo de Freitas, Rio de Janeiro, Brasil.

A. (P.) pindoramensis ¢ um trematddeo heterophiideo com ciclo de vida complexo,
incluindo o molusco Heleobia australis (d’Orbigny, 1835) como primeiro hospedeiro
intermediario, P. vivipara como segundo hospedeiro intermediario e aves piscivoras como
hospedeiros definitivos (SIMOES et al., 2006). Durante as infec¢des experimentais, Simdes et
al. (2006) observaram que branquias ¢ mesentério sdo os sitios especificos deste parasito.
Neste contexto, sera possivel que este parasito seja capaz de alterar o comportamento
natatorio de seu hospedeiro? A meta do presente estudo foi avaliar a influéncia da intensidade
de metacercarias de Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis em ambos os sitios de infecgdo e
seu estadio de desenvolvimento na atividade locomotora de Poecilia vivipara, sob condigoes
experimentais.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Nota ética

A coleta e a utilizagdo dos peixes estdo licenciadas pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA autoriza¢do n° 02/2004), Comissdo
de Etica no Uso de Animais da Fundagdo Oswaldo Cruz (CEUA-FIOCRUZ n° LW-12/10) ¢
Comissao de Biosseguranga do Instituto Oswaldo Cruz.

12



2.2 Animais

Oito Poecilia vivipara naturalmente infectados coletados da lagoa Rodrigo de Freitas
foram necropsiados e as branquias e mesentério oferecidas ao hamsters Mesocricetus auratus
Waterhouse, 1839 durantes trés dias consecutivos. No quarto dia pds-infeccdo o hamster foi
sacrificado e o intestino delgado removido para obtengdo de Ascocotyle (Phagicola)
pindoramensis adultos. Os Trematoda foram identificados segundo Simoes et al. (2006).
Moluscos Heleobia australis nascidos e criados em laboratorio foram expostos a infeccao
colocando em seu aquario ovos de 4. (P.) pindoramensis obtidos destas infec¢des. Quarenta e
dois dias pos-infeccdo (dpi), as cercarias comecaram a ser eliminadas e utilizadas nas
infecgdes experimentais em peixes (SIMOES et al., 2009a).

Quatorze machos e dezesseis fémeas adultas ndo infectadas de P. vivipara nascidos e
criados em laboratorio, pesando 0,08-0,17g, com comprimento padrdo de 15-24 mm e 4-5
meses de idade, foram utilizados nos experimentos. Os peixes ndo foram alimentados por 12 h
antes dos experimentos. Os movimentos de cada peixe foram filmados e analisados usando
um sistema de monitoramento por imagem antes das infec¢des, formando entdo seu proprio
‘grupo controle’.

Cada peixe foi individualizado em um recipiente de vidro e expostos a 40 cercarias de
A. (P.) pindoramensis por 2 h ou até que a ultima cercéria tivesse desaparecido do recipiente.
Para avaliar se o estagio de desenvolvimento do parasito poderia influenciar na atividade
locomotora dos peixes, o monitoramento do seu comportamento locomotor foi monitorado
durante trés periodos distintos: (1) antes das infec¢des experimentais com cercarias (peixes
ndo infectados ou 0); (2) 7 dpi e (3) 14 dpi. No final dos experimentos, os peixes foram
dissecados e todas as metacercarias recolhidas foram isoladas e contadas para analisar a
correlagao com a atividade locomotora.

2.3 Sistema de biomonitoramento por analise de imagem

O sistema de biomonitaramento por andlise de imagem (Figura 1) esta baseado no
Videomex-V® (Columbus Instruments, Ohio, USA) usando o programa Travelled Distance
of Multiple Objects (MAGALHAES et al., 2007; SANTOS et al., 2011). As anélises
estatisticas foram realizadas usando as medidas de cinco parimetros comportamentais:
Distancia Percorrida, Tempo Ambulatorial, Tempo Estereotipado, Tempo em Repouso e
Velocidade Média. ‘Distancia Percorrida’ ¢ a distancia total (mm) percorrida pelo animal
durante um intervalo. ‘Tempo Ambulatorial’ ¢ o nimero total em segundos durante um
intervalo em que um animal gasta se deslocando. ‘Tempo Estereotipado’ é o nimero total em
segundos durante um intervalo em que o animal faz alguma atividade que ndo seja se
deslocar. ‘Tempo em Repouso’ é o nimero total de segundos durante um intervalo gasto sem
se mover. "Velocidade Média" de um animal ¢ calculada como a distancia percorrida dividida
pelo tempo ambulatorial.

