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RESUMO

Rhodnius prolixus € um inseto hematéfago considerado principal transmissor do
Trypanosoma cruzi, agente etiologico da doenca de Chagas, na Colémbia e
Venezuela. Além do T. cruzi, ele pode transmitir o Trypanosoma rangeli a varias
espécies de mamiferos, incluindo o homem. Durante o dia, estes insetos séo
encontrados no interior de abrigos, agregados com seus co-especificos em um
estado de imobilidade denominado acinese. Durante a noite, estes insetos
apresentam um perfil de atividade locomotora com dois picos caracteristicos: um na
primeira metade da escotofase, relacionado com a procura por hospedeiros e
parceiros sexuais, e outro, na interfase entre o fim da fase escura e a fotofase,
direcionado a procura de refagios. Como seus hospedeiros sdo comumente
vertebrados predadores de insetos, os triatomineos podem ser mortos durante sua
busca e o subsequente processo de alimentacdo. Desta maneira, o presente estudo
avaliou se a infeccédo pelos tripanosomas acima citados altera o nivel de atividade
locomotora, os padrdes de uso de abrigos e as taxas de predacao sofridas por
ninfas de R. prolixus. Além disso, avaliou-se a possibilidade de camundongos se
infectarem ao ingerir ninfas infectadas com T. rangeli. Inicialmente, demonstrou-se
que insetos infectados com T. cruzi apresentam uma diminuicdo nos niveis de
atividade locomotora durante as primeiras horas da escotofase. Em contraste, a
infeccdo por T. rangeli induziu a um aumento no nivel de atividade locomotora
durante praticamente todo o ciclo diario. Os padrées de uso de abrigos por ninfas
infectadas com T. cruzi praticamente ndo foram alterados, porém esses insetos
foram significativamente mais predados que insetos sadios. Trypanosoma rangeli
modificou todos os parametros avaliados relacionados com o uso de abrigo. A
infeccdo por este parasito aumentou a porcentagem de insetos que permaneceram
fora dos abrigos, a exposicdo ao hospedeiro e consequentemente suas taxas de
predacao. Por fim, demonstrou-se que camundongos nao se infectam com T. rangeli
pela via oral. As alteragbes observadas, principalmente aquelas das taxas de
predacdo, podem ter importantes implicacbes na transmissdo de ambos o0s

tripanosomatideos na natureza, e séo discutidas no presente trabalho.
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ABSTRACT

The hematophagous insect Rhodnius prolixus is considered the main vector of
Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease, in Colombia and
Venezuela. In addition to T. cruzi, these insects can transmit Trypanosoma rangeli to
different mammals, including humans. During daylight hours, triatomines remain
hidden in shelters, aggregated with co-specifics in an immobility state called akinesis.
During night time, these insects become active, presenting two locomotory peaks:
one during the first half of the scotophase, related to host and sexual partner search,
and another at the scotophase/photophase transition, when they return to their
refuges. Triatomines can be eaten during host seeking and feeding because
triatomine hosts are frequently insect predators. In this study, we evaluated whether
infection by T. cruzi or T. rangeli influences the locomotor activity, the use of shelters
and the predation rates suffered by R. prolixus nymphs. In addition, we evaluated
whether mice can become infected with T. rangeli by ingestion of infected R. prolixus
nymphs. T. cruzi infected insects exhibited a decreased locomotor activity level
during the first hours of the scotophase. In contrast, T. rangeli infected insects
showed increased locomotor activity during most daylight hours. T. cruzi infected
nymphs did not show alterations in their patterns of shelter use. However, they
suffered a significantly higher predation rate than healthy bugs. On the other hand, T.
rangeli infected insects presented an altered pattern of shelter use. Specifically,
these insects tended to remain out of their shelters, being exposed to their hosts and
suffering higher predation rates. Finally, mice did not become infected by predating
on T. rangeli infected insects. These behavioral changes, and especially the higher
predation rates observed for infected insects, may have important implications for the

transmission of both trypanosomatids in nature.
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1 INTRODUCAO

Os triatomineos (Hemiptera: Reduviidae) sdo insetos predominantemente
hematofagos, sendo essencial a ingestdo de sangue para que estes completem seu
ciclo de desenvolvimento. A procura e a exploracdo de seus recursos alimentares
(forrageamento) sdo mediadas principalmente por trés tipos de pistas do hospedeiro:
calor, odores e umidade. Neste sentido, os triatomineos dedicam grande parte de
suas capacidades sensoriais para detectar sinais fisicos e quimicos emitidos por
seus hospedeiros e para localizar a posicdo das suas fontes emissoras (Guerenstein
& Lazzari, 2009). Porém, além de serem suas fontes de sangue, os hospedeiros dos
triatomineos sédo habitualmente seus potenciais predadores.

Os triatomineos apresentam um padrdo bimodal de atividade diaria, deixando
seus refugios quando a intensidade de luz diminui e exibindo maior atividade durante
as primeiras horas da escotofase (Lazzari, 1992; Lorenzo & Lazzari, 1998; Ferreira,
2009). Essa forte fototaxia negativa e a atividade noturna parecem ser importantes
para a sobrevivéncia destes insetos contra seus possiveis predadores.

Além da espoliacdo sanguinea que causam, 0s triatomineos sao também
transmissores de protozoarios como o Trypanosoma cruzi e o Trypanosoma rangeli.
O T. cruzi é o agente etioldgico da Doenca de Chagas, enfermidade parasitologica
que afeta aproximadamente 7 milhdes de pessoas em todo mundo (WHO, 2015).
Apesar de sua patogenicidade ao hospedeiro vertebrado, o T. cruzi tem sido
considerado como ndo patogénico ao hospedeiro invertebrado (Juarez, 1970;
Schaub, 1988 a,b; Eichler & Schaub, 2002; Oliveira et al., 2010). Ao contrario, o T.
rangeli ndo é patogénico ao hospedeiro vertebrado, mas pode apresentar diferentes
graus de patogenicidade ao hospedeiro invertebrado (Brecher & Wigglesworth,
1944; Lake & Friend, 1967; D’Alessandro 1976; Eichler & Schaub, 1998).

O comportamento dos triatomineos vem evoluindo ha milhdes de anos em
paralelo com seus parasitos naturais. Como resultado, a biologia destes insetos
sofreu adaptacdes significativas que sustentam as infec¢des parasitarias em uma
complexa rede de interacdes (vertebrados - vetores - parasitos). Entretanto, pouco
se sabe sobre quais parametros comportamentais do grupo podem ser modificados,
de alguma forma, pela presenca e/ou efeitos de seus patdgenos. Sendo assim,
avaliar a dindmica de utilizacdo de reflgios e a busca e exploracdo de recursos
alimentares por triatomineos infectados, se torna essencial para tentar elucidar

aspectos relacionados a transmisséo por T. cruzi e de T. rangeli na natureza.
16



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar se a infecgdo por T. cruzi ou T. rangeli influencia a atividade

locomotora e os padrdes de uso de abrigos de ninfas de R. prolixus.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar se a infeccdo por T. cruzi ou T. rangeli afeta:

- a atividade locomotora de ninfas de R. prolixus;

- 0s padrdes de uso de abrigos em R. prolixus;

- 0s indices de predacédo por hospedeiros em R. prolixus;

- Avaliar se camundongos se infectam ao ingerirem R. prolixus infectados com T.

rangeli.

17



3 REVISAO DA LITERATURA

Os triatomineos sado insetos pertencentes a ordem Hemiptera, subordem
Heteroptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae, sendo reconhecidas até o
momento 144 espécies na subfamilia, agrupadas em 18 géneros (Gurgel-Gongalves
et al. 2012; Almeida et al., 2012; Jurberg et al. 2013). Estes insetos sao
paurometabolos, sendo seu ciclo de desenvolvimento constituido por cinco estadios
ninfais seguidos pela fase adulta. As diferentes espécies de triatomineos tém sua
distribuicdo na area que vai do sul dos Estados Unidos até o norte da Patagbnia
Argentina (Galvao et al., 2003; Reisenman et al., 2012).

Os triatomineos sdo insetos que vivem principalmente em habitats silvestres,
e a maioria de suas espécies apresenta comportamento noturno. Conforme
demonstrado para Triatoma infestans e Rhodnius prolixus, esses insetos possuem
dois picos de atividade locomotora caracteristicos: um ao anoitecer relacionado a
busca por hospedeiros vertebrados, e outro que antecede o amanhecer direcionado
ao retorno aos abrigos, que fornecem protecéo durante o dia (Lazzari, 1992; Lorenzo
& Lazzari, 1998; Ferreira, 2009). Durante o dia estes insetos sdo encontrados no
interior dos abrigos (fendas de rochas, cascas e ocos de arvores, ninhos e tocas de
animais silvestres) agregados e em um estado de imobilidade denominado acinese
(Lorenzo & Lazzari, 1998). A entrada nos abrigos também € induzida pela intensa
fototaxia negativa destes insetos (Mota & Lorenzo, 2012), por estimulos mecanicos
do substrato e outros insetos da colbnia (tigmotaxia), e por sinais quimicos emitidos
por co-especificos (Lorenzo & Lazzari, 1996; Figueiras & Lazzari, 2000). Tomados
em conjunto, esses comportamentos configuram uma estratégia de sobrevivéncia
fundamental para os triatomineos, pois, além dos abrigos fornecerem um microclima
estavel com atenuadas variacbes de temperatura e umidade relativa (Lorenzo &
Lazzari, 1999; Lorenzo et al., 2000), evitar a exposicdo durante o periodo diurno
diminui a possibilidade de encontro com possiveis predadores. Neste sentido,
alteracdes dos padrdes de utilizacdo dos refugios poderiam afetar substancialmente
0 sucesso reprodutivo diferencial destes insetos.

Os triatomineos sdo encontrados em ecoétopos silvestres em estreita
associacdo com seus hospedeiros vertebrados. Entretanto, o desequilibrio causado
em seus habitats naturais por acdes antrépicas facilitou a invasdo de habitacdes
humanas por algumas espécies, acelerando assim sua posterior adaptacdo. Neste

contexto, o homem se tornou mais uma fonte de sangue para estes insetos, que
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além da espoliacdo sanguinea que causam, foram identificados em 1909 como
vetores da doenca de Chagas (Chagas, 1909).

