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Resumo

O Trypanosoma rangeli ¢ um parasito que possui triatomineos e mamiferos, incluindo o
homem, como hospedeiros. Os triatomineos adquirem a infec¢do ao se alimentarem em
mamiferos infectados. O parasito é transmitido ao mamifero durante a picada no ato da
alimentagdo. Até o momento, ndo se conhece o ciclo de desenvolvimento do T.rangeli
no hospedeiro vertebrado. Primeiramente, foi avaliado se aves também poderiam
participar da disseminacao do parasito entre insetos. Insetos infectados (doadores) e nao
infectados (receptores) foram alimentados simultaneamente em pombos nao infectados
(co-alimentacgdo). Os insetos receptores que co-alimentaram em pombos com insetos
doadores na proporc¢ao 1:1 apresentaram uma taxa de infeccao de 16%, que foi reduzida
para 9% quando a proporcao foi alterada para 5:1 e a distdncia receptores/doador
aumentada. Quando os receptores se alimentaram no pombo apds o término da
alimentacdo do doador, a infeccdo ndo foi observada. A susceptibilidade de
tripomastigotas metaciclicos de T.rangeli ao sistema complemento de pombos e
camundongos também foi analisada. Os resultados mostraram que os tripomastigotas
foram resistentes ao sistema complemento de camundongos, mas suscetiveis aos de
pombos. A transmissdo do protozoario através da co-alimentagdo de triatomineos em
pombos indica que esse comportamento permite que parasitos cheguem ao intestino de
um inseto saudavel antes da ag¢do do sistema complemento. Essa ¢ a primeira vez em
que se demonstra que aves podem participar do ciclo de transmissdo de 7. rangeli, ao
permitirem a transferéncia de parasitos entre insetos durante a co-alimentagdo. O
préximo objetivo foi avaliar a fase inicial da infeccdo por 7.rangeli em camundongos.
Inicialmente, a capacidade do parasito de estabelecer a infec¢do no camundongo foi
avaliada a partir de parasitos liberados na pele. Observou-se uma taxa de infeccio de
50% para camundongos expostos a picadas de triatomineos infectados e 100% para
camundongos expostos a parasitos liberados na pele apdés puncdo. A avaliagdo
histologica da pele de camundongos expostos ao parasito mostrou a presenga de
parasitos extracelulares nas primeiras 24h apds a exposicdo. Entretanto, infiltrados
inflamatoérios foram encontrados até o 7° dia pos-exposicao (d.p.e), sendo eosinoéfilos e
mastocitos as células mais comumente encontradas no sitio da infecc¢ao. Utilizando-se a
técnica de qPCR foi possivel detectar a presenca do protozoario na pele de
camundongos por até 7d.p.e. A quantificacdo dos parasitos presentes na pele mostrou

ndo haver diferencgas significativas no numero de parasitos, quando comparados os



diferentes tempos de exposicao. O sangue, os linfonodos mesentéricos e o bago foram
também avaliados. O DNA do parasito foi detectado nas amostras de sangue em todos
os periodos, com um discreto aumento no segundo dia apds a infec¢cdo. Os linfonodos
mesentéricos apresentaram DNA do parasito durante toda a avaliagdo, além de um
aumento significativo no seu peso, em relacdo ao grupo controle. No bago, o DNA do
protozoario foi detectado em amostras referentes aos dias 1, 7 ¢ 15d.p.e . O peso do
baco foi significativamente aumentado nos animais infectados. Os resultados do estudo
sugerem que os linfonodos possam funcionar como locais de manutengao do 7. rangeli.

Estudos adicionais serdo realizados para a confirmagao desses resultados.

Palavras chaves: Trypanosoma rangeli, hospedeiro vertebrado, DNA do parasito, sitio

de infecgdo, pele, inflamagdo, sangue, 6rgaos linféides secundarios.



Abstract
Trypanosoma rangeli is a parasite infective to triatomines and mammals, including
humans. Triatomines become infected by feeding on infected mammals and the parasite
is transmitted to mammals via insect bite. To date, the development of 7. rangeli in the
vertebrate host is not known. Initially the present study investigated whether birds could
act as a temporary vehicle for insect-to-insect transmission. With this aim, infected
(donors) and non-infected (receptors) insects were allowed to simultaneously feed on
pigeons. When donor and receptor insects were subjected to co-feeding experiments in a
1:1 ratio, an infection rate of 16% was observed, which was reduced to 9% when the
distance between donor and receptor insects was increased and the ratio was altered to
Idonor:5receptors. When the receptor insects were allowed to feed on the pigeon after
the feeding of the donor insect was finished, the infection was no longer observed.
Since birds are refractory to several species of trypanosomes, the susceptibility of
metacyclic trypomastigotes of T.rangeli to the complement system was evaluated in
serum from pigeons and mice. Our results showed that trypomastigotes were resistant to
the complement system of mice, but susceptible to the complement system of pigeons.
The transmission of T.rangeli through triatomine co-feeding on pigeons indicates that
parasites can reach the intestine of a healthy insect before being killed by the action of
the bird’s complement system. This is the first time that birds have been demonstrated
to take part in the transmission cycle of T.rangeli, by allowing the transfer of parasites
between insects during co-feeding behavior. Our next objective was to evaluate the
initial phase of T'rangeli infection in mice. Initially, the parasite’s ability to establish an
infection in mice was evaluated in experiments where parasites were released in the
mouse skin. Fifty percent of infection was observed in mice exposed to the bite of
infected triatomines, and 100% of infection was observed in mice exposed to parasites
released on the skin after superficial injury. Histological sections of the skin of exposed
mice showed the presence of extracellular parasites from 0-24h after exposure to
T.rangeli. Inflammatory infiltrates were found up to the 7t day post-exposure.
Eosinophils and mast cells were the most common cells found at the site of infection.
qPCR detected the presence of T.rangeli DNA in the skin of mice for up to 7d after
exposure. Quantification of parasites in the skin samples showed no significant
differences in the number of parasites among the times of exposure evaluated. Blood,
mesenteric lymph nodes and spleen were also evaluated as potential sites of

establishment of T.rangeli infection. Parasite DNA was detected in blood samples



collected at 30min, 2, 4, 7 e 15d post-exposure, with a slight increase in the second day
after infection. Mesenteric lymph nodes also showed T.rangeli DNA in all evaluated
times (30min, 12h, 1, 2, 4, 7 and 15d post-exposure), in addition to a significant
increase in organ weight. In the spleen, 7. rangeli DNA was detected in samples from
days 1, 7 and 15 post-exposure. Spleen weight was also significantly increased in the
infected animals. The results of the present study suggest that lymph nodes may
function as a T.rangeli maintenance site. Further studies will be performed to confirm

these results.

Keywords: Trypanosoma rangeli, vertebrate host, parasite DNA, infection site, skin,

inflammation, blood, secondary lymphoid organs.
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1 Introducio

Trypanosoma rangeli (Tejero, 1920) é um parasito protozodrio hemoflagelado
pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e subgénero
Herpetosoma (Levine, 1980). Apesar de ser transmitido através da picada do inseto
vetor, o parasito esta incluido na classe Stercoraria, que inclui também o Trypanosoma
cruzi (agente etiolégico da doenca de Chagas) e outros tripanosomas que sdo
transmitidos pelas fezes de hospedeiros invertebrados (Hoare, 1972). A classificacdo se
mantém porque a comparacdo de dados filogenéticos baseados em sequéncias que
codificam o RNA presente na subunidade menor do ribossomo (SSU rRNA) do T.
rangeli coloca o parasito proximo ao 7. cruzi e distante de espécies do grupo Salivaria
como, por exemplo, o Trypanosoma brucei (Stevens et al., 1999; 2001). O parasito
possui triatomineos como hospedeiros invertebrados e diversas espécies de mamiferos,
incluindo o homem, como hospedeiros vertebrados (Hoare, 1972; D’ Alessandro, 1976).
Apresenta uma ampla distribui¢ao, tendo sido encontrado infectando seres humanos,
triatomineos e animais silvestres desde a América Central até a América do Sul (Fig. 1;
Rey e Ucro6s, 1939; Deane, 1958; Cuba Cuba, 1998; Guhl et al., 2003; Marquez et al.,
2006). Sua distribuicdo se sobrepde a distribui¢do do 7. cruzi em diversos paises onde €
possivel encontrar infeccdes mistas em varias espécies de triatomineos e mamiferos

(Fig.1; Vallejo et al., 1988; Grisard et al., 1999).

Figura 1. Distribuicao de 7. cruzi e T. rangeli na América Central e na América do Sul.
Regides que apresentam casos da doenca de Chagas em humanos estdo sombreadas e a
presenca do Trypanosoma rangeli em triatomineos, animais silvestres € humanos esta
representada por circulos (Grisard et al, 1999).
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Trypanosoma rangeli e suas interacoes com os hospedeiros invertebrados

Os triatomineos, hospedeiros invertebrados do 7. rangeli, possuem um ciclo de
vida dividido em cinco estadios ninfais e a fase adulta e alimentam-se de sangue durante
todo o seu desenvolvimento (Lent e Wygodzinsky, 1979; Schofield, 1981). Sao insetos
solenofagicos, ou seja, retiram o sangue diretamente de vénulas ou arteriolas e para se
alimentarem possuem um sofisticado aparelho bucal formado por um par de mandibulas
e um par de maxilas justapostas que formam o canal alimentar ¢ o canal salivar
(Lavoipierre et al., 1959). A alimentacdo desses insetos se inicia com a inser¢do das
mandibulas, estruturas rigidas que servem de ancora para o restante das pegas bucais.
As maxilas formam um feixe, delgado ¢ flexivel, que penetra profundamente nos
tecidos e movimenta-se a procura de sinais da presenca de vasos sanguineos na derme;
esse periodo ¢ denominado de sondagem (Lavoipierre et al., 1959). Uma vez encontrado
0 vaso sanguineo, a ingestao € iniciada e termina apds o ingurgitamento do inseto, com
a retirada das pegas bucais (Lavoipierre et al., 1959). Todo o processo de alimentagdo
pode durar de 10 a 40 minutos, dependendo do estadio ninfal, da espécie e do estado
nutricional do inseto (Guarneri et al., 2000; Sant’Anna et al., 2001). Para que ocorra a
alimentagdo e eles ndo sejam percebidos e predados pelo hospedeiro, os triatomineos
adquiriram ao longo da evolucdo uma saliva rica em moléculas anestésicas,
anticoagulantes e antiplaquetdrias (Ribeiro, 1987; 1998). A liberagdo de saliva ocorre
durante todo o processo de alimentacdo, incluindo a sondagem, na derme, ¢ a fase de
ingurgitamento, na circulagdo sanguinea (Soares et al., 2000).

O ciclo de vida do T. rangeli no hospedeiro invertebrado se inicia quando
triatomineos ingerem formas tripomastigotas sanguineas ao se alimentarem em um
mamifero infectado (Fig. 2). Ao atingirem o trato intestinal do inseto, os tripomastigotas
sanguineos se diferenciam para formas epimastigotas que iniciam um processo de
multiplicacdo e podem atravessar o epitélio intestinal alcangando a cavidade celomatica
(D’Alessandro et al., 1976; Hecker et al., 1990). Uma vez na hemocele, os parasitos
continuam a se multiplicar e entdo migram para as glandulas salivares, onde ocorrera a
metaciclogénese e a sua diferenciagdo para as formas infectivas, denominadas
tripomastigotas metaciclicos. Os tripomastigotas metaciclicos serdo inoculados no
hospedeiro vertebrado, juntamente com a saliva, durante a alimentagdo do inseto vetor

(D’Alessandro et al., 1976; D’ Alessandro e Saravia, 1992).
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Figura 2. Desenvolvimento do Trypanosoma rangeli no hospedeiro invertebrado. O
ciclo do parasito no triatomineo inicia com a ingestdo das formas tripomastigotas
sanguineas (A). No trato intestinal do inseto essas formas se diferenciam para formas
multiplicativas, epimastigotas (B, C e D). Quando invadem a hemocele, os
epimastigotas continuam a multiplicacdo na hemolinfa (E) e migram para as glandulas
salivares onde ocorrera a diferenciagdo para as formas infectantes, tripomastigotas
metaciclicos (F e G) (Guarneri e Lorenzo, 2016).

Virios sdo os efeitos patogénicos observados no inseto vetor em consequéncia
da infec¢do por T. rangeli. Dentre eles, diminui¢do no numero de simbiontes intestinais
(Lake e Friend, 1967; Watkins, 1971; Eichler e Schaub, 2002), disturbios na digestao ¢
excrecdo (Brecher e Wigglesworth, 1944; Eichler e Schaub, 1998), prolongamento do
periodo intermudas e deformacdes morfoldgicas durante o processo de muda (Grewal,
1957; Tobie, 1961; Anez, 1984; Ferreira et al., 2010), aumento do volume de hemolinfa
(Watkins, 1971; Ferreira et al., 2010) e da quantidade de lipideos e corpos gordurosos
(Ferreira et al., 2010), além do aumento nas taxas de mortalidade (Harrington, 1960;
Anez, 1984). Quando presente nas glandulas salivares, o protozoario promove uma
reducdo na quantidade total de proteinas estocadas (Paim et al., 2013) que pode alterar o
comportamento alimentar dos insetos, fazendo com que eles aumentem o niimero de
picadas devido a dificuldade em ingerir o sangue durante a alimentagdo (Garcia et al.,
1994).

T. rangeli pode ser encontrado infectando espécies de triatomineos de diferentes

géneros. Entretanto, somente completa o seu desenvolvimento produzindo formas
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infectivas em espécies pertencentes ao género Rhodnius (Cuba Cuba, 1998; Marquez et
al., 2006; Maia da Silva et al., 2007). Insetos dos géneros Triatoma e Panstrongylus sao
capazes de se infectar com 7. rangeli (Steindel et al., 1991; Ramirez et al., 2002;
Marquez et al., 2006), mas mesmo que em alguns casos o parasito consiga se
multiplicar na hemolinfa, as glandulas salivares ndo sdo colonizadas e as formas
infectivas ndo sdo produzidas (Cuba Cuba, 1998; Marquez et al., 2006).

Os triatomineos vivem no ambiente silvestre em pequenas colonias associados a
ninhos de animais de sangue quente que sdo usualmente ocupados por periodos
transitorios (durante o acasalamento e crescimento da prole) e que dependem da
presenca de nutrientes nas proximidades. S3o insetos oportunistas e adaptados a
repastos ocasionais ¢ de grande volume. A motivacdo para alimenta¢do, assim como
varios outros comportamentos expressos pelos triatomineos, ¢ temporalmente
modulada, sendo os individuos mais propensos a se alimentarem durante as primeiras
horas da noite (revisado por Barrozo et al., 2004). Nesse sentido, ¢ de se esperar que a
alimentacdo simultinea de co-especificos em um hospedeiro, também conhecida por co-
alimentacdo, seja um comportamento normalmente encontrado nos ambientes naturais
desses insetos.