A cabine de gravacgao ¢ feita de acrilico ¢ mantém uma camera de video analogica ¢
distribuicao de luz fraca. Dentro dela, ha um aquéario de vidro opaco de 30L de capacidade (35
x 35 x 25¢cm) que contém quatro caixas de contencdo (9,5 x 5,5 x 2cm cada) feitas de acrilico
opaco com orificios de 3mm, onde os peixes sdo colocados individualmente durante os
experimentos. Os peixes foram mantidos em agua filtrada e desclorada com oxigénio (6,0 +
0,25 mg/dL), temperatura (24,1 £ 0,65°C) e pH (6,1 + 0,25) sendo controlados; bombas
submersas mantiveram a dgua em circulagcdo. Cada experimento teve duracdo de 4h, com lh
de periodo de aclimatagdo e 3h de gravacdo. O periodo de monitoramento foi gravado em 60
intervalos de 3 min e todos os valores de cada intervalo da Distancia Percorrida, Tempo
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Ambulatorial, Tempo Estereotipado, Tempo em Repouso e Velocidade Média foram usados
nos testes estatisticos.

|

1]

Figura 1 - Desenho esquematico do sistema de biomonitoramento por analise de imagem: 1= microcomputador
com software armazenador de dados em tempo real e gerador de planilha Excel; 2=monitor de video; 3=
analisador de imagens em tempo real Videomex-V®; 4 = cabine de registro em acrilico; 5 = cAmera de video; 6=
aquario de acrilico; 7 = camara de acrilico de exposi¢@o subdividida em oito boxes de contengdo; 8= aeradores;
9= funil de vidro com tubo flexivel de borracha de silicone; 10 = saidas para escoamento dos compartimentos
(Adaptado de Magalhaes et al., 2007).

2.4 Analises estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o programa R, versao 2.15.0 (R
Development Core Team, 2012). O teste ¢ de Student foi usado para comparar a intensidade
de metacercarias recuperadas entre machos e f€émeas e também a intensidade de metacercérias
recuperadas entre branquias e mesentério. Os dados usados neste teste foram transformados
em log de modo a encontrar os requerimentos para pressupostos parameétricos.

As analises do comportamento dos peixes foram conduzidas usando o Modelo Linear
Generalizado (MLG) com estimativas através das Equag¢des de Estimacdo Generalizada
(EEG) com suporte do pacote ‘geepack’ e ‘yags’(HOJSGAARD et al., 2006). Este teste
analisou as medidas repetidas da atividade locomotora estimando os pardmetros de regressao
e varidncia em um tempo dependente. Entdo, o modelo foi feito usando cada parametro
comportamental como uma variavel resposta com erro de distribuicdo Gaussiana, fungdo de
ligacdo identidade e estrutura de correlacdo independente. Fatores ndo significativos, levando
em consideragdo o intervalo de confianca e a estimativa robusta foram removidos do modelo
EEG para obter o modelo final.

O modelo mais parcimonioso foi adquirido com base no Critério de Informagao de
Quase-verossimilhanca (CIQ) (PAN, 2001). Finalmente, foram analisados os efeitos das
varidveis explicativas: comprimento, peso, sexo, periodo do experimento (ndo infectados,
7dpi e 14 dpi), intensidade de metacercarias recolhidas das branquias ou mesentério e a
intensidade total de metacercarias na atividade locomotora dos peixes. O nivel de
significancia assumido nos testes estatisticos foi de 5%.

3. RESULTADOS

Os machos mediam 17,4 +1,9 (15-20) mm (N=14) de comprimento padrdo e pesavam

0,09 = 0,01 (0,08-0,11) g. As fémeas mediam 18,3 £ 2,6 (15-24) mm (N=16) e pesavam 0,10

+ 0,02 (0,08-0,17) g. Ap6s analises, a EEG ndo encontrou associagdes entre a atividade

locomotora dos peixes com o peso, comprimento ¢ sexo (todas as analises P>0,05), sendo
entdo removidos do modelo final.
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Em relagdo aos periodos do experimento, as analises das EEG ndo encontraram
alteracdes na atividade locomotora decorridos 7 dpi (todos os parametros comportamentais
com P> 0,05) (Figura 2 A-E). Entretanto, apdés 14 dpi, os peixes reduziram sua atividade
locomotora, exibindo uma diferenga significativa nos parametros Tempo Estereotipado (ndo
infectado vs 14 dpi, coeficiente estimado = -10,04 + 1,00, Wald = 98,99, P< 0,001) (Figura 2
C) e Tempo em Repouso (ndo infectados vs 14 dpi, coeficiente estimado = 9,40 + 1,21, Wald
=60,17, P<0,001) (Figura 2 D).