A doenca de Chagas é uma enfermidade cujo agente etiolégico € o
protozoéario hemoflagelado Trypanosoma cruzi. Estima-se que existam cerca de 7 a
8 milhdes de pessoas infectadas pelo parasito, principalmente na América Latina
onde a doenca € endémica (WHO, 2015). A principal forma de transmissdo da
doenca de Chagas é a vetorial, responsavel por 80% dos casos humanos (Dias,
1979; Schofield, 1994). Porém, com os programas de controle de tal enfermidade,
outra forma que tem adquirido consideravel relevancia epidemiolégica é a
transmisséo pela via oral. Nos ultimos anos, tem sido relatado uma seérie de casos
agudos graves da doenca de Chagas provocados pela ingestdo de alimentos
contaminados com T. cruzi (Valente et al., 1999; 2009; Nébrega et al., 2009). Os
surtos de transmissao oral de T. cruzi em humanos reforcam a importancia dessa
rota de transmissao na natureza.

Além do ciclo antropozoonético da doenca de Chagas, o T. cruzi sempre
existiu na natureza como componente de uma enzootia silvestre que afeta
mamiferos, ou seja, circulando entre estes e os triatomineos. Muito provavelmente
essa transmissao ocorre pela via oral, pois, como citado na literatura, a possibilidade
de transmissao do T. cruzi pelas fezes (transmisséo estercoraria) acontece de forma
esporadica (Rabinovich et al., 1990, 2001; Basombrio et al., 1996; Nouvellet et al.,
2013). Soma-se a essa evidéncia o fato de edentados, marsupiais e primatas, fontes
alimentares de triatomineos, serem comumente relatados como seus potenciais
predadores. Nesse sentido, essa forma de transmisséo parece mais plausivel que a
estercoraria, uma vez que nesta 0 parasito precisaria transpor a densa camada de
pelos que recobrem esses animais (Roque et al., 2008).

Rhodnius prolixus destaca-se por ser susceptivel a infec¢do por T. cruzi, ser
altamente sinantropico e capaz de colonizar domicilios em elevadas densidades,
fatores que o definem como uma das mais eficientes espécies transmissoras
(Sandoval et al., 2000; Dorn et al., 2001). Devido a essas caracteristicas, R. prolixus
€ o principal transmissor da doenca de Chagas na Venezuela e Colémbia (Schofield
& Galvao, 2009; Vallejo et al., 2009). Além da sua importancia epidemiolégica, R.
prolixus também & um importante modelo experimental de laboratério para estudos
de fisiologia e comportamento de insetos (Wigglesworth, 1936; Schofield, 1994).

Trypanosoma cruzi foi descoberto por Carlos Chagas em 1909, e pertence a

ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. No inseto vetor o ciclo de vida do
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T. cruzi se inicia com a ingestdo de formas tripomastigotas sanguineas juntamente
com o repasto realizado em mamiferos infectados. No intestino médio posterior do
inseto, os parasitos se diferenciam em formas epimastigotas replicativas (Ferreira,
2014), o colonizam e chegam ao reto. Na ampola retal as formas epimastigotas
sofrem um processo de metaciclogénese e se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicas, ndo replicativas (Kollien & Schaub, 2000). As formas tripomastigotas
metaciclicas sao liberadas juntamente com as fezes e poderdo ser transmitidas a um
novo hospedeiro mamifero em repastos sanguineos subsequentes. A transmissao
acontece através da deposicdo de fezes e urina infectadas em mucosas ou em
locais préximos a lesao tecidual causada pela picada.

As formas tripomastigotas metaciclicas penetram na pele lesada do
hospedeiro mamifero e podem invadir os diferentes tipos celulares. Neles os
parasitos se multiplicam sob a forma amastigota e posteriormente se diferenciam em
tripomastigotas sanguineos, que rompem a célula infectada e entram na circulagédo
(Brener, 1973; Zeledon, 1987).

Trypanosoma rangeli é outro importante tripanosomatideo transmitido pelos
triatomineos. Este parasito foi descrito por Tejera em 1920, e pertence a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e subgénero Herpetosoma (Levine et al.,
1994). O T. rangeli compartiha com o T. cruzi hospedeiros triatomineos
(principalmente os do género Rhodnius) e mamiferos. Os dois parasitos séo
capazes de coexistir nestes hospedeiros, sustentando infeccbfes mistas
(D’Alessandro & Saravia 1999). Dessa maneira, T. rangeli possui um papel relevante
para a saude publica, pois pode causar reacbes sorologicas cruzadas com
antigenos de T. cruzi que dificultam o diagnéstico da infec¢do chagasica no homem
(Coura et al.,, 1996, Hudson et al., 1988; Guhl & Vallejo, 2003). De maneira
semelhante ao descrito para T. cruzi, a fase vetorial do ciclo de vida de T. rangeli se
inicia com a ingestdo de formas tripomastigotas sanguineas juntamente com o
repasto em um hospedeiro mamifero infectado. Dentro do intestino anterior do
inseto, os parasitos se diferenciam para a forma epimastigota que se divide e
coloniza todo o trato intestinal (Ferreira, 2014). Entretanto, T. rangeli tem a
capacidade de atravessar o epitélio intestinal e alcancar a cavidade celémica. Uma
vez na hemocele, os parasitos se multiplicam, migram e, eventualmente, penetram
as glandulas salivares onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, que
poderdo ser transmitidos a um novo hospedeiro mamifero durante a ingestdo de

sangue (D’Alessandro, 1976; D‘Alessandro-Bacigalupo & Saraiva, 1992). No
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hospedeiro mamifero, entretanto, o desenvolvimento do T. rangeli ainda ndo é bem
conhecido. Afiez (1981) e Aflez e colaboradores (1985), ndo conseguiram encontrar
formas de T. rangeli (cepa Perro/78) através das técnicas de xenodiagndstico ou
hemocultura aplicadas a camundongos e Didelphis marsupialis 60 dias apos a sua
infeccdo experimental. Entretanto, outros autores recuperaram formas deste parasito
em camundongos previamente infectados em periodos que variaram de 4 a 18
meses (Paredes & Paredes, 1949; Groot et al., 1950, Steindel, 1993; Ferreira, 2013).
Até o momento, nenhum estudo conseguiu demonstrar como e onde o T. rangeli se
multiplica nos mamiferos.

A partir do momento em que parasitos sédo ingeridos junto com o repasto
sanguineo sao iniciadas interacdes entre estes e seus hospedeiros invertebrados.
Algumas delas ocorrem na interface entre células ou tecidos, outras ocorrerdo a
partir de produtos secretados pelos parasitos, e outras ainda, se daréo por respostas
do vetor geradas a partir da chegada do parasito. Muitas dessas interacdes parasito-
hospedeiro podem levar a mudancas na fisiologia e no comportamento de diversos
insetos vetores, afetando inclusive, as taxas de transmisséo do parasito (Molyneux &
Jefferies, 1986; Schaub, 1989; 1992; Killick-Kendrick & Molyneux, 1990; Alekseev,
1992; Hurd, 2003).

Trypanosoma cruzi tem sido considerado como nao patogénico para 0S
triatomineos (Juarez, 1970; Schaub, 1988 a,b; Eichler & Schaub, 2002; Oliveira et
al., 2010). Juarez (1970) demonstrou que T. infestans infectados por T. cruzi
apresentaram uma duragao do seu desenvolvimento sem alterac¢des significativas. O
mesmo foi constatado por Schaub (1988 a,b) que adicionalmente observou que o
parasito ndo afeta as taxas de sobrevivéncia desses insetos. Eichler & Schaub
(2002) investigaram se as populagcbes de simbiontes intestinais de R. prolixus e T.
infestans seriam alteradas pela presenca do parasito e ndo encontraram evidéncias
significativas deste fenbmeno. Oliveira e colaboradores (2010) ndo constataram
diferencas significativas na mortalidade, no desempenho reprodutivo e nem na
duracdo da muda de Triatoma brasiliensis infectados por T. cruzi quando estes
parametros foram comparados com os de insetos sadios.

Apesar da falta de efeitos deletérios causados por T. cruzi conforme descrito
acima, alguns estudos tém relatado que alguns triatomineos podem sofrer
alteracOes induzidas pela infecgdo por estes parasitos. Schaub & Ldsch (1989)
observaram que ninfas em jejum de quarto e quinto estadios de T. infestans

infectadas por T. cruzi apresentaram uma reducdo de 14% e 17% na sua
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longevidade, respectivamente. Os autores sugeriram que essa reducdo nha
resisténcia ao jejum pode ter sido devido a uma competicdo por nutrientes entre 0s
parasitos e o0s triatomineos. Segundo demonstrado por Botto-Mahan e
colaboradores (2006), a infeccdo de Mepraia spinolai promoveu uma diminui¢cao
significativa no tempo de deteccédo de hospedeiros e na duracdo do intervalo entre o
final do repasto sanguineo e a primeira dejecdo. A velocidade de dejecdo € um
importante fator na transmissao do parasito, pois aumenta a possibilidade desta ser
depositada nos hospedeiros, e inclusive € um dos parametros comportamentais
utilizados para caracterizar a competéncia vetorial dos triatomineos (Dias,1979;
Oliveira et al., 2009). Interessantemente, um estudo conduzido no México avaliou a
dindmica de infestacdo por Triatoma dimidiata e sugeriu que a infeccéo pelo T. cruzi
promove um aumento na taxa de dispersado das fémeas da espécie (Ramirez-Sierra
et al., 2010). Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a infec¢cao
por T. cruzi diminui significativamente a capacidade de R. prolixus de converter o
sangue ingerido em ovos, bem como as taxas de eclosdo destes, dependendo da
temperatura em que foram criados os insetos (Fellet et al., 2014).

Ao contrario de T. cruzi, T. rangeli ndo € considerado patogénico para o
homem, contudo, pode apresentar diferentes graus de patogenicidade para 0s
insetos vetores (Brecher & Wigglesworth, 1944; Lake & Friend, 1967; D’Alessandro
1976; Eichler & Schaub, 1998). Trypanosoma rangeli promove uma reducdo no
namero de simbiontes presentes no trato intestinal dos triatomineos, o que leva a
uma série de efeitos deletérios para os vetores. Brecher & Wigglesworth (1944)
demonstraram que a auséncia de bactérias simbiontes promove retardos no
desenvolvimento das ninfas de R. prolixus, fazendo com que poucas cheguem a
fase adulta. Um importante simbionte que quando ausente promove atrasos na
ecdise ninfal desse triatomineo € Nocardia rhodnii (Lake & Friend, 1967). A
diminuicdo do nimero de microorganismos comensais que colonizam o intestino dos
triatomineos pode ainda promover distiurbios na digestdo e excrecdo (Brecher &
Wigglesworth, 1944; Eichler & Schaub, 1998), e redu¢des no do sistema traqueal
(Eichler & Schaub, 1998).