O genéro Rhodnius é composto por 18 espécies (Abad-Franch e Monteiro, 2007;
Rosa et al., 2012; Abbad-Franch et al., 2013) e possui importancia epidemiologica pelo
fato de varias espécies pertencentes a este grupo transmitirem o 7. cruzi e o T. rangeli
(Cuba Cuba, 1998; Marquez et al., 2006; Maia da Silva et al., 2007). Esses insetos, no
ambiente silvestre, s3o normalmente encontrados em palmeiras de diferentes espécies
como, por exemplo, Attalea humboldtiana Spruce, Acrocomia sclerocarpa Mart.,
Copernicia tectorum e Leopoldina piassaba (Lent e Wygodzinsky, 1979; Abad-Franch
et al., 2015), que servem de abrigo para aves (Teixeira et al., 2001; Dias et al., 2008) e
pequenos mamiferos arboricolas, como por exemplo as preguigas (Abad-Franch et al.,
2015). As taxas de infec¢do por 7. rangeli em triatomineos capturados no ambiente
silvestre variam entre 30 a 70% (Marinkelly, 1968; D’Alessandro et al., 1969; Cuba
Cuba et al., 1972). Estas altas taxas de infec¢do somadas a forte associagcdo que existe
entre as espécies do género Rhodnius com aves, podem ser sugestivas de que as aves
poderiam desempenhar um papel na circulagdo de 7. rangeli na natureza, mesmo
sabendo-se que esse grupo ¢é refratario a tripanosomas do clado a que pertence T.

rangeli (Dias, 1944; Kierszenbaum et al. 1976; Mintergoedbloed et al., 1981).
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A transmissao de parasitos a partir da co-alimentagdo de insetos em hospedeiros
mamiferos ndo infectados foi inicialmente descrita por Tobie (1961). Entretanto, o
estudo nao estabeleceu a importancia dessa forma de transmissdo na manutengao de 7.
rangeli na natureza. Recentemente, demonstramos a eficiéncia da transmissdao do
parasito através do comportamento de co-alimentagdo em camundongos, com taxas de
infeccdo superiores a 80% (Ferreira et al., 2015). Sendo assim, e de acordo com o acima
mencionado, o presente estudo avaliou a participacao de aves na transmissdo de 7.

rangeli entre insetos através do comportamento de co-alimentagao.
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O Trypanosoma rangeli e suas interacoes com o hospedeiro vertebrado

T. rangeli ndo é considerado patogénico ao homem (D’Alessandro et al., 1992).
Entretanto, o parasito apresenta importancia epidemioldgica ao promover uma resposta
imune humoral com elevados titulos de anticorpos em individuos infectados
(Schotelius, 1987) que apresenta reatividade cruzada com antigenos do 7. cruzi em
diferentes testes imunosoroldgicos (ELISA, imunoblotting, imunoeletroforese,
imunofluorescéncia), especialmente na fase cronica da doenca de Chagas (Afchain et
al., 1979; Schotelius, 1987, Vallejo et al., 1988; O’Daly et al., 1994; Saldafa e Souza,
1996, Moraes et al., 2008). Essa reatividade estd aparentemente relacionada ao fato do
parasito compartilhar cerca de 60% de sua constitui¢do antigénica soluvel com
antigenos de 7. cruzi, o que poderia implicar em resultados falso-positivos no
diagndstico da doenca de Chagas, aumentando os custos socioecondmicos (Afchain et
al., 1979; Antony et al., 1979; Grogl and Kuhn, 1984; Schotelius, 1987). Infeccdes
humanas sao descritas na literatura desde 1939 (Rey e Ucrds, 1939) com casos relatados
em mais de sete paises distribuidos desde a América Central até a América do Sul (Rey
e Ucros, 1939; Dias e Torrealba, 1943; Pifano, 1954; Coura et al., 1996; Souza et al.,
2008). A infeccdo humana ¢ caracterizada por uma baixa parasitemia que decresce ao
longo do tempo, com auséncia de sintomatologia clinica, mas que induz a formagao de
uma resposta imune humoral com elevados titulos de anticorpos (Pifano, 1948; 1954;
Schotelius, 1987). Até o momento, ndo foram descritas formas do parasito em divisdo
nos 6rgaos e nem no sangue de individuos infectados. No ambiente silvestre, o parasito
ja foi encontrado infectando mamiferos de diferentes ordens, dentre elas, Marsupialia,
Carnivora, Edentada, Primata e Rodentia (Deane, 1958; Marinkelle, 1966; Ziccardi et
al., 2000; Pineda et al., 2011).

Poucos estudos foram desenvolvidos a fim de se descrever o ciclo do 7. rangeli
no hospedeiro vertebrado (Herbig-Sandreuter, 1957; Scorza et al.,1986; Urdaneta-
Morales e Tejero, 1985; 1986; Zuiiga et al, 1997; Ferreira et al., 2015). Durante a fase
aguda, normalmente o que se observa em animais infectados experimentalmente ¢ um
pequeno numero de parasitos no sangue circulante dos animais, mesmo durante o pico
de parasitemia que ocorre entre o 3° e o 5° dia de infec¢do (Herbig-Sandreuter, 1957;
Urdaneta-Morales e Tejero, 1985; 1986; Scorza et al., 1986; Vallejo, 1986; Zuiiga et al,
1997). A parasitemia entdo decresce no decorrer da infec¢do e os parasitos deixam de

ser detectados no sangue circulante dos animais em exames a fresco (Herbig-
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Sandreuter, 1957; Afiez, 1981a e 1982; Urdaneta-Morales ¢ Tejero, 1985; 1986; Scorza
et al., 1986; Vallejo, 1986; Zuiiiga et al, 1997). Durante a fase cronica, o parasito pode
ser detectado por meio de técnicas como a hemocultura, durante um periodo de dois a
18 meses pos-infeccdo (Paredes e Paredes, 1949; Groot et al., 1950; 1954; Souza e
Johnson, 1971; Steindel et al., 1993), e o xenodiagndstico, por um periodo de pelo
menos quatro meses pds-infeccao (Anez, 1985; Ferreira et al., 2015).

A possibilidade de existéncia de um ciclo de multiplicacao tecidual do 7. rangeli
no hospedeiro vertebrado foi avaliada por meio de estudos in vivo e in vitro. Herbig-
Sandreuter (1957) avaliou o curso da infeccdo em 230 camundongos recém-nascidos
através de inoculagdo subcutanea de metaciclicos de cultura e em dois macacos do
género Rhesus (um macho ¢ uma fémea) de dois anos de vida através de inoculagdo
intramuscular. Foram realizados exames a fresco (diariamente durante trés semanas),
xenodiagnostico (mensalmente durante trés meses) e hemocultura. Os camundongos
foram submetidos a andlises histologicas de diferentes 6rgdos (cérebro, pulmdes,
coracdo, baco, figado e rins) em diferentes periodos poés-infeccdo. Nao foram
encontrados parasitos no sitio da infeccdo nas primeiras horas pds-exposi¢cdo. Setenta e
duas horas apos, o sitio da infeccao se apresentava semelhante as areas nao infectadas.
Houve um pico na parasitemia entre o 3° ¢ o 5° dia pés-infecgao e foram encontradas
formas semelhantes ao parasito no coragdo e na veia porta. Nao foram encontrados
parasitos no sangue e nem nos tecidos a partir do sétimo dia de infec¢do. Os macacos
desenvolveram baixas parasitemias que somente foram demonstradas por hemocultura.
O macaco macho foi submetido a autopsia, e secgdes histologicas do tronco cerebral,
cortex, cerebelo, coracdo, pulmdes, bago, figado, rins, glandulas supra-renal ¢ diafragma
ndo apresentaram parasitos. Como conclusao desse estudo, ndo foi verificada nenhuma
forma tecidual e/ou alteracdo histopatolégica nos orgdos dos animais avaliados
(camundongos e macacos) apos o periodo inicial da infeccao (Herbig-Sandreuter, 1957).
Anez (1981a, 1982) estudando o ciclo do 7. rangeli em camundongos sugeriu que 0s
parasitos sao liberados pela picada dos insetos vetores no hospedeiro e migram do sitio
da infecgdo até a circulacao sanguinea. No sangue, os parasitos aparentemente crescem
até 72 horas e depois desaparecem, nao sendo mais encontrados na circulagdo (Afiez
1981a, 1982). Scorza e colaboradores (1986) inocularam tripomastigotas de cultura da
cepa Perro 82 em camundongos recém-nascidos, ndo isogénicos, e verificaram que a
parasitemia aumentou progressivamente até o 4° dia, diminuindo entdo até o 17° dia

pos-inoculagdo quando parasitos ndo foram mais observados. A andlise de secgdes
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histologicas do coracdo, figado, baco, pulmdes, rins, estdmago, intestinos, cérebro,
esterno e vértebras em diferentes periodos poés-inoculagdo mostrou formas semelhantes
a amastigotas no cora¢do, figado, bago e pulmdes até o 4° dia, ndo sendo mais
detectadas apds esse periodo (Scorza et al., 1986). Urdaneta-Morales e Tejero (1986),
utilizando camundongos infectados com parasitos de cultura, avaliaram secg¢des
histologicas do coracdo, figado, bago, pulmdes, fémur, medula, musculos, cartilagem,
esterno e rins em diferentes periodos pos-infeccdo. Foram observados parasitos na
circulagdo sanguinea a partir de 24 horas pos-infeccao até o 3° dia. Formas semelhantes
a amastigotas foram identificadas no figado, bago e principalmente no coragao até o 4°
dia quando os parasitos ndo foram mais detectados nos tecidos.

Ensaios in vitro foram realizados a fim de se avaliar se o 7. rangeli seria capaz
de infectar e se multiplicar intracelularmente em diferentes tipos celulares provenientes
de hospedeiros vertebrados (Molyneux, 1973; Osorio et al., 1995; Zuiiga et al., 1997,
Tanoura, 1999; Eger-Mangrich et al., 2001). Nesses estudos, diferentes linhagens
celulares (HELA, VERO, U937, J774, células de sarcoma de cdo, macrofagos
peritoneais de camundongos isogénicos), provenientes de hospedeiros vertebrados,
foram desafiadas com varias cepas de 7. rangeli (Macias, SC-58, San Agustin, C53
Colombiana, Choachi) (Molyneux, 1973; Osorio et al., 1995; Zupiga et al., 1997;
Tanoura, 1999; Eger-Mangrich et al., 2001). De maneira geral, os estudos mostraram
uma baixa infectividade dos parasitos, auséncia de formas amastigotas e auséncia de
multiplicagdo intracelular (Molyneux, 1973; Osorio et al., 1995; Zuiiga et al., 1997;
Tanoura, 1999; Eger-Mangrich et al., 2001).

Recentemente, reavaliamos o processo de transmissdo do 7. rangeli para
hospedeiros mamiferos e demonstramos que uma ninfa de 5° estadio de R. prolixus pode
liberar cerca de 50.000 tripomastigotas metaciclicos durante a alimentacdo em
camundongo (Ferreira et al., 2015). A transmissdo ¢ bastante eficiente, uma vez que
90% dos camundongos se infectaram ao serem expostos a uma alimentagdo realizada
por uma unica ninfa infectada. Mais ainda, mostramos que os camundongos infectados
sdo capazes de transmitir a infec¢do a outros triatomineos por um periodo de até quatro
meses apos terem sido infectados (Ferreira et al., 2015) o que reforca a ideia de que o
parasito ¢ capaz de estabelecer uma infec¢do e se multiplicar no hospedeiro vertebrado.
Apesar de amplamente estudado, o desenvolvimento do 7. rangeli no hospedeiro
vertebrado ainda ¢ alvo de discussdes e especulacdes, principalmente no que se refere a

sua multiplicagdo. Sendo assim, a avaliagdo dos eventos que ocorrem imediatamente
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apos a entrada do parasito no hospedeiro vertebrado pode fornecer novas informagdes
para que seja possivel entender como o 7. rangeli estabelece a infeccdo, fato ainda ndo
compreendido. Dessa forma, no presente estudo também avaliamos alguns aspectos da
interacdo do parasito com o hospedeiro mamitfero, buscando compreender os eventos

iniciais do estabelecimento da infecgao.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o papel das aves na transmissdo de Trypanosoma rangeli entre insetos, bem

como descrever a fase inicial da infeccdo do 7. rangeli em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a transmissdo de Trypanosoma rangeli entre insetos através do

comportamento de co-alimentagdo em pombos;

Avaliar a lise de formas tripomastigotas metaciclicas de Trypanosoma rangeli

mediada pela acdo do sistema complemento de pombos e camundongos;

Avaliar o estabelecimento da infec¢do por Trypanosoma rangeli em

camundongos a partir de parasitos liberados na pele;

Avaliar alteragdes que ocorrem na pele de camundongos expostos ao

Trypanosoma rangeli;

Rastrear o DNA de Trypanosoma rangeli no sitio de infeccdo na pele de

camundongos em diferentes periodos apos sua liberagao;

Rastrear o DNA de Trypanosoma rangeli no sangue, linfonodos mesentéricos e

baco de camundongos em diferentes periodos apds a infeccao;

Avaliar o efeito da infecgdo pelo Trypanosoma rangeli no peso de linfonodos

mesentéricos € baco de camundongos infectados.
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3 Materiais e métodos

3.1 Organismos utilizados nos experimentos

3.1.1 Triatomineos

Os exemplares de Rhodnius prolixus utilizados neste estudo foram obtidos de uma
coldnia originalmente estabelecida a partir de insetos coletados em Honduras, na década
de 1990, que é mantida pelo Grupo de Comportamento de Vetores e Interagdo com
Patogenos no Centro de Pesquisas René Rachou. Os insetos sdo criados a 26 + 1°C, 65 +
10% UR, com ciclo natural de iluminagdo. A coldonia foi alimentada em galinhas
anestesiadas com injegdes intraperitoneais de cetamina (20 mg.kg-1, Cristalia, Brasil) e
detomidina (0,3 mg.kg-1, Syntec, Brasil) ¢ camundongos anestesiados com injecdes
intraperitoneais de cetamina (150 mg. Kg-1, Cristalia, Brasil) e xilazina (10 mg.kg-1,
Bayer, Brasil). Todos os protocolos utilizados com animais seguiram as normas
estabelecidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) quanto a manutengdo e
experimentagio de animais e foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso Animal

(CEUA-FIOCRUZ) sob o nimero de licenca LW 61/12.

3.1.2 Hospedeiros vertebrados

Foram utilizados camundongos machos, da linhagem Swiss Webster com peso de
aproximadamente 40g e 60 dias de idade, obtidos do biotério do Centro de Pesquisas
René Rachou. Os pombos de ambos os sexos, com peso de aproximadamente 450g,

foram também obtidos do biotério do Centro de Pesquisas René Rachou.

3.1.3 Trypanosoma rangeli

Foi utilizada a cepa Choachi de 7. rangeli isolada de R. prolixus naturalmente
infectados e coletados na Colombia (Schottelius, 1987). Os parasitos sdo mantidos em
27°C, através de duas passagens semanais em meio LIT (liver-infusion tryptose) ou
agar/sangue + LIT (NNN + LIT), ambos suplementados com 15% de soro bovino fetal
(FBS), 100pug de estreptomicina/ml e 100 unidades de penicilina/ml. Para garantir a
infectividade da cepa, os parasitos sdo submetidos a passagens por camundongos
através do repasto sanguineo realizado por ninfas infectadas a cada trés meses. Apoés
trés dias da realizacdo do repasto infectivo, os parasitos s3o recuperados por

hemocultura (Vallejo et al., 1986; Rodrigues et al., 2016).
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3.2 Infeccio de Rhodnius prolixus

Ninfas de 3° estadio (sete dias poés-muda) foram alimentadas em um dispositivo de
alimentacdo artificial contendo sangue de coelho citratado (obtido do CECAL, Centro
de Cria¢do de Animais de Laboratorio, Fiocruz, RJ) inativado por calor (56°C/30 min) e
uma suspensdo de epimastigotas de cultura de T. rangeli na concentragdo de 1x10°
parasitos/ml a 37°C. Os epimastigotas foram recuperados de uma cultura de 10 dias,
lavados e ressuspendidos em solucdo estéril de salina tamponada com fosfato (PBS,
NaCl 0,15 M em Na3;PO4 0,01 M, pH 7.4). Para garantir a presenga de parasitos na
hemolinfa e nas glandulas salivares, 10 dias ap6s a muda para o 4° estadio, as ninfas
foram inoculadas na pleura toracica com 1l de uma suspensdo de epimastigotas (1x10°
parasitos/ml) em PBS estéril (Ferreira et al., 2010). Vinte e quatro horas apos a
inoculagdo, as ninfas foram alimentadas ad libitum em camundongos anestesiados. As
ninfas utilizadas para a infeccdo de camundongos ou alimentacdo em pombos foram
dissecadas imediatamente apds a alimentacdo e suas glandulas salivares foram
examinadas para confirmacdo da infeccdo. Apenas animais expostos a insetos positivos

foram considerados.