Todos os peixes experimentalmente infectados (N=30) foram dissecados no final dos
experimentos e continham metacercarias nas branquias e mesentério. A intensidade média de
metacercarias recuperadas das branquias e mesentério de peixes machos foi 9,5 + 1,29 (8-12)
e peixes fémea 9,4 £ 1,31(8-12). A intensidade média de metacercarias recuperadas das
branquias de todos os peixes foi 4,3 £+ 1,12 (2—7); entretanto, nos peixes machos foi 4,4 + 1,29
(2-7) e nas fémeas 4,2 =+ 0,90 (3-6). Das metacercarias recuperadas do mesentério, a
intensidade média de todos os peixes foi 5,1 + 0,95 (3—-8), para os peixes macho 5,0 = 0,88
(3—6) e para peixes fémea foi de 5,1 + 0,99 (4-8).

Nao foram encontradas diferencas significativas quando foi feita a comparacao entre a
intensidade de metacercarias das branquias dos peixes machos e fémeas (teste de Student, =
0,15, P= 0,87), assim como as obtidas no mesentério (==1,24, P=0,21). Entretanto, existem
diferencas significativas quando comparados a intensidade de metacercarias recuperadas nas
branquias em relagdo as do mesentério, com a ultima apresentando valores ligeiramente
maiores (teste de Student, r=-2,98, P=0,004).

Nao foram encontrados efeitos de metacercarias das branquias considerandos os
parametros comportamentais Distancia Pecorrida (coeficiente estimado= 0,35 + 2,45, Wald =
0,02, P=0,88, Figura 3 A), Tempo Ambulatorial (coeficiente estimado=-0,22 + 0,15, Wald =
2,12, P=0,18) (Figura 3 B) e Velocidade Média (coeficiente estimado= 0,99 + 0,05, Wald =
2,76, P=0,09) (Figura 3 E). Similarmente, a intensidade de metacercarias do mesentério ndo
influenciou os parametros Distidncia Percorrida (coeficiente estimado= 2,96 + 2,90, Wald =
1,04, P=0,31) (Figura 4 A), Tempo Ambulatorial (coeficiente estimado= 0,31 + 0,20, Wald =
2,43, P=0,12) (Figura 4 B), Tempo em Repouso (coeficiente estimado= 0,76 + 0,49, Wald =
2,40, P=0,12) (Figura 4 D) e Velocidade Média (coeficiente estimado= 0,08 + 0,09, Wald =
0,79, P=0,37) (Figura 4 E).

No entanto, as analises das EEG encontraram um efeito significativo de metacercarias
das branquias para Tempo Estereotipado (coeficiente estimado=-1,09 + 0,40, Wald = 7,35,
P=0,006) (Figura 3 C) e Tempo em Repouso (coeficiente estimado= 1,32 + 0,46, Wald =
8,12, P=0,004) (Figura 3 D). Similarmente, foi encontrado um efeito significativo de
metacercarias do mesentério somente para o Tempo Estercotipado (coeficiente estimado= -
1,08 £ 0,44, Wald = 5,82, P=0,01) (Figura 4 C).

A influéncia da intensidade total de metacercarias (branquias e mesentério) na
atividade locomotora dos peixes foi analisada e encontrados efeitos significativos no Tempo
Estereotipado (coeficiente estimado= -1,08 + 0,32, Wald = 10,97, P=0,0009) (Figura 5 C) ¢
Tempo em Repouso (coeficiente estimado= 1,09 + 0,38, Wald= 8,04, P=0,004) (Figura 5 D).
Entretanto, nao foram encontrados efeitos significativos para Distancia Percorrida (coeficiente
estimado= 1,40 = 2,13, Wald = 0,43, P=0,51) (Figura 5 A), Tempo Ambulatorial (coeficiente
estimado= -0,007 + 0,14, Wald = 0,00, P=0,96) (Figura 5 B) e Velocidade Média (coeficiente
estimado=0,09 + 0,05, Wald = 3,25, P=0,07) (Figura 5 E).