Além das alteragbes na microbiota intestinal a infeccdo pelo T. rangel
promove um aumento das taxas de mortalidade dos triatomineos. Grewal (1957) foi
0 primeiro a relatar esse efeito sobre a sobrevivéncia de ninfas de R. prolixus. O
autor observou ainda que muitos dos insetos que sobrevivem apresentam alteracdes

da sua morfologia externa. Posteriormente, Tobie (1965) quantificou as taxas de
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sobrevivéncia de ninfas infectadas por este parasito e constatou uma reducéo de
22% na quantidade de insetos que sobrevivem e chegam ao estadio adulto. Efeitos
semelhantes foram demonstrados por Afiez (1984) com R. prolixus e Rhodnius
robustus que, quando infectados apresentaram mortalidade de 39% e 46%, contra
5% e 12% dos insetos sadios, respectivamente.

Garcia e colaboradores (1994) demonstraram que a infeccdo das glandulas
salivares de R. prolixus por T. rangeli prejudica a ingestdo de sangue.
Adicionalmente, esses parasitos promovem uma reducdo da quantidade de
proteinas estocadas nas glandulas salivares, dentre elas as nitroforinas (Paim et al.,
2013) que atuam na vasodilatacdo e na inibicao da agregacédo plaquetaria durante a
ingestdo de sangue por estes insetos (Andersen et al., 2005). Essas moléculas anti-
hemostéaticas sdo fundamentais para o sucesso da ingestdo sanguinea (Ribeiro et
al.,, 2004). Garcia e colaboradores (1994) constataram ainda, que ninfas com
glandulas infectadas realizam significativamente mais picadas no hospedeiro
durante a tentativa de obtencdo de um repasto sanguineo. Tais alteracdes poderiam
ocasionar um aumento da probabilidade de transmisséao de T. rangeli (Garcia et al.,
1994), devido a maior dificuldade do triatomineo para canular 0os vasos sanguineos.
Consequentemente, o aumento no niumero de picadas poderia garantir a liberacédo
de mais parasitos e uma maior exposicdo ao hospedeiro, provavelmente
potencializando a probabilidade de que o inseto seja predado.

Nosso grupo demonstrou que a presenca do T. rangeli na hemolinfa de R.
prolixus prolonga o periodo intermudas e leva a um aumento da quantidade de
lipideos e no peso do corpo gorduroso nos insetos (Ferreira et al., 2010). Além
disso, o grupo também mostrou que a infeccdo afeta negativamente uma série de
parametros reprodutivos em R. prolixus, ja que prolonga o intervalo de pré
oviposicéo, reduz a fecundidade e as taxas de ecloséo de ovos postos pelos insetos
(Fellet et al., 2014).

Uma das questdes centrais da parasitologia € até que ponto alteracdes
promovidas por parasitos sdo consequéncias indiretas da infec¢cdo ou manipulacdes
para promover sua transmissdo e/ou sobrevivéncia (Hurd, 2003). Alteracdes do
estado nutricional, de comportamentos sociais e de rea¢cfes a temperatura, luz e
umidade podem afetar as taxas de transmisséo, especialmente das formas imaturas,
a um hospedeiro definitivo (Schaub,1989a). A transmissao oral € um claro exemplo
de rota de transmissao que pode favorecer a dispersao do T. cruzi. Brumpt (1913b)

foi o primeiro a demonstrar a transmissdo oral de T. cruzi, ao colocar fezes de
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triatomineo infectado (do extinto género Conorhinus) na boca de camundongos.
Posteriormente, diversos trabalhos com cobaias promoveram a ingestéo de insetos
infectados, ou de fezes dos mesmos, e comprovaram a infeccdo por este parasito
(Nattan-Larrier, 1921; Kofoid & Donat, 1933b; Cardoso, 1933; Hoft et al., 1996;
Rabinovich et al., 2001; Coffield et al., 2013). Apesar de a literatura demonstrar que
hospedeiros vertebrados se infectam com T. cruzi pela via oral, esta forma de
transmissao ndo tem sido demonstrada para T. rangeli.

Mudancas no perfil de atividade locomotora de invertebrados provocadas pela
infeccdo por parasitos tém sido evidenciadas em diversos sistemas de interacao
(Adamo et al., 1995, Alekseev, 1996; Kamita et al., 2005; Evans et al., 2009; Lima-
Camara et al.,, 2011). Adamo e colaboradores (1995) demonstraram que o grilo
Gryllus integer apresenta atividade locomotora diminuida quando parasitado por
larvas da mosca Ormia ochracea. De maneira semelhante, a infec¢do pela bactéria
Borrelia burgdorferi induz um declinio na locomocao de seu hospedeiro, o carrapato
Ixodes scapularis. Em contrapartida, carrapatos infectados com o virus da encefalite
Borrelia burgdorferi (Alekseev, 1996), assim como a mariposa da seda Bombyx mori
quando infectada por baculovirus (Kamita et al., 2005) apresentaram elevadas taxas
de atividade. A infeccdo por Wolbachia pipientis, aumenta o nivel de atividade de A.
aegypti (Evans et al., 2009), assim como a infeccdo pelo virus dengue (Lima-
Camara et al., 2011).

O parasitismo € por definicAo uma interacdo ecoldgica interespecifica e
desarménica, onde o parasito se beneficia a custa do organismo hospedeiro. Neste
sentido, é natural que como consequéncia de uma infeccao parasitaria uma série de
alteracdes fisiologicas e comportamentais acontecam no hospedeiro. Embora o0s
estudos sobre a fisiologia do comportamento de triatomineos tenham avancado de
forma relevante (Di Luciano, 1983; Lazzari & Nunez, 1989; Lazzari, 1991; Roca &
Lazzari, 1994; Canals et al., 1997; Lorenzo & Lazzari, 1996, 1998, Guarneri et al.,
2002, 2003), pouco se sabe ainda sobre quais parametros comportamentais do
grupo podem ser modificados pela presenca e/ou efeitos patogénicos causados
pelos parasitos mencionados acima. Estes estudos se revestem de fundamental
importancia uma vez que, modificacdes de certos comportamentos relacionados
com a busca do hospedeiro poderiam levar a alteragdes na distribuicdo espacial e
temporal dos insetos, alterando também suas interacdes com os hospedeiros, que

sao habitualmente seus potenciais predadores.
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A utilizacdo do abrigo € um comportamento marcante e caracteristico em
triatomineos. Para deixarem a seguranca dos refligios é necessaria a expressao de
uma série de eventos fisiologicos de origem enddgena em associagdo com a
presenca de estimulos externos sem os quais dificilmente estes insetos se arriscam
na procura do hospedeiro vertebrado. Pouco antes do anoitecer, o reldgio circadiano
dos triatomineos marca o inicio de um novo ciclo de atividade (Lazzari, 1992).
Dependendo do estado nutricional (Bodin et al., 2008) e da maturacdo dos seus
receptores olfativos (Latorre-Estivalis et al.,, 2013), o inseto deixara o refugio a
procura de fontes alimentares ou parceiros sexuais. Durante o periodo noturno o
inseto permanece fora do abrigo e poucas horas antes do amanhecer o sistema
circadiano motiva-o a retornar ao refugio (Lorenzo & Lazzari, 1998). Compostos
volateis presentes nas fezes de triatomineos acumuladas nos acessos dos abrigos
guiam este retorno (Lorenzo & Lazzari, 1996). Os triatomineos passam grande parte
do periodo diurno nos abrigos, locais com iluminacdo reduzida que fornecem
protecdo contra a acdo de seus possiveis predadores.

No presente trabalho avaliamos se a atividade locomotora e o uso de abrigos
podem ser alterados quando R. prolixus se encontra infectado por T. cruzi ou T.
rangeli. Além disso, estudamos se a infeccdo por estes parasitos pode promover um
aumento nas taxas de predacdo destes insetos que consequentemente poderiam
potencializar a probabilidade de transmissao ao hospedeiro vertebrado pela via oral.
Finalmente, avaliamos se camundongos podem se infectar com T. rangeli pela via

oral.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Triatomineos

Os exemplares de R. prolixus que foram utilizados no estudo séo
provenientes de uma colénia mantida pelo Grupo de Comportamento e Interacéo
com Patdgenos do Centro de Pesquisa René Rachou. Os insetos foram criados
em frascos de acrilico cilindricos com base de 15 cm de didmetro e altura de 19
cm, forrados com papel filtro, contendo uma tira de cartolina dobrada em forma de
sanfona para aumentar a superficie interna disponivel para a locomocdo dos
insetos e fechados com tecido de algodao na parte superior.

Os insetos foram alimentados quinzenalmente em galinhas ou
camundongos anestesiados com uma mistura de ketamina 150 mg/kg (Cristalia —
Brasil) e xilazina 10 mg/kg (Bayer — Brasil), de acordo com as normas do Comité
de Etica na Utilizagdo de Animais da FIOCRUZ (CEUA-FIOCRUZ-MG) sob o
nimero LW-61/2012. A sala do insetéario foi mantida a 27+1°C, umidade relativa de

65+10% e ciclo natural de iluminacéo.

4.2 Parasitos

Para este estudo foram utilizadas culturas de T. cruzi da cepa CL, isolada de
T. infestans naturalmente infectado (Brener & Chiari, 1963) e de T. rangeli da cepa
CHOACHI, isolada das glandulas salivares de R. prolixus também naturalmente
infectados (Schotelius, 1987). Os parasitos foram cultivados em tubos cilindricos de
vidro mantidos em estufa BOD a 27+1°C. Para garantir a viabilidade das culturas
duas passagens semanais foram realizadas em meio LIT (liver-infusion tryptose). A
cada trés meses as culturas eram submetidas a uma passagem em meio
Agar/sangue + LIT (NNN+LIT), para complementar o aporte nutricional. Ambos o0s
meios eram suplementados com 15% de soro bovino fetal, 100ug de

estreptomicina/mL e 100 unidades de penicilina/mL.

4.3 Infeccao de Rhodnius prolixus

Trypanosoma cruzi:
Ninfas de segundo estadio foram alimentadas sete dias apds a ecdise em
alimentador artificial com sangue de coelho citratado obtido do Centro de Criacéo de

Animais de Laboratérios da Fundagdo Oswaldo Cruz (CECAL FIOCRUZ- RJ). O
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sangue teve seu plasma previamente inativado (56°C, 30 min), e nele foi adicionado

uma suspenséo de epimastigotas de cultura de T. cruzi na concentragao de 1 x 10’
parasitos/ml (Fellet et al., 2014). Insetos alimentados apenas com sangue de coelho
citratado inativado foram utilizados como controle. Subsequentemente, ambos 0s
grupos foram alimentados em camundongos anestesiados até chegarem ao quinto
estadio. Apds a muda para o quinto estadio, os insetos foram mantidos em jejum por

30 dias, quando foram utilizados nos ensaios.