3.3 O papel das aves na transmissao do Trypanosoma rangeli

3.3.1 Avaliagdo da transmissdo do 7. rangeli entre Rhodnius prolixus através do
comportamento de co-alimentagdo em pombos

Os experimentos de co-alimentacdo foram realizados utilizando-se uma ninfa de 5°
estadio infectada (doadora) e uma ninfa de 5° estddio ndo infectada (receptora) que
foram colocadas em um frasco (5,5cm de diametro e 8,0cm de altura) coberto com
tecido de algodao e dividido em dois setores de forma que impedisse o contato entre as
ninfas. Um pombo anestesiado (conforme protocolo usado para galinha, item 3.1.1) foi
colocado sobre o aparato na posicdo dorso ventral durante 40min. Finalizada a
alimentagdo o pombo foi retirado do aparato, a ninfa doadora foi dissecada e examinada
para a confirmacao da infeccdo e a ninfa receptora foi transferida para uma estufa BOD
(27 = 1°C, 12:12 L:D). Os insetos foram mantidos nestas condi¢des durante 21 dias, e
depois dissecados para a procura de parasitos no trato intestinal, hemolinfa e glandulas
salivares. Modificagdes desse ensaio foram realizadas utilizando-se cinco ninfas

receptoras e uma ninfa doadora, nas seguintes condi¢des: a) alimentagdo simultanea dos
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insetos receptores com o inseto doador, mas com uma distancia de 6¢cm entre doador e
receptores; b) alimentacdo dos insetos receptores 30min apods o término da alimentacao
do inseto doador; c¢) alimentacdo dos insetos receptores 24h apos o término da

alimentacdo do inseto doador. Cinco repetigdes foram realizadas para cada ensaio.

3.3.2 Avaliacdo da lise de formas tripomastigotas metaciclicas de 7. rangeli mediada
pelo sistema complemento

O ensaio para avaliar a lise de 7. rangeli mediada pelo sistema complemento de
camundongos e de pombos foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Mendes-Sousa e colaboradores (2013). Para a obtencdo do soro foram coletadas
amostras de sangue de camundongos ¢ de pombos (n=2 para cada hospedeiro). Apos a
coleta, as amostras de sangue foram incubadas por l1h a 37°C e centrifugadas a 5000g
durante Smin a 4°C para a obtengdo do soro. O soro de cada hospedeiro foi dividido em
aliquotas, sendo metade delas incubada por 30min a 56 C para inativagio do sistema
complemento. As aliquotas, inativadas ou ndo, foram mantidas em -70'C até o uso.
Cada aliquota foi utilizada uma unica vez. Os tripomastigotas metaciclicos foram
obtidos de ninfas de 5° estadio infectadas por pelo menos 45 dias quando a proporgao de
formas tripomastigotas presentes nas glandulas salivares ¢ superior a 95% (Paim et al.,
2013). Para a obtencao dos parasitos, os triatomineos foram dissecados, suas glandulas
salivares coletadas e lavadas em PBS para retirada de parasitos presentes no exterior das
mesmas. As glandulas foram entdo transferidas para um microtubo contendo 50ul de
meio de cultura de células M199 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), onde foram
rompidas e o conteido homogeneizado. Para cada ensaio, 40ul de soro (inativado ou
ndo) e 10ul da suspensdo de parasitos (tripomastigotas metaciclicos na concentragio de
2-3,4 x10° par/ml) foram incubados a 37 °C ¢ 41°C (para soro de camundongo e pombo,
respectivamente) por 30min. O niimero de parasitos foi quantificado em uma camera de
Neubauer nos tempos 0 e 30min apos a incubacdo. A porcentagem de lise observada no
soro nao inativado por calor apds 30min de incubagdo foi normalizada em relagdo aos
valores correspondentes obtidos quando o soro inativado por calor foi utilizado. Foram

realizadas trés repeti¢des para cada tratamento.
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3.4 A fase inicial da infec¢io de Trypanosoma rangeli em camundongos

3.4.1 Avaliacdo da pele como local de entrada de parasitos e de estabelecimento da

infec¢do

3.4.1.1 Exposicdo da pele ao T. rangeli através de picadas de ninfas infectadas

Camundongos foram anestesiados ¢ uma 4rea de aproximadamente 3mm’ da regido
central do abddémen foi delimitada. Apoés tricotomia, a area delimitada foi exposta a
picada de trés ninfas de 5° estadio infectadas com 7. rangeli, com jejum de
aproximadamente 30 dias. O processo de sondagem foi interrompido a cada 10s para
evitar a canulag@o de vasos sanguineos. A cada minuto os insetos foram substituidos por
outros trés, com o objetivo de aumentar o numero de parasitos liberados na pele. Esse

procedimento foi repetido durante 10min.

3.4.1.2 Exposicdo da pele ao T. rangeli por deposi¢do de parasitos

As glandulas salivares (GS) de cinco ninfas de 5° estadio foram dissecadas, lavadas em
PBS para a retirada de parasitos presentes no seu exterior, e transferidas para um
microtubo de 0,2ml contendo 20ul de meio de cultura celular M199. As GS foram entao
rompidas e o seu conteudo homogeneizado, a fim de se obter uma suspensdo com
tripomastigotas metaciclicos livres. Em seguida, o camundongo foi anestesiado e

2 . .
como descrito anteriormente. Para

submetido a tricotomia de uma area de Smm
permitir a entrada dos parasitos na pele, a area foi superficialmente puncionada com
uma agulha (0,3x13 mm; BD Precision Glide, Brasil). No total, 10 pun¢des foram feitas
com uma distincia de aproximadamente 1mm entre elas. Imediatamente apds a pungdo,
a suspensdo de parasitos foi colocada sobre a area puncionada. Os camundongos foram
monitorados durante 10min a fim de impedir possiveis movimentos, tais como agita¢ao
por recuperagdo da anestesia. O grupo controle foi submetido aos mesmos

procedimentos; entretanto, na area puncionada somente foi colocado meio de cultura

celular M199.
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3.4.1.3 Avaliagdo do estabelecimento da infeccdo por 7. rangeli a partir de parasitos
liberados na pele

O estabelecimento da infec¢do por 7. rangeli a partir de parasitos liberados na pele de
camundongos foi avaliado através de duas metodologias. A primeira, a partir da
exposicdo de camundongos (n=12) a picada de ninfas infectadas (como descrito no item
3.4.1.1); e a segunda, a partir da exposicao de camundongos (n=10) a uma suspensao de
parasitos depositados na pele (como descrito no item 3.4.1.2). No sétimo dia apds a
exposicao, cada camundongo foi anestesiado e oferecido como fonte alimentar por
30min para trés ninfas ndo infectadas (n=36 para o primeiro grupo e n=30 para o
segundo grupo). Imediatamente apds a alimentagdo, as ninfas foram transferidas para
uma estufa BOD (27+1°C, 12:12 L:E) e mantidas por um periodo de 21 dias quando
foram dissecadas e tiveram o contetdo intestinal, hemolinfa e glandulas salivares

examinadas para a verificagdo da presenca de parasitos.

3.4.1.4 Coleta de amostras de pele

As amostras do sitio de infeccdo na pele foram coletadas através de uma microbidpsia
na regido delimitada, com o auxilio de um punch dermatologico com didmetro de 3 ou
5mm’ (Kolplast LTDA, Sdo Paulo, Brasil), dependendo do ensaio. Os animais foram
eutanasiados apds o procedimento. As amostras coletadas foram mantidas congeladas a

-70°C até processamento.

3.4.1.5 Avaliacdo das alteragdes que ocorrem na pele de camundongos expostos ao T.
rangeli

A avaliacdo das alteragdes da pele promovidas pela presenca do parasito foi feita a
partir da analise de sec¢des histologicas de amostras de pele (Smm?) de animais
expostos ou ndo ao 7. rangeli. Os camundongos foram expostos a partir da deposicao de
parasitos (como descrito no item 3.4.1.2.) e submetidos a biopsias de pele realizadas nos
tempos 30min, 12h e 1, 2, 4, 7 e 15d ap6s a exposicdo, sendo que para cada tempo
foram avaliadas amostras originadas de trés animais diferentes. Como controles foram
utilizadas amostras de pele ndo submetidas a nenhum procedimento; amostras de pele
puncionadas e expostas ao meio de cultura M199 e amostras de pele expostas a picadas
de triatomineos ndo infectados. Imediatamente apds a coleta das amostras, as mesmas
foram transferidas, individualmente, para microtubos plasticos que continham 1,8ml de

paraformaldeido (PFA) a 4% em tampao fosfato (pH 7,2 — 7,4), sendo mantidas nessas
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condi¢des por um periodo de 24h. Concluida a etapa de fixagdo, a solugdo de PFA foi
retirada e substituida por 1,8ml de alcool 70%, onde permaneceu até o momento da
inclusdo. A inclusdo do tecido foi feita em Paraplast (Sigma Aldrich Chemie,
Deutschland, Germany), como segue: as amostras foram desidratadas por imersao em
banhos sucessivos de alcool, em concentragdes crescentes (alcool 80%, 90% e alcool
absoluto), por 30min cada banho. Em seguida, as amostras foram diafanizadas, por
imersdo em xilol por 20min. Todos esses procedimentos foram realizados em
temperatura ambiente. As amostras de tecido foram entdo infiltradas com Paraplast, em
dois banhos sucessivos a 56°C, durante 1h cada. Por fim, as amostras foram incluidas
individualmente em formas de 2x2cm contendo Paraplast liquido. As formas
permaneceram em temperatura ambiente por um periodo de 24h para solidificagdo dos
blocos. Finalizada a inclusdo, os blocos foram submetidos a microtomia, obtendo-se
seccOes de 7um, distendidas sobre ldminas histologicas. As sec¢des foram entdo coradas
rotineiramente com hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram analisadas em
microscopio optico Axioplan 2 (Zeiss, Campbell, USA), para miscroscopia de campo
claro equipado com uma ladmpada halégena 100W e os seguintes parametros foram
considerados: presenca do parasito nas camadas da pele e em seus anexos (pelos e
glandulas), interacdo do parasito com células da pele e com seus anexos e presenca de

focos inflamatorios.

3.4.1.6 Rastreamento do DNA de 7. rangeli no sitio da picada em diferentes periodos
apos a exposicao

Para este ensaio foram usadas amostras de fragmentos de pele (3mm2) excisados nos
tempos 30min, 1-7 e 15d apds a exposicdo por picada de ninfas infectadas (como
descrito no item 3.4.1.1.). O DNA dos fragmentos de pele foi extraido com o kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega Corporation, Madison, USA) conforme
instrugdes do fabricante para preparo de amostras de cauda de camundongo. Para tal, as
amostras foram cortadas com o auxilio de um bisturi em fragmentos de
aproximadamente 1mm e maceradas com um pistilo em um microtubo de 1,5ml
contendo 600ul de solucao de lise (Nuclei Lysis Solution + EDTA 0,5M). Os demais
passos da extracao foram seguidos de acordo com instrugdes do fabricante. Os extratos
de DNA foram quantificados em um NanoDrop Spectrophotometer (Thermo Scientific,
Wilmington, USA) para a avaliagdo da concentragdo e qualidade dos mesmos. As

reacdes de qPCR foram realizadas em um volume final de 20ul contendo 300ng de
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DNA, 10ul de Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Waltham,
USA) e 0,5uM de cada iniciador. Um par de iniciadores que amplifica um fragmento de
104pb do gene KMP-11 (Kinetoplastid Membrane Protein), que codifica uma proteina
abundante e presente em diversos parasitos da Ordem Kinetoplastida, inclusive
Trypanosoma  rangeli (KMP84 F: GAAGTTCTTTGCGGACAAGC, KMPI88 R:
TTGAACTTGTCGGTGTGCTC) foi utilizado nas reagdes. A escolha dos iniciadores foi
possivel a partir da publicacio do genoma do 7. rangeli publicado por Stoco e
colaboradores em 2014. A quantificacdo do nimero de parasitos presentes nas amostras
foi realizada através da utilizagdo de uma curva padriao em todas as corridas de qPCR. A
curva padrio consistiu em diluigdes seriadas de uma amostra contendo uma quantidade
de DNA inicial correspondente a 1x10° parasitos e pele de camundongo. Para a
preparagdo da amostra, 5x10® epimastigotas de cultura ¢ um fragmento de 3mm? de pele
de um camundongo ndo infectado foram adicionados a um tubo e submetidos a extragao
de DNA como descrito anteriormente. No passo final da extragdo, o DNA foi
ressupendido em 50ul de tampao de eluicdo e diluido 100x, de modo a se obter uma
concentragdo de 1x10° parasitos/ul. Dessa concentragio foram feitas diluigdes seriadas
(5x) para se obter uma curva com sete pontos. Foram utilizadas as seguintes condigdes
para a amplificag@o: 95°C - 10min, seguido por 40 ciclos de 95°C - 15seg, 60°C - 1min.
Uma andlise da curva de dissociacdo (Tm) foi realizada para confirmar a especificidade
da reagdo. Como controles foram utilizados extrato de DNA de epimastigotas de cultura
de T. rangeli; extrato de DNA de pele de camundongo n3o submetido a nenhum

procedimento ¢ uma amostra constituida de mix de qPCR sem adi¢do de DNA.

3.4.2 Avaliagdo do sangue, linfonodos e bagco como locais de circulagdo de parasitos e

de estabelecimento da infec¢do

3.4.2.1 Avaliacdo do efeito da infeccdo pelo 7. ramgeli nos pesos dos linfonodos
mesentéricos ¢ do baco

Para a realizagdo deste ensaio e do ensaio descrito no item 3.4.2.2., camundongos
anestesiados serviram como fonte alimentar para trés ninfas de 5° estadio infectadas por
T. rangeli (com jejum de aproximadamente 30 dias) durante 30min. Concluida a
alimentacdo, os camundongos (exceto os referentes ao tempo 30min) foram
acondicionados em gaiolas que continham agua e ragdo ad libitum até a realizacdo das

biopsias. Nos tempos de 30min, 2, 4, 7 ¢ 15d apds a alimentagdo dos insetos, 0s animais
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foram anestesiados (n=5 para cada tempo avaliado) e pesados em balanga eletronica
(Shimadzu, Sao Paulo, Brasil). Amostras de sangue foram coletadas dos animais
infectados a fim de serem utilizadas no ensaio descrito no item 3.4.2.2. A coleta do
sangue dos animais foi realizada apds a pesagem e antes da coleta dos 6rgaos. Para tal, o
camundongo foi colocado em posicdo de decubito dorsal e apds higienizacdo com
alcool 70%, realizou-se a coleta do sangue (aproximadamente 1ml) através de puncdo
cardiaca, com auxilio de uma seringa de 1ml acoplada em uma agulha (0,3x13 mm; BD
Precision Glide, Brasil). Imediatamente apds a coleta, a amostra de sangue foi
transferida para um microtubo contendo 50pul de EDTA 0,5M. Finalizada a pungdo
cardiaca, foi verificado se o animal ainda apresentava sinais vitais. Em caso positivo, o
mesmo era submetido a eutandsia por administragdo de sobredose de anestésico. Para a
coleta dos orgdos foi realizada uma incisdo transversal no abdomen para acesso a
cavidade abdominal. Primeiramente realizou-se a coleta dos linfonodos mesentéricos
com auxilio de pingas e tesoura cirurgica. Os linfonodos foram limpos para retirada de
tecido adiposo aderido ao tecido linfoide, pesados, e transferidos para um microtubo
contendo 500ul de PBS. O baco foi entdo retirado, pesado e armazenado em um
microtubo contendo aproximadamente 800ul de PBS. As amostras coletadas foram
armazenadas a -20'C até o seu processamento. O grupo controle foi constituido por
animais ndo infectados oriundos do mesmo lote de animais. Foram realizados os
mesmos procedimentos descritos para o grupo infectado com excecdo do
armazenamento das amostras. Os pesos proporcionais dos 6rgaos (bagos e linfonodos)
foram obtidos a partir da divisdo do peso de cada 6rgao pelo peso do respectivo animal

do qual foi obtido 6rgao.