Finalmente, para avaliar o padrdo da atividade locomotora dos peixes em relagdo ao
periodo dos experimentos, os 60 intervalos de monitormento em cada um dos trés periodos
distintos (0, 7 e 14 dpi) foram analisados para ver se se eram constantes ou variados. Entdo,
peixes ndo infectados e mesmo decorridos 7 dpi ndo mostraram diferengas significativas em
nenhum dos parametros comportamentais (P>0,05), mas aqueles peixes com 14 dpi

15



mostraram diferencas significativas para o Tempo Estereotipado (coeficiente estimado = -0,07
+ 0,03, Wald = 4,03, P= 0,04) e Tempo em Repouso (coeficiente estimado = 0,11 £+ 0,04,

Wald = 6,51, P=0,01).

Tabela 1. Valores médios e desvio padrio dos pardmetros comportamentais de Poecilia
vivipara a cada intervalo de monitoramento (3 min) durante 3h, nos trés periodos do

experimento.

Parametros comportamentais

Nio infectados 7 dias pos-infeccio 14 dias pés-infeccio

Distéancia Percorrida (mm)
Tempo Ambulatorial (seg)
Tempo Estereotipado (seg)

Tempo em Repouso (seg)
Velocidade Média (mm/seg)

Média Desvio Padrdo Média Desv~i0 Média Desvio Padrio
Padrio
278,8 273,3 293,2 279.,4 291,4 285,6
26,8 19,1 27,5 19,1 27,5 19,2
51,3 28,9 51,2 28,7 41,3 24,1
101,7 35,3 101,2 34,2 111,1 30,7
9,8 6,1 10 6,1 9,7 6,1
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infeccdes (Nao infectados), 7 dpi e 14 dpi por 40 cercérias de Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis. A.
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4. DISCUSSAO

Este estudo demostrou que Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis é capaz de alterar a
atividade lomotora de Poecilia vivipara dependendo do estagio de desenvolvimento e
intensidade de parasitos. Peso, comprimento e sexo ndo apresentaram qualquer correlacio
com a atividade locomotora dos peixes. Diferengas significativas foram encontradas quando
comparamos o nimero de metacercarias recuperadas das branquias e mesentério sendo que as
metacercarias de A. (P.) pindoramensis parecem ser mais bem sucedidas em infectar o
mesentério do que as branquias de P. vivipara, independente do género do hospedeiro.

Levando em conta que nenhuma diferenca foi encontrada em qualquer dos parametros
comportamentais com a atividade locomotora dos peixes com 7 dpi,no entanto, ap6s 14 dpi os
parasitos influenciaram significativamente a atividade locomotora dos guppies. Uma
correlagdo significativa foi encontrada entre a intensidade total de metacercarias e o Tempo
Estereotipado, mesmo com baixa intensidade de parasitos (8—12 parasitos/hospedeiro). O
oposto ocorreu em relagdo ao Tempo em Repouso, onde a intensidade de parasitos estava
correlacionada positivamente com o aumento dos periodos de inatividade do peixe.
Entretanto, quando consideramos a intensidade de parasito em cada sito de infeccao
(branquias e mesentério), foi encontrada uma relagdo significativa entre a intensidade de
parasitos das branquias com o Tempo Estereotipado ¢ Tempo em Repouso (2-7
parasitos/hospedeiro). Similarmente, houve correlagdo significativa entre a intensidade de
parasitos do mesentério com o Tempo Estereotipado, mas isto ndo ocorreu com Tempo em
Repouso, mesmo com um ligeiro aumento da intensidade de parasitos (3-8
parasitos/hospedeiro). Isto realca o efeito em potencial que metacercarias exercem nas
branquias do que no mesentério.

Em nossos estudos anteriores, demonstramos que metacercarias de
Acanthocolaritrema umbilicatum encistadas na musculatura de P. vivipara (2336 parasitos
/hospedeiro), 3 a 4 semanas poés infeccdo, causavam uma diminuicdo em todos os parametros
da atividade locomotora dos peixes (SANTOS et al., 2011). Similarmente, Shirakashi e
Goater (2002) referiram que peixes jovens (15-20mm) infectados com metacercarias de
Ornithodiplostomum ptychocheilus Faust, 1917 no cérebro, mesmo em baixa intensidade (3 +
3 parasitos/hospedeiro), tinham uma diminui¢do significativa da performace locomotora
comparado ao grupo controle. Nao sabemos exatamente como A. (P.) pindoramensis altera a
atividade locomotora de P. vivipara, entretanto uma possibilidade pode ser a limitagao
energética, onde os recursos do hospedeiro devem ter sido utilizados pelos parasitos. Além
disso, a infeccdo pode aumentar o custo metabdlico para locomog¢ao (BARBER; HOARE;
KRAUSE, 2000). Em vista dos resultados acima, parece provavel que a diminui¢do da
atividade locomotora causada por este parasito tenha amplas efeitos ecoldgicos no
comportamento de seus hospedeiros e consequentemente, no relacionamento predador-presa
no ambiente natural.

