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RESUMO

O controle da doenca de Chagas, que € causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi, concentra-se principalmente na eliminagdo de vetores com comprovada
adaptacdo aos domicilios humanos. Ainda que insetos vetores domiciliados sejam
os de maior importancia epidemioldgica, vetores autéctones de importancia
secundaria sdo coletados constantemente em ambientes antrGpicos, proporcionando
risco de transmissdo do parasito para humanos. Este estudo propés identificar
espécies do subcomplexo Triatoma rubrovaria por taxonomia molecular (Cyt b) e
analisar seu potencial vetorial na transmissdo do parasito no bioma Pampa.
Diferentes aspectos relacionados a capacidade vetorial foram avaliados, como fonte
alimentar, taxa de infeccdo e genotipagem parasitaria. Em paralelo, parametros
bionbmicos de T. rubrovaria apds infeccdo por T. cruzi foram analisados
experimentalmente. Um total de 1.724 triatomineos foi coletado no Rio Grande do
Sul, dos quais 927 insetos tiveram o DNA de seus intestinos extraidos para as
analises moleculares. A filogenia do subcomplexo agrupou as 92 amostras
sequenciadas com sucesso para o fragmento de Cyt b em nove clados. Das
amostras sequenciadas, 19 (20,7%) foram identificadas como T. carcavalloi, 17
(18,5%) como T. circummaculata e 12 (13,04%) como T. rubrovaria. As restantes
foram agrupadas em cinco clados sem sequéncia-referéncia, sendo quatro no clado
1, trés no clado 2, cinco no clado 3, quinze no clado 4 e dezessete no clado 5. Dada
a baixa divergéncia entre as sequéncias do subcomplexo e a sobreposicdo das
divergéncias intra e interclados (K2P = 0,0-2,6% e 0,7-5,0%), é provavel que os
membros do subcomplexo estejam em processo de especiacdo e que ainda haja
fluxo génico interespecifico. Foram observadas no campo uma taxa de infec¢édo por
T. cruzi de 2,8% (26/927), com variacdo de carga parasitaria de 1,5 x 10* a 2,3 x 10
equivalentes de parasito/intestino e a presenca de Tcl, TcV e coinfeccédo por Tcl +
TclV. A partir de iniciadores universais para vertebrados, doze espécies de
mamiferos foram identificadas, além de aves e insetos, sendo Homo sapiens a fonte
alimentar detectada com maior frequéncia (73,5%), seguida de Gallus gallus
(33,1%). Para analises de competéncia vetorial, ninfas N5 de T. rubrovaria e T.
infestans foram alimentadas em camundongos infectados com T. cruzi (TcVI), em
condicdes de laboratério. Comparamos a presenca e o numero de formas evolutivas
do parasito nas excretas de ambas as espécies de triatomineos aos 30, 60 e 90 dias
pos-infeccdo. Triatoma rubrovaria e T. infestans apresentaram resultados
semelhantes nas taxas de infeccdo e metaciclogénese de T. cruzi TcVI. Em relacéo
ao comportamento vetorial, confirmamos que o triatomineo tende a se afastar do
local de picada apds o0 repasto sanguineo. Diferencas interespecificas foram
observadas quanto ao volume de sangue ingerido e proporcdo de individuos que
excretaram apo6s alimentacdo de sangue, revelando a maior eficiéncia alimentar e
taxa de dejecédo de T. infestans. O volume de sangue ingerido e 0 comportamento
de picada de T. rubrovaria parecem ser influenciados pela infecgdo por TcVI.
Espécimes infectados tendem a ingerir ~25% a mais de sangue e a picar mais a
cabeca do hospedeiro. Comportamentos de cleptohematofagia e de coprofagia
também foram observados em T. rubrovaria. Os resultados obtidos aqui sugerem a
necessidade urgente de uma revisdo taxondmica do grupo. Ademais, nossas
analises evidenciam que T. rubrovaria € um vetor potencial de T. cruzi,
apresentando parametros bionémicos associados a sua capacidade vetorial
semelhantes ao do vetor T. infestans, principalmente quando infectados, alertando
para a importancia da vigilancia entomoldgica constante nas areas estudadas.
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ABSTRACT

The control of Chagas disease, which is caused by the protozoan Trypanosoma
cruzi, focuses mainly on the elimination of vectors with proven adaptation to human
dwellings. Although domiciled insect vectors are the most important
epidemiologically, autochthonous vectors of secondary epidemiological relevance are
constantly collected in anthropic environments, providing a risk of transmission of the
parasite to humans. This study proposed to identify species of the subcomplex
Triatoma rubrovaria through molecular taxonomy (Cyt b) and to analyze their vector
potential on the transmission of the parasite in the Pampa biome. Different aspects
related to vectorial capacity were evaluated, such as food source, infection rate and
parasitic genotyping. In parallel, bionomic parameters of T. rubrovaria after infection
by T. cruzi were analyzed experimentally. A total of 1.724 triatomines were collected
in Rio Grande do Sul, of which 927 insects had DNA from their intestines extracted
for molecular analysis. The phylogeny of the subcomplex grouped the 92 samples
successfully sequenced for the Cyt b fragment in nine clades. Of the sequenced
samples, 19 (20.7%) were identified as T. carcavalloi, 17 (18.5%) as T.
circummaculata and 12 (13.04%) as T. rubrovaria. The remaining samples were
grouped into five clades without reference sequence, four in clade 1, three in clade 2,
five in clade 3, fifteen in clade 4 and seventeen in clade 5. Given the low divergence
between the subcomplex sequences and the overlapping of intra and interclade
divergences (K2P = 0.0-2.6% and 0.7-5.0%), it is likely that the members of the
subcomplex are in speciation process and that there is still an interspecific gene flow.
We observed an infection rate by T. cruzi of 2.8% (26/927) in the field, with parasitic
load variation ranging from 1.5 x 10! to 2.3 x 107 parasite equivalents/intestine and
the presence of Tcl, TcV and coinfection by Tcl + TclV. Using universal vertebrate
primers, twelve species of mammals were identified, in addition to birds and insects,
being Homo sapiens the most frequently detected food source (73.5%), followed by
Gallus gallus (33.1%). For vector competence analyses, N5 nymphs of T. rubrovaria
and T. infestans were fed on mice infected with T. cruzi (TcVI), in laboratory
conditions. We compared the presence and number of evolutionary forms of the
parasite in the excreta of both species of triatomines at 30, 60 and 90 days post-
infection. Triatoma rubrovaria and T. infestans presented similar results in infection
rates and of T. cruzi TcVI metacyclogenesis. Regarding vectorial behavior, we
confirm that the triatomine tends to move away from the bite site after the blood
meal. Interspecific differences were observed in the volume of ingested blood and in
the proportion of individuals who excreted after blood feeding, revealing the higher
feeding efficiency and rate of T. infestans dejection. The volume of blood ingested
and the bite behavior of T. rubrovaria seem to be influenced by TcVI infection.
Infected specimens tend to ingest ~25% more blood and to bite more frequently the
host's head. Kleptohematophagy and coprophagy behaviors were also observed in T.
rubrovaria. The results obtained here suggest the urgent need for revising the
taxonomy of the group. Furthermore, us analyzes show that T. rubrovaria is a
potential vector of T. cruzi, having bionomic parameters associated with its vectorial
capacity similar to the primary vector T. infestans, especially when infected, thus
alerting to the importance of constant entomological surveillance in the studied areas.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencade Chagas

Em 1909, foi anunciada a descoberta de uma nova doenca pelo médico e
pesquisador Carlos Justiniano Ribeiro Chagas, intitulada Tripanossomiase
Americana, também conhecida como doenca de Chagas (DCh) (CHAGAS, 1909). A
descoberta € considerada Unica na historia da medicina, porque além de caracterizar
0 agente causador da infeccdo — 0 protozoario parasito Trypanosoma cruzi —
Chagas identificou o inseto transmissor, o triatomineo, reservatérios domésticos e
silvestres, e pbéde ainda fazer a descricdo da doenca e o diagnostico parasitolégico
de fase aguda (KROPF, 2009; REY, 2011).

A via classica de transmissdo do T. cruzi para o hospedeiro vertebrado € por
meio da eliminagéo das fezes/urina contaminadas do triatomineo durante o repasto
sanguineo. A transmissdo também pode ocorrer por ingestdo de bebidas ou
alimentos contaminados com as excretas do vetor ou com o proprio inseto macerado
— transmissdo oral (SHIKANAI-YASUDA & CARVALHO, 2012); por transfusdo
sanguinea; transplante de érgados (SCHMUNIS, 2007; KUN et al. 2009; GONTIJO et
al., 2009; FIORELLI et al., 2011); transmissao congénita ou vertical (da méae
infectada para o recém-nascido) (HOWARD et al., 2014; CARLIER & TRUYENS,
2017); e por acidentes de laboratorio (DIAS & COURA, 1997; COURA et al., 2005).
A transmissdo por via oral € geralmente responsavel pela ocorréncia de surtos
esporadicos de infeccdo aguda em areas onde ocorrem vetores naturalmente
infectados, resultando em apresentacao clinica aguda mais severa e altas taxas de
mortalidade (PEREIRA et al., 2009). Os primeiros casos de DCh transmitidos por via
oral foram descritos no Brasil por Silva et al. (1968) no estado do Rio Grande do Sul,
e por Shaw et al. (1969) no estado do Para, e ambos ocorreram devido a ingestédo
de alimentos contaminados (SHIKANAI-YASUDA & CARVALHO, 2012).

Existem situagcbes que levam a DCh a ser considerada uma infeccao
reemergente a depender do modo de transmissdo. Como exemplo, a migragéo de
humanos infectados assintomaticos para areas nao endémicas, e que podem
transmitir o parasito no ato de doarem sangue ou Orgdos, em paises que nhao
rastreiam a infeccdo por T. cruzi em bolsas de sangue (BONNEY, 2014).

Similarmente, dificuldades no diagnéstico e tratamento de mulheres gravidas
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infectadas e assintomaticas, tornam as infec¢gdes congénitas uma fonte potencial
para disseminagdo continua da infeccdo em paises endémicos e ndo endémicos
(BARONA-VILAR et al., 2012). E, finalmente, a transmissdo oral de T. cruzi em
areas endémicas demonstra que o controle vetorial nas moradias ndo € suficiente
para evitar a transmissao (SHIKANAI-YASUDA & CARVALHO, 2012).

Esta parasitose pode ser dividida em duas fases no ser humano: (i) fase
aguda: estagio de infeccao inicial pelo T. cruzi e pode persistir por até dois meses
apos o contato com o parasito (OMS, 2018), correspondendo ao periodo de elevada
parasitemia e, na maioria das vezes, oligossintomatica (COURA & BORGES-
PEREIRA, 2010; REY, 2011; OMS, 2018). Em 5% dos casos (STANAWAY & ROTH,
2015) é caracterizada por febre, astenia, poliadenite, aumento do figado e do baco,
e sinal de Romafia ou de outros tipos de chagoma de inoculacdo (REY, 2011),
podendo ser fatal em casos muito raros, em criancgas, relacionados a complicacées
associadas com meningocefalite e/ou miocardite (PINTO et al., 2004; RASSI et al.,
2001); e (ii) fase crbénica, que pode resultar em trés potenciais formas clinicas, onde
cerca de 60 - 70% dos individuos infectados nunca apresentardo sintomas da
infeccdo crénica e permanecerdo na forma clinica indeterminada (latente)
(BARRETT et al., 2003; COURA & BORGES-PEREIRA, 2010; RASSI & MARIN-
NETO, 2010; REY, 2011). Os 30% restantes poderdo apresentar disfuncdo de
orgaos decorrente da colonizacdo, pelo parasito, do miocardio e/ou musculos do
sistema digestorio (OMS, 2018), relacionados a cardiopatia chagasica cronica e ao
megaesdfago ou megacolon (MARIN-NETO et al., 2007; PINAZO et al., 2010; REY,
2011; NUNES et al, 2013). Deste modo, até 30% das pessoas infectadas
desenvolvem a forma cardiaca e até 10% a forma digestiva, neurologica ou mista da
doenca (VAGO et al., 2000; OMS, 2018). Isso acontece, geralmente, 10 a 30 anos
apos a infeccao inicial (BARRETT et al., 2003), dificultando as investigacdes
epidemiolégicas quanto as formas e locais de transmissdo (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019). Pacientes na fase cronica indeterminada que apresentam quadro de
imunosupressdo (coinfeccdo com HIV, transplantados) podem ser sintomaticos
(revisto por GUARNER, 2019).

A DCh constitui a doenga parasitaria responsavel pelo maior numero de
mortes na América Latina, superando a malaria (DE SOUZA, 2010), tendo sido
classificada na década de 90 como a de maior impacto na América do Sul e Central
em termos socioecondmicos por representar a principal causa de doenca cardiaca

em adultos jovens e economicamente produtivos, tratando-se de anos de vida
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perdidos por morte ou incapacidade (SCHOFIELD & DIAS, 1999). Estima-se que 6 a
7 milhdes de pessoas no mundo estejam infectadas pelo T. cruzi, sobretudo em 21
paises latino-americanos (OMS, 2018). Os métodos de prevencdo do aumento da
incidéncia da doenca sédo o controle vetorial, controle dos bancos de sangue, e a
realizacdo de exames em mulheres gravidas para prevenir a transmissao congénita
(OMS, 2018). Porém, os desafios ampliam-se diante de estimativas nas quais mais
de 80% das pessoas acometidas pela DCh no mundo ndo possuem acesso a
diagnéstico ou tratamento, o que sustenta o elevado impacto de morbimortalidade e
a associacao com o custo social. A despeito dos avan¢os no controle vetorial e na
garantia de qualidade das transfusdes de sangue em Varios paises endémicos, o
que levaram a reducdo de novos casos da doenca, é ainda inequivoca a relevancia
desta doenca como problema de saude publica, permanecendo milhdes de pessoas
cronicamente infectadas e mais de 10 mil mortes anuais relacionadas a DCh (OMS,
2018). Somado a isso, a taxa de transmissao congénita permanece inalterada, entre
1 a 8%, sendo responsavel por 1/5 dos novos casos nas Ameéricas, e é atualmente a
principal causa de transmissdo da DCh na Argentina e em paises ndo-endémicos
(BUEKENS et al.,, 2018). Acbes de vigilancia e controle na América do Norte,
Europa, Japdo e Australia tém sido necessarias em funcdo do aumento migratério
gue eleva o risco de transmissao do T. cruzi por transfusdo de sangue, doacédo de
6rgéos e transmissdo congénita (SCHMUNIS & YADON, 2010; COURA & VINAS,
2010; CONNERS et al., 2016; SIMOES et al., 2018; LIDANI et al., 2019; OMS, 2018)
(Figura 1).
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Figura 1: Estimativa mais recente do nimero de imigrantes com infec¢@o por T. cruzi em paises ndo
endémicos.
(Modificado de LIDANI et al., 2019)

No Brasil, as estimativas mais atuais sugerem que haja entre 1 e 4,6 milhdes
de pessoas infectadas pelo T. cruzi, correspondendo a 1,0 - 2,4% da populacéo
mundial (HOTEZ & FUJIWARA et al., 2014; MARTINS-MELO et al., 2014; SIMOES
et al., 2018), com cerca de 6.000 mortes por ano (MARTINS-MELO et al., 2016). A
DCh é a quarta causa de morte entre doencas infecciosas e parasitarias no pais no
periodo de 1999 a 2007 (MARTINS-MELO et al. 2012), e no periodo de 2000 a
2011, representou 76,7% de todas as mortes por Doencas Tropicais Negligenciadas,
atingindo a maior carga de morbimortalidade (COSTA DE ALBUQUERQUE et al.,
2017).

Entre 1975 e 1983, o programa de controle da DCh teve inicio no Brasil
devido a infestacdo domiciliar pelo vetor epidemiologicamente mais relevante,
Triatoma infestans Klug, 1834, em 700 municipios de 12 estados brasileiros
(SILVEIRA et al., 1984). Acredita-se que, nestes anos, 4,2% da populacao brasileira
estava infectada pelo T. cruzi e cerca de 100.000 novos casos tenham sido
registrados a cada ano (CAMARGO et al., 1984). Neste mesmo inquérito soroldgico
a maior prevaléncia foi encontrada no estado do Rio Grande do Sul (8,84%), seguido
de Minas Gerais (8,83%), Goias (7,40%), Sergipe (5,97%) e Bahia (5,44%)
(CAMARGO et al., 1984). Em 1991, o Brasil aderiu ao consorcio internacional do

Cone Sul com o objetivo de reduzir a transmissao do parasito por vetores através do
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uso de inseticidas (DIAS et al., 2002; GURGEL-GONCALVES et al., 2012) e
melhoria habitacional (DIAS, 2007). Esta iniciativa teve um grande impacto sobre a
doenca nos paises pertencentes ao Cone Sul, ocorrendo uma reducdo de 94% da
incidéncia apos 10 anos de medidas realizadas (OMS, 2002). E, em 2006, a
Organizacdo Pan-Americana da Saude conferiu ao Ministério da Saude do Brasil a
Certificacao Internacional de Eliminac&o da Transmissao de T. cruzi pelo T. infestans
(FERREIRA & SILVA, 2006). Apesar disso, alguns estudos tém mostrado a
persisténcia da transmisséo vetorial, provavelmente devido a existéncia de vetores
silvestres em ambientes peridomiciliares e intradomiciliares. Isto evidencia que esta
transmissdo continua apresentando risco, possivelmente devido a existéncia de
vetores autoctones com alto potencial de colonizacdo, bem como focos residuais de
T. infestans (SILVEIRA & DIAS, 2011; VINHAES et al., 2014).

Nas décadas de 80 e 90 a transfusdo sanguinea foi a principal via de
transmissdo do parasito em areas endémicas do Brasil (DIAS, 2002; OMS, 2008).
Com uma melhor cobertura na triagem de doadores de sangue, houve uma drastica
reducdo na taxa de transmissdo por essa via (MORAES-SOUZA & FERREIRA-
SILVA, 2011). Com relacdo a transmissao vertical, em estudo realizado por
Ostermayer e colaboradores (2011), o estado do Rio Grande do Sul possuia alta
taxa de transmissao congénita, correspondendo a 60% do total de casos de infec¢éo
incluidos na pesquisa. Ja& o aumento da incidéncia de transmissdo oral no Brasil
tornou-se evidente com a ingestdo de alimentos contaminados com T. cruzi,
podendo estar associado a presenca de vetores e/ou reservatorios infectados nas
imediagbes do local de ocorréncia. Mais de 5.000 casos de DCh aguda foram
notificados no Brasil entre 2001 — 2018 (SANTOS et al., 2020), com prevaléncia
majoritaria na regido Amazénica (estados do Pard e Amapa), seguida do Nordeste,
Sul, Centro Oeste e Sudeste, causados por ingestdo de agua (DIAS et al., 2008),
consumo de alimentos (NEVES et al., 1968), de cana-de-agucar (SHIKANAI-
YASUDA et al., 1991) e acai (DA SILVA VALENTE et al., 1999; VALENTE, 2005;
NOBREGA, 2009) contaminados com T. cruzi. Apesar de a regido Amazoénica n&o
ser considerada uma area endémica, atualmente, é responsavel pelo maior nimero
de casos de DCh aguda, principalmente por transmissao oral, incentivando medidas
de vigilancia que visam a pasteurizacdo dos produtos, o controle da exportacdo de
sucos e outros produtos nao tratados (PINTO et al., 2008; DIAS & AMATO NETO,
2011); e a participacdo da comunidade na notificacdo da presenca do vetor (ABAD-
FRANCH et al., 2011), a partir de medidas educativas.
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Quando o sistema de controle de vigilancia em saude for falho, a interacéao
parasito-vetor-vertebrado pode ser mantida em regibes onde espécies de
triatomineos autéctones sdo comumente encontradas. As medidas de controle de
vetores autéctones passaram a ser aplicadas pelos governos municipais, apés a
descentralizacdo do sistema de saude no Brasil, porém se deparam com
dificuldades operacionais, politicas e falta de investimentos (COUTINHO et al.,
2014). Além disso, em locais onde triatomineos silvestres sdo frequentes, o baixo
efeito residual de inseticidas juntamente com as altera¢cdes nos biomas facilitam a
invasdo e colonizacdo de triatomineos em ambientes domiciliar e peridomiciliar
(DIAS, 2000), aumentando o risco de contato entre vetores autoctones infectados
por T. cruzi e o homem. Ainda de acordo com Dias (2000), os maiores desafios
quanto a luta antivetorial sdo a “sustentagdo da participagdo comunitaria,
manutenc¢ao da vontade politica, manejo do peridomicilio e deteccéo de triatomineos

em baixas densidades”.

1.2 O agente etiolégico

O agente etiolégico da DCh, como dito anteriormente, € o T. cruzi, um
protozoario flagelado e unicelular da ordem Kinetoplastea e familia Trypanosomatida
(MOREIRA et al., 2004). Esse parasito € caracterizado pela existéncia de um Unico
flagelo que se origina de uma invaginagdo, conhecida como bolsa flagelar, além de
um cinetoplasto capaz de auto-replicacdo, que possui uma condensacdo de DNA
(DNA do cinetoplasto ou kDNA) no interior dessa mitocondria Unica (CLAYTON,
2002).

Ao longo do seu ciclo biolégico complexo, o T. cruzi assume diferentes formas
evolutivas: amastigota, epimastigota e tripomastigota (BRENER, 1971, 1973). Estas
formas sdo diferenciadas morfologicamente pelo aspecto geral da célula, pela
posicdo do cinetoplasto em relacdo ao nucleo e pela regido de emersédo do flagelo
(BRENER, 1971, 1973; DE SOUZA, 2002; REY 2011, 2013) (Figura 2).
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Figura 2: Principais formas evolutivas do T. cruzi.

(Modificado de REY, 2013)

Este parasito heteroxénico se desenvolve alternadamente entre um
hospedeiro invertebrado, representado por numerosas espécies de triatomineos, e
um hospedeiro vertebrado, mamiferos silvestres ou domésticos, incluindo o homem.
Seu ciclo evolutivo nos insetos hematéfagos ocorre nos intestinos médio posterior e
posterior (ampola retal/reto) (Figura 3). O triatomineo se infecta com as formas
tripomastigotas sanguicolas ao sugar o sangue de um mamifero infectado. No
intestino médio posterior, os tripomastigotas transformam-se em epimastigotas e em
algumas formas transitérias. Apds multiplicacdo ativa, os epimastigotas sofrem uma
nova diferenciacdo na ampola retal adotando a forma tripomastigota metaciclica.
Esta constitui a forma infectante para os vertebrados e é eliminada pelas fezes e
urina, podendo penetrar no vertebrado por meio de lesdes cutaneas, mucosas ou na
conjuntiva (GARCIA et al., 2007; ARGOLO et al., 2008; REY, 2011, 2013; CDC,
2019). E importante destacar que as formas metaciclicas de T. cruzi também est&o
presentes na glandula de cheiro de marsupiais (DEANE et al., 1984; URDANETA-
MORALES & NIRONI, 1996).
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Figura 3: Esquema do desenvolvimento de T. cruzi em seu inseto vetor.

Ao realizar o repasto sanguineo de um vertebrado infectado o triatomineo ingere
as formas tripomastigotas sanguicolas que irdo se diferenciar em formas
epimastigotas e em algumas formas transitérias no intestino médio anterior (A). No
intestino médio posterior as formas epimastigotas se multiplicardo (B) aumentando
a populacéo de parasitos. Na ampola retal (intestino posterior) os epimastigotas
irdo se transformar em tripomastigotas metaciclicos (C) que ser&o eliminados com
as fezes e urina do inseto. (Modificado de Garcia et al., 2007).

No hospedeiro vertebrado, as formas tripomastigotas metaciclicas podem
invadir diferentes tipos celulares, incluindo macréfagos, fibroblastos ou células
epiteliais. Ao invadir estas células, os tripomastigotas metaciclicos se diferenciam
em amastigotas, que se proliferam intracelularmente por fissdo binaria. Depois de
intensa divisdo, as formas amastigotas se transformam nas formas tripomastigotas
sanguicolas que rompem a célula, as quais podem entdo invadir novas células
localizadas no sitio de infeccdo ou podem atingir a via linfatica e sanguinea, e
potencialmente colonizar diferentes tecidos do hospedeiro, em especial células
musculares (cardiaca, lisa e esquelética) e ganglionares (Figura 4) (ARGOLO et al.,
2008; REY, 2011, 2013; CDC, 2019).
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Figura 4: Ciclo de vida do T. cruzi nos hospedeiros invertebrado e vertebrado (Modificado de
CDC, 2019).

A plasticidade gendémica (ganho, perda ou rearranjo de fragmentos do DNA)
do T. cruzi pode conferir mecanismos para sua sobrevivéncia ao estresse ambiental
(por exemplo, temperatura e pH), além de promover diversidade genética entre
linhagens do parasito (McDANIEL & DVORAK, 1993). T. cruzi € uma espécie
heterogénea representada por subgrupos de cepas ou isolados que circulam entre
hospedeiros vertebrados e insetos vetores. Visando o entendimento de questdes de
biologia basica do parasito, a nomenclatura sub-especifica de T. cruzi foi revisada.
Esta nova revisao inclui seis Unidades Discretas de Tipagem (DTUSs), T. cruzi | - VI
(ZINGALES et al., 2009, 2012). O termo DTU é definido como o conjunto de isolados
gue podem ser identificados por marcadores moleculares ou imunolégicos comuns
(TIBAYRENC, 1998; ZINGALES et al., 2012). Além destas DTUSs, foi identificado um
novo genotipo de T. cruzi, ‘TcBat, infectando morcegos (MARCILI et al., 2009) e
mais recentemente, humanos (RAMIREZ et al., 2014). Lima e colaboradores (2015)
propuseram TcBat como uma DTU independente.

O conhecimento da distribuicdo geografica das populacbes de T. cruzi torna-

se fundamental para melhor compreender os aspectos epidemiolégicos da doenca,



uma vez que tem sido sugerida a associacao entre os genaotipos do parasito e as
formas clinicas da DCh (STURM & CAMPBELL 2010; ZINGALES et al.,, 2012;
RODRIGUES-DOS-SANTOS et al., 2018; MONJE-RUMI et al., 2020; BIZAI et al.,
2020). A partir da revisdo de literatura sobre a distribuicdo das DTUs | a VI em
humanos, é reconhecido que estas apresentam distribuicées geograficas distintas e
gue todas estédo envolvidas com a ocorréncia da DCh (ZINGALES et al., 2012). Nos
paises que integram o Cone Sul, as DTUs Tcl, Tcll, TcV e TcVI séo as principais
responsaveis pela manifestacdo da doenca, sendo que Tcll predomina na maior
parte dos estados do Sul, Centro-Oeste, Sudeste e Nordeste do Brasil, TcV na
Argentina, Bolivia e Paraguai, e TcVI no Gran Chaco (Argentina, Bolivia, Paraguai e
Brasil). A DTU Tcl esta relacionada com a DCh na Amazobnia, paises Andinos
(Bolivia, Peru, Equador, Colémbia, Chile e Venezuela), América Central e México
(ZINGALES et al., 2012). Acredita-se que a DTU Tcl ndo favoreca a forma digestiva
e que as DTUs Tcll e TcV promovem as manifestagcbes cardiaca e digestiva
(CARRANZA et al., 2009; ZINGALES, 2011). A Tclll esta associada ao ciclo silvestre
no Brasil e em paises adjacentes (ZINGALES et al., 2012), ja foi isolada em caes
domésticos (CHAPMAN et al.,1984; CARDINAL et al., 2008) e, mais recentemente,
foi observada infectando humanos no Nordeste do Brasil (K MARTINS et al., 2015).
A distribuicdo geogréfica da DTU TclV, na América do Sul, é semelhante a de Tclll
(ZINGALES et al., 2012), ocorrendo frequentemente em humanos (MILES et al.,
1981), tendo sido ainda identificada em surtos de transmissdo oral na Venezuela
(RAMIREZ et al., 2010).

A ampliacdo dos trabalhos de campo e uma investigacdo em laboratorio mais
acurada acerca da identificacdo das fontes alimentares dos vetores e das diferentes
DTUs de T. cruzi que circulam em triatomineos de uma determinada regido séo
necessarias para aumentar o nosso conhecimento acerca da ecologia desse

parasito.

1.3 Rastreamento de infec¢do natural por T. cruzi em triatomineos

1.3.1 Reacao em Cadeia da Polimerase Convencional - PCRc (Qualitativa)

A determinacdo da taxa de infeccdo natural por T. cruzi nos vetores
triatomineos em regides com diferentes indices de endemicidade é relevante para o

melhor conhecimento acerca da epidemiologia da DCh, assim como para a vigilancia
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epidemioldgica e elaboracédo de programas de controle da disseminacdo da doenca.
Taxas de infeccdo do vetor em regibes endémicas para a DCh sdo variaveis,
alcancando 5% a 10% no Brasil (DIAS, 2002; RIBEIRO JR. et al. 2019) e até 79% na
Bolivia (Cochabamba) (MEDRANO-MERCADO et al., 2008).

O monitoramento realizado pelos programas de controle da prevaléncia de
infeccdo por T. cruzi nos triatomineos, quando ha, ocorre por meio da microscopia
Optica de suspensdo do conteldo intestinal fresco destes vetores, em busca de
tripanosomatideos ativos. Esta metodologia possui algumas vantagens como baixo
custo, facil execucado e utilizacdo de poucos equipamentos, sendo acessivel para
qualquer laboratério (CDC, 2018), no entanto, apresenta algumas limitacdes, tais
como: baixa sensibilidade em amostras com numeros reduzidos de parasitos, perda
de especificidade devido a dificuldade de diferenciar o parasito de outras infec¢des
por tripanosomatideos, como Trypanosoma rangeli e Blastocrithidia triatomae
(CERISOLA et al. 1971; CHIURILLO et al. 2003), baixa reprodutibilidade, dificuldade
no processamento de ninfas muito pequenas, necessidade da analise em insetos
frescos, além da microscopia ser um procedimento laborioso quanto a analise de um
elevado numero de insetos. Além disso, por muitas vezes nas regifes endémicas, 0s
insetos sé@o coletados por agentes de salde em comunidades rurais isoladas; até
estes espécimes chegarem a um laboratério para analise, frequentemente, ja se
encontram mortos, o que inviabiliza ou dificulta 0 exame microscopico.

Neste contexto, ensaios de biologia molecular baseados na Reacdo em
Cadeia da Polimerase Convencional ou Qualitativa (PCRc) para a deteccao de DNA
de T. cruzi em triatomineos ja vém sendo descritos na literatura por diversos autores
(SILBER et al., 1997; VALLEJO et al., 1999; CHIURILLO et al., 2003; CORONADO
et al., 2006; LIARTE, 2006; MARCET et al., 2006; BACIGALUPO et al., 2012;
PINHO, 2012; VILLACIS et al., 2015; MOREIRA et al., 2017; RIBEIRO JR. et al.
2019). Nestes estudos, o DNA do parasito pode ser detectado diretamente em
amostras bioldgicas, como o conteudo intestinal dos triatomineos, apresentando
algumas vantagens com relacdo ao método tradicional parasitolégico, como uma
maior sensibilidade e reprodutibilidade no diagnostico (MOREIRA et al., 2017). Os
resultados provenientes da PCR sédo obtidos em um tempo mais curto quando
comparados ao método parasitolégico indireto, por hemocultura, que apresenta
resultados somente apds semanas ou até meses (LUQUETTI & RASSI, 2000; YANG
& ROTHMAN, 2004). Também é possivel o exame em insetos mortos e em ninfas de

1° estadio, por exemplo, além da possibilidade de repeticdo dos testes em caso de
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resultados inconclusivos, uma vez que esta técnica faz uso de pequenos volumes de
amostra (YANG & ROTHMAN, 2004). Vale ressaltar que o uso da PCR para a
avaliagdo de infeccdo natural em triatomineos de campo permite o rastreio de um
grande namero de exemplares simultaneamente, fornecendo maior agilidade para o
monitoramento da prevaléncia de infeccdo pelo T. cruzi em areas endémicas, sendo
uma ferramenta importante para estudos da dindmica de transmissao do parasito.
Porém, a diversidade genética de T. cruzi deve ser considerada no desenvolvimento
de testes diagnosticos moleculares (SCHIJMAN, 2018).

O KDNA de T. cruzi como alvo de deteccéo

A selecdo de um fragmento de DNA cuja sequéncia seja conservada em
todas as cepas e isolados do parasito e que esteja presente em inUmeras copias é
necessaria para a realizacdo de ensaios da PCR para deteccdo de T. cruzi. As
moléculas de minicirculos que constituem majoritariamente a rede de KDNA ou DNA
do cinetoplasto, que representa 0 genoma mitocondrial, tém sido usadas com
sucesso desde a década de 90 por diferentes grupos de pesquisa para o diagnostico
molecular de infeccdo por T. cruzi em amostras biolégicas de humanos, como
sangue (AVILA et al., 1991, 1993; BRITTO et al., 1993, 1995, 2001; WINCKER et al.,
1994; JUNQUEIRA et al., 1996; SCHIJMAN et al, 2003; BRITTO, 2009;
FERNANDES et al., 2009; RAMIREZ et al., 2010; MURCIA et al., 2010; SCHIJMAN
et al., 2011), em diferentes tecidos de modelo experimental murino (ANDRADE et
al., 2002), e em excretas (RUSSOMANDO et al., 1996; BRITO et al., 2008; PINHO,
2012; GRIJALVA et al., 2014; CANTILLO-BARRAZA et al., 2015) e intestinos de
triatomineos (VALLEJO et al., 1999; GURGEL-GONCALVES et al., 2004; VILLACIS
et al., 2015; MOREIRA et al., 2017).

O KkDNA representa a maior quantidade de DNA extranuclear ja identificada
em células eucarioticas, consistindo de 20 a 25% do DNA total da célula (RAY, 1989;
WESTENBERGER et al., 2006). E representado por uma rede altamente
compactada formada por milhares de moléculas circulares de DNA entrelacadas
entre si, 0s minicirculos, com tamanhos de 1.400 pb e presentes em cerca de 10.000
a 20.000 cépias por rede, perfazendo 95% do kDNA (DEGRAVE et al., 1988;
KLINGBEIL & ENGLUND, 2004; THOMAZ et al., 2007). Estas moléculas codificam
RNAs pequenos (RNAs guias), que participam no processo de edi¢do dos transcritos

de maxicirculos (OCHSENREITER, 2007). Os maxicirculos sdo moléculas maiores
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localizadas na periferia da rede, com tamanhos que variam entre 20.000 — 40.000 pb
e sdo representados em numero de copias bem menores (25 - 50 copias idénticas
por célula; 5% do kDNA). S&do moléculas analogas funcionais ao DNA mitocondrial
de outros eucariotos, codificando proteinas da cadeia de transporte de elétrons e
RNA ribossébmico mitocondrial (VERLAG & VERLAG, 2001; KLINGBEIL &
ENGLUND, 2004; PIMENTEL, 2012).

Os minicirculos apresentam classes de sequéncias altamente heterogéneas
(JUNQUEIRA et al., 2005; TELLERIA et al., 2006), entretanto, se organizam em
quatro regides de sequéncias conservadas de DNA, dispostas a 90° uma das outras,
e sao intercaladas por sequéncias variaveis de DNA (Figura 5). Com a utilizacédo de
iniciadores especificos previamente desenhados para o0s blocos de sequéncias
conservadas, é possivel amplificar fragmentos conservados (120 pb) e variaveis
(330 pb) do DNA de minicirculos de T. cruzi (DEGRAVE et al., 1988; RAY, 1989;
STURM et al., 1989; AVILA et al., 1991; BRITTO et al., 1993; WINCKER et al., 1994;
SIMPSON, 1997; JUNQUEIRA et al., 2005).
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Figura 5: Representacdo esquemética do minicirculo do kDNA de T. cruzi.
Organizagdo das quatro regides conservadas (retdngulos em azul), com
aproximadamente 120pb cada, contendo os blocos de seqiiéncias mais
conservadas da molécula: BSC-1, BSC-2 e BSC-3 (retangulos em preto). As
regibes de seqiéncias hipervaridveis dos minicirculos de 330 pb (seta em
vermelho) encontram-se intercaladas com as regides conservadas (Modificado de
STURM et al., 1989).

Apesar de sua comprovada sensibilidade diagnéstica, a especificidade da
PCR-kDNA para a pesquisa de T. cruzi em triatomineos foi desafiada quando a
sequéncia completa do DNA de minicirculos de Trypanosoma (Tejeraia) rangeli foi
disponibilizada. As sequéncias, a ordem e a distadncia dos blocos de sequéncias
conservadas dos minicirculos de T. cruzi e T. rangeli revelaram alta similaridaed
entre estes parasitos (VALLEJO et al. 1999; GUHL & VALLEJO, 2003), o que
poderia confundir o diagnéstico em se tratando de infec¢Bes mistas por T. cruzie T.
rangeli, em areas onde ambos 0s parasitos coexistam, compartilhando vetores e
hospedeiros (GRISARD et al., 1999; GUHL & VALLEJO, 2003). Muito embora T.
rangeli tenha a capacidade de infectar mamiferos e triatomineos, em especial
espécies do género Rhodnius (VALLEJO et al., 2002) — apesar de ter sido
detectado, recentemente, em Triatoma brasiliensis (LIMA-OLIVEIRA et al., 2020) —
nas Ameéricas Central e do Sul, o seu potencial patogénico ao homem ainda é muito
controverso (OSORIO et al., 1995; ZUNIGA et al., 1997; PALAU et al., 2001).

