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RESUMO

ALBERTO-SILVA, Anna Carla. Alteracdes locomotoras e reprodutivas em Biomphalaria
glabrata (Say, 1818) (MOLLUSCA: PLANORBIDAE) hospedeiro intermediario de
Schistosoma mansoni SAMBON, 1907 (TREMATODA: SCHISTOSOMATIDAE) sob
condicdes de estresse. 2016. 63p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias). Instituto de Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2016.

Os efeitos da infeccdo por parasitos e da acdo de contaminantes em moluscos tem
influéncia direta sobre 0 comportamento destas espécies, dentre eles o locomotor e o
reprodutivo, funcionando como biomarcadores de estresse e da qualidade da &gua. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade locomotora e reprodutiva de
Biomphalaria glabrata, principal hospedeiro intermediario de Schistosoma mansoni no
Brasil, sob duas condicdes de estresse diferentes: a infec¢do parasitaria por S. mansoni e
a acao de um moluscicida, o latex de Euphorbia milii var. hislopii. Estes fatores de
estresse foram avaliados separadamente em B. glabrata em relacdo aos parametros
locomotores usando o sistema de biomonitoramento por analise de imagem Videomex
V® e reprodutivos, analisando fecundidade e eclodibilidade. Para avaliar a atividade
locomotora foram analisados cinco parametros: ‘Distancia percorrida’, ‘Tempo
ambulatorial’, ‘Tempo estereotipado’, Tempo em repouso’ ¢ ‘Velocidade média’. A
infeccdo foi observada em dois momentos diferentes: antes e apds a infeccdo e a
exposicdo ao latex na concentracdo subletal (CLso - 0,53 mg/L) em trés momentos
diferentes: antes da exposi¢do (grupo controle), 1 dia p6s exposic¢do (grupo 1 d.p.e.) e
30 dias pos exposicdo (grupo 30 d.p.e.). Os pardmetros reprodutivos de B. glabrata
analisados foram: numero de massas ovigeras, ovos e moluscos eclodidos. Todas as
analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa R. Dos moluscos infectados
com S. mansoni, 47,8% eliminaram cercérias (positivos) e 52,2% (expostos) nao
eliminaram cercérias. A atividade locomotora de todos os moluscos aumentou
significativamente ap6s a infeccdo por S. mansoni. Contudo, os moluscos positivos
foram menos moveis comparados aos expostos. Com relacdo a reproducdo, 84,8% dos
moluscos positivos ndo conseguiram restabelecer o nimero de massas ovigeras durante
0 periodo patente. O numero de cercérias eliminadas individualmente por cada molusco
positivo apresentou uma relacdo positiva com o tempo estereotipado e uma relagdo
negativa com o nimero de ovos. Quanto aos efeitos da exposicdo ao latex de E. milii
var. hislopii em B. glabrata foi observado um decréscimo significativo (p-value<0.05)
de todas as atividades locomotoras dos moluscos do grupo 1 d.p.e em comparagdo ao
controle. N&o houve diferenca significativa entre os grupos controle e o 30 d.p.e.
Comparando os grupos pos exposi¢do (1 dia e 30 dias) foi observado uma reducdo na
atividade locomotora do grupo 1 d.p.e. Em relacdo aos parametros reprodutivos, a
relacdo ovos/massa ovigera diminuiu na semana seguinte a exposi¢do (6% semana)
enquanto houve aumento na taxa de eclosdo. Apds trinta dias, estes parametros
reprodutivos foram similares aos observados nestes mesmos moluscos antes da
exposicdo. Houve, no entanto, reducdo no ndmero de moluscos eclodidos apos a
exposicao até o final do experimento (10% semana). Concluimos que a infec¢do por S.
mansoni e a exposicdo ao latex de E. milii var. hislopii afetam o comportamento
locomotor e reprodutivo de B. glabrata de forma diferente, sendo capaz de influenciar
na epidemiologia da transmiss&o da esquistossomose.

Palavras-chave: Esquistossomose, Latex de Euphorbia milii, Comportamento locomotor
e reprodutivo
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ABSTRACT

ALBERTO-SILVA, Anna Carla. Changes in the locomotor and reproductive of
Biomphalaria glabrata (Say, 1818) (MOLLUSCA: PLANORBIDAE) intermediate host of
Schistosoma mansoni SAMBON, 1907 (TREMATODA: SCHISTOSOMATIDAE) under
stress conditions. 2016. 63p. Dissertation (Master Science). Instituto de Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2016

The effects of infection by parasites and action of the pollutants in freshwater mollusks
have a direct influence on their behaviour, as the locomotor and reproductive, that can
be used as stress and quality of water biomarkers. The aim of this study was to evaluate
the locomotor and reproductive activities of Biomphalaria glabrata, the main
intermediate host of Schistosoma mansoni in Brazil on two different conditions of
stress: a parasitic infection by S. mansoni and under the action of a molluscicide, the
latex of Euphorbia milii var. hislopii. These stress factors were evaluated separately in
B. glabrata on locomotor parameters using image analysis biomonitoring system
Videomex V® and reproductive, analyzing fertility and hatchability. To assess the
locomotor activity five parameters were analyzing: ‘Distance travelled’, ‘Ambulatory
time’, ‘Stereotypic time’, ‘Resting time’ and ‘Average speed'. The infection was
observed at two different times: before and after the infection; the exposition to
sublethal latex concentration (LCso - 0.53 mg/L) was observed at three different times:
before exposure (control group) 1 day after exposure (group 1 d.p.e.) and 30 days after
exposure (group 30 d.p.e.). The reproductive parameters analyzed of the B. glabrata
were the number of egg masses, eggs and number of snails hatched. All statistical
analyzes were performed using the program R. From snails infected with S. mansoni,
47.8% shed cercariae (positive snails) and 52.2% (exposed snails) did not shed it. The
locomotor activity of all mollusks increased significantly after infection with S.
mansoni. However, the positive snails were slower than exposed snails. In relation of
the reproduction, 84.8% of positive snails reduced the number of eggs masses during
the patent period. The number of cercariae shed by individual snails showed a positive
relation with the Stereotypical time and a negative relation with the number of eggs.
The effects of exposure to E. milii var. hislopii latex in B. glabrata decreased
significantly (p-value <0.05) all locomotory activity of the snails group 1 d.p.e.
compared to the control group. There was no significant difference between the control
group and 30 d.p.e. group. Comparing the post-exposure groups (1 day and 30 days) a
reduction in locomotor activity in group 1 d.p.e. was observed. Regarding the
reproductive parameters, the eggs/eggs masses ratio decreased in the following week
after exposition (6" week) while the hatching rate increased. After thirty days of
exposition, these reproductive parameters, in the same snails, were similar to those
measured before the exposition. However, the number of hatched snails after exposure
reduced until the end of the experiment (10" week). We conclude that infection by S.
mansoni and the exposure to E. milii var. hislopii latex affected differently the
locomotor and reproductive behaviours of B. glabrata being able to influence the
epidemiology of transmission of schistosomiasis.

Keywords: Schistosomiasis, Euphorbia milii latex, locomotor and reproductive
behaviours
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1- INTRODUCAO GERAL

A 4agua tem sido considerada um dos recursos naturais mais preciosos dos
ultimos tempos e a preservacdo de seus reservatérios naturais tem se tornado
preocupacdo mundial. Deste modo, a avaliagdo bioldgica da qualidade da agua é um
fator importante para 0 manejo e protecdo dos ecossistemas aquaticos, pois garantir a
qualidade da &gua € possibilitar a manutencgéo das espécies (QUEIROZ et al., 2008).

Dentre 0s organismos aquaticos que atuam como bioindicadores estdo 0s
moluscos devido a sua adaptacdo a ambientes ricos em matéria organica e a sua
sensibilidade a baixas concentracfes de poluentes. Ressalto que os moluscos séo
importantes elos no ciclo de biolégico de diferentes parasitos de importancia médica e
veterinaria, como os causadores da Esquistossomose (CARVALHO et al., 2008).

Estudos que fornecam conhecimento sobre os efeitos de estressores, como a
infeccdo parasitiria e agdo de um moluscicida no comportamento locomotor e
reprodutivo de moluscos sdo importantes para estudos epidemiol6gicos e de controle da
transmissdo da esquistossomose, além de servir como indicador de estresse e de
qualidade da agua.

1.1- Biomphalaria glabrata(Say, 1818) (Gastropoda: Planorbidae)

Ogénero Biomphalaria possui 30 espécies distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais na América do Sul, Africa Subsaariana e Asia (MORGAN et al., 2001;
DEJONG et al., 2001, 2003; SIMOONGA et al., 2009; TOLEDO & FRIED, 2011,
HOTEZ et al., 2012). Dentre as espécies, Biomphalaria tenagophila(Orbigny, 1835),
B.straminea(Dunker, 1848) e B. glabrata sdo hospedeiros intermediarios de
Schistosoma mansonino Brasil, sendo esta Ultima, a de maior importancia
epidemioldgica.

Os exemplares de B. glabrata possuem concha lisa em espiral plana, sinistrdgira,
discéides e com duas depressfes na sua parte central, chamada de umbigo (bi (dois) e
omphalos (umbigo) (Figura 1). Medem em torno de 20 a 30 mm de didmetro e contem
de seis a sete giros arredondados, sem a presenca de carenas (PARAENSE, 2008).
Apresentam crista renal no tubo renal como caracteristica taxondémica diferenciadora.
Possuem sistema respiratorio, digestério, circulatério, locomotor, reprodutor, excretor e
nervoso adaptados ao ambiente onde vivem (CARVALHO et al., 2008).

Figura 1- Exemplar albino de Biomphalaria glabratamantido individualmente
(LAPSA/IOC/Fiocruz - Acervo pessoal).
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As espécies de Biomphalaria sdo herbivoras, se alimentando de folhas
preferencialmente mais tenras e algas. Entretanto, podem viver como saprofitas de
acordo com as variagcBes do ambiente. Em laboratorio geralmente sdo alimentadas por
alface fresca ou desidratada e triturada. Utilizam uma estrutura denominada radula que
fica localizada dentro da boca para raspar o alimento (JANNOTTI-PASSOS et al.,
2008). Podem viver enterradas no substrato em condi¢des ambientais desfavoraveis e
suportar periodos de jejum de 30 dias, no entanto apds 24 horas de jejum, observam-se
alteracdes metabolicas no molusco (BECKER, 1980,1983; PINHEIRO, 2007).

Estes moluscos podem ser encontrados em uma grande diversidade de ambientes
de 4gua doce, em aguas paradas ou com pouca correnteza como lagos, corregos, acudes,
rios, riachos, pantanos, remansos, valas de irrigacdo e de drenagem, plantacdes,
principalmente de arroz e agrido, pocas, cisternas ou em areas alagadas de forma natural
ou artificial. Ndo foram encontradas ainda em &guas com grande correnteza e com
presenca de ondas. Tem preferéncia por dguas rasas, tendo como substrato o leito e as
plantas com suas raizes nas margens, onde encontram condi¢des ecoldgicas para sua
sobrevivéncia e reproducdo (SOUZA et al., 2008).

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas do ambiente aquético, toleram
variacdes de condutividade, presenca de alguns metais como calcio, sédio, potassio e
cloretos, amplas faixas de dioxido de carbono, aménia, oxigénio dissolvido, além de
temperatura na faixa de 18° C a 41°C, pH entre 6 e 8, turbidez com o minimo de 3,7 e
maximo de 230 (FTU), cloreto de sodio abaixo de 3g/L e 2,6¢g/L de Cloro (BRASIL,
2008).