3.4.2.2 Rastreamento do DNA de T. rangeli no sangue, linfonodos mesentéricos e baco
de animais infectados em diferentes periodos apds a exposi¢ao

O DNA das amostras de sangue, linfonodos e baco foi extraido com o kit Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega Corporation, Madison, USA) conforme
instrugdes do fabricante. As amostras de sangue foram extraidas conforme instrugdes
para preparo de amostras de sangue total, utilizando-se um volume de 300l de sangue.
Os linfonodos mesentéricos e o bago foram extraidos conforme protocolo para preparo
de amostras de cérebro e figado, com modificagdes. Inicialmente as amostras foram
transferidas para microtubos de 2,0ml contendo 1,2ml ou 1,7ml de solugdo de lise

dependendo do peso do 6rgdo (1,2ml para 6rgdos com peso<100mg e 1,7ml para o6rgaos
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com peso>100mg). O orgdo foi entdo cortado em fragmentos menores com auxilio de
uma tesoura de microdissecagdo e entdo submetido a agitacdo com esferas metalicas
(Retsch, Haan, Germany) na frequéncia de 30 vezes/seg, durante 3min. Apos a
dissociagdo, um volume correspondente a 20mg do orgdao foi coletado de cada
microtubo e transferido a um novo tubo onde adicionou-se solugdo de lise até um
volume final de 600ul. A solugdo foi entdo incubada durante 30min a 65°C. Finalizada a
primeira incubagdo, foi adicionado a cada amostra 20ul de proteinase K (20ng/ul;
Promega Corporation, Madison, USA) ¢ a mesma foi submetida a incubagdo a 55°C
durante aproximadamente 20h. Concluida a segunda incubagdo, os demais passos da
extracdo foram seguidos de acordo com instrucdes do fabricante. Os extratos de DNA
foram quantificados no aparelho NanoDrop Spectrophotometer (Thermo Scientific,
Wilmington, USA) para a avaliagdo da concentracdo ¢ qualidade dos mesmos. As

reagdes de qPCR em tempo real foram realizadas como descrito no item 3.4.1.6.

3.5 Analise estatistica

O nimero de parasitos presentes nas amostras de pele e os pesos proporcionais do bago
e dos linfonodos foram submetidos a analise de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk’s.
O numero de parasitos presentes nas amostras de pele foi comparado pelo teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis. Os pesos proporcionais dos linfonodos foram comparados
por ANOVA de dois fatores e os pesos proporcionais dos bagos foram comparados

através do modelo GLM. O nivel de significancia (p) utilizado para os testes foi de 0,05.
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4 Resultados

4.1 Avaliacdo da transmissdo do Trypanosoma rangeli entre insetos através do
comportamento de co-alimenta¢io em pombos

A transmissdo do parasito entre insetos foi avaliada a partir da alimentagdo de
insetos infectados (doadores) e insetos nao infectados (receptores) em pombos nao
infectados, sob diferentes condi¢des. Quando a alimentag¢dao simultinea de um inseto
doador e um receptor foi avaliada, observou-se que 16% dos insetos receptores
apresentaram parasitos no trato intestinal (Fig. 3). Entretanto, quando a propor¢ao inseto
doador/receptor foi alterada para 1:5 e a distidncia entre eles aumentada, somente foi
observada infeccdo naqueles insetos receptores que se alimentaram simultancamente
com o doador. Nesse caso, a taxa de infec¢do observada foi de 9% (Fig. 3). Quando os
insetos receptores foram alimentados apds 30 minutos ou 24 horas apos o término da

alimentac¢do dos insetos doadores nos pombos nao foi observada a infeccao.
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Figura 3. Taxas de infeccdo de ninfas de 5° estddio de Rhodnius prolixus que co-
alimentaram com um co-especifico infectado com 7rypanosoma rangeli (D=doador;
R=receptor; na condi¢do 1D/5R a distancia entre doador e receptores foi de 6cm).
Foram realizadas cinco repeti¢des para cada condigao.

4.2. Avaliacdo da lise de formas tripomastigotas metaciclicas de Trypanosoma
rangeli mediada pela acio do sistema complemento de pombos e camundongos
Para avaliar se o sistema complemento de pombos e camundongos ¢ capaz de
lisar as formas infectivas do 7. rangeli, tripomastigotas metaciclicos foram incubados
durante 30min com o soro inativado ou ndo desses animais. A incubagdo de

tripomastigotas com soro ndo inativado de camundongo promoveu um redugdo de 3%
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no nimero inicial de parasitos (Fig. 4). Entretanto, quando os parasitos foram incubados
com o soro ndo inativado de pombo, observou-se uma reducdao de 98% no nimero de

parasitos (Fig. 4).
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Figura 4. Lise de tripomastigotas metaciclicos de 7. rangeli mediada pelo sistema
complemento de camundongos e pombos. Os dados estdo apresentados como a

porcentagem de lise observada apds incubagdo dos parasitos com soro ndo inativado por
30min (n=3).

4.3 Avaliacao do estabelecimento da infeccio por Trypanosoma rangeli a partir de
parasitos liberados na pele de camundongos

Para avaliar se o 7. rangeli ¢ capaz de estabelecer uma infecgdo em
camundongos a partir de parasitos liberados na pele (durante a fase de sondagem) e nao
na circulacdo sanguinea (fase de ingurgitamento), camundongos foram expostos a
picada de triatomineos infectados ou a deposicdo de tripomastigotas na pele
previamente puncionada. Apds sete dias, os animais foram submetidos a
xenodiagnostico para avaliar se houve o estabelecimento da infec¢do. O exame mostrou
que 50% dos camundongos (n=12) previamente expostos ao parasito através da picada
foram capazes de transmitir a infec¢do para triatomineos ndo infectados (Fig. 5). As
taxas de infec¢@o para os animais expostos ao 7. rangeli por deposi¢ao foram de 100%

(n=10) (Fig. 5).
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Figura 5. Taxas de infec¢do de camundongos que foram expostos ao Trypanosoma
rangeli. Os animais foram expostos por picadas de ninfas de 5° estadio de R. prolixus
infectadas (n=12) e por deposicdo de tripomastigotas metaciclicos na pele previamente
puncionada (n=10).

4.4. Avaliacido das alteracdes que ocorrem na pele de camundongos expostos ao
Trypanosoma rangeli

Para avaliar as alteragdes que ocorrem na pele de camundongos expostos ao 7.
rangeli, os animais foram infectados por deposicdo de tripomastigotas metaciclicos na
area central do abdomen previamente puncionado. Seccdes histologicas obtidas de
animais controles que ndo foram submetidos a procedimentos de pungdo (Fig. 6A) ou
infeccdo (Fig. 6B) apresentaram as camadas tipicas da pele: a epiderme (e)
caracterizada por um delgado epitélio estratificado queratinizado, ndo vascular; a derme
(d) formada por tecido conjuntivo denso e irregular altamente vascularizado; e a
hipoderme (h) caracterizada pela presenca de uma grande quantidade de adipocitos
uniloculares. Numerosos foliculos pilosos (fp) foram observados, cujas grandes por¢des
terminais estavam inseridas na derme e hipoderme. Também foram observadas
numerosas glandulas sebaceas (s) associadas aos foliculos pilosos (Fig. 6A). Secgdes
histologicas de amostras controles puncionadas imediatamente ap6s o procedimento
(30min) também mostraram estruturas cutineas tipicas, ndo sendo observados
infiltrados inflamatodrios (Fig. 6B). A exposicao de camundongos a picada de ninfas ndo
infectadas mostrou pequenos focos inflamatérios concentrados na regiao da hipoderme
1d apds a exposicao (7A, B e C), com presenga de células mononucleares (7B). Na pele
dos animais que foram expostos a tripomastigotas metaciclicos imediatamente apos o

procedimento (30min) foram observados numerosos parasitos concentrados na regido da
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derme e principalmente na regido da hipoderme (Fig. 6C, setas). Nao foram observados

infiltrados inflamatodrios nesse periodo.
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Figura 6. Fotomicrografias de secc¢des histologicas coradas com HE de pele de
camundongos imediatamente apo6s a exposi¢ao (30min). Em ambos, pele controle (A) e
pele controle puncionada e adicionada de meio M199 (30min; B), camadas tipicas (e =
epiderme, d = derme, h = hipoderme) e apéndices (fp = foliculos pilosos; s = glandulas
sebaceas). Nenhum infiltrado inflamatério foi observado em nenhum dos controles. Na
pele de animais que foram expostos a tripomastigotas imediatamente apds o
procedimento (30min, C) numerosos parasitos concentrados na regido da hipoderme
(encarte, setas) podem ser observados. Infiltrados inflamatoérios ndo foram observados
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neste periodo. Parte da musculatura abdominal (m) também pode ser observada na
seccao.

Figura 7. Fotomicrografias de secc¢des histoloégicas coradas com HE de pele de
camundongos submetidos a picada de insetos nao infectados 1d apds exposicao. Em A,
B e C, observam-se focos inflamatorios pontuais (asteriscos) na hipoderme dos animais
1d apés exposicdo & saliva. E possivel observar a presenca de células mononucleares
nos infiltrados (B).
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Nas amostras de pele expostas ao meio M199, 12h apds a pungdo foram
identificados alguns focos inflamatérios pontuais na derme (Fig. 8A). Monbcitos e
linfécitos foram as células mais presentes. Os infiltrados inflamatérios foram muito
reduzidos 1d ap6s a exposicao (Fig. 8C) e desapareceram nos periodos
subsequentemente avaliados (Fig. 9A e 9C; 10A e 10C). Nas amostras expostas ao 7.
rangeli as formas tripomastigotas ainda eram observadas na derme e hipoderme 12h
apos a exposicao, mas com menor frequéncia do que nas amostras de 30min. Além
disso, a presengca de parasitos induziu a formagdo de infiltrados inflamatérios
proeminentes, localizados na derme e hipoderme e proximos ao local de inser¢do da
agulha, onde também foi observado tecido fibroso cicatricial (Fig. 8B). Em relagdo as
células presentes nos infiltrados inflamatorios, foi observado um nimero consideravel
de mastdcitos e eosinodfilos, bem como células mononucleares tipicas (Fig. 8B). As
seccOes histologicas das amostras obtidas 1d apds a exposi¢do também mostraram
tripomastigotas na regido da derme e da hipoderme, embora em uma densidade ainda
menor do que aquela encontrada 12h apds a exposi¢ao (Fig. 8D). O perfil inflamatorio
foi semelhante ao observado em 12h apds a exposicdo, com presenca de células
mononucleares, eosinofilos e mastocitos (Fig. 8D). Além disso, o tecido fibroso

cicatricial ainda era observado no local de inser¢do da agulha (Fig. 8D).
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Figura 8. Fotomicrografias de seccdes histologicas coradas com HE de pele de
camundongos em 12h e 1d apos a exposicao. Doze horas apos a puncgdo, em amostras
expostas ao meio M 199, pode-se observar focos inflamatérios pontuais, (asterisco) (A).
Apenas focos inflamatorios raros € observada ap6s 1d de exposi¢do ao meio M199 (C).
Importantes infiltrados inflamatérios, tanto difusos como focais (asteriscos), sao
observados na pele de animais expostos a tripomastigotas ap6s 12h e 1d da exposi¢do
(B e D), destacando-se a presenca de numerosos mastocitos (encarte em B, seta larga) e
eosinodfilos (encarte em D, ponta de seta), além de células mononucleares tipicas. Os
tripomastigotas ainda sdo visualizados na hipoderme 1d apds a exposi¢do (encarte em
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D, setas). Nos dois periodos pds-exposi¢do, focos inflamatdrios intensos e formagao de
tecido fibroso cicatricial no local da punc¢do ainda sdo observados (p).

Nao foram observados parasitos nas seccdes de pele obtidas em 2d apods a
exposicdo. Entretanto, o processo inflamatorio ainda era intenso e observado tanto na
derme como na hipoderme, aparentemente abrangendo uma area maior quando
comparado com as amostras de animais com 1d pds-exposicdo (Fig.9B). Seccodes
obtidas de animais com 4 e 7d pds-exposi¢do mostraram um processo inflamatério
ainda mais intenso ¢ amplo (tanto na derme como na hipoderme) quando comparado
com a pele de animais obtidas em tempos de exposi¢ao anteriores (Fig. 9D e 10B). Nao
foram observadas diferengas aparentes entre estes dois tempos de exposi¢do ao parasito.
Também ndo foram encontrados infiltrados inflamatorios nas secgdes histologicas de

amostras com 15d ap6s a exposi¢do (Fig. 10D).



Figura 9. Fotomicrografias de seccdes histologicas coradas com HE de pele de
camundongos em 2 e 4d ap6s exposicao. Nao sdo observados infiltrados inflamatorios
na pele de animais expostos ao meio M199 em dois (A) e quatro (C) dias apos a
exposicdo. Na pele de animais com 2d pds-exposicao a tripomastigotas (B), embora ndo
sejam observados mais parasitos, persiste o processo inflamatério (asteriscos),
especialmente na regido da hipoderme e mais intenso do que o observado em tempos
anteriores de exposicdo. Em 4d apds a exposicdo (D), o processo inflamatério se
intensifica ainda mais, com grandes focos de células inflamatorias na hipoderme e
derme (asteriscos, encarte em D).
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Figura 10. Fotomicrografias de sec¢des histologicas coradas com HE de pele de
camundongos em 7 e 15d apds exposi¢do. Nao sdao identificados infiltrados
inflamatorios na pele de animais expostos ao meio M199, tanto no 7 (A) quanto aos 15
(C) dias ap6s a exposicdo. Na pele de animais expostos a tripomastigotas persiste
inflamagao intensa (asterisco) 7d apos a exposicao (B). Quinze dias apds a exposi¢do a
tripomastigotas (D), ndo sdo observados processos inflamatdrios importantes.
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4.5 Rastreamento do DNA de Trypanosoma rangeli no sitio da picada em diferentes
periodos apés sua liberacao

Para avaliar a presenga de 7. rangeli no sitio da picada, rastreamos o DNA do
parasito através da qPCR em diferentes periodos apds a picada de ninfas infectadas.
Interessantemente, uma propor¢cdo dos parasitos injetados durante o periodo de
sondagem parece permanecer na pele por varios dias (Fig. 11). Utilizando o par de
iniciadores KMP84 F ¢ KMP188 R, foi possivel detectar a presenga de DNA de T.
rangeli até sete dias apds a exposi¢do (amostras de pelo menos seis animais foram
avaliadas para cada dia). A porcentagem de amostras de pele positivas foi diferente ao
longo do periodo avaliado, variando de menos de 20% no 4° dia pds-exposi¢do, para
mais de 70% nos periodos de 30min, 1° ¢ 7° dias pds-exposi¢do. Nao foi observada
amplificacdo em nove fragmentos de pele obtidos de diferentes camundongos aos 15
dias pds-exposi¢ao.