Os iniciadores para a PCR-kDNA descritos para a deteccdo de T. cruzi
também se anelam nas sequéncias conservadas de minicirculos do kDNA de T.
rangeli, embora os fragmentos amplificados sejam facilmente diferenciados pelo
tamanho em gel de poliacrilamida (VALLEJO et al., 1999) e de agarose (MOREIRA
et al., 2017). Um fragmento de 330 pb € esperado para amostras infectadas com T.
cruzi (Figura 5) e um fragmento de 760 pb, junto a uma possivel série de fragmentos
entre 300 — 450 pb séo esperados para as infec¢des por T. rangeli (VALLEJO et al.,
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1999; MOREIRA et al., 2017). Considerando que o exame microscopico direto para
a pesquisa de tripanossomos em triatomineos mostra-se limitado em diferenciar T.
cruzi de T. rangeli, pela similaridade morfologica entre as espécies
(D’ALESSANDRO-BACIGALUPO & SARAIVA, 1992), alguns grupos Vvém
empregando a PCR-KDNA para a identificacdo diferencial destas espécies, a partir
do conteudo intestinal do inseto (VALLEJO et al., 1999; GURGEL-GONCALVES et
al., 2004; VILLACIS et al., 2015; MOREIRA et al., 2017).

O DNA nuclear satélite de T. cruzi como alvo de deteccao

O genoma nuclear de T. cruzi possui cerca de 10° copias de uma repeticdo de
195 pb (DNA satélite), que equivale, aproximadamente, a 10% do DNA total do
parasito (ELIAS et al.,, 2003). O DNA nuclear satélite representa arranjos nao
codificantes de DNA, constituidos de repeticbes diretas (in tandem) da mesma
sequéncia de nucleotideos. Apesar da conservacdo de sequéncias (ELIAS et al.,
2003, 2005; VARGAS et al.,, 2004; LIARTE, 2006; MARTINS et al., 2008),
polimorfismos nas sequéncias de DNA satélite devido a diferencas entre as DTUs de
T. cruzi devem ser considerados, a fim de se obter um aumento da sensibilidade da
PCR direcionada a este alvo (RAMIREZ et al., 2017). Em estudo inicial realizado por
Elias e colaboradores (2003), verificou-se que o DNA satélite é de quatro a seis
vezes mais abundante nas cepas Y e CL-Brener, em comparacao com Silvio X10 cl1
(ELIAS et al., 2003). Posteriormente, foi observado que isolados de Tcl apresentam
menor numero de cépias de DNA nuclear satélite quando comparados a isolados de
outras DTUs (DUFFY et al.,, 2009; IENNE et al., 2010; RAMIREZ et al., 2017).
Apesar disso, as unidades de repeticbes satélite sdo agrupadas, no genoma nuclear,
em conjuntos que compreendem cerca de 30 bases a £10 kb (ELIAS et al., 2003). A
analise de sequéncias de varias unidades de repeticdo de DNA satélite das trés
cepas (Y, CL-Brener e Silvio X10 cll1) revelou uma semelhanc¢a notavel com blocos
de nucleotideos conservados (ELIAS et al., 2003).

Machado et al. (2000) apresentaram uma metodologia de deteccdo do DNA
satélite de T. cruzi, através da PCR, a partir de amostras de fezes de triatomineos.
Os resultados encontrados pelos autores confirmam a alta sensibilidade e
especificidade da PCR direcionada ao DNA satélite do parasito. Em 2003, Virreira e
colaboradores compararam a sensibilidade de alguns conjuntos de iniciadores

usados para deteccdo de T. cruzi pela PCR utilizando como alvos o DNA nuclear
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satélite, regido conservada do elemento de repeticdo E13 (REQUENA et al., 1996),
KDNA e proteina flagelar F29. Os iniciadores que amplificam o DNA satélite
detectaram DNA do parasito em todas as linhagens testadas com maior
sensibilidade que os marcadores E13 e F29 (VIRREIRA et al., 2003).

Assim como os minicirculos do KDNA, a abundancia do niumero de repeticdes
das sequéncias de DNA satélite do nucleo de T. cruzi, tornam este um alvo de
elevada sensibilidade e especificidade para pesquisa diagnéstica por PCR em
sangue e amostras de tecidos em humanos, e nas fezes do vetor (MOSER et al.,
1989; OLIVARES-VILLAGOMEZ et al., 1998; DIAZ et al., 1992; MACHADO et al.,
2000; MARCON et al., 2011; DE FREITAS et al., 2011; HERNANDEZ et al., 2016).

1.3.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (Quantitativa)

Para os estudos em triatomineos, a técnica classica de contagem usando
camara de Neubauer tem sido amplamente empregada para quantificar T. cruzi em
homogenatos ou conteudo intestinal, assim como em amostras de fezes (MELLO et
al., 1996; KOLLIEN & SCHAUB, 1998; ARAUJO et al., 2008, 2014). Embora util para
guantificacdo rapida de amostras contendo cargas parasitarias elevadas, o método
nao é acurado para amostras que apresentam um numero reduzido de parasitos, 0
que é de ocorréncia comum na natureza.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real Quantitativa (QPCR) tem
mostrado ser um método preciso para estimativa da carga parasitaria por T. cruzi em
sangue periférico de pacientes infectados, assim como em amostras de contetdo
intestinal de triatomineos. Sua aplicacdo ja vem sendo descrita por diversos grupos
para inferir parasitemia em humanos (MORA et al., 2005; PIRON et al., 2007,
DUFFY et al, 2009, 2013; DE FREITAS et al., 2011; BUA et al., 2012;
QVARNSTROM et al., 2012; MOREIRA et al., 2013; MELO et al., 2015; RAMIREZ et
al., 2015; HERNANDEZ et al., 2016), ensaios de interacdo parasito-inseto vetor
(UEHARA et al., 2012), cinética de colonizagdo por T. cruzi em diferentes segmentos
do trato digestorio de Rhodnius prolixus (DIAS et al., 2015) ou ainda em estimativas
de carga parasitaria de insetos coletados no campo (MOREIRA et al., 2017).

A partir da gPCR é possivel monitorar a amplificagdo do DNA no momento em
gque a reacao esta ocorrendo, isto €, em tempo real. Para estimar a quantidade de
DNA alvo presente em uma amostra, a técnica utiliza o ciclo limiar de detec¢éo (Ct
ou ciclo threshold), cuja amplificacdo de um alvo é detectada pela primeira vez por
emissdo de sinal fluorescente que ultrapassa o valor pré-definido de limite
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(threshold). O ensaio de quantificagdo mede a quantidade de acido nucléico alvo
presente em determinada amostra, a cada ciclo de amplificacdo da gPCR (HIGUCHI
et al.,, 1993). Quanto mais elevado o numero de copias iniciais do acido nucléico
alvo, mais rapido (menor valor de Ct) sera visualizado o crescimento significativo da
fluorescéncia (VITZHUM et al., 1999; NOVAIS, 2004; VELASCO et al., 2006). A
Applied Biosystems desenvolveu dois sistemas de deteccdo de sequéncia: o
Sistema SYBR® e o Sistema Tagman® (APPLIED BIOSYSTEMS, 2002).

O sistema SYBR® utiliza o corante SYBR®Green, que € um intercalante de
DNA dupla-fita, para detectar o produto da PCR conforme este se acumule durante
os ciclos da reacédo (ZIPPER et al., 2004; BENGTSSON et al.,, 2003). Durante a
PCR, a DNA Polimerase amplifica a sequéncia alvo, a partir dos iniciadores
especificos, gerando os amplicons. O corante SYBR®Green se liga a qualquer nova
copia de DNA dupla-fita. Assim, o resultado € tido como o0 aumento na intensidade
da fluorescéncia proporcional a quantidade de produto gerado pela PCR
(RUTLEDGE & COTE, 2003). A vantagem desse sistema incide no fato de néao ser
necessario o uso de sonda interna fluorescente, o que reduz a configuracdo do
ensaio e os custos de execucdo. A desvantagem € que o SYBR®Green detectara a
amplificagéo de qualquer sequéncia de DNA dupla-fita, inclusive produtos de reacao
ndo especificos, como dimeros de iniciadores, podendo gerar resultados falso-
positivos ou ainda superestimativas de DNA total (NOVAIS, 2004).

O sistema TagMan® detecta um produto especifico da PCR conforme o seu
acumulo durante os ciclos da reacdo a partir de uma sonda fluorescente (Figura 6),
desenhada internamente para o alvo amplificado (HEID et al., 1996). Esta sonda
contém um corante fluorescente Reporter na extremidade 5° e um Quencher (inibidor
da fluorescéncia) na extremidade 3". Enquanto a sonda esta intacta (ndo hibridizada
ao alvo especifico), a proximidade do Quencher reduz bastante a fluorescéncia
emitida pelo corante Reporter (Efeito de Transferéncia de Energia de Ressonancia
de Fluorescéncia, do inglés Fluorescence Resonance Energy Transfer ou FRET)
(ALBERTS et al., 2002). Se a sequéncia-alvo de DNA estiver presente, a sonda se
anela logo apds a um dos iniciadores e é clivada através da atividade nucleasica 5
da Tag DNA polimerase enquanto o iniciador é estendido. Com a clivagem da sonda,
0 Reporter é separado do Quencher, aumentando o sinal do corante Reporter (HEID
et al., 1996). A sonda é removida da fita alvo de DNA, permitindo que a extensao do
iniciador continue até o final da fita molde. Assim, moléculas do corante Reporter sdo

clivadas em suas respectivas sondas, resultando em um aumento na intensidade de
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fluorescéncia, de acordo com a quantidade de amplicon produzido. Esse sistema
tem como vantagens (i) a hibridizacdo especifica entre a sonda e o alvo para gerar
sinal fluorescente, o que aumenta a especificidade da reacdo (HOLLAND et al.,
1991); e (ii) as sondas podem ser marcadas com corantes Reporter distintos, os
quais permitem a amplificacdo de duas ou mais sequéncias distintas em uma unica
reacdo (reacdo em multiplex). A principal desvantagem é a necessidade de sintese
de diferentes sondas para alvos distintos, o que eleva os custos da reacdo (NOVAIS,
2004).

Reporter Sonda Quencher

Iniciador 5’ TagMan
u Iniciador 3’
Sonda TagMan l Amplificagao
‘ ' Polimerizagdo Q ,
R 5 3' -
'b:

' Deslocamento e clivagem
da sonda

Fluorescéncia ’

Resultado
' Fluorescéncia

— . ,
—— - “

Produtos de PCR Produtos de clivagem

Figura 6: Esquema do sistema TagMan.

A sonda TagMan contém um corante fluorescente Reporter na extremidade 5" (em
verde) e um Quencher (em vermelho) na extremidade 3". Enquanto a sonda esta
intacta ocorre o Efeito FRET. A sonda se anela a sequéncia alvo logo apds um dos
iniciadores e é clivada através da atividade nucleasica 5" da Tag DNA polimerase
enquanto o iniciador é estendido. Com a clivagem da sonda, o Reporter é
separado do Quencher, aumentando o sinal fluorescente do corante Reporter. A
sonda é removida da fita alvo e, assim, moléculas do corante Reporter séo
clivadas em suas respectivas sondas, resultando em um aumento na intensidade
de fluorescéncia, de acordo com a quantidade de amplicon produzido (Modificado
de GIUSTI, 2012).

De maneira geral, o bom desempenho das técnicas de PCR exige alta
qualidade da extracdo de DNA das amostras a serem estudadas. A presenca de
inibidores da PCR pode reduzir a sua eficiéncia, resultando em falso negativo na

PCR convencional ou quantificagcdo subestimada ou auséncia de quantificacdo da

carga parasitaria na gPCR. Sendo assim, todos os ensaios de PCR para diagndéstico
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devem incluir um controle interno ou exdgeno que possibilite controlar a qualidade
do DNA recuperado e eventual presenca de inibidores nas amostras.

Em 2012, nosso grupo demonstrou pela primeira vez a aplicagcado acurada do
sistema SYBR®Green de gPCR para a quantificacdo dos niveis de carga parasitaria
por T. cruzi em amostras de intestino de R. prolixus mantidos em laboratorio,
objetivando investigar o papel da cruzipaina na interacdo do parasito com o
hospedeiro triatomineo (UEHARA et al., 2012). Os ensaios foram realizados
independentemente para dois alvos moleculares: DNA satélite de T. cruzi (PIRON et
al., 2007) e gene para o RNA ribosomal 12S de R. prolixus (novo iniciador
desenhado pelo nosso grupo), como controle interno da reacdo (UEHARA et al.,
2012). Em 2015, DIAS e colaboradores desenvolveram um sistema TagMan® de
gPCR, também direcionado para o DNA satélite de T. cruzi, para monitorar a
colonizacéo do parasito no trato digestério de R. prolixus durante o estabelecimento
da infecgcdo no vetor, a fim de gerar maior conhecimento sobre a dinamica de
colonizac&o no intestino do inseto (DIAS et al., 2016). Mais recentemente, em 2017,
publicamos o artigo “Development of conventional and real-time multiplex PCR-
based assays for estimation of natural infection rates and Trypanosoma cruzi load in
triatomine vectors” (MOREIRA et al., 2017), fruto do meu Trabalho de Conclusao de
Curso (TCC) quando eu ainda era aluna de Iniciacao Cientifica. Neste estudo,
desenvolvemos metodologias altamente sensiveis baseadas na PCR para monitorar
a infeccdo por T. cruzi em intestinos de diferentes espécies de triatomineos
coletados no campo. Esse ensaio possibilitou avaliar a carga parasitaria e
possivelmente poderd ser utii como um biomarcador promissor da competéncia

vetorial de triatomineos em areas endémicas da DCh.

1.4 O inseto vetor

Os triatomineos sdo insetos vetores do T. cruzi e pertencem a subfamilia
Triatominae (Hemiptera: Heteroptera: Reduviidae) (LENT & WYGODZINSKY, 1979).
Esta subfamilia divide-se em cinco tribos (Rhodniini, Triatomini, Cavernicolini,
Bolboderini e Alberproseniini), incluindo 18 géneros e 153 espécies atuais e 3
fosseis (SOUZA et al., 2016; BARGUES et al., 2017; JUSTI & GALVAO 2017; ROSA
et al., 2017; DORN et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018; LIMA-CORDON et al., 2019;
NASCIMENTO et al., 2019; POINAR Jr. 2019; ALEVI et al., 2020; ZHAO et al.,

2021). No Brasil, ja foram registradas 66 espécies de triatomineos com
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potencialidade para transmitir o parasito nas 27 unidades federativas (GALVAO &
GURGEL-GONGCALVES, 2014; SOUZA et al., 2016). Cerca de dez espécies e trés
géneros (Triatoma Laporte 1832, Panstrongylus Berg 1879 e Rhodnius Stal 1859)
sdo epidemiologicamente mais importantes devido aos seus aspectos
comportamentais (REY, 2011; JURBERG et al., 2014). A insercdo das antenas nos

tubérculos anteniferos auxilia na diferenciagdo destes principais géneros (Figura 7).

C
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Figura 7: Diferenciacdo dos géneros Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma pelo ponto de insercdo das
antenas no tubérculo antenifero (indicado pela seta). (A) Panstrongylus lignarius: as antenas
encontram-se inseridas junto a margem anterior dos olhos. (B) Rhodnius neglectus: as antenas
apresentam-se no apice da cabeca. (C) Triatoma maculata: as antenas inserem-se na metade da
distancia entre o 4pice da cabeca e a margem anterior dos olhos. Imagens utilizadas da Cole¢éo de
Triatominae UNESP Araquara - https://www?2.fcfar.unesp.br/#!/triatominae. Acesso em 28 de abril de
2021.

Estes insetos tém habitos noturnos, permanecendo em seus abrigos durante
o dia (DIAS et al.,, 2013). Sdo hematofagos estritos em todas as fases de vida,
possuindo uma probdscida retilinea com apenas trés segmentos (REY, 2011). A sua
metamorfose é incompleta (hemimetabolos) e as alteracbes morfologicas séo
gradativas ao longo do seu crescimento e desenvolvimento (ARGOLO et al., 2008;
MESSIAS, 2011; OLIVEIRA, 2013). O seu ciclo de vida é representado por ovo,
cinco estadios ninfais (N1 a N5) e uma fase adulta (macho ou fémea), havendo
nesta o surgimento das asas e a completa diferenciacdo sexual (ARGOLO et al.,
2008) (Figura 8). Na maioria dos triatomineos, esses ovos sdo depositados
livremente no substrato, mas em algumas espécies 0 ovo contém uma substancia
adesiva, podendo ficar preso em pelos e penas de animais ou materiais presentes
no peridomicilio que sdo levados para as habitacdes humanas, fatores importantes
para a dispersao passiva desses vetores (SOLER et al., 1969; SCHOFIELD & DIAS,
1999; OPAS, 2020). O ciclo biolégico completo em Triatominae pode variar de 6 a 24

meses, e essa variagcdo pode estar relacionada a fatores bidticos (OPAS, 2020).
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Conhecer a biologia do inseto é importante para a elaboracdo de medidas de
controle, ja que a aplicacdo de inseticidas nos domicilios deve evitar que os insetos
cheguem a fase adulta, diminuindo as chances de recolonizagdo do ambiente que foi
tratado (DIAS, 1991; OPAS, 2020).
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Figura 8: Ciclo de vida de um triatomineo — Triatoma
brasiliensis brasiliensis.
(ARGOLO et al., 2008)

A familia Reduviidae inclui diversas subfamilias, sendo a subfamilia
Triatominae a Unica que realiza a hematofagia obrigatéria em animais vertebrados
para a conclusdo do ciclo de vida do inseto (ALMEIDA et al., 2014). Algumas
espécies, como Belminus herreri (SANDOVAL et al., 2004) e Triatoma
circummaculata Stal, 1859 (LOROSA et al., 2000a; RUAS-NETO et al., 2001),
conseguem se desenvolver realizando a hemolinfagia em baratas no laboratorio.
Sabe-se que os triatomineos podem se alimentar da hemolinfa de outros insetos
para sobreviver a estarvacdo (LOROSA et al., 2000a; RUAS-NETO et al., 2001;
ANGULO & SANDOVAL et al., 2001; ALMEIDA et al., 2002a; DURAN et al., 2016) e
realizar a coprofagia (ingestdo das fezes/urina) e a cleptohematofagia (sangue
retirado do intestino de outro triatomineo) (RYCKMAN, 1951; LAZZARI et al., 2018)
em que o T. cruzi & excepcionalmente transmitido de vetor a vetor (SCHAUB, 1988;
JURBERG & GALVAO, 2006). Além destas, em 2016, DIAZ-ALBITER et al.
descreveram o primeiro relato de alimentacdo experimental com acucar e fitofagia
em triatomineos.

A maioria das espécies vive em ecoOtopos silvestres e estd associada a

mamiferos, aves e répteis. Porém, com as crescentes mudancas ocorridas no
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habitat natural destes insetos e a alta disponibilidade de alimentacdo sanguinea,
houve a adaptacéo e instalacdo de algumas espécies no ecétopo artificial ocupado
pelo homem, no ambiente domiciliar e peridomiciliar, especialmente em frestas e
rachaduras das casas, galinheiros, currais, amontoados de telhas, tijolos, lenhas e
em paibis (GAUNT & MILES, 2000; ALMEIDA et al., 2014).

Cada um dos trés géneros de triatomineo de alta importancia epidemiologica
possui sua especificidade ecoldgica. As espécies de Rhodnius estdo normalmente
associadas a palmeiras, nas quais sao encontrados passaros, pequenos roedores e
lagartos (LIMA & SARQUIS, 2008); as de Panstrongylus sdo predominantemente
encontradas em tocas ou cavidades de arvores; e as espécies do género Triatoma
sdo comumente encontradas em frestas de rochas e tocas de roedores. Dentro
deste género, ha ainda espécies exclusivamente encontradas em cavidades das
arvores ou em ninhos, enquanto outras em cavernas com morcegos (GAUNT &
MILES, 2000; COSTA et al. 2003; SARQUIS et al. 2006; FREITAS et al. 2004;
ALMEIDA et al., 2014).

Os triatomineos sao vetores biolégicos em que o0 agente etiolégico se
multiplica e se desenvolve em seu interior antes de ser transmitido para um
hospedeiro vertebrado. Na transmissao biolégica, ha especificidade entre o vetor e 0
patégeno, decorrente de condic¢des fisioldgicas e bioquimicas préprias dos tecidos
do hospedeiro invertebrado, onde ocorre a interacéo parasito-vetor.

A capacidade vetorial esta relacionada aos parametros ecoldgicos,
comportamentais e fisioldgicos de um vetor bioldgico e € definida como a velocidade
com que o parasito pode ser disseminado entre os individuos susceptiveis de uma
area por meio deste vetor (FORATTINI, 1992; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 2005;
OLIVEIRA, 2013). Esta capacidade do vetor de disseminar o parasito ird depender
de diversos fatores, como: (i) a eficiéncia de reproducédo do vetor em ambientes
artificiais e sua longevidade; (ii) a suscetibilidade a infeccdo pelo parasito e este
dispor de (iii) ampla capacidade de metaciclogénese; (iv) além da capacidade de
ingerir volume de sangue expressivo; e (v) apresentar curto periodo de repasto e
(vi) intervalo reduzido entre o repasto e a dejecéo, ja que a transmisséo vetorial se
da pela penetracao das formas infectantes do parasito, eliminadas nas fezes e urina
do triatomineo durante a sua alimentacdo no hospedeiro vertebrado (ARGOLO et al.,
2008; DIAS et al., 2013). Vale ressaltar qgue a competéncia vetorial € um dos fatores
que fazem parte da capacidade vetorial, uma vez que € preciso que 0 vetor se

infecte, propiciando a multiplicacdo e a transmissdo do parasito a um hospedeiro
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vertebrado. Esta habilidade € influenciada por fatores genéticos, pela carga
parasitaria no hospedeiro vertebrado infectado, fatores ambientais e climaticos,
barreiras fisioloégicas (como a diferenca de pH em cada por¢do do intestino do
inseto) e a microbiota do inseto vetor (BENNETT et al., 2002; OLIVEIRA, 2013; DIAZ
et al., 2016; VIEIRA et al., 2018; WALTMANN et al., 2019).

Triatoma infestans foi (e permanece sendo, juntamente com R. prolixus) o
principal vetor na América do Sul e Central. Em 2006, o Brasil recebeu a Certificagdo
Internacional de Eliminacdo da Transmisséo de T. cruzi por este vetor. No entanto,
por razbes desconhecidas, focos residuais deste vetor ainda sdo encontrados na
Bahia e Rio Grande do Sul (GURGEL-GONCALVES et al., 2012; PESSOA et al.,
2015; BRANDAO et al., 2015). Adicionalmente, muitas espécies, como Triatoma
sordida Stal, 1859; Triatoma rubrovaria Blanchard, 1843; Triatoma pseudomaculata
Corréa & Espinola, 1964; T. brasiliensis Neiva, 1911; Panstrongylus megistus
Burmeister, 1835 e Rhodnius neglectus Lent, 1954 vém ocupando em algumas
regides do Brasil os nichos que foram liberados pelo T. infestans no peridomicilio e
intradomicilio, aumentando os riscos de infecgdo por T. cruzi ao homem (ZELEDON;
RABINOVICH, 1981; CARBAJAL DE LA FUENTE; CATALA, 2002; COSTA et al.,
2003; BRASIL, 2009; CORTEZ et al., 2010).

O Rio Grande do Sul, area de estudo do presente trabalho, abriga uma ampla
fauna de triatomineos, representada por 13 espécies, a saber: P. megistus,
Panstrongylus tupynambai Lent, 1942; Triatoma delpontei Romafnae Abalos, 1947;
T. infestans, T. sordida, Triatoma platensis Neiva, 1913 e as espécies pertencentes
ao subcomplexo T. rubrovaria (GALVAO & GURGEL-GONCALVES, 2014), foco
deste estudo. O subcomplexo T. rubrovaria é composto por Triatoma carcavalloi
Jurberg, Rocha e Lent, 1998; T. circummaculata, Triatoma klugi Carcavallo, Jurberg,
Lent e Galvdo, 2001; Triatoma oliveirai Neiva, Pinto e Lent, 1939; T. rubrovaria
(SCHOFIELD & GALVAO, 2009), Triatoma limai Del Ponte, 1929 (PITA et al., 2016),
Triatoma pintodiasi Jurberg, Cunha e Rocha, 2013 (JURBERG et al.,, 2013),
Triatoma patogonica Del Ponte, 1929 e Triatoma guaysana Wygodzinsky & Abalos,
1949 (KIERAN et al.,, 2021). No territorio gaucho os triatomineos podem ser
classificados como espécies introduzidas de habitos sinantropicos (T. infestans e T.
sordida) e espécies autdctones de habitos silvestres (as demais 12 espécies)
(GALVAO, 2014). Triatoma rubrovaria tem sido encontrada no interior de habita¢des
e em areas peridomiciliares (ALMEIDA et al., 2000; COSTA et al., 2009; SILVEIRA &

MARTINS, 2014), o que sugere adaptacdo do inseto ao ambiente antropico. No
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peridomicilio, essa espécie pode ser capturada sob as rochas, cercas, muros ou
paredes construidas com rochas sobrepostas (SHERLOCK, 1979; SILVEIRA &
MARTINS, 2014). Triatoma rubrovaria € a espécie mais importante
epidemiologicamente do subcomplexo T. rubrovaria devido a sua capacidade de
transmissao de T. cruzi, seguida de T. circummaculata e T. carcavalloi (CARDOZO-
DE-ALMEIDA et al., 2014). Essas trés espécies sdo simpatricas, presentes em
ambientes silvestres rochosos (consideradas espécies rupestres), e exibem habito
alimentar eclético (ALMEIDA et al., 2002a; CARDOZO-DE-ALMEIDA, 2007).

1.5 Identificacdo taxondmica de triatomineos

A primeira descricdo taxonomica de Triatominae foi a de um macho de
Triatoma rubrofasciata realizada por De Geer (1773). A partir do século XX, com a
descoberta dos triatomineos como vetores do agente etiolégico da DCh, diversos
estudos de descricdo das espécies foram publicados (NEIVA, 1911; PINTO, 1925;
DEL PONTE, 1930; NEIVA & LENT, 1936, 1941; USINGER, 1944; ABALOS &
WYGODZINSKY, 1951; RYCKMAN, 1962; GALVAO, 2003), culminando com a
importante revisdo sistematica de LENT & WYGODZINSKY (1979). A taxonomia
classica baseia-se na morfologia para descrever, nomear e classificar os seres vivos
(GODFRAY, 2002; MONTEIRO et al., 2018). Com o intuito de solucionar problemas
taxondmicos, uma nova abordagem tem sido utilizada nos ultimos anos, a chamada
Taxonomia Integrativa, que reune dados de morfologia, genética, biogeografia,
ecologia e comportamento (DAYRAT, 2005; MONTEIRO et al.,, 2018). Com o
advento da biologia molecular e utilizacdo de marcadores moleculares para
identificagdo taxonOmica foi possivel observar que algumas espécies: (i)
compartilham caracteristicas morfoldégicas, mas sao geneticamente distintas
(NOIREAU et al., 1998; NOIREAU et al., 2002; PAVAN & MONTEIRO, 2007); (ii) sao
morfologicamente distintas, mas representam uma mesma espécie (DUJARDIN et
al., 1999; NOIREAU et al., 2000a,b).

As limitacdes taxondmicas como polimorfismo cromatico intrapopulacional e
ocorréncia de espécies cripticas dificultam o desenvolvimento de estratégias
acuradas de eliminacdo e vigilancia entomologica eficientes para triatomineos
(NOIREAU et al. 1998, 1999; SCHROEDER et al. 2003; MONTEIRO et al., 2018),
uma vez que as espécies cripticas podem ter importancias epidemioldgicas distintas

— como é o caso, por exemplo, de R. prolixus e Rhodnius robustus. Desta forma,
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orgaos ligados a saude publica incentivam projetos integrando a taxonomia
morfoldégica com a molecular, a fim de garantir respostas mais rapidas e acuradas
(AMORIM, 2002; MONTEIRO et al. 2013; MESQUITA et al. 2015). Métodos com
base em sequéncias de DNA tendem a produzir uma maior compreensdo da
biodiversidade, detectando, por exemplo, divergéncia interespecifica em individuos
reconhecidos erroneamente como uma Unica morfoespécie (SMITH et al., 2005).

Os marcadores moleculares mais utilizados em insetos, incluindo para
triatomineos, sdo os mitocondriais. O DNA mitocondrial (mtDNA) contém genes
essenciais ao processo celular de fosforilacdo oxidativa, esta presente em quase
todos os eucariotos e possui heranca exclusivamente materna (LANG et al., 1999;
GRAY et al., 2004; BULLERWELL & GRAY, 2004; PAVAN & MONTEIRO, 2014). O
MtDNA apresenta taxa de mutacdo muito maior quando comparada a taxa do DNA
nuclear (PAVAN & MONTEIRO, 2014). Marcadores mitocondriais sdo adequados
para analises populacionais e filogeograficas, mas ndo sdo aconselhaveis em
estudos sobre hibridos e aqueles contendo espécies filogeneticamente distantes
(com excecdo dos genes 12S e 16S) (PAVAN & MONTEIRO, 2014). Em 2003,
Monteiro e colaboradores revelaram que R. robustus é um téxon distinto de R.
prolixus e que compde um complexo de espécies cripticas. Mais tarde, Pavan &
Monteiro (2007) desenvolveram uma PCR multiplex com base em fragmentos de Cyt
b para diferenciar em géis de agarose amostras de R. prolixus das linhagens de R.
robustus, ao gerar amplicons com tamanhos distintos. Além de R. robustus, outros
estudos envolvendo complexos de espécies cripticas, a partir do sequenciamento de
fragmentos do Cyt b foram realizados, como por exemplo, T. brasiliensis
(MONTEIRO et al. 2004, ALMEIDA et al. 2008, MENDONCA et al. 2009) e T. rubida
(PFEILER et al. 2006). O Cyt b também foi utilizado em estudos populacionais com
as espécies T. infestans (GIORDANO et al. 2005), R. prolixus (FITZPATRICK et al.
2008) e T. dimidiata (BLANDON-NARANJO et al. 2010).

Desde a década de 90, autores chamam a atencdo para o uso de diferentes
metodologias para a identificacdo de novas espécies (NOIREAU et al., 1998;
DUJARDIN et al., 1999; MONTEIRO et al., 2018). As variacbes cromaticas, no
tamanho e na forma das estruturas morfoldgicas dos triatomineos podem dificultar
ou gerar erros na descricdo de espécies pela taxonomia classica (SCHOFIELD &
GALVAO, 2009; MONTEIRO et al, 2018). O polimorfismo cromatico
intrapopulacional foi observado pela primeira vez em T. rubrovaria por Almeida e
colaboradores (2002b). Espécimes de T. rubrovaria foram coletados em quatro
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municipios com distancia entre 75 e 322 km e analisados por padrbes de cores e
isoenzimas. O estudo mostrou a existéncia de, pelo menos, duas populacdes
distintas de T. rubrovaria no RS com diferentes padrdes fenotipicos e genéticos.

O subcomplexo T. rubrovaria foi objeto de estudo em dois projetos de
doutorado no ano de 2017 que tinham como objetivo geral identificar as espécies
deste subcomplexo utilizando a taxonomia integrativa. Coutinho (2017) combinou
diferentes  metodologias, como morfometria geométrica dos  adultos,
guimiotaxonomia (hidrocarbonetos cuticulares) e marcadores moleculares (Cyt b). A
morfometria geométrica diferenciou as espécies T. carcavalloi, T. circummaculata, T.
pintodiasi e T. klugi dos diferentes morfotipos de T. rubrovaria. O perfil de
hidrocarbonetos cuticulares permitiu a comparacéo das espécies T. circummaculata,
T. pintodiasi e T. rubrovaria, indicando ser uma ferramenta util na descricdo desse
grupo de espécies de triatomineos. No entanto, os dados de biologia molecular para
esse grupo foram inconclusivos, pois a divergéncia observada foi insuficiente para a
resolucdo da filogenia (COUTINHO, 2017). O estudo realizado por Silva (2018)
utilizou a microscopia eletrbnica de varredura para descrever os caracteres da
cabeca, térax e abddébmen, possibilitando a distingdo de T. carcavalloi, T.
circummaculata, T. klugi, T. pintodiasi e T. rubrovaria. As analises morfométricas de
14 parametros da cabeca, térax e abdomen possibilitaram a distincdo de T.
carcavalloi, T. circummaculata, T. klugi, T. pintodiasi e T. rubrovaria; e as de dois
caracteres da cabeca de fémeas e de dois caracteres da cabeca de machos
permitiram distinguir T. circummaculata de T. pintodiasi. J& a partir da analise de
morfometria geométrica do tamanho do centroide, da andlise discriminante e do
dendograma de similaridade morfométrica, foi possivel observar que T. carcavalloi,
T. circummaculata, T. klugi, T. pintodiasi e T. rubrovaria formam um Unico
agrupamento. Por fim, as analises dos genes mitondriais COI, Cyt b e do gene
ribossomal 16S confirmaram que T. carcavalloi, T. circummaculata, T. klugi, T.
pintodiasi e T. rubrovaria constituem um subcomplexo; e que T. circummaculata e T.
pintodiasi, embora distintas, sdo espécies irmas (SILVA, 2018).

A identificacdo taxonbmica de complexos de espécies semelhantes
morfologicamente e simpatricas torna-se essencial para a melhoria do controle de
vetores e estratégias de vigilancia, principalmente se as espécies pertencentes ao

complexo possuirem diferencas em suas capacidades vetoriais.
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1.6 Competéncia vetorial e comportamento do inseto vetor

A incidéncia de uma doenca cujo agente etiolégico € transmitido por um
inseto vetor pode ser determinada por varios fatores, incluindo a densidade de
vetores com ampla capacidade vetorial, eficiéncia de replicacdo e infectividade do
parasito em hospedeiros vertebrados e invertebrados, além da presenca de
hospedeiros (COLLEY, 2000; JANSEN et al.,, 2018). A dispersao dos parasitos
depende do comportamento de seus vetores artrépodes (MARLIERE et al., 2015).
Embora a gama de conhecimento acerca da competéncia vetorial de triatomineos
seja escassa quando comparado a outros vetores, como carrapatos e mosquitos,
estudos relevantes sobre a fisiologia, comportamento, genética, distribuicdo
geografica, ecologia e padrdes de alimentacdo tém sido descritos, desde a
comprovacgédo do papel dos triatomineos como vetores de T. cruzi por Carlos Chagas
(RABINOVICH et al., 2011).

O T. cruzi é transmitido principalmente através da urina/fezes de triatomineos
(GARCIA et al., 2007). Segundo LENT & WYGODZINSKY (1979), alguns fatores
devem ser considerados na avaliacdo de uma determinada espécie atuando como
um vetor potencial para a transmissao do T. cruzi: (i) sua habilidade em colonizar o
interior de moradias; (ii) sua capacidade de estabelecer populacbes em habitats
domésticos ou peridomésticos; (iii) sua habilidade em adquirir infec¢éo pelo T. cruzi
e a taxa de infeccdo natural na populacdo de triatomineos; (iv) tempo e taxa de
dejecdo durante e apdés a alimentacdo. Os comportamentos de busca de
hospedeiros e de alimentacédo / excrecdo sdo alguns dos parametros chave para
determinar a capacidade vetorial destes insetos (LENT & WYGODZINSKY, 1979).
Dados recentes mostram que o T. cruzi causa impactos negativos na aptidao do
vetor (GUARNERI & LORENZO, 2017), como por exemplo, prejudicando a
fertilidade, o desenvolvimento e a sobrevivéncia (OLIVEIRA et al., 2010;
NOUVELLET et al.,, 2011; FELLET et al., 2014; ELLIOT et al., 2015; CORDERO-
MONTOYA et al., 2019). No entanto, os fendtipos comportamentais dos triatomineos
infectados podem ser discrepantes, com um aumento na atividade locomotora de
Triatoma pallidipennis Stal 1945 (RAMIREZ-GONZALEZ et al., 2019) ou uma
reducdo da atividade de R. prolixus (MARLIERE et al., 2015). Considerando o
comportamento de alimentacao / excrecdo, parece que a infec¢do por T. cruzi nédo
influencia na quantidade de sangue ingerido por R. prolixus ou no periodo de tempo

entre a alimentacdo sanguinea e a excrecdo (TAKANO-LEE & EDMAN, 2002), mas
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em T. infestans esses parametros comportamentais sao influenciados pela presenca
do parasito no trato digestério do vetor (PEREYRA et al., 2020). Na verdade, o
impacto da infeccédo por T. cruzi no fendétipo do comportamento do inseto é pouco
estudado, requerendo mais atencdo (LAZZARI et al., 2013). Ademais, mudancas no
comportamento do vetor devido a infeccdo pelo parasito podem contribuir para um
melhor entendimento da dindmica de transmissao de patdégenos.