Uma caracteristica ecoldgica importante que determina a formacdo de novos
criadouros ou dispersdo de moluscos nos ambientes é a pluviosidade. Nas areas mais
secas, onde as chuvas s6 ocorrem em determinadas épocas do ano, estas podem servir
para dispersar populacdes de moluscospela correnteza, mas também para formacao de
novos criadouros. Nos periodos com auséncia de chuvas, os criadouros vado secando e 0s
moluscos podem realizar o fenbmeno denominado de anidrobiose ou estivacéo, vivendo
durante meses em criadouros secos, enterrados no substrato na regido hiporréica do
recurso hidrico. O metabolismo dos moluscos diminui, ocorre reducdo do peso, 0O
molusco se contrai e secreta uma camada de muco para impedir a perda de agua,
depositado na abertura da concha (BEZERRA et al., 1999).

Por apresentar padrées comportamentais simples e de facil avaliacdo, dentre eles
seus processos locomotores e reprodutivos, B. glabrata tem sido utilizada em estudos de
alteracdes ocasionadas por concentracdes subletais de varios produtos (SANTOS et al.,
2005; MELLO-SILVA et al., 2011).

1.1.1- Padrdo locomotor de Biomphalaria glabrata

Em relacdo a locomogéo de B. glabrata os principais trabalhos foram realizados
na década de 1980 e utilizaram como recursos de observacao: registros fotogréaficos,
fotocinematografia com lapso de tempo e videotape (PIERI et al., 1980; JURBERG et
al., 1995).

O pé de B. glabrata é adaptado ndo somente para locomoc&o, mas também para
fixacdo ao substrato. Locomovem-se por pé ventral, em formato de sola, com grande
quantidade de musculos, que realizam ondas de contracdo ao longo do comprimento do
corpo do animal, permitindo a locomocao por rastejamento. Ha producdo de muco pela
glandula que é localizada na parte anterior do pé, para auxiliar no processo de adeséo.

19



Sdo capazes de se locomover em posi¢do invertida, em forma de deslizamento
(BARBOSA, 1995).

Pieri (1980) e Jurberg et al. (1995) caracterizarama existéncia de seis tipos de
deslocamentos emB. glabrata, sendo eles: 1- deslizar, 2- arrastar, 3- descida subita, 4-
subida subita, 5- boiar e 6- saida da 4gua.Os dois primeiros ocorrem quando o molusco
tem o pé em contato com o substrato, podendo esse ser até mesmo a pelicula da agua,
realizando assim o deslizamento, o0 3° e 0 4° movimento ocorre quando o pé ndo esta em
contato com substrato, o 5° é o realizado entre os momentos de deslocamento, sendo
considerado passivo, dependente das correntes. No 6° movimento, 0 caramujo rompe a
pelicula da &gua, ficando com a massa cefalopediosa distendida fora da concha e fora da
agua (Figura 2). Jurberg et al. (1995) enfatizaram que as subidas subitas ou ida a
superficie estdo associadas a respiracdo e as descidas subitas ou retorno ao fundo
estavam associadas a busca por alimento. No decorrer de uma hora, 0s moluscos véao a
superficie menos de duas vezes, entretanto permanecem cerca de 2 minutos.

wostrgty

VISTA LATERAL ESC 31 VISTA LATERAL ESC3 1

VISTA LATERAL
ESC. 11

dgua

piso @

VISTA LATERAL VISTA LATERAL
ESC 2.1 ESC 2.1

Figura 2 — Tipos de deslocamento de Biomphalaria glabrata.1- deslizar, 2- arrastar, 3-
subida subita, 4- descida subita, 5- boiar e 6- saida da &gua (BARBOSA, 1995)
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1.1.2-Padrdo reprodutivo de Biomphalaria glabrata

Biomphalaria glabrata sdo animais hermafroditas, realizam autofecundacdo e
fecundagdo cruzada, sendo esta Ultima, a mais usual nesses animais. Neste tipo de
reproducdo, um molusco atua como macho e o outro como fémea. Na fecundacao
cruzada se verifica maior nivel de fertilidade e fecundidade, aumentando a variabilidade
genética das espécies (PARAENSE, 1976, 2008; COSTA et al., 2004). Em situacdes
onde a populacdo esta reduzida, esses animais se reproduzem por autofecundacao,
possibilitando que criadouros desfeitos por enxurradas possam ser restabelecidos em
poucos meses a partir de um molusco. Quando a populacdo se restabelece no criadouro,
os moluscos retornam a preferéncia pela fecundacdo cruzada (PARAENSE, 1975,
2008).

Possuem uma Unica gbnada em formato de cacho, com muitos &cinos, chamada
de ovoteste onde os évulos e os espermatozoides sdo formados um ao lado do outro
(Figura 3). O ovispermiduto, canal hermafrodita, se divide na encruzilhada genital,
formando as vias femininas e masculinas, que possuem uma grande complexidade
estrutural. Na encruzilhada encontra-se a glandula de aloimenque se liga ao oviduto no
inicio da parte feminina. Esta glandula é o 6rgdo responsavel pela producdo da
substancia gelatinosa e rica em carboidratos da massa ovigera. O oviduto se transforma
ao longo do seu trajeto em um canal mais dilatado, denominado de glandula nidamental,
seguida pela vagina, onde sai 0 duto da espermateca que ndo guarda os espermatozoides
mas possui a fungéo de reabsorver os materiais excretados pelo sistema genital. As vias
masculinas sdo compostas por espermiduto, glandula prostatica, canal deferente e o
complexo peniano, esse Gltimo formado pela bolsa do pénis e o prepdcio. O nimero de
diverticulos do ovoteste e da prdstata, presenca ou auséncia de enrugamento vaginal e a
proporcdo entre a bainha pénis e a porcdo mais dilatada do canal deferente sdo
caracteristicas morfologicas diferenciadoras entre as espécies de Biomphalaria(SOUZA
& LIMA, 1990; PARAENSEet al., 2008).

Os espermatocitos sdo produzidos no ovoteste, mas s6 se transformam em
espermatozéides depois que passam pela vesicula seminal. Os espermatozoides
fecundam os dvulos nos diverticulos irregulares do conduto ovispermatico, na regido
hermafrodita do sistema reprodutor, quando se reproduzem por autofecundagdo. Em
fecundacéo cruzada, os alo-espermatozoéides (espermatozoides provenientes do molusco
que esta exercendo o papel de macho) ficam localizados no canal coletor do ovoteste, na
saida da glandula hermafrodita do individuo que exerce o papel de fémea. Quando os
Ovulos maduros passam por este canal sdo fecundados por estes espermatozoides. Uma
vez fecundados, ndo permitem a entrada de outro espermatozoide, privilegiando assim a
fecundacéo cruzada (PARAENSE, 1976; BRASIL, 2008).

Os moluscos atingem a maturidade sexual com 30 dias de idade, comegando
entdo a postura de ovos. Os ovos sdo contidos em uma membrana gelatinosa e
transparente, denominada de massa ovigera, essas podem conter de 1 a 100 ovos (Figura
4).Esses sdo postos diariamente geralmente em superficies flutuantes, como folhas de
plantas, pedacos de isopor (em laboratorios) e até mesmo vasilhas de plastico entre
outros objetos devido a grande quantidade de lixo presente nos recursos hidricos.
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Os miracidios eclodem apds sete dias, nascendo assim um molusco pequeno
idéntico ao molusco individuo adulto. Podem viver cerca de um ano, entretanto em
condigdes laboratoriais ha registro de até dois anos (PARAENSE, 2008).

Figura 3- Sistema reprodutor masculino e feminino e O6rgdos hermafroditas de
Biomphalaria glabrata (SOUZA & LIMA, 1990). Abreviagdes: (cc)- canal coletor do
ovoteste; (eg)- encruzilhada genital; (od)- ovispermiduto proximal; (od)- ovispermiduto
distal; (ot)- ovoteste; (vs)- vesicula seminal; (bp)- bainha do pénis; (cd)- canal
deferente; (ed)- espermiduto; (mr)- musculo retrator; (mp)- muasculo protator; (pp)-
prepucio; (pr)- prostata; (bo)- bolsa do oviduto; (bv)- bolsa vaginal; (ga)- glandula de
albumen; (gn)- glandula nidamental; (es)- espermateca; (ov)- oviduto; (va)- vagina; (ut)-
atero.
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1.2- Schistosoma mansoni Sambon, 1907

De acordo com a posi¢do taxondmica, Schistosoma mansoni pertence ao filo
Platyhelminthes, a classe Trematoda, subclasse Digenea e familia Schistosomatidae.
Possuem 0s seguintes estadios evolutivos: vermes adultos machos e fémeas, ovo,
miracidio, esporocistos primarios e secundarios, cercaria e esquistossémulo.

Os vermes adultos possuem acentuado dimorfismo sexual. O macho adulto mede
cerca de 1 cm, possui duas ventosas (oral e ventral) e um canal ginecoforo, que € uma
fenda, onde a fémea se aloja para ser fecundada. O tegumento do macho é coberto por
tubérculos, mais abundante na regido dorsal e mindsculos espinhos na superficie dorsal
e ventral. O canal ginect6foro apresenta-se coberto por microespinhos, o que facilita a
permanéncia da fémea durante a copula. O sistema digestorio € incompleto onde apos a
abertura oral segue o es6fago que se bifurca em dois cecos intestinais que se unem
novamente e terminam em prolongamento Unico (LAMBERTUCCI, 2010).

O aparelho genital masculino contém um testiculo com 6 a 8 I6bulos, localizados
no dorso da regido posterior. Nao possui 6rgdo copulador, entdo, 0s espermatozoides
passam dos canais deferentes para poro genital masculino e sdo transferidos para a
fémea pelo poro genital feminino, fecundando-a (MACHADO-SILVA et al., 2008).

As fémeas sdo delgadas e cilindricas, medem cerca de 1,5 cm e na regido
anterior se encontram as ventosas oral e a ventral, que sdo pequenas. O poro genital tem
abertura para regido ventral. O aparelho reprodutor € composto por um Unico ovario
oblongo situado na metade anterior do corpo, seguido por oviduto, receptaculo seminal
(regido mais larga do oviduto, onde sdo armazenados 0s espermatozoides), o6tipo
circundado pelas glandulas de Mehlis, Gtero e poro genital feminino. A parte posterior
do corpo, ocupando em torno de 2/3 do corpo da fémea é composta pelas glandulas
vitelogénicas, que sdo responsaveis pela formacdo da casca do ovo. O viteloduto que
contém as substancias produzidas por estas glandulas desemboca no oviduto, proximo
ao 00tipo(MACHADO-SILVA et al., 2008).

Os ovos medem em média 150 um de comprimento e 65 pm de largura.
Possuem o poélo anterior mais fino e o posterior mais volumoso e com um espinho
lateral com 20um bem evidente, além de microespinhos presentes na superficie do ovo.
A casca externa é chamada de corium e possui a coloracdo amarelada e transparente.
Apdbs 0s ovos estarem no ambiente aquatico, ocorre a eclosdo dos miracidios.(LENZI et
al.,2008a).

Dos ovos eclodem os miracidios que tém forma cilindrica com extremidade
conica, onde se localiza o terebratorium. Medem em torno de 160 a 180 um de
comprimento por 60 um de largura, possuem o tegumento com placas epidérmicas
ciliadas, apresentam glandulas de adesdo e penetracdo, reserva de glicogénio e células
germinativas que dardo origem as cercarias no interior do molusco hospedeiro. O
molusco libera substancias que estimulam e aceleram os movimentos dos miracidios
(DESPOMMIER et al., 2005).

Dentro do molusco, o miracidio perde sua superficie ciliada, as estruturas de
penetragdo e a musculatura definham. Apoés oito dias se transformam em um tubo
enovelado, sem movimento e com muitas células germinativas, sendo entdo chamado de
esporocisto primario (REY, 2008; CARVALHO et al., 2008). Os esporocistos migram
para glandula digestiva do molusco e aumentam de tamanho chegando a 250 pum de
comprimento, por conta da diferenciacdo das células em cercérias, sdéo chamados de
esporocistos secundarios (REY, 2008; CARVALHO et al., 2008).
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As cercarias medem cerca de 5mm de comprimento e é dividida em duas partes:
corpo e cauda. O corpo possui 200 um por 700ume € recoberto por numerosos
microespinhos, possuem duas ventosas, uma oral localizada na parte anterior e outra
ventral na regido posterior. A cauda mede cerca de 320pume possui uma bifurcacdo no
extremo distal. As furcas na cercéria de S. mansoni sdo menores que 0 corpo da mesma.
A parede do corpo da larva € composta por musculos longitudinais e circulares que
fornecem mobilidade(CARVALHO et al., 2008).