Trypanosoma rangeli:

Ninfas de terceiro estadio foram alimentadas sete dias ap6s a ecdise em
alimentador artificial com sangue de coelho citratado, que teve seu plasma
previamente inativado (56°C, 30 min), adicionado com uma suspensao de

epimastigotas de cultura de T. rangeli na concentracdo de 1 X 10° parasitos/mL
(Ferreira et al., 2010). Sete dias ap6s a muda para o quarto estadio, as ninfas foram
inoculadas com doses de 1ul de tampéo fosfato salina estéril (PBS 0,15M NaCl em
0,01M fosfato de sédio, pH 7,4) contendo aproximadamente 100 parasitos (1x10°
par/ml). A infeccdo através do inéculo de epimastigotas na cavidade celémica dos
insetos foi utilizada para garantir a presenca de parasitos na hemolinfa, uma vez que
nas infeccbes pela via oral os parasitos nem sempre conseguem atravessar 0
epitélio intestinal e completar a infeccao (Marinkelle, 1968; Afez et al., 1987). Um
dia apds a sua inoculacdo, ambos os grupos foram alimentados em camundongos
anestesiados. Os triatomineos foram utilizados 30 dias apds a muda para o quinto
estadio. Antes dos ensaios, a hemolinfa dos insetos foi examinada para confirmar a
presenca de parasitos e somente insetos positivos foram incluidos nos
experimentos. Insetos de terceiro estadio alimentados apenas com sangue de
coelho e inoculados com PBS estéril no quarto estadio foram utilizados como

controle.

4.4 Atividade locomotora

A atividade locomotora dos insetos foi avaliada com o auxilio de um sistema
automatizado de registro de dados de atividade locomotora, actometro, que foi
desenvolvido para o experimento pela nossa equipe e dois técnicos contratados
para tal finalidade. Este dispositivo consiste de 40 unidades individuais (5cm x 10cm
x 2cm) dispostas em uma placa de metal (Figura 1). Cada unidade contém trés

pares de fotodiodos emissores de luz infravermelha-1V (LEDs, light emitting diodes),
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posicionados frente a frente com seus respectivos receptores. Os LEDs foram
instalados de maneira equidistante ao longo do lado mais comprido do espago
retangular de cada unidade, de maneira que ofereciam cobertura & maior parte do
espaco onde o inseto podia se locomover. Dentro de cada unidade foi colocada uma
arena de acrilico transparente (4,5cm x 9,5cm x 1,5cm) onde os insetos eram
liberados individualmente para os ensaios. Como 0s triatomineos ndo percebem
comprimentos de onda da iluminacdo IV emitida pelos LEDs (Reisenman et al.,
2002), o sistema é baseado no fato de que qualquer movimentacéo do inseto dentro
da arena que interrompa o feixe de luz IV, faz com que os detectores IV enviem
sinais de movimento ao computador associado ao sistema para que 0s armazene.
Para os ensaios, uma ninfa era liberada no centro de cada arena (n=18
controle, n=18 infectado; 3 ensaios com T. cruzi e 6 com T. rangeli). Uma vez dentro
de cada arena os insetos tiveram sua movimentacao registrada durante seis dias
consecutivos. O experimento foi realizado em condi¢gdes controladas de iluminacéo e

temperatura (fotoperiodo de 12 horas e 24+1°C).
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Figura 1: Representacdo esquematica do actdmetro. Os retangulos azuis
representam as unidades (40), que foram dispostas sobre uma placa de metal. No
detalhe a esquerda, uma unidade apresenta os trés pares de fotodiodos IV indicados
pelos pontos vermelhos. Arenas de acrilico transparente fechadas com uma tampa

transparente foram usadas para conter 0s insetos durante os ensaios.

4.5 Uso de abrigos

A dindmica de utilizacdo de abrigos por ninfas de R. prolixus infectadas com

T. cruzi ou T. rangeli foi estudada através de filmagens do seu comportamento
segundo metodologia descrita por Lorenzo e Lazzari (1998), com modificagcdes. Um
grupo de 50 ninfas foi liberado no final da fase clara do ciclo diario em uma arena de
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vidro (40cm x 40cm x 20cm) cujo substrato foi forrado com papel filtro. A arena
apresentava no centro um abrigo artificial (Lorenzo & Lazzari 1996) feito com um
pedaco de papeldo corrugado de 20 x 10 cm, dobrado ao meio de forma a gerar um
refigio de 10cm? com dois acessos laterais de aproximadamente 0,5cm de altura
(Figura 2). Duas arenas experimentais idénticas colocadas lado a lado foram
utilizadas para realizar dois ensaios simultdneos e registrar em paralelo o
comportamento de um grupo de insetos nao infectados e outro de insetos infectados
com um dos parasitos estudados. Os grupos de insetos foram liberados préximos ao
vértice esquerdo de cada arena e nela permaneceram por um periodo de 72h, para
que os triatomineos pudessem se adaptar as condicbes ambientais do experimento,
reconhecer e acessar 0s abrigos. Apos esse periodo, as ninfas que permaneceram
fora dos abrigos foram retiradas e contabilizadas. Um frasco plastico cilindrico (10
cm de altura x 8 cm de diametro), fechado com uma tampa plastica perfurada e
contendo um camundongo (peso = 39g), foi colocado entre os vértices do lado direito
de cada arena. Funcionalmente, o frasco impediu o contato fisico dos insetos com o
camundongo, 0 que consequentemente impossibilitou a alimentacdo de ambas as
partes, mas permitiu que os estimulos quimicos (odores) e fisicos (vibracao e calor)
fossem dissipados, sinalizando a presenca de um hospedeiro. Os camundongos
foram colocados nas arenas 2 horas antes do fim da fase clara, permaneceram
nelas durante toda a fase de escuriddo e foram retirados 2 horas apos o inicio da
seguinte fase clara (durante este periodo de 16 horas, os camundongos receberam
agua e racdo ad libitum). Uma cémera de video sensivel a luz infravermelha
localizada sobre as arenas registrou a posicdo e movimentos dos insetos. Foram
avaliados os seguintes parametros: atividade de entrada e saida do abrigo durante o
periodo de aclimatacédo, porcentagem de insetos que entraram no abrigo antes da
introducdo do hospedeiro, porcentagem de insetos fora do abrigo na presenca do
hospedeiro e porcentagem de insetos que permaneceram fora do abrigo 2 horas
apos a retirada do hospedeiro. Para o célculo da porcentagem de insetos fora do
abrigo na presenca do hospedeiro foi calculado um balango entre saidas e entradas
do abrigo (saidas — entradas). Os experimentos foram realizados em uma sala com

condicdes de temperatura e iluminagdo controladas (12:12 L/E e 24+1°C).
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Figura 2: Desenho experimental para o estudo dos padrdes de uso dos abrigos. Os
guadrados representam as arenas de vidro e ao centro o abrigo artificial de papelao

corrugado.

4.6 Predacao
Com a finalidade de determinar se as taxas de predacao de insetos infectados

(T. cruzi ou T. rangeli) sdo aumentadas em comparag¢do com as de insetos sadios,
foram realizados ensaios complementares. A metodologia deste experimento foi
semelhante a descrita no item 3.5 “Uso de Abrigos”, entretanto, apos o periodo de
72 horas de aclimatagcdo, uma gaiola de aco (10cm x 6cm x 10cm) contendo um
camundongo (peso = 39g e com jejum de 3 horas) foi colocada entre os vértices do
lado direito em cada uma das arenas (Figura 3). Essa gaiola permitiu o contato dos
triatomineos com o hospedeiro e vice-versa, durante o0 mesmo intervalo de 16 horas
(neste ensaio o camundongo recebeu agua ad libitum durante todo o experimento).
Foram avaliados os seguintes parametros: porcentagem de insetos que entraram no
abrigo antes da introdugcdo do hospedeiro, porcentagem de insetos predados pelo
hospedeiro e porcentagem de insetos que conseguiram obter um repasto e retornar
ao abrigo. Todo o experimento foi registrado mediante o uso de uma camera de

video sensivel a luz infravermelha.
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Figura 3: Desenho experimental para a avaliacio das taxas de predacdo. A direita,
detalhe da gaiola de ago que acomodou o camundongo.

4.7 Infeccdo Oral

Para avaliar se T. rangeli pode ser transmitido ao hospedeiro vertebrado
através da via oral, ninfas de quinto estadio de R. prolixus previamente infectadas
foram colocadas em arenas de vidro (40 x 40 x 20 cm) com camundongos da
espécie Mus musculos, linhagem Balb/c (3 horas de jejum). Um dia antes do
experimento, as ninfas tiveram suas probdscides cortadas com o intuito de garantir
que as mesmas nao pudessem transmitir parasitos através da picada. Foram feitos
10 ensaios, sendo que em cada um foram liberados na arena um camundongo e trés
ninfas durante um intervalo de 1 hora, o que permitia que os camundongos se
alimentassem dos insetos. Ap6s a interacdo, os camundongos foram separados,
identificados e posteriormente examinados, por xenodiagnostico. No primeiro dia
apos a predacédo e durante seis dias consecutivos cada um dos dez camundongos
foi anestesiado e posteriormente oferecido durante 40 minutos a um grupo de trés
ninfas de quinto estadio ndo infectadas e com 30 dias de jejum. Esse procedimento
foi repetido ainda no 15° dia pés-interacdo. Apos o término da alimentacéo, as ninfas
foram transferidas para estufas BOD (27+1°C, 12:12 L:E) e mantidas nessas
condi¢cdes por 21 dias, quando seu conteudo intestinal, hemolinfa e glandulas
salivares foram examinados para a procura de parasitos.