Os programas de controle da DCh s&o baseados na eliminagéo de vetores
domiciliados por meio de pulverizagdo com inseticida em ambientes fechados
(ABAD-FRANCH et al., 2010). Quando a vigilancia entomoldgica cessa, 0s vetores
nativos voltam a invadir as habitacdes, o que pode levar a transmissdo do parasito
(GURTLER et al., 2007; ABAD-FRANCH et al., 2013). A eliminacdo do vetor T.
infestans no Brasil, em grande parte, reduziu a incidéncia e a carga da doenca
(ABAD-FRANCH et al., 2013). No entanto, espécimes nativos de T. rubrovaria tém
sido constantemente coletados no interior de habitacdes humanas e ecotopos
peridomiciliares no sul do Brasil (ALMEIDA et al., 2000; SILVEIRA & MARTINS,
2014). Além disso, esta espécie (i) possui alimentacdo sanguinea eclética, sendo
capaz de se alimentar em humanos (ALMEIDA et al., 2002); (ii) ja foi coletada
naturalmente infectada com T. cruzi (MARTINS et al., 2008); (iii) excreta
tripomastigotas metaciclicos em condigcbes de laboratério (PERLOWAGORA-
SZUMLEWICZ & MOREIRA, 1994); e também (iv) possui caracteristicas biondmicas
gue podem ser favoraveis para contrair a infeccéo e transmitir o parasito ao homem
(ALMEIDA et al., 2005).

1.6.1 Habito alimentar de triatomineos

O interesse na identificagdo das fontes alimentares de insetos hematéfagos
foi ampliado a partir de novos conhecimentos relacionados com o envolvimento
destes insetos na veiculacdo de patdgenos causadores de doencas. Estabelecer o
padrdo alimentar de insetos hematofagos € de suma importancia para o
entendimento de sua biologia e de sua participagdo nos ciclos de transmissédo dos
diversos patdégenos na natureza, o que pode afetar humanos, animais silvestres e
animais domésticos (DUARTE, 1997; RABINOVICH et al., 2011). Através dos
estudos de fonte alimentar, € possivel conhecer o comportamento dos insetos
hemat6fagos, uma vez que foi observado que tal comportamento pode se modificar
segundo as alteracdes do ambiente e de acordo com a oferta alimentar existente
(BHEHAM & GARRET-JONES 1973; DUARTE, 1997).
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A hematofagia € um habito obrigatorio de triatomineos durante todo o ciclo de
vida desses insetos, sendo uma fonte de energia e nutrientes (LEHANE, 2005).
Populagcbes de triatomineos estdo intimamente relacionadas a disponibilidade de
alimentos e, portanto, a distribuicdo (na maioria das vezes) dos mamiferos e aves na
natureza. A acessibilidade de hospedeiros € o principal fator que modula os padrbes
de alimentacdo sanguinea dos triatomineos (RABINOVICH et al., 2011), e os
primeiros trabalhos descrevem a importancia e a amplitude de suas dietas
(BRUMPT, 1927). Porém, ainda hoje, existem poucos dados acerca das fontes de
alimentacdo de sangue e preferéncias troficas (caso existam) das populacbes
silvestres de espécies de triatomineos (BUITRAGO et al., 2016). A identificacdo de
fontes alimentares de triatomineos € importante para entender a dindmica de
transmissdo do parasito nos ambientes domiciliar, peridomiciliar e silvestre
(RABINOVICH et al., 2011). ARAGAO (1983) sugeriu que a colonizacdo de novos
ecotopos pelo vetor estd associada aos hospedeiros vertebrados a eles
relacionados. Esta hipétese pode ser avaliada com estudos de fontes alimentares e
analises filogenéticas. Assim, o melhoramento das habitacbes humanas esta entre
as estratégias mais eficazes para o controle da DCh (RABINOVICH et al., 2011).

A identificacdo de fontes de alimentacdo de insetos hematéfagos, sob
condi¢cdes naturais, pode ser realizada por métodos imunoldgicos - teste de
precipitina (RODRIGUEZ 1966; LOROSA et al. 1999, 2003), imunoenziméatico (DE
COLMENARES et al., 1995; AFONSO et al., 2012) ou por ferramentas moleculares —
baseadas na PCR (MOTA et al., 2007; PIZARRO & STEVENS 2008; HAMER et al.,
2009; MALEKI-RAVASAN et al.,, 2009; KENT, 2009; CHAVES et al., 2010;
GONZALEZ et al., 2015). Embora as técnicas imunoldgicas sejam sensiveis e de
menor custo, ainda assim possuem desvantagens como a necessidade de mao-de-
obra especializada; alguns reagentes podem degradar-se com facilidade, com
exposicao a luz do sol ou a elevadas temperaturas; e por ser uma técnica sensivel e
especifica, € muito susceptivel a erros de pipetagem, variacdes nos tempos de
incubacédo e lavagens e alteracdes nos reagentes (SENA, 2010). A abordagem
molecular tem sido amplamente utilizada, apresentando maior precisdo para a
pesquisa do habito alimentar de diversos vetores hematéfagos (KIRSTEIN & GRAY,
1996; SANT'ANNA et al., 2008; DANABALAN et al., 2014). Assim, diferentes alvos
moleculares tém sido empregados para identificar a fonte alimentar de insetos

vetores, como citocromo b (Cyt b), citocromo oxidase | (COI) e prepronoci-ceptina
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(PNOC) (KOCHER et al., 1989; HEOUAS et al., 2007; ABASSI et al., 2009; PENA et
al., 2012; AZIZl et al., 2016; ARAUJO-PEREIRA et al., 2020).

1.7 Justificativa

O Rio Grande do Sul abriga diversas espécies de triatomineos. Com a
modificacdo ambiental devido as atividades agropecuarias e a eliminacdo de T.
infestans (existindo somente focos residuais no noroeste do RS e na Bahia),
espécimes de T. rubrovaria, embora silvestres, tém sido coletados constantemente
dentro de casas, aumentando o risco da transmissdo vetorial de T. cruzi para
humanos. Portanto, esta espécie de vetor é considerada atualmente a mais
importante em termos epidemiolégicos no territério galcho, se alimentando de
diversos hospedeiros vertebrados e invertebrados.

Parametros biondmicos de T. rubrovaria ja foram avaliados em condi¢Bes de
laboratério. Esta espécie € capaz de transmitir o T. cruzi ao homem e apresenta
caracteristicas biol6gicas semelhantes aos principais vetores desse parasito, tais
como excrecdo em um curto periodo de tempo pés-alimentacéo e préxima ao local
de picada, alta resisténcia ao jejum, ingestdo de grandes volumes de sangue e
ecletismo alimentar. No entanto, até entdo, ndo existem estudos que demonstrem a
competéncia vetorial através de parametros biolégicos somado a possivel
modulacdo do comportamento de T. rubrovaria frente a infeccado experimental por T.
cruzi. Além disso, sdo escassos 0s estudos que avaliam (concomitantemente) a taxa
de infeccdo natural por T. cruzi, a estimativa da carga parasitaria no vetor, a
identificagdo do gendtipo do parasito e as fontes alimentares de triatomineos
coletados no Rio Grande do Sul.

Sendo assim, neste estudo observamos os principais aspectos relacionados a
capacidade vetorial destas espécies provenientes do Rio Grande do Sul: (i) infeccéo
natural por T. cruzi, (ii) carga parasitaria de T. cruzi, (iii) caracterizacdo genética das
subpopulac¢des (DTUs) de parasitos circulantes, (iv) fonte alimentar, (v) capacidade
da espécie T. rubrovaria em infectar-se em laboratorio e (vi) comportamento de
alimentacdo e excrecdo desta espécie. Além disso, buscamos identificar
molecularmente as espécies do subcomplexo.

A abordagem interdisciplinar deste trabalho podera proporcionar o
conhecimento fundamental para o desenvolvimento de vigilancia entomoldgica e

estratégias de controle destes vetores nas areas de estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar parametros bionémicos e moleculares associados a capacidade
vetorial de T. rubrovaria na dindmica de transmissdo de T. cruzi no bioma Pampa
(Rio Grande do Sul).

2.2 Objetivos Especificos

¢ |dentificar molecularmente as espécies do subcomplexo T. rubrovaria.

¢ l|dentificar as fontes alimentares de triatomineos de campo.

e Avaliar as taxas de infeccdo natural por T. cruzi no subcomplexo T.
rubrovaria.

e Estimar carga parasitaria de T. cruzi, além de identificar as DTUs do parasito
presentes nos vetores.

e Infectar experimentalmente e avaliar a suscetibilidade de T. rubrovaria a
infeccdo por T. cruzi (isolado TcVI).

e Analisar o comportamento alimentar e de dejecdo de T. rubrovaria infectado

por TcVI em condic¢des de laboratorio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Captura, identificacdo morfolégica de triatomineos e area de estudo

O trabalho de campo foi realizado pela aluna em colaboragdo com o
Laboratorio Interdisciplinar de Vigilancia Entomolégica em Diptera e Hemiptera
(LIVEDIH) do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz) e com os agentes de saude dos
municipios ligados a Coordenacdo de Vigilancia Epidemioldgica do Rio Grande do
Sul, em seis municipios nos periodos de Janeiro/2015, Agosto/2016 e Mar¢o/2017.

Os insetos foram capturados nos municipios de Cacapava do Sul
(30°36'14"S, 53°48'49"0), Encruzilhada do Sul (30°32'38"S; 52°26'51"0), Lavras do
Sul (30°36'12"S; 53°47'54"0), Cachoeira do Sul (30°20'49,4"S; 52°45'04"0),
Cangucu (31°23'58"S; 052°43'06"0) e Sé&o Jerbnimo (29°57'32"S; 51°43'19"0)
(Figura 9). Estas localidades estdo presentes no bioma Pampa, que ocupa 63% do
territério estadual. O Pampa é caracterizado por uma vegetacdo rasteira formada por
gramineas e pequenos arbustos. O clima é do tipo subtropical mido com verdes
guentes e uma pequena area, localizada na regido nordeste, em altitudes mais
elevadas, com verdes amenos. As temperaturas médias anuais variam entre 15°C e
18°C. A precipitagdo pluviométrica € bem distribuida ao longo do ano e situa-se
entre 1.200 a 1.800 mm anualmente (SRS, 2020).

A vigilancia entomoldgica foi realizada por busca ativa no intradomicilio, no
peridomicilio e no ambiente silvestre (Figura 10). Foi considerado peridomicilio a
area existente ao redor do domicilio em um raio nao superior a 100 m, e o ambiente
silvestre aquele com distancia superior a 100 m da residéncia (OLIVEIRA-LIMA et
al., 2000). A maioria das unidades domiciliares dos municipios estudados era
construida por madeira, sendo avaliadas 30 casas em cada municipio, com excec¢ao
de Encruzilhada do Sul, onde foram vistoriados apenas 3 domicilios. A busca por
triatomineos foi feita debaixo de colchdes, atras de quadros pendurados nas
paredes, frestas nas paredes, atrds de mobilias, além de procura por possiveis
vestigios da presenca destes insetos, como fezes e urina, exdvia e ovos. Ja no
peridomicilio foram examinados os currais de animais, amontoados de telhas, tijolos
e madeiras, casinha de cachorro e sob rochas. E no ambiente silvestre sob as

rochas.
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Os triatomineos de campo foram levados vivos (sempre que possivel) para o
LIVEDIH em tubos plasticos devidamente identificados e georreferenciados (GPS
Garmin), com pequenos furos na tampa, contendo papel de filtro em seu interior.
Posteriormente, os insetos adultos e algumas ninfas foram identificadas por meio da

chave dicotdbmica preconizada por Lent & Wygodzinsky (1979) e Galvao (2014).
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Figura 9: Mapas do Estado do Rio Grande do Sul destacando os municipios de Cachoeira do Sul
(a), Cacapava do Sul (b), Cangucu (c), Encruzilhada do Sul (d), Lavras do Sul (e) e S&do Jerénimo
.

(LIMA, 2017)

35



i"
,i!u

-
N s W
R

- ¥
ik R

'

i
fl
1)

q
!

4
) Ig’ﬁ'!

!

Figura 10: Coleta por busca ativa de triatomineos no Rio Grande do Sul.
A, B, C: Intradomicilio. D, E, F: Peridomicilio. G, H, I: Ambiente silvestre.

3.2 Extracdo de DNA

O intestino médio posterior e o intestino posterior de cada triatomineo foram
dissecados (Figura 11) e transferidos para um tubo eppendorf de 1,5 mL contendo
200 pL da mistura: 194 uL de tampao de lise 1X (Tris-HClI 1 mM, EDTA 1 mM, pH
9,2) e 6 yL de Proteinase K (150 pg/mL, SIGMA-Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil). As
preparacdes foram incubadas (2 horas, 56 °C), com agitacdes constantes, e 0 DNA
foi extraido em colunas de silica, utilizando o kit de extracdo QlAamp DNA Mini kit
(Qiagen, Valencia, CA), seguindo o protocolo do fabricante com modificacdo na
etapa final de eluicdo do DNA (eluido em 100 pyL). O DNA eluido foi dosado no
espectrofotometro Pico200 (PicodropTM) e armazenado a -20° C para posteriores
ensaios de PCRc, gPCR, habito alimentar e identificacdo de espécies por meio da

taxonomia molecular.
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Figura 11: Dissecc¢éo.
Retirada do intestino médio posterior e intestino posterior de triatomineos para extrair DNA.

3.3 Taxonomia molecular

3.3.1 PCRc e sequenciamento

Para a identificacdo molecular das espécies, utilizamos o DNA gendmico
obtido dos intestinos médio posterior e posterior do inseto, como descrito no item
3.2. O DNA genbmico das amostras foi submetido a PCR utilizando dois pares de
iniciadores que flanqueiam o gene mitocondrial citocromo b (Cyt b): CYTB7432F 5’
GGACGWGGWATTTATTATGGATC 3 e CYTB7433R 5
GCWCCAATTCARGTTARTAA 3, amplificando um fragmento de 682 pb
(MONTEIRO et al., 2003); e CYTB105-27F 5 GGACAAATATCCCTYTGAGGAGC 3
e CYTB622-45R 5 TCCTTGRAACTTTCTCTTRTTAGT 3’, desenhados pelo nosso
grupo para este estudo, gerando um produto de 500 pb. Os ensaios foram
padronizados com as seguintes condigbes de reacdo: volume final de 50 pL,
contendo 5 pL de DNA (20 a 25 ng), 5 yL de tampao GoTaq® Flexi Buffer (0,5X), 1,6
pL de MgCl2 (0,8 mM), 0,5 pL de enzima PCR GoTaq® Hot Start (0,02 U), 0,6 pL de
dNTPs (0,12 mM, Life Technologies, USA), 1,2 yL de cada iniciador 7432F e 7433R
ou Cyth105-27F e Cytb622-45R (0,24 mM) e 33,1 uL de agua ultra-pura. A ciclagem
térmica foi realizada no aparelho modelo GeneAmp PCR System 9700 (Life
Technologies, USA), com a seguinte programacao: Hot Start (3 min, 94° C), seguido
por 35 ciclos de desnaturacao (30 s, 94° C), anelamento (45 s, 56° C), extenséo (45
S, 72° C) e extensao final (7 min, 72° C).

Apds a amplificagdo, 20 yL do amplicon foram misturados com 4 pL do

tampéo da amostra 1X (0,25% de azul de bromofenol; 0,25% de xileno-cianol; 30%
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de glicerol), e aplicados em gel de agarose a 1,5% corado com Nancy-520 DNA Gel
Stain (SIGMA-Aldrich®, S&o Paulo, Brasil) e imerso em tampao TBE 1X (Trizma
base a 89 mM, Acido Bérico a 88 mM e EDTA a 2 mM, pH 8,0). A corrida
eletroforética foi realizada por cerca de 1:00-1:30h a 80V. O tamanho dos produtos
da PCR foi determinado em comparacao ao marcador de peso molecular de 100 pb
(DNA Ladder - Invitrogen, California, USA) incluido nos géis. Os fragmentos
amplificados foram visualizados por transiluminagédo em luz ultravioleta e registrados
digitalmente pelo sistema de fotodocumentacdo de imagens em gel — UVP
Bioimaging Systems (Upland, CA, USA).

Os produtos obtidos para o gene Cyt b foram purificados utilizando o kit
Wizard SV PCR Clean-up System kit (Promega), utilizando as recomendacdes do
fabricante. A reacdo de sequenciamento foi realizada para ambas as fitas senso e
antisenso de cada um dos amplicons com uso do kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems, Califérnia, EUA), com 0s mesmos
iniciadores usados na amplificacdo, e as amostras foram submetidas no
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Life Technologies, USA) a 30 ciclos de
96 °C por 10 s, 50 °C por 5 s e 60 °C a 4 min. Os produtos da reacdo de
sequenciamento foram purificados, seguindo o protocolo de precipitacdo com
isopropanol para remogao dos dideoxi-nucleotideos excedentes
(http://webserver.mbi.ufl.edu/~rowland/protocols/ isopropprecip.pdf). Os produtos
purificados foram ressuspensos em formamida Hi-Di® (Applied Biosystems) e
sequenciados pelo método de Sanger (SANGER et al. 1975) na Plataforma
Genbmica — Sequenciamento de DNA RPTO1A - PDTIS/Fiocruz (ABI 3730XL
Applied Biosystem).

3.3.2 Analise filogenética

A edicdo das sequéncias das fitas senso e antisenso de cada amostra e a
geracdo da sequéncia consenso de cada individuo foram feitas a partir da
observacdo no programa SEQMAN LASERGENE v.7 (DNAStar, Inc.) dos
eletroferogramas gerados no sequenciamento pelo método de Sanger. Todos os
sitios ambiguos (e.g. formacdo de picos duplos ou regides de repeticdes
nucleotidicas) foram verificados visualmente, para que fossem corrigidos o0s
possiveis erros de leitura durante o sequenciamento. As sequéncias foram alinhadas
na ferramenta MUSCLE (EDGAR, 2004), implementada no programa MEGA-X
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v10.2.2 (KUMAR et al., 2018). Para a identificacdo taxondmica das amostras de
campo, foram incluidas nas andlises amostras identificadas morfologicamente como
T. rubrovaria, T. carcavalloi, T. circummaculata, T. klugi e T. pintodiasi e mantidas
em colonias no laboratorio de Referéncia Nacional e Internacional em Triatomineos.
Infelizmente para esse estudo néo foi possivel obter amostras de T. oliveirai e de T.
limai.

A determinacéo inicial das espécies coletadas foi realizada com base na
aplicacao do conceito filogenético de espécies (MISHLER & BRANDON, 1987), na
qual individuos agrupados em clados monofiléticos foram considerados como
pertencentes a uma mesma espécie. Adicionalmente, foram calculadas as distancias
intra e interclados monofiléticos no programa MEGA-X v10.2.2 (KUMAR et al., 2018),
a partir de comparacdes par-a-par das sequéncias de Cyt b utilizando o modelo de
substituicdo nucleotidica Kimura 2 parametros (K2P) (KIMURA, 1980) e 500
replicacdes de bootstrap como método de reamostragem. Espera-se que clados que
contenham a mesma espécie apresentem valores de divergéncia entre sequéncias
inferiores aqueles provenientes de comparacdes entre clados contendo sequéncias
de espécies distintas, e ainda que nédo haja uma sobreposicdo entre as divergéncias
intra e interespecificas (em analogia ao Barcoding Gap; cf. CANDEK & KUNTNER,
2015).

As reconstrucdes filogenéticas das sequéncias de Cyt b foram realizadas a
partir do método bayesiano no BEAST v2.6.3 (BOUCKAERT et al., 2019). Foram
testados dois modelos de arvore filogenética a priori, 0 modelo coalescente de
populacdo constante, que assume que todas as sequéncias derivam de uma mesma
espécie e que suas populacbes permaneceram constantes ao longo do tempo, e o
modelo Birth-Death, que assume que os noés dos ramos representam eventos de
especiacdo. Para cada analise foram realizadas trés corridas independentes com
6x10’ cadeias de Markov e Monte Carlo (MCMC), das quais 10% foram
consideradas como burn-in e descartadas. O modelo de substituicdo nucleotidica
utilizado foi o Hasegawa-Kishino-Yano (HKY), determinado a partir do critério de
informacdo bayesiano no programa jModelTest v2.1.1 (DARRIBA, 2012). O
programa Tracer (http://beast.bio.ed.ac.uk/tracer) foi utilizado para confirmar a
convergéncia das MCMC, a partir da inspe¢do visual e do calculo de tamanho
amostral efetivo (ESS). Foram encontrados valores acima de 200 (ESS > 500) para
cada parametro calculado e, portanto, considerados satisfatorios. As arvores

filogenéticas geradas foram editadas no programa FigTree v1.4.4
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(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). A probabilidade dos clados serem

verdadeiros foi estimada a partir do célculo das probabilidades a posteriori (PP).

3.4 Pesquisade hébito alimentar

Para avaliacdo do habito alimentar dos triatomineos capturados no Rio
Grande do Sul, o DNA extraido (item 3.2) diretamente do conteudo intestinal foi
submetido a PCRc utilizando os iniciadores que amplificam o gene citocromo b (Cyt
b): 5 CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA 3’ e 5 CCATCCAACATCTCAGCATGA
TGAAA 3’ (BOAKYE et al., 1999; PENA et al., 2012). As reacdes ocorreram em um
volume final de 50 uL, consistindo de GoTaq® Green Master Mix (Promega®) 1X,
0,2 uM de cada primer, 5 pL de DNA (20 a 25 ng) e agua ultrapura para completar o
volume. A ciclagem térmica consistiu de 36 ciclos e foi realizada no aparelho modelo
Gene Amp® PCR System 9700, com a seguinte programacao, por ciclo:
desnaturacao (30 s, 95 °C), anelamento (1 min, 55 °C) e extensédo (1:30 min, 72 °C).
Este programa foi precedido de uma etapa (2 min, 95 °C) para ativacdo da enzima e
apo6s os 36 ciclos foi incluido um passo de extenséao final (5 min, 72 °C).

Apods a PCRc, 12 uL dos produtos amplificados foram misturados com 2,4 L
do tampado de amostra 1X (0,25% de azul de bromofenol; 0,25% de xileno-cianol;
30% de glicerol), e aplicados em gel de agarose a 2% imerso em tampao TBE 1X
(Trizma base a 89 mM, Acido Bérico a 88 mM e EDTA a 2 mM, pH 8,0) e corado
com Nancy-520 DNA Gel Stain (SIGMA-Aldrich®, S&o Paulo, Brasil). A eletroforese
foi realizada por cerca de 20 min a 80V (até todo o contetdo amostral sair do poco
de aplicacao), seguida de 40 min a 1 h em 110V. O tamanho dos produtos da PCR
foi determinado em comparacdo ao marcador de peso molecular de 100 pb (DNA
Ladder - Invitrogen, California, USA) incluido nos géis.

Os fragmentos amplificados foram visualizados por transiluminagédo em luz
ultravioleta e registrados digitalmente pelo sistema de fotodocumentacéo de imagens
em gel — UVP Bioimaging Systems (Upland, CA, USA), sendo submetidos a
purificacdo utilizando o kit comercial illustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE, Fairfield, Connecticut, EUA). O material purificado foi submetido
ao sequenciamento de DNA pelo método de Sanger como apresentado em 3.3.1. As
sequéncias foram alinhadas com ClustralW10, editadas com BioEdit 7.0.5 e
comparadas com as depositadas no banco de dados de Ferramenta Basica de

Pesquisa de Alinhamento Local (do inglés Basic Local Alignmen Search Tool ou
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BLAST :<http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi>), utilizando o algoritmo Blast N na

base de dados de nucleotideos.

3.5 Diagnéstico de infeccdo natural e carga parasitaria de T. cruzi em

triatomineos de campo

Os procedimentos moleculares realizados obedeceram as Boas Praticas de
Laboratdrio para evitar contaminacdes durante os ensaios baseados em PCR:
separacéo fisica das etapas de extracdo de DNA e PCRs (pré-reagdo e pos-reacao)
e a descontaminacédo prévia de todos os materiais e capelas/fluxos laminares com o
uso de hipoclorito de sodio a 2% ou DNAZap™ PCR DNA Degradation Solutions
(AMBION, Austin, TX), no caso dos equipamentos. Todas as ferramentas utilizadas
na disseccdo do inseto eram descartaveis e submetidas aos mesmos processos.
Para monitorar eventual contaminacéo, foram utilizados controles negativos para as
etapas de extracdo de DNA (disseccdo de triatomineo mantido em insetario do
Laboratorio de Bioquimica e Fisiologia de Insetos/IOC, livre de infeccdo, e tubo
contendo todos os reagentes na auséncia de intestino de triatomineo) e PCR (tubo
contendo todos os reagentes na auséncia de DNA e um tubo contendo apenas agua

estéril).

3.5.1 Reacado em Cadeia da Polimerase Qualitativa (PCRc)

Para a amplificacdo pela PCR convencional do material genético de T. cruzi
presente nas amostras de triatomineos, foram utilizados os iniciadores 121 e 122
gue flanqueiam o fragmento de 330 pb das regifes hipervaridveis do kDNA do
parasito (STURM et al., 1989; AVILA et al., 1991; BRITTO et al., 1993; WINCKER et
al., 1994) (ver figura 5). No mesmo ensaio, em formato duplex, foram introduzidos os
iniciadores P2B e P6R, desenhados previamente pelo nosso grupo (UEHARA et al.,
2012) e que flanqueiam um fragmento conservado de 163 pb do gene 12S do RNA
ribossomal das espécies pertencentes aos géneros Rhodnius, Triatoma e
Panstrongylus. As reacbes da PCR ocorreram em um volume final de 50 pL
contendo 5 yL de DNA (20 a 25 ng), 5 yL de solugédo tamp&o 10X (100 mM de Tris-
HCI pH 8,3 contendo 500mM de KCI), 9 yL MgCl2 (4,5 mM), 0,4 pL Platinum Taq
DNA polimerase (2 U, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 2 uL dNTPs (0,2 mM,
Life Technologies, USA), 1 pyL de cada iniciador 121 e 122 (200 nM) e 0,5 pL de

cada iniciador P2B e P6R (100 nM), e 19,6 pyL de agua ultra-pura. A ciclagem
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térmica foi realizada no aparelho modelo GeneAmp PCR System 9700 (Life
Technologies, USA), com a seguinte programacdo: Hot Start (12 min, 94 °C),
seguido por 36 ciclos de desnaturacao (30 s, 94 °C), anelamento (30 s, 55 °C),
extensdo (30 s, 72 °C) e extensao final (10 min, 72 °C).

Em todas as reacdes foram incluidos os seguintes controles positivos (0s
parasitos foram doados pelo LIVEDIH): DNAs de T. rangeli (Cepa Macias), T. cruzi
(Cepa Dm28c) e amostra reconstituida experimentalmente (DNA de lisado de R.
prolixus ndo infectado misturado a DNA de T. cruzi Dm28c), sendo este ultimo
necessario para confirmar a eficiéncia da reacdo em multiplex. Também foram
incluidos os controles negativos da reacédo de PCR. Os produtos amplificados foram

submetidos a eletroforese assim como em 3.4.

3.5.2 Reacado em Cadeia da Polimerase Quantitativa (QPCR)

Para estimar a carga parasitaria de triatomineos positivos para KDNA de T.
cruzi pela PCRc, foram realizados ensaios de quantificacdo absoluta utilizando o
sistema TagMan® de gPCR. Assim como na PCRc, os ensaios TagMan® foram
realizados em multiplex, contendo na mesma reacao os iniciadores para o gene que
codifica a regido 12S do RNA ribossomal de triatomineos (iniciadores P2B e P6R) e
sonda Tagman® para triatomineos (Triat) desenhada pelo nosso grupo (MOREIRA
et al., 2017), além dos iniciadores para o alvo DNA nuclear satélite de T. cruzi
(Cruzil e Cruzi2), desenhados para amplificar uma regido de 166 pb e a sonda
Cruzi3 (PIRON et al, 2007) (Tabela 1). As reacdes ocorreram em um volume final de
20 pL contendo 2 pL de DNA (8 a 10 ng), 10 puL do TagMan® Universal PCR Master
Mix 2X (Applied Biosystems), 1,2 uL de cada iniciador Cruzil e Cruzi2 (600 nM) e 1
ML da sonda Cruzi 3 (FAM/NFQ-MGB - Applied Biosystems) (250 nM), 0,6 uL do
iniciador P2B (300 nM), 1 uL do iniciador P6R (500 nM) e 0,3 pyL da sonda Triat
(VIC/NFQ-MGB - Applied Biosystems) (150 nM), além de 2,7 uL de agua ultra-pura.
Os ensaios foram realizados no equipamento ABI Prism 7500 Fast (Sequence
Detector System — Applied Biosystems), da plataforma PDTIS RPT-09A/Fiocruz,
com a seguinte programacéo: atividade inicial da enzima amperase (1 min, 50 °C),
desnaturacao inicial/ativacdo Taq Polimerase Hot start (10 min, 95 °C), 40 ciclos de
desnaturacao (15 s, 95 °C) e anelamento/extensédo (1 min, 58 °C).
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Tabela 1: Sequéncias dos iniciadores e sondas para os ensaios de PCRc e qPCR.

Produtos
Alvos Iniciadores/Sondas | amplificados Sequéncia (5’ - 3’) Referéncia
(pb)
Sturm et
KDNA de 121 (Forward) 20 AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATG al.. 1989
T. cruzi 122 (Reverse) GGTTCGATTGGGGTTGGTGA ATATA VZ:”Cfgéft
DNA Cruzi 1 (Forward) ASTCGGCTGATCGTTTTCGA ]
Satélite de . Piron et al.,
T. cruzi Cruzi 2 (Reverse) 166 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA 2007
Cruzi 3 (Sonda) FAM-TTGGTGTCCAGTGTGTG-NFQ-MGB
12S RNAr P2B (Forward) AAAGAATTTGGCGGTAATTTAGTCT oreira
de P6R (Reverse) GCTGCACCTTGACCTGACATT
. . 163 etal.,
triatomineo 2017
Triat (Sonda) VIC-TCAGAGGAATCTGCCCTGTA-NFQ-MGB

As curvas padrdo de calibracdo para os alvos T. cruzi e triatomineo foram
construidas a partir de diluicbes seriadas de DNA extraido de um pool de cinco
intestinos de triatomineos nédo infectados (R. prolixus de laboratério, 5° estadio) e
misturados com formas epimastigotas de T. cruzi (CL-Brener), variando de 10" a 0,5
equivalentes de parasito. O DNA destas amostras reconstituidas foi extraido de
acordo com o método descrito no item 3.2, porém a etapa de lavagem (AW2) foi
realizada duas vezes para que ndo saturasse a coluna com os 5 intestinos de
triatomineos utilizados na curva. O DNA de intestino de triatomineo ndo infectado foi
usado como diluente e ainda como controle interno para verificacdo da qualidade do
DNA extraido e a possivel presenca de inibidores da PCR nas amostras.

Cada diluicdo correspondeu a um ponto da curva padrao para quantificacéo
absoluta de T. cruzi nos triatomineos. A curva padrao foi incluida em todos os
ensaios quantitativos, em duplicatas para cada ponto da curva. Todas as amostras
foram quantificadas em duplicatas e em cada placa (corrida) foram incluidos controle
positivo (20 fg DNA de T. cruzi CL-Brener) e controles negativos (NTC: Negative
Template Control da reacéo de gPCR — 2 uL de agua ultrapura ao invés de DNA, e
controle para T. cruzi - 2 yL de DNA extraido a partir de 100 pyL de extrato de
intestino de triatomineo néo infectado).

Os dados da gPCR foram expressos como meédias aritmeéticas ou mediana *
desvio padrdo. Foram utilizados os testes Mann—-Whitney Rank Sum ou One-way
ANOVA, admitindo-se um indice de significancia de 5%. Todas as andlises foram

conduzidas com o programa GraphPad Prism verséo 5.0.
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3.6 Tipagem molecular de T. cruzi

A caracterizacdo molecular do T. cruzi em DTUs foi realizada utilizando o
DNA extraido (item 3.2) diretamente do conteudo intestinal de triatomineos. Foi
utilizada a metodologia adaptada de BURGOS et al. (2010), RAMIREZ et al. (2010) e
DOS SANTOS-RODRIGUES (2015), baseada em reacbes de PCR convencional

multilocus (Figura 12).

Reacao PCR Tamanho dos produtos amplificados (pb)
SL-IRac 150 157 200
SL-IRIell 350 300 Sem amplificacao
245a 140 125/140 125 140/145
A10 690/580 | | 630/525
v ! y
Tcl Tell Tevi TcV Tclll Tclv

Figura 12: Fluxograma de PCR Convencional Multilocus para genotipagem de T. cruzi diretamente
do conteldo intestinal de triatomineos, com base em quatro marcadores moleculares.

O fluxograma indica o tamanho do produto de PCR em ph. SL-IRAc e SL-IR | e II: Regido intergénica
do gene de spliced-leader (SL) ou mini-exon. 24Sa: Amplificagdo semi-nested do dominio D7 dos
genes do RNA ribossomal 24Sa. A10: Reacdo semi-nested para o fragmento nuclear A10.

A identificacdo subsequente dos genétipos se baseia no conjunto dos perfis
de produtos da PCR apresentados para cada alvo, utilizando os seguintes
marcadores moleculares: (i) regido intergénica do gene Spliced Leader (SL) ou mini-
exon SL-IRac utilizando os iniciadores UTCC e TCac (descrito por BURGOS et al.,
2007) para distinguir Tcl (150 pb), Tcll/V/VI (157 pb) e Tclll/IV (200 pb); (ii) para SL-
IR 1 e ll, os iniciadores TCC, TC1 e TC2 (descrito por SOUTO et al., 1996, adaptado
por MARCET et al.,, 2006), usados simultaneamente, diferenciando Tcl (350 pb),
Tcll/VIVI (300 pb) e Tclll/IV (sem amplificagdo); (iif) dominio variavel D7 do gene da
subunidade 24Sa do RNA ribossomal, utilizando os iniciadores D75, D76 e D71 em
PCR semi-nested, para distinguir Tcll/VI (140 pb), Tclll (125 pb), TclV (140/145 pb) e
TcV (125/140 pb) (BRISSE et al., 2000a); (iv) regido do fragmento nuclear A10, com
0 emprego dos iniciadores Prl, Pr6 e Pr3 (BRISSE et al.,, 2000b) para diferenciar
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Tcll (690/580 pb) e TcVI (630/525 pb), em semi-nested (Figura 12). Todas as
reacoes de PCR foram realizadas para um volume final de 30 L.

Para os alvos SL-IRac e SL-IRI e Il os ensaios obedeceram as seguintes
condicbes de reacdo: 5 uL de DNA (20 a 25 ng), 3 uL de solugéao tampao 10X (100
mM de Tris-HCI pH 8,3 contendo 500 mM de KCI), 0,15 uL de Platinum Tag DNA
polimerase (0,75 U) (Life Technologies, USA), 1,8 uyL de MgCl2 (3 mM), 0,12 uL de
cada dNTP (400 pM), 1 yL de cada primer (1,66 uM) e 17,57 pL de &gua ultra-pura
(16,57 pL de agua para o alvo SL-IRI e Il, pois utilizam-se trés iniciadores nessa
etapa).

As condicbes de reacdo para o alvo 24Sa foram: primeira ciclagem
(iniciadores D75, D76) — 5 yL de DNA (20 a 25 ng), 3 yL de solugdo tampéo 10X
[100 mM de Tris-HCI pH 8,3 contendo 500mM de KCI], 0,12 pyL de Platinum Taq
DNA polimerase (0,6 U) (Life Technologies, USA), 1,8 uL de MgClz (3 mM), 0,12 pL
de cada dNTP (400 uM), 2,4 uL de cada primer (3,98 uM) e 14,8 uL de agua ultra-
pura. Para a segunda ciclagem (iniciadores D71, D76), 1 yL de produto amplificado
na primeira ciclagem, 3 pyL de solugdo tampao 10X [100 mM de Tris-HCI pH 8,3
contendo 500 mM de KCI], 0,15 uL Platinum Taq DNA polimerase (0,75 U) (Life
Technologies, USA), 1,2 yL MgCl2 (2 mM), 0,12 pL de cada dNTP (400 mM), 3 yL de
cada iniciador (4,98 pM) e 18,17 uL de &gua ultra-pura.

A primeira ciclagem para o alvo do fragmento nuclear A10 (iniciadores Prl e
Pr6) consistiu de 5 yL de DNA (20 a 25 ng), 3 pL de solugdo tampao 10X (100 mM
de Tris-HCI| pH 8,3 contendo 500 mM de KCI), 0,15 pyL de Platinum Tagq DNA
polimerase (0,75 U) (Life Technologies, USA), 1,8 yL de MgCl2 (3 mM), 0,12 uL de
cada dNTP (400 uM), 0,3 uL de cada iniciador (0,49 uM) e 18,97 uL de agua ultra-
pura. Para a segunda ciclagem (iniciadores Prl e Pr3), utilizou-se 2 uL de produto
amplificado na primeira ciclagem, 3 pL de solu¢éo tampao 10X (100 mM de Tris-HCI
pH 8,3 contendo 500 mM de KCI), 0,15 uL de Platinum Tag DNA polimerase (0,75 U)
(Life Technologies, USA), 1,8 uL de MgClz (3 mM), 0,12 pyL de cada dNTP (400 uM),
1 pL de cada iniciador (1,66 uM) e 20,57 pL de &gua ultra-pura.