5. CONCLUSAO

Ha evidéncias que Ascocotyle (Phagicola) pindoramensis seja capaz de alterar o
comportamento de Poecilia vivipara de maneira a diminuir sua atividade natatdria somente a
partir de 14 dpi, ou ainda conforme a intensidade da infec¢do. Embora, a intensidade de
parasitos seja maior no mesentério, as metacercarias nas branquias parecem exercer um maior
efeito no comportamento natatério dos peixes. E provavel que peixes que permanegam
imoveis por maior tempo podem ser um alvo mais facil para aves e peixes predadores que
utilizam o ‘bote’ou ‘emboscada’ como tatica principal de forrageamento. E possivel portanto
que esta alteracdo possa ter outras consequéncias na ecologia dos hospedeiros em seu
ambiente natural

21



CAPITULO - 11

O QUE FAZ O TREMATODA CENTROCESTUS FORMOSANUS
(HETEROPHYIDAE) AFETAR A ATIVIDADE LOCOMOTORA DE
MELANOIDES TUBERCULATUS (THIARIDAE)?
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RESUMO

Melanoides tuberculatus (Miiller, 1774) (Thiaridae) ¢ um molusco introduzido que
atualmente possui uma ampla distribuicdo por toda regido Neotropical e ¢ o hospedeiro
intermediario do trematddeo Centrocestus formosanus (Nishigori, 1924) (Heterophiydae),
considerado patogénico para humanos. A meta do presente trabalho foi avaliar a atividade
locomotora de M. tuberculatus nido infectados comparando-os com os naturalmente infectados
por C. formosanus. A atividade locomotora de cada molusco foi gravada através de um
sistema de biomonitoramento por analise de imagem Videomex-V® para avaliar e quantificar
os parametros ‘Tempo Estereotipado’ e Tempo em Repouso’. M. tuberculatus infectados com
C. formosanus apresentaram um comportamento reduzido e irregular de movimentos em
comparagdo com moluscos ndo infectados. C. formosanus ¢ capaz de alterar a atividade
locomotora de M. tuberculatus independente do seu comprimento.
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Palavras-chave: alteragdes comportamentais, Mollusca, parasitos.
ABSTRACT

Melanoides tuberculatus (Miiller, 1774) (Thiaridae), an introduced mollusk which nowadays
has a wide Neotropical geographical distribution, is the intermediate host of the trematode
Centrocestus formosanus (Nishigori, 1924) (Heterophyidae), considered to be pathogenic to
humans. The aim of the present work was to evaluate the locomotory activity of M.
tuberculatus uninfected comparing with those naturally infected with C. formosanus. The
locomotory activity of each mollusk was recorded using an image analysis biomonitoring
system Videomex-V® to evaluate and quantify the parameters of ‘Stereotypic’ and ‘Resting
time’. M. tuberculatus infected with C. formosanus, apart from the reduced movement,
presented an irregular locomotory activity pattern, contrary to the uninfected mollusks.
Centrocestus formosanus is able to alter the locomotory activity of Melanoides tuberculatus
irrespective to the standard length.
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Key words: Behavioral changes, Mollusca, parasites
1. INTRODUCAO

Infecgdes parasitarias podem alterar a fisiologia e comportamento de seus hospedeiros
em um contexto ecologico e tais alteragdes podem expor os hospedeiros a varios predadores
(KOLLURU et al., 2011). Parasitos que utilizam moluscos como hospedeiro intermediario
podem, durante a sua reproducao assexuada, explorar recursos do hospedeiro causando efeitos
imediatos em sua fisiologia (MILLER; POULIN, 2001). Levri et al., 2007 demonstraram que
estadios intramolusco de Microphallus sp. é capaz de alterar a taxa de movimento em resposta
a luz e movimento vertical do molusco Potamopyrgus antipodorum (Gray, 1853),
possivelmente aumentando a transmissao do parasito para o proximo hospedeiro e diminuindo
a probabilidade do hospedeiro ser capturado por outro predador.