Trinta dias apdés a realizagdo dos ensaios, os camundongos foram
anestesiados, dessangrados e o sangue transferido para tubos de cultura contendo

2 ml de meio LIT. Apés um periodo de 20 dias, a hemocultura foi examinada.
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4.8 Andalise dos resultados

Atividade locomotora

Nos ensaios de atividade locomotora as analises estatisticas foram realizadas
utiizando o pacote informéatico R 3.0.2 (R Development Core Team 2013). A
normalidade dos dados obtidos foi avaliada através do teste Shapiro-Wilks. A
intensidade da atividade locomotora de R. prolixus foi analisada utilizando modelos
lineares de efeitos mistos (funcdo Imer no pacote Ime4 [Bates et al., 2014]) ajustados
através da maxima verosimilhanca restrita (REML). Os dados de atividade
locomotora transformados em raiz quadrada foram utilizados como variavel de
resposta, enquanto o tratamento (controle vs. infectado) e as horas do dia foram
definidos como variaveis fixas. Contrastes par a par (interacdo dos testes de funcao
no pacote phia [de Rosario-Martinez, 2013]) foram utilizados para avaliar a atividade
locomotora dos insetos controle e infectados a cada hora do dia. Os valores de P
obtidos nos contrastes foram ajustados pelo método de Holm-Bonferroni para corrigir
o problema de comparacdes mudltiplas. As comparacdes entre os grupos, onde
apenas o0s insetos ativos foram considerados, foram posteriormente realizadas
através de uma analise de variancia ou do teste ndo-paramétrico Mann-Whitney,

dependendo da normalidade da amostra de dados.

Uso de abrigos e predacéao
A comparacao entre frequéncias foi feita através do teste do Qui-quadrado,
teste que analisa as proporcdes de um determinado evento. O nivel de significancia

aceito foi de p igual ou menor que 0,05 (95%).
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5 RESULTADOS:

5.1 Atividade locomotora

O padréo de atividade das ninfas de R. prolixus em ambos 0s grupos
avaliados foi semelhante ao ja descrito em estudos realizados com outras espécies
de triatomineos. O primeiro pico de atividade locomotora se deu durante a primeira
hora da fotofase, seguido por um periodo de 12 horas de baixa locomocdo. O
segundo pico de atividade foi registrado somente na segunda hora da escotofase e
marcou o inicio de um periodo de muita movimentagcédo que decaiu gradativamente
com o decorrer das horas (Figuras 4 e 5). Adicionalmente, foi possivel observar que
a infeccdo parasitaria afetou diferencialmente o perfil e a intensidade da atividade
locomotora de R. prolixus.

A atividade locomotora das ninfas de R. prolixus infectadas com T. cruzi e do
seu respectivo grupo controle foi semelhante durante todo o periodo da fotofase
(Figuras 4 e 5). Interessantemente, o grupo infectado apresentou atividade
locomotora significativamente menor durante o periodo da escotofase quando
comparado ao grupo controle (figuras 4 e 5). Essa diferenca p6de ser observada
durante o pico de atividade noturna e nas quatro horas subsequentes (* p<0.05,
***n<0.001). O numero total de movimentos dos insetos infectados foi 20% menor
do que o observado para os insetos néo infectados.

O numero de insetos ativos (insetos que apresentaram pelo menos um evento
de movimentacdo por hora) por tratamento esta mostrado na figura 6. Nao foram
observadas diferencas significativas entre os grupos em nenhum dos periodos
avaliados (Mann-Whitney, n.s.). Entretanto, o niamero de movimentos realizados
pelos insetos ativos infectados por T. cruzi foi significativamente menor durante a

escotofase (Figura 7; Mann-Whitney, p <0,0005).
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Figura 4: Efeito da infeccdo por T. cruzi sobre o perfil de atividade locomotora de
ninfas de Rhodnius prolixus. As areas branca e cinza representam a fotofase e
escotofase, respectivamente. Os dados sdo apresentados como a média da raiz
guadrada da atividade locomotora de trés ensaios (n = 18 insetos por tratamento em
cada ensaio; * p<0,1, * p<0,05, *** p<0,001).
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Figura 5: Efeito da infecgdo por T. cruzi sobre o niumero total de movimentos de
ninfas de Rhodnius prolixus. Os dados apresentados representam a raiz quadrada
da atividade locomotora acumulada apos seis dias de avaliacdo e sao discriminados

entre as fases de escuridao e luz.
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Figura 6: Efeito da infeccdo por T. cruzi na porcentagem de insetos ativos. As barras
horizontais representam a escotofase (preto) e a fotofase (branco). Os dados
representam a meédia de trés ensaios cada um com 18 insetos por tratamento

(Mann-Whitney, n.s.).
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Figura 7: Efeito da infec¢do por T. cruzi no numero de movimentos apresentados
por insetos ativos. Os dados representados sdo a média de trés ensaios cada um

com 18 insetos por tratamento (*Mann-Whitney, *p<0,0005).
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A analise dos efeitos da infeccéao por T. rangeli na atividade locomotora de R.
prolixus, mostrou que a presenca do parasito parece induzir um aumento
generalizado nos niveis de locomocédo durante todo o ciclo diario (Figuras 8 e 9). O
nivel de atividade locomotora dos insetos infectados por T. rangeli foi levemente
superior durante a escotofase, porém sem diferencas estatisticas significativas.
Surpreendentemente, as ninfas infectadas apresentaram um aumento significativo
no nimero médio de movimentos durante a fotofase (» p<0.1, *p<0.05, ***p<0.001).
No geral, os insetos infectados se movimentaram 23% a mais do que 0S hao
infectados.

A avaliagcdo do numero de ninfas ativas (individuos que apresentaram pelo
menos um evento de atividade por hora) mostrou que os insetos infectados por T.
rangeli apresentaram atividade significativamente maior, principalmente durante as
fases de baixa atividade (Figura 10; Mann-Whitney, p <0,05). Em adic&o, os insetos
infectados ativos apresentaram um numero total de movimentos maior do que 0s
nao infectados, tanto durante a escotofase, quanto na fotofase (Figura 11; Mann-

Whitney, p <0,05 e p <0,0005, respectivamente).
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Figura 8: Efeito da infeccao por T. rangeli sobre o perfil de atividade locomotora de
ninfas de Rhodnius prolixus. As areas branca e cinza representam a fotofase e
escotofase, respectivamente. Os dados sao apresentados como a raiz quadrada da
atividade locomotora de seis ensaios (n = 18 insetos por tratamento em cada ensaio;
* p<0,1, * p<0,05, *** p<0,001).
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Figura 9: Efeito da infeccédo por T. rangeli sobre a atividade de ninfas de Rhodnius
prolixus. Os dados apresentados representam a raiz quadrada da atividade
locomotora acumulada apés seis dias de avaliacdo e sdo discriminados entre as

fases de escuridao e luz.
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Figura 10: Efeito da infecgdo por T. rangeli na porcentagem de ninfas ativas. As
barras horizontais representam a escotofase (preto) e a fotofase (branco). Os dados
representam a média de seis ensaios cada um com 18 insetos por tratamento
(*Mann-Whitney; p<0,05).
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Figura 11: Efeito da infeccdo por T. rangeli no numero de movimentos apresentados
pelas ninfas ativas. Os dados representados sdo a média de trés ensaios cada um

com 18 insetos por tratamento (Mann-Whitney; * p<0.03, **p<0.0005).

5.2 Uso de abrigos

Uma vez que a atividade locomotora de ninfas de R. prolixus foi alterada pela
infeccdo por T. cruzi e por T. rangeli, sugeriu-se que a alteracdo observada poderia
ter consequéncias diretas na dindmica de utilizagdo de abrigos pelos triatomineos. O
efeito da infeccdo sobre o uso de abrigos, assim como o efeito da presenca de um
hospedeiro foram avaliados. A dinamica de entrada nos abrigos durante o periodo
de aclimatagédo foi muito semelhante independentemente da infeccdo com T. cruzi
ou T. rangeli (Figura 12). Especialmente nas seis primeiras horas apés a liberagédo
das ninfas, foi possivel perceber uma intensa atividade de entrada e saida do abrigo.
Apés esse periodo, a atividade se tornou bastante reduzida, coincidindo com a

entrada dos insetos nos abrigos.

38



Primeiro dia Segundo dia

o T 0 L I 0
10 4 Entradas 10 1 Entradas
8 8
6 6
4 4
8 8
:9 ‘1 H H Hl I -g “]
= =
S 9 IIIIHIIIIH IHIHI 5 HHHHIIII HIHIHIHHIHIIHI
£ I H IUI HIUIUIU IUIIUIUU £ 0777 ToT 0 TI I H I II
-2 2
4 Saidas 4
6 I Controle 6 . Controle .
N 1 Infectado o [ Infectado Saidas
AW+ T T T T T T T T T T 0 +~—"""""""T""—"—"—"—"—""""—"""T"—7"—7"7
17181920212223241 2 3 4 5 6 7 8 910111213141516 . . 1718192021222324 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213141516
Terceiro dia
Horas Horas
12
10
Entradas
8
6
w 4
S
T 2
3 LI RO T A T O
T o
= I T TT
2
I Controle
4 1 Infectado
6 .
Saidas
-8 4
WA

1718192021222324 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213141516

Horas

Figura 12: Dinamica de entradas e saidas de abrigos de ninfas de Rhodnius
prolixus infectadas ou nao por T. rangeli. As barras horizontais demarcam as fases

de luz (branco) e escuridao (preto).

Decorrido o periodo de trés dias para a aclimatacado dos insetos, o0 numero de
ninfas fora dos abrigos foi contabilizado. A porcentagem de insetos que
permaneceram dentro do abrigo apds esse intervalo foi de aproximadamente 87% e
92% para o grupo infectado com T. cruzi e seu grupo controle, respectivamente
(Figura 13A; Qui-quadrado, n.s.).

Durante o intervalo em que o camundongo foi mantido na arena os insetos
apresentaram uma atividade de saida e entrada dos abrigos mais intensa do que a
observada na auséncia do hospedeiro (dados ndo mostrados). A figura 14 mostra a
porcentagem de insetos fora do abrigo ao longo do ensaio com o camundongo. Na
presenca do hospedeiro houve uma aparente tendéncia das ninfas infectadas com
T. cruzi em sairem mais do abrigo em comparagdo ao grupo controle (figura 14).
Essa pequena diferenca foi observada das 2:00 as 5:00 horas e nédo foi
estatisticamente significativa.

Por fim, a infec¢do por T. cruzi ndo pareceu afetar a quantidade de individuos

gue permaneceram na arena apoés a retirada do hospedeiro, onde cerca de 6% dos
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individuos de ambos os tratamentos foram encontrados fora dos abrigos (Figura
16A; Qui-quadrado, n.s.).

Diferentemente da infeccdo por T. cruzi que ndo alterou nenhum dos
parametros avaliados para o uso de abrigo, a infeccdo por T. rangeli induziu
modificacdes em todos. A quantidade de ninfas infectadas por T. rangeli que
entraram no abrigo durante o periodo de aclimatacao foi significativamente menor do
que a de insetos nao infectados (Qui-quadrado, p<0,0001). A porcentagem de
insetos do grupo controle dentro dos refugios foi de 82,5%, enquanto a observada
para os insetos infectados com T. rangeli foi de 64% (Figura 13B).