Os isolados de referéncia utilizados como controles positivos nas reacoes
foram: Dm28c (Tcl), Y (Tcll), INPA 3663 (Tclll), INPA 4167 (TclV), LLO14 (TcV) e CL
(TcVI), provenientes da Colecdo de Protozoarios do Instituto Oswaldo Cruz
(COLPROT). Os controles negativos da reacdo de PCR (tubo contendo todos os
reagentes na auséncia de DNA) e para T. cruzi (DNA extraido a partir de 100 uL de

extrato de intestino de triatomineo ndo infectado mantido em laboratorio -
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Laboratério de Bioquimica e Fisiologia de Insetos/IOC) também foram incluidos. As

sequéncias de iniciadores e as condi¢cdes da reacao para a tipagem molecular de T.

cruzi estdo representadas na Tabela 2.

Tabela 2: Iniciadores e condi¢cdes para a tipagem molecular de Trypanosoma cruzi.

Alvo Iniciadores Sequéncia (5’ - 3’) Concentragao Termociclagem
Hot D A E EF C
Start

94°C/30” | 70°C/30” 72°C/30” 3
SL-IRac uTcC CGTACCAATATAGTACAGAAACT 1,66 uM 94°C/30” | 68°C/30” 72°C/30” 3
TCac G 1,66 uM 94°/10" | 94°C/30” | 66°C/30” 72°C/30” | 72°C/10° | 4
CTCCCCAGTGTGGCCTGGG 94°C/30” 64°C/30” 72°C/30” 6
94°C/30” | 62°C/30” 72°C/30” 34
94°C/1’ 67°C/1’ 72°C/1 5
SL-IR | TCC CCCCCCTCCCAGGCCACACTG 1,66 uM 94°C/1’ 65°C/1’ 72°C/T 5
SL-IR1I TC2 CCTGCAGGCACACGTGTGTG 1,66 uM 94°C/5’ | 94°C/1’ 63°C/1’ 72°C/1’ 72°C/10° | 5
TC1 TCCGCCACCTCCTTCGGGCC 1,66 uM 94°C/1’ 61°C/1’ 72°C/1 30
24Sa-rDNA 94°C/30” | 64°C/45” 72°C/T 3
12 ciclagem D76 GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT 1,66 uM 94°C/30” | 62°C/45” 72°C/1’ 3
D75 GCAGATCTTGGTTGGCGTAG 1,66 uM 94°C/30” | 60°C/45” 72°C/1’ 3
22 ciclagem 94°C/10’ | 94°C/30” | 58°C/45” 72°C/T 72°C/10° | 35
D76 GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT 1,66 uM 94°C/30” | 60°C/30” 72°C/30” 6
D71 AAGGTGCGTCGACAGTGTGG 1,66 uM 94°C/30” | 57°C/30” 72°C/30” 6
94°C/30” | 55°C/30” 72°C/30” 30

Fragmento

Al10
12 ciclagem Pri1 CCGCTAAGCAGTTCTGTCCATA 1,66 uM 94°C/1’ 65°C/1’ 72°C/1 35
Pré GTGATCGCAGGAAACGTGA 1,66 uM 94°C/3’ 72°C/IM0°
22 ciclagem Pri1 CCGCTAAGCAGTTCTGTCCATA 1,66 uM 94°C/1’ 60°C/1’ 72°C/1 35
Pr3 CGTGGCATGGGGTAATAAAGCA 1,66 uM

Hot Start: Ativacdo da enzima, D: Desnaturagdo, A: Anelamento, E: Extensdo, EF: Extensao final, C: Ciclos.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese assim como em

3.4.1, porém utilizando 20 pyL dos produtos amplificados com 4 uL do tampao de

amostra 1X, aplicados em gel de agarose a 3%.

3.7 Competéncia vetorial de T. rubrovaria

3.7.1 Competéncia vetorial de T. rubrovaria em condi¢fes de laboratorio

Cultura do parasito

A cepa CL de T. cruzi (TcVI) usada neste ensaio foi isolada das excretas de

T. infestans coletado no Rio Grande do Sul e foi cultivada em meio Triptose de
Infusdo de Figado (LIT), contendo 10% de soro fetal bovino (FBS) a 28 °C
(CAMARGO, 1964). A cepa foi doada pelo Laboratério de Triatomineos e
Epidemiologia da Doenca de Chagas — Centro de Pesquisa René Rachou — Fiocruz.
- IOC/FIOCRUZ,

No Laboratorio de Ultraestrutura Celular
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metaciclicos, coletados de cultura LIT na fase estacionaria, foram usados para
infectar células Vero. Formas tripomastigotas liberadas de células Vero infectadas
por T. cruzi em quatro dias pos-infeccdo (dpi) foram usadas para infectar
camundongos Swiss webster.

Hospedeiros experimentais

Camundongos Swiss webster machos pesando entre 18 e 20 g, fornecidos
pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB / Fiocruz), foram
mantidos em gaiolas (19,56 x 30,91 x 13,34 cm, com quatro animais / gaiola), sob
umidade e temperatura controladas (55% + 5% e 22 + 1° C, respectivamente) e
ciclos claro-escuro (12:12h), sem restricdo alimentar. Os animais foram infectados
intraperitonealmente com tripomastigotas da cepa CL derivados de tecido (1 x 104
parasitos / 0,1 mL NaCl 0,9%). A parasitemia foi avaliada diariamente apos 4 dpi
pelo método Pizzi-Brener (BRENER, 1962). Ao atingir o nivel de parasitemia de 1 x
10° parasitos / mL, os animais foram usados para alimentar espécimes de quinto

estadio de T. rubrovaria e de T. infestans.

Alimentacédo e infeccdo de T. rubrovaria e T. infestans

Ninfas de quinto estadio recém-mudadas de T. rubrovaria (geracdo F3) e T.
infestans (geracdo F20) foram obtidas da colénia do Laboratorio Nacional e
Internacional de Referéncia em Taxonomia de Triatomineos, Instituto Oswaldo Cruz,
Fiocruz, e mantidas sob condicbes de temperatura e umidade relativa (UR)
controladas, a 26 + 2° C e 70%, respectivamente. Escolhemos este estadio de
desenvolvimento devido a baixa taxa de mortalidade (OSCHEROQV et al., 2005), alta
eficiéncia de alimentacao (BAR et al., 2003; ALMEIDA et al., 2003) e facil manuseio.
Para fins de comparacdo de infeccdo e parametros comportamentais de T.
rubrovaria, o vetor T. infestans foi incluido na analise, devido a sua alta capacidade
de infeccéo e transmissédo do T. cruzi (controle positivo). Como controle negativo,
usamos espécimes de T. rubrovaria ndo infectados. Espécimes de T. infestans ndo
infectados com TcVI ndo foram incluidos nas analises, uma vez que sua bionomia e
comportamento estdo bem estabelecidos na literatura (LAZZARI et al.,, 2013;
PEREYRA et al., 2020).

Dez dias apés a muda até o 5° instar, os insetos foram alimentados em
camundongos Swiss webster anestesiados (combinado de cloridrato de cetamina
100 mg/kg e cloridrato de xilazina 10 mg/kg), infectados ou ndo com a cepa CL de T.
cruzi (TcVI). Trinta dias apos a infec¢do (30 dpi), triatomineos em jejum infectados
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ou ndo com TcVI foram alimentados novamente em camundongos anestesiados nao
infectados para fins de andlises comportamentais. Para cada ciclo experimental, um
anico camundongo foi lateralmente posicionado na presenca de cinco triatomineos
em um recipiente de plastico arredondado (12 cm de diametro x 4 cm de altura)
coberto no fundo com toalhas de papel. As ninfas foram centralizadas em frente ao
abdomen do camundongo a 7 cm de distancia, e a fonte de sangue foi oferecida por
30 min, incluindo o tempo de adaptagdo do triatomineo ao ambiente (definido pelos
primeiros 10 min dentro do recipiente para reconhecer o hospedeiro e iniciar o
repasto sanguineo, sem qualquer separacdo entre os insetos e o hospedeiro). Os
espécimes foram substituidos quando ndo se alimentavam apds este periodo; ndo
obstante, alguns grupos experimentais terminaram com menos de cinco triatomineos
alimentando-se do camundongo. O ensaio foi realizado duas vezes, sob iluminacéo
artificial baixa e indireta, no inicio da noite, no tempo Zeitgeber (ZT) 12, que
representa o pico de atividade dos triatomineos para alimentacdo (LAZZARI, 1992).
A fonte de sangue néo infectada foi oferecida novamente em 60 e 90 dpi.

Os camundongos sobreviventes foram sacrificados apds os experimentos por
injecdo peritoneal de cloridrato de cetamina (300 mg/kg) e cloridrato de xilazina (30
mg/kg) em volume final de 0,5 mL. Os animais mortos foram congelados em um

saco de descarte bioldgico e esterilizados a 121 °C por 20 min para descarte final.

Aspectos éticos

Todos os procedimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Instituto Oswaldo Cruz (IOC) / Fiocruz (Licencas
LO15/17, LW-28/15 e L028/18).

3.7.2 Deteccéao de T. cruzi TcVlIem T. rubrovaria e T. infestans

Os grupos nao infectados (T. rubrovaria) e infectados (T. infestans, como
controle positivo, e T. rubrovaria) foram alimentados com camundongo em 30, 60 e
90 dpi. As excretas dos triatomineos foram coletadas individualmente apds
alimentacdo sanguinea e dejecdo espontédnea em até 4h. Vinte microlitros das
fezes/urina foram diluidos em 100 uyL de solugao salina tamponada com fosfato 1X
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) para contagem de parasitos na camara de
Neubauer, usando microscopio Optico Primo Star (Zeiss, Oberkochen, Alemanha)
com uma ampliagdo de 400 X. A classificacdo morfologica das formas evolutivas em
epimastigotas ou tripomastigotas de T. cruzi foi baseada na forma, tamanho, largura
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e mobilidade da célula (HOARE, 1972). Definimos como "transitorios" todos os
parasitos que nao se ajustaram morfologicamente em nenhuma das duas formas
evoluivas (KOLLIEN & SCHAUB, 2000). No caso de duvidas na morfologia,
mudamos para uma ampliacdo de 1000 X e classificamos de acordo com a posi¢ao
do cinetoplasto em relacdo ao nucleo da célula e pela emergéncia do flagelo

(HOARE, 1972), sempre que estas estruturas eram visiveis.

3.7.3 Parametros comportamentais

Amostras dos grupos “controle negativo” e “triatomineos infectados com TcVI”
foram analisadas individualmente em 30 dpi para os seguintes parametros: (i) tempo
de alimentacdo (min), que € o periodo entre a primeira inser¢cdo da probdscide na
pele do camundongo e sua remocdao final (ou seja, quando o inseto afasta-se do
local da picada); (ii) tempo de excrecdo (até 10 min) apos a alimentacao (min); (iii)
distancia das fezes em relacdo ao local da picada (cm); (iv) volume de sangue
ingerido (uL); (v) eficiéncia de alimentacdo (volume de sangue ingerido / tempo de
alimentacao; L / min); (vi) eficiéncia de excrecao (tempo de alimentacéo / distancia
das fezes; min / cm); e (vii) local da picada no camundongo (cabeca, dorso, cauda,
abdémen e pernas). A quantidade de sangue ingerido foi calculada através da
pesagem de amostras antes e apds a alimentacdo sanguinea em uma escala de
precisdo de cinco digitos (modelo AY220, Shimadzu Scientific Instruments, Kyoto,
Japao) e convertido em volume com uma proporcdo de 1 mg de peso apés a
alimentacdo com ~ 1 pL de sangue, uma vez que a massa de sangue de
camundongo € quase igual a da 4gua (VITELLO et al., 2015). Também comparamos
a proporcao de individuos que excretaram durante o ensaio entre as espécies (T.
rubrovaria e T. infestans), com seu estado de infec¢céo (infectados e néo infectados),
e também com o numero de tentativas de alimentacdo. N6s consideramos como um
evento de tentativa de alimentacdo quando o vetor inseriu a proboscide na pele do

camundongo e, em seguida, removeu e se afastou do local da picada.

3.7.4 Anélises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram conduzidas em ambiente R (R TEAM,
2014) com pacotes apropriados. A infeccdo e os dados de comportamento néo
apresentaram distribuicdo normal (testes de Shapiro-Wilk, p < 0,001) e, portanto,

usamos testes estatisticos que ndo assumem essa distribuicdo de probabilidade. As
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réplicas experimentais ndo foram significativamente distintas (teste qui-quadrado de
Pearson (X2?) e Kruskal-Wallis ndo significativos) e, portanto, foram analisadas em

conjunto.

Infeccao

As infeccbes de T. rubrovaria e T. infestans com T. cruzi TcVI foram
analisadas qualitativa e quantitativamente. Para cada espécie, a presenca/auséncia
de triatomineos infectados em 30, 60 e 90 dpi, além da presenca das formas
tripomastigotas, epimastigotas e transitérias de T. cruzi nas fezes/urina
contaminadas de triatomineos foram tratadas como variaveis binarias (anélises
qualitativas). Comparacdes pareadas entre T. rubrovaria e T. infestans foram
realizadas com o teste qui-quadrado (x?), incluindo infeccdo geral (ou seja,
independentemente de dpi e das formas de T. cruzi), e diferencas na proporcao de
espécimes com formas parasitarias distintas nos trés parametros de dpi analisados.

As cargas parasitarias (anélises quantitativas) foram comparadas com o Teste
de Kruskal-Wallis (H) ndo paramétrico, seguido pelo Teste de Dunn entre 30, 60 e 90
dpi. O Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney também foi utilizado para comparar as
cargas parasitarias em T. rubrovaria e T. infestans para cada ponto do tempo. O
efeito das comparacdes (r) foi calculado com a formula de Rosenthal (ROSENTHAL,
1994). O valor de r varia de 0 a 1, onde de 0 a 0,14 é considerado um efeito
pequeno, 0,15 a 0,29 moderado e 0,30 ou superior um efeito grande. O nivel de
significancia foi ajustado para multiplas comparacbes com um método baseado na
Taxa de Falsas Descobertas (do inglés False Discovery Rate ou FDR) (BENJAMINI
& YEKUTIELI, 2001).

Modelos lineares generalizados (do inglés Generalized Linear Models ou
GLMs) com distribuicdo binomial foram desenvolvidos no Pacote “GGally”
(WICKHAM, 2016) para identificar efeitos significativos de espécies e dpi (variaveis
independentes ou preditoras) sobre a presenca de cada uma das diferentes formas
de T. cruzi (variavel dependente). A redundancia entre variaveis preditoras foi
acessada através do célculo de Fator de Inflacdo da Variancia (VIF) com o pacote
‘car’” (FOX & WEISBERG, 2017). Este fator mede o quanto a variancia de um
coeficiente de regressao € inflada devido a multicolinearidade entre os preditores.
Problemas de multicolinearidade consistem em incluir, no mesmo modelo, variaveis
com relacbes preditivas semelhantes ao resultado. Os valores VIF séo inteiros e

sempre positivos, e VIF < 5 representa auséncia de multicolinearidade (YOO et al.,
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2014; JAMES et al., 2014). Portanto, os preditores com VIF > 5 foram excluidos da
andlise, pois representariam redundancia e poderiam comprometer a precisdo do
modelo (YOO et al., 2014; BRUCE & BRUCE, 2017). A sele¢cdo do modelo foi feita
através do calculo de segunda ordem do Critério de Informacdo de Akaike Corrigido
(AICc) no pacote “AlCcmodavg v.2.2” (MAZEROLLE, 2019).

Os modelos foram classificados e entdo comparados com o delta AlCc
(AAICc), para o qual AAICc > 2 indicou uma escolha de modelo clara. Além disso,
calculamos os pesos do modelo AICc (Wt), que podem ser interpretados como a
probabilidade relativa de um modelo, onde Wt préximo a 1,0 significa mais provavel
(BURNHAM & ANDERSON, 2002). A forca da associagdo entre cada variavel
independente foi expressa pela Razéo de Odds (OR) com intervalo de confianca de
95% (IC 95%).

Comportamento

A proporcdo de individuos que excretaram durante o0s experimentos
comportamentais foi comparada entre as espécies (T. rubrovaria e T. infestans) e o
estado de infeccdo (T. rubrovaria infectado e néo infectado) por meio do Teste x2. O
mesmo método estatistico foi utilizado para comparar o numero de tentativas de
alimentacdo. Comparag0es par-a-par foram realizadas com o Teste W de Wilcoxon-
Mann-Whitney para analisar os seis parametros comportamentais (i a vii, descrito no
item 3.7.3). Dois testes diferentes foram realizados: T. rubrovaria infectado versus T.
infestans infectado (W1), para inferir possiveis diferencas entre as espécies; e T.
rubrovaria ndo infectado e infectado (W2), para observar se a infeccédo por T. cruzi
TcVI alterou os parametros de excrecdo e de alimentacdo deste vetor. O nivel de
significancia foi ajustado para comparacbes multiplas com o método FDR
(BENJAMINI & YEKUTIELI, 2001). Além disso, usamos 0 mesmo metodo estatistico
para inferir se o volume de sangue ingerido foi diferente para os individuos que
excretaram ou ndo apos a alimentacdo sanguinea.

GLMs assumindo distribuicio Gamma foram realizados no Pacote “GGally”
(WICKHAM, 2016). Testamos a influéncia das variaveis "espécie" (T. rubrovaria ou
T. infestans) e "infeccdo" (infectado ou ndo) em cada parametro comportamental
avaliado (item 3.7.3), que resultou em GLMs com sete variaveis dependentes. Além
disso, os tracos comportamentais também foram incluidos como variaveis
independentes nos GLMs para testar os seus respectivos efeitos nas variaveis

dependentes distintas (Tabela 3). Apenas o0s aspectos comportamentais que
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ocorreram antes ou durante a variavel dependente foram incluidos nas analises
como varidveis independentes para evitar associacdes espurias entre
caracteristicas. Por exemplo, o “tempo de alimentagdo” pode explicar a variavel
dependente “volume de sangue”, pois ocorreram ao mesmo tempo, mas a “distancia
das fezes” ndo poderia explicar a variavel dependente "volume de sangue ingerido",
uma vez que a primeira variavel € medida apds a ingestdo de sangue. Todos 0s
preditores foram avaliados quanto a multicolinearidade por meio de VIF, calculado
com o pacote “car” (FOX & WEISBERG, 2019). Apenas variaveis ndao redundantes
foram mantidas para o modelo AlCc. Os modelos foram classificados e comparados
com AAICc e Wt. A forca de cada parametro testado foi expressa pela Razao de
Odds (OR) com intervalo de confianca de 95% (1C95%).

Tabela 3: Modelos Lineares Generalizados (GLMs) com distribuicBo Gama testados com diferentes
caracteristicas comportamentais como variaveis dependentes.

Variaveis dependentes Variaveis independentes Nm Kwmax | Keest | AAIC.

Tempo de alimentacéo Espécies, infec¢do, volume de sangue ingerido 8 5 4 1,26

Tempo de excrecao Espécies, infec¢cdo, volume de sangue ingerido, | 32 7 5 1,15
distancia das fezes, tempo de alimentacao

Distancia das fezes Espécies, infec¢do, volume de sangue ingerido, | 32 7 5 0,55
tempo de alimentacédo, tempo de excrecéo

Volume de sangue ingerido | Espécies, infeccdo, tempo de alimentacéo 8 5 5 0,04

Eficiéncia de alimentacdo Espécies, infecgdo, distancia das fezes 8 5 4 2,33

Eficiéncia de excrecéo Espécies, infecgao, volume de sangue ingerido 8 5 4 0,62

As variaveis independentes presentes no melhor GLM estdo em negrito. Nm: nimero de GLMs testados; Kwvax:

ndmero maximo de paradmetros testados em um Unico GLM; Kgest: nUmero de pardmetros no melhor GLM;

AAICc: Critérios de Informagéo delta Akaike corrigidos entre o melhor e o segundo melhor GLM.

Os locais da picada no camundongo referentes aos grupos controle negativo

(T. rubrovaria nédo infectado), testado (T. rubrovaria infectado) e controle positivo (T.
infestans infectado) foram computados como varidveis categoricas divididas em
cinco grupos: cabeca, cauda, pernas, dorso e abdémen. A Regressao Logistica
Multinomial (MLR) foi realizada com o pacote "nnet" (VENABLES & RIPLEY, 2002)
para estimar o impacto de variaveis preditoras (locais de picada) em condi¢cbes
infectado e néo infectado. A significancia dos coeficientes de regressao foi acessada

apos os Testes-z bicaudais.
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4 RESULTADOS

4.1 Coleta e identificacdo morfolégica dos triatomineos

O trabalho de campo ocorreu em seis municipios do Rio Grande do Sul:
Cacapava do Sul, Cachoeira do Sul, Cangucu, Encruzilhada do Sul, Lavras do Sul e
Sdo Jerdnimo. Um total de 1.724 triatomineos foram coletados com a seguinte
distribuicdo dos ecoétopos: i. Peridomicilio: 2 ninfas de 4° estadio (N4) e 1 ninfa de 5°
estadio (N5) foram encontradas debaixo de uma casinha de cachorro, além de 6
ninfas (1 N2, 2 N3, 2 N4 e 1 N5) sob rochas, a uma distancia de 15 m do domicilio,
no municipio de Lavras do Sul, totalizando 9 exemplares (9/1.724; 0,5%). Neste
ambiente observamos muitos animais, tais como peru, galinha, pato, cavalo, gato,
cachorro, porco, gado, ovelha, cabra. ii. Silvestre: 1.715 insetos (1.715/1.724;
99,5%) foram coletados sob rochas a uma distancia superior a 100 m da habitacéo
mais proxima. Baratas silvestres foram observadas em simpatria com as espécies do
subcomplexo T. rubrovaria sob as rochas, além de bois, cabras, ovelhas, cavalos e
cées serem vistos livremente na area silvestre. Mesmo em regifes onde os animais
nao estavam presentes proximos aos pontos de coleta, observamos fezes de gados,
caprinos e ovinos. J4& na busca entomoldgica de triatomineos realizada no
intradomicilio, no entanto, nenhum inseto foi encontrado neste eco6topo, nem
vestigios de sua possivel presenca. Do total de insetos coletados em ambos 0s
ecotopos (peridomicilio e silvestre), 934 espécimes (934/1.724; 54,2%) foram
utilizados para as andlises moleculares no presente estudo (Tabela 4), e 790 insetos
do ambiente silvestre (790/1.715; 46,1%) foram transferidos para a manutencao da
colénia do Laboratério Interdisciplinar de Vigilancia Entomoldgica em Diptera e
Hemiptera (LIVEDIH). Dentre o0s insetos utilizados neste estudo (ensaios
moleculares), a frequéncia maior de captura foi de N5 (262/934; 28,1%), seguido de
N2 (240/934; 25,7%), N1 (147/934; 15,7%), N3 (146/934; 15,6%), N4 (95/934;
10,2%), fémeas (23/934; 2,5%) e machos (21/934; 2,2%). Em relacdo aos seis
municipios do Rio Grande do Sul, aquele que apresentou a maior frequéncia de
insetos capturados foi Lavras do Sul (393/934; 42,1%), seguido de Cacapava do Sul
(247/934; 26,4%), Sao Jerdnimo (98/934; 10,5%), Cangucu (85/934; 9,1%),
Cachoeira do Sul (73/934; 7,8%) e Encruzilhada do Sul (38/934; 4,1%) (Tabela 4).
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Tabela 4: Distribuicdo de triatomineos submetidos as analises moleculares quanto ao estadio evolutivo e local de
captura em seis municipios do estado do Rio Grande do Sul, Brasil (2015-2017).

Municipio (RS) Estéadio evolutivo
Ecotopo N1 N2 N3 N4 N5 3 Q Total
Cacapava do Sul
Peridomicilio 0 0 0 0 0 0
Silvestre 37 99 39 21 44 247
Cachoeira do Sul
Peridomicilio 0 0 0 0 0 0 0
Silvestre 19 14 14 17 73
Cangucl
Peridomicilio 0 0 0 0 0 0 0
Silvestre 13 28 10 23 85
Encruzilhada do Sul
Peridomicilio 0 0 0
Silvestre 13 38
Lavras do Sul
Peridomicilio 0 1 2 4 2 9
Silvestre 63 62 69 52 124 384
Sé&o Jerdnimo
Peridomicilio 0 0 0 0 0 0
Silvestre 28 12 39 98
Total 147 240 146 95 262 21 23 934

A classificacdo por espécies de algumas ninfas e de alguns adultos através da
morfologia (LENT & WYGODZINSKY, 1979) foi realizada antes da analise molecular,
resultando na identificacdo de Triatoma carcavalloi (N=52), Triatoma rubrovaria
(N=27) e Triatoma circummaculata (N=29). Quando néo foi possivel a identificacdo
por taxonomia classica, os espécimes foram enviados para a analise de taxonomia

molecular (N=826) e os resultados estdo apresentados a seguir.

4.2 Analises moleculares

4.2.1 Taxonomia molecular

Sequenciamento de DNA mitocondrial e analise filogenética
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Testamos a utilizagédo dos iniciadores 7432F e 7433R em triatomineos adultos
provenientes do insetario do Laboratério Nacional e Internacional de Referéncia em
Taxonomia de Triatomineos do subcomplexo T. rubrovaria: T. rubrovaria, T.
carcavalloi, T. circummaculata, T. pintodiasi e T. klugi. Triatoma oliveirai e T. limai
foram as Unicas espécies pertencentes ao subcomplexo que nao foram incluidas nos
ensaios moleculares de taxonomia, devido a dificuldade de coletar e manter em
colénia de laboratorio.

O fragmento de 682 pb do Cyt b foi amplificado com sucesso em quatro das

cinco espécies analisadas com excec¢do do T. pintodiasi (Figura 13).

682 pb

Figura 13: Gel representativo da eficiéncia dos iniciadores 7432F e 7433R para o alvo

Cyt b de espécies referéncias do subcomplexo T. rubrovaria provenientes de insetario.

Gel de agarose a 1,5% corado com Nancy. M: Marcador de Peso Molecular (100 pb); 1:

controle negativo (somente os reagentes, sem DNA); 2: T. rubrovaria. 3: T. carcavalloi. 4:

T. circummaculata. 5: T. pintodiasi. 6: T. klugi.

Apbés o teste com as amostras de insetario, repetimos as mesmas
condi¢cbes da PCR para as amostras coletadas no campo. No entanto, algumas
amostras apresentaram bandas duplas: uma correspondente a banda de
interesse (682 pb) e a outra banda referente a, aproximadamente, 100 pb
(Figura 14A). Sequenciamos alguns destes amplicons e os eletroferogramas
apresentaram picos duplos. Desta forma, desenhamos um outro par de
iniciadores (Cytb105-27 e Cytbh622-45R) utilizando como base as sequéncias de
DNA das espécies referéncias do subcomplexo T. rubrovaria que tinhamos
disponiveis. Por meio desta nova dupla de iniciadores foi possivel amplificar um
maior niumero de amostras contendo apenas o fragmento esperado de 500 pb

(Figura 14B). Assim, demos prosseguimento ao sequenciamento das 310
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amostras (de um total de 826) que foram analisadas e que apresentaram
amplificac@o do fragmento de interesse. Posteriormente, realizamos as analises

filogenéticas.

10 11 12 13 14 15

L A i i .- "

—

= 500 pb

Figura 14: Gel representativo de espécimes do subcomplexo T. rubrovaria coletados no campo.

Gel de agarose a 1,5% corado com Nancy. A: Amplificagdo com os iniciadores 7432F e 7433R (682 pb e 100 pb) - M:
Marcador de Peso Molecular (100 pb); 1-15: Insetos de campo. B: Amplificacdo com os iniciadores Cytb105-27 e Cyth622-
45R (500 pb) - M: Marcador de Peso Molecular (100 pb); 1: controle negativo (somente os reagentes, sem DNA); 2-19:
Insetos de campo.

Ao todo, 92 amostras tiveram o fragmento de 500 pb do Cyt b sequenciado
(29,7%; 92/310), além das sequéncias-referéncia de insetos adultos de T. rubrovaria,
T. klugi, T. circummaculata e T. carcavalloi. Os modelos de arvores filogenéticas a
priori de coalescéncia e Birth-Death ndo apresentaram diferencas nos valores de
verossimilhanca e em geral apresentaram topologias semelhantes, com excecao do
clado contendo a sequéncia-referéncia de T. klugi. O modelo Birth-Death n&o
agrupou nenhuma sequéncia de triatomineos provenientes do campo com a
sequéncia-referéncia de T. klugi, enquanto que o0 modelo coalescente de
crescimento populacional constante agrupou cinco individuos de campo a essa
sequéncia de referéncia.

A arvore filogenética gerada a partir do modelo Birth-Death agrupou as 92
amostras em nove clados, dos quais quatro continham as sequéncias-referéncia, T.
rubrovaria formou um clado mais distante das demais sequéncias-referéncia e T.
circummaculata e T. carcavalloi foram as mais proximamente relacionadas. Das
amostras sequenciadas, 17 (18,5%) foram identificadas como Triatoma
circummaculata, 19 (20,7%) como Triatoma carcavalloi e 12 (13,04%) como
Triatoma rubrovaria. As restantes foram agrupadas em cinco clados sem sequéncia-
referéncia, sendo quatro no clado 1, trés no clado 2, cinco no clado 3, quinze no

clado 4 e dezessete no clado 5 (Figura 15).
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Figura 15: Reconstrucéao filogenética bayesiana com o modelo Birth-Death.

As cores indicam os clados cujas amostras foram atribuidas: azul: T. circummaculata; vermelho: T.
carcavalloi; verde escuro: T. rubrovaria; verde claro: clado 1; rosa: clado 2; lilas: clado 3; laranja:

clado 4; azul petréleo: clado 5.

Utilizando-se como base a reconstrugdo filogenética bayesiana, os nove

clados encontrados foram tratados como sendo nove unidades taxondmicas

distintas. A partir do calculo das divergéncias par-a-par utilizando o modelo de

substituicdo nucleotidica K2P, de forma geral, a divergéncia média intraclados variou
de 0,001 - 0,003, enquanto a divergéncia média interclados foi de 0,014 - 0,044. As
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divergéncias entre as sequéncias-referéncia foram baixas, se comparadas aquelas
obtidas entre espécies de Rhodnius e Triatoma (K2P < 0,03) (MONTEIRO et al.
2003, 2004).

assemelhavam aqueles observados em comparacdes entre sequéncias de clados

Algumas divergéncias intraclados obtiveram valores que se
distintos, como foi o caso das sequéncias do clado de T. circummaculata, ou ainda
nos clados 3 e 4 (divergéncias de até 0,016; 0,011; e 0,017, respectivamente), se
comparados com as divergéncias calculadas entre T. klugi e T. carcavalloi (0,016),
T. circummaculata e T. carcavalloi (0,008), clados 1 e 3 (0,018), e ainda clados 2 e 3
(0,016). A maior divergéncia encontrada entre as sequéncias-referéncia foi de 0,032,
na comparacao entre T. klugi e T. rubrovaria. Considerando ainda as sequéncias dos
demais clados sem sequéncia-referéncia, a maior divergéncia média encontrada foi

entre o clado de T. rubrovaria e o clado 4 (0,044) (Tabela 5).

Tabela 5: Média das divergéncias par-a-par utilizando o Modelo de Substituicdo Nucleotidica K2P.
Entre paréntesis estdo os valores minimo e maximo de divergéncia. Em vermelho, sdo os valores de divergéncia intra-

clados.

Clados 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1. T. klugi NA
2. T. circummaculata | 0,022 0,002
(0,017- | (0,000-
0,028) | 0,016)
3. T. carcavalloi 0,016 0,008 0,003
(0,013- | (0,007- (0,000-
0,020) | 0,011) 0,009)
4. T.rubrovaria 0,032 0,024 0,019 0,001
(0,029- | (0,022- (0,018- | (0,000-
0,036) | 0,027) 0,022) 0,004)
5. Clado 1 0,022 | 0,021 0,014 0,020 0,002
(0,020- | (0,018- (0,014- | (0,019- | (0,000-
0,020) | 0,022) 0,014) 0,020) 0,005)
6. Clado 2 0,025 | 0,014 0,015 0,024 0,020 0,001
(0,024- | (0,012- (0,014- | (0,023- | (0,016- | (0,000-
0,028) | 0,017) 0,018) 0,025) 0,020) 0,004)
7.Clado 3 0,028 | 0,023 0,018 0,028 0,018 0,016 0,007
(0,022- | (0,020- (0,013- | (0,025- | (0,014- | (0,014- | (0,003-
0,033) | 0,026) 0,022) 0,032) 0,022) 0,020) 0,011)
8. Clado 4 0,043 | 0,039 0,032 0,044 0,034 0,034 0,030 0,009
(0,039- | (0,033- (0,025- | (0,035- | (0,025- | (0,023- | (0,018- | (0,000-
0,046) | 0,044) 0,036) 0,050) 0,040) 0,040) 0,040) 0,017)
9. Clado 5 0,037 | 0,031 0,027 0,041 0,026 0,025 0,023 0,019 0,003
(0,032- | (0,020- (0,017- | (0,038- | (0,014- | (0,015- | (0,011- | (0,015- | (0,000-
0,042) | 0,038) 0,032) 0,046) 0,035) 0,032) 0,032) 0,032) 0,009)
4.2.2 Habito alimentar — dos testes preliminares em laboratério aos

triatomineos de campo
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Antes de iniciarmos 0s experimentos com as amostras de triatomineos do
campo, nés testamos a eficiéncia dos iniciadores H1 e H2 para o gene Cyt b em um
painel de amostras de DNA de diferentes vertebrados (humano, gamba, morcego,
gato, céo e rato), seguindo o protocolo de extracdo de DNA descrito no item 3.2.
Para evitar erros na analise de identificacdo de fonte alimentar, buscamos confirmar
que esses iniciadores ndo se anelariam em regiées do DNA de tripanosomatideos
que poderiam estar presentes nos insetos infectados. Assim, a regiao
correspondente a 383 pb (Cyt b) foi amplificada pela PCR nos vertebrados
examinados, mas nao foi observada para DNA de T. cruzi, T. rangeli, Leishmania
braziliensis e Leishmania chagasi, demonstrando a especificidade dos iniciadores
para o Cyt b. Neste ensaio, também incluimos espécimes de R. prolixus alimentados
por meio de um aparato artificial (“mamadeira”) com sangue de coelho e de galinha e
foi observada a amplificacdo da regido de interesse (383 pb), mostrando uma boa
eficiéncia dos iniciadores na deteccéao de fonte alimentar diretamente dos intestinos
médio posterior e posterior de triatomineos alimentados (Figura 16).

4= 3383 pb

Figura 16: Teste de eficiéncia dos iniciadores H1 e H2 (Cyt b).

Gel de agarose a 2% corado com Nancy. M: Marcador de peso molecular (100 pb); 1: Controle
negativo da PCR (tubo contendo todos os reagentes na auséncia de DNA); 2: Controle negativo da
extracdo (tubo contendo todos os reagentes na auséncia de intestino de triatomineo); 3: sangue de
gamb4; 4: sangue de morcego; 5: sangue de gato; 6: sangue de humano; 7: sangue de céo; 8:
sangue de rato; 9: triatomineo alimentado artificialmente de coelho; 10: triatomineo alimentado
artificialmente de galinha; 11: DNA de T. cruzi; 12: DNA de T. rangeli; 13: DNA de L. braziliensis; 14:
DNA de L. chagasi.
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As sequéncias geradas foram analisadas e a confirmacéo das espécies das
fontes alimentares foi feita a partir da andlise de similaridade entre sequéncias de
DNA no algoritmo BLAST, comparando com as sequéncias disponiveis no GenBank
(Tabela 6).

Tabela 6: Andlise de similaridade das fontes alimentares testadas pelos iniciadores H1 e H2 (Cyt b).

Alvo Amostra Fonte alimentar Identidade (%) N° de acesso

Triatomineo alimentado com

Oryctolagus cuniculus 89 emb|HG810791.1
sangue de coelho
Triatomineo allmen_tado com Gallus gallus 94 D0O236093.1
sangue de galinha
Cytb Sangue de humano Homo sapiens 97 gb|KJ801974.1
Sangue de gamba Didelphis aurita 89 gb|JF280994.1
Sangue de céo Canis lupus familiaris 85 gb|IX849655.1

Analisamos a cinética de amplificacdo do alvo Cyt b em diferentes dias pos-
alimentacdo (dpa) sanguinea, para a deteccdo do contetdo alimentar no trato
digestério de triatomineos engurgitados. Deste modo, 50 espécimes de R. prolixus
foram submetidos ao repasto sanguineo em coelho utilizando um aparato artificial,
dos quais 34 individuos se alimentaram. Este ensaio experimental foi realizado no
Laboratério de Bioquimica e Fisiologia de Insetos, I0C, Fiocruz. Nos pontos (dpa)
equivalentes a 8, 15, 22, 29, 37, 43, 49, 52, 55, 62, 72 e 80, os insetos foram
dissecados e 0s seus intestinos meédio posterior e posterior foram processados para
extracdo de DNA e posterior amplificacdo pela PCR para deteccéo do gene Cyt b. O
produto referente ao fragmento de 383 pb foi observado até 80 dias apés a
alimentacdo em quase todas as amostras analisadas (Figura 17). E importante
ressaltar que o ultimo ponto de observacdo foi em 80 dpa por ndo termos mais

insetos alimentados disponiveis para a analise.
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Figura 17: Cinética de detec¢do do contéudo alimentar no trato digestério de R. prolixus alimentados
com sangue de coelho.