A transformacdo de cercarias para esquistossomulos ocorre logo apds a
penetracdo das cercarias no hospedeiro mamifero. Os esquistossdomulos sofrem intensas
modificacdes ultraestruturais e fisioldgicas desde primeiras horas ap0s a infeccdo, com a
perda do glicocalix, conversdo do tegumento trilaminar em heptalaminar e mudanca do
metabolismo energético de aerdbio para anaerobio (MACHADO-SILVA et al., 2008).

O ciclo de vida de S. mansoni necessita de dois hospedeiros: hospedeiro
intermediario (molusco dulcicola) e hospedeiro definitivo (vertebrado) (COLLINS Il et
al., 2011) (Figura 5). O homem é o principal hospedeiro definitivo, mas outros
mamiferos como os roedores aquaticos podem servir como reservatorio por conta da sua
capacidade de manter o ciclo do parasito (MALDONADO Jr et al., 2006). Modena et al.
(2008) relataram a importancia da dispersdo dos ovos de S.mansoni pelo gado bovino,
devido a comercializacdo do mesmo sem o controle adequado.

OS CAMINHOS DA ESQUISTOSSOMOSE - CICLO DE TRANSMISSAO

DENTRO DO CORPO A NO MEIO AMBIENTE

Aurersz: 200 X

ESQUISTOSSOMULO

VERME ADULTO

o

Asmeres: 400X

MIRACIDIO

Figura 5- Ciclo de Schistosoma mansoni (SCHALLet al., 2007).
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A fémea de S.mansoni pode colocar 300 ovos por dia. Os ovos postos nas
vénulas do plexo hemorroidario podem seguir dois caminhos, parte deles rompe as
vénulas, caem na luz intestinal, se misturam com o bolo fecal e saem pelas fezes. Outra
parte dos ovos volta a favor da corrente sanguinea e se tornam os elementos principais
da patogenia da esquistossomose, causadores de granulomas, reacdo patognomonica da
esquistossomose(LENZI et al.,2008b). Uma pessoa contaminada elimina pelas fezes
ovos do parasito apos a 5 semana de infec¢do e pode continuar durante o periodo de 6 a
10 anos, existindo casos de até 20 anos (MACHADO-SILVA et al., 2008).

Os ovos de S.mansoni séo eliminados pelo hospedeiro definitivo junto com as
fezes. Fora do organismo 0s ovos se mantém até cinco dias na massa fecal solida, em
massa fecal liquida somente por um dia, por conta da fermentacdo. Segundo Rey
(2008), o fator mais relevante no processo de eclosdo é a hipotonicidade do meio,
aumentando assim a pressao interna e consequentemente a ruptura da casca.

Apbs a eclosdo, o miracidio nada em direcdo a superficie até encontrar o
molusco e penetrar pelo seu tegumento, esse processo deve ocorrer nas primeiras horas
de vida livre ja que ap0s 6 horas ele se torna inativo. O miracidio se fixa em diferentes
tecidos do molusco.Em temperaturas em torno de 26°C metade dos miracidios morrem
nas oito primeiras horas (LAMBERTUCCI, 2010). No interior do molusco, o0s
miracidios se diferenciam em esporocistos primarios e posteriormente em esporocistos
secundarios nos tecidos do molusco. Na glandula digestiva, os esporocistos banhados
pela hemolinfa, adquirem reserva energética (glicose) e arginina para a diferenciacao
das células em cercarias (PINHERO, 2007). Esta transformacéo ocorre em torno de 28 a
35 dias. Podem ocorrer vérias geraces de esporocistos secundarios, que mantém a
eliminacdo de cercérias pelo hospedeiro intermediario. As cercéarias sao eliminadas na
agua, movimentando-se com reserva energética de até 12 horas para infectar o
hospedeiro definitivo vertebrado (SOUZA & LIMA, 1990).

Nos primeiros dias a quantidade de cercarias emergentes é pequena, mas pode
chegar de 3.000 a 4.500 cercérias sendo liberadas por dia durante a 5* semana de
infeccdo. Esse nimero pode se manter pelos préximos dois meses em B.glabrata, sendo
uma caracteristica importante desta espécie para a manutencdo do ciclo de S.mansoni.
Posteriormente pode vir a morrer devido a alta eliminagdo de cercéarias (WALKER,
2011).

As cercarias entram em contato com o hospedeiro vertebrado pela sua pele ou
superficie mucosa orofaringiana que esteja exposta. Esse processo pode ter a
durabilidade de 15 minutos. Quando atinge a corrente sanguinea, as cercarias nédo
possuem mais a cauda e seu corpo se alonga, apresentando aspecto vermiforme, sendo
chamada de esquistossomulos (REY, 2008). Ap6s a sua permanéncia na pele, os
esquistossdbmulos penetram nos vasos sanguineos, e pela circulagdo chegam ao lado
direito do coracdo e aos pulmdes. Em seguida véo para o lado esquerdo do coragéo e
migram para todas as partes do corpo, através da circulacdo geral. Os parasitos se
alimentam de sangue e quando chegam ao sistema porta intra-hepatico no periodo de até
trés semanas, eles crescem e completam seu desenvolvimento, se tornando vermes
adultos (COLLEY et al., 2014).

Por volta da 3% semana de infeccdo, a fémea de S. mansoni entra no canal
ginecéforo do macho para o acasalamento e ambos se deslocam contra a corrente
circulatéria do sistema porta para as vénulas da parede do reto, do sigmdide e do
intestino grosso do hospedeiro definitivo, deslocando-se pela rede vascular, onde
colocam os ovos. Parte destes saem pelas fezes, reiniciando o ciclo (CARVALHO et al.,
2008).
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1.3- Esquistossomosemansonica

A esquistossomose mansonica é a principal helmintiase no mundo quanto a
morbidez e mortalidade, presente nas Américas, Asia e Africa (HOTEZ et al., 2008,
2012). Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) acredita-se que a
esquistossomose acometa 200 milhdes de pessoas em 74 paises. No Brasil estima-se que
cerca de seis milhdes de pessoas estdo infectadas, principalmente na regido nordeste e
em Minas Gerais (BRASIL, 2014). Recentemente, Scholte et al. (2014) relataram uma
expansdo territorial e numérica de casos de esquistossomose no Brasil associados a
fatores ambientais, como o aumento da poluicdo por dejetos organicos e a ocupacéo
desordenada de territdrios. Além disso, as mudancas climaticas e outras intervencgdes
antrépicas como construcdo de hidrelétricas sdo fatores que ampliam a possibilidade de
transmissdo da doenca no Brasil (THIENGO et al., 2005; PATZ & CHRISTENSON,
2011; PETERSON et al., 2011).

Para o controle da esquistossomose, a Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) tem
estimulado a administragdo em massa do quimioterapico Praziquantel® nas populacoes
com alto risco de infeccdo e o uso de moluscicidaNiclosamida (2°-5"-dicloro-4’-
nitrosalicylanilida) em recursos hidricos epidemiologicamente ativos, em éreas de alta
endemicidade(WHO, 2014).

Percentual de CasosPopulagao
Fopulacdo Residente (IBGE, 2010)
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Figura 6 - Percentual de casos de esquistossomose no Brasil em populagdes residentes
(IBGE, 2010).

26



Em virtude desta recomendacdo, o Ministério da Saude (MS) lancou um plano
integrado de acOes estratégicas para eliminacdo esquistossomose como um problema de
salde publica, preconizando tratamento com Praziquantel® da populagéo residente em
areas de maior risco e saneamento basico. Segundo o portal do MS (BRASIL, 2016), o
plano promoveu em areas endémicas uma reducdo de 65,86% do ndmero de casos,
todavia houve um aumento de 159% de 2014 para 2015 de casos da doenca em areas
nao endémicas.

Devido a resisténcia das pessoas ao quimioterapico de escolha e ao alto custo do
moluscicida sintético preconizado pela OMS, pesquisas com moluscicidas de origem
vegetal tém sido realizadas, pois apresentam baixo custo, sdo biodegradaveis e podem
ser utilizados em doses subletais.

1.4- Moluscicida natural: o latex de Euphorbia milii

A Euphorbia milii var. hislopii pertence a familia Euphorbiaceae, esta possui
mais de 2000 mil espécies descritas. E popularmente conhecida como Coroa de Cristo e
utilizada para ornamentacgdo, cerca viva, planta medicinal e moluscicida (Figura 7).
Destaca-se essa Ultima acdo, sendo utilizada em concentracfes menores que 0,5 mg/L,
oito vezes menor que a dose letal para peixes (VASCONCELLOS & SCHALL, 1986).

Segundo a OMS para o uso de fitoquimicos como moluscicidas sdo necessarios
0S seguintes requisitos: serem ativos em baixas concentragdes (menor que 20 mg/L),
apresentar crescimento anual, atividade moluscicida em partes de facil regeneracdo na
planta e utilizacdo preferencial em extratos aquosos. Nesse sentido, o latex de
Euphorbia milii var. hislopii (= E. splendens) (Coroa de Cristo) é o principal candidato
vegetal a ser utilizado em programas oficiais de controle, pois contempla todos os itens
preconizados.

Figura 7: Euphorbia milii (syn. splendens) var. hislopii (MS, 2007).

Estudos com a espécieEuphorbia milii var. hislopiitem apresentado bons
resultados como moluscicida em diferentes espécies de moluscos de importancia
médico e veterinaria(VASCONCELLOS & SCHALL, 1986; GIOVANELLI et al.,
2001; VASCONCELLOS & AMORIN, 2003; OLIVEIRA, 2007; MELLO-SILVA et
al., 2011). O produto é natural, biodegradavel e possui baixo custo em sua obtencéo,
tendo sido patenteado pela Fiocruz na década de 90 (VASCONCELLOS & SCHALL,
1986). Em concentragdes subletais atua seletivamente em moluscos infectados, reduz as
formas infectantes miracidios e cercérias e influencia diretamente a dindmica do ciclo
do parasito em condigdes experimentais. Além disso, recentemente observou-se 0
potencial esquistossomostatico de E. milii alterando as caracteristicas dos vermes
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adultos em detrimento de sua acdo em cercarias de S.mansoni(MELLO-SILVA et al.,
2011;LIMA et al., 2012; AUGUSTO et al., 2015, 2016).

O latex de E. milii possui em sua composi¢do uma substéncia capaz de gerar
uma resposta toxica de irritabilidade (MARSTON & HECKER, 1983; 1984) e uma acéo
embrio-fetotdxica em ratos expostos a concentracdo de 125 mg/kg, superior em mais de
100% a dose letal para moluscos (SCHALL et al., 1991). Nao foi observado efeito
carcinogénico, mutagénico sobre Salmonella typhimurium e acéo tdxica em organismos
ndo alvos quando em concentragdes utilizadas para moluscos hospedeiros
intermediérios (OLIVEIRA-FILHO et al., 2000).

Moluscicidas, em geral, podem ocasionar alteracdes comportamentais, devido ao
estresse quimico. Estudos comportamentais em moluscos hospedeiros sob a acdo de
moluscicidas sdo escassos e importantes, pois podem manipular o0 comportamento dos
moluscos e em decorréncia alterar a dindmica da cadeia alimentar, promovendo
desequilibrio no ecossistema. Além disso, moluscicidas sdo preconizados como uma das
acOes para o controle da esquistossomose.