Ambientes aquaticos oferecem condigdes ideais para o desenvolvimento e manutengdo

do ciclo de vida de parasito, principalmente porque a fluidez da agua facilita a dispersdo dos
ovos ¢ estadio larvares, possibilitando a manuten¢do do ciclo de vida de parasitos mais
complexos (BARBER; POULIN 2002). No ecossistema da lagoa Rodrigo de Freitas, Rio de
Janeiro, Brasil, o ciclo de vida de diferentes espécies de digenea foram elucidados (SIMOES
et al. 2006, 2008, 2009, 2010), o que nos possibilitou realizar um estudo utilizando um
sistema de biomonitoramento por andlise de imagem para comparar o comportamento
locomotor de peixes hospedeiro intermediario antes e apos infecgdes experimentais com
cercarias (SANTOS et al. 2011). Embora a fauna de aves e peixes da lagoa esteja bem
referida, existem poucos estudos sobre moluscos da regido (SIMOES et al. 2008), e entre eles
destaca-se Melanoides tuberculatus (Miiller, 1774) (Thiaridae), um molusco introduzido que
atualmente possui uma ampla distribui¢do por toda regido Neotropical (GIOVANELLI et al.,
2005).
M. tuberculatus ¢é relatado por ser bem um hospedeiro intermediario bem adaptado com pelo
menos 16 familias de trematodeos incluindo 25 géneros e 37 espécies (PINTO 2009). Entre
este, Centrocestus formosanus (Nishigori, 1924) ¢ considerado por ser um patogénico ao
homem e capaz de causar morte a pequenos peixes resultado de uma elevada quantidade de
metacercarias (CORTES et al.,, 2010, FRIED et al., 2004, SCHOLZ; SALGADO-
MALDONADO, 2000). Embora seu impacto negativo em peixes segundo hospedeiro
intermediario e humanos esteja bem conhecido, os efeitos do parasitismo de C. formosanus
sob M. tuberculatus necessitam de mais investigacoes.

A meta do presente estudo ¢ avaliar se C. formosanus ¢ capas de alterar a atividade
locomotora de Melanoides tuberculatus, comparando moluscos naturalmente infectados com
ndo infectados utilizando um sistema de biomonitoramento por analise de imagem.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Nota ética

A coleta e a utilizacdo dos moluscos estdo licenciadas pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente ¢ dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA autorizacao n° 02/2004),
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fundagio Oswaldo Cruz (CEUA-FIOCRUZ n°
LW-12/10) e Comissdo de Biosseguranca do Instituto Oswaldo Cruz.

2.2 Coleta e analise de moluscos

Um total de 65 moluscos M. tuberculatus (15-25mm de comprimento) foram
aleatoriamente coletados em um tnico sitio as margens da lagoa Rodrigo de Freitas, Rio de
Janeiro, Brasil (22°97°00°’S, 43°21°65°’W) e mantidos vivos em aquario no laboratorio com
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agua filtrada da lagoa e alimentados com comida comercial para peixes.. Os moluscos em
seguida foram individualizados em um recipiente com 20 ml com agua filtrada da lagoa e
expostos a luz artificial por quatro horas e examinados sob um microscopio estereoscopico.
Durante trés meses os moluscos foram semanalmente examinados para visualizacdo de
cercarias As cercarias eliminadas foram identificadas como Centrocestus formosanus de
acordo com Scholz e Salgado-Maldonado (2000). Os moluscos foram a seguir separados em
dois grupos: infectados e ndo infectados. Apos os experimentos, todos os moluscos foram
examinados para confirmar a presenca ou auséncia de parasitos como previamente
estabelecido.

2.3 Sistema de Biomonitoramento por Analise de Imagem (SBAI)

O sistema de biomonitaramento por andlise de imagem esta baseado no Videomex-V®
(Columbus Instruments, Ohio, USA) (MAGALHAES et al., 2007; SANTOS et al., 2011). O
SBAI ¢ composto por uma cabine de ilumina¢do e uma cabine de gravagdo feita de acrilico
que mantém uma camera de video analdgica. As imagens sdo enviadas ao Videomex-V®
(Columbus Instruments, Ohio, USA) e analisadas utilizando o programa Travelled Distance
of Multiple Objects. Os dados dos movimentos sdo enviados a um computador e armazenados
em planilha Excel.

Durante os experimentos, os moluscos foram individualizados em oito caixas de
contencdo (4 X 4 x 2 cm cada) feitas de acrilico opaco com orificios de 3mm, onde foram
mantidos dentro de um aquario de vidro opaco de 30L de capacidade (35 x 35 x 25cm) com
agua filtrada da lagoa. Aeradores submersos mantiveram a agua circulando. A agua foi
mantida a uma temperatura controlada de 21°C.