A quantificacdo do numero de parasitos nas amostras nas quais o DNA do T.
rangeli foi detectado mostrou uma redugdo média no nimero de parasitos nas primeiras
24h pos-exposicdo de aproximadamente 33%. No entanto, ndo foram encontradas
diferengas significativas no numero de parasitos quando comparados os diferentes
periodos, provavelmente devido a elevada variabilidade observada nas amostras (Fig.

12, Kruskal-Wallis, ns.).
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Figura 11. Porcentagem de amostras que apresentaram DNA de Trypanosoma rangeli
em diferentes periodos pos-exposicao. Os valores entre parénteses indicam o ntimero de
amostras analisadas para cada periodo.
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Figura 12. Quantificacio de DNA de Trypanosoma rangeli em amostras de pele de
camundongos infectados em diferentes periodos apds a exposicdo. Cada ponto
representa 0 nimero estimado de parasitos por cada amostra individual. As barras
representam a mediana dos valores encontrados para cada periodo avaliado. O eixo Y
mostra valores em escala logaritmica (Kruskal-Wallis, n.s.).
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4.6 Rastreamento do DNA de Trypanosoma rangeli no sangue, linfonodos
mesentéricos e baco de camundongos em diferentes periodos apos a infeccio

Assim como na pele, o DNA de 7. rangeli foi rastreado por qPCR em amostras
de sangue, linfonodos e bago de camundongos infectados em diferentes periodos pos-
infeccdo. A presenca de DNA do parasito foi detectada em amostras de sangue obtidas
em todos os periodos avaliados (Fig. 13; os periodos de 12h e 1d ndo foram avaliados).
Com excecao dos dias 7 e 15 pds-infec¢ao, onde 80% das amostras foram positivas para
a presenga do DNA do parasito, o restante dos periodos tiveram 100% das amostras
positivas (Fig. 13). No caso dos linfonodos mesentéricos, o DNA do parasito também
foi detectado em todos os periodos avaliados. A porcentagem de amostras positivas se
manteve entre 60 ¢ 80% nos primeiros dois dias apds a infecgdo. Uma reducdo na
porcentagem foi observada no dia 4° dia pos-infeccdo (25%), e alcangcou 100% nos
periodos subsequentes, isto ¢, 7 e 15 dias pos-infeccdo (Fig. 13). As amostras de bago
somente apresentaram DNA do 7. rangeli nos dias 1, 7 e 15 pds-exposi¢do com taxas de

positividade de 20, 80 e 20%, respectivamente (Fig. 13).

100 )

I Sangue
I Linfonodos
HE Baco

80 - 10)

60 4

40 4

Amostras positivas (%)

20 A

5) (O)p(5) (0)

30min 12 horas 1dia 2dias 4dias T7dias 15 dias

Periodo pés-infecgao

Figura 13. Porcentagem de amostras de sangue, linfonodos mesentéricos e bago que
apresentaram DNA de 7. rangeli durante diferentes periodos pos-infecgdo. O DNA do
parasito foi amplificado por qPCR utilizando-se os iniciadores KMP84 F e
KMP188 R. Os numeros em parénteses representam o nimero de amostras avaliadas
para cada periodo.

A quantificagdo do numero de parasitos presentes nas amostras de sangue,
linfonodos e bago que foram positivas para a presenca do DNA do 7. rangeli mostrou
variagdo na abundancia de DNA ao longo do tempo (Fig. 14). Nao foi possivel analisar

estatisticamente os dados, devido ao nimero reduzido de amostras positivas em alguns
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periodos. Novos grupos estdo sendo montados para aumentar o nimero de amostras e
confirmar os resultados obtidos até o presente momento. Mesmo de forma preliminar, é
possivel observar um discreto aumento no nimero de parasitos nas amostras de sangue
dois dias apds a exposicao (Fig. 14A). Com relagdo aos numeros de parasitos obtidos
nas amostras de linfonodo, ¢ possivel observar uma redugdo na abundancia nas 12h pos-
exposi¢do. Apos esse periodo, os nlimeros se mantiveram constantes no restante dos
periodos analisados (Fig. 14B). A abundancia de parasitos nas poucas amostras
positivas no bago foi semelhante a observada nas amostras de linfonodos (Fig. 14C). A
figura 15 mostra os valores médios de abundancia de parasitos nos trés Orgaos
analisados nos diferentes periodos pos-exposigdo. E possivel observar que os niimeros
médios de parasitos/mg de tecido dos linfonodos ¢ do bago (nas amostras positivas)

foram quase o dobro daqueles obtidos nas amostras de sangue (parasitos/ul).
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Figura 14. Quantificacdo do numero de parasitos presentes em amostras de sangue (A),
linfonodos mesentéricos (B) e bago (C) de camundongos infectados por Trypanosoma
rangeli em diferentes periodos pds-infeccdo. Cada ponto representa o nimero estimado
de parasitos em uma amostra. As barras representam a média dos valores encontrados
para cada periodo avaliado. O eixo Y mostra valores em escala logaritmica.
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Figura 15. Abundancia de parasitos presentes em amostras de sangue (circulos
vermelhos), linfonodos mesentéricos (circulos azuis) e bago (circulos verdes) de
camundongos infectados por Trypanosoma rangeli em diferentes periodos péds-infecgao.
Cada ponto representa a média do numero estimado de parasitos por periodo. O eixo Y
mostra valores em escala logaritmica.

4.7 Avaliacao do efeito da infeccio pelo 7. rangeli nos pesos proporcionais dos

linfonodos mesentéricos e dos bacos em relaciao aos pesos dos camundongos

Durante a coleta dos 6rgdos para extragdo de DNA, observou-se um aparente
aumento dos 6rgdos provenientes de animais infectados. Sendo assim, decidimos avaliar
se a infecgdo promovia diferengas no peso dos linfonodos ¢ do bago. Para isso, o peso
do o6rgdo normalizado pelo peso do animal foi comparado entre camundongos
provenientes do mesmo lote de animais infectados ou ndo pelo parasito. A analise
mostrou que o peso dos linfonodos mesentéricos do grupo infectado apresentou um
aumento significativo em comparacdo ao peso dos linfonodos do grupo controle (Fig.
16; ANOVA, p=0,0003). Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas
quando os pesos do orgdo foram comparados entre os diferentes periodos analisados
(ANOVA, n.s). Ja a analise dos pesos proporcionais do bago mostrou um efeito da
infeccdo (Fig. 17; GLM, p=0,01) que foi dependente do tempo (Fig. 18; GLM, 2d=n.s.,
4d=n.s., 7d=0,06, 15d=0,0013).
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Figura 16. Pesos proporcionais (g) dos linfonodos mesentéricos de camundongos
infectados ou ndo por Trypanosoma rangeli (ANOVA, p=0,0003). As linhas em negrito
representam a mediana que encontra-se entre o primeiro e o terceiro quartil; as linhas
pontilhadas representam os limites superior e inferior, respectivamente.
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Figura 17. Pesos proporcionais (g) do bagos de camundongos infectados ou ndo por
Trypanosoma rangeli (GLM, p=0,01). As linhas em negrito representam a mediana que
encontra-se entre o primeiro e o terceiro quartil; as linhas pontilhadas representam os
limites superior e inferior, respectivamente. Os circulos representam os outliers.
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Figura 18. Pesos proporcionais do bagos de camundongos infectados ou ndo por
Trypanosoma rangeli em diferentes periodos apds a exposi¢ao (GLM, 2, 4 ¢ 7 d.p.i,
p=n.s; 15 d.p.i, p=0,02).
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5 Discussao

A transmissdo de patdgenos entre artropodes infectados e ndo infectados via co-
alimentacdo em um vertebrado nao infectado tem sido descrita em diversas espécies
como, por exemplo, a transmissdo de virus e bactérias entre carrapatos (Randolph et al.,
1996; Lawrie et al., 2004; Randolph, 2011), e o virus da estomatite vesicular
transmitido entre moscas pretas (Mead et al., 2000). Recentemente, ndés demonstramos
que a transmissao de 7. rangeli através do comportamento de co-alimentagao de ninfas
de R. prolixus em camundongos ¢ uma forma eficiente do parasito ser transmitido entre
co-especificos (Ferreira et al., 2015). No presente estudo, demonstramos pela primeira
vez que aves podem participar do ciclo de transmissdo do 7. rangeli através do
comportamento de co-alimentagdo. Os resultados mostraram que quando insetos
infectados co-alimentaram em pombos com co-especificos saudaveis, os insetos
saudaveis adquiriram a infec¢do em taxas de 9 - 16%, de acordo com a proximidade dos
dois insetos. Entretanto, quando os insetos saudaveis se alimentaram no pombo apds o
término da alimentacdo do inseto infectado, a transmissdo do parasito ndo foi mais
observada. As condi¢des refratarias do sangue de aves para tripanosomas do clado de T.
rangeli s3o bastante conhecidas, devido a agdo do sistema complemento que lisa as
formas infectivas (Dias, 1944; Kierszenbaum et al. 1976; Mintergoedbloed et al., 1981)
e tem um papel relevante na imunidade inata, atuando como uma das primeiras barreiras
contra patdégenos. Estudos utilizando epimastigotas de cultura de 7. rangeli
demonstraram que estas formas sdo resistentes a lise mediada pelo complemento de
varias espécies de mamiferos (Schottelius et al., 1986; Acosta et al., 1991; Steindel et
al., 1991), mas suscetiveis ao soro fresco de galinhas (Schottelius et al., 1986). De nosso
conhecimento, até o presente momento nenhum estudo avaliou a suscetibilidade das
formas tripomastigotas metaciclicas de 7. ramgeli ao sistema complemento. Sendo
assim, nos incubamos estas formas com soro ndo inativado de camundongos e pombos.
Os resultados mostraram que da mesma forma que o observado para as formas
epimastigotas, os tripomastigotas metaciclicos foram lisados pelo soro de pombo, mas
ndo pelo soro de camundongo. Entretanto, nossos resultados mostraram transmissao do
parasito entre insetos durante a co-alimentacdo em pombos, quando estes foram
utilizados como fonte alimentar, mesmo que numa taxa inferior do que aquela
observada quando camundongos foram usados como fonte de alimentagdo (Ferreira et

al., 2015). Este encontro surpreendente sugere a possibilidade que dentre os milhares de
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parasitos liberados por um triatomineo infectado durante sua alimentagdo, alguns
possam ser ingeridos ainda vivos por um co-especifico antes da agdo do complemento.
Uma vez dentro do trato intestinal do inseto, os parasitos estariam protegidos por
proteinas secretadas na saliva e no conteudo intestinal dos triatomineos que agem como
inibidores de complemento e protegem o epitélio intestinal de injurias (Barros et al.,
2009; Soares et al., 2012). Uma vez que as espécies do gé€nero Rhodnius sao
normalmente encontradas associadas a ninhos de aves (Teixeira et al., 2001; Dias et al.,
2008) a descoberta que aves podem permitir a transferéncia de parasitos entre insetos de
uma coldnia abre uma nova gama de estudos ecoldgicos e epidemiologicos sobre a
transmissdo do 7. rangeli.

A resisténcia das formas tripomastigotas metaciclicas do 7. rangeli ao sistema
complemento de mamiferos pode ser um fator importante que permite ao parasito o
inicio do estabelecimento da infeccdo nesse grupo de vertebrados. Como mencionado
anteriormente, o ciclo do 7. rangeli no hospedeiro vertebrado ainda ndo ¢ conhecido,
particularmente no que se refere aos seus locais de multiplicagdo. Apesar de diversos
orgdos terem sido estudados (Herbig-Sandreuter, 1957; Scorza et al., 1986; Urdaneta-
Morales e Tejero, 1986), a pele, que € o local pelo qual o parasito inicia a entrada no
hospedeiro vertebrado, até o0 momento nao foi avaliada. Sendo assim, um dos objetivos
do presente estudo foi avaliar este 6rgdo durante os periodos iniciais da infec¢do. Como
j4& mencionado, a saliva dos triatomineos ¢ inoculada na pele durante o periodo de
sondagem (Soares et al., 2006) e com ela provavelmente deve chegar uma propor¢ao
significativa dos cerca de 50.000 parasitos liberados durante o processo de ingestdo
(Ferreira et al., 2015). Inicialmente, nds tentamos avaliar se o 7. rangeli liberado apenas
na pele, ao invés de ter sido injetado dentro de vasos sanguineos, também poderia
estabelecer uma infec¢do. Para isso, camundongos foram expostos a picadas de ninfas
infectadas, que foram regularmente interrompidas para evitar a canulacdo de vasos.
Adicionalmente, a pele de camundongos foi diretamente exposta a tripomastigotas
metaciclicos, que foram liberados ap6s pungdo superficial da area. Os camundongos
foram posteriormente submetidos a xenodiagnodstico que mostrou que somente metade
dos camundongos expostos a ninfas infectadas desenvolveu a infec¢do quando os
insetos foram impedidos de se alimentar. E importante mencionar que as taxas de
infeccdo quando os insetos completam o processo alimentar nesse modelo sdo proximas
de 90% (Ferreira et al., 2015). Isto parece sugerir que alcangar a circulagio é relevante

para que o parasito chegue até o local onde a multiplicagdo ocorre, o que poderia ter
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acontecido naqueles casos em que os camundongos se infectaram. O aumento das taxas
de infeccdo para 100% quando 7. rangeli foi liberado diretamente na pele apds puncgio
superficial poderia ser devido a rupturas na microcirculagdo durante o procedimento
associado a uma maior quantidade de parasitos liberados.

Ao avaliarmos a presenca de parasitos em secgdes histologicas de pele infectada,
somente foi possivel detectd-los em amostras coletadas nas primeiras 24 horas apds a
exposicao. Todos os parasitos encontrados durante este periodo foram extracelulares e
puderam ser vistos livres na derme, e principalmente na hipoderme. Também nao foram
observados parasitos em processo de multiplicacdo. Apesar da auséncia de visualizagdo
do T. rangeli depois do primeiro dia da exposi¢do, uma indica¢do indireta da sua
presenga na pele foi a identificagdo de infiltrados inflamatdrios importantes observados
a partir de 12 horas até sete dias ap6s a exposi¢do. A acentuada presenga de eosindfilos
e mastocitos no local da inflamacdo pode estar provavelmente relacionada a eliminagao
dos parasitos da pele. Infiltrados inflamatorios com recrutamento destes tipos celulares
sdo frequentemente observados em infec¢des por protozoarios e t€m sido relacionados
ao controle da parasitemia pelo hospedeiro vertebrado. Por exemplo, camundongos
infectados experimentalmente com Leishmania mexicana mexicana, apresentaram um
recrutamento progressivo de eosindfilos e neutrofilos 72 horas apos a infec¢ao
(Grimaldi e Pamela, 1984). Bovinos e bufalos expostos a picadas de moscas tsé-tsé
infectadas com 7. brucei, foram analisados quanto ao perfil das células presentes nos
infiltrados inflamatorios (Grootenhuis et al. 1990). A diminuicdo da parasitemia ¢ da
patologia da doenga observada nos bufalos em relagdo aos bovinos foi relacionada com
a eosinofilia presente nos bufalos (Grootenhuis et al. 1990). Um aumento do nimero de
eosinofilos observado no sangue periférico de camundongos infectados com formas
tripomastigotas metaciclicos do 7. cruzi também foi relacionado ao controle da
parasitemia (Vieira et al., 2012).