Adicionalmente, a infec¢cdo por T. rangeli alterou a dinamica de entradas e
saidas do abrigo na presenca do hospedeiro. Uma porcentagem maior de individuos
infectados foi observado fora do abrigo ao longo do periodo de exposicdo do
hospedeiro (Figura 15; Qui-quadrado, p<0,0001). Interessantemente, no periodo
entre 2:00 e 7:00 horas, mais de 70% das ninfas infectadas permaneceram expostas
na arena, enquanto menos de 40% das ninfas nédo infectadas estavam fora do
abrigo.

Finalmente, decorrido duas horas da retirada do camundongo, uma
porcentagem significativamente maior de insetos infectados com T. rangeli ainda
permanecia fora do abrigo quando comparado com insetos sadios (35% insetos
infectados vs 9% insetos nao infectados) (Figura 16B, Qui-quadrado; p<0,0001).
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Figura 13: Efeito da infec¢ao por tripanosomas sobre a porcentagem de ninfas de
R. prolixus que entram nos abrigos apds um periodo de trés dias de aclimatacdo. A:
efeito da infeccdo com T. cruzi (Qui-quadrado, n.s.). B: efeito da infeccdo com T.

rangeli (Qui-quadrado, p<0.0001). Os dados representam a mediana (linha
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horizontal) e a média (+) da porcentagem de insetos encontrados dentro do abrigo a

partir de cinco ensaios para ambos os tratamentos (25%-75% O, Max — Min I).

- 100~
S
o 80+
D~
8 <
© O 04
_8 +]

©
S5 40-
S¢
o £
i) 20~
@
wn
£

00—

S S R R S S T S A PRI ROI
.07 0. O OO .0 OO0, O OO .0, 0.0 O O .
S S A R BN

? Horas ‘

Figura 14: Efeito da infeccdo por T. cruzi sobre a dinamica de entradas e saidas de

1
QQ

abrigos (nimero de insetos que sairam menos namero de insetos que entraram nos
abrigos) de ninfas de Rhodnius prolixus. Os circulos brancos representam o balanco
entre entradas e saidas de insetos infectados e os pretos correspondem ao de
insetos ndo infectados. As areas brancas e cinza representam a fotofase e
escotofase, respectivamente, enquanto as setas indicam a apresentacdo (T) e
retirada () do hospedeiro. Os dados representam a média + erro padrdo da

porcentagem de insetos fora do abrigo a partir de cinco ensaios para ambos 0s
tratamentos (Qui-quadrado, n.s.).
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Figura 15: Efeito da infec¢do por T. rangeli sobre a dinamica de entradas e saidas
de abrigos (nUmero de insetos que sairam menos numero de insetos que entraram
nos abrigos) de ninfas de Rhodnius prolixus. Os circulos brancos representam o
balanco entre entradas e saidas de insetos infectados e os pretos correspondem ao
de insetos ndo infectados. As &reas brancas e cinza representam a fotofase e
escotofase, respectivamente, enquanto as setas indicam a apresentacdo (T) e
retirada () do hospedeiro. Os dados representam a média + erro padrdo da
porcentagem de insetos fora do abrigo a partir de cinco ensaios para ambos 0s
tratamentos (Qui-quadrado, *p<0,001).
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Figura 16: Efeito da infec¢ao por tripanosomas sobre a porcentagem de ninfas de
R. prolixus que permaneceram fora do abrigo duas horas apds a retirada do
hospedeiro. A: efeito da infeccdo por T. cruzi (Qui-quadrado, n.s.). B: efeito da

infeccdo por T. rangeli (Qui-quadrado, p<0.0001). Os dados representam a mediana
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(linha horizontal) e a média (+) da porcentagem de insetos encontrados fora do
abrigo a patrtir de cinco ensaios para ambos os tratamentos (25%-75% O, Max - Min

T).

5.3 Predacéo.

De maneira semelhante ao observado no ensaio anterior, apoés o periodo de
aclimatacdo a porcentagem de insetos dentro do abrigo foi de 94% para o0 grupo
controle e 92% para o grupo infectado com T. cruzi (Figura 17A; Qui-quadrado, n.s.).

Surpreendentemente, a infeccdo por este parasito induziu um aumento
significativo na porcentagem de insetos predados (Figura 18A). Assim, enguanto
aproximadamente 36% dos insetos infectados por T. cruzi foram predados pelo
camundongo, apenas 19% dos insetos néo infectados sofreram predagéo (Figura
18A; Qui-quadrado, p=0,0003). A razdo de chance do teste foi de 1,6. Ou seja, a
probabilidade de predacao entre os insetos infectados por T. cruzi foi 1,6 vezes a
chance de predacéao de um inseto n&o infectado.

Apbs o registro dos dados de predacédo foi avaliada a porcentagem de insetos
sobreviventes que conseguiram se alimentar e realizar a muda. Os resultados
mostraram que nao houve diferencas entre os tratamentos no nimero de insetos
gue conseguiu se alimentar (Figura 19; Qui-quadrado, n.s.). As porcentagens de
sucesso na alimentacao foram de 19 e 18% para o grupo nao infectado e infectado,
respectivamente. Dos insetos que se alimentaram, 68 e 53% dos individuos nao
infectados e infectados, respectivamente, conseguiram completar a muda para o
estadio adulto (Figura 19; Qui-quadrado, n.s.).

De acordo com o experimento anterior, nos ensaios com T. rangeli, uma
proporcao significativamente menor dos insetos infectados entrou nos refagios
(68%), em comparagao a proporcao de insetos nao infectados (86%) (Figura 17B;
Qui-quadrado; p=0,0007). Além disso, os insetos infectados por T. rangeli foram
mais predados que aqueles do grupo controle (Figura 18B; Qui-quadrado,
p<0,0001). As taxas de predacao no grupo infectado foram de 48%, enquanto que
no grupo infectado esses valores foram de 24%. A probabilidade de predacgao entre
os insetos infectados por T. rangeli foi 2,7 vezes a chance de ser predado entre os
insetos sadios.

Ao final do ensaio, 11% das ninfas infectadas por T. rangeli sobreviventes

conseguiram se alimentar, enquanto o mesmo foi observado em 21% das ninfas n&o
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infectadas (Figura 20; Qui-quadrado, p=0,014). Dos insetos infectados que se
alimentaram 40% completou a muda e chegou ao estadio adulto, enquanto este

valor foi de 58,5% no grupo dos insetos sadios (Figura 20; Qui-quadrado, n.s).
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Figura 17: Efeito da infecg&o por tripanosomas sobre a porcentagem de ninfas de
R. prolixus que entraram nos abrigos apds um periodo de trés dias de aclimatacéo.
A: efeito da infeccdo com T. cruzi (Qui-quadrado; n.s.). B: efeito da infeccdo com T.
rangeli (Qui-quadrado; p=0,0007). Os dados representam a mediana (linha

horizontal) e a média (+) da porcentagem de insetos encontrados dentro do abrigo a

partir de cinco ensaios para ambos os tratamentos (25%-75% O, Max - Min I).
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Figura 18: Efeito da infecc&o por tripanosomas sobre a porcentagem de ninfas de
R. prolixus predadas. A: efeito da infecgdo com T. cruzi (Qui-quadrado; p=0.0003).
B: efeito da infeccdo com T. rangeli (Qui-quadrado; p<0.0001). Os dados

representam a mediana (linha horizontal) e a média (+) da porcentagem de insetos
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predados a partir de cinco ensaios para ambos os tratamentos (25%-75% O, Max -

Min I).
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Figura 19: Efeito da infeccdo por T. cruzi sobre a porcentagem de insetos
sobreviventes que conseguiram se alimentar e realizar a muda. Os dados
representam a média da porcentagem de insetos predados a partir de cinco ensaios

para ambos os tratamentos (Qui-quadrado, n.s.).
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Figura 20: Avaliagdo do efeito potencial da infeccdo por T. rangeli sobre a

porcentagem de insetos sobreviventes alimentados e que realizaram a muda. Os
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dados representam a media da porcentagem de insetos predados a partir de cinco

ensaios para ambos os tratamentos (Qui-quadrado, p=0.014).

5.4 Infeccdo Oral.

O objetivo deste experimento foi determinar se a ingestdo de ninfas infectadas
com T. rangeli promoveria a infeccdo dos camundongos. Do total de 10
camundongos utilizados, 8 comeram todas as ninfas infectadas disponiveis e os 2
restantes comeram somente duas delas.

Todos os xenodiagnésticos realizados nos camundongos mediante a analise
de um total de 217 triatomineos examinados (23 morreram ou ndo se alimentaram e
foram perdidos) foram negativos.

Finalmente, 30 dias apos a alimentacdo dos triatomineos, o sangue de cada
camundongo foi utilizado para realizacdo de uma hemocultura, sendo que em 100%

dos casos o resultado foi negativo para presenca de parasitos.
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6 DISCUSSAO

Infeccbes parasitarias podem induzir alteragcbes comportamentais nos
hospedeiros e consequentemente aumentar a probabilidade de transmissdo dos
parasitos. O padrdo bimodal de atividade locomotora e a tendéncia de uso de
esconderijos sdo caracteristicas comportamentais relacionadas a busca de fontes
alimentares e protecdo nos triatomineos (Lazzari, 1992; Lorenzo & Lazzari, 1998).
Como consequéncia, a alteracdo destes padrbes comportamentais modificaria a
distribuicdo espacial dos insetos e as janelas temporais de interagdo com seus
hospedeiros. Todos os grupos de R. prolixus estudados no presente trabalho
apresentaram o padrdo bimodal de atividade locomotora caracteristico dos
triatomineos, com picos que antecederam o inicio da escotofase e fotofase,
independentemente da infeccdo por tripanosoma (Nufiez, 1982; Lazzari, 1992;
Barrozo et al., 2004). Surpreendentemente, as ninfas infectadas com T. cruzi
mostraram uma diminuicdo da atividade locomotora durante grande parte da
escotofase e, especialmente, durante o pico da primeira metade da fase escura.
Esse intervalo representa o periodo de maior atividade dos triatomineos, pois € o
momento no qual acontece a busca de alimento e parceiros sexuais (Nufez, 1982;
Lorenzo & Lazzari, 1998; Barrozo et al., 2004; Bodin et al., 2008; Pontes et al.,
2014). Durante o dia, ap6s o pico inicial da fotofase, os insetos praticamente nao
apresentaram movimentos, independentemente do seu status de infeccdo com T.
cruzi.