Cada experimento teve a duracao de 68 min, com 20 min de periodo de aclimatagdo ¢
48 min de periodo de monitoramento em 48 intervalos de 1 min cada. Todos os valores de
cada intervalo do ‘Tempo Estereotipado ’e ‘Tempo em Repouso’ foram usados nos testes
estatisticos. ‘Tempo Estereotipado’ ¢ o numero total em segundos durante um intervalo em
que o animal faz alguma atividade em movimento que ndo seja se deslocar. ‘Tempo em
Repouso’ ¢ o nimero total de segundos durante um intervalo gasto sem se mover.

24 Analises estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o programa R, versdo 2.15.0 (R
Development Core Team, 2012). O teste de Mann-Whitney U foi usado para comparar as
diferengas entre o comprimento dos moluscos infectados e ndo infectados. Este teste ndo
paramétrico foi utilizado devido a ndo normalidade dos dados.

As andlises do comportamento dos moluscos foram conduzidas usando o Modelo
Linear Generalizado (MLG) com estimativas através das Equacdes de Estimacdo
Generalizada (EEG) com suporte do pacote ‘geepack’ e ‘yags’ (HOJSGAARD et al., 2006).
Este teste analisou as medidas repetidas da atividade locomotora (Tempo Estereotipado e
Tempo em Repouso) dos moluscos infectados e ndo infectados estimando os parametros de
regressdo ¢ variancia em um tempo dependente. Para verificar o padrao da atividade
locomotora de cada grupo (infectados e ndo infectados), as diferengas entre os valores obtidos
em cada intervalo gravado durante o periodo de monitoramento foram analisadas com EEG.
Além disso, utilizando as EEG, foi testado se o comprimento dos moluscos infectados e ndo
infectados influenciavam no Tempo Estereotipado e Tempo em Repouso.

O modelo foi feito usando cada pardmetro comportamental como uma variavel
resposta com erro de distribui¢do Gaussiana, funcdo de ligagdo identidade e estrutura de
correlagdo permutavel. Como varidveis explicativas foram utilizados o comprimento da

26



concha e os intervalos de tempo de monitoramento. O modelo mais parcimonioso foi
adquirido com base no Critério de Informacdo de Quase-verossimilhanca (CIQ) (PAN, 2001).
O nivel de significancia assumido nos testes estatisticos foi de 5%.

3. RESULTADOS

As analises do EEG do comprimento dos 65 moluscos (15-25 mm, média 18,55 + 1,9)
ndo mostraram qualquer correlacdo com a atividade locomotora (Tempo Estereotipado,
coeficiente estimado = -0,48 £ 1,11, Wald = 0,19 P = 0,66; Tempo em Repouso, coeficiente
estimado = 0,58 + 1,19, Wald = 0,24, P = 0,62).

De todos os moluscos analisados 30 ndo eliminaram nenhum tipo de cercaria e 35
eliminaram somente cercarias de C. formosanus. Os moluscos infectados mediam 15-20 mm
(18 + 1,3) de comprimento e os infectados 15-25 mm (19 £ 2,3). O teste de Mann-Whitney U
mostrou diferengas significativas do comprimento entre os moluscos infectados e nao
infectados (W= 1103, P <0,001).

A analise da EEG da atividade locomotora revelou diferencas significativas entre os
moluscos infectados e ndo infectados para os parametros “Tempo Estereotipado’ (coeficiente
estimado = 10,50 + 4,07, Wald = 6,66, P = 0,009, Figura 1 A) ¢ ‘Tempo em Repouso’
(coeficiente estimado =-10,31 = 4,14, Wald = 6,19, P =0,01, Figura 1 B).

As diferencas entre os valores dos 48 intervalos de monitoramento gravados dos
moluscos ndo infectados ndo foram significativas para os parametros ‘Tempo Estereotipado’
(coeficiente estimado = -0,04 £ 0,08, Wald = 0,26, P = 0,60) ¢ ‘Tempo em Repouso’
(coeficiente estimado = 0,04 + 0,89, Wald = 0,21, P = 0,64). Entretanto, 0 mesmo teste
encontrou diferengas significativas para os moluscos infectados no ‘Tempo Estereotipado’
(coeficiente estimado = 0,10 £ 0,05, Wald = 3,91, P = 0,04) enquanto que o ‘Tempo em
Repouso’ foi considerado como marginalmente significativo (coeficiente estimado = -0,10 +
0,05, Wald = 3,81, P=0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios e desvio padrdo dos pardmetros comportamentais de Melanoides
tuberculatus nao infectados e infectados naturalmente por Centrocestus formosanus a cada
intervalo de monitoramento (1 min) durante 48 minutos.