O recrutamento de células do sistema imunologico para a pele do hospedeiro
pode ocorrer ndo somente em resposta a invasdo por patdogenos, mas também como
resultado da lesdo fisica causada por artropodes hematdfagos durante a alimentagdo de
sangue. Os artropodes hematdfagos usam diferentes estratégias para retirar sangue de
seus hospedeiros vertebrados. Enquanto algumas espécies retiram sangue a partir de um
pogo hemorragico formado na pele, outras o obtém diretamente dos vasos do hospedeiro
(Lavoipierre et al., 1959, Daniel et al., 1983, Lehane, 2005). Em comum, todos os

artropodes hematofagos secretam uma saliva composta por um coquetel de proteinas
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que interfere nos processos hemostaticos desencadeados durante a alimentagdo, que
inclui anticoagulantes, anestésicos, vasodilatadores e imunomoduladores (revisado por
Ribeiro et al., 1998). Além de auxiliar na manuten¢do de um fluxo sanguineo continuo
durante o periodo da ingestdo, estas moléculas podem também recrutar células do
sistema imunologico do hospedeiro (Nascimento et al., 2001; Andrade et al., 2005,
Mesquita 2008). Por exemplo, camundongos expostos a picadas de Anopheles gambiae
nao infectados, apresentaram no local da picada diferentes tipos celulares, como
neutrofilos, eosinofilos, macrofagos e mastocitos, trés horas apos a exposicao ao
mosquito (Choumet et al., 2012). A saliva foi identificada na pele dos animais por até
18 horas apds a alimenta¢do. Quando os mosquitos foram infectados com Plasmodium
berghei, a presenca dos esporozoitos promoveu uma diminui¢do na quantidade de
c¢lulas imunomoduladoras associadas a saliva (Choumet et al., 2012). No presente
estudo, ndo podemos excluir que nas primeiras horas da infec¢do por 7. rangeli,
algumas células tenham sido recrutadas para o sitio de infeccdo em consequéncia da
saliva presente no extrato depositado na pele do camundongo. Entretanto, os perfis de
células encontradas nos locais expostos a saliva de triatomineos ndo infectados que
realizaram sondagem na pele de camundongos foi diferente daquele observado em
amostras com a presencga do 7. rangeli, com mondcitos e linfocitos como as principais
células recrutadas. No presente estudo, a inflamacdo difusa observada depois do
segundo dia de exposi¢do foi provavelmente promovida pela presenca do 7. rangeli, ja
que ela ndo foi observada em amostras controle (pele exposta ao meio de cultura ou
picadas de insetos ndo infectados), onde somente focos inflamatérios pontuais foram
encontrados. O perfil das células recrutadas provavelmente depende também da espécie
de triatomineo, uma vez que os componentes da saliva variam entre os diferentes grupos
(Ribeiro et al., 1998). A saliva de Triatoma dimidiata, por exemplo, induz a formacgao
de um infiltrado composto por neutréfilos e eosindfilos. Esse perfil se altera, com a
presenga de macréfagos e neutrdfilos quando fezes de 7. cruzi sdo adicionadas ao
indculo (Monteon et al., 2016). E importante mencionar que a infecgdo pelo 7. rangeli
reduz em aproximadamente 50% as proteinas estocadas nas glandulas salivares de R.
prolixus (Paim et al., 2013), diminuindo assim a quantidade de componentes salivares
liberada durante a alimentacdo do inseto, o que poderia ter reduzido o efeito do
recrutamento celular como resultado de deposicao de saliva.

O T. rangeli somente foi visualizado nas sec¢des histoldgicas nas primeiras 24

horas de infecgdo. Entretanto a persisténcia de infiltrados inflamatorios sugeria a
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presenga do parasito na pele. Sendo assim, o DNA do parasito foi entdo rastreado na
pele dos camundongos em diferentes periodos apos a exposi¢do. De acordo com nossos
resultados, foi possivel mostrar pela primeira vez a presenga de DNA de 7. rangeli na
pele de um mamifero por um periodo de sete dias, nos mesmos periodos em que os
infiltrados inflamatorios foram observados. Uma redugdo consideravel no nimero de
parasitos foi observada nas primeiras 24h ap6s a exposicdo, mas 0s parasitos que
permaneceram no local de inoculagdo puderam ainda ser detectados por mais seis dias.
Vale ressaltar que o material nuclear de organismos eliminados por drogas ou respostas
imunolodgicas ¢ rapidamente eliminado (~48h) da circulagdo (Jarra e Snounou, 1998) o
que indica a presenga de parasitos vidveis nas detecgdes. A propor¢do de camundongos
em que o DNA do T. rangeli foi detectado variou durante o periodo avaliado.
Particularmente, encontramos uma baixa porcentagem de animais com amostras
positivas no quarto e quinto dias ap6s a exposi¢do. Cabe salientar, que os resultados sdo
representativos de experimentos realizados em quatro diferentes momentos, com
diferentes amostras de camundongos, insetos e parasitos. Interessantemente, esse
periodo corresponde ao pico de parasitemia observado em camundongos
experimentalmente infectados (Molyneux, 1973; Urdaneta-Morales e Tejero, 1986;
Zuniga et al., 1997). Estudos adicionais, que envolvam a avaliagdo da ativacdao da
resposta imune do hospedeiro sdo necessarios para uma melhor compreensdo desses
resultados.

A presenca de protozoarios na pele do hospedeiro durante periodos transitorios
tem sido relatada por diversos autores (Sidjanski et al., 1997; Amino et al., 2006;
Kebaier et al, 2009; Gueirard et al., 2010; Caljon et al., 2016). Sidjanski e colaboradores
(1997) infectaram camundongos Balb/c através da picada de Anopheles stephensi
infectados com Plasmodium yoelii. Os autores demonstraram que parte dos esporozoitos
que foram liberados no sitio da infec¢do permanece na pele do hospedeiro por pelo
menos cinco minutos. Além disso, observaram que em cerca de 15min, parte dos
esporozoitos antes presentes na pele deixaram o sitio da infec¢do e migraram para a
circulagdo do hospedeiro (Sidjanski et al., 1997). Em outro trabalho, Amino e
colaboradores (2006) demonstraram que mais da metade dos esporozoitos de
Plasmodium berguei liberados por A. stephensi na orelha de camundongos permanceu
no sitio da inoculagdo por 1h apods a exposicao. Resultados similares foram descritos por
Kebaier e colaboradores (2009), onde observou-se que em média 40% dos esporozoitos

liberados por mosquitos infectados na pele de camundongos permaneceram no local por
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até 6h apds a infec¢dao. Gueirard e colaboradores (2010) mostraram que logo apos a
picada, aproximadamente 50% dos parasitos permaneceram no sitio da infecgdo. Destes,
aproximadamente 10% ainda estavam na pele 24h apds a infeccdo. Além disso, os
parasitos foram encontrados na derme e em associagdao a foliculos pilosos (sitio
considerado imuno-privilegiado), se desenvolvendo em formas semelhantes a
merozoitos capazes de infectar eritrocitos (Gueirard et al., 2010). Os autores sugerem
que nesse caso, a pele poderia servir como um potencial reservatorio secundario de
merozoitos infecciosos, e/ou poderia funcionar como fonte de surtos de infec¢ao, como
no caso dos hipnozoitos de P. vivax (Cogswell, 1992; Gueirard et al., 2010).
Recentemente, um estudo com 7. brucei, um modelo mais proximo do 7. rangeli,
também demonstrou a permanéncia de parasitos na pele apds serem liberados pelos seus
vetores durante alimentagdo em orelhas de camundongos (Caljon et al., 2016). Nesse
estudo, os autores infectaram camundongos, coletaram o local da picada nos tempos 4,
5, 18, 42, 66 e 90 horas pos-infeccdo e verificaram que os parasitos nao so
permaneceram no local da picada nos periodos de 4, 5, 18, e 66 horas pos-infeccao,
como iniciaram uma fase de multiplicacdo associados aos adipdcitos na derme (Caljon
et al., 2016). Os autores sugeriram que a presenca dos parasitos na pele pode funcionar
como uma fonte de infec¢do para moscas tsé-tsé durante a infecgao aguda (Caljon et al.,
2016).

Uma vez que nossos resultados indicam que o 7. rangeli parece ndo permanecer
na pele do hospedeiro mamifero por mais de sete dias, quais seriam os outros locais do
corpo, que poderiam atuar como destino dos parasitos durante o inicio da infec¢do? O
sangue ¢ sabidamente um local de destino do parasito no comego da infecgdo, tendo
sido avaliado por diferentes autores (Molyneux, 1973; Urdaneta-Morales e Tejero,
1985; Zuiiga et al., 1997). No presente estudo, nds rastreamos o DNA do parasito no
sangue de camundongos em diferentes periodos apds a alimentacdo de insetos
infectados e, corroborando com a literatura, o parasito foi detectado no sangue de mais
de 80% das amostras durante as duas semanas de investigagdo. A abundancia de
parasitos se manteve baixa durante todo o periodo, com excecdo do segundo dia onde
foi possivel observar um discreto aumento na quantidade de DNA detectada, o que
também esta de acordo com os dados da literatura (Molyneux, 1973; Urdaneta-Morales
e Tejero, 1985; Zuiiga et al., 1997). Entretanto, devido a variabilidade dos dados
associada a um numero reduzido de animais avaliados, um aumento no numero de

amostras se torna necessario para confirmar essas afirmagdes. Apesar disso, ja ¢
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possivel sugerir que o parasito mantém uma populacdo basal na circulagdo, o que
garantiria a sua transmissdo ao hospedeiro invertebrado, como ja demonstrado através
de xenodiagndstico (Afiez, 1985; Ferreira et al., 2015).

O sistema linfatico € possivelmente um dos primeiros locais a entrar em contato
com patdgenos liberados na derme, ja que € responsavel por drenar o excesso de fluidos
intersticiais para o sistema circulatorio. No caminho, o fluido atravessa os linfonodos
cuja fungdo ¢ a remocao de debris e de patdgenos da linfa, antes da mesma atingir a
circulagdo sanguinea. O linfonodo também ¢ um sitio de respostas imune adaptativas
mediadas por células T, células B e células acessorias (Abbas et al., 2015). No presente
estudo, nés quantificamos o DNA de T. ranmgeli nos linfonodos mesentéricos de
camundongos que foram expostos ao parasito na regido central do abdéomen. Apesar do
numero pequeno de amostras avaliadas, o que ndo permitiu uma analise estatistica dos
dados, foi possivel observar um numero relativamente elevado de parasitos nos
linfonodos imediatamente apds o término da alimentacdo. Provavelmente estes parasitos
foram drenados juntamente com a saliva liberada na derme do animal durante o periodo
de sondagem. Interessantemente, uma abundancia consideravel de parasitos se manteve
durante todo o periodo de avaliagdo. Mais ainda, os dados de qPCR mostraram um
aumento de amostras positivas ao logo do periodo, sendo que ao final dos quinze dias
todas as amostras de linfonodo continham DNA de 7. rangeli. Um aumento no tamanho
do orgdo de animais infectados também foi observado em comparagdo com animais do
mesmo lote ndo submetidos a picadas de insetos infectados. Os dados obtidos até o
momento sdo insuficientes para afirmar que o parasito esteja se mantendo no linfonodo.
Entretanto, o 6rgdo se torna um candidato promissor como local de multiplicagio do T.
rangeli. O encontro de outros parasitos nos linfonodos ou na linfa de animais infectados
ja foi descrito por diversos autores (Laveran et al., 1907; Barry et al., 1984; Martinez et
al., 1985; Ahmed et al.,, 2003; Caljon et al., 2016). Barry e colaboradores (1984)
detectaram 7. brucei na circulagao linfatica de cabras cerca de um dia € meio apos os
animais seres picados por moscas tsé-tsé¢ infectadas. Caljon e colaboradores (2016)
detectaram o parasito em noddulos linfaticos 18 horas apds a sondagem de moscas
infectadas na pele de camundongos. Ahmed e colaboradores (2003) avaliaram os
linfonodos, o bagco e o figado de roedores infectados por L. infantum durante 12
semanas de infeccdo. Os autores verificaram que a carga parasitaria presente nos
linfonodos foi inicialmente inferior a do figado, mas se reverteu ao longo do tempo. Os

linfonodos apresentaram-se parasitados por 12 semanas sugerindo que o 6rgdo poderia
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estar funcionando como um local de manutenc¢do da infeccdo pela L. infantum (Ahmed
et al., 2003). Giunchetti e colaboradores (2008) estudaram o efeito da infec¢dao por L.
chagasi em linfonodos do popliteo de cdes com leishmaniose visceral. Os autores
mostraram que os linfonodos apresentavam uma desorganizagdo na arquitetura do
orgdo, com substituicao de linfocitos e estruturas foliculares por macrofagos parasitados
por L. chagasi.

Em adi¢@o aos linfonodos, o baco é outro importante 6rgao linfoide secundario,
que realiza a remocgao de patdogenos e debris celulares do sangue circulante (Benjamini
et al., 2002; Hall, 2011). Além disso, € o principal responsavel pela sintese e liberagao
de anticorpos na circulacdo sanguinea do organismo (Benjamini et al., 2002; Hall,
2011). Diferentemente do observado no linfonodo, nossos resultados mostraram uma
detec¢do pontual de parasitos no baco, com excecdo do sétimo dia, onde 80% das
amostras foram positivas para o 7. rangeli. Interessantemente, as amostras positivas do
sétimo dia pos-exposicao apresentaram abundancias semelhantes as encontradas no
linfonodo. Em adi¢o, os bagos de animais infectados aumentaram significativamente
em relagdo aos de animais ndo infectados, o aumento tendo sido proporcional ao tempo
de infecgdo. A ativagdo de resposta imune humoral com a producdo de anticorpos
durante a infeccao por 7. rangeli tem sido amplamente descrita na literatura (Anthony et
al., 1979; Schotelius, 1987; Basso et al., 1991; 2007; 2008; Moraes et al., 2008; Marini
et al., 2011). E possivel que esse aumento no peso do 6rgio possa estar relacionado &
ativagdo da resposta imune adquirida, com a produgdo e expansio clonal de linfécitos B
¢ de outras células do sistema imune (Benjamini et al., 2002; Abbas et al., 2015).
Estudos adicionais sdo necessarios para se investigar o papel do baco na infec¢io por 7.
rangeli, particularmente no que diz respeito as taxas de infec¢do observadas no sétimo
dia pds-exposi¢ao. A presenca de parasitos no bago de animais infectados ja foi descrita
para infec¢des por Leishmania (Laveran et al., 1907; Wilson et al., 2005; Bankoti et al.,
2012; Calvo-Alvarez et al., 2015). Uma das principais alteragdes patologicas observadas
na fase cronica da leishmaniose visceral é a esplenomegalia que parece ser promovida
pela presenga de células parasitadas, bem como pela resposta imunoldgica do 6rgao ao
parasitismo (Laveran et al., 1907; Ahmed et al., 2003; Wilson et al., 2005; Bankoti et
al., 2012; Calvo-Alvarez et al., 2015).

Com base nos nossos resultados do estudo da fase inicial da infec¢do por 7.
rangeli em camundongos, € possivel sugerir que parte das formas de 7. rangeli

liberadas durante a fase de sondagem parece ser drenada para os linfonodos. Como o
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parasito ndo ¢ lisado pelo sistema complemento de camundongos, uma propor¢iao da
populacdo permanece na pele por até uma semana e aparentemente parece ser
eliminada/reduzida pelas células do sistema imune, em consequéncia do seu
recrutamento ao sitio da picada. E possivel também que parte dos parasitos que se
mantém na pele continue a ser drenado para os capilares linfaticos, o que justificaria o
encontro de parasitos nos linfonodos nos diferentes periodos analisados. Entretanto, a
detec¢ao de parasitos nos linfonodos 15 dias pds-exposi¢do parece sugerir que o
parasito se mantém nesse 0rgao, ja que nesse periodo o mesmo nao ¢ mais detectado na
pele. Da mesma forma, os parasitos poderiam migrar para o sistema sanguineo e
retornar posteriormente aos linfonodos. O parasito se mantém circulando no sangue em
quantidades reduzidas desde o momento da alimentagdo, o que garante sua transmissao
para os hospedeiros invertebrados. O encontro de 7. rangeli no bago, particularmente no
sétimo dia pos-exposicdo, poderia estar relacionado com alguma fase de multiplicagdo
do parasito e estudos adicionais sdo necessarios para uma investigacdo mais detalhada
desse fato. Sendo assim, novos grupos experimentais estdo sendo montados para
confirmar os resultados obtidos no presente estudo. Além disso, experimentos
adicionais que incluem andlise de cultura primaria proveniente da dissociagdo de
linfonodos e estudos de microscopia confocal estdo sendo desenvolvidos para avaliar o

papel desse 6rgdo na manutencdo da infeccdo por 7. rangeli.
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6 Conclusoes

I. Mesmo ndo sendo susceptiveis a infeccdo por 7. rangeli, as aves podem
participar do processo de transmissdo do 7. rangeli, quando sdo fontes de
alimentagdo simultinea para insetos infectados e ndo infectados.