Gel de agarose a 2% corado com Nancy. M: Marcador de peso molecular (100 pb); 1 e 2: Controles
negativos da PCR (tubo contendo todos os reagentes na auséncia de DNA e um tubo contendo
apenas agua estéril); 3: Controle negativo da extracdo (tubo contendo todos os reagentes na
auséncia de intestino de triatomineo); 4-5: 8 dpa; 6-8: 15 dpa; 9-11: 22 dpa; 12-14: 29 dpa; 15-17: 37
dpa; 18-20: 43 dpa; 21-23: 49 dpa 24-26: 52 dpa; 27-29: 55 dpa; 30-32: 62 dpa; 33-35: 72 dpa; 36-37:
80 dpa.

Das 934 amostras analisadas, 7 ndo amplificaram o gene constitutivo do
triatomineo, que € o nosso controle interno, na PCR convencional multiplex e, por
este motivo, estas amostras ndo foram incluidas nas analises moleculares
posteriores (carga parasitaria, genotipagem do parasito e habito alimentar).

Apoés os testes de eficiéncia dos iniciadores e da cinética de detec¢cdo do DNA
de fontes alimentares em diferentes dias apés o repasto sanguineo artificial,
submetemos todas as 927 amostras de triatomineos coletados no campo a PCR
convencional com o objetivo de identificar potenciais reservatorios que participam
do(s) ciclo(s) de transmissdo do T. cruzi nas areas estudadas. Destes, foi possivel
amplificar o fragmento de Cyt b em 577 insetos (62,3%; 577/927) (Figura 18).
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Figura 18: Detecc¢do do fragmento do gene Cyt b nos triatomineos coletados no RS.

Gel de agarose a 2% corado com Nancy. M: Marcador de peso molecular (100 pb); CN: Controles
negativos da PCR (tubo contendo todos os reagentes na auséncia de DNA) e da extracdo (tubo
contendo todos o0s reagentes na auséncia de intestino de triatomineo), respectivamente; 1-21:
triatomineos de campo.

Das 577 amostras amplificadas, 341 (59,1%; 341/577) apresentaram
resultados mais consistentes quando suas sequéncias foram comparadas com as
sequéncias disponiveis no GenBank. As demais amostras ficaram sem identificacédo
da fonte alimentar devido a falta de similaridade com as sequéncias disponiveis no
banco de dados ou por gerar sequéncias de baixa qualidade. Assim, consideramos
somente as amostras que obtiveram identidades entre 80% e 100% e cobertura
acima de 70% (Anexo 1).

Dezenove espécies foram observadas nos triatomineos analisados,
demonstrando o ecletismo alimentar destes vetores (Tabela 7). Doze espécies de
mamiferos foram identificadas em 238 das 341 amostras (69,5%), sendo 73,5%
(175/238) destas sequéncias correspondentes a Homo sapiens; 6,3% (15/238) a
Ovis aries; 5,9% (14/238) a Mus musculus; 4,2% (10/238) a Canis lupus familiaris;
2,9% (7/238) a Capra hircus; 2,1% (5/238) a Planigale maculata; 1,7% (4/238) a Bos
taurus; 1,3% (3/238) a Conepatus semistriatus; e menos de 1% para as especies
Neacomys sp. (2/238), Leopardus tigrinus (1/238), Oryctolagus cuniculus (1/238) e
Coendou prehensilis (1/238). A espécie Gallus gallus foi a Unica representante de
Aves detectada em 113 insetos (33,1%; 113/341), sendo a segunda espécie com
maior prevaléncia (depois de Homo sapiens). Também foi possivel detectar 3
espécies da Classe Insecta em 8 triatomineos (2,3%; 8/341): Gryllus assimilis (1,2%;
4/341), Blaptica dubia (0,9%; 3/341) e Blattella germanica (0,3%; 1/341). Por fim, 3

espécies de répteis em 7 espécimes (2,1%; 7/341) foram observadas: Tupinambis
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merianae (1,5%; 5/341), Acanthodactylus cf. cantoris (0,3%; 1/341) e Varanus
griseus (0,3%; 1/341).

No anexo 1 listamos todos os insetos cuja a identificagdo da fonte alimentar
foi realizada, a maioria proveniente do ambiente silvestre, com excecdo de uma ninfa
(N5) de T. rubrovaria alimentada com sangue humano, coletada no peridomicilio em
Lavras do Sul. Podemos observar possiveis alimentacées mistas em 19 insetos
(5,6%; 19/341), que foram: Homo sapiens + Canis lupus familiaris (31,6%, 6/19),
Homo sapiens + Canis lupus familiaris + Planigale maculata (21,1%, 4/19), Homo
sapiens + Planigale maculata (5,3%, 1/19), Homo sapiens + Gallus gallus (5,3%,
1/19), 1/19),

Acanthodactylus cf. cantoris (5,3%, 1/19), Homo sapiens + Conepatus semistriatus

Homo sapiens + Varanus griseus (5,3%, Homo sapiens +
(5,3%, 1/19), Homo sapiens + Conepatus semistriatus + Leopardus tigrinus (5,3%,
1/19), Homo sapiens + Tupinambis merianae (5,3%, 1/19), Homo sapiens + Blaptica
dubia (5,3%, 1/19) e Blaptica dubia + Blattella germanica (5,3%, 1/19).

Quando analisamos a diversidade de espécies por municipios onde os insetos
foram coletados, observamos que Homo sapiens foi a fonte alimentar encontrada
com maior frequéncia em 4 dos 6 municipios (N=175), seguido de Gallus gallus
(N=113), Ovis aries (N=15), Mus musculus (N=14), Canis lupus familiaris (N=10),
Capra hircus (N=7), Planigale maculata e Tupinambis merianae (N=5), Gryllus
assimilis e Bos taurus (N=4), Conepatus semistriatus e Blaptica dubia (N=3),
Neacomys sp. (N=2), entre outras. A propor¢cdo de espécie de fonte alimentar por
inseto analisado nédo foi 1:1 devido as alimentacdes mistas identificadas nos vetores.
Deste modo, a mesma espécie de fonte alimentar foi observada em mais de um

individuo analisado, totalizando 366 espécimes (Tabela 7).

Tabela 7: Frequéncia de espécies identificadas como fonte alimentar por municipio em que os triatomineos foram
coletados.

Municipios Sao Encruzilhada | Cacapava | Cachoeira | Cangucu | Lavras | Total
Espécies Jerénimo do Sul do Sul do Sul do Sul
Homo sapiens 13 4 57 21 13 67 175
Gallus gallus 16 3 26 13 14 41 113
Ovis aries 0 0 1 0 0 14 15
Mus musculus 1 0 3 6 3 1 14
Canis lupus familiaris 0 1 2 1 1 5 10
Capra hircus 0 0 6 0 0 1
Tupinambis merianae 0 0 1 0 0 4 5
Planigale maculata 0 0 0 0 1 4

[@))
w



Total

Gryllus assimilis

Bos taurus

Conepatus semistriatus

Blaptica dubia

Neacomys sp.

Oryctolagus cuniculus

Blattella germanica

Varanus griseus

Acanthodactylus cf. cantoris

Leopardus tigrinus

Coendou prehensilis

| Of | k| O] O] O O] O] ©of ©

O| O O] O O] O] O k| O I DN

o O] O] O] O] ©o| ©o| ol o] o] ©

o O] O] O] O] ©o| ©o| ol o] o] ©

R R O O P P N N W[ W N

Pl Rl R R P RN W] w M

19

w
N

| O O] O O] O] ol o] o] ol o| ©

100

N
'—\

w
N

153

366

O municipio Lavras do Sul apresentou a maior diversidade de fontes
alimentares em triatomineos (393 insetos analisados; 89,5% das espécies de fontes
alimentares), ao passo que o municipio Encruzilhada do Sul apresentou a menor
diversidade (3 fontes alimentares em 38 triatomineos analisados). S&o Jerénimo e
Cangucu (54% e 44%, respectivamente) foram os Unicos municipios em que a
galinha foi a fonte alimentar mais frequente do que H. sapiens, ainda que os

humanos tenham sido a segunda maior fonte (43% e 41%, respectivamente) (Figura

19).
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Figura 19: Espécies identificadas com maiores frequéncias no contéudo intestinal de triatomineos por
municipio.

(A) Lavras do Sul. (B) Cacapava do Sul. (C) Cangugu. (D) Sao Jerébnimo. (E) Encruzilhada do Sul. (F)
Cachoeira do Sul.

4.2.3 Infeccéao natural

A analise de deteccdo de kDNA de T. cruzi em triatomineos de campo foi
realizada para rastrear possiveis infec¢cdes naturais e melhor compreender a
dindmica de transmissao do parasito nas regides de estudo.

Do total de 927 amostras, 26 tiveram resultados positivos para PCR-kDNA
(26/927; 2,8%). A razdo entre 0 numero de exemplares naturalmente infectados pelo
protozoario e 0 numero de espécimes coletados de uma determinada espécie foi
superior para T. rubrovaria (6/27; 22,2%), seguido de T. circummaculata (3/29;
10,3%) e T. carcavalloi (2/52; 3,8%). As demais 15 amostras positivas para kDNA de
T. cruzi pertencem ao grupo dos 826 espécimes nao identificados (NI) que foram

submetidos a taxonomia molecular, perfazendo uma taxa de 1,8% de positividade.
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Como dito anteriormente, o fragmento de 163 pb correspondente a regido 12S
do RNA ribossomal de triatomineos foi utilizado para validar as amostras kDNA-
negativas, livres de infeccéo pelo T. cruzi (as quais ndo amplificaram o fragmento de
330 pb) e para indicar que ndo houve inibicdo da reacdo de PCR ou falhas na etapa
de extracdo de DNA do conteudo intestinal do triatomineo (com excecdo das 7
amostras mencionadas anteriormente). Nos nossos resultados néo foi detectada a
presenca de KDNA de T. rangeli em nenhum dos exemplares, considerando o perfil
de bandas (300 pb, 360 pb e 760 pb) observado no controle positivo para este

tripanossomatideo (cepa Macias) (Figura 20).

M1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

<«— 760 pb

<«— 360 pb
<«— 330 pb

163 pb

Figura 20: Exemplo de revelagédo dos resultados da PCR convencional multiplex para avaliar infecgdo
natural em triatomineos.

Gel de agarose 2% corado com Nancy. M: Marcador de peso molecular (100 pb); 1 e 2: Controles
negativos da PCR (tubo contendo todos os reagentes do mix de PCR na auséncia de DNA e um tubo
contendo apenas agua estéril); 3: Controle negativo da extragdo (tubo contendo todos os reagentes do kit
para extracdo de DNA na auséncia de intestino de triatomineo); 4-13, 17: Insetos KDNA-positivos; 14-16,
18, 19: Insetos ndo infectados; 20: Controle positivo de T. rangeli (DNA extraido de epimastigotas Cepa
Macias, 10° parasitos/mL); 21: Controle positivo de T. cruzi (DNA extraido de epimastigotas CL-Brener,
105 parasitos/mL); 22: Controle positivo de infeccdo (DNA de lisado de R. prolixus néo infectado misturado
a DNA de T. cruzi CL-Brener, 105 parasitos/mL).

As espécies de triatomineos naturalmente infectadas por T. cruzi foram
encontradas em quatro dos seis municipios estudados: Cagapava do Sul (T.
carcavalloi, N=1; Triatoma sp., N=3), Cangucu (T. carcavalloi, N=1; Triatoma sp.,
N=3), Lavras do Sul (T. rubrovaria, N=6; Triatoma sp., N=9) e Sao Jerénimo (T.
circummaculata, N=3). Cachoeira do Sul e Encruzilhada do Sul foram o0s unicos
municipios em que nenhum inseto KDNA-positivo foi encontrado. Todos os insetos

infectados estavam presentes no ambiente silvestre (sob rochas).
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4.2.4 Carga parasitaria

Para quantificar a carga parasitaria de amostras de triatomineos considerados
positivos a partir da deteccdo de kDNA de T. cruzi por PCRc, foi utilizado um ensaio
de gPCR multiplex com base no sistema TagMan®, tendo como alvo o gene que
codifica a regido 12S do RNA ribossomal de triatomineos e o DNA nuclear satélite
de T. cruzi. A Figura 21 mostra um exemplo de curva padrédo de calibracao
construida a partir de DNA diluido em série, extraido de um pool de cinco intestinos
de triatomineos (R. prolixus livres de infeccdo) contaminado artificialmente com
epimastigotas de T. cruzi CL-Brener. A deteccdo de DNA de triatomineos foi linear,
na faixa de 5 a 0,001 equivalentes de triatomineo. A equacao da reta foi Y = -2,60X
+ 28,77, 0 que resultou em eficiéncia (Eff%) de 142% e coeficiente de linearidade
(R?) de 0,99 (Figura 21A). A faixa de deteccdo de DNA de T. cruzi também foi linear,
variando de 10° a 10 equivalentes de parasito (Y= -3,28X + 42,11, Eff%= 101, R?>=
0,97) a partir de amostras reconstituidas de intestinos de triatomineos contendo o
parasito (Figura 21B). Nestes ensaios, a detec¢cdo de até 1 equivalente de parasito

foi possivel com valor de Ct=40.

A Curva padrao: Triatomineo Curva padrao: T. cruzi B
K 4] |
40 4 ]
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325 351
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IR 1 IR L SRR L R R X1 M AL MR RV R R BRI 20 1
0000 0001 an 0102 1 23¢ 1020 100200 1000 0102 1 234 1020 100 1000 10000 100000 1000000 100000
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Slope: -2,601 Y-Inter: 28,773 R2 0,99 Eff%: 142 Slope: -3,283 Y-Inter: 42,114 R2: 0,97 Eff%: 101

Figura 21: Ensaio de gPCR TagMan.

Curvas padrdes representativas para as quantificacdes absolutas de DNA de triatomineos e de DNA de T.
cruzi construida a partir de DNA diluido em série, extraido de um pool de cinco intestinos de triatomineos
ndo infectados e contaminados artificialmente com epimastigotas de T. cruzi CL-Brener. Eixo X:

Quantidade (Intestino de triamineo / Equivalentes de parasito). Eixo Y: NUmero de ciclos (Cr). A inclin

acéo

(slope), coeficiente de regresséo (R?) e a eficiéncia de amplificagcdo (Eff%) estao indicados nos graficos A:

Curva padréo de DNA de triatomineo, B: Curva padréo de DNA de T. cruzi.

A sequir estédo representadas as curvas de amplificagdo (amplification plot)
geradas pelo equipamento ABI Prism 7500 Fast durante os ensaios de
quantificacdo. Pode-se observar uma expressiva variacdo dos valores de Ct (eixo
X) para o alvo em triatomineo (Ct = 20 a Cr = 36), considerando a heterogeneidade

do conteudo de DNA de intestino dos triatomineos capturados, que esta
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relacionada aos distintos estadios evolutivos dos espécimes (Figura 22A).
Ressalta-se que as amostras de triatomineos que foram quantificadas foram
aguelas que deram resultados positivos para a presenca de DNA de T. cruzi pela
PCR convencional multiplex e que revelaram o fragmento de 163 pb
correspondente a regido 12S do RNA ribossomal de triatomineos, confirmando
assim a qualidade do DNA extraido e auséncia de inibidores nas amostras. Da
mesma forma, pode ser observada a variacdo dos valores de Ct para o alvo em T.
cruzi (Cr = 10 a Cr = 37), demonstrando a ampla variagcdo de carga parasitaria

entre as diferentes amostras de triatomineos (Figura 22B).
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Figura 22: Curvas de amplificacéo representativas do ensaio de gPCR — sistema TagMan.

A: Alvo triatomineo. B: Alvo T. cruzi. Eixo X: Ndmero de ciclos. Eixo Y: Variacdo de fluorescéncia
normalizada gerada pela clivagem da sonda TagMan (ARn). A linha horizontal nos gréaficos (em
rosa/azul) corresponde ao Threshold selecionado no software, o que permite indicar o ciclo (Ct) no qual
a fluorescéncia de cada amostra ultrapassa a linha Threshold, estipulada em 0,02 em todos os ensaios.

Todos os 26 insetos positivos para KDNA de T. cruzi por PCRc foram

quantificados pela gPCR. A carga parasitaria variou entre 2,3 x 10’ (um Unico
exemplar, T. rubrovaria) a 1,5 x 10! equivalentes de parasito (Triatoma sp.), com

uma mediana de 10* equivalentes de parasito (Figura 23, Tabela 8).
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Figura 23: Quantificacdo absoluta da carga parasitaria de T. cruzi por PCR em
Tempo Real multiplex de 26 triatomineos kDNA-positivos coletados no RS.
A mediana (linha horizontal) foi de 10* equivalentes de parasito.

4.2.5 Genotipagem de T. cruzi em DTUs

A caractezicdo molecular de T. cruzi em triatomineos naturalmente infectados
foi baseada em reacdes de PCR convencional multilocus. Como demonstrado na
figura 12, utilizamos quatro marcadores moleculares: (i) Spliced Leader (SL) ou mini-
exon a partir de trés regides intergénicas (IRac, IRI e Il). IRac diferencia Tcl (150 pb)
de Tcll/VIVI (157 pb) e Tclll/IV (200 pb); (ii) IRI e Il diferenciam as mesmas DTUs de
IRac, mas com um padrao de pares de bases diferenciado (350 pb para Tcl, 300 pb
para Tcll/V/VI, e sem amplificagdo para Tclll/IV). (iii) 24S-a diferencia Tcll/VI (140
pb) de TcV (125/140 pb), mas ndo separa as DTUs Tcll e TcVI. Para isso, utilizamos
a (iv) regido correspondente ao fragmento nuclear A10 gerando uma amplificacéo
de 580 pb ou 690 pb para Tcll e de 525 pb ou 630 pb para TcVI. A confirmacao da
DTU so6 foi realizada quando os trés primeiros alvos do algoritmo (IRac, IRI e IRII e
24S-a) foram amplificados. As DTUs puderam ser distinguidas através da analise do
perfil eletroforético dos fragmentos obtidos, visualizados em gel de agarose a 3%
(Figura 24).

Conseguimos identificar o gendétipo de T. cruzi em apenas 23,1% (6/26) das
amostras kDNA-positivas coletadas no Rio Grande do Sul (Tabela 8). A DTU mais
abundante foi Tcl (5/6; 83,3%), sendo que em uma destas amostras foi identificada
coinfeccado por Tcl + IV (1/6; 16,7%). A ocorréncia de TcV foi verificada em um
exemplar (1/6; 16,7%). A DTU Tcl foi encontrada na espécie T. rubrovaria (N=3,
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duas fémeas e um macho) no municipio de Lavras do Sul, e em Triatoma sp. (N=1,
ninfa N2) de Cacapava do Sul. A DTU TcV foi detectada em um exemplar de T.
carcavalloi (ninfa N2) de Cangucu; e a coinfeccdo por Tcl + IV em uma fémea da

espécie T. circummaculata, de Sdo Jerébnimo (Tabela 8).
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Figura 24: Géis representativos da tipagem molecular de T. cruzi em amostras de triatomineos
naturalmente infectados.

A. Regido intergénica do Spliced Leader (SL) ou mini-exon (SL-IRac). M: Marcador de peso molecular
de 100 pb; 1: Controle negativo da PCR (tubo contendo todos os reagentes do mix da PCR na
auséncia de DNA); 2: Controle negativo da extracdo (tubo contendo todos os reagentes do kit para
extracdo de DNA na auséncia de intestino de triatomineo); 3-12: Amostras de triatomineos kDNA-
positivos; 13: Controle positivo Tcl (Cepa Dm28c, 150 pb), 14: Controle positivo Tcll/V/VI (Cepa Y,
157 pb); 15: Controle positivo Tclll/IV (Cepa 4167, 200 pb). B. Regido Intergénica do Spliced Leader
(SL-IRI e 1I). M: Marcador de peso molecular de 100 pb; 1: Controle negativo da PCR (tubo contendo
todos os reagentes na auséncia de DNA); 2: Controle negativo de triatomineo (inseto nédo infectado
mantido em laboratério - Laboratério de Bioguimica e Fisiologia de Insetos/IOC); 3-21: Amostras de
triatomineos KDNA-positivos; 22: Controle positivo Tcl (Cepa Dm28c, 350 pb); 23: Controle positivo
Tcll/VIVI (Cepa Y, 300 pb); 24: Controle positivo Tclll/IV (Cepa 4167, ndo amplifica esse alvo). C.
Regido do gene ribossomal subunidade 24S-a. M: Marcador de peso molecular de 100 pb, 1:
Controle negativo da PCR (tubo contendo todos os reagentes na auséncia de DNA); 2-12: Amostras
de triatomineos kDNA-positivos; 13: Controle positivo Tcll/VI (Cepa Y, 140 pb); 14: Controle positivo
TcV (Cepa LLO14, 125/140 pb); 15: Controle positivo Tclll (Cepa 3663, 125 pb). D. Regido
correspondente ao fragmento nuclear A10. M: marcador de peso molecular de 100 pb; 1: Controle
negativo da PCR (tubo contendo todos os reagentes na auséncia de DNA); 2: Controle negativo de
triatomineo (inseto nado infectado mantido em laboratério - Laborat6rio de Bioquimica e Fisiologia de
Insetos/IOC); 3-16: Amostras de triatomineos kDNA-positivos; 17: Controle positivo Tcll (Cepa Y,
580/690 pb); 18: Controle positivo TcVI (Clone CL-Brener, 525/630 pb).

A tabela abaixo apresenta todos os 26 insetos que continham DNA de T.

cruzi. Neste estudo detectamos, pela primeira vez, a infeccdo por T. cruzi na espécie
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T. carcavalloi (em 2 exemplares), sendo que um dos espécimes havia se alimentado

de sangue humano.

Também observamos alimentacdo mista (Conepatus

semistriatus + Homo sapiens) em T. rubrovaria infectado e coinfeccédo (Tc I+IV) em

uma fémea de T. circummaculata, mesmo com a identificacdo de Gallus gallus como

fonte alimentar nesse espécime, considerando que aves sao refratarias a infeccéo

por T. cruzi. Entre os 15 triatomineos kDNA-positivos cujas fontes alimentares

puderam ser identificadas, a maioria (86,7%; 13/15) se alimentou de sangue de

galinha. E importante mencionar que encontramos estadios evolutivos mais jovens,

como o de 2° estadio, infectados por T. cruzi, sendo estes 0s que apresentaram

menor carga parasitaria.

Tabela 8: Correlagao entre espécie, estadio evolutivo, carga parasitaria, DTU, fonte alimentar e municipio
em que os triatomineos KDNA-positivos foram coletados.

Espécie Estéd.io F:arga parasitaria | DTU Fonte Municipio
evolutivo | (Equivalentes de parasito) alimentar
T. rubrovaria N4 1,7 x 108 - - Lavras do Sul
Conepatus
T. rubrovaria N5 15x 108 - semistriatus + Lavras do Sul
Homo sapiens
T. rubrovaria MACHO 1,0x 108 - - Lavras do Sul
T. rubrovaria MACHO 6,4 x 102 I Gallus gallus Lavras do Sul
T. rubrovaria FEMEA 1,3 x10°% I - Lavras do Sul
T. rubrovaria FEMEA 2,3 x 107 I Gallus gallus Lavras do Sul
T. circummaculata FEMEA 2,4 x 102 I+1V | Gallus gallus Séo Jerbnimo
T. circummaculata FEMEA 1,6 x 10° - Gallus gallus Séo Jerbnimo
T. circummaculata | MACHO 1,0 x 10° - Gallus gallus Séo Jerbnimo
T. carcavalloi N5 1,9 x 104 - Homo sapiens Cangucu
T. carcavalloi N2 1,5x 10! \% Gallus gallus Cangucu
Triatoma sp. N4 1,0 x 104 - Gallus gallus Cangucu
Triatoma sp. N4 4,6 x 103 - - Lavras do Sul
Triatoma sp. N4 2,4 x10* - Gallus gallus Cacapava do Sul
Triatoma sp. N4 3,5 x10* - - Cangucu
Triatoma sp. N4 4,9 x 104 - Gallus gallus Lavras do Sul
Triatoma sp. N5 1,4 x 104 - - Lavras do Sul
Triatoma sp. N2 5,4 x 10! I Gallus gallus Cacapava do Sul
Triatoma sp. MACHO 5,8 x 103 - - Cagapava do Sul
Triatoma sp. N4 1,8 x 10° - Gallus gallus Cacapava do Sul
Triatoma sp. N5 9,9 x 103 - Gallus gallus Lavras do Sul
Triatoma sp. N5 5,5 x 104 - Gallus gallus Lavras do Sul
Triatoma sp. N5 4,1 x 108 - - Lavras do Sul
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Triatoma sp. N4 6,3 x 102 - - Lavras do Sul

Triatoma sp. N5 5,3 x 102 - - Lavras do Sul

Triatoma sp. N2 1,0 x 10? - - Lavras do Sul

4.3 Competéncia vetorial de T. rubrovaria

Infecg&o experimental por T. cruzi

Os resultados da infeccado revelaram que tanto T. rubrovaria quanto T.
infestans apresentaram taxas semelhantes de infeccdo por T. cruzi TcVI,
independente de dpi ou forma evolutiva do parasito (X2 = 3,5 x 1073, df = 1, p>
0,05). Vinte de 24 espécimes (20/24; 83,3%) de T. rubrovaria alimentados em
camundongos infectados excretaram o parasito, assim como 22 de 27 T. infestans
(22/27; 81,5%). O numero de triatomineos infectados e a carga parasitaria nas
fezes/urina foram semelhantes entre as espécies quando tripomastigotas e formas
transitérias de T. cruzi TcVI foram considerados (formas tripomastigotas: X2 = 0,09, p
= 0,77, eW = 0,03, p = 0,86; formas transitérias: X = 3,27, p = 0,051 eW = 3,08, p =
0,054). No entanto, o numero de insetos com tripomastigotas metaciclicos aumentou
nos ultimos dias apds a infeccdo, independentemente da espécie do vetor (GLM:
Tripomastigota ~ dpi, AICc = -91,57, com 72% de probabilidade de ser o melhor
modelo). O numero crescente de tripomastigotas nas excretas contaminadas
apresentou uma forte associacao positiva em relacdo ao tempo, em 60 e 90 dpi (OR
= 4,73 e 9,73, respectivamente; Tabela 9). As cargas mais altas de formas
tripomastigotas metaciclicas nas fezes/urina dos triatomineos foram também
encontradas nestes pontos de tempo (H = 18,66, p < 0,0001; Post-hoc de Dunn 30-
60 dpi com p = 0,021 e 30-90 dpi com p <0,0001; Figura 25A).

Tabela 9: Modelo Linear Generalizado para a presenga de formas tripomastigotas metaciclicas de T.
cruzi TcVI nas fezes/urina de T. rubrovaria e de T. infestans em diferentes dias ap6s a infecgdo (dpi).

Parametros OR Estimativa SE IC 95% P-value
(Intercepto) - -0,97 0,41 -1,78 -0,15 0,02*
60dpi 4,73 1,55 0,41 0,43 2,68 0,006**
90dpi 9,73 2,26 2,26 0,75 3,78 0,003**

Observe que 30 dpi ndo € mostrado, pois foi usado como Intercepto. IC: Intervalo de Confianga;
OR: Razao de Chances (do inglés Odds Ratio); SE: Erro Padréo.

*0,01 <p<0,05;

** 0,001 <p<0,01.
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Figura 25: Cargas de T. cruzi TcVI tripomastigotas metaciclicos (A) e epimastigotas (B) nas fezes/urina de T. infestans (em
vermelho) e T. rubrovaria (em azul).
O numero de infectados e o nimero total de espécimes analisados para cada condi¢do sao apresentados acima de cada
coluna do gréafico de pontos. As diferentes letras na parte superior indicam diferencas estatisticamente significativas (teste
de Kruskal-Wallis; A: p (a, b) <0,05; testes W de Wilcoxon-Mann-Whitney B: p (a, b) = 0,002 ep (c, d) = 0,02). dpi = dias
apos infeccao.
Em relacdo as formas epimastigotas, embora o GLM nao tenha indicado

diferencas entre as espécies ou dpi para taxa de infeccdo das excretas, a

qguantidade de parasitos T. cruzi TcVI em T. infestans foi maior do que a observada

em T. rubrovaria em 30 e 60 dpi (W =173 e 106, r=0,56 € 0,41, com p =0,002 e p

= 0,02, respectivamente) (Figura 25B).

Comportamento do vetor

Comparacdes por pares: Os pesos dos espécimes antes dos experimentos
nao tiveram diferenca significativa quando o status de infeccdo (T. rubrovaria nao
infectado e infectado) e espécie (T. rubrovaria e T. infestans) foram comparados
(Rank-sum test W, p> 0,1). Portanto, ndo houve necessidade de normalizar os
dados de volume de sangue ingerido (mediana + erro padréo 84,0 £ 24,2, 102,5 £
14,7 e 109 + 16,39 mg, para T. rubrovaria infectado e néo infectado e T. infestans
infectado, respectivamente).

O nuamero de individuos de T. infestans que excretou durante os experimentos
de comportamento foi proporcionalmente maior do que o observado para ninfas de
T. rubrovaria (34/49 = 69,4% e 43/114 = 37,7%, respectivamente; X? = 12,55, df = 1,

p <0,001). O status de infec¢cdo nao influenciou na proporcdo de individuos de T.
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rubrovaria que excretaram até 10 minutos apés a ingestdo de sangue (24/58 =
41,4% e 19/56 = 33,9% para amostras néo infectadas e infectadas, respectivamente;
X2 =0,39, df = 1, p = 0,53). Para T. infestans infectado com T. cruzi e T. rubrovaria
nao infectado, ndo houve diferenca no volume de sangue ingerido entre individuos
da mesma espécie que excretou ou ndo apos o repasto sanguineo (W = 304,5, p =
0,29 eW = 332,5, p = 0,24); contudo, individuos de T. rubrovaria infectados por T.
cruzi que excretaram apoés a ingestdo de sangue ingeriram mais sangue do que

agueles que nao excretaram (W = 133, p <0,001; Figura 26).
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Figura 26: Volume de sangue ingerido e status de excrecao.

(0: Ndo excretado, 1: Excretado) de T. rubrovaria ndo infectado (NINF), T. rubrovaria
infectado (INF) e T. infestans infectado (INF). O nimero de amostras analisadas para
cada condicdo esta apresentado acima de cada coluna do gréfico de pontos. Letras
minUsculas diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (Wilcoxon-Mann-
Whitney W-test <0,001).

O namero de tentativas de alimentac&o nao foi significativo quando as espécies
(X?=2,49, df = 1, p = 0,11) ou estado de infeccéo (X? = 4,25, df = 2, p = 0,12) foram
comparados, uma vez que a grande maioria das ninfas realizou uma Unica tentativa
de se alimentar de sangue de camundongos (98,3%, 89,9% e 92,3% para T.

rubrovaria nao infectado, T. rubrovaria infectado e T. infestans infectado,
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respectivamente). Os seis parametros de excrecdo e de alimentacédo foram usados
para avaliar possiveis diferencas comportamentais entre T. rubrovaria e T. infestans
e definir quais aspectos do comportamento mudaram devido a infeccao por T. cruzi

TcVI em T. rubrovaria (Tabela 10).

Tabela 10: Estatisticas resumidas e testes de Wilcoxon-Mann-Whitney (W) entre T. rubrovaria nao
infectado e infectado e T. infestans infectado por T. cruzi TcVI.

Parametros de comportamento N Mediana W3 W5
(IC 95%)

Tempo de alimentac¢éo (min) Nnr= 58 20,5 (17,0-24,0) 1531 | 1850
Nir = 69 23,9 (18,0-28,0)
Ni =52 19,0 (15,0-22,0)

Volume de sangue ingerido (uL) Nnr = 58 100.0 (75,0-105,3) 733,5%* | 1208*
Nir = 56 126.5 (113,8-198,8)
Ni=49 282,2 (239,4-301,3)

Distancia das fezes/urina (cm) Nnr = 24 3,3(1,5-6,0) 2835 | 2255
Nir =21 3,0 (1,0-5,5)
Ni = 28 2,0 (2,0-3,5)

Tempo de excre¢éo (min) Nnr = 27 5,0 (1,0-8,0) 268 | 2815
Nir =21 3,0 (1,0-6,0)
Ni = 36 6,0 (4,0-13,0)

Eficiéncia de alimentag&o (pL/min) Nnr = 58 4,7 (3,3-5,8) 595*** 1388
Nir = 56 6,8 (3,9-9,8)
Ni = 49 16,7 (12,8-18,8)

Eficiéncia de excregdo (min/cm) Nrr = 24 1.2 (0.5-8.8) 291 | 1845
Nir =21 0.8 (0.3-2.0)
Ni = 28 0.7 (0.4-2.0)

Os resultados estatisticamente significativos sdo destacados em negrito. N: nimero de amostras; Nnr:
nimero de T. rubrovaria ndo infectados; Nir: nimero de T. rubrovaria infectados; Nu: nimero de T.
infestans infectados; W1: Testes-W entre T. rubrovaria e T. infestans infectados; W»: Testes-W entre T.

rubrovaria infectado e ndo infectado.

Triatoma rubrovaria infectados e néo infectados, e também T. infestans
infectados tiveram tempo de alimentacdo semelhantes (mediana IC 95%: 15-28 min;
testes W, p> 0,05), realizaram a excrecdo em um periodo semelhante apés a
alimentacdo de sangue (mediana IC 95%: 1-13 min; testes W, p > 0,05) e a distancia

das fezes/urina em relacéo ao local da picada também foi semelhante (mediana IC
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95%: 1-6cm; testes W, p > 0,05), resultando em eficiéncia de excrecao similares
(mediana IC 95%: 0,3-8,8 min/cm).

Dois parametros comportamentais foram diferentes para as duas espécies de
triatomineos (Figura 27 e Tabela 11). Espécimes de T. infestans infectados ingeriram
mais sangue do que os espécimes de T. rubrovaria infectados (mediana ICs 95%:
239,4-301,3 pyL e 113,8-198,8 pL, respectivamente; W = 733,5, p <0,0001) e,
portanto, tiveram maior eficiéncia de alimentacdo (mediana ICs 95%: 12,8-18,8
pML/min e 3,9-9,8 pyL/min, respectivamente; W = 595, p <0,0001). Embora a mediana
da eficiéencia de alimentacdo para T. rubrovaria infectado tenha sido ligeiramente
maior do que aquela observada em individuos de T. rubrovaria néo infectados (6,8
contra 4,7 yL/min), essa diferenca nao foi estatisticamente significativa (W = 1388, p
= 0,18). Curiosamente, a ingestdo de sangue parece ser influenciada pela infeccdo
por T. cruzi TcVI, com maior ingestdo de sangue por espécimes T. rubrovaria
infectados do que para nédo infectados (mediana ICs 95%: 113,8-198,8 uL e 75,0—
105,3 yL, respectivamente; W = 1208, p = 0,016).
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Figura 27: Parametros de alimentacdo de T. rubrovaria ndo infectado (NINF), e T. rubrovaria (INF) e T.
infestans (INF) infectados - volume de sangue ingerido (A) e eficiéncia de alimentagéo (B).

O numero de amostras analisadas para cada condi¢do é apresentado acima de cada coluna do grafico de
pontos. Letras mindsculas diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (testes-W de
Wilcoxon-Mann-Whitney; A: p (ab) <0,05, p (bc, ac) <0,0001; B: p (ab) <0,0001.

Modelos Lineares Generalizados: Construimos 96 GLMs para avaliar quais
variaveis de excrecdo e de alimentagcdo explicam melhor os fendtipos de
comportamento observados em T. infestans e T. rubrovaria. Trés a quatro modelos
diferentes foram comparaveis (AAICc < 2; Wt cumulativo = 0,53-0,91) para explicar
a maioria das variaveis dependentes, com excecao de "eficiéncia de excre¢édo”, em

gue dois modelos foram escolhidos ("espécie + volume de sangue" e "espécie"
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apenas, como variaveis independentes; AAICc = 0,62; Wt cumulativo = 0,53), e
"eficiéncia de alimentacdo", para a qual um Unico modelo foi selecionado ("espécie +
distancia das fezes/urina" como variaveis independentes; AAICc = 2,33, quando
comparado ao segundo melhor modelo; Wt = 0,73). Portanto, por uma questéo de
clareza, nos decidimos mostrar apenas os resultados de GLM para o modelo com a
maior probabilidade relativa (Wt).

A variavel resposta "tempo de alimentacao" péde ser explicada por trés GLMs
diferentes usando como variaveis explicativas “espécie”, “infec¢cao” e “volume de
sangue ingerido”; no entanto, nenhum dos coeficientes de GLM foi estatisticamente
significativo (p > 0,05). Quando a variavel dependente “tempo de excregao” foi
analisada, a variavel independente “distancia das fezes/urina” apareceu em trés dos
quatro GLMs com maior Wt e foi positivamente correlacionada (GLM IC 95%: 0,03,
0,21; p = 0,009) com influéncia causal leve (OR = 1,13; Figura 28 e Tabela 11). O
oposto também foi observado, com correlacdo significativa entre a variavel
independente “tempo de excregcdo” e a variavel dependente “distdncia das
fezes/urina” (GLM IC 95%: -0,02, -0,002; p = 0,017). No entanto, uma vez que o
coeficiente de GLM foi préximo de zero (ou seja, entre -0,1 e 0,1), ndo houve
influéncia causal aparente na variavel dependente (OR = 0,99) (Figura 28 e Tabela
11).