Moluscos néo infectados Moluscos infectados
Parametros comportamentais Média Desvio Padrao  Média Desvio Padrao
Tempo Estereotipado (seg) 25,2 20,7 17,8 21,1
Tempo em Repouso (seg) 34,3 20,8 41,8 21,1
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Figura 1. Grafico comparativo dos intervalos do periodo de monitoramento do (a) Tempo Estereotipado
(segundos) e (b) Tempo em Repouso (segundos) de Melanoides tuberculatus ndo infectados e infectados por
Centrocestus formosanus.

4. DISCUSSAO

A relagdo parasito-hospedeiro € intrigante e envolve, por exemplo, competicdo por
energia e nutrientes, com complexos processos fisiologicos, alterando o metabolismo e a taxa
de crescimento dos hospedeiros (PROSBT; KUBE 1999; PINHEIRO et al., 2009; TUNHOLI
etal., 2011).

Condigdes de estresse sdo referidas em moluscos hospedeiros em decorréncia de
alteracdes metabolicas causadas por trematddeos quando estadios intramolusco influenciam a
mobilizacdo de calcio entre a concha e a hemolinfa durante o desenvolvimento da larva
(TUNHOLI et al., 2011). Por outro lado, a aceleragdo da taxa metabolica de energia em
moluscos causa um balango negativo devido ao alto consumo de nutrientes durante o
desenvolvimento da larva no hospedeiro (PINHEIRO; AMATO, 1994; PINHEIRO et al.,
2009; TUNHOLI et al., 2011). Assim, como consequéncia de tais efeitos, pode haver
alteragdo do comportamento padrao do molusco hospedeiro.

As diferengas nas dimensdes das conchas de moluscos podem ser também
influenciadas pelo parasitismo (LEVRI et al. 2005; McCARTHY et al., 2004; ALDA et al.,
2010). Neste estudo, M tuberculatus infectados foram significativamente maiores que os nao
infectados (P< 0,001). As comparagdes do comprimento do molusco com sua atividade
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locomotora ndo foram significativamente correlacionadas. Entretanto, quando comparamos a
atividade locomotora dos hospedeiros infectados com néo infectados, os primeiros reduziram
de modo significativo o “Tempo Estereotipado’ e aumentaram o ‘Tempo em Repouso’.

M. tuberculatus infectados com C. formosanus, além de apresentarem uma atividade
locomotora reduzida, apresentaram um padrdo irregular de comportamento, ao contrario dos
ndo infectados que apresentaram um padrdo regular durante o periodo de monitoramento. Este
estudo mostra que o parasito C. formosanus ¢ capaz de alterar a atividade locomotora de M.
tuberculatus independente de seu tamanho.

5. CONCLUSAO

O comportamento locomotor de M. tuberculatus nao infectados difere dos moluscos
infectados com C. formosanus, que apresentaram um padrdo reduzido e irregular em seus
movimentos. Moluscos infectados sdo maiores que os ndo infectados, no entanto, as
alteragdes comportamentais independem de seu comprimento. E possivel supor que a
capacidade de dispersdo ativa em moluscos possa ser influenciada pelo parasitismo e que por
sua vez podem causar erros de interpretacdo em dados quantitativos quanto a distribui¢ao das
espécies sobre um espago ou tempo.

6. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados deste trabalho evidenciaram que os parasitos sdo capazes de alterar o
padrdo de atividade locomotora de seus hospedeiros, reduzindo o tempo de locomogdo e
aumentando o tempo de repouso. Em condi¢des experimentais, Ascocotyle (Phagicola)
pindoramensis s6 sera capaz de alterar o comportamento de Poecilia vivipara apds pelo
menos 14 dias da infeccdo, demonstrando que o estagio de maturidade das larvas ¢ um fator
importante em estudos comportamentais.

Foi experimentalmente demonstrado que em P. vivipara uma maior intensidade de
parasitos diminuiu a atividade locomotora do hospedeiro sendo possivel supor que no meio
ambiente as sucessivas infec¢des naturais possam vir a produzir um efeito cumulativo tanto na
intensidade de parasitos como no comportamento locomotor.

Embora os moluscos infectados por C. formosanus tenham apresentado dimensdes
maiores que os ndo infectados, o comprimento tanto de Melanoides tuberculatus como de P.
vivipara, nao foi considerado um fator preponderante para alterar a atividade locomotora dos
hospedeiros intermediarios.
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