A alteracdo dos padrbes de atividade do hospedeiro é um efeito
frequentemente descrito nas relacdes parasitarias (Thomas et al., 2010). Em alguns
casos, a reducédo da atividade locomotora parece ser causada pela destruicdo de
tecidos, como quando a microfilaria Brugia pahangi invade os musculos de voo do
mosquito Aedes aegypti (Rowland & Lindsay, 1986). De maneira semelhante, o grilo
Gryllus integer apresenta um declinio na intensidade da sua locomoc¢do quando seu
parasitéide, a mosca Ormia ochracea, esta préximo de emergir (Adamo et al., 1995).
Este efeito € consequéncia da destruicdo de grande parte dos musculos do grilo
pelas larvas do parasitoide. No entanto, o T. cruzi ndo invade a cavidade celomatica
dos seus vetores e seu desenvolvimento é restrito ao trato intestinal. Em adicao,
lesbes dos tecidos dos triatomineos nédo tém sido relatadas durante a infecgédo por T.
cruzi (Kollien et al.,1998), indicando que é pouco provavel que a diminuicdo da

atividade observada no nosso estudo seja consequéncia de prejuizos diretos.
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Recentemente, foi demonstrado que T. cruzi pode ser patogénico para R. prolixus
dependendo da temperatura ambiental e condi¢bes nutricionais em que 0s insetos
sdao mantidos (Fellet et al., 2014). Trabalhos anteriores sugerem que T. cruzi
compete por nutrientes com seu vetor, uma vez que insetos infectados
apresentaram uma reducdo na resisténcia ao jejum além de aumentarem sua
susceptibilidade a outros fatores de estresse (Schaub, 1989; Kollien & Schaub,
1998). Além disso, T. infestans infectados por T. cruzi necessitam de mais sangue
para realizar a muda do que insetos saudaveis, provavelmente para compensar a
perda de nutrientes utilizados pelos tripanosomas (Juarez, 1970). Uma diminuicao
significativa do peso das gonadas como consequéncia da reducdo do estado
nutricional induzida pela infeccdo por T. cruzi foi observada em Mepraia spinolai
(Botto-Mahan et al., 2008). Adicionalmente, M. spinolai infectados pelo mesmo
parasito foram capazes de detectar hospedeiros e se orientar em direcdo a eles
guase duas vezes mais rapido do que insetos nao infectados (Botto-Mahan et al.,
2006). Em nossos experimentos, a atividade locomotora dos insetos foi avaliada na
auséncia de pistas do hospedeiro. Portanto, € possivel que a diminuicdo da
atividade locomotora observada para os insetos infectados com T. cruzi possa
representar uma estratégia dedicada a evitar a perda de recursos nutricionais, ja
reduzidos, na auséncia de sinais que confirmem a presenca de um hospedeiro. Essa
diminuicao da atividade na auséncia do hospedeiro pode ter a finalidade de estender
a sobrevida do inseto. Um comportamento semelhante foi sugerido para Cimex
lectularius na auséncia de pistas do hospedeiro (Romero et al., 2010).
Diferentemente das alteracdes promovidas pela infec¢do por T. cruzi, nos
insetos infectados por T. rangeli houve um aumento da atividade locomotora durante
a maior parte da escotofase e, principalmente, durante a fotofase. De fato, aumento
da atividade locomotora induzido por infeccdes ja foram relatados. Recentemente foi
demonstrado que A. aegypti infectados pelo virus da Dengue, sdo mais ativos do
gue mosquitos ndo infectados (Lima-Camara et al., 2011). Essa maior atividade
comecou a ser observada quatro horas antes da fotofase e foi mais intensa durante
a transicdo luz/escuriddo. Da mesma forma, a infeccdo por Wolbachia pipientis
aumenta a atividade diurna de machos e fémeas da mesma espécie de mosquito
(Evans et al., 2009). Outro modelo classico de estudo de insetos, a mariposa da
seda Bombyx mori, apresentou elevadas taxas de atividade locomotora quando
infectado por baculovirus (Kamita et al., 2005). Em fases tardias da infec¢do este

patdgeno promove danos na cuticula larval dos insetos. O dano cuticular em
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conjunto com o aumento da atividade locomotora resulta no vazamento de hemolinfa
infectada e, consequentemente, na transmisséo do virus (Ohkawa et al., 1994).

Nossos resultados indicam que tanto a infeccdo por T. cruzi quanto por T.
rangeli induzem alteragbes nos padroes de atividade locomotora de ninfas de R.
prolixus. Tais modificagdes parecem importantes na compreensdo da dinamica de
utilizacdo de abrigos pelos triatomineos. Conforme esperado, as ninfas de R.
prolixus apresentaram intensa atividade de entrada e saida dos abrigos ap0s sua
liberacdo na arena experimental, independentemente da infeccéo parasitaria. Essa
maior movimentacdo durante as primeiras horas do ensaio provavelmente esta
relacionada ao estresse sofrido pelos insetos a partir da sua manipulacdo e/ou
liberagdo em um ambiente desconhecido. Nos dias subsequentes a atividade
decaiu, uma vez que os triatomineos buscaram a protecao dos refagios. Ao final do
periodo de aclimatacdo, nos ensaios que avaliaram a infec¢cdo por T. cruzi, ndo
foram observadas diferencas significativas quanto a porcentagem de insetos dentro
do abrigo, quando comparados os tratamentos. A alta propor¢céao de ninfas dentro do
abrigo, préxima a 90%, reforca o quanto esse comportamento € marcante em
triatomineos e demonstra a importancia dos reflugios para o grupo. Os triatomineos
sao insetos noturnos, encontrados durante o dia agregados e em acinese (Lorenzo
& Lazzari, 1998). Tais comportamentos sao altamente adaptativos, pois permitem
gque os insetos diminuam sua exposicdo a predadores vertebrados, que
eventualmente sédo fonte de sua dieta sanguinea. Assim, em um contexto natural,
uma maior exposi¢céo durante o dia pode potencialmente aumentar a mortalidade de
insetos por acao de seus predadores. Portanto, o abrigo € um recurso fundamental
na sobrevivéncia dos triatomineos, pois, além de fornecer condi¢cdes de temperatura
e umidade mais amenas e estaveis (Lorenzo & Lazzari, 1999), também oferece
protecao.

J& esta descrito na literatura que uma vez que R. prolixus se encontre dentro
de reflgios, a saida de individuos em situacdo de auséncia de pistas do hospedeiro
raramente é observada (Ferreira, 2009). Nos experimentos do presente estudo,
guando um hospedeiro foi apresentado na arena se observou uma elevada atividade
de entradas e saidas dos abrigos. A atividade durou quase todo o periodo noturno e
foi semelhante entre insetos infectados e nao infectados por T. cruzi, sendo mantida
mesmo que os insetos estivessem impedidos de se alimentar. Entretanto, duas
horas apos a retirada do hospedeiro, ja durante a fotofase, a maioria dos individuos

retornou ao abrigo. Essa intensa atividade aparentemente contraria os dados obtidos
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nos ensaios do actémetro, onde foi observada uma reducao na atividade locomotora
dos insetos justamente durante o periodo relacionado com busca de hospedeiro. E
importante ressaltar que a diferenga marcante entre os dois ensaios foi a
apresentacao de pistas do hospedeiro. Ferreira (2009) avaliou a saida de abrigos de
ninfas de R. prolixus na presenca de camundongos que ficavam suspensos na arena
e emitiam pistas de odores e temperatura. No referido desenho experimental foi
observado um aumento na proporcdo de insetos que deixavam o abrigo, porém,
inferior ao mostrado no presente estudo, provavelmente em decorréncia da falta de
estimulos mecanicos vibratérios em decorréncia da suspensdo dos hospedeiros.
Este fato, somado aos resultados obtidos nos ensaios do actdometro, reforca a ideia
da importancia da presenca de pistas robustas do hospedeiro para o disparo de
comportamentos que induzam a saida dos abrigos pelos insetos. Mais ainda, se
insetos infectados por T. cruzi tém um déficit nutricional em decorréncia da infeccao,
a presenca de pistas concretas indicando um potencial hospedeiro parecem ser
cruciais para desencadear o comportamento de saida do refugio.

Diferentemente do observado na infec¢cdo por T. cruzi, a infeccdo por T.
rangeli induziu alteracbes em praticamente todos os parametros avaliados na
dindmica de utilizacdo de abrigos por R. prolixus. Primeiramente, a presenca do
parasito induziu um aumento na propor¢ao de ninfas que ndo entraram nos abrigos
durante o periodo de aclimatacdo. Consequentemente, um maior numero de insetos
permaneceu exposto na arena o que representa a alteracdo de um comportamento
de grande relevancia para os triatomineos. Da mesma forma, na presenca de pistas
do hospedeiro, uma porcentagem significativamente maior de insetos infectados
deixou os abrigos em comparag¢do com os insetos nao infectados. Finalmente, uma
proporcdo maior de insetos infectados pelo T. rangeli permaneceu fora do abrigo
apos a retirada do camundongo. Vale relembrar que os insetos infectados por T.
rangeli apresentaram niveis de atividade locomotora maiores do que insetos nao
infectados mesmo na auséncia de pistas do hospedeiro, como mostrado nos ensaios
de actbmetro. Os efeitos observados poderiam, em parte, estar relacionados a uma
ja demonstrada reducdo da fototaxia negativa dos insetos, induzida pela presenca
deste parasito (Ferreira, 2011). Este conjunto de resultados indica uma tendéncia de
insetos infectados por T. rangeli de permanecerem mais expostos fora dos abrigos,
0 que poderia representar uma alteragdo comportamental prejudicial para a
sobrevivéncia dos mesmos. Cabe destacar, que as avaliagbes da porcentagem de

insetos fora do abrigo apds o periodo de aclimatacdo e apds a retirada do
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camundongo foram realizadas durante a fotofase. Portanto, em um contexto natural
0 aumento observado potencialmente deixaria 0s insetos mais susceptiveis a acédo
de predadores.