Triatoma rubrovaria ingeriu menos sangue do que T. infestans (GLM IC 95%:
-0,83, -0,19; p = 0,001; OR = 0,59) e, consequentemente, teve menor eficiéncia na
alimentacdo de sangue (coeficiente de GLM IC 95%: -1,04, -0,23; p = 0,002; OR =
0,52), além de ter menor eficiéncia na excrecao (coeficiente de GLM IC 95%: -1,23, -
0,05; p = 0,037; OR = 0,53). Na verdade, um impacto negativo da "espécie" (T.
rubrovaria) no "tempo de excrecao" foi observado (OR = 0,71), mas o coeficiente de
GLM néo foi significativo (IC 95%: -0,85, 0,17; p = 0,194) (Figura 28 e Tabela 11).

Um impacto positivo de infeccdo em T. rubrovaria em relagdo ao volume
sanguineo foi observado (OR = 1,20), o que significaria que os espécimes infectados
desta espécie ingeriram mais sangue do que os nao infectados. Vale ressaltar, no
entanto, que o coeficiente de GLM também néo foi significativo (IC 95%: -0,12, 0,49,
p = 0,238) (Tabela 11).
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Tabela 11: Resultados dos pardmetros comportamentais dos melhores Modelos Lineares Generalizados

com diferentes variaveis dependentes.

Variaveis

OR

Coeficiente

SE

IC 95%

P-value

Tempo de excregdo ~ espécie + distancia das fezes/urina + volume de sangue (N = 69)

Espécie (T. rubrovaria) 0,71 -0,34 0,26 -0,85 0,17 0,194
Distancia das fezes/urina 1,13 0,12 0,05 0,03 0,21 0,009**
Volume de sangue 1,00 6,02E-04 7,78E-04 | -9E-04 2E-03 0,438
Intercepto NA 1,24 0,34 0,58 1,90 4 ,5E-04***
Distancia das fezes/urina ~ infec¢ao + tempo de excre¢édo + volume de sangue (N = 69)

Infecgédo 1,08 7,75E-02 5,82E-02 | -0,04 0,19 0,188
Tempo de excre¢ado 0,99 -9,7E-03 3,93E-03 | -0,02 -2E-03 0,017*
Volume de sangue 1,00 1,67E-05 1,60E-04 | -3E-04 3E-03 0,917
Intercepto NA 3,04E-01 5,68E-02 | 0,19 0,42 1,2E-06***
Volume de sangue ~ espécie + infeccdo + tempo de alimentacéo (N = 163)

Espécie (T. rubrovaria) 0,59 -0,51 0,16 -0,83 -0,19 0,001**
Infecgédo 1,20 0,18 0,15 -0,12 0,49 0,238
Tempo de alimentacéo 1,01 6,75E-03 3,43E-03 | 3,2E-05 1,3E-02 | 0,051
Intercepto NA 5,28 0,21 4,87 5,68 2,0E-16***
Eficiéncia de alimentacdo ~ espécie + distancia das fezes/urina (N = 69)

Espécie (T. rubrovaria) 0,52 -0,64 0,21 -1,04 -0,23 0,002**
Distancia das fezes/urina 1,02 0,02 0,04 -0,05 0,09 0,566
Intercepto NA 2,83 0,20 2,43 3,22 2,0E-16***
Eficiéncia de excrecdo ~ espécie + volume de sangue (N = 80)

Espécie (T. rubrovaria) 0,53 -0,64 0,30 -1,23 -0,05 0,037*
Volume de sangue 0,99 -1,03E-03 9,62E-04 | -3E-03 8E-04 0,287
Intercepto NA -0,49 0,34 -1,15 0,17 0,153

IC: Intervalo de Confianga; SE: Erro Padrdo; OR: Raz&o de Chances (do inglés Odds Ratio); NA:

Nao analisado.
*0,01 <p<0,05;
** 0,001 <p<0,01;

*** n < 0,001. O til (~) entre os nomes das variaveis significa “interagir com”. OR > 1,1 ou

OR < 0,9 sdo destacados em negrito.
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Figura 28: Coeficientes da média (+ IC 95%) das variaveis independentes (pontos brancos) e
os interceptos (pontos pretos) de Modelos Lineares Generalizados.

Tempo de excre¢do apoés alimentacdo de sangue (A), distancia das fezes/urina do local de
picada (B), volume de sangue ingerido (C), eficiéncia de alimentacdo (D) e eficiéncia de
excrecdo (E). A linha tracejada mostra o eixo y = 0.

Regresséao Logistica Multinomial: Triatoma rubrovaria ndo infectados (N =
58) picaram mais frequentemente o abdémen do camundongo (31,6%), seguido pela
cabeca (23,5%) e dorso (18,4%). Triatoma rubrovaria infectados (N = 69) tiveram um
comportamento diferente, picando mais a cabeca (36,4%) do que o dorso (30,1%) ou
o0 abdémen (17,6%) (Figura 29).
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Figura 29: Grafico de radar exibindo a porcentagem de picadas de T. rubrovaria nao
infectado (NINF) e infectado (INF) em diferentes partes do corpo do camundongo (cabeca,
dorso, rabo, abddbmen e pernas).

As variaveis "espécie" e "infeccao" foram testadas em quatro modelos MLRs
diferentes com o objetivo de explicar a variavel dependente “local da picada”. O
melhor modelo considerou apenas a infecgdo como um preditor importante (MLR:
local da picada ~ infec¢do; AAIC = 5,93 quando comparado com o segundo modelo;
Wt = 90%). Foi observada uma associacao forte e positiva entre a infeccao por T.
cruzi e o comportamento do triatomineo de picar a cabeca (OR = 2,94) e o dorso
(OR = 2,80), mas apenas o primeiro foi considerado estatisticamente significativo no
modelo (coeficiente MLR 1,08 = 0,55, p = 0,03; Tabela 12). Esses resultados
sugerem que o0 comportamento de picada de espécimes de T. rubrovaria mudou
devido a infecgéo por T. cruzi TcVI.

Destaca-se, em duas ocasifes, a cleptohematofagia (individuo néo
alimentado ingeriu 100,2 uL de sangue e, possivelmente, hemolinfa de outro
individuo alimentado de camundongo); e comportamentos de coprofagia observados

em ninfas de quinto estadio de T. rubrovaria.
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Tabela 12: Coeficientes de Parametros para Regressao Logistica Multinomial de locais de picada.

Local de | Coeficiente de | Intercepto | Coeficiente | Infeccéo P-value OR
picada interceptacéao SE de infeccdo | SE

Dorso -0,55 0,68 1,03 0,50 0,05 2,80
Cabeca -0,56 0,64 1,08 0,55 0,03* 2,94
Pernas -1,06 1,10 -0,55 0,78 0,48 0,58
Rabo -0,79 0,82 0,44 0,66 0,51 1,55

Observe o local de picada “abdémen” ndo é mostrado, pois foi usado como Intercepto. SE: Erro padrao;
OR: Razéao de Chances (do inglés Odds Ratio).
* 0,01 < p <0,05. Em negrito, OR > 2.
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5 DISCUSSAO

Para ocorrer a transmisséo vetorial do T. cruzi ao homem, no intradomicilio, &
necessario que o triatomineo invada ou colonize a habitacdo vulneravel, que esteja
infectado e que elimine nas fezes o T. cruzi, e que este penetre na corrente
sanguinea do homem. A colonizacdo do vetor pode estar relacionada ao baixo efeito
residual de inseticidas, somado as alteracdes nos biomas induzidas pela devastacao
do ecotopo natural por acdo antropica, além de atribuicGes intrinsecas do inseto
vetor, como fatores genéticos e comportamentais (FERREIRA & SILVA, 2006).
Ademais, atencdo especial deve ser dada as espécies de triatomineos autéctones
de importancia secundaria, que podem reinvadir e recolonizar domicilios submetidos
a tratamento quimico com inseticidas, ndo sendo possivel sua eliminacdo definitiva
do ambiente silvestre (SILVEIRA, 2000). E importante ressaltar que diversos fatores
influenciam positivamente na capacidade vetorial de uma determinada espécie de
triatomineo, tais como: alto grau de antropofilia, ingestdo de volume sanguineo
expressivo e apresentar um curto periodo de repasto, elevada suscetibilidade ao
parasito e este dispor de ampla capacidade de metaciclogénese, além do tempo
reduzido entre o repasto e a dejecdo (FORATTINI, 1980; SILVA et al.,, 1993;
ARGOLO et al., 2008; DIAS et al., 2013).

A campanha no Brasil de controle de triatomineos (1983-1988) e o sucesso da
Iniciativa do Cone Sul envolvendo outros paises da América do Sul (1991-2000)
tiveram como objetivo a eliminacdo de T. infestans por meio de mapeamento e
pulverizacdo de inseticidas em peridomicilios e habitacdes infestadas (SCHOFIELD
& DIAS, 1999; DIAS et al., 2002). No sul do Brasil, essas estratégias juntamente com
a vigilancia baseada na melhoria das residéncias, alcancaram um declinio
acentuado nas populacdes domesticas desta espécie, porem, também seguido por
um aumento na captura de ninfas e adultos de T. rubrovaria em eco6topos antrépicos,
sugerindo que esta espécie passasse a estabelecer populacbes peridomésticas e
domeésticas somente ap0Os a reducéo de populacdes de T. infestans (ALMEIDA et al.,
2000; SILVEIRA & MARTINS, 2014). Portanto, € de suma importancia entender a
biologia de T. rubrovaria e a sua participacdo nos ciclos de transmisséo de T. cruzi

na natureza.
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5.1 Taxonomia molecular do subcomplexo T. rubrovaria

Marcadores moleculares mitocondriais vém sendo utilizados em insetos,
incluindo triatomineos, para resolver questdes taxondmicas envolvendo espécies
filogeneticamente préoximas (FERRIS et al., 1983). Entre as vantagens da utilizac&o
do gene mitocondrial Cyt b estdo: € um gene de coépia Unica (i.e. ndo ha
necessidade de etapas de clonagem), esta presente em abundancia nos tecidos, e
possui alta quantidade de sequéncias disponiveis no GenBank, permitindo
comparacao extensa entre as espécies (PERKINS & SCHALL, 2002). No entanto,
algumas limitacdes sdo observadas quando somente marcadores mitocondriais sdo
utilizados em estudos de sistemética molecular, como a alta taxa de substituicdo
nucleotidica, podendo levar & homoplasia; identificacdo errbnea de espécies pela
presenca no genoma nuclear de pseudogenes mitocondriais; a possibilidade de
introgressdo do material genético mitocondrial de uma espécie em outra (MAS-
COMA & BARGUES, 2009), além de se definir uma espécie com base em poucas
centenas de pares de base. Trabalhos utilizando alguns genes mitocondriais (Cyt b,
COl e COIl) para separacao filogenética de espécies proximamente relacionadas, ja
foram realizados com R. prolixus e R. robustus s.. (MONTEIRO et al.,, 2003;
MARQUEZ et al., 2011), T. rubida e T. recurva (PFEILER et al., 2006), espécies dos
complexos T. brasiliensis (MONTEIRO et al., 2004; MENDONCA et al., 2009), R.
pictipes (PAVAN, 2009) e espécies do género Mepraia (CALLEROS et al., 2010).
Estes genes também ja foram empregados em analises populacionais de T.
sanguisuga (DE LA RUA et al.,, 2011) e T. infestans (GIORDANO et al., 2005;
CEBALLOS et al., 2011).

Alguns estudos tém sido conduzidos com o objetivo de identificar
taxonomicamente as espécies do subcomplexo T. rubrovaria. Estas espécies podem
apresentar caracteristicas fenotipicas muito semelhantes entre si ou apresentarem
variagbes morfologicas e/ou cromaticas mesmo quando consideradas um unico
morfotipo. Assim, a definicdo de uma espécie ndo pode estar baseada unicamente
na morfologia, tornando necessario o0 entendimento acerca do polimorfismo
intrapopulacional, com a associagdo de diferentes abordagens taxondmicas
(NOIREAU et al., 1998).

A plasticidade fenotipica de T. rubrovaria e T. circummaculata ja foi observada
por alguns autores (LENT, 1942; DI PRIMIO, 1962; LENT & WYGODZINSKY, 1979;

COUTINHO, 2017). Até o momento ja foram encontrados 16 polimorfismos
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crométicos em T. rubrovaria. Sua coloracdo geral pode ainda variar em amarela,
laranja, vermelha ou rosada, ou ainda haver uma mistura de cores como asas
alaranjadas, pronoto totalmente negro e conexivos amarelos (LENT, 1942; LENT &
WYGODZINSKY, 1979; COUTINHO, 2017). Triatoma pintodiasi apresenta
semelhanca morfolégica com a T. circummaculata (JURBERG et al., 2013), de
acordo com os padrbes cromaticos (DI PRIMIO, 1962). Além disso, 0s ovos destas
espécies compartilham similaridades estruturais na configuragdo exocorial (LAMAS
JR et al., 2018). Suas principais diferencas, em relacdo a T. circummaculata e a T.
carcavalloi, estdo na pigmentacéo do lobo posterior do pronoto, na morfologia da
genitalia do macho, nas propor¢cdes morfométricas da cabeca e na dosagem de
proteinas presentes na hemolinfa (JURBERG et al., 2013; LAMAS JR et al., 2018).
Triatoma circummaculata, por sua vez, apresenta pelo menos 4 padrées cromaticos
do lobo posterior do pronoto, variando do totalmente negro ao vermelho, de modo
similar a T. rubrovaria (JURBERG et al., 2013), além de quatro padrbes cromaticos
distintos de conexivo, variando do laranja ao amarelo. Triatoma carcavalloi foi
descrita como espécie afim de T. rubrovaria e T. circummaculata, tendo como base
aspectos cromaticos e distribuicdo geografica, mas se difere pelo tamanho reduzido
e coloracdo (JURBERG et al., 2008; SANTOS-MALLET et al., 2008). Ja T. pintodiasi
apresenta pelo menos dois padrdes distintos de pronoto (COUTINHO, 2017),
distinguindo-se pela cor laranja do lobo posterior do pronoto, do cério e do angulo
anterior do pronoto, do comprimento e da largura da cabeca, do rostro, do tamanho
dos olhos e do abdomen menor (JURBERG et al., 2013).

Em nosso trabalho aqui apresentado, lancamos mao da taxonomia molecular,
tendo como alvo o mtDNA, para tentar elucidar a problematica de identificacdo
taxonbmica das espécies do subcomplexo T. rubrovaria. Das 310 amostras
analisadas por PCR convencional, 92 apresentaram sequéncias de qualidade e
puderam ser identificadas. Possivelmente, o fato de termos utilizado os intestinos, e
nao a perna dos insetos, pode ter influenciado na qualidade das sequéncias. A partir
da reconstrucéo filogenética bayesiana com o modelo Birth-Death as amostras de
campo foram agrupadas em 9 clados, sendo possivel separar T. circummaculata, T.
carcavalloi, T. klugi e T. rubrovaria. As amostras que agruparam com a sequéncia-
referéncia de T. rubrovaria formaram um clado mais distante das demais
sequéncias-referéncia, e T. circummaculata e T. carcavalloi foram as espécies mais
proximamente relacionadas. Adicionalmente, foram observados ainda outros cinco

clados sem a presenca de uma sequéncia referéncia.
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A partir do calculo das divergéncias par-a-par utilizando o modelo de
substituicdo nucleotidica K2P, as divergéncias entre as sequéncias-referéncia foram
baixas. Houve a sobreposicéo de valores de divergéncias para comparacdes entre
sequéncias intra (0,0-2,6%) e interclados (0,7-5,0%), assim como COUTINHO
(2017), que observou que a divergéncia intraespecifica variou de 0-6% e a
interespecifica de 2 a 6%. Em nosso estudo, a maior divergéncia encontrada entre
as sequéncias-referéncia foi na comparacdo entre T. klugi e T. rubrovaria. Além
disso, a divergéncia intraespecifica dentro do clado de T. circummaculata foi maior
que a divergéncia entre as sequéncias dos clados de T. circummaculata e T.
carcavalloi, colocando em cheque a validade taxon6mica dessas espécies — € claro,
com base apenas em Cyt b. Considerando ainda as sequéncias dos demais clados
sem sequéncia-referéncia, a maior divergéncia média encontrada foi entre o clado
de T. rubrovaria e o clado 4 (Tabela 5). E importante ressaltar que trés espécies
pertencentes ao subcomplexo (T. pintodiasi, T. oliveirai e T. limai) ndo foram
incluidas nas analises.

A relagéo entre padrdes fenotipicos e genéticos em T. rubrovaria foi observada
pela primeira vez por Almeida e colaboradores (2002b). O estudo analisou padrbes
de cores e isoenzimas e mostrou a existéncia de, pelo menos, duas populagbes
distintas de T. rubrovaria no RS com diferentes padrbes fenotipicos e genéticos.
Mais tarde, em 2007, Pacheco e colaboradores utilizaram andlises de sequéncia de
DNA ribossomal e RAPD (do inglés Random Amplified Polymorphic DNA) para
avaliar a estrutura genética das popula¢cdes de T. rubrovaria do Brasil, da Argentina
e do Uruguai. As andlises genéticas inferidas pela observacao dos perfis de bandas
provaram que as populacdes estudadas séo facilmente diferenciaveis e que ocorre
heterogeneidade dentro de cada populacdo. Os autores concluiram que a
variabilidade intraespecifica reflete as amplas plasticidades genética e fenotipica
observadas nas populac¢des de T. rubrovaria (PACHECO et al., 2007).

Rocha (2012) observou em seu estudo resultados diferentes daqueles obtidos
agui, no qual a partir da andlise filogenética de sequéncias de COl e Cyt b
concatenadas de espécimes de T. rubrovaria com trés padrées cromaticos (distintos
no pronoto) e provenientes de sete localidades, péde concluir que essa espécie é
parafiletica com relagdo a T. circummaculata, apresentando baixa divergéncia
genética entre as sequéncias. Apesar de T. klugi e T. carcavalloi terem formado

clados distintos, essas sequéncias divergiram pouco entre si e entre T. rubrovaria e
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T. circummaculata (< 3,0%). Ja as analises filogenéticas com ITS-1 e ITS-2 néo
separaram as quatro espécies do subcomplexo analisadas em clados monofiléticos.

Outros estudos mais recentes utilizaram a taxonomia integrativa na tentativa de
validar as espécies do subcomplexo. Analises morfométricas ndo diferenciaram as
espécies T. rubrovaria, T. carcavalloi, T. circummaculata e T. pintodiasi e resultados
de andlises de hidrocarbonetos de cuticula foram insuficientes para resolver o
relacionamento evolutivo das espécies do subcomplexo (COUTINHO, 2017). Ao
sequenciar um fragmento menor de Cyt b (400pb), Coutinho (2017) observou
resultados similares aos nossos, com espécimes morfologicamente identificados
como T. rubrovaria agrupando em cinco clados distintos, sem que houvesse um
padrao fenotipico associado a cada clado. Ademais, T. pintodiasi agrupou com T.
circummaculata e T. klugi em um Unico clado.

Silva (2018) utilizou a microscopia eletrbnica de varredura para a distincao de
T. carcavalloi, T. circummaculata, T. klugi, T. pintodiasi e T. rubrovaria. As analises
morfométricas de 14 parametros da cabeca, térax e abdomen possibilitaram a
distincdo de T. carcavalloi, T. circummaculata, T. klugi, T. pintodiasi e T. rubrovaria;
e as de dois caracteres da cabeca de fémeas e de dois caracteres da cabeca de
machos permitiram distinguir T. circummaculata de T. pintodiasi. JA a partir da
analise de morfometria geométrica do tamanho do centroide, da andlise
discriminante e do dendograma de similaridade morfométrica, assim como em
Coutinho (2017), foi possivel observar que T. carcavalloi, T. circummaculata, T. klugi,
T. pintodiasi e T. rubrovaria formam um Unico agrupamento. Por fim, a partir das
analises dos genes mitocondriais COIl, Cyt b e do gene ribossomal 16S, Silva
observou uma baixa divergéncia genética entre as espécies do subcomplexo,
evidenciada pelos tamanhos pequenos dos ramos e, assim como observado nesse
presente estudo, T. rubrovaria foi a espécie mais distante em relacdo as demais
(SILVA, 2018).

Diante dos nossos resultados, temos a possibilidade das amostras que
agruparam em outros clados sem sequéncia-referéncia serem as trés espécies que
nao amostramos (T. oliveirai, T. pintodiasi e T. limai). No entanto, apesar de T.
oliveirai e T. Kklugi serem consideradas as espécies do subcomplexo
morfologicamente mais proximas (CARCAVALLO et al.,, 2001; NOIREAU et al.,
2002), nenhuma de nossas amostras foram agrupadas no clado de T. klugi (clado
gue tinhamos sequéncia-referéncia). Coutinho (2017) observou que as sequéncias

de T. pintodiasi se agrupavam mais proximamente de T. klugi e T. circummaculata
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do que de T. rubrovaria. Como nesse estudo a autora identificou morfologicamente
todos os espécimes utilizados e obteve cinco clados distintos de T. rubrovaria, existe
uma grande chance de que nossos espécimes também sejam morfologicamente

semelhantes a essa espécie.

Nossos resultados poderiam ainda refletir cruzamentos interespecificos
evolutivamente recentes, com a presenca de hibridos e assim o gene Cyt b ndo seria
o melhor marcador para analisar o subcomplexo, por ser exclusivamente de
linhagem matrilinear. Entretanto, marcadores moleculares de evolucdo mais lenta
gue mtCytb, como 16S e ainda marcadores nucleares como ITS-1 e ITS-2 também

falharam em separar as espécies do subcomplexo (ROCHA 2009, 2012).

Outra possivel explicacdo para os nossos dados seria a de que o
subcomplexo T. rubrovaria € um complexo de espécies em status nascendi, ou seja,
ainda em processo de especiacdo, sendo composta por mais membros. Outro
exemplo de espécies de triatomineo em processo de status nascendi sdo R.
robustus I, 1ll, IV e sp. nov. (PAVAN, 2013). Os trabalhos que demonstram a
variabilidade fenotipica e genética das populacdes de T. rubrovaria corroboram em
parte com essa hipétese (ALMEIDA et al., 2002b; PACHECO et al., 2007; ROCHA,
2009, 2012), ainda que Coutinho (2017) ndo tenha observado esse padrédo. O uso
de ferramentas gendmicas se faz necessario para corroborar essa hipotese e nos
fazer entender melhor os processos evolutivos por detras do subcomplexo T.
rubrovaria (ROCHA, 2009, 2012; ALEVI et al., 2017).

5.2 Habito alimentar

Investigagbes sobre a biologia e o comportamento de insetos vetores sao
importantes para o maior entendimento da interacdo hospedeiro-vetor e dos riscos
epidemioldgicos que uma espécie representa (FORATTINI, 1973). Conhecendo as
fontes alimentares dos triatomineos pode-se ter indicios dos possiveis reservatorios
que estariam atuando na manutencéo do ciclo zoondético, além de melhor avaliar a
capacidade de disperséo e o grau de antropofilia da espécie vetora e quais 0s riscos
de transmissdo do parasito aos seres humanos (OLIVEIRA et al., 2008; AFONSO et
al., 2012).

Métodos imunoldgicos para a deteccédo de sangue ingerido por artrépodes séo
utilizados desde 1900 quando a técnica de precipitina foi adaptada para a
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determinacdo da fonte alimentar em mosquitos e outros insetos (EDRISSIAN &
HAFIZI, 1982). O Ensaio Imunoenzimatico Indireto (ELISA) foi posteriormente
adaptado ao estudo do habito alimentar em culicideos, tornando-se uma alternativa
para identificacdo da origem do sangue ingerido (EDRISSIAN & HAFIZI, 1982). Os
ensaios imunoldgicos (teste de precipitacdo, difusdo em gel e ELISA) séo
comumente utilizados para identificar ao nivel de espécie a fonte alimentar dos
insetos, mas por possuirem baixa especificidade, muitas vezes reagem de forma
cruzada com espécies de uma mesma familia. Adicionalmente, esses procedimentos
sdo demorados e dispendiosos devido a preparacdo prévia de anticorpos
especificos para cada hospedeiro vertebrado envolvido no ciclo de transmisséo, e
ainda sao incapazes de apontar reservatorios ndo esperados (CHOW et al., 1993;
HAOUAS et al., 2007).

Técnicas moleculares tem sido usadas para a deteccdo de fontes alimentares
de diversos artropodes vetores, incluindo carrapatos (ESTRADA-PENA et al., 2005),
triatomineos (BOSSENO et al., 2006), flebotomineos (HAOUAS et al., 2007),
culicideos, entre outros (KENT & NORRIS, 2005; MOLAEI et al., 2008). A PCR é um
método mais especifico e, geralmente, mais facil de executar, embora seja
necessario o desenho de iniciadores para os hospedeiros envolvidos nos cenarios
de transmissao do parasito. Varios grupos utilizam sequéncias de fragmentos de
genes mitocondriais, tais como o Cyt b, para a detec¢éo da fonte alimentar de varios
insetos vetores (COULSON et al., 1990; KIRSTEIN & GRAY, 1996; BOAKYE et. al.,
1999; KENT & NORRIS, 2005; MOLAEI, et al., 2008), possibilitando a identificacao
de diferencas nas sequéncias de DNA entre as distintas espécies que possam estar
atuando como fontes alimentares na natureza.

Em triatomineos, os métodos utilizados para a investigacdo de suas fontes
alimentares incluem os sorologicos, as técnicas moleculares baseadas na PCR e,
mais recentemente, o “High Resolution Melting” (PENA et al., 2012), sendo o ELISA
0 exame mais utilizado na investigacdo da alimentacdo sanguinea dos vetores de T.
cruzi (ZELEDON et al., 1973; JIRON & ZELEDON, 1982; GURTLER et.al., 1997,
SASAKI et al., 2003; PINEDA et al., 2008; LIMA, 2017).

Almeida et al. (2002a) submeteram o conteudo fecal de T. rubrovaria as
analises de precipitina e observaram o ecletismo alimentar dessa espécie, apesar de
0 soro anti-roedor ter apresentado a maior positividade na maioria das localidades
estudadas (Santana do Livramento, Santiago, Cangucu e Encruzilhada do Sul).

Apenas foi observado 1,3% de positividade para sangue humano em amostras
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coletadas em Santiago. Os autores sugerem que essa reatividade ao sangue
humano pode estar associada as atividades de pastagem no campo (ALMEIDA et
al., 2002a). Entretanto, cabe ressaltar que 17,5% das amostras foram nao reativas
aos oito tipos de anti-soros usados no estudo, evidenciando a necessidade de um
painel de anti-soros extenso como comparacdo (controles) ao que pode ser
encontrado no campo, 0 que muitas vezes ndo € possivel de se obter. Em 2006,
Martins e colaboradores realizaram o teste de precipitina do conteudo intestinal de T.
rubrovaria positivos para T. cruzi e demostraram que 30,8% reagiram para ambos 0s
soros anti-roedor e anti-cabra em amostras independentes, 7,7% foram reativos para
0S anticorpos contra humanos e contra porcos (alimentacdo mista) e 30,8% néo
reagiram para nenhum dos anti-soros testados (MARTINS et al., 2006). E importante
destacar que na auséncia da oferta de sangue os triatomineos podem utilizar a
hemolinfa como fonte de alimento (SALVATELLA et al., 1994; ALMEIDA et al.,
2002a). Em 2000, Lorosa e colaboradores observaram que T. rubrovaria € capaz de
completar o seu ciclo de vida alimentando-se apenas de B. dubia,
experimentalmente (LOROSA et al., 2000a; ALMEIDA et al., 2002a).

Os nossos resultados, utilizando um par de iniciadores que flanqueia uma
regido conservada do cytb para vertebrados, mostraram que as espécies do
subcomplexo T. rubrovaria sdo generalistas e se alimentam de uma ampla variedade
de vertebrados e invertebrados corroborando com os estudos em T. rubrovaria de
Salvatella et al. (1994) no Uruguai e Almeida et al. (2002a) no Brasil. Sabe-se que
ninfas de 1° estadio de T. circummaculata podem realizar a hemolinfagia em baratas
silvestres para seguir o seu desenvolvimento até a fase adulta (RUAS-NETO &
CORSEUIL, 2002) e até entdo, ndo ha estudos demonstrando o seu potencial como
vetor de T. cruzi. No entanto, observamos que entre as espécies identificadas, T.
circummaculata teve como a principal fonte alimentar o homem, seguido de galinha,
rato-doméstico e porco-espinho. Este comportamento antropofilico nos alerta sobre
a importancia dessa espécie como possivel vetor de T. cruzi, juntamente com T.
rubrovaria e T. carcavalloi. Em T. carcavalloi, fragmentos do gene Cyt b de humanos
e de galinhas foram igualmente os mais detectados, seguidos de rato-domeéstico. Ja
em T. rubrovaria, a maior prevaléncia foi o encontro de sangue humano em
alimentacdes Unicas e em duas alimentacdes mistas, uma com cdo e outra com
gamba. Além disso, também observamos a presenca de galinha e de lagarto. Os
roedores sédo apontados por Salvatella e colaboradores (1994, 1995), possivelmente,

como 0s principais reservatorios silvestres de T. cruzi. Observamos alimentacdo
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mista em 5,6% das amostras, muito semelhante ao que foi identificado em estudo
anterior no RS - 5,8% (ALMEIDA et al., 2002). No entanto, no Uruguai, T. rubrovaria
apresentou positividade de 63% para mais de uma fonte de sangue (SALVATELLA
et al., 1994).

Obtivemos uma maior identificacdo de espécies de mamiferos provavelmente
por serem 0s hospedeiros mais disponiveis nos ecétopos estudados. O sangue
humano foi a fonte alimentar mais observada nas amostras analisadas, tanto em
alimentacéo Unica quanto em alimentacao mista (Tabela 7, Anexo 1). Este resultado
foi discordante com o estudo de Almeida e colaboradores (2002) que observaram
somente uma amostra com a presenca de sangue humano + sangue de carneiro. O
nosso achado sugere que os humanos estdo sendo picados fora de suas casas, em
atividades de pastoreio ou atividades recreativas ao ar livre (jA que ndo foram
encontradas colonias e nem vestigios da presenca destes triatomineos no domicilio).
E provavel que haja grande quantidade de atividades ao ar livre dada a grande
guantidade de insetos com sangue humano, 0 que aumentariam as chances de
encontro com vetores silvestres autoctones, como os do subcomplexo T. rubrovaria.
Também encontramos em alguns municipios, como Lavras do Sul, vestigios da
presenca humana nos ambientes silvestres onde os insetos foram coletados (sob as
rochas). Havia a presenca de garrafas de bebidas vazias, sacolas de biscoitos e
outros utensilios. Portanto, ndo podemos descartar a possibilidade destes
triatomineos terem se alimentado no momento de lazer da populacdo local.
Importante relembrar que apenas o municipio de Lavras do Sul foi positivo para
ninfas de Triatoma sp. no peridomicilio, dentro da casinha de cachorro e em rochas
proximas as residéncias, demonstrando a presenca de espécies do subcomplexo T.

rubrovaria no ambiente antrépico e proximidade do homem e animais domésticos.

5.3 Infeccao natural

A analise de infeccdo natural pelo T. cruzi nos triatomineos por meio da
microscopia Optica de suspensao do conteudo intestinal a fresco, pode subestimar
as verdadeiras taxas de infeccdo (CECERE et al., 1999). Metodologias baseadas na
PCR para a deteccdo de KDNA de T. cruzi em triatomineos de campo tém se
mostrado bastante eficazes e sensiveis para o rastreamento de possiveis infeccbes
naturais e para a compreensao da dinamica de transmissao do parasito. Diferentes

estudos tém mostrado taxas variaveis de infeccdo do triatomineo por T. cruzi. A
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prevaléncia de infeccdo estimada através de exame a fresco das fezes de uma
amostra mista de Triatoma guasayana e T. sordida foi de 0,6%. Esse valor atingiu
10,9% quando os grupos de insetos foram examinados por PCR (SCHWEIGMANN
et al., 1995). Em 1995, Breniere e colaboradores testaram a aplicabilidade da PCR
para o alvo KDNA de T. cruzi em T. infestans, Rhodnius pictipes, Eratyrus
mucronatus e T. sordida, espécies autéctones da Bolivia, e observaram uma
concordancia de 85,3% na positividade entre a PCR e microscopia para as analises
em T. infestans. Porém, nas espécies R. pictipes, E. mucronatus e T. sordida, cujos
conteudos intestinais foram todos negativos ao exame microscoépico, foram obtidos
52,8%, 19,1% e 12,5% de positividade, respectivamente, pela PCR (BRENIERE et
al., 1995). No ano seguinte, outro estudo utilizou a técnica molecular para detectar a
presenca de DNA do protozoario em fezes secas de T. infestans coletadas em papel
filtro, apds a infeccédo artificial destes triatomineos com sangue de macacos na fase
cronica da doenca (parasitemia baixa) e prosseguiram com a avaliagcao de infeccao
em triatomineos coletados em &reas endémicas do Paraguai (RUSSOMANDO et al.,
1996). Os resultados sugeriram que a avaliacdo por PCR pode reduzir o tempo
necessario para o exame de insetos utilizados em xenodiagnadstico, e relataram uma
positividade de 84% pela PCR e 26% pela microscopia Optica em triatomineos de
campo. Isso pode ser explicado pela falta de mobilidade dos protozoarios flagelados
presentes nas fezes secas depositadas em papel filtro, e que também pode ocorrer
guando o inseto se encontra morto, sendo este um viés do método classico de
microscopia para a pesquisa direta de parasitos (RUSSOMANDO et al., 1996).

Dorn et al. (1999) compararam as sensibilidades da PCR e microscopia éptica
em diversos compartimentos do tubo digestério de T. dimidiata e R. prolixus, os dois
principais vetores da Guatemala. Amostras que tiveram o intestino posterior (reto)
dissecado apresentaram as maiores taxas de infeccdo, seguidas por amostras de
intestino meédio posterior e intestino médio anterior. Para as amostras do intestino
posterior de T. dimidiata e de R. prolixus, as positividades por PCR foram de 39.1%
e 57.6% e por microscopia foram de 24.6% e 22.7%, respectivamente. As infeccdes
em R. prolixus ndo teriam sido detectadas, se apenas a amostra retal tivesse sido
analisada, enfatizando a necessidade de se analisar o conteudo de diferentes sitios
anatdbmicos do tubo digestério do inseto como forma de aumentar a sensibilidade
dos ensaios diagnosticos (DORN et al., 1999). Nos ensaios de comparacdo das
técnicas de PCR e exame miscroscépico em lisados fecais obtidos de T. infestans

coletados em area rural da Argentina, foi possivel detectar o KDNA do parasito em
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91% das amostras positivas e em 7,5% das amostras negativas ao exame
microscoépico direto (MARCET et al., 2006). Um estudo realizado por Pinho (2012)
demonstrou uma sensibilidade de 100% para a PCR e de apenas 28,6% para a
microscopia Optica, a partir do conteddo intestinal de triatomineos capturados em
dois municipios do estado do Cearda. Villacis et al. (2015), avaliaram a taxa de
infeccdo natural em Panstrongylus howardi coletados em dez municipios do
Equador. A presenca de T. cruzi foi confirmada em 29,8% e 61,7% dos insetos
analisados por microscopia e por PCR, respectivamente. Em 2017, 0 noSso grupo
publicou um artigo de desenvolvimento e aplicacao da técnica de PCR multiplex para
a deteccdo de kDNA de T. cruzi (o mesmo protocolo que aplicamos no presente
estudo), em triatomineos coletados em areas rurais de 26 municipios, abrangendo
trés biomas brasileiros distintos: Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Observamos
uma positividade por PCR de 21% e por microscopia o6tica de 7,0%. A maior taxa de
infeccdo foi observada em P. lutzi (85,7%), seguido por T. pseudomaculata (57,7%),
T. brasiliensis (54,5%), T. vitticeps (28,6%), T. wygodzinskyi (6,3%) e T. sordida
(5,3%) (MOREIRA et al., 2017). Mais recentemente, em 2020, um estudo utilizou
como alvo o KDNA de T. cruzi para monitorar a infeccdo em pequenos mamiferos e
em triatomineos presentes em trés ilhas do Chile, os autores detectaram 28,9% e
10,2% de taxas de infeccdo em triatomineos das llhas de Santa Maria e de Pan de
Azucar, respectivamente (CAMPOS-SOTO et al., 2020).