2. As formas tripomastigotas metaciclicas de 7. rangeli sdo suscetiveis a lise pelo
sistema complemento de pombos, mas resistentes ao de camundongos.

3. A presenca do 7. rangeli na pele dos camundongos promoveu o aparecimento de
infiltrados inflamatérios com recrutamento de células do sistema imunologico.

4. O T. rangeli foi detectado na pele de camundongos até sete dias ap6s o inicio da
infecgao.

5. O T. rangeli se manteve em numero reduzido na circulacdo sanguinea dos
camundongos durante todo o periodo avaliado.

6. O parasito foi detectado em quantidades consideraveis nos linfonodos
mesentéricos dos camundongos durante todo o periodo avaliado, o que sugere
que o 6rgao possa funcionar como local de manuten¢do do parasito.

7. O encontro de parasitos no bago, particularmente no sétimo dia pos-exposicao
necessita de estudos adicionais para uma melhor compreensdao do papel desse

orgao no estabelecimento da infecgao.
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Abstract

Trypanosoma rangeli infects several triatomine and mammal species in South America. Its
transmission is known to occur when a healthy insect feeds on an infected mammal or
when an infected insect bites a healthy mammal. In the present study we evaluated the clas-
sic way of T. rangeli transmission started by the bite of a single infected triatomine, as well
as alternative ways of circulation of this parasite among invertebrate hosts. The number of
metacyclic trypomastigotes eliminated from salivary glands during a blood meal was quanti-
fied for unfed and recently fed nymphs. The quantification showed that ~50,000 parasites
can be liberated during a single blood meal. The transmission of T. rangeli from mice to R.
prolixus was evaluated using infections started through the bite of a single infected nymph.
The mice that served as the blood source for single infected nymphs showed a high per-
centage of infection and efficiently transmitted the infection to new insects. Parasites were
recovered by xenodiagnosis in insects fed on mice with infections that lasted approximately
four months. Hemolymphagy and co-feeding were tested to evaluate insect-insect T. rangeli
transmission. T. rangeli was not transmitted during hemolymphagy. However, insects that
had co-fed on mice with infected conspecifics exhibited infection rates of approximately
80%. Surprisingly, 16% of the recipient nymphs became infected when pigeons were used
as hosts. Our results show that T. rangeli is efficiently transmitted between the evaluated
hosts. Not only are the insect-mouse-insect transmission rates high, but parasites can also
be transmitted between insects while co-feeding on a living host. We show for the first time
that birds can be part of the T. rangeli transmission cycle as we proved that insect-insect
transmission is feasible during a co-feeding on these hosts.

Introduction

Trypanosoma rangeli was first described by Tejera in 1920 [1]; since then, many studies have
been undertaken to examine its interactions with its hosts. In the Americas, this parasite infects
triatomines and mammals, including man, although it does not cause disease in humans [2].
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However, T. rangeli exhibits different levels of pathogenicity to its invertebrate hosts [3-6].
Parasite development inside vectors begins when trypomastigote forms are ingested together
with blood meals from infected mammals. These forms transform into epimastigotes inside the
vector midgut and then multiply and colonize the intestinal tract. During the infection, some
parasites can cross the intestinal epithelium and reach the hemocoel. Parasites that manage to
cross the hemolymph divide and migrate to the salivary glands where they transform into
metacyclic trypomastigotes, which are the forms that infect vertebrate hosts and that are trans-
mitted in the saliva during blood meals [2].

Despite our understanding of the transmission process, gaps remain in our understanding
of the triatomine-parasite-mammal interaction; the most intriguing questions concern the
development of T. rangeli in vertebrate hosts. To date, it remains unclear how the parasite is
maintained in these hosts due to conflicting findings [7-9]. Apparently, no intracellular repli-
cative forms are present, as is observed in Trypanosoma cruzi [10] and Leishmania spp. [11],
and no multiplicative forms are present in the blood circulation, as occurs in 7. brucei [12] and
T. conorhini [13]. Nevertheless, T. rangeli is found abundantly in nature [14, 15] and infects
several triatomine species and an extensive variety of mammals [16-18]. In addition, T. rangeli
completes its development only in triatomines from the genus Rhodnius [15]. Biological and
molecular studies suggest that these parasites and their vectors have coexisted over a long
period, with diverging lineages that are associated with sympatric species of Rhodnius but with-
out an apparent association with vertebrate host species [18-20]. This evolutionary relation-
ship between T. rangeli and its invertebrate hosts, in conjunction with the lack of reports of
parasite multiplication in vertebrate hosts, suggests the existence of forms of transmission
other than the classic form in which insects become infected while feeding on an infected mam-
mal. There are a few reports that suggest that insect-insect parasite transmission can occur
through hemolymphagy, when one insect takes hemolymph from a conspecific [21] or during
a simultaneous blood feeding [22], although the relevance of these alternative transmission
routes in parasite circulation has not been established. Therefore, we used a strain of T. rangeli
that was maintained through cyclical passages in triatomines and mice and established a proto-
col that mimics the natural transmission to evaluate how T. rangeli circulates between mice
and Rhodnius prolixus and the importance of insect-insect transmission for parasite
circulation.

Materials and Methods
Organisms

The CHOACHI strain, which was isolated from naturally infected R. prolixus from Colombia
[23], was used. Epimastigote forms were cultured at 27°C by two weekly passages in liver-infu-
sion tryptose (LIT) supplemented with 15% fetal bovine serum (FBS), 100 pl of streptomycin/
ml and 100 units/ml of penicillin. To maintain strain infectivity, parasites were submitted to
triatomine-mouse passages every three months [24].

Rhodnius prolixus was obtained from a colony that was originally established with insects
collected in Honduras in approximately 1990, which is maintained by the Vector Behavior and
Pathogen Interaction Group. Insects were reared at 26+1°C and a relative humidity of 65+10%
under natural illumination. The insects were fed on chicken and mice that were anesthetized
with intraperitoneal injections of a ketamine (150 mg/kg; Cristélia, Brazil)/xylazine (10 mg/kg;
Bayer, Brazil) mixture. All animal protocols followed the norms of FIOCRUZ regarding animal
maintenance and experimentation and were approved by the Ethics Committee on Animal
Use (Comissio de Eticano Uso de Animais—Fundacio Oswaldo Cruz; CEUA-FIOCRUZ)
under the number L-058/08.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0140575  October 15,2015 2/14



T PLOS |one

76

Revisiting Trypanosoma rangeli Transmission

Male mice from the Swiss Webster lineage weighing approximately 30 g and adult pigeons
(Columba livia) of both sexes weighing approximately 450 g (both the mice and pigeons were
obtained from the biotery of Centro de Pesquisa René Rachou) were used as vertebrate host
models. The animals were anesthetized as described above. Rabbit blood was obtained from
CECAL (Centro de Criagdo de Animais de Laboratorio)-FIOCRUZ.

Rhodnius prolixus infection

Third instar nymphs (7 days after molting) were fed on an artificial feeding apparatus contain-
ing citrated, heat-inactivated (56°C/30 min) rabbit blood containing a suspension of T. rangeli
epimastigotes (1x10” parasites/ml). Epimastigotes were obtained from a 10-day culture
medium; the parasites were washed and resuspended in sterile phosphate buftered saline (PBS;
0.15 M NaCl in 0.01 M sodium phosphate, pH 7.4). To ensure the presence of parasites in the
hemolymph and salivary glands, insects were also infected intracelomically as described previ-
ously [25]. Briefly, nymphs were inoculated in the side of the thorax with 1 pl of parasite sus-
pension (5x10* parasites/ml) after molting to the 4™ instar (7 days after molting). Twenty-four
hours after inoculation, the nymphs were allowed to feed on anesthetized mice. Control insects
were fed on rabbit blood and inoculated with PBS on the same days as the infected ones.

Estimation of the number of parasites liberated by T. rangeli-infected
nymphs during a blood meal on mice

The number of parasites liberated during a blood meal was estimated as previously described
[26]. A group of nymphs was infected as described, and 45 days after intracelomic inoculation,
the salivary glands from half of the nymphs (n = 11) were dissected. The remaining nymphs
(n=11) were fed on anesthetized mice, and their salivary glands were dissected immediately
after completion of the blood meal. Each pair of glands was placed on a glass slide containing
PBS to wash the glands and remove the hemolymph parasites. The glands were then trans-
ferred to 1.5-ml plastic microcentrifuge tubes containing 100 pl of PBS, ruptured with forceps,
and the contents were homogenized. Ten microliters of the homogenate was collected and
quantified using a Neubauer chamber. The remaining 90 pl was subjected to DNA extraction
using the NucleoSpin Tissue XS kit (Macherey-Nagel, Bethlehem, PA, USA) according to the
manufacturer's instructions. The purified DNA was diluted in 22 pl of water for subsequent
estimation of the number of parasites using real-time PCR (qPCR). To quantify the number of
parasites in the salivary glands of fed and unfed insects, a standard curve was constructed using
serial dilutions of the plasmid pGEM-T Easy (Promega, Fitchburg, W1, USA) containing a
137-bp multicopy sequence related to the gene for RNA-CII sno T. rangeli, which was used to
detect the parasite (GenBank: AY028385.2, forward: 5’ gaaagcgcaagagagagat-3' and reverse: 5-
tgagatggctatcacgeaag-3') [27]. The plasmid was diluted to obtain a standard curve encompass-
ing the range from 10° to 107 molecules; the resulting curve was used to estimate the number of
copies present in each sample. The qPCR reactions were performed using an ABIPRISM 7500
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Each reaction was
conducted in triplicate and contained 2 pl of DNA, 300 nM of each primer, and 12.5 pl Power
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in a final volume of
25 pl. The DNA was amplified using the following protocol: 95°C for 10 min, followed by 40
cycles at 95°C for 15 sec and 60°C for 1 min. A melting curve analysis was used to verify that a
single product was amplified. A negative control without the presence of primers was included.
The number of parasites released from the salivary glands during the blood meal was estimated
using a Neubauer chamber. The estimation was done by subtracting the average number of
parasites present in the salivary glands after feeding from the average number of parasites
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present before feeding, PCR quantifications were used to estimate the percentage of reduction
in the T. rangeli DNA amount in salivary glands from fed and unfed infected insects.

T. rangeli transmission from infected mice to R. prolixus nymphs over
time

Mice (n = 31, divided into three replicate experiments) were anesthetized and exposed to indi-
vidual infected 5™ instar nymphs (30 days after molting) for 50 min. The fed nymphs were
then removed, and the salivary glands were dissected to confirm infection (only mice that had
been bitten by an infected nymph were used). On days 1-7, 15 and 30 after infection, the
infected mice were anesthetized and offered to individual uninfected 5™ instar nymphs (30
days after molting) for 50 min. Five mice were also evaluated 126 days post infection (dpi).
Immediately after feeding, the nymphs were transferred to a BOD chamber (27+1°C, 12:12 L:
D) and maintained under these conditions for 21 days, after which the intestinal contents and
hemolymph were examined for parasites. Insects that presented parasites in the hemolymph
were maintained in the same conditions for 30 days, when the salivary glands were examined.
At the end of each assay, all mice were tested for the presence of parasites by direct examina-
tion. Parasitemia was assessed by counting the trypomastigotes in 5 ul of tail vein blood [28].
Mice that were used as a food source for nymphs that proved negative were also bled at the end
of the experiment (n = 3). The collected blood (~0.8 ml) was inoculated in LIT (1 ml) + NNN
medium (1 ml), and the hemocultures were examined after 20 days.

Insect-insect T. rangeli transmission during hemolymphagy

Hemolymphagy was evaluated as previously described [29]. Fifth instar nymphs containing
parasites in their hemolymph served as the food source. Three days before the assay, infected
nymphs were fed on anesthetized mice. To increase the feeding motivation of the starved
insects, the infected 5 instar nymphs were maintained at 40°C for three min immediately
before the start of each assay. Nymphs were then individually immobilized with adhesive tape
inside a cylindrical container (5.5 cm in diameter and 8.0 cm high) that was lined with filter
paper. Second instar nymphs (10 days after molting; n = 10) were liberated and maintained in
the container for 10 min together with the infected nymph. During this period, the number of
nymphs that attempted to bite the fed nymph was recorded. This experiment was repeated
twice. In a second experiment, 2™ instar nymphs (20 days after molting; n = 10) were main-
tained together with one infected 5™ instar nymph (10 days post feeding) for 15 days in a cylin-
drical container (as described before) that was covered with cotton fabric. After this period, the
5™ instar nymph was removed, and the 2" instar nymphs were fed on anesthetized mice and
transferred to a BOD chamber (27+1°C, 12:12 L:D). Insects were maintained under these con-
ditions until molting to the 3™ instar, when the intestinal tract, hemolymph and salivary glands
were examined under microscopy to determine the presence of parasites.

Insect-insect T. rangeli transmission by co-feeding on vertebrate

One donor-infected nymph and one recipient-uninfected nymph were placed into a cylindrical
container (5.5 cm in diameter and 8.0 cm high) covered with cotton fabric and divided into
two sectors by a narrow piece of cardstock paper, which prevented contact between the insects
(n =13 and n = 25 for mouse and pigeon, respectively). One anesthetized mouse or pigeon was
placed ventral side down on the container for 40 min as a food source. After this, the vertebrate
and the donor nymph were removed from the apparatus. The recipient nymph was transferred
to a BOD chamber (27+1°C, 12:12 L:D) and maintained under these conditions for 21 days,
after which the intestinal tract, hemolymph and salivary glands were examined to determine
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the presence of parasites. Additional assays were performed using five 5™ instar nymph recipi-
ents together with one 5™ instar donor for both mice (n = 4) and pigeon studies. In the experi-
ment using pigeons as hosts, the following assays were performed: a) recipients feeding
simultaneously with the donor, but placed 6 cm apart from it (n = 5 pigeons); b) recipients
teeding 30 min after the donor had finished the meal (n = 5 pigeons); ¢) recipients feeding 24 h
after the donor had finished the meal (n = 5 pigeons).

Evaluation of complement-mediated T. rangeli lysis

T. rangeli lysis mediated by mice/pigeon complement action was evaluated as previously
described [30]. Blood samples were obtained from anesthetized adult pigeons and mice. After
incubation at 37°C for one hour, the blood was centrifuged for 5 min at 5,000 g and 4°C to
obtain serum. Serum from each donor was divided into aliquots, and half of them were incu-
bated at 56°C for 30 min to inactivate the complement system. All aliquots were stored at
-70°C and each aliquot was used only once. Metacyclic trypomastigotes were obtained from
salivary glands that were removed from infected 5™ instar nymphs. The salivary glands were
transferred to a microtube containing 50 pl of 199 Medium (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) and then ruptured and homogenized. In each trial, 40 pl of serum (heat or non-heat inac-
tivated) plus 10 pl of a metacyclic trypomastigote suspension (varying between 2 and 3.4 x 10°
parasites/ml) were incubated at 41°C or 37°C (with pigeon or mouse sera, respectively) for 30
min. The number of parasites was quantified in a Neubauer chamber at 0 and 30 min of incu-
bation. The percentage of lysis observed in non-heat inactivated serum after 30 min of incuba-

tion was normalized in relation to the corresponding values obtained using inactivated serum.