Os ensaios de uso de abrigo mostraram como a infec¢do por tripanosomas
pode afetar a exposicdo de insetos infectados a potenciais predadores. Restava
ainda avaliar se essas alteragbes levariam a um aumento nas taxas de predacao
sofrida por insetos infectados quando em contato com hospedeiros vertebrados.
Interessantemente, independente do comportamento apresentado por insetos
infectados por T. cruzi ou T. rangeli, as taxas de predacdo registradas foram
significativamente elevadas nos insetos infectados. No caso de insetos infectados
por T. cruzi, apesar de nenhum parametro relacionado com o uso de abrigos ter sido
alterado pela infeccéo, as taxas de predacdo sofridas pelos insetos infectados por
este parasita foram significativamente aumentadas. Conforme demonstrado por
Juarez (1970), ninfas de T. infestans infectadas com T. cruzi necessitam ingerir mais
sangue e precisam de mais repastos para realizarem a muda para o estadio adulto.
Adicionalmente, Botto-Mahan e colaboradores (2006) demonstraram que insetos
infectados picam 45% mais que 0s insetos nao infectados durante a alimentacdo em
camundongos anestesiados. Sendo assim, é possivel que o aumento observado nas
taxas de predacédo de insetos infectados por T. cruzi seja consequéncia de um maior
tempo de contato com o hospedeiro vertebrado, no caso de o inseto ter que ingerir
volumes maiores de sangue. Da mesma forma, se forem necessarias mais picadas,
ou se o inseto for mais insistente em decorréncia de um maior déficit nutricional,
maior serd a chance de o mesmo ser percebido e predado pelo hospedeiro. De fato,
se considera que quanto menor for o tempo de repasto de um triatomineo, maiores
serdo suas chances de sobreviver, uma vez que o0 risco de predacdo pelo
hospedeiro é em grande parte medido pela duragdo da interacdo (Schofield, 1994).
Entretanto, apesar de muitos autores terem avaliado a duracdo do repasto
sanguineo em varias espeécies de triatomineo (Guarneri et al., 2000; Oliveira et al.,
2009; Loza-Murguia & Noireau, 2010; Barreto-Santana et al., 2011), até 0 momento
nao foi avaliado se este periodo € alterado quando o inseto esta infectado por T.
cruzi.

Nossos resultados do estudo da interacdo triatomineos-tripanosomatideos
sao inéditos ao demonstrarem que a infeccdo por T. cruzi promove aumentos nas
taxas de predacdo e sugerem fortemente que esta alteracdo podera induzir um

aumento nas taxas de transmissdo do parasito. Nossa hipdtese € sustentada por
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diversos trabalhos que demonstraram a transmissao de T. cruzi pela via oral
(Brumpt, 1913b; Nattan-Larrier, 1921; Kofoid & Donat, 1933b; Cardoso, 1933; Hoft et
al., 1996; Rabinovich et al., 2001; Coffield et al., 2013).

Aumentos nas taxas de predacdo também foram induzidos pela infeccdo com
T. rangeli. Conforme demonstrado, ninfas infectadas foram 2.7 vezes mais
propensas a serem predadas do que ninfas n&o infectadas. De fato, o aumento do
namero de insetos que permaneceram fora do abrigo na presenca de sinais do
hospedeiro, sugeria que a alteracdo comportamental promoveria efeitos negativos
para o inseto. Diferentemente do T. cruzi que tem seu desenvolvimento no vetor
restrito ao trato intestinal, o T. rangeli pode atravessar o epitélio intestinal do inseto e
se desenvolver na hemocele e glandulas salivares, o que resulta em populagbes
massivas de parasitos (D Alessandro, 1976). Essa infeccdo generalizada pode
comprometer consideravelmente o estado geral do inseto e, provavelmente, afetar a
busca de fontes alimentares. Infeccdes com uma massiva populacdo de parasitos
espalhados por todo o corpo do inseto certamente promoverdao um aumento
significativo no déficit nutricional do mesmo. De acordo com a hipétese levantada
para 0 comportamento expresso por insetos infectados por T. cruzi, 0s insetos
infectados por T. rangeli deveriam, pelo menos na auséncia de pistas de hospedeiro,
apresentar niveis diminuidos de atividade locomotora, o que néo foi observado no
presente estudo. Como citado anteriormente, a infecgéo por T. rangeli promove uma
série de efeitos que reduzem as populacbes de simbiontes intestinais (Brecher &
Wigglesworth, 1944; Lake & Friend, 1967; Eichler & Schaub,1998), afetam aspectos
reprodutivos (Fellet et al., 2014), aumentam a mortalidade (Grewal 1957; Tobie
1965), prolongam os periodos intermuda (Ferreira et al., 2010), além de induzirem
um aumento na quantidade de lipideos na hemolinfa dos insetos (Ferreira et al.,
2010). Sendo assim, € possivel que as altera¢cdes comportamentais observadas em
insetos infectados por T. rangeli sejam o resultado de uma série de fatores e
interacdes complexas que levam a um aumento generalizado nos seus niveis de
atividade e de exposi¢cdo a luz. Dados ndo publicados de nosso grupo mostraram
gue a infeccdo por T. rangeli altera a expressao de diferentes genes, dentre eles, do
gene foraging (codifica para uma proteina kinase dependente de cGMP) que tem
sido relacionado com a regulacdo da atividade locomotora associada ao
forrageamento em diferentes grupos de insetos (ver revisdo Kaun & Sokolowski,
2009; Reaume & Sololowski, 2011).
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No final dos ensaios que avaliaram as taxas de predacdo de insetos
infectados, nés avaliamos a propor¢do de individuos sobreviventes que conseguiram
se alimentar e realizar a muda. Apesar dos insetos infectados por T. cruzi terem sido
mais predados do que os ndo infectados, a propor¢cdo de individuos que teve
sucesso na alimentacdo ndo foi diferente entre os tratamentos, sugerindo que o
sucesso na obtencao de alimento ndo parece ser afetado pela infeccdo. No caso de
insetos infectados por T. rangeli, aléem de serem mais predados, uma menor
proporcdo de individuos sobreviventes conseguiu se alimentar. Esses resultados
reforcam a ideia de que o processo de ingestdo sanguinea de R. prolixus pode ser
alterado pela infeccéo por T. rangeli (Garcia et al., 1994).

Um aumento nas taxas de predacdo de vetores infectados por parasitos
capazes de serem transmitidos por via oral certamente seria vantajoso para o
parasito, aumentando suas taxas de transmissdo. Como citado anteriormente, a
transmissao oral de T. cruzi tem sido amplamente estudada (Brumpt, 1913b; Nattan-
Larrier, 1921; Kofoid & Donat, 1933b; Cardoso, 1933; Hoft et al., 1996; Rabinovich et
al., 2001, Coffield et al., 2013) e os recentes surtos de infeccdo humana comprovam
a importancia dessa via (Tatto et al., 2007; Valente et al., 2009; Nébrega et al., 2009;
Souza-Lima et. al., 2013). E importante ressaltar que a transmissdo do parasito
através das fezes apresenta uma eficiéncia muito baixa sendo estimado que séo
necessarios 900-4000 contatos para que ocorra uma infeccdo (Nouvellet et al.,
2013). Sendo assim, os resultados do presente estudo sugerem que a alteracao
comportamental que eleva as taxas de predacdo em insetos infectados por T. cruzi
traria beneficios para o parasito, aumentando suas chances de transmissdo. No
caso de T. rangeli, a transmissédo oral nao foi demonstrada até o presente momento
e nossos dados parecem confirmar os dados da literatura (embora outros modelos
animais devam ser testados). Entretanto, € importante ressaltar que a transmissao
de T. rangeli pela picada € altamente eficiente. Ferreira (2013) estimou que
aproximadamente 50.000 tripomastigotas metaciclicos sao liberados durante a
alimentacdo sanguinea de uma ninfa infectada. No mesmo trabalho, a autora
mostrou que cerca de 90% dos camundongos que serviram como fonte de
alimentacdo para uma unica ninfa infectada foram capazes de adquirir o parasito e
transmiti-lo para novos insetos. Sendo assim, no caso do T. rangeli a picada ja seria
suficiente para garantir a transmissao do parasito e um aumento na motivagdo do
inseto para procurar o hospedeiro aumentaria suas chances de transmissao. Apesar

de diferentes, as estratégias de ambos o0s parasitos parecem garantir a ampla
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distribuicdo dos mesmos dentro do continente americano (Miles et al., 1983; Steindel
et al., 1991; Sullivan et al., 1993; Ramirez et al., 2002; Galvéao et al., 2003; Gurgel-
Goncalves et al., 2004; Reisenman et al., 2012).

Apesar de grande parte das alteracdes promovidas por parasitos nos seus
hospedeiros serem um subproduto da infeccdo, diversos autores sugerem que
algumas delas sejam consequéncia de uma manipulagdo pelos parasitos (Poulin,
1995; Moore, 1995; Hatcher et al., 2006). Considera-se que para que os efeitos
induzidos por um parasito sejam considerados manipulacédo € necessario comprovar
que as causas das alteracbes observadas no hospedeiro sejam especificas do
parasito; que o efeito aumenta a transmissdo do parasito; e que as moléculas
responsaveis pelas mudancas induzidas no hospedeiro sejam produzidas pelo
parasito (Hurd, 2003). Os resultados do presente estudo ndo sdo suficientes para
indicar que T. cruzi e T. rangeli manipulem processos fisiologicos para favorecer sua
transmissdo. Contudo, os dados que mostram niveis mais altos de predacao de
insetos infectados sugerem que possa haver algum tipo de manipulacdo por parte
dos parasitos. Como mencionado anteriormente, outros estudos do nosso grupo
mostrando que a presenca do parasito altera a expressao de genes envolvidos no
controle do comportamento sustentam essa ideia. Estes resultados certamente
apresentam uma nova perspectiva no estudo das interagdes entre tripanosomas e
seus vetores, tornando fundamental a compreensdo dos mecanismos que regulam a

interacdo para um melhor entendimento do processo.
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7 CONCLUSOES

Atividade locomotora:

- Insetos infectados por T. cruzi apresentaram atividade locomotora reduzida durante
a primeira metade da escotofase, momento no qual os triatomineos procuram seus
hospedeiros;

- Insetos infectados por T. rangeli apresentaram um aumento na atividade
locomotora, que foi mais pronunciado durante a fase do dia em que os triatomineos
normalmente permanecem em abrigos.

Uso de abrigos:

- O padrao de uso de abrigos de R. prolixus nao foi afetados pela infecgdo por T.

cruzi;

- Por sua vez, a infeccdo por T. rangeli alterou o padrdo de uso de abrigos nesses

insetos, induzindo sua exposicdo em ambientes abertos;

Predacao:

- As duas espécies de tripanosomas promoveram aumentos significativos nas taxas

de predacéo sofridas por R. prolixus.

- Somente a infecgéo por T. rangeli afetou negativamente a porcentagem de insetos

gue se alimentaram durante o contato com o hospedeiro vertebrado.

Infeccao Oral:

- A via oral se mostrou incapaz de promover a infeccdo de camundongos por
Trypanosoma rangeli.
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