A estimativa da taxa de infeccao natural de espécimes do subcomplexo T.
rubrovaria foi realizada em alguns estudos. Em 1957, Di Primio estudou os indices
de infeccdo pelo T. cruzi em triatomineos no RS por exame a fresco, tendo como
resultados: 40,4% para T. infestans, 25,5% para T. rubrovaria e zero para T.
circummaculata (DI PRIMIO, 1957). Espécimes de T. rubrovaria coletados em 2003
em Quarai, RS, também foram submetidos a microscopia 6ptica de seu contetudo
fecal. A taxa de infecgdo natural observada foi de 4,2 % (MARTINS et al., 2006).
Posteriormente, Martins et al. (2008) realizaram a caracterizagdo molecular e
biolégica de cinco isolados obtidos de T. rubrovaria coletados em Quarai em que
1,6% das amostras foram positivas para T. cruzi. J& em 2014, apds a compressao
abdominal dos insetos, Ribeiro e colaboradores isolaram cepas de T. cruzi a partir
de espécimes de T. rubrovaria capturados nos municipios de Quarai e Santana do
Livramento, perfazendo uma taxa de 17,4% de infeccao (RIBEIRO et al., 2014).

Em nosso estudo, por meio da PCR usando os intestinos médio posterior e

posterior de espécies do subcomplexo T. rubrovaria, observamos uma taxa de
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infeccdo natural por T. cruzi de 2,8% (Figura 20), sendo a maior taxa detectada em
T. rubrovaria (22,2%), seguido por T. circummaculata (10,3%) e T. carcavalloi
(3,8%). Porém, esses dados devem ser interpretados com cautela, ja& que nao foi
possivel identificar diversos espécimes coletados. Quinze amostras kDNA-positivas
nao tiveram a sua espécie identificada, perfazendo uma taxa de 1,8% de
positividade. As taxas de infeccdo natural dos triatomineos por T. cruzi variam
enormemente entre as espécies de vetores. Esta variabilidade é diretamente
influenciada por fatores, tais como, taxas de prevaléncia de infeccdo nos possiveis
hospedeiros vertebrados e quao frequentes estes hospedeiros estdo em contato
com o inseto vetor atuando como fontes alimentares; grau de associacdo do inseto
vetor com animais refratarios ao T. cruzi, como as aves; local de captura dos insetos
e ecoétopos onde estdo inseridos e a competéncia vetorial da espécie de vetor
(SARQUIS et al., 2004). Adicionalmente, como ja mencionado, o tipo de abordagem
usada para o rastreamento da infeccdo por T. cruzi em espécimes de campo, pode
gerar resultados variaveis nos indices de deteccao do parasito nos triatomineos.
Segundo Coura & Borges-Pereira ndo passa de 5% o indice de triatomineos
domésticos infectados (COURA & BORGES-PEREIRA, 2010). O baixo indice de
infeccdo por T. cruzi que encontramos nos triatomineos coletados no campo pode
ter sido influenciado pelo tipo de fonte alimentar identificada em algumas espécies
do subcomplexo, como exemplos: baratas silvestres, nas quais o T. cruzi ndo se
desenvolve, como T. circummaculata que parece depender destes para que ninfas
de 1° estadio possam se desenvolver (RUAS-NETO & CORSEUIL, 2002; LOROSA
et al., 2000b); galinhas, que sao refratarias ao T. cruzi. Como vimos no item anterior,
Gallus gallus foi a segunda fonte alimentar mais detectada nos insetos examinados
(33,1%) (Tabela 7). As aves, apesar de serem refratarias a infeccao pelo
protozoario, exercem um importante papel na manutencédo populacional (fontes de
nutrientes) e na dispersdo dos insetos vetores por meio da plumagem de aves
silvestres (SCHOFIELD et al., 1994). Interessantemente, 13 das 15 amostras KDNA-
positivas que tivemos resultados de fonte alimentar, continham o fragmento de Cyt b
de galinha em seu conteudo intestinal (Anexo 1). No entanto, isso ndo impede que
esses insetos possam ter adquirido a infeccdo por fontes alimentares anteriores, se
considerarmos 0s nNossos ensaios preliminares de detecgcdo de fonte alimentar em
triatomineos alimentados artificialmente, onde a deteccao de sangue foi possivel até
0 80° dia pés-alimentacéo; e de humanos. A fonte alimentar mais detectada entre os

triatomineos foi o Homo sapiens (73,5%) e duas amostras kDNA-positivas
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apresentaram sangue humano como fonte de alimentacdo (Tabela 7 e Anexo 1).
Apesar da antropofilia representar um alto risco de transmissdo do parasito ao
homem, o contrario, ou seja, o risco de um inseto se infectar a partir de Homo
sapiens pode ser baixo em nossa area de estudo. O ultimo registro de DCh aguda
no RS foi em 2014, de um uanico individuo (SINAN, 2020). Assim, boa parte da
populacdo que esta infectada por T. cruzi corresponde a individuos portadores da
fase crbnica da doenca, e por apresentarem parasitemias baixas e intermitentes, o

risco de transmitirem o parasito pode ser reduzido.

5.4 Carga parasitaria

Varios aspectos podem influenciar a carga parasitaria no inseto vetor, como a
suscetibilidade da infeccdo dependente da espécie de vetor e DTU do parasito,
origem e a quantidade de sangue ingerido, os fatores hemoliticos, a presenca de
membrana perimicrovilar, a acdo de aglutininas e lectinas e a imunidade inata do
triatomineo (PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ et al, 1990; PERLOWAGORA-
SZUMLEWICZ & MOREIRA, 1994; CARVALHO-MOREIRA et al., 2003; AZAMBUJA
et al., 2005; GARCIA et al., 2007). Sabe-se que a cepa Y (Tcll) € lisada por fatores
hemoliticos presentes no intestino médio anterior de R. prolixus, ao passo que outras
cepas se desenvolvem com sucesso neste vetor, como a Dm28c (Tcl) (MELLO et
al., 1996; CORTEZ et al., 2002). A DTU Tcl é capaz de modular a resposta imune no
intestino do inseto, reduzindo a microbiota, sendo uma forma de escape crucial para
o desenvolvimento do parasito no trato digestorio do vetor (CASTRO et al., 2012). A
manutencdo do parasito no hospedeiro invertebrado também é determinada pelas
caracteristicas especificas das diferentes cepas de T. cruzi, desenvolvimento do
parasito no inseto vetor e o niumero total de flagelados inoculados (DVORAK et al.,
1980; ZELEDON & RABINOVICH, 1981; GARCIA & AZAMBUJA, 1991; GARCIA et
al., 1993). Ademais, o estado nutricional do inseto vetor pode influenciar no
desenvolvimento e na multiplicacdo do parasito, além da metaciclogénese (MELO et
al., 2020).

A gPCR € uma técnica promissora em termos de avaliacdo de competéncia
de infectividade do T. cruzi e podera auxiliar ainda mais em pesquisas futuras sobre
a viabilidade do parasito no trato digestério do inseto vetor (UEHARA et al., 2012;
MELO et al, 2015). O monitoramento da colonizacdo do trato digestorio de R.

prolixus por T. cruzi usando uma estimativa acurada da carga parasitaria por gPCR
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juntamente com fluorescéncia e imagem de bioluminescéncia, foi realizado por Dias
et al. (2016). A combinacao destas técnicas revelou que ha um controle dindmico da
populacdo de T. cruzi no intestino do inseto para manter um equilibrio entre as
formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas do parasito, o que € crucial para
a competéncia do vetor (DIAS et al., 2016).

O xenodiagnostico (XD) é uma ferramenta parasitolégica na qual os insetos
vetores atuam como meio de cultura biolégica para amplificar e detectar a infeccéo
por T. cruzi em mamiferos. Alguns estudos quantificaram por PCR em Tempo Real
(QPCR-XD) a carga de T. cruzi em triatomineos alimentados por XD em individuos
com DCh cronica. Em estudo realizado por Enriquez et al. (2014), caes e gatos
infectados foram expostos ao XD com T. infestans criados em laboratério, ndo
infectados, que foram posteriormente examinados individualmente para infeccéo por
microscopia optica. A concentracdo do parasito também foi estimada por gqPCR-XD,
obtendo uma carga média de 8,1 equivalentes de parasito/mL em caes e 9,7
equivalentes de parasito/mL em gatos (ENRIQUEZ et al.,, 2014). Saavedra e
colaboradores (2016), verificaram que em casos de XD positivos, a qPCR-XD
permitiu estimar que em 42,9% dos casos, cargas parasitarias variaram entre 100 e
1.000 equivalentes de parasito/mL. No entanto, em 40,5% dos casos de XD
negativos, as cargas parasitarias foram bem menores, entre 1 e 10 equivalentes de
parasito/mL. Em 2019, Apt e colaboradores demonstraram o potencial uso da gPCR
para estimar a carga de T. cruzi em dejecbes de triatomineos alimentados por XD
em individuos com DCh crénica néo tratados. A carga parasitaria variou entre 0,1 e
9,9 equivalentes de parasito/mL (APT et al., 2019).

Em um estudo do nosso grupo, desenvolvemos um ensaio de qPCR, para
medir a carga parasitaria diretamente do intestino médio posterior e reto de
triatomineos coletados em campo, de diferentes procedéncias geograficas. Uma
ampla distribuicdo de carga parasitaria foi observada, variando de 8,05 x 102 a 6,31
x 1010 equivalentes de parasito, com mediana de 2,29 x 103. Quando a carga do
parasito foi analisada por espécies de triatomineos, uma mediana significativamente
maior foi encontrada para P. lutzi em comparagédo com T. brasiliensis (MOREIRA et
al., 2017). No presente estudo, utilizando o mesmo protocolo de Moreira et al.
(2017), observamos uma variacédo de carga parasitaria entre 1,5 x 10! equivalentes
de parasito a 2,3 x 107, com mediana de 10* equivalentes de parasito, nas espécies
do subcomplexo T. rubrovaria (Figura 23). A maior quantidade de parasitos foi
detectada em T. rubrovaria. A concentracdo de DNA de parasitos expressa como
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‘equivalentes de parasito” corresponde a quantidade representativa de parasitos
detectados ja que, na verdade, estamos detectando o kDNA deste protozodrio e ndo
0 parasito viavel. Para inferir a viabilidade do parasito no inseto vetor, torna-se
necessaria a deteccdo do RNA parasitario, que por ser menos estavel e com tempo

de duracdo menor do que o DNA, possibilita a identificacdo de parasitos vivos.

5.5 Genotipagem de T. cruzi em DTUs

A maior parte dos insetos examinados provenientes do RS foram coletados
no ambiente silvestre. Lorosa et al. (2008) relatam a importancia do estudo de
triatomineos silvestres para o maior conhecimento acerca dos seus ecétopos
naturais, dos mecanismos de interacdo entre os ec6topos natural e artificial, e da
associacdo destes vetores com hospedeiros vertebrados. Assim, o conjunto de
dados gerados fornece uma maior compreensao sobre a circulagdo do parasito T.
cruzi nestes ambientes e do eventual estabelecimento ou restabelecimento do ciclo
doméstico de transmissdo (LOROSA et al., 2008). A identificacdo dos gendtipos de
T. cruzi mais frequentes de uma determinada area, possibilita uma maior
compreensao sobre o envolvimento destes em infecces humanas e o potencial de
causar danos organicos, o que representa condi¢cdes fundamentais para incrementar
0 manejo destes pacientes (NIELEBOCK et al.,, 2020). Estudos acerca da
distribuicdo atual das linhagens ou DTUs do T. cruzi ao longo do pais, prevaléncia
das linhagens por area geogréfica e a possivel associacdo entre gendtipos do
parasito e formas clinicas da DCh em individuos residentes em areas endémicas sdo
necessarios (IBANEZ-CERVANTES et al., 2013). Neste estudo aplicamos uma
metodologia baseada em quatro alvos moleculares que permite identificar o genétipo
do parasito diretamente do conteudo intestinal do vetor, sem a necessidade do
isolamento prévio de T. cruzi em meio de cultura. E reconhecido, que o método de
hemocultivo para isolamento de parasitos pode selecionar uma subpopulagéo
especifica, mais adaptada ao meio de cultura, ndo permitindo assim a identificacéo
de infeccdes mistas (VOLPATO ET AL., 2017; D’ AVILA ET AL., 2018; NIELEBOCK
ET AL., 2020). Em 2020, publicamos um artigo em colaboracdo com a Fiocruz-Piaui
e identificamos as DTUs Tcl e Tcll em insetos coletados em comunidades rurais de
S&o Joao do Piaui (DOS SANTOS et al., 2020).
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No RS alguns estudos de identificacdo de genotipos de T. cruzi foram
conduzidos. Martins (2005) caracterizou geneticamente cinco isolados de T. cruzi
obtidos de T. rubrovaria coletados no ambiente silvestre de Quarai. A andlise do
DNA que codifica a fracdo 24Sa do rRNA apresentou fragmentos de 110 pb,
agrupando-os em Tcl (MARTINS, 2005). Trabalhos anteriores com duas cepas
isoladas de T. rubrovaria da mesma regidao, também foram classificadas como Tcl
(MARTINEZ & ROSA, 2003; MARTINEZ, 2004). Estes resultados estdo de acordo
com os obtidos neste trabalho em que a DTU mais predominante foi Tcl, sendo a
maioria observada em T. rubrovaria (Lavras do Sul), mas também foi encontrada em
Triatoma sp. (Cacapava do Sul), além de coinfeccdo por Tcl + TclV em T.
circummaculata (S&o Jerdnimo). A ocorréncia de TcV foi verificada em um Unico
exemplar de espécie nédo identificada de Cangucu. A Tcl € a mais abundante e a
mais dispersa geograficamente entre todas as DTUs de T. cruzi nas Américas. Pode
ser encontrada em uma ampla variedade de mamiferos e triatomineos associados
aos ciclos silvestres (ZINGALES et al., 2012). Para Martinez (2004), o encontro de
Tcl em T. rubrovaria jA era esperado, por este ser considerado um triatomineo
silvestre; embora alguns estudos terem demonstrado um aumento da frequéncia
dessa espécie de triatomineo no domicilio (ALMEIDA et al., 2002; MARTINEZ,
2004). A presenca de infeccbes mistas € mais comum em ecotopos que apresentam
elevadas taxas de infeccdo ou uma maior diversidade de mamiferos que abrigam
diferentes linhagens de T. cruzi (CAMPOS-SOTO et al.,, 2016). Apesar do nosso
estudo revelar uma taxa de infeccdo reduzida (cf. item 5.3) entre as espécies do
subcomplexo, detectamos a coinfeccao de Tcl + TclV. Sabemos que estas espécies
possuem habito alimentar eclético, se alimentando de diversas espécies de
hospedeiros, apesar de termos detectado apenas o fragmento de Cyt b de galinha
em T. circummaculata coinfectada (Tcl + TclV). Até o presente momento, a DTU
TclV nunca havia sido identificada em espécies do subcomplexo T. rubrovaria, no
entanto ocorre com bastante frequéncia em humanos (ZINGALES et al., 2012) e tem
sido identificada em surtos de transmissdo oral na Venezuela (RAMIREZ et al.,
2010), além de ser encontrada em R. robustus na Amazonia Brasileira Ocidental
(MONTEIRO et al., 2012).

Curiosamente, identificamos o genétipo TcV em um dos insetos analisados. A
distribuicdo desta DTU no ciclo de transmissdo domeéstico € muito conhecida em
outros paises do Cone Sul (ZINGALES et al.,, 2012). ARAUJO et al. (2011)

observaram a presenca de TcV em hospedeiros vertebrados nos biomas brasileiros
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Cerrado e Caatinga. Os autores sugerem que o padrdo de distribuicdo deste
gendtipo € mais abrangente do que se conhece, e ainda relatam a identificacdo de
TcV em T. infestans na Argentina, Bolivia e Paraguai (ARAUJO et al., 2011). Pode-
se supor que a dispersao desta linhagem do parasito esteja ocorrendo destes paises
para a regidao Sul do Brasil, pela proximidade com os territérios em que circula.
Como o triatomineo coletado no presente estudo (sem a identificacdo de espécie)
tem hébitos silvestres, capturado sob rochas, possivelmente a TcV aqui identificada,

ja esteja circulando nesse ambiente.

N&o identificamos a DTU Tclll em nenhum espécime analisado, no entanto, a
partir da anélise do dominio variavel D7 do gene da subunidade 24Sa do rRNA e do
espacador ndo transcrito de genes de mini-exon de T. cruzi, Martins et al. realizaram
a primeira descrigdo da linhagem Tcllc (Tclll) em T. rubrovaria presente no ciclo
silvestre, na regido sul do Brasil (MARTINS et al., 2008). Esses dados corroboram o
estudo de Gaunt e Miles (2002), onde os autores sugerem que tenha evoluido em
um habitat terrestre (tocas) e em ambientes rochosos, na presenca de triatomineos
dos géneros Panstrongylus e Triatoma, e em associacdo com mamiferos edentados
e/ou marsupiais (GAUNT & MILES, 2002), o que esta de acordo com os aspectos

ecologicos comportamentais de T. rubrovaria.

5.6 Competéncia vetorial de T. rubrovaria

Noés avaliamos alguns parametros relacionados a competéncia vetorial de T.
rubrovaria e identificamos caracteristicas comportamentais que podem ser
influenciadas pela infeccdo pelo T. cruzi. Os resultados foram comparados com T.
infestans, um dos principais vetores do T. cruzi no Cone sul da América do Sul
SCHOFIELD et al., 2006). A infeccéo por T. cruzi (TcVI isolado de T. infestans no
Rio Grande do Sul) e as taxas de metaciclogénese, e também parametros de
excrecao e de alimentacdo foram avaliados em ninfas de quinto instar. Encontramos
evidéncias convincentes de que T. infestans e T. rubrovaria tiveram taxas de
infecgdo por T. cruzi semelhantes, e também diferengas néo significativas na maioria
dos parametros de alimentacdo e de excrecdo (tempo de alimentacdo, tempo de
excrecao apos o repasto sanguineo, distancia das fezes e urina do local de picada e,
portanto, eficiéncia de excrecdo). Espécimes de T. infestans, no entanto, ingeriram

mais do que o dobro da quantidade de sangue que T. rubrovaria ingeriu,

98



confirmando assim uma maior eficiéncia de alimentacdo, bem como taxas de
excrecdo mais elevadas ap0s se alimentar de sangue. Nossas descobertas também
sugeriram que os individuos T. rubrovaria infectados com T. cruzi TcVI ingeriram
mais sangue do que os nao infectados (~ 25%) e também mudaram seu
comportamento de picada.

A metaciclogénese é uma diferenciacdo adaptativa do T. cruzi devido a
fatores nutricionais e estresse oxidativo no intestino do triatomineo (FIGUEIREDO et
al., 2000). Portanto, ndo € surpreendente que vetores e parasitos circulando em um
mesmo bidtopo possam ter uma melhor interacdo devido a coevolucdo
(LAMBRECHTS et al., 2006), incluindo maiores taxas de metaciclogénese
(DWORAK et al., 2017). Para triatomineos e T. cruzi, esta coevolucédo resulta em
infeccdes e ciclos de transmissdo bem-sucedidos (por exemplo, presenca de formas
tripomastigotas nas excretas dos insetos). Infeccbes experimentais de Mepraia
pallidipennis de Morelos, México, com duas diferentes cepas de Tcl - uma de
Morelos e outra de Chilpancingo, Guerrero, México, revelou que o parasito da area
geografica diferente (Chilpancingo) causou mais efeitos debilitantes sobre o vetor,
tais como alteracdo do seu tamanho, aumento na parasitemia e diminuicado da taxa
de sobrevivéncia (CORDERO-MONTOYA et al, 2019), evidenciando assim o
possivel papel das interacdes genotipo-por-gendtipo (LAMBRECHTS et al., 2006)
em populacdes de triatomineos e cepas de T. cruzi na mesma area geografica.
Portanto, aqui nés usamos um parasito (cepa CL, TcVI) isolado da excreta de T.
infestans capturado no campo no Rio Grande do Sul, mesmo local onde T. infestans
e T. rubrovaria foram coletados, para garantir que os desfechos aqui observados nao
fossem causados por deficiéncias genotipicas entre a populagéo de vetores e a cepa
do parasito.

Neste estudo, as infecgbes experimentais de T. rubrovaria e T. infestans com
T. cruzi TcVI revelaram diferencas interespecificas ndo significativas no namero de
triatomineos infectados ou na carga parasitaria nas excretas quando consideradas
as formas tripomastigota e transitdria (Figura 27A). O numero de triatomineos com
tripomastigotas metaciclicos foi significativamente maior, assim como as cargas de
tripomastigotas nas excretas nos dias posteriores a infeccdo (60 e 90 dpi),
independentemente da espécie do vetor (Figura 27A e Tabela 9). Portanto, os
nossos resultados alertam sobre o grande potencial de T. rubrovaria para transmitir
T. cruzi TcVI. Diferencas interespecificas foram observadas na Bolivia para trés
diferentes espécies vetoras infectadas com T. cruzi TcVI (cepa Tulahuén). Embora a
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porcentagem de excreta com formas tripomastigotas foi semelhante para T.
infestans, T. sordida e Triatoma guasayana (espécie silvestre/peridoméstica na
Bolivia), T. infestans apresentou maiores cargas de tripomastigotas (LOZA-
MURGUIA & NOIREAU, 2010). Em relacdo a forma epimastigota, T. infestans
apresentou aqui um maior namero desta forma evolutiva em 30 e 60 dpi (Figura
27B). Este resultado, possivelmente, foi porque o T. infestans ingeriu mais sangue
do que T. rubrovaria (Tabelas 10 e 11, Figura 28) e o heme (uma molécula pro-
oxidante liberado em grandes quantidades apds a degradacdo da hemoglobina
durante a digestdo do sangue) parece ser responsavel pela proliferacdo de
epimastigotas de forma dose-dependente (LARA et al., 2007).

Os efeitos da infeccao pelo T. cruzi no comportamento dos triatomineos sao
pouco investigados e poucos os estudos disponiveis focaram no fitness do vetor, no
comportamento de excrecdo e de alimentacdo, agregacdo/geotaxia e
dispersdo/locomocdo (GUARNERI & LORENZO, 2017; DEPICKERE et al., 2019;
CORDERO-MONTOYA et al.,, 2019; PEREYRA et al.,, 2020). Os parametros
comportamentais de excrecdo e de alimentacdo sdo de suma importancia, uma vez
que determinam a eficiéncia de transmissdo de T. cruzi para hospedeiros
vertebrados (LENT & WYGODZINSKY, 1979). Em nosso estudo, T. rubrovaria
infectado e nédo infectado, e também T. infestans infectado, tiveram o tempo de
alimentacdo e de excre¢do apds a alimentacdo de sangue semelhante, e também
excretaram a uma distancia semelhante do local de picada. Anteriormente, néo foi
observada diferenca nos dois primeiros parametros entre R. prolixus néo infectado e
infectado coletado na Venezuela com uma cepa de T. cruzi Tcl da Bacia Amazonica.
N&o obstante, resultados discrepantes foram observados para T. infestans nao
infectados e infectados do Chaco, Argentina, com uma cepa de T. cruzi TcVI de
Tulahuén, Chile. Espécimes infectados excretaram mais rapido e em maior
guantidade do que os nao infectados (PEREYRA et al., 2020). Excrecdo mais rapida
também foi observada para Mepraia spinolai (espécie responsavel pela transmisséo
do T. cruzi no arido e semi-arido do Chile) da Reserva Nacional Las Chinchillas,
Chile, infectado com isolado de T. cruzi da mesma localidade (BOTTO-MAHAN et
al., 2006).

A quantidade de sangue ingerido parece ser positivamente influenciada pela
infeccdo por T. cruzi TcVI, com um maior volume ingerido por T. rubrovaria infectado
(mediana 126,5 pL) do que por amostras nao infectadas (mediana de 100 pL)

(Tabela 10). Além disso, espécimes de T. rubrovaria infectados com T. cruzi que
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excretaram durante os experimentos ingeriram o dobro do volume de sangue
gquando comparado a T. rubrovaria infectado ou nédo infectado que nao defecou
(Figura 26). O efeito de infeccdo no volume de sangue ingerido foi marginalmente
observado no GLM, que embora o coeficiente de infeccdo nao foi significativo, o
odds ratio revelou um efeito moderado (Tabela 11). Trypanosoma cruzi ndo afetou o
tempo de alimentacédo e procura pelo hospedeiro em R. prolixus (TAKANO-LEE &
EDMAN, 2002). Botto-Mahan et al. (BOTTO-MAHAN et al., 2006) observaram um
aumento da taxa de picadas em M. spinolai infectado com T. cruzi em comparagéo
com espécimes nao infectados, embora o parasito ndo tenha interferido no intervalo
de tempo até a primeira tentativa de alimentacdo (BOTTO-MAHAN et al., 2006), ou
no volume de sangue ingerido (BOTTO-MAHAN, 2009). Estay-Olea et al. (ESTAY-
OLEA et al., 2020) observaram para as mesmas espécies de triatomineos que o
estado nutricional de triatomineos néo infectados foi superior ao de infectados,
reforcando a hipotese de que os triatomineos infectados com T. cruzi precisam de
mais sangue para realizar a muda e a excrecdo durante/apds o repasto sanguineo
do que os individuos ndo infectados, provavelmente para compensar 0s nutrientes
consumidos pelos tripanossomos (ESTAY-OLEA et al., 2020).

Os triatomineos sao capazes de reconhecer e serem atraidos por diferentes
sinais do hospedeiro, como odores do hospedeiro e diéxido de carbono, além de sua
extrema sensibilidade ao calor devido a percepcéao de calor e radiacao infravermelha
emitida pelo hospedeiro (LAZZARI et al., 2013). Em um estudo recente, T.
pallidipennis e T. longipennis de terceiro instar infectados com isolado de T. cruzi
Chilpancingo (Tcl) foram mais atraidos por compostos que imitam o odor liberado
pelo rosto humano do que por insetos nédo infectados (RAMIREZ-GONZALEZ et al.,
2019. Esses dados estdo de acordo com os nossos achados de que T. rubrovaria
infectado picou com mais frequéncia na cabeca (36,4%) do que em outras regides
do corpo dos camundongos, enquanto as picadas dos espécimes nado infectados
foram mais frequentes no abdbmen (31,6%) (Figura 29). Diferentes modelos
multinomiais foram testados para avaliar as varidveis "espécie" e "infeccdo" como
preditores do local da picada e 0 modelo que considera apenas a infeccdo como um
preditor importante foi 0 mais informativo. Apesar da regresséao logistica multinomial
ter mostrado uma forte associacéo entre infeccao por T. cruzi e comportamento do
triatomineo de picar a cabeca (OR = 2,93) e o dorso (OR = 2,80), apenas o primeiro

foi estatisticamente significativo no modelo (Tabela 12). As analises resultantes
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sugerem uma mudancga no comportamento de picada de T. rubrovaria causada pela
infeccdo por T. cruzi TcVI.

Diferencas interespecificas foram observadas em relacdo a proporcédo de
individuos que excretaram durante o experimento, para o qual foi maior para T.
infestans (Figura 26), e o volume de sangue ingerido, em que esta espécie ingeriu
mais de duas vezes o volume de sangue daquele observado para T. rubrovaria
(Figura 27A). Consequentemente, a primeira espécie revelou maior eficiéncia de
alimentacao (Figura 27B). Na verdade, as correlacdes negativas entre T. rubrovaria
e a quantidade de sangue ingerido e a eficiéncia de ingestdo de sangue foram
consideraveis (Tabela 11 e Figura 28). Caracteristicas estruturais e fisioldgicas ja
estavam associadas a eficiéncia alimentar dos triatomineos. A suc¢cdo de sangue,
por exemplo, depende da bomba cibarial (uma estrutura de camara com mausculos
na cabeca) que promove uma pressdo negativa, puxando o sangue de dentro do
vaso. Ja foi observado que T. infestans é capaz de ingerir maiores quantidades de
sangue por contracdo da bomba cibarica quando comparado a T. brasiliensis e T.
pseudomaculata (GUARNERI et al., 2000). Além disso, diferencas na atividade
vasodilatadora e na enzima apirase (inibidor da agregacao plaguetaria) presente nas
glandulas salivares (RIBEIRO et al, 1998; ARAUJO et al, 2009) e na
hemaglutinagdo e atividades anticoagulantes no conteddo intestinal durante a
alimentacdo (ARAUJO et al., 2009; PAIM et al., 2011) também influenciam o volume
de sangue ingerido e, portanto, a eficiéncia de alimentacdo de triatomineos em
hospedeiros vertebrados. A maior taxa de ingestdo de sangue provavelmente
explica o menor tempo de muda de ninfas de quinto estadio de T. infestans sobre T.
rubrovaria (64-83 e 110-131 dias, respectivamente) (DAMBORSKY et al., 2005;
DURAN et al., 2016) e também uma alta densidade populacional de T. infestans
dentro de habitacdes humanas (PEREIRA et al., 2006). Uma vez que a quantidade
de sangue ingerido esta positivamente correlacionada com o volume da excreta
(PIESMAN & SHERLOCK, 1983), também é altamente provavel que o T. infestans
libere mais parasitos do que T. rubrovaria durante a excrecéo.

A associagéo positiva observada no GLM entre a distancia da excre¢édo e o
local de picada e tempo de excregcdo apos a alimentacdo de sangue (Tabela 11) &
uma comportamente de excrecdo e de alimentacdo de senso comum dos
triatomineos, mas raramente testado. Nossos resultados aqui confirmam que a
tendéncia do triatomineo é de se afastar da regido da picada apés uma refeicéo de

sangue, provavelmente para evitar ser notado/predado pelo hospedeiro vertebrado,
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0 que reforga as estimativas de baixa probabilidade de transmisséo direta de T. cruzi
de triatomineos para humanos (NOUVELLET et al.,, 2013). Triatoma rubrovaria
tendeu a excretar mais tardiamente do que T. infestans; no entanto, o coeficiente
GLM néo foi estatisticamente significativo, provavelmente devido a grande variacao
de medidas para este parametro comportamental. Outro resultado discrepante entre
as espécies foi observado para o parametro de eficiéncia de excre¢cdo, em que 0s
resultados do GLM mostraram que T. rubrovaria € significativamente menos eficiente
(OR = 0,53), mas os testes W nédo foram significativos (Tabelas 10 e 11). Nossos
resultados diferiram de um trabalho anterior (LOZA-MURGUIA & NOIREAU, 2010)
gue mostrou que T. infestans excretou durante o repasto sanguineo cerca de cinco
minutos antes de terminar a ingestdo de sangue. No entanto, algumas diferencas
nas configuracbes experimentais devem ser destacadas, da seguinte forma: (i)
analisamos T. infestans infectado com T. cruzi, enquanto Loza-Murguia e Noireau
(LOZA-MURGUIA & NOIREAU, 2010) analisaram apenas amostras néo infectadas;
e (i) cinco triatomineos foram alimentados ao mesmo tempo em um U{nico
hospedeiro neste estudo (levando a algumas interrup¢cdes na alimentacdo de
sangue), enquanto no outro trabalho eles individualizaram os vetores para se
alimentarem do camundongo. Portanto, enfatizamos a importéncia de incluir uma
espécie epidemiologicamente relevante em experimentos ao analisar uma espécie
nao-modelo para fins de comparacéao.

Os triatomineos requerem numerosas alimentacbes de sangue para
completar o seu ciclo de vida. Apesar de ser raro (DURAN et al., 2016; RYCKMAN,
1951), coprofagia (ingestdo de fezes), cleptohematofagia (sangue retirado do
intestino de outro triatomineo) e hemolinfagia (para ingerir hemolinfa de outros
artrépodes) tém ha muito tempo sido relatados por varios autores (JURBERG &
GALVAO, 2006). Ja foi observado T. circummaculata e T. rubrovaria sugando a
hemolinfa de baratas selvagens (Blaptia dubia) em pilhas de rochas naturais
(LOROSA et al., 2000; RUAS-NETO et al., 2001). Ainda nédo estéa claro, no entanto,
se a hemolinfa como a uUnica fonte de alimento disponivel é o suficiente para
completar o seu ciclo de desenvolvimento. E importante destacar que em nosso
estudo, em duas ocasides, uma ninfa ndo alimentada perfurou o intestino para obter
sangue de uma ninfa recentemente alimentada, além de ter sido observada em uma
Unica vez uma ninfa se alimentando dos excrementos de outro individuo. Esses
comportamentos foram observados enquanto a fonte de alimento (camundongos

Swiss webster) estava sendo oferecida aos insetos. Pelo que sabemos, esses sao

103



0s primeiros relatos de coprofagia e cleptohematofagia em T. rubrovaria. Mesmo
com a disponibilidade de fonte de alimento, as ninfas de quinto estadio se
alimentaram do sangue presente em uma ninfa ingurgitada. Uma hipétese recente
para este comportamento canibal € que a rapida ingestdo de sangue quente do
hospedeiro vertebrado pelo triatomineo aumenta a temperatura corporal do inseto e,
consequentemente, levando a atragcdo de individuos ndo alimentados para obtencéo
de sangue (LAZZARI et al., 2018). Em um contexto epidemiol6gico, o canibalismo
pode aumentar a possibilidade de ingestdo do parasito e a sua posterior transmissao
de inseto a inseto (SCHAUB, 1988).

Este trabalho contém algumas ressalvas que devem ser levadas em
considerac@o ao interpretar nossos resultados. Primeiro, sempre havera limitacdes
no gque os dados gerados em condi¢cdes de laboratério podem revelar sobre o
comportamento dos insetos no campo. Os insetos sdo submetidos em campo as
oscilagbes ambientais didrias de luz, umidade e temperatura, bem como a
agregacdo de vetores que pode moldar padrbes de atividade diferentes daqueles
observados em ambientes de laboratério (RIVAS et al., 2018; DEPICKERE et al.,
2019; VANIN et al., 2012). Além disso, os insetos criados em laboratério podem
perder a variabilidade genética observada no campo, provavelmente devido a
endogamia e processos estocasticos, como efeitos fundadores e, portanto, nédo
representam completamente as populacdes de campo (GOMEZ-SUCERQUIA et al.,
2009). Evidéncias convincentes com dados experimentais que suportam os impactos
sobre o comportamento de insetos criados em condi¢cdes de laboratério para muitas
geracbes sdo escassas. Embora haja uma reducdo no tamanho corporal e
dimorfismo sexual de triatomineos criados em laboratério, que pode refletir no
aumento de densidade de vetores em pequenos recipientes e suprimento limitado de
sangue (DUJARDIN et al.,, 1999), populacdes de insetos criadas em laboratorio
parecem exibir desempenho semelhante as populacdes de campo. Ross et al.
(ROSS et al.,, 2019) observaram apenas mudangas insignificantes no tempo de
desenvolvimento, sobrevivéncia até a idade adulta, fecundidade e proporgdo de
eclosédo dos ovos ao comparar populacdes de Aedes aegypti de 22 e 222 geracgoes.
Em triatomineos, Ortiz et al. (ORTIZ et al., 2011) observaram que espécimes de R.
prolixus mantidos por mais de 30 anos alimentados com sangue de galinha foram
atraidos por extratos de pele humana de forma semelhante que os insetos F1
fizeram. Experimentos envolvendo T. rubrovaria de campo (ou recentemente

capturado em campo) em condicdes naturais ou semi-naturais devem ser
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conduzidas para avaliar o impacto das condicbes de laboratério nos dados
comportamentais.

Segundo, as infeccbes foram confirmadas e quantificadas por meio de
observacdes diretas de tripanossomas nas excretas, € nao por meio de ferramentas
sensiveis como qPCR. Portanto, é possivel que tenhamos detectado como positivos
apenas triatomineos com altas infeccbes. Apesar disso, acreditamos que esta
limitacdo nao interferiu nas comparacbes entre T. rubrovaria e T. infestans,
provavelmente excluimos das analises os individuos com infec¢cdes baixas que
podem ter resultados comportamentais diferentes. Terceiro, embora tenhamos
usado uma cepa de T. cruzi isolado de um individuo de T. infestans coletado na
mesma localidade dos espécimes de T. rubrovaria utilizados neste estudo, ndo ha
evidéncias de que a linhagem T. cruzi TcVI esteja infectando T. rubrovaria no
campo. Até o momento, apenas individuos de T. rubrovaria infectados com T. cruzi
Tcl e Tclll foram capturados na regido (MARTINEZ & ROSA, 2003; MARTINEZ,
2004; MARTINS, 2005; MARTINS et al., 2008; BRENIERE et al., 2016). Estudos de
vigilancia entomoldgica juntamente com infecgbes experimentais de T. rubrovaria
com T. cruzi Tcl e Tclll sdo necessérias para identificar as cepas de T. cruzi que
circulam nesta espécie de vetor e os possiveis efeitos desta cepa do parasito sobre
0 comportamento de alimentagao-excrecao.