Tendo em vista que as alteracGes comportamentais fornecerdo novos dados para
estudos epidemioldgicos e de controle da transmissdo da esquistossomose, além de
servir como indicador de estresse e de qualidade da &gua, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a atividade locomotora e reprodutiva de Biomphalaria glabratasob
duas condicbes de estresse: a infeccdo parasitaria por S. mansoni e a a¢do de um
moluscicida natural, o latex de Euphorbia milii var. hislopii. Os capitulosestdo
organizadosapresentando a seguinte ordem:

CAPITULO |- Mudancas no comportamento locomotor e reprodutivo de
Biomphalaria glabrata infectada por Schistosoma mansoni;

CAPITULO II- Resposta Comportamental de Biomphalaria glabrataexposta a
concentracdo subletal (CLso) do latex de Euphorbia milii var. hislopii.
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2- CAPITULO |

Mudancas no comportamento locomotor e reprodutivo de
Biomphalaria glabrata infectada por Schistosoma mansoni

Artigo Publicado. Anexo 1
ALBERTO-SILVA, A. C.; SANTOS, E. G. N.; SANTOS, C. P.; MELLO-SILVA, C.
C. Changes in the locomotory and reproductive behavior of Biomphalaria

glabratainfected with Schistosoma mansoni.Experimental Parasitology, v. 153, p. 68—
74, 2015.
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Mudancas no comportamento locomotor e reprodutivo de Biomphalaria glabrata
infectada por Schistosoma mansoni

RESUMO

A infeccdo e desenvolvimento de um parasito podem causar mudangas fisioldgicas,
morfolégicas e comportamentaisno seu hospedeiro. As alteracbes na atividade
locomotora de um hospedeiro induzida pelos seus parasitos podem também influenciar
o ciclo de vida de ambos, hospedeiro e parasito, no ambiente. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar a atividade locomotora de Biomphalaria glabrata, antes e apos a
infeccdo experimental pelo Schistosoma mansoni, relacionando com a eliminacdo de
cercaria. Além disso, os pardmetros reprodutivos de B. glabrata infectadaforam
analisados durante os periodos pré-patente e patente da infeccdo. A atividade
locomotora foi registrada usando o sistema de biomonitoramento por analise de imagem
Videomex V®. Foram analisados cinco parametros: ‘Distancia percorrida’, ‘Tempo
ambulatorial’, ‘Tempo estereotipado’, Tempo emrepouso’ e‘Velocidade média’. O
numerode cercéarias eliminadas foi contado duas vezes, 45 e 52 dias apds a infeccdo. Os
pardmetros reprodutivos de B. glabratainfectada analisados foram o numero de massas
ovigeras, de ovos e de moluscos eclodidos. Todas as analises estatisticas
foramrealizadas utilizando o programa R. Dos 69 moluscos infectados com S. mansoni,
33 (47,8%) eliminaram cercérias ("positivo™) e 36 (52,2%) ("exposto™) ndo eliminaram
cercarias até o final do experimento.A atividade locomotora de todos os moluscos
aumentou significativamente ap6s a infeccdo com S. mansoni. Contudo, quando 0s
moluscos "positivo" e "exposto™ foram comparados, os que eliminaram cercarias foram
menos madveis. Com relacdo a reproducdo, 84,8% (28/33) dos moluscos "positivos” e
27,7% (10/36) dos "expostos" ndo conseguiram restabelecer o nimero de massas
ovigeras durante o periodo patente. O nimero de cercarias eliminadas individualmente
por cada molusco "positivo" apresentou uma relacdo positiva com o ‘Tempo
estereotipado’ e uma relacdo negativa com o nimero de ovos. Concluimos que a
infeccdo com S. mansoni afeta o comportamento locomotor e reprodutivo de B.
glabrata. O numero de cercéarias eliminadas estd diretamente associado com a
reducao/interrup¢ao na postura de ovos e com um aumento no movimento aleatorio.

Palavras-chave: Comportamento, Biomphalaria glabrata, Schistosoma mansoni
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Changes in the locomotory and reproductive behavior ofBiomphalaria glabrata
infected bySchistosoma mansoni

ABSTRACT

The infection and development of a parasite may cause physiological, morphological
and behavioral changes in its host. Changes in the locomotory activity of a host induced
by their parasites may also influence the life-cycles of both host and parasite in the
environment. The aim of the present work was to evaluate the locomotory activities of
Biomphalaria glabrata before and after an experimental infection with
Schistosomamansoni relating to the shedding of cercaria. In addition, the reproductive
parameters of infected B. glabrata were analyzed during the prepatent and patent
periods of the infection. The locomotory activity was recorded using an image analysis
biomonitoring system based on a Videomex V®. Five parameters were analyzed:
‘Distance traveled’, ‘Ambulatory time’, ‘Stereotypic time’, ‘Resting time’ and ‘Average
speed’. The number

of shed cercariae was counted twice at 45 and 52 days post-infection. The reproductive
parameters of infected B. glabrata analyzed were the numbers of egg masses, eggs and
hatched snails. All statistical analyses were performed using the R program. Of the 69
snails infected with S. mansoni, 33 (47.8%) shed cercariae (‘positive’) and 36 (52.2%)
(‘exposed’) failed to exhibit any cercarial shedding prior to the end of the experiment.
The locomotory activity of the all snails increased significantly after infection with S.
mansoni. However, when the ‘positive’ and ‘exposed’ snails were compared, the
former, shedding cercariae, were less motile. With regard to reproduction, 84.8%
(28/33) of the ‘positive’ and 27.7% (10/36) of the ‘exposed’ snails failed to lay egg
masses during patent period. The number of cercariae individually shed by each
‘positive’ snail presented a positive relation with ‘Stereotypic time’ and a negative
relation with egg laying. Our findingshighlight the way in which infection with S.
mansoni affects the locomotory and the reproductive behavior of B. glabrata. The
number of cercariae shed is directly associated with the reduction/interruption in egg-
laying and with an increase in random movement.

Keywords: Behavior, Biomphalaria glabrata, Schistosoma mansoni
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2.1- INTRODUCAO

Alteracdes fenotipicas, fisiologicas, comportamentais e morfologicas tém sido
descritas para Biomphalaria glabrata (Say 1818), principal hospedeiro intermediario de
Schistosoma mansoni Sambon, 1907 no Brasil, em relacéo a diferentes situacdes, como
infecgdo parasitéria, fome eestivacdo (FARO et al., 2013.;MELLO-SILVA et al., 2010,
2011).

Mudangas na atividade locomotora de B. glabrata infectada com S. mansoni
foram estudados por varios autores, incluindo movimentos em relagdo a varios
estimulos, tais como a luz, profundidade e utilizacdo de moluscicidas (JURBERG et al.,
1987, 1988, 1995; PIERI & JURBERG, 1981; SARQUIS et al., 1998). Boissier et al.
(2003) relataram que moluscos ndo infectados se movem por distancias maiores, séo
mais rapidos e apresentam periodos mais curtos de repouso em comparacdo aos
moluscos infectados. Estes autores mostraram também, em um experimento especifico
de atracdo que moluscos infectados atraem outros moluscos infectados e nao infectados,
promovendo agregagdo, sugerindo, assim, que este comportamento possa aumentar a
transmisséo do parasito.

Com relacdo aos parametros reprodutivos, Faro et al. (2013) realizando um
estudo completo do processo de castracdo parasitaria em B. glabrata infectada com S.
mansoni. Durante o periodo patente, observaram que a atividade reprodutiva foi
regulada direta e indiretamente pelas variagdes bioquimicas e histopatologicas causadas
pela fase de desenvolvimento do trematddeo. No entanto, a castracdo parasitaria ndo se
correlacionou com a carga parasitaria ou com parametros locomotores. Experimentos
que associam atividade reprodutiva e locomotora utilizando o modelo
Biomphalaria/Schistosoma ainda ndo foram descritos. Entdo estes sdo importantes para
elucidar a influéncia da infeccdo de S. mansoni no comportamento do hospedeiro
intermediario e seus possiveis efeitos sobre a transmissao do parasito.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade locomotora de B. glabrata
usando um sistema de biomonitoramento por analise de imagem antes e depois da
infecgdo experimental com S. mansoni, relacionando com a eliminacdo de cercarias.
Além disso, os parametros reprodutivos de B. glabrata infectadas foram analisados
durante os periodos pré-patente e patente da infeccéo.

2.2- MATERIAL E METODOS
2.2.1- Nota ética
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica-Animal da Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ CEUA-LW-19/13), de acordo com as orientacbes do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
2.2.2- Infeccao experimental
Oitenta espécimes de Biomphalaria glabrata (linhagem procedente de Belo

Horizonte -BH) nascidas e criadas em laboratério, pesando 0,10-0,27 g, com diametro
de 8-12 mm e aproximadamente 6 meses de idade foram usadas no experimento. Os

32



moluscos foram alimentados com folhas de alface frescas (Lactuca sativa L.) trés vezes
por semana, mas ndo foram alimentados durante as 12 horas anteriores a analise de
video. Os moluscos foram mantidos individualmente em béqueres numeradoscom
capacidade de 100 ml,contendo agua desclorada e temperatura controlada(25 °C + 2 °C)
ao longo do experimento. A &gua foi substituida semanalmente. Cada molusco foi
exposto individualmente a 8-10 miracidios de S. mansoni (linhagem procedente de Belo
Horizonte -BH) obtidos a partir de infeccdo experimental em camundongos "Swiss"
comidade entre 4-6 semanas de acordo com a técnica descrita por Fernandez et al.
(2008). Apos 5 semanas, os moluscos foram individualmente expostos a luz durante
uma hora, em tubos de ensaio com 5 ml de &gua desclorada, a fim de verificar a
existéncia de cercarias. O numero de cercarias eliminadas por molusco foi contado em
dois momentos: 45 e 52 dias apés a infeccdo utilizando-se trés aliquotas de 0,5 ml de
cada frasco. A cercérias foram dispostas em placas de vidro, coradas com lugol e
contadas usando microscopio estereoscopico. O numero total de cercarias eliminadas
por moluscos em cada frasco foi estimado com base no nimero médio de cercérias
contadas a partir das trés aliquotas.

2.2.3- Atividade locomotora

O sistema de biomonitoramento por anélise de imagem foi baseado no uso do
Videomex V® (Columbus Instruments, Ohio, EUA) utilizando o programa Travelled
Distance of Multiple Objects (MAGALHAES et al., 2007; SANTOS et al., 2011). O
instrumento inclui uma cabine de acrilico utilizada para as gravacoes, onde se localiza
uma camera de video analdgica, com iluminagdo suave. No interior da cabine ha um
aquario de vidro opaco (35 x 35 x 25 cm) com capacidade para 30 litros. Esse possui 4
caixas de acrilico opaco (9,5 x 5,5 x 2 cm cada) com furos de 3mm, onde 0s moluscos
sdo mantidos individualmente durante o experimento. Os moluscos sdo mantidos em
agua desclorada e filtrada com controle de temperatura (23,0 = 1,0 °C) e pH (6,8 £ 1,0).

O biomonitoramento dos moluscos pelo sistema ocorreu duas vezes durante o
experimento: antes da infeccdo experimental pelo S. mansoni (grupo controle) e os
mesmos individuos foram analisados novamente 40 dias ap6s a infeccdo. As analises da
atividade locomotora dos mesmos moluscos sdo essenciais para reduzir os riscos de
alteracbes individuais, principalmente as relacionadas ao comportamento. Assim,
analisamos individualmente os mesmos moluscos antes da infecgdo, com movimento
normal e sem qualquer agente estressor e depois da infecgdo com S. mansoni durante o
periodo patente. Elucidamos que os moluscos tinham a mesma idade, peso semelhante,
mesmo estado nutricional e submetidos a mesma pressao de infeccéo.