Statistical analysis

The numbers of parasites present in the salivary glands of fed and unfed insects were compared
using the t test. The numbers of parasites in the intestinal tract of nymphs fed on mice at differ-
ent stages of infection were compared between trials and among days of infection. In this case,
data normality was evaluated using Shapiro-Wilk's W. Variables were compared using non-
parametric Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests; the groups responsible for the differences
found using the Kruskal-Wallis test were identified using the Mann-Whitney test with the Bon-
terroni correction [31]. Differences were considered significant at p<0.05 except when the
Bonferroni correction was used, when differences were considered significant at p<(0.005.

Results

Estimation of the number of parasites released by T. rangeli-infected
nymphs during a blood meal on mice

The number of parasites/DNA amount present in the salivary glands of unfed and fed R. pro-
lixus nymphs is shown in the Table 1. Despite the large variability observed among the samples,

a significant reduction was observed in the number of parasites/parasite DNA present in the
salivary glands after a blood meal (t test, p = 0.001 when counting using a Neubauer chamber
and qPCR). The estimations from Neubauer quantifications showed that approximately 54,000
parasites were liberated during a single blood meal, which corresponds to 76% of the parasite
burden in the salivary glands of starved nymphs. The relative estimation by qPCR showed that
about 68.4% of the parasites inside the glands were released into the host after a blood meal.
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Table 1. Estimation of the parasite load present in the salivary gland (SG) of starved and fed 5" instar nymphs of R. prolixus 45 days after infection
by T.rangeli (parasites—Neubauer chamber and RNA-CI1 sno gene copies/uL—qPCR). Values correspond to means + SE.

Quantification method Starved nymphs (n = 11) Fed nymphs (n = 11) p value Parasites released
Neubauer chamber (parasites/SG) 7.1x10%+4.0x10* 1.7x10*1.4x10* 0.001 54x10*
qPCR (gene copy/SG) 11.4x10%+6.4x10* 3.6x10*2.7x10* 0.001 -

doi:10.1371/journal.pone.0140575.1001

T. rangeli transmission from infected mice to R. prolixus nymphs over
time

Twenty-eight (90.3%) of 31 rodents that served as the food source to one infected nymph
became infected by T rangeli. Infection was confirmed by examining the intestinal contents of
ted nymphs and/or hemoculture; parasite transmission to insects was evaluated using these
infected mice. The percentage of infected nymphs that fed on mice on different days of infec-
tion is shown in Fig 1. Triatomine infection rates were high on all days, reaching approximately
80% except in one replicate, when none of the insects that fed on 30 dpi became infected. Para-
sites were also present in the hemolymph of 10 infected insects (4.8%), although they were not
found in the salivary glands.

The number of parasites found in the intestinal tract of the infected insects was highly vari-
able among samples, but it was possible to observe an effect of the duration of the mouse infec-
tion on this parameter (Fig 2, Kruskal-Wallis, p<0.0001). The number of parasites was lower
in insects that fed on mice at 15 and 30 dpi, but infection returned to high levels in mice with

more prolonged infection (126 dpi).
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Fig 1. Infection rates of R. prolixus 5™ instar nymphs that fed on T. rangeli-infected mice on different days after infection. The data shown represent
the mean of three biological replicates, except from the data for 126 days post infection, which are based on a single experiment using five tested insects. For
the other replicates, 25-30 nymphs were used for each evaluation day.

doi:10.1371/journal.pone.0140575.g001
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Fig 2. Number of parasites found in the intestinal tract of T. rangeli-infected R. prolixus 5" instar nymphs that were fed on mice at different stages
of infection. The horizontal lines represent the median value obtained for each group.

doi:10.1371/jcurnal pone.0140575.9002

The number of parasites found in the circulating blood of infected mice was evaluated on
1-7,15 and 30 dpi. Of the 24 evaluated mice, only two (8.3%; 7 dpi) exhibited T. rangeli
parasitemia.

Insect-insect T. rangeli transmission during hemolymphagy

To evaluate the importance of T rangeli transmission among insects through hemolymphagy,
we developed two assays. Initially, the motivation of starved nymphs to feed on a fed conspe-
cific was evaluated. Only one nymph (5%) of the 20 insects evaluated in two different assays
attempted to bite the infected nymph during the assay. In this case, the starved nymph
remained in contact with the infected one for 2.7 min with no visual ingestion being observed.
Because 10 days of starvation is probably too short a time to trigger feeding in Rhodnius
nymphs, we decided to keep 2™ instar nymphs, which were starved for 20 days, together with
one infected, fed 5™ instar nymph for 15 days. The intestinal tracts of the nymphs were exam-
ined after the insects had molted to the 3" instar; however, no insect had been infected.

Insect-insect T. rangeli transmission during co-feeding on vertebrate

After taking a blood meal on mice together with infected conspecifics, 76.9% of the 5™ instar
nymphs became infected by T. rangeli (Fig 3). Even in assays where one donor nymph shared a
mammal host with five recipient nymphs, a similar percentage of infection (63.1%) was
observed, Interestingly, 16% of the recipient nymphs became infected when pigeons were used
as hosts (1 donor vs 1 recipient). When one donor together with five recipient nymphs were
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Fig 3. Rates of infection of nymphs that co-fed with T. rangeli-infected conspecifics (uninf = uninfected; inf = infected). In the 5uninf/1inf assay using
pigeons as hosts, recipient insects were 6 cm apart from the donor.

doi:10.1371/journal.pone.0140575.g003

simultaneously offered a blood meal at two different points on the pigeon, 9% became infected
(2 out of 22 individuals, as 3 out of 25 did not feed in the experiments). In the assays in which
uninfected nymphs fed on T rangeli exposed pigeons either 30 min or 24 h after parasite inoc-
ulation, no insects were found to be infected.

Evaluation of complement-mediated T. rangeli lysis

To determine whether metacyclic trypomastigotes are lysed by the complement systems of the
mouse and pigeon, parasite suspensions that were obtained from infected insect salivary glands
were incubated with serum from both hosts. A lysis of approximately 1% was observed in para-
sites incubated with heat-inactivated sera from both hosts. In the same way, approximately 3%
of the parasites were lysed when incubated with non-heat inactivated serum from mice. How-
ever, when parasites were incubated with non-heat inactivated serum from pigeons, approxi-
mately 98% of the parasites were lysed after 30 min of incubation (Fig 4).

Discussion

Salivation during feeding is known to occur during both probing and ingestion periods for R.
prolixus [32], and approximately 50% of the saliva which has previously been produced and
stored is released during feeding in live host [33]. We have previously shown thatan infected
R. prolixus 5™ instar can bear up to 100,000 parasites, almost all of them metacyclic trypomasti-
gotes, in its salivary glands [26]. The present study showed that approximately 50,000 parasites
can be released during blood feeding. Which proportion of this parasite population is liberated
on the skin during probing, directly injected into circulating blood or ingested together with
the blood, remains to be determined. Nevertheless, even when a host is inoculated with a large
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Fig 4. Complement-mediated T. rangeli metacyclic trypomastigote lysis by mouse and pigeon serum. Data are presented as the percentage of lysed
trypomastigotes after 30 min of incubation whit non-heat inactivated serum (n = 3).

doi:10.1371/journal pone.0140575.9004

number of parasites, if there are no multiplicative forms present in the vertebrate host, as sug-
gested by several studies [9, 34], the infection will be gradually lost. To evaluate this hypothesis,
we infected mice through a single contact with an infected insect and offered these mice to
uninfected nymphs on different days after infection. The observed infection rates demon-
strated that the transmission of T. rangeli from insect to mouse is highly efficient, reaching val-
ues as high as 90%. In a similar manner, these infected mice were able to transmit the parasite
to approximately 80% of the insects that fed on them. Moreover, these elevated infection rates
were maintained in insects that fed on mice with old infections, clearly demonstrating that the
infection is not lost over time. Given these results, it is likely that T. rangeli develops a multipli-
cative cycle in its vertebrate host. The presence of reproductive forms of 1. rangeli in verte-
brates is suggested by results obtained in some studies [7, 8, 35]; however, strong evidence of
this presence has not been presented. Our results add more support for this idea. In addition,
despite the effectiveness of the transmission, parasites were rarely found circulating in mouse
blood, even on day 0 when a large number of the parasites had been injected by the infected
insect; this finding raises the possibility that the parasites can hide in some host tissues or
organs.

Once T. rangeli colonizes the intestinal tract of the vector, the parasite must cross two
important physical barriers, the intestinal epithelium and the salivary glands, to be transmitted
to vertebrate hosts. In the present work, approximately 5% of nymphs that presented parasites
in the intestinal tract also showed parasites in the hemolymph. The number of parasites found
in the intestinal tract of these insects depended on the age of the mouse infection. Interestingly,
mice with older infections produced infections with similar numbers of parasites to those of
recently infected mice. Based on these results, we speculate that the parasite might modify its
capacity to infect insects over time due to development in the vertebrate host. Nevertheless, the
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number of parasites present in the insect gut appears unrelated to hemolymph invasion
because this apparently occurred at random. The ability to reach the hemolymph appears to
serve as a critical filter because hemolymph infections can occur at frequencies from 2 to 50%
in insects with parasites in the intestinal tract [25, 36-38]. Perimicrovillar membranes have
been implicated in the invasion process because insect exposure to radiation affects the organi-
zation and structure of microvilli, thereby allowing the parasites to reach the hemolymph ear-
lier than in insects that are not exposed to radiation [39]. No parasites were found inside the
insect salivary glands at two months post infection. Possibly, this period might be too short to
allow the parasite to complete its development in the infection conditions we used. In infec-
tions in which the hemolymph was directly inoculated with the parasites from the same strain,
a nine-day delay was observed before the parasites began to invade the salivary glands [26].

Because a small proportion of insects harboring parasites in the intestinal tract will also
present infective parasites in the salivary glands, an effective transmission strategy is crucial for
the efficient spread of the parasite to both vertebrate and triatomine hosts. Under our experi-
mental conditions, R. prolixus nymphs did not exhibit motivation to feed on conspecifics.
Because R. prolixus can survive for up to three months without food [40], we increased the star-
vation status in experimental nymphs and allowed them to remain with infected, fed nymphs
for a longer period. However, prolonged nutritional stress associated with an increase in the
period of exposure to infected nymphs did not promote parasite transmission. Hemolymphagy
has been described for several triatomine species [29, 41] including R. prolixus [21, 42], and the
occurrence of this behavior has been associated with nutritional stress at the early nymphal
stages [21, 29]. Transmission of T. rangeli through hemolymphagy has been reported [21]
when R. prolixus 1* instar nymphs were infected after remaining together with R. prolixus- and
Rhodnius robustus-infected 5™ instar nymphs. Nevertheless, another study did not find trans-
mission when 1,000 R. prolixus nymphs were exposed to infected insects for 15 days [43].
Under the conditions evaluated in the present study, the transmission of T. rangeli between
nymphs through hemolymphagy would not play a relevant role in parasite circulation. Even
50, it would be relevant to evaluate the possibility of insect-insect T. rangeli transmission in
other contexts, such as through hemolymphagy during the molting period or in instances of
coprophagy or cleptohematophagy (the taking of blood from recently fed conspecifics, as often
observed in laboratory feeds).

An alternative mode of T. rangeli transmission is parasite transterence from an infected to
an uninfected insect when the insects feed simultaneously on the same vertebrate host. The co-
feeding transmission using mammals as hosts has been previously reported in triatomines [22],
although the experimental conditions were not clearly described. In the present study, we used
a device to physically separate infected and uninfected nymphs to prevent cleptohematophagy.
Under these conditions, a high transmission rate was achieved. Even when the infected nymph
was allowed to feed with five uninfected nymphs, the transmission rate was still elevated.
Therefore, our data strongly suggest that this mode of transmission can play a relevant role in
the maintenance of 1. rangeli in nature in the absence of a host with systemic infection. The
efficiency of pathogen transmission by co-feeding in ticks has been demonstrated for several
tick-borne viruses and bacteria (see revision in [44]). Virus transmission was supported even
when natural hosts having neutralizing antibodies were used as hosts [45]. Co-feeding trans-
mission of West Nile virus has been showed to occur in argasid tick species, which unlike ixo-
did ticks, typically feed for less than 2 hours [46]. In addition, the vesicular stomatitis virus has
been showed to be transmitted by black flies during co-feeding in non viremic hosts [47].

Unexpectedly, when pigeons were used as a blood source, 16% of the healthy nymphs that
had co-fed with one infected conspecific became infected. Parasites were transmitted even
when uninfected and infected nymphs were placed at distant points on the host. It is worth
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mentioning that this represents the first time that a bird has been implicated in the transmis-
sion of a trypanosome from the T. cruzi clade. The refractory conditions of avian blood for try-
panosomes of this clade is well known because the infectious forms are lysed by the avian
complement system [48, 49], which plays an important role in innate immunity by acting as a
first barrier against pathogens. Cultured epimastigotes of T. rangeli have been shown to be
resistant to complement-mediated lysis in several mammal species [16, 50, 51]. These T. rangeli
forms, however, are lysed by normal fresh chicken serum [50]. To our knowledge, no studies
have evaluated the susceptibility of 7. rangeli metacyclic trypomastigotes to a complement sys-
tem; therefore, we incubated these forms with non-heat inactivated sera from mouse and
pigeon. As seen with epimastigotes, metacyclic trypomastigotes were lysed by pigeon but not
by mouse serum. Nevertheless, our results showed insect-insect transmission during co-feeding
when pigeons were used as hosts, even if in a lower rate than those observed when mice were
the living hosts. This surprising finding suggests the possibility that among the thousands of
parasites liberated during the blood ingestion, some can reach the receiving insect before the
action of complement. Once inside the insect intestinal tract, parasites would be protected
against complement action because both the saliva and the intestinal contents of triatomines
contain complement inhibitors that protect the intestinal epithelium from damage [52].

Triatomine insects are opportunistic feeders that are adapted to occasional, large meals.
These insects live in small colonies in association with warm-blooded animals in nests that are
usually temporarily occupied and that depend on the food supply in the vicinity and offspring
growth. Feeding motivation, as several other behaviors expressed by triatomines, is temporally-
modulated, being the individuals more likely to feed during the first hours of the night (see
revision in [53]). In this sense, one can expect that co-feeding is a behavior commonly found in
the natural refugees of these insects. Our results indicate that the presence of a vertebrate, inde-
pendently of being infected, and even if transient, would ensure parasite spreading among indi-
viduals in a colony. Since Rhodnius species can be found associated with avian nests [54, 55]
the finding that birds can also allow parasite transfer between insects opens a new avenue of
ecological and epidemiological studies on T. rangeli transmission.

Conclusions

Our results showed that 7. rangeli is easily acquired by triatomines during blood feeding on
mice. Even if no parasitemia is apparent, these infected mammals can act as sources of T. ran-
geli for long periods. 1. rangeli was also efficiently transmitted from insect to insect by co-feed-
ing on mice. In addition, we showed for the first time that transmission by co-feeding on
pigeons is also feasible. Based on our results, we suggest that both, efficient parasite acquisition
during blood feeding on infected mammals and the process of infection through co-feeding,
would ensure a high number of insects harboring parasites in their intestinal tracts. Due to the
variable (sometimes low) rate of parasites crossing the intestinal epithelium a higher number
of gut infected insects would mean that a higher percentage of them present parasites in the sal-
ivary glands, therefore increasing the probabilities of transmission to mammal hosts. Finally,
efficient transmission by inoculation of infective forms to mammal hosts would grant cycle
completion.
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