Quarto, analisamos os parametros de alimentacdo e de excrecdo em
triatomineos apenas em 30 dpi, quando o numero de vetores com formas
tripomastigotas em seus excrementos foi significativamente menor do que observada
em 60 e 90 dpi. Portanto, se as mudangcas comportamentais observadas aqui
fossem resultado fenotipicos da infeccdo ou uma manipulacdo de triatomineos pelo
T. cruzi (RAMIREZ-GONZALEZ et al., 2019), esperariamos observar mudancas de
comportamento mais significativas em 60 ou 90 dpi. Estudos moleculares e
histol6gicos sdo abordagens Uteis e necessarias para compreender 0s mecanismos
subjacentes de possivel manipulagdo comportamental (HUGHES & LIBERSAT,
2019). Por fim, resultados contraditérios quanto a influéncia da infec¢éo do parasito
no comportamento dos triatomineos provavelmente estdo associados a variacao da
cepa de T. cruzi ou linhagem genética usada em ensaios de infec¢cdo e em espécies
de vetores testadas (GARCIA & AZAMBUJA, 1991). Além disso, diferencas nos
ensaios experimentais também podem ter uma contribuicdo importante (PEREYRA
et al., 2020). Portanto, existe uma necessidade urgente de padronizar as condicdes

metodoldgicas em estudos futuros sobre aspectos comportamentais de insetos
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parasitados para entender melhor o papel de cada tipo de T. cruzi nas alteragbes

dos parametros comportamentais do vetor.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Segundo Jansen e colaboradores (2015), os sistemas de interacdo parasito-
hospedeiro e as estratégias de transmissao de T. cruzi na natureza séo altamente
complexos e multivaridveis. Existem numerosas espécies de triatomineos que, por
sua vez, sdo insetos generalistas, se nutrindo de diversas espécies de animais,
formando uma rede de interacdo (JANSEN et al., 2018). Assim, 0s insetos e 0s
mamiferos estdo expostos constantemente a mdultiplas infecgbes por T. cruzi,
possibilitando a circulagéo das seis DTUs e aumentando as chances de coinfecc¢des
em uma escala espaco-temporal (JANSEN et al., 2015, 2018, 2020). O estudo da
presenca do parasito em reservatorios e vetores em seu habitat tem demonstrado
que 0 nosso conhecimento acerca da ecologia de T. cruzi ainda é muito limitado
(JANSEN et al., 2015).

Lent e Wygodzinsky (LENT & WYGODZINSKY, 1979) destacaram que
embora a maioria dos triatomineos seja vetores potenciais de T. cruzi, algumas
condicbes devem ser cumpridas para incriminar uma espécie como "vetor efetivo"
para humanos, tais como: (i) ampla distribuicdo geografica, (ii) ser capaz de viver
em habitacdes humanas, (iii) comportamento antropofilico e (iv) curto intervalo entre
alimentacdo e excrecao. Triatoma rubrovaria estd restrito ao norte da Argentina,
Uruguai e sul do Brasil (LENT & WYGODZINSKY, 1979) e embora haja uma invasao
domiciliar e peridomiciliar crescente de T. rubrovaria (ALMEIDA et al., 2000;
SILVEIRA & MARTINS, 2014), ndo ha evidéncia consistente de colonizacdo
intradomiciliar, uma vez que apenas algumas ninfas foram capturadas dentro de
habitacdes (ALMEIDA et al., 2000). Juntos, esses aspectos biondmicos enfatizam os
achados epidemiolégicos de que T. infestans estabeleceu colonias maiores no sul
do Brasil e provavelmente deslocou T. rubrovaria dos peridomicilios. No entanto, a
semelhanca entre essas espécies quanto as taxas de infeccdo e metaciclogénese
por T. cruzi TcVlI em condicdes de laboratério e quanto ao comportamento de
alimentacdo-excrecdo suscitam preocupacdes epidemiolégicas. A eliminacao
"virtual" de T. infestans provavelmente desencadeou um processo de recolonizacao
de habitats modificados por humanos, pelas espécies nativas (SILVEIRA &
MARTINS, 2014), como observado para outras espécies autoctones, como T.

brasiliensis e P. megistus no nordeste e sudeste do Brasil (PEREIRA et al., 2006); e,
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portanto, T. rubrovaria deve ser mantido sob constante vigilancia entomoldgica no
Rio Grande do Sul.
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7 CONCLUSOES

e A taxonomia molecular baseada no alvo Cyt b possibilitou agrupar amostras do
subcomplexo T. rubrovaria nos clados correspondentes as sequéncias-referéncia: T.
rubrovaria, T. carcavalloi e T. circummaculata.

e Ha baixa divergéncia entre as sequéncias das espécies do subcomplexo T.
rubrovaria e muitas sequéncias formaram clados néo identificados.

e Por conta da sobreposicao entre os valores de divergéncia intra e interclados, faz-
se necessario analisar no nivel genémico das espécies do subcomplexo para definir
suas classificacdes taxonémicas.

e Confirmamos o ecletismo alimentar das espécies pertencentes ao subcomplexo T.
rubrovaria e observamos alto grau de antropofilia.

¢ A taxa de infeccdo natural por T. cruzi foi superior em T. rubrovaria, seguido de T.
circummaculata, T. carcavalloi e Triatoma sp.

e Ampla variacdo de carga parasitaria nas amostras KDNA-positivas foi observada,
sendo a maior carga em T. rubrovaria.

e A DTU predominante nas amostras analisadas foi a Tcl, seguida de Tcl + IV e
TcV.

e A coinfeccédo por duas DTUs de T. cruzi (Tcl + 1V) foi observada em uma amostra,
demonstrando a complexidade da dinAmica de transmisséo do parasito na natureza.
e Sugere-se que a infeccdo experimental por T. cruzi TcVI alterou 0 comportamento
alimentar de T. rubrovaria, tendo sido capazes de ingerir mais sangue comparados
aos nao infectados e picarem com mais frequéncia a cabeca do camundongo.

e Apesar de uma menor porcentagem de T. rubrovaria ter defecado logo apés a
alimentacdo de sangue e do menor volume de sangue ingerido quando comparado
ao T. infestans, essas espécies de vetores apresentaram perfis de infeccéo e taxas
de tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi TcVI semelhantes em seus excrementos,
além de compartilharem pontuacdes semelhantes para a maioria dos parametros de
excrecdo e de alimentacdo analisados em condi¢des de laboratério.

e O encontro de T. rubrovaria préximo aos domicilios se alimentando de humanos e
os dados obtidos no presente estudo enfatizam a importancia epidemiolédgica desta
espécie no territério gaucho, merecendo devida atencdo pelas autoridades de
saude.
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8 PERSPECTIVAS

e Finalizar a taxonomia molecular dos insetos vetores do Rio Grande do Sul que
nao tiveram as suas espécies identificadas e, quica analises no nivel genémico.

e Padronizar e validar a metodologia de identificacdo molecular da microbiota
presente em insetos de campo do subcomplexo T. rubrovaria e correlacionar com a
infeccéo por T. cruzi.

¢ Notificar a Secretaria de Saude do Rio Grande do Sul sobre os dados obtidos no
presente estudo para que sejam elaborados planos estratégicos de medidas de
controle da doenca de Chagas.
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10 ANEXO 1

Tabela: Correlagdo de espécies e estadios evolutivos de triatomineos, municipios em que foram coletados e a fonte alimentar
detectada. Em negrito: alimenta¢Bes mistas. (*): amostras positivas para k-DNA de T. cruzi. Silv: Silvestre. Peri: Peridomicilio. Id:
Identidade.

Espécie de Estadio Fonte alimentar Analise no BLAST Municipio Ecétopo
triatomineo evolutivo N° de acesso E-value Id (%)

T. circummaculata* Fémea Gallus gallus | FM205718.1 | 3,00E-120 93 Sé&o Jerénimo Silv
T. rubrovaria* Macho Gallus gallus | DQ512917.1 2,00E-83 85 Lavras do Sul Silv
T. rubrovaria* N5 Gallus gallus | DQ236093.1 2,00E-103 91 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp.* Macho Gallus gallus | DQ512917.1 1,00E-98 88 Lavras do Sul Silv
T. circummaculata* Macho Gallus gallus | KP211422.1 1,00E-95 88 Sao Jerbnimo Silv
T. carcavalloi Macho Gallus gallus | FM205718.1 1,00E-94 87 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | KF161283.1 4,00E-29 80 Lavras do Sul Silv
T. carcavalloi N5 Homo sapiens | DQ236097.1 8,00E-57 81 Cangugu Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | MG272613.1 | 6,00E-123 95 Cangugu Silv
T. carcavalloi* N5 Homo sapiens | KY410029.1 | 5,00E-153 99 Cangucu Silv
T. carcavalloi Macho Mus musculus | AK131583.1 | 5,00E-123 95 Cangucu Silv
Triatoma sp. N4 Homo sapiens | MF278018.1 | 5,00E-138 98 Cangugu Silv
T. carcavalloi Macho Mus musculus | HQ180173.1 2,00E-121 95 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. Macho Homo sapiens | MF278018.1 | 3,00E-155 99 Cachoeira do Sul Silv
T. carcavalloi Fémea Mus musculus | KY018919.1 | 9,00E-166 | 100 Cangucu Silv
Triatoma sp. Macho Mus musculus | KY018919.1 2,00E-147 97 Cachoeira do Sul Silv
T. carcavalloi* N2 Gallus gallus | AB044986.1 3,00E-86 88 Cangugu Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ236093.1 | 3,00E-100 88 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. Macho Mus musculus | KY018919.1 1,00E-163 99 Cachoeira do Sul Silv
T. carcavalloi N5 Homo sapiens | MF598731.1 | 3,00E-120 94 Cangugu Silv
T. carcavalloi Fémea Mus musculus | HQ180173.1 | 3,00E-130 94 Cachoeira do Sul Silv
T. circummaculata N3 Mus musculus | HQ180173.1 2,00E-137 97 Séao Jerébnimo Silv
T. carcavalloi Macho Gallus gallus | DQ512917.1 | 7,00E-112 93 Cachoeira do Sul Silv
T. carcavalloi N5 Mus musculus | KT376849.1 | 8,00E-161 99 Cangucu Silv
Triatoma sp. Macho Mus musculus | HQ180173.1 | 1,00E-146 99 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Gallus gallus | DQ512917.1 2,00E-97 88 Cangugu Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | KP211424.1 2,00E-67 83 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Gallus gallus | DQ512917.1 | 2,00E-126 92 Cangucu Silv
T. carcavalloi N3 Gallus gallus | DQ512917.1 | 1,00E-113 91 Cangugu Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | MG027614.1 | 7,00E-137 97 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | DQ512917.1 | 2,00E-131 94 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp.* N4 Gallus gallus | DQ236093.1 4,00E-84 86 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Gallus gallus | DQ512917.1 | 2,00E-111 84 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | KF964328.1 2,00E-82 88 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | DQ236093.1 | 1,00E-130 94 Cacapava do Sul Silv
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Triatoma sp. N2 Gallus gallus | DQ236093.1 7,00E-82 86 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | MG027618.1 5,00E-79 85 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | FM205716.1 | 1,00E-149 98 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp.* N4 Gallus gallus | DQ512917.1 | 1,00E-114 91 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | DQ512917.1 | 1,00E-153 98 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | AY509649.1 | 1,00E-126 96 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Gallus gallus | DQ512917.1 | 4,00E-126 96 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | FM205718.1 1,00E-93 90 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | KX534431.1 5,00E-37 83 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | KF964328.1 | 3,00E-110 93 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Gallus gallus | KF964328.1 2,00E-97 95 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | FM205718.1 | 2,00E-106 95 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | DQ512917.1 | 1,00E-138 95 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Mus musculus | KT376849.1 | 2,00E-153 99 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Gallus gallus | FM205716.1 | 3,00E-130 95 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Gallus gallus | KX987152.1 1,00E-70 83 Cangugu Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | FM205718.1 | 3,00E-116 92 Cangucu Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | KP211424.1 | 6,00E-118 93 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 5,00E-124 92 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | KF964328.1 | 5,00E-103 90 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Gallus gallus | FM205716.1 | 1,00E-128 94 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Gallus gallus | AJ401080.1 | 2,00E-151 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 2,00E-146 97 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Gallus gallus | AJ401080.1 | 2,00E-147 97 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | AJ401080.1 | 8,00E-136 95 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | AJ401080.1 | 5,00E-125 93 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | KF964328.1 | 4,00E-121 93 S&o Jerbnimo Silv
Triatoma sp. N3 Gallus gallus | AJ401080.1 | 2,00E-147 97 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | FM205718.1 | 2,00E-148 98 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp.* N2 Gallus gallus | FM205716.1 | 2,00E-101 89 Cagapava do Sul Silv
T. carcavalloi N5 Gallus gallus | FM205718.1 | 3,00E-155 98 Cangucu Silv
T. circummaculata N5 Gallus gallus AJ401080.1 5,00E-119 92 Séao Jerbnimo Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | FM205718.1 | 2,00E-127 93 | Encruzilhada do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Gallus gallus | FM205718.1 | 2,00E-126 97 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 2,00E-109 920 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | KF964328.1 2,00E-97 89 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | AJ401080.1 | 2,00E-131 94 Cacapava do Sul Silv
T. carcavalloi N5 Gallus gallus | AJ401080.1 | 5,00E-154 99 Cangucu Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | FM205718.1 | 2,00E-112 91 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | KX947009.1 2,00E-83 87 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Gallus gallus | KX987152.1 2,00E-33 82 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | FM205716.1 | 3,00E-150 99 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Gallus gallus | FM205718.1 | 2,00E-103 90 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | AJ401080.1 | 9,00E-116 92 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Gallus gallus | FM205716.1 | 7,00E-112 91 Cangugu Silv
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Triatoma sp. N1 Gallus gallus | FM205716.1 1,00E-88 87 Cangugu Silv
Triatoma sp. N4 Gallus gallus | AJ401080.1 | 1,00E-154 99 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | AJ401080.1 | 5,00E-149 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | KX987152.1 2,00E-52 81 Sé&o Jerénimo Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | KX534431.1 3,00E-51 80 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | AJ971340.1 4,00E-90 920 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | AJ401080.1 | 2,00E-128 94 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ236093.1 | 7,00E-152 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 8,00E-83 86 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 3,00E-155 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Gallus gallus | MG027618.1 8,00E-47 80 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 9,00E-126 96 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 3,00E-150 95 Sao Jerbnimo Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ236093.1 | 3,00E-116 91 Sao Jerbnimo Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 6,00E-108 91 S&o Jerbnimo Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ236093.1 7,00E-87 87 S&o Jerbnimo Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 4,00E-139 96 Sao Jerbnimo Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 2,00E-136 94 Sao Jerbnimo Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 9,00E-111 91 S&o Jerbnimo Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 5,00E-158 98 S&o Jerbnimo Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 7,00E-122 94 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 1,00E-144 96 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | FM205718.1 | 6,00E-118 92 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 3,00E-130 96 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 3,00E-106 92 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | AY509649.1 | 7,00E-142 96 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp.* N4 Gallus gallus | AY509649.1 1,00E-19 84 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | MG605671.1 1,00E-15 82 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | DQ512917.1 | 3,00E-116 92 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | DQ512917.1 | 1,00E-114 92 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Gallus gallus | DQ236093.1 | 2,00E-117 92 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Gallus gallus | DQ512917.1 | 1,00E-134 94 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Gallus gallus | DQ236093.1 | 3,00E-121 92 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Gallus gallus | MG027618.1 | 2,00E-108 91 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Gallus gallus | DQ512917.1 | 6,00E-103 89 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Gallus gallus | DQ512917.1 | 2,00E-113 91 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Gallus gallus | MG027593.1 | 2,00E-137 95 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 2,00E-123 93 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 4,00E-129 94 S&o Jerbnimo Silv
Triatoma sp.* N5 Gallus gallus | DQ512917.1 | 2,00E-108 90 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Gallus gallus | DQ512917.1 | 1,00E-114 91 | Encruzilhada do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Gallus gallus | DQ512917.1 | 3,00E-155 98 Cangucu Silv
Triatoma sp. N4 Gallus gallus | DQ236093.1 | 9,00E-156 97 | Encruzilhada do Sul Silv
Triatoma sp.* N4 Gallus gallus | AJ971340.1 4,00E-45 82 Cangugu Silv
T. circummaculata* Fémea Gallus gallus | KP211422.1 3,00E-66 86 Sé&o Jerénimo Silv
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T. carcavalloi N4 Gallus gallus | KJ505835.1 2,00E-43 80 Cangugu Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | LC088151.1 | 8,00E-102 90 Séo Jerébnimo Silv
T. carcavalloi N2 Homo sapiens | MK165676.1 1,00E-75 88 S&o Jerénimo Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MG273012.1 8,00E-57 87 Sé&o Jerénimo Silv
Gallus gallus | DQ512917.1 6,00E-48 83
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MH553733.1 9,00E-57 87 Séo Jerébnimo Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | MK434282.1 2,00E-28 79 Séo Jerébnimo Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | KP126150.1 | 3,00E-126 97 Sé&o Jerbnimo Silv
T. carcavalloi N5 Homo sapiens | LC088151.1 1,00E-64 90 Sé&o Jerénimo Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | DQ236097.1 2,00E-58 86 Séo Jerébnimo Silv
Varanus griseus | HM921207.1 2,00E-58 86
T. carcavalloi N1 Homo sapiens | KP126143.1 1,00E-90 97 Sé&o Jerénimo Silv
Triatoma sp. N2 |Acanthodactylus cf. | KX753553.1 3,00E-52 84 Sao Jerbnimo Silv
cantoris
Homo sapiens LC088151.1 2,00E-78 92
T. rubrovaria Macho Tupinambis | AF151181.1 | 5,00E-129 99 Lavras do Sul Silv
merianae
T. circummaculata Fémea Homo sapiens | KY645724.1 1,00E-39 80 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Gallus gallus | KY039437.1 3,00E-41 87 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Homo sapiens | LC088151.1 6,00E-18 81 Lavras do Sul Silv
T. rubrovaria* N5 Conepatus | KM047818.1 5,00E-54 89 Lavras do Sul Silv
semistriatus
Homo sapiens KT587622.1 4,00E-50 86
Triatoma sp. N4 Bos taurus | EU365345.1 1,00E-129 96 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | KU131206.2 2,00E-68 92 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Bos taurus | HQ184040.1 1,00E-79 91 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | KF161899.1 5,00E-08 89 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MH981900.1 6,00E-98 94 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | MH981896.1 1,00E-84 88 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | KX697544.1 | 2,00E-107 96 Cagapava do Sul Silv
T. rubrovaria N3 Homo sapiens | KY410079.1 4,00E-50 86 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | MG273012.1 3,00E-66 87 Lavras do Sul Silv
T. circummaculata N5 Homo sapiens | EU597503.1 2,00E-127 94 Lavras do Sul Silv
T. rubrovaria N2 Gallus gallus | DQ512917.1 | 6,00E-118 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Ovis aries AJ971339.1 | 3,00E-141 96 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | KY509039.1 6,00E-78 95 Lavras do Sul Silv
T. circummaculata N2 Homo sapiens | KU683219.1 | 5,00E-129 99 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Gallus gallus | KY039419.1 3,00E-41 87 Lavras do Sul Silv
T. circummaculata N2 Homo sapiens | KU683219.1 2,00E-132 99 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MH981902.1 | 5,00E-104 920 Lavras do Sul Silv
T. circummaculata N3 Homo sapiens | KY509039.1 1,00E-100 94 Lavras do Sul Silv
T. circummaculata N2 Homo sapiens | MF362915.1 1,00E-15 85 Lavras do Sul Silv
T. circummaculata N1 Homo sapiens | MG571125.1 2,00E-43 97 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KY509039.1 | 1,00E-134 97 Lavras do Sul Silv
T. carcavalloi N4 Homo sapiens | KY509039.1 8,00E-102 95 | Encruzilhada do Sul Silv
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Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KY509039.1 | 6,00E-153 99 Cangugu Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | KU683578.1 2,00E-62 91 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KU683219.1 | 8,00E-102 96 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK434283.1 | 1,00E-140 99 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | KX697544.1 | 4,00E-115 97 Lavras do Sul Silv
T. rubrovaria N5 Homo sapiens | DQ512917.1 | 9,00E-112 93 Lavras do Sul Peri
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | MG773616.1 2,00E-67 93 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | LC088157.1 | 2,00E-123 99 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Ovis aries | DQ851982.1 | 1,00E-105 91 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. Fémea Homo sapiens | MH449449.1 2,00E-72 91 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Tupinambis | AF151181.1 | 3,00E-141 | 100 Lavras do Sul Silv
merianae
Triatoma sp. N5 Conepatus | KM047815.1 | 1,00E-144 99 Lavras do Sul Silv
semistriatus
Triatoma sp. N5 Ovis aries JX545998.1 1,00E-129 96 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | KP126162.1 | 2,00E-143 98 Lavras do Sul Silv
Conepatus
semistriatus | KM047808.1 | 6,00E-133 97
Leopardus
tigrinus | KP202287.1 2,00E-82 87
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | KP126162.1 | 2,00E-143 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | MH981900.1 4,00E-55 85 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Oryctolagus | MH985853.1 | 6,00E-143 98 Lavras do Sul Silv
cuniculus
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | MH981900.1 2,00E-97 94 Lavras do Sul Silv
Tupinambis
merianae | AF151181.1 8,00E-92 93
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | KY509039.1 | 1,00E-144 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. Fémea Bos taurus | EU365345.1 5,00E-149 99 Lavras do Sul Silv
T. circummaculata N2 Coendou | MG775435.1 3,00E-04 97 Lavras do Sul Silv
prehensilis
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MG182528.1 | 1,00E-120 97 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | KY509039.1 | 1,00E-115 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MH120736.1 3,00E-11 78 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KY509039.1 | 6,00E-143 99 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | KX697544.1 | 2,00E-127 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | MH043569.1 | 4,00E-140 99 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | MH981841.1 | 1,00E-135 99 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | DQ236097.1 | 1,00E-119 94 Lavras do Sul Silv
T. rubrovaria N1 Tupinambis | AF151181.1 2,00E-43 81 Lavras do Sul Silv
merianae
Triatoma sp. N5 Ovis aries | MG407510.1 4,00E-70 84 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | MH981900.1 | 4,00E-120 99 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | MH981900.1 | 8,00E-102 95 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Tupinambis | AF151181.1 | 4,00E-125 97 Cacapava do Sul Silv
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merianae

Triatoma sp. N5 Homo sapiens | KP126162.1 | 1,00E-144 98 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Homo sapiens | KX697544.1 | 2,00E-123 98 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Capra hircus | FM205715.1 | 4,00E-160 99 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Capra hircus | FM205715.1 | 2,00E-148 99 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | MK128896.1 5,00E-64 87 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | KY411465.1 | 1,00E-130 98 Cacapava do Sul Silv

Blaptica dubia | KU684410.1 9,00E-37 82
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | MH981900.1 | 2,00E-112 94 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | KY509039.1 | 1,00E-150 99 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | KU683538.1 7,00E-13 95 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Ovis aries | LC088157.1 | 2,00E-128 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Ovis aries | LC088157.1 2,00E-137 97 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Homo sapiens | MG571125.1 2,00E-34 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | KY509039.1 | 1,00E-125 | 100 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Ovis aries | KU899146.1 | 5,00E-134 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | KX697544.1 5,00E-139 | 100 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | DQ236097.1 | 1,00E-120 99 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | KX697544.1 | 2,00E-137 | 100 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | KY509039.1 | 1,00E-139 | 100 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | KY509039.1 6,00E-148 99 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Homo sapiens | KY509039.1 1,00E-149 | 100 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KX697544.1 | 5,00E-114 99 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KY509039.1 | 2,00E-152 | 100 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Capra hircus | GU120393.1 | 4,00E-140 97 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Ovis aries | KX397294.1 2,00E-123 96 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MG571125.1 5,00E-69 | 100 Lavras do Sul Silv

Canis lupus

familiaris JX849653.1 1,00E-69 | 100
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | KX697544.1 5,00E-139 | 100 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | KX457306.1 | 2,00E-132 97 Lavras do Sul Silv
T. rubrovaria N5 Homo sapiens | KY509039.1 | 5,00E-150 99 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Ovis aries | AY879467.1 6,00E-163 99 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Gryllus assimilis | AF248657.1 1,00E-135 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Gryllus assimilis | AF248657.1 | 1,00E-136 97 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Blaptica dubia | KU684410.1 9,00E-57 85 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Blaptica dubia | KU684410.1 4,00E-75 84 Lavras do Sul Silv

Blattella | EU854321.1 4,00E-65 83

germanica

Triatoma sp. N5 Ovis aries | LC088157.1 | 6,00E-138 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Ovis aries | LC088157.1 | 5,00E-134 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Ovis aries | MG407524.1 8,00E-82 91 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | MH120823.1 | 4,00E-150 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Ovis aries | LC088159.1 | 4,00E-125 94 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Neacomys sp. | MG262334.1 2,00E-21 89 Lavras do Sul Silv
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Triatoma sp. N3 Ovis aries | JX567783.1 | 1,00E-149 99 Lavras do Sul Silv
T. rubrovaria N3 Homo sapiens | KY825013.1 4,00E-95 96 Lavras do Sul Silv
Canis lupus
familiaris | JX849653.1 1,00E-95 96
Triatoma sp. N4 Homo sapiens | KY509039.1 | 2,00E-108 96 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Homo sapiens | MF523115.1 | 7,00E-123 94 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | KY509039.1 | 2,00E-142 99 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Homo sapiens | KY595649.1 | 1,00E-124 99 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Homo sapiens | MH981639.1 | 7,00E-113 98 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Homo sapiens | KY509039.1 4,00E-95 98 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | KY509039.1 | 2,00E-142 98 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | KY941905.1 | 1,00E-109 96 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Gryllus assimilis | AF248658.1 | 1,00E-139 97 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Gryllus assimilis | AF248657.1 | 9,00E-122 96 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KP126157.1 | 4,00E-145 98 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Capra hircus | GU120393.1 | 1,00E-119 92 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KX697544.1 | 8,00E-157 | 100 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KY509039.1 | 5,00E-139 | 100 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KY509039.1 | 2,00E-158 | 100 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KX697544.1 | 1,00E-155 | 100 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KY509039.1 | 5,00E-154 99 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KX697544.1 | 2,00E-132 99 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | KX697544.1 | 2,00E-137 98 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | KY509039.1 | 6,00E-153 99 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | KY509039.1 | 1,00E-140 99 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens KX697544. | 8,00E-157 | 100 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | KX697544.1 | 4,00E-132 99 S&o Jerbnimo Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | MG660742.1 5,00E-95 89 S&o Jerbnimo Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MG660718.1 3,00E-62 83 Sao Jerbnimo Silv
Triatoma sp. N3 Bos taurus | EU365345.1 | 3,00E-147 99 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | MK936800.1 | 6,00E-141 98 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | KP126157.1 | 5,00E-150 | 100 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MN540499.1 6,00E-84 90 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MF695892.1 | 2,00E-104 93 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KX697544.1 | 2,00E-153 | 100 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | KP126162.1 | 2,00E-139 98 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MK936800.1 1,00E-56 87 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MK936800.1 | 1,00E-151 | 100 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | MG660718.1 2,00E-48 85 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MK936800.1 | 5,00E-130 96 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | KX697544.1 | 6,00E-159 99 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | KP126157.1 2,00E-68 89 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KX697544.1 | 6,00E-139 | 100 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KX023905.1 | 8,00E-128 95 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Capra hircus | MK656968.1 | 6,00E-164 | 100 Cacapava do Sul Silv
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Triatoma sp. N5 Capra hircus | MK656968.1 | 2,00E-164 | 100 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Capra hircus | MK656968.1 | 2,00E-164 | 100 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. Fémea Homo sapiens | KC252383.1 5,00E-35 82 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK248333.1 | 1,00E-100 89 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KP126150.1 2,00E-33 95 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | MK936800.1 | 6,00E-164 | 100 Cangucu Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | MK936800.1 | 4,00E-156 98 Cangucu Silv
Triatoma sp. Macho Homo sapiens | MK936800.1 | 5,00E-160 98 Cangugu Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | KX697544.1 | 3,00E-162 | 100 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK936800.1 | 6,00E-159 99 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK936800.1 | 8,00E-143 96 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK930370.1 6,00E-99 91 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK936800.1 | 8,00E-153 97 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK936800.1 | 6,00E-149 98 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK936800.1 | 1,00E-156 99 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | LC088150.1 | 2,00E-129 93 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | KX697544.1 | 2,00E-164 | 100 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | KX697544.1 | 3,00E-162 | 100 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | MF437219.1 | 5,00E-130 98 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | KX697544.1 | 3,00E-137 | 100 Cachoeira do Sul Silv
Canis lupus JX849653.1 6,00E-149 99
familiaris
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK049277.1 6,00E-68 91 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK936800.1 5,00E-37 95 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | AY509658.1 | 5,00E-145 | 100 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KX697544.1 | 2,00E-129 | 100 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | DQ236097.1 | 2,00E-148 99 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Mus musculus | KF697004.1 5,00E-84 92 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK936800.1 | 1,00E-157 | 100 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KP126162.1 | 2,00E-139 98 Cachoeira do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK936800.1 2,00E-88 98 | Encruzilhada do Sul Silv
Canis lupus | JX849653.1 2,00E-88 98
familiaris
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK936800.1 | 1,00E-120 95 | Encruzilhada do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | MK936800.1 | 2,00E-149 | 100 | Encruzilhada do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | NG_041830. 5,00E-60 89 Cangugu Silv
1
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MF991434.1 6,00E-55 84 Cangugu Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK936800.1 | 2,00E-149 | 100 Cangugu Silv
Planigale maculata | KX604037.1 | 2,00E-149 | 100
Canis lupus JX849653.1 2,00E-148 99
familiaris
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | LC088150.1 | 2,00E-113 93 Cangugu Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MK936800.1 | 6,00E-119 98 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK936800.1 1,00E-81 92 Lavras do Sul Silv
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Canis lupus | JX849653.1 1,00E-81 92
familiaris | KX604037.1 3,00E-82 92
Planigale maculata
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MK936800.1 | 3,00E-147 99 Lavras do Sul Silv
Planigale maculata | KX604037.1 3,00E-147 99
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | DQ236097.1 | 8,00E-138 98 Lavras do Sul Silv
Canis lupus | JX849653.1 | 1,00E-135 97
familiaris | KX604037.1 | 1,00E-136 97
Planigale maculata
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | MK936800.1 | 2,00E-113 95 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MF437280.1 | 2,00E-119 95 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Ovis aries | AJ971339.1 | 4,00E-131 96 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | DQ236097.1 | 2,00E-134 97 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | MK936800.1 3,00E-67 91 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N5 Homo sapiens | MK936800.1 7,00E-114 99 Lavras do Sul Silv
Canis lupus | JX849653.1 | 7,00E-114 99
familiaris | KX604037.1 7,00E-114 99
Planigale maculata
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MK936800.1 6,00E-149 | 100 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | MK936800.1 | 5,00E-155 | 100 Lavras do Sul
Triatoma sp. N5 Neacomys sp. | MG262334.1 6,00E-20 88 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Homo sapiens | MH981900.1 8,00E-83 96 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Mus musculus | MN627229.1 | 3,00E-122 99 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | KY645732.1 4,00E-86 92 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MK134334.1 4,00E-35 88 Lavras do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MH553891.1 5,00E-55 89 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Mus musculus | KF697020.1 2,00E-64 92 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | MH981900.1 | 8,00E-143 98 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Mus musculus | KT376853.1 4,00E-51 89 Cacapava do Sul Silv
Triatoma sp. N1 Homo sapiens | EF657578.1 6,00E-64 91 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MK936800.1 | 3,00E-107 96 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | MK936800.1 | 1,00E-111 99 Cagapava do Sul Silv
Canis lupus | JX849653.1 | 1,00E-111 99
familiaris
Triatoma sp. N2 Homo sapiens | KX697544.1 | 6,00E-114 98 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N4 Homo sapiens | MK491411.1 | 8,00E-108 97 Cacapava do Sul Silv
Canis lupus | JX849653.1 | 8,00E-108 97
familiaris
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | MK936800.1 | 5,00E-125 96 Cagapava do Sul Silv
Triatoma sp. N3 Homo sapiens | KX697544.1 | 2,00E-129 98 Cacapava do Sul Silv
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Abstract

Background

Several studies addressad changes on tha insed vecior behavior due to parasite infection,
but fittle is known for triatomina bugs, vectors of Trypanosoma cruzi, tha etiological agent of
Chagas disease. We assessad infection ralas and metacyclogenasis of T. aruzi(TeVl)in
fifth-instar nymphs of Triatorma rubvovariacomparing with the primary veclor Triatorna infes-
tans. Also, biological parametars related to feeding-excretion bahavior were evaluated aim-
ing Yo idantify which variables are mast influenced by T. cruziinfection.

Methodology/principal findings

Fifth-instar nymphs of T. rubrovaria and T. infestans were fed on mice infected with T. cruzi
(TeVl). We compared the presance and the number of parasite evolutive forms in excreta of
both triatomine spacies at 30, 60 and 90 days post-infection (dpi) with traditional statistical
analysas. Moreower, both species were analyzed through ganeralized linsar modals and
multinomial logistic regrassion hypothaseas for seven bahavioral parameters ralated to host-
seekingand feading-excration. Triatoma rubrovaria and T. infestans had similar overall
infection and metacyclogenasis rates of T. cruziTeVlin laboratory condiions. Regarding
vacior behavior, we confirmad that the riatomine’s tendency is to move away fromthabile
region after a blood meal, probably to awoid baing noticed by tha vertebrate host Inlerspa-
cific differenceas weare obsarvad on the volume of blood ingested and on the proportion of
individuals that excreted after tha blood meal, revealing the higher feading efficiency and
dejection rates of T. infestans. The amount of ingestad blood and the bite behaviorof T.
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rubrovariaseems to ba influencad by TcV infection. Infected spacimens tended to ingast
-25% moreblood and tobile more the head of the hast. Notaworthy, in two occasions, kiep-
tohamatophagy and coprophagy behaviors were also observedin T. rubrovaria.

Conclusions/significance

Laboratory infections revealad similar rate of T. cruzi TeV trypomatigotes in excreta of 7.
rubrovariaand T. infestans, one of the mast epidemiological important vectors of T. cruzi.
Therelore, TeVI DTU was able o complete its life oycle in T. rubrovania undar laboratory
condiions, and this infection changed the feading behavior of T. rutvovaria. Considering
these results, T. rubrovariamust be kept under constant entomological surveillance in Rio
Grandedo Sul, Brazil.

Author summary

Chagas disease is caused by the etiological agent Trypanosema cruzi and is mainly trans-
mitted through the excreta of tristomine vectors. It is endemic in Latin America and the
Caribbean, affecting ~8 million people. Control programs are based on the elimination of
domestic vectors through insecticide-spraying indoors, since there is no vaccine or effi-
cient treatment for chronic patients. However, this strategy is not sustainable where native
triatomine species are capable of colonizing peridomestic structures and reinvading
human dwellings. Since the “virtual’ elimination of Triztoma infestans in Brazil (residual
foci remain in Rio Grande do Sul and Bahia), specimens of the native Triatoma rubrovaria
have been constantly collected inside human dwellings and peridomiciliary ecotopes in
Rio Grandedo Sul, southem Brazil, which might represent a real risk for human infec-
tions. Here we analyzed a unique and large dataset through chssical and modern statistical
methods to evaluate T. cruzi infection in T. mbrovaria and to identify host-seeking, and
also feeding/excretion behavioral traits that could be influenced by the parasite. Our
results indicated that the parasite infection caused changes in T. rubrovaria feeding behav-
ior that could increase T. cruzi TeVI transmission. Moreover, this vector species had simi-
lar infection rate to one of the main important Chagas disease vectors in South A merica,
T. infestans. Therefore, T. rubrovaria must be kept under constant entomological surveil-
lance in Rio Grande do Sul, Brazil.

Introduction

Vector-borne diseases represent nearly 17% of all known infectious diseases and are responsi-
ble for ~700,000 deaths annually [1]. Bloodsucking insects play the main role as pathogen
transmitters (through their saliva or excreta) to humans. The incidence of a vector-borne dis-
ease is determined by severalfactors, including the density of primary vectors, efficient parasite
replication and infectivity in vertebrate and invertebrate hosts, and the presence of susceptible
hosts |2, 3].

Thedispersion of parasites depends on the behavior of their arthropod vectors [4). Patho-
gens can impose a fitness cost in life-history traits of vectors, which can influence parasite
transmission |5, 61. Maost of the literature focuses on the costs of parasitism for mosquitoes
{e.g |2, 41), and very little is known for triatomine bugs (Hemiptera, Reduviidae), vectors of
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Trypanasoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), the etiological agent of Chagas dis-
ease (ChD).

ChD affects -8 million people worldwide and is endemic in Latin A merica andthe Carib-
bean [L]. Most patients during the acute phase are successful in treatment with trypanocidal
compounds, but the treatment of chronic cases only reduces parasitic burden and does not
prevent cardiac complications [2]. Therefore, control programs are based on the elimination
of domestic vectors through insecticide-spraying indoors [10]. W hen entomological surveil-
lance ceases, native vectors re-invade dwellings, which might cause a re-emergence of the
transmission [ L1, 12}

The virtual’ elimination of the primary vector Triatoma infestans (Klug, 1834) in Brazil
(thereare only residual foci in Bahia and the northwest of Rio Grande do Sul, Brazil) largely
reduced the incidence and disease burden [12]. However, specimens of the native Triatoma
rubrovaria (Blanchard, 1843) have constantly been collected inside human dwellings and peri-
domiciliary ecotopes insouthern Brazil [13, 141 Moreover, this species (i) has eclectic blood-
feeding habitats, being capable of feeding on humans [L5}; {ii) was already collected naturally-
infected with T. cruzi [16]; (iii) excretes trypomastigotes {the infective form of Trypanosoma
cruzito humans) in laboratory conditions [LZ};and ako (iv) has bionomic characteristics that
may be favorable to acquire the infection and to transmit the parasite to humans [ 18]

Trypanosoma cruziis transmitted primarily through the urine/feces {excreta) of infected