Moluscos infectados que ndo eliminaram cercarias foram chamados de
‘expostos’ e os que eliminaram cercarias denominados de ‘positivos’. Cada experimento
teve a duracédo de 1 hora e 20 minutos, com os primeiros 20 minutos de aclimatacao e 1
hora posterior de gravacdo de video com 60 intervalos de 1 minuto cada. A cada
intervalo foram analisados 5 parametros da atividade locomotora usados para analise
estatistica: Distancia percorrida que é a distancia total em mm percorrida pelo molusco
durante o intervalo, Tempo ambulatorial que € o nimero total em segundos durante o
intervalo que o molusco gasta se deslocando, Tempo estereotipado, sendo o tempo total
em segundos que o molusco realiza alguma atividade que ndo seja deslocamento,
Tempo de repouso que significa o nimero total de segundos durante um intervalo que o
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molusco ndo realiza movimentos e velocidade média que é o resultado da distancia
percorrida dividida pelo tempo ambulatorial.

2.2.4- Parametros reprodutivos

Os parametros reprodutivos de Biomphalaria glabrata infectada analisados
foram fecundidade (nimero de massas ovigeras e numero de ovos por molusco) e
fertilidade (moluscos eclodidos por ovos) sendo contabilizados de acordo com Mello-
Silva et al. (2007) durante o periodo de 9 semanas apos a infeccdo.

2.2.5- Anélise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa R (R
Development Core Team 2014). A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para
determinar a diferenca entre os pesos dos grupos de molusco (controle x exposto X
positivo). Os dados de peso dos moluscos analisados pela ANOVA tinham pressuposto
paramétrico (teste de Shapiro-Wilks: W=0,98, p=0,15). Foi utilizado o Modelo Linear
Generalizado (MLG) para estimar a associacdo entre o numerototal de cercarias
eliminadas por moluscos e as seguintes varidveis: peso, valor de cada parametro da
atividade locomotora, numero total de massas ovigeras, numero total de ovos e nimero
total de caramujos eclodidos. O teste do qui-quadrado foi utilizado para investigar o
namero de ovos viadveis dos moluscos positivos e expostos durante os periodos pré-
patente e patente da infecgéo.

Usou-se a Equacdo de Estimativa Generalizada (EEG) para avaliar a atividade
locomotora do molusco, antes e depois da infeccdo e para andlise dos parametros
reprodutivos dos moluscos expostos e positivos. O modelo 1, onde foram observados o
nimero de massas ovigeras, ovos e caramujos eclodidos como uma variavel resposta. O
MLG foi utilizado para calcular as diferencas nos parametros reprodutivos de cada
amostra durante cada semana da infeccao.

Para analisar a atividade locomotora antes e depois da exposi¢do aos miracidios,
foi utilizado 0 modelo 2, que utiliza cada parametro da atividade locomotora como uma
variavel resposta. Assim, analisamos as diferencas nos parametros de locomocéao dos
moluscos dos grupos controle, positivos e expostos e a interacdo do peso sobre a
atividade locomotora. Ambos os modelos foram ajustados para controlar o excesso de
dispersdo. Os testes estatisticos apresentaram o nivel de significancia de 5%.

2.3- RESULTADOS

A primeira analise pelo sistema de biomonitoramento foi realizada com 80
moluscos ndo infectados, logo em seguida, foram expostos individualmente a
miracidios de S. mansoni. Antes da exposicdo, estes moluscos foram pesados. Onze
moluscos (13,8%) morreram apoés a infecgdo. Os 69 restantes (86,2%), apos 45 dias de
infeccdo, foram novamente pesados e verificados quanto a eliminagdo de cercérias.
Trinta e trés caramujos (47,8%) eliminaram cercérias e foram chamados de positivos.
Estes pesaram em média 0,18g, sendo o intervalo entre 0,12-0,27g. Trinta e seis
moluscos (52,2%) nao eliminaram cercérias até a nona semana pés-infecgdo, sendo o
grupo exposto. A média de peso destes caramujos foi de 0,17 e o intervalo entre 0,10-
0,24g. O peso médio do grupo considerado controle composto pelos 69 moluscos nédo
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expostos que, posteriormente, sobreviveram a infeccdo foi de 0,18 com intervalo entre
0,11-0,27g. A analise de variancia ndo indicou qualquer diferenca entre os pesos de
todos os moluscos (F =1,03, p =0,35). O peso néo influenciou na atividade locomotora
dos moluscos de acordo com a analise de EEG.

No que diz respeito a reproducdo, 84,8% (28/33) dos moluscos positivos e
27,7% (10/36) dos expostos nao colocaram massas ovigeras durante o periodo patente
(teste do qui-quadrado: X 2 = 5,67, p <0,05). Dos moluscos positivos, 0s nimeros
médios de massas ovigeras, ovos e caramujos eclodidos foram de 1,4, 10,5 e 4,2,
respectivamente. Dos moluscos expostos, 0s nUmeros médios para 0S Mesmos
parametros foram de 1,9, 13,6 e 4,8, respectivamente. As andlises das EEG mostraram
uma reducéo significativa de todos os parametros de reproducdo de todos oS grupos,
durante o periodo de infeccdo (Tabela 1).

Os moluscos positivos reduziram significativamente o nimero total de massas
ovigeras em comparacao com o0s expostos (-28,8%) (estimativa = -0,52; Wald = 4,36; p
<0,05). Embora tenha havido uma redu¢do no numero de ovos produzidos (-27,0%)
(estimativa = 0,10; Wald = 0,55; p> 0,05) e moluscos eclodidos (-20,1%) (estimativa = -
0,21; Wald = 0,45; p> 0,05) eles ndo foram significativos.E interessante que os dados
semanais demonstraram gque os moluscos positivos tiveram um decréscimo de massas
ovigeras e ovos no inicio (até a terceira semana de infeccdo), mas em relacdo a eclosdo
este foi estendido até a quarta semana. Apos este periodo, todos os valores meédios
tornaram-se estaveis até o final do experimento. Da mesma forma, 0s moluscos
expostos mostraram uma diminuicdo significativa no nimero de massas ovigeras, 0vos
produzidos e moluscos eclodidos, até a quarta semana, posteriormente, estes parametros
se mantiveram estaveis (Fig. 1-3) .

Tabela 1. Avaliacdo dos parametros reprodutivos dos caramujos positivos e
expostos em relacdo ao numero de massas ovigeras, OvOS e caramujos
eclodidos ao longo de nove semanas.

Estimativa Wald p-valor
N° de massas ovigeras
Positivo -0,76 18,57 <0,05
Exposto -0,40 16,04 <0,05
Ovos
Positivo -0,47 12,4 <0,05
Exposto -0,38 15,1 <0,05
Caramujos eclodidos
Positivo -0,31 3,06 <0,05
Expostos -0,27 7,47 <0,05
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A atividade locomotora de cada individuo de Biomphalaria glabrata foi avaliada
pela EEG antes e depois da infeccdo experimental. Em geral, todos os caramujos
infectados (expostos e positivos) aumentaram significativamente a atividade locomotora
e diminuiram seu tempo de repouso, em comparacao aos ndo expostos (grupo controle).
Os valores médios dos parametros locomotores dos caramujos ndo expostos (controle)
foram: Disténcia percorrida 2,9 (x 8,8) mm, Tempo ambulatorial 4,3 (+ 5,6) segundos,
Tempo estereotipado 22,6 (+ 14,9) seg, Tempo de repouso de 30,5 (x 18,2) segundos e
Velocidade média de 0,35 (= 0,5) mm/seg. Os moluscos expostos possuem valores
médios de Distancia percorrida 3,9 (x 8,8) mm, Tempo ambulatorial 6,1 (£ 5,4)
segundos, Tempo estereotipado 27,6 (£ 12,6) segundos, Tempo de repouso de 21,1 (+
13,1) segundos e Velocidade média de 0,4 (x 0,4) mm/seg. Os moluscos positivos
apresentam os seguintes valores médios de Distancia percorrida 2,8 (£ 5) mm, Tempo
de ambulatorial 5,3 (x 4,3) segundos, Tempo estereotipado 28,5 (£ 11,7) segundos,
Tempo de repouso de 23,5 (+ 13,2) segundos e Velocidade média de 0,4 (+ 0,3) mm /
seg.

A comparagdo entre 0s moluscos ndo-expostos e expostos mostrou que estes
ultimos exibiram um aumento na sua Distancia percorrida (estimativa = 0,46, Wald:
4,06, p <0,05), Tempo ambulatorial (estimativa = 0,59, Wald: 4,24, p <0,05), 0 Tempo
estereotipado (estimativa = 0,50; Wald: 3,15, p <0,05) e Velocidade média (estimativa =
0,12; Wald: 3,66; p <0,05), mas uma diminui¢do no seu Tempo de repouso (estimativa
=-0,42; Wald: 4,15; p <0,05). Da mesma forma, comparando os moluscos ndo-expostos
e positivos, estes ultimos apresentaram um aumento significativo em sua Distancia
percorrida (estimativa = 0,34; Wald: 3,04; p <0,05), Tempo ambulatorial (estimativa =
0,51; Wald: 3,69; p <0,05), o Tempo estereotipado (estimativa = 0,62; Wald: 4,39, p
<0,05) e Velocidade média (estimativa = 0,09; Wald: 3,17; p <0,05), mas tiveram uma
diminuicdo do seu Tempo de repouso (estimativa = -0,19, Wald: 2,75, p <0,05).

N&o foram encontradas diferencas entre 0s moluscos positivos e 0s expostos em
relacdo a Distancia percorrida (estimativa: 0,12; Wald: 1,16; p> 0,05), Tempo
ambulatorial (estimativa = 0,07; Wald: 0,62; p> 0,05), Tempo estereotipado (estimativa:
0,12; Wald: 1,06, p> 0,05) e Velocidade média (estimativa: 0,02, Wald: 0,90, p> 0,05),
com excecdo do Tempo de repouso, o que foi significativamente maior para 0s
moluscos positivos (estimativa: 0,22; Wald: 2,33; p <0,05) (Fig. 4-8).

Apo0s duas triagens da infeccdo, realizadas entre 45-52 dias apés a infecgdo, o
numero medio de cercérias foi de 207. N&o houve diferenca significativa no nimero de
cercarias eliminadas em relacdo a Distancia percorrida, Tempo ambulatorial,
Velocidade média ou Tempo de repouso. No entanto, uma relagdo positiva foi
encontrada para o Tempo estereotipado (estimativa = 0,15; Wald = 2,75; p = 0,01).

Avaliamos o0 numero de cercérias eliminadas associando aosparametros de
reproducdo do molusco, o nimero de ovos mostrou uma relagéo negativa (estimativa = -
0,01; Wald = 2,35; p = 0,02) ndo houve relacdo significativa com o numero de massa
ovigeras e  moluscos  eclodidos  (todos p> 0,05) (Fig.  9-10).
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Fig. 1. Semanas de analises dos parametros reprodutivos de Biomphalaria glabrata infectada com Schistosoma mansoni. Massas ovigeras
(média).
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Semanas de analises dos parametros reprodutivos de Biomphalaria glabrata infectada com Schistosoma mansoni. Ovos (média).
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Fig. 3. Semanas de andlises dos parametros reprodutivos de Biomphalaria glabrata infectada com Schistosoma mansoni. Moluscos eclodidos
(média).
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Fig. 10. Correlacdo entre o nimero de ovos do grupo positivo de Biomphalaria glabrata e o ndmero de cercarias eliminadas.
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2.4- DISCUSSAO

Os parasitos, de um modo geral, sdo conhecidos por terem evoluido na
capacidade de modular o comportamento dos seus hospedeiros, a fim de melhorar o seu
sucesso  reprodutivo (MOORE, 2002). Eles podem induzir fenémenos
multidimensionais, como mudancas comportamentais, morfologicas e fisiologicas
(POULIN, 2010, 2013; POULIN & THOMAS, 2008). A presente andlise avalia pela
primeira vez os parametros reprodutivos B. glabrata associando com a atividade
locomotora e a influéncia da infeccdo por S. mansoni, que proporciona uma nova
percepcao da relacdo parasito-hospedeiro sobre a influéncia de S. mansoni.

O sistema de biomonitoramento de andlise de imagem tem sido usado para

entender o comportamento de diferentes hospedeiros de helmintos parasitos. Santos et
al. (2013) utilizaram a mesma metodologia (Videomex V®) para estudar a atividade
locomotora do molusco de agua doce Melanoides tuberculatus (Mdaller 1774),
comparando um grupo livre de infeccdo com outros parasitadospelo trematddeo
Centrocestus formosanus (Nishigori 1924). Estes autores mostraram que 0s moluscos
infectados, possuem uma reducéo e irregularidade em seus movimentos, sugerindo que
0s moluscos com menos motilidade poderiam influenciar o ciclo de vida de C.
formosanus, concentrando a eliminacdo de cercéarias em uma &rea mais restrita. Este
sistema de biomonitoramento também foi testado usando peixes infectados com
metacercérias, o que resultou em uma diminuicdo significativa no comportamento de
natacdo dos peixes correlacionados com a intensidade parasitaria, sugerindo uma
possivel perturbacdo na relacdo predador-presa no ambiente natural (SANTOS &
SANTOS, 2013). O sistema de biomonitoramento por analise de imagem baseado no
Videomex V® é usado pela primeira vez neste estudo para avaliar a atividade
locomotora de B. glabrata, onde se demonstra claramente os efeitos da infeccdo pelo
tremat6deo S. mansoni.
Boissier et al. (2003) realizaram um estudo comparativo do comportamento de B.
glabrata ndo infectada em comparagdo com infectada por S. mansoni usando um
aquario com o fundo dividido em centimetros. Os autores observaram 0s movimentos
dos moluscos individualmente durante 15 minutos, utilizando o aparelho de Y-maze.
Baseado exclusivamente em observacdes visuais mostraram que 0s moluscos
inicialmente infectados se movimentavam menos que os ndo infectados. No entanto, a
atividade locomotora e o comportamento de repouso dos moluscos ndo puderam ser
medidos comprecisdo e poderia ser influenciado pela taxa de metabolismo de cada
individuo, um fator que nao foi levado em consideragdo. No entanto, eles observaram
um “"comportamento de agregacdo”, onde ambos o0s caramujos: ndo infectados e
infectados foram atraidos por moluscos infectados em laboratério e, possivelmente,
essas mesmas condigdes poderiam ocorrer em campo, como relatado por Sire et al.
(1999). Seguindo El-Ansary e Al-Daihan (2006), verifica-se que uma redugdo da
atividade locomotora de moluscos Biomphalaria poderia estar associada com uma
diminuigdo no metabolismo.

AlteragOes no metabolismo de B. glabrata infectados com S. mansoni tem sido
relatada por Becker (1980, 1983), os moluscos mobilizam a reserva de glicogénio na
glandula digestiva para a hemolinfa durante o periodo patente da infec¢éo (periodo de
eliminacdo de cercarias). Esta mobilizacdo também foi observada em moluscos
expostos a moluscicidas como Euphorbia milii (MELLO-SILVA et al., 2010, 2011).
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Estes processos promovem a aceleragcdo do metabolismo, que pode aumentar a atividade
locomotora do molusco, tal como observado em nosso experimento.

A reducdo nos parametros reprodutivos de B. glabrata observados no presente
estudo ocorreu em ambos 0s grupos de moluscos: expostos e positivos, mas neste
ultimo foram mais acentuados. Isto significa que ambos 0s grupos estavam sob estresse
causado pela infeccdo, mas esta foi mais intensa nos positivos devido ao sucesso na
eliminag&o de cercérias. Assim, 0 maior nimero de cercarias estd diretamente associada
com a reducdo ou mesmo a interrupcao total da producdo de ovos. Faro et al. (2013)
também relataram a interrupcdo na postura de ovos de B. glabrata durante o periodo
patente e mostrou que ele foi causado por uma diminui¢do dos recursos energéticos e
alteraces morfoldgicas principalmente no ovoteste dos moluscos.

A comparacdo entre a atividade locomotora de moluscos infectados (exposto e
positivo) e do grupo controle, embora medido em milimetros por segundo, mostraram
um aumento no deslocamento (Distancia percorrida), durante um periodo mais longo
(Tempo ambulatorial) e uma maior velocidade (Velocidade média), juntamente com
movimentos aleatorios aprimorados (Tempo estereotipado). Consequentemente, 0S
moluscos infectados diminuiram seu Tempo de repouso. A posterior comparacdo entre
0s moluscos positivos e 0s expostos mostrou que ndo houve diferenca significativa para
a maioria dos parametros em termos de atividade locomotora. Entretanto, o Tempo de
repouso foi significativamente maior nos animais positivos, levando-nos, portanto, a
inferir que a pressdo da infecgdo, juntamente com a eliminagdo de cercarias tornou os
moluscos positivos menos moveis do que os expostos. No que diz respeito ao numero
de cercarias pelos positivos, houve uma correlagdo positiva com o Tempo estereotipado,
indicando um movimento perturbador que néo representa um real deslocamento (Tempo
ambulatorial). Podemos sugerir que a eliminacdo de cercéarias pode causar um
desconforto. Nossos resultados, com base na analise de biomonitoramento, mostraram
que, ao contrario de outros estudos (BOISSIER et al., 2003; EL-ANSARY e AL-
DAIHAN, 2006), caramujos infectados deslocaram mais do que o grupo controle e
moluscos que eliminam cercérias tendem a ser menos mdveis do que 0s que nao
eliminaram.

Conclui-se que a infeccdo por S. mansoni afeta 0 comportamento locomotor e
reprodutivo de B. glabrata. Além disso, o numero de cercarias eliminadas esta
diretamente associado a reducdo/interrupcdo da oviposicdo e do aumento nos
movimentos aleatorios.
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3- CAPITULO 11

Resposta Comportamental de Biomphalaria glabrataexposta a
concentracéo subletal (CLso) do latex de Euphorbia milii var. hislopii
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Resposta Comportamental de Biomphalaria glabrataexposta a concentragdo
subletal (CLso) do latex de Euphorbia milii var. hislopii

RESUMO

Estudos toxicologicos utilizando moluscos de agua doce tém sido realizados com
diferentes produtos dissolvidos na dgua, como moluscicidas aplicados no controle de
moluscos hospedeiros intermediarios da esquistossomose mansénica. Assim, neste
presente trabalho foram verificadas alteracbes nos parametros locomotores e
reprodutivos de Biomphalaria glabrata expostas a concentragdo subletal (CLso - 0,53
mg/L) do latex de Euphorbia milii var. hislopii. Noventa e seis exemplares de
Biomphalaria glabrata (cepa BH) foram expostos individualmente a CLso do latex de
E.milii durante 24 horas. Os moluscos foram avaliados quanto aos parametros
locomotores e reprodutivos. Em relacdo aos aspectos locomotores, os espécimes foram
submetidos ao biomonitoramento por analise de imagens (Videomex V®) para registro
dos seguintes pardmetros: Distancia percorrida, Tempo em repouso, Tempo
estereotipado, Tempo ambulatorial e Velocidade média em diferentes momentos: antes
da exposicdo (grupo controle), 1 dia pds exposicdo (grupo 1 d.p.e.) e 30 dias pds
exposicdo (grupo 30 d.p.e.). As massas ovigeras, ovos e moluscos eclodidos foram
contabilizados semanalmente durante 10 semanas, sendo cinco antes da exposicéo e
cinco apés a mesma. Como resultados, observamos um decréscimo significativo (p-
value<0,05) de todas as atividades locomotoras dos moluscos do grupo 1 d.p.e. em
comparacdo ao controle. N&o houve diferenca significativa entre os grupos controle e o
30 d.p.e. Comparando os grupos p6s exposicdo (1 dia e 30 dias), foi observado uma
reducdo na atividade locomotora do grupo 1 d.p.e. Em relacdo aos parametros
reprodutivos, a relacdo ovos/massa ovigera diminuiu na semana seguinte a exposicao (62
semana) enquanto houve aumento na taxa de eclosdo. Apos trinta dias, estes parametros
reprodutivos foram similares aos observados nestes mesmos moluscos antes da
exposi¢do. Houve, no entanto, reducdo no nimero de moluscos eclodidos apoés a
exposicao até o final do experimento (10% semana). Conclui-se que o latex de E.milii
influencia diretamente os padrdes locomotores e reprodutivos de B. glabrata,
principalmente na primeira semana ap0s a exposicdo, mas ha recuperagdo dos
pardmetros locomotores e reprodutivos apds 30 dias de exposicao.

Palavras-chave: Comportamento, ambiente limnico, Mollusca.
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Behavioral response of Biomphalaria glabrataexposed to subletal concentration
(CLso) ofEuphorbia milii var. hislopii latex

ABSTRACT

Toxicological studies using freshwater mollusks have been realized with different
products dissolved in freshwater, as molluscicides applied in control of intermediate
hosts of schistosomiasis. In this study were verified changes in locomotor and
reproductive parameters of Biomphalaria glabrata exposed to sublethal concentration
(LCs0 - 0.53 mg / L) of the Euphorbia milii var. hislopii latex. Ninety-six Biomphalaria
glabrata (BH strain) were individually exposed to E.milii latex LCso for 24 hours. The
snails were evaluated in relation to locomotory and reproductive parameters. Regarding
locomotory aspects, the specimens were submitted to biomonitoring for image analysis
(Videomex V®) and recorded the following parameters: Distance traveled, Resting
time, Stereotypical time, Ambulatory time and Average speed at different times: before
exposure (control group), one day after exposure (group 1 d.p.e.) and 30 days after
exposure (group 30 d.p.e.). Eggs masses, eggs and hatched mollusks were recorded
weekly for 10 weeks, five before the exposition and five after. As a result, we observed
a significant decrease (p-value <0.05) of all locomotory activities of the group of 1
d.p.e. snails comparing to the control group. There was no significant difference
between the control group and 30 d.p.e. snails group. Comparing the post-exposure
groups (1 day and 30 days) was observed a reduction in locomotory activity in 1 d.p.e.
snails group.In relation of reproductive parameters, the eggs /eggs masses ratio
decreased at the following week after exposure (6 weeks) while there was an increase in
the hatching rate. After thirty days, these reproductive parameters were similar to those
observed in these same mollusks before exposure. However, the number of hatched
mollusks reduced after exposure until the end of the experiment (10 weeks). We
conclude that the E.milii latex directly influences the locomotory and reproductive
parameters of the B. glabrata,mainly in the first week after the exposition, but there is
recovery of locomotory and reproductive parameters after 30 days of exposure.

Keywords: Behavior, freshwater environments, Mollusca.
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3.1- INTRODUCAO

A integridade ecoldgica dos ecossistemas, principalmente os de dgua doce, tem
sido ameacada, devido ao aumento de dejetos organicos e inorganicos, catastrofes
ambientais e mudancas climaticas que afetam direta e indiretamente a sobrevivéncia da
biodiversidade limnica (CHAPIN et al., 2000; LIMA et al., 2001; GALVAO, 2011). Os
organismos aquéticos tém sofrido com as alteracGes fisicas e quimicas do ambiente
limnico, devido a diversos contaminantes, desde dejetos organicos até a bioacumulacéo
de metais pesados, interferindo nos padrdes das relagdes troficas, em decorréncia do
fluxo de energia e biomassa. Por consequéncia, 0s organismos aquaticos tém sido
utilizados como bioindicadores de contaminagio ambiental (EATON, 2003; ABILIO et
al., 2007; QUEIROZ et al., 2008).

Dentre 0s organismos aquaticos limnicos, destacam-se 0os moluscos, que sdo
macroinvertebrados bentdnicos, utilizados em programas de biomonitoramento, ocupam
niveis troficos intermediérios e atuam como elos fundamentais da cadeia alimentar
(BODE et al., 2002; ABILIO et al., 2007). Neste taxon, os bivalves e gastropodes tém
sido utilizados como bioindicadores da qualidade da agua, devido a absor¢do da mesma
pelo tegumento, pela entrada e saida constante de agua pelas correntes inalantes e
exalantes e por terem altamente conservado o controle e regulacéo destas vias.

Produtos dissolvidos na agua tem sido alvo de estudos toxicologicos utilizando
diversos moluscos de agua doce (OMS, 1999), pois apesar de serem tolerantes a
poluicdo por material organico como fezes, sdo vulneraveis a outros poluentes mesmo
em baixas concentragcdes (OLIVEIRA-FILHO & PAUMGARTTER, 1997; BODE et
al., 2002). O gastropode pulmonado Biomphalaria glabrata tem sido utilizado como
modelo para estes estudos, pois apresenta ampla distribuicdo geogréfica em diferentes
ecotopos (CARVALHO et al., 2008), abundancia numérica por ser um estrategista R
(ODUM & BARRET, 2007), mobilidade limitada, ciclo de vida longo
(aproximadamente um ano em condic¢des naturais), facil manutencdo em condicGes
laboratoriais, sendo utilizado em pesquisas experimentais (HELLAWELL, 1986;
BICUDO & BICUDO, 2004; QUEIROZ et al., 2008). E também a principal espécie que
atua como hospedeiro intermediario de Schistosoma mansoni no Brasil, causador da
Esquistossomose mansonica, principal doenca helmintica no mundo (HOTEZ et al.,
2009).

Compostos quimicos de origem sintética e natural, que sdo veiculados na agua
para o controle de moluscos sdo considerados fatores de estresse para os mesmos. O
composto quimico mais utilizado em campanhas para o controle da transmissao da
esquistossomose € a Niclosamida, comercializada como Bayluscide®. Este produto
provoca alta mortalidade de peixes, entre outros organismos ndo alvos e possui efeito
carcinogénico e genotdxico para mamiferos (VEGA et al., 1988). Devido ao impacto
deste produto no ambiente, seu uso é preconizado pelo Ministério do Meio Ambiente
apenas para areas de alta taxa de prevaléncia (MMA, 2006).

Na busca de compostos eficientes para o controle de moluscos, que sejam
naturais, biodegradaveis, de baixo custo, especificos e ndo toxicos aos demais
organismos da biota, diversos estudos foram realizados, surgindo nos anos 1980, o latex
de Euphorbiamilii var. hislopii. Atualmente, a literatura apresenta mais de 50 artigos
especificos para este produto, demonstrando sua eficiéncia no controle de moluscos em
concentracdes letais menores que 5,0 mg/L (MELLO-SILVA et al., 2006, MELLO-
SILVA et al., 2011; LIMA et al., 2012). Apresenta fotodegradacdo ao longo de trinta
dias (SCHALL et al., 1992; OLIVEIRA-FILHO & PAUMGARTTEN, 1997) e nédo
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possui efeito carcinogénico, mutagénico e embriotdxico para mamiferos nas
concentracdes letais para moluscos (VASCONCELLOS & AMORIM, 2003). Além
disso, reduzem significativamente a eliminagdo de larvas de S. mansoni nos recursos
hidricos pelos moluscos, podendo ser utilizada como produto natural para o controle da
esquistossomose (AUGUSTO et al., 2015).

Apesar da biodegradabilidade do latex de Euphorbiamiliivar. hislopii e de sua
importancia epidemioldgica, aspectos importantes da acdo toxica do produto como as
atividades locomotoras e as disfuncdes reprodutivas para os moluscos aquaticos ainda
n&o tinham sido observadas, sendo o objeto de estudo do presente trabalho.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1- Nota ética

Esta pesquisa foi aprovada pelo comitéde ética animal da Fundacéo Oswaldo Cruz
(CEUA/IOC 016/2015), de acordo com as recomendacdes do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA).

3.2.2.-Coleta e liofilizacio do latex deEuphorbiamilii

A coleta do latex de E.miliifoi realizada na localidade llha do Governador
(22°48°09°°S/ 43°12°35”"W), no dia 04 de maio de 2015, Rio de Janeiro, Brasil. A
preparacdo de solucdo aquosa e a determinacdo da concentracdo subletal (Clso)
seguiram os procedimentos descritos por Vasconcellos e Amorim (2003). A CLso foi
determinada em 0,53 mg/L neste experimento. Foram liofilizados 5mL de amostras do
latex in natura de acordo com Augusto et al. (2016), dois dias ap6s a coleta.

3.2.3 Manutencdo e exposicdo deBiomphalariaglabrataao  latex
deEuphorbiamilii

Para a realizacdo do experimento foram usados 96 espécimes de B. glabrata
(linhagem procedente da Lagoa da Pampulha/Belo Horizonte-BH) com seis meses de
vida, criadas em condicdes laboratoriais e cedidas pelo Laboratorio de Esquistossomose
(DCB/ENSP/Fiocruz). Os espécimes apresentaram peso total que variou de 0,10 a 0,27g
e 8-12 mmde didmetros de concha. A manutencdo dos moluscos e 0s experimentos
foram realizados no Laboratério de Avaliacdo e Promocgdo da Salde Ambiental
(LAPSA/ 10C/Fiocruz). Os moluscos foram mantidos individualmente em béqueres de
100 ml com &gua desclorada, que foi substituida semanalmente. Pedacos de isopor
foram colocados na &gua para a postura dos ovos e substituidos semanalmente. A
temperatura foi mantida na faixa de 25 a 28°C. Os moluscos foram alimentados
diariamente com folhas de alface frescas (Lactuca sativa L.), exceto no dia de exposi¢do
ao latex de E. milii var. hislopiie das analises das atividades locomotoras.

Os espécimes de B. glabrata foram expostos individualmente a concentracao
subletal (CLso - 0,53 mg/L) do latex de E. miliipor um periodo de 24 horas. Placas de
isopor contendo furos foram colocadas sobre a solucdo para impedir o escape dos
moluscos. Apoés este periodo, os especimes foram retirados da solucéo contendo latex e
colocados novamente em agua desclorada para analises posteriores.
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3.2.4. Atividade locomotora de Biomphalaria glabrata

Para analise da atividade locomotora dos moluscos antes e ap0s a exposicdo ao
latex liofilizado de E. milii var. hislopii foi utilizado um sistema de biomonitoramento
por analise de imagens, Videomex V® (Columbus Instruments, Ohio, EUA) de acordo
com o descrito por Alberto-Silva et al. (2015).

As analises pelo sistema de biomonitoramento foram realizadas com 0s mesmos
animais e ocorreram em trés momentos durante o experimento: antes da exposicéo
(grupo controle), 1dia pos exposicao (grupo 1 d.p.e.) e 30 dias pds exposicao (grupo 30
d.p.e.). Cada analise pelo Videomex V® teve duragdo de 1 hora e 20 minutos, com 0s
primeiros 20 minutos de aclimatacdo e 1 hora de gravacdo de video com 60 intervalos
de 1 minuto cada. A cada intervalo foram analisados 5 parametros: Distancia percorrida,
Tempo ambulatorial, Tempo estereotipado, Tempo de repouso e Velocidade média
segundo Alberto-Silva et al. (2015).

3.2.5. Parametros reprodutivos de Biomphalaria glabrata

Foram analisados 0s seguintes parametros reprodutivos por molusco: nimero
total de massas ovigeras, numero total de ovos, nimero de ovos por massa ovigera,
namero de moluscos eclodidos e taxa de eclodibilidade. A contagem foi realizada
semanalmente, cinco semanas antes da exposicdo ao latex (grupo controle) e cinco
semanas apds a exposicdo (grupos 1 d.p.e. e 30 d.p.e.). Todos os parametros foram
analisados com o auxilio de microscopio estereoscopio. As placas de isopor contendo as
massas ovigeras e seus respectivos ovos foram transferidas para placas de Petri
devidamente identificadas com a data da oviposi¢do, contendo agua desclorada do
recipiente de origem, a fim de verificar a eclosdo dos moluscos. A eclodibilidade dos
moluscos foi observada 15 dias ap0s a data de separacdo das massas ovigeras, conforme
descrito por Alberto-Silva et al. (2015).

3.2.6. Andlises estatisticas

Para as analises estatisticas foi utilizado o programa R (R Development Core
Team, 2014) com o0s seguintes pacotes: ‘geepack’ e ‘ggplot2’ (HAISGAARD et al.,
2006; WICKHAM, 2009). A variavel “peso dos moluscos” ndo apresentou distribuicéo
normal, sendo necessaria transformacéo dos dados (Shapiro-test = 0.96 p<0.001). Sendo
assim, o teste Willcoxon ndo paramétrico foi utilizado para determinar diferenca entre
0s pesos dos moluscos antes e pos exposicdo. Foi utilizada a equacdo de estimacéo
generalizada (EEG) para verificar diferenca entre os parametros locomotores dos grupos
analisados. O primeiro modelo (1) usou cada parametro locomotor como uma variavel
resposta e sua interacdo com o peso individual dos moluscos. O segundo modelo (2)
calculou as diferengas nos parametros reprodutivos dos moluscos (nimero de massas
ovigeras, ovos e moluscos eclodidos) antes e pos exposi¢cdo ao latex, utilizando cada
parametro reprodutivo como uma variavel resposta e sua interacdo com 0 peso
individual dos moluscos. Ambos os modelos foram ajustados para controlar o excesso
de disperséo e normalizacdo dos residuos. Finalmente, uma estatistica goodness-of-fit e
o critério de informacdo de quasi-verossimilhanca (QIC), foi utilizado para avaliar os
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modelos (PAN, 2001). O nivel de significancia assumido para os testes estatisticos foi
de 5%.

3.3- RESULTADOS

O estudo de biomonitoramento foi iniciado com 96 moluscos. Apds a exposi¢do
aClso do latex morreram 54 individuos (56,25%) e sobreviveram 42 (43,75%).Esses
ultimos deram prosseguimento ao estudo, terminando o experimento com 27 individuos.
A analise estatistica (EEG) ndo encontrou nenhuma relacéo entre o peso dos moluscos e
a atividade locomotora para nenhum dos parametros analisados, embora tenha sido
encontrado um aumento de peso entre o periodo antes e pds exposicao ao latex (Teste
Wilcoxon W: 6.237,5; valor p = <0,001).

Antes da exposicdo ao latex (grupo controle), os moluscos apresentaram 0S
seguintes valores médios para os parametros locomotores: 'Distancia percorrida' 22,39
(x 13,25) mm, "Tempo ambulatorial’2,03 (x 1,18) s," Tempo Estereotipado’ 42,72 (z
9,14) s, 'Tempo de repouso' 15,24 (+ 9,55) s e 'Velocidade média' 9,81 (+ 3,04) mm/s.
Apos um dia de exposicdocom CLso do latex, os moluscos apresentaram 0s seguintes
valores medios: 'Distancia percorrida’ 1,02 (x 3,57) mm, "Tempo ambulatorial'0,09 (+
0,32) s,' Tempo estereotipado’ 12,97 (£ 17,97) s, 'Tempo de repouso’ 46.93 (+ 18,12 ) se
'Velocidade média' 0,91 (x 3,44) mm /s. Comparando os dois grupos (controle e 1
d.p.e.) observou-se uma diminuicdo de 95,44% para Distancia percorrida, 95,5% para o
Tempo ambulatorial, 69,6% para Tempo estereotipado, 90,7% para Velocidade
médiasignificativae um aumento de 307,9% do Tempo de repouso. Todos os valores
apresentaram diferenca significativa (p <0,05).

Os mesmos moluscos do grupo de 1 d.p.e. foram observados novamente apés 30
dias (grupo 30 d.p.e), os valores médios dos moluscos para os parametros locomotores
analisados foram: 'Distancia percorrida' 25,14 (x 15,86) mm, "Tempo ambulatorial'2,17
(= 1,37) s, 'Tempo estereotipado’ 42,54 (= 11,53) s, Tempo em repouso’ 13,93 (= 10,67)
s e 'velocidade média' 9,54 (+ 3,94) mm / s.Comparando 0s grupos pds expostos com 1
dia e com 30 dias, observou-se que o0s moluscos com 30 dias aumentaram
significativamente a maioria dos parametros analisados, tendo reduzido apenas o Tempo
de repouso. Entretanto, quando comparamos os parametros locomotores dos moluscos
30 d.p.e com os parametros locomotores coletados dos mesmos caramujos antes da
exposicdo, ndo observamos diferenca significativa, demonstrando que os moluscos
expostos com 30 dias recuperaram a atividade locomotora (valores p> 0,05) (Fig. 1-5).

Em relagdo aos pardmetros reprodutivos, ndo foi observada nenhuma influéncia
do peso dos moluscos sobre os parametros reprodutivos (todo o valor-p> 0,05). Antes
da exposicao ao latex de E.milii, os moluscos apresentaram os seguintes valores medios
analisados durante 05 semanas: 2,69 (+ 1,80)massas ovigeras/caramujo, 29,84 (+ 23,88)
ovos/caramujo, 11,14 ovos/massa ovigera e 10,88 (+ 13,54) moluscos eclodidos. Depois
de trinta dias de exposicdo ou 5% semana poOs exposi¢do, os valores médios dos
parametros reprodutivos foram: 2,60 (x 1,78) massas ovigeras/caramujo, 27,64 (x
26,48) ovos/caramujo, 9,99 ovos/massa ovigera e 7,00 (x 9,51) caramujos eclodidos
(Tabela 1).Ressaltamos que na semana seguinte a exposi¢do ao latex de E. milli foram
encontrados 0os menores resultados referentes ao nimero de massas ovigera/caramujo:
1,25; ovos/caramujo: 8,62 e ovos/massa ovigera: 6,89, sendo diferente
significativamente da Gltima semana de observacdo antes da exposi¢do (5% semana antes
da exposicdo) e da 22 semana pos exposi¢cdo. Nesta semana também observamos uma
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menor postura de ovos com maior taxa de eclosdo (62%). Esta taxa foi a maior em todas
as semanas observadas (Fig. 6-8).
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Fig. 1. Comparagdo entre os graficos de biomonitoramento de Biomphalaria glabrata (Controle, 1 d.p.e. e 30 d.p.e.) exposta ao latex de

Euphorbia milii (syn. splendens) var.

hislopii, em 60 intervalos de 1 min de monitoramento da Distancia percorrida (mm).
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Fig. 3. Comparacéo entre os graficos de biomonitoramento de Biomphalaria glabrata (Controle, 1 d.p.e. e 30 d.p.e.) exposta ao latex de
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Tabela 1-NUmero de massas ovigeras/caramujo, ovos/caramujo, ovos/desovas e taxa de eclodibilidade por semana dos grupos controle e pos exposi¢do (1d.p.e. e 30d.p.e.).

Controle Pds o
exposicédo
Semanas Massas Ovos/Caramujo  Ovos/Massas Taxa de eclosdo  Semanas Ovos/Caramujo  Ovos/Massa Taxa de eclosdo
ovigeras/Caramujo ovigeras ovigeras/Caramujo ovigeras
12 2,18 26,14 11,99 38 12 1,25 8,62 6,89 62
A 3,92 42,51 10,84 51 28 2,62 27,88 10,64 39
38 2,33 24,22 10,39 33 3 2,77 27,66 9,98 17
42 2,40 31,96 13,31 20 42 2,37 22,88 9,65 30
58 2,66 24,40 9,17 32 54 4 51,20 12,80 2,92
Médias 2,69 29,84 11,14 34 Médias 2,60 27,64 9,99 30,18
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3.4- DISCUSSAO

O biomonitoramento por analise de imagens vem sendo utilizado para
determinar padrdes locomotores de moluscos e peixes sobre efeito de agentes externos
de origem quimica ou bioldgica, relevantes para as areas de toxicologia e parasitologia
(SARQUIS et al., 1998; SANTOS & SANTOS, 2013; SANTOS et al, 2013;
ALBERTO-SILVA et al., 2015; LOPES, 2016).

A analise do efeito toxico de um produto moluscicida sobre os parametros
locomotores de moluscos hospedeiros foi primeiramente descrita por Sarquis et al.
(1998). Estes autores verificaram o efeito da exposicdo de Bayluscide® WP 70
(Niclosamida), em Biomphalaria straminea, especie hospedeira intermedidria,
responsavel pela transmissdo da esquistossomose na regido nordeste do Brasil. Os
autores verificaram os efeitos na atividade locomotora usando apenas dois parametros
locomotores ('Velocidade média' e "Tempo ambulatorial’), nas trés primeiras horas de
acdo do produto com intervalos de 15 minutos e observaram uma redugdo significativa
da 'Velocidade média' e "Tempo ambulatorial' no grupo exposto em comparagdo com o
mesmo periodo do grupo controle. Nosso estudo fazendo uso da mesma metodologia
utilizando CLsodo latex de E. miliifoi possivel também verificar apos 1 dia de exposi¢éo
(grupo 1 d.p.e.) que houve um decréscimo significativo de todos os pardmetros
locomotores analisados e um aumento do ‘Tempo em repouso’. Sendo assim, tanto o
latex quanto a Niclosamida atuam da mesma forma sobre o sistema locomotor dos
moluscos hospedeiros, influenciando o seu comportamento.

A resposta comportamental frente ao latex de E.milii também foi observada com
outras espécies de importancia médica e econdmica. A espécie invasora Achatinafulica,
hospedeira do Nematoda Angiostrongyluscostaricensis causador da angiostrongiliase e
Angiostrongyluscantonensis que causa meningoencefalite eosinofilica foi avaliada
quanto ao comportamento em condi¢des laboratoriais ap6s a exposi¢cdo ao latex E. milii
por 96 horas, através de pulverizacdo. Foram observados movimentos de contracdo da
massa cefalopediosa, movimentos aleatorios e grande liberacdo de muco (CRIGNIS et
al., 2012). Comportamentos semelhantes foram verificados em nosso estudo com B.
glabra, onde os moluscos expostos possuiam maior tempo de repouso, devido sua
retracdo dentro da concha e reducdo dos movimentos ambulatoriais e
estereotipados.Muitos produtos colocados nos recursos hidricos ndo agem somente
sobre 0s moluscos adultos, mas também na sua capacidade de produzir ovos. Schall et
al. (1998) observaram a acdo direta do latex de E.milii sobre massas ovigeras,
verificando que o latex apresenta efeito letal sobre os ovos no interior da desova a partir
de 870 mg/L, oito vezes mais do que o preconizado pela OMS como concentracéo letal
para moluscos. Mello-Silva et al. (2007) estudaram a a¢do deste mesmo produto em
concentragdes subletais (CLso) em B.glabrata ndo infectada e exposta por 24 horas. A
exposicdo do latex causou a interrupcdo da postura de ovos no primeiro dia e uma
reducdo na primeira semana, tendo recuperado os padrdes normais ap0s cinco semanas
da reproducdo. No entanto a eclodibilidade continuou reduzida em torno de 36% ao
longo das cinco semanas de exposi¢do (Mello-Silva et al., 2007). Em nosso trabalho foi
possivel observar uma redugdo na producao de ovos de forma temporaria em B.glabrata
ndo infectada ocasionada pela exposicdo ao latex de E. miliina primeira semana apés a
exposicao. Além disso, verificou-se uma reducdo da taxa de eclodibilidade ao longo das
quatro ultimas semanas apds a exposicao, corroborando com Mello-Silva et al. (2007).
Como avaliamos os mesmos moluscos antes e depois da exposi¢cdo, minimizamos a
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questdo de padrBes de posturas variaveis entre os individuos da mesma espécie,
tornando os resultados de acdo direta do latex na biologia reprodutiva mais proximo da
realidade. Assim, a diminuicdo, irregularidade e formacdo de ovos ndo vidveis podem
promover um controle populacional dos moluscos, principalmente logo apés a aplicacdo
do produto. Este é um fato importante que deve ser levado em consideracdo no uso
deste produto nos recursos hidricos.

As condi¢des ambientais interferem diretamente no potencial reprodutivo de B.
glabrata. Vérios fatores podem alterar a biologia reprodutiva dos moluscos
(MAGALHAES &DE LUCCA, 1971; KAWAZOE, 1977; MINCHELLA
&LOVERDE, 1981; MINCHELLA, 1985), entretanto, os moluscos conseguem
restabelecer a populacdo, mesmo com presenca de apenas um individuo, quando as
condigbes tornam-se favoraveis (BARBOSA & BARBOSA, 1994). Em nosso
experimento, 0s moluscos foram mantidos isolados, produzindo ovos por
autofecundacdo, caracteristica incomum, mas importante em estudos que visam 0
controle dos mesmos, a fim de avaliar a capacidade de repovoamento em condicGes
extremas. Costa et al. (2004) comparando as estratégias reprodutivas de autofecundagédo
e fecundacdo cruzada em B. glabrata e B. straminea, observaram que a espécie B.
glabrata apresentou maior capacidade reprodutiva em fecundacdo cruzada do que em
autofecundacdo. Comparando a autofecundacdo nas duas espécies, B. glabrata
demonstrou menor potencial reprodutivo. Em nosso estudo, B.glabrata em
autofecundacdo apresentou em média, maior nimero de massas ovigeras € ovos, mas
menor taxa de ecloséo do que a referida por Costa et al. (2004) em todas as observacdes,
com excecao da primeira semana apds exposicdo, onde os valores de massas ovigeras e
ovos foram menores e a taxa de ecloséo foi maior em 5%.

As consequéncias da exposicdo ao latex de E.miliise assemelha fisiologicamente
ao parasitismo pelo S.mansoni em B.glabrata. Os dois processos de estresse fisioldgico
reduzem as reservas energéticas (glicose e galactose) dos moluscos e promovem a
interrupcdo temporéria da reproducdo (MINCHELLA, 1985; MELLO-SILVA et al.,
2007, 2010, 2011; FARO et al., 2013). Quanto as alteracdes nas reservas energeticas,
El-Ansay e Al Daihan, (2006) observaram que uma diminuicdo metabdlica pode
comprometer os pardmetros locomotores. Em nosso experimento, observou-se uma
reducdo das atividades locomotoras e reprodutivas dos moluscos apés um dia de
exposicao, sugerindo que ambas as atividades foram reduzidas devido as alteracdes no
metabolismo de carboidratos nos sitios de reserva. Com menos reserva energetica,
moluscos se movimentariam menos e colocariam menos ovos, principalmente durante a
acdo do produto, quando o efeito do produto termina, os parametros locomotores e
reprodutivos tenderam a voltar ao normal.

Comportamentos reprodutivos e locomotores se encontram entre os fatores que
interferem na distribuicdo e na abundancia dos moluscos no ambiente limnico.
Alteracbes nesses comportamentos sdo adaptacbes do molusco para manter a
homeostase frente a um agente estressor. Conclui-se que a ClLsodo latex de E.
miliivar.hislopii altera temporariamente os pardmetros locomotores e reprodutivos de B.
glabrata, podendo interferir no equilibrio desta populagdo e nas demais populacdes ao
longo da cadeia trofica. No entanto, o tempo curto dos seus efeitos nos moluscos, reduz
0 tempo de contaminagdo do ambiente, restabelecendo mais rapidamente os padrdes de
normalidade da qualidade da agua.
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4- CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados apresentados nos capitulos, pode-se concluir que:

A infeccdo por S. mansoni aumenta o comportamento locomotor (distancia
percorrida, tempo ambulatorial, tempo estereotipado e velocidade meédia) e
diminui ospardmetros reprodutivos (massas ovigeras, ovos/molusco e moluscos
eclodidos) de B. glabrata;

O aumento no numero de cercéarias eliminadas estd diretamente associado a
reducdo/interrupcdo do ndmero de ovos colocados e ao aumento da
frequénciados movimentos aleatorios (tempo estereotipado);

A exposicdo de B. glabrata a CLso do latex de E. milii var. hislopii diminui

temporariamente 0s parametros locomotores e reprodutivos dos moluscos
quevoltardo aos padrdes normaisapés 30 dias da exposicao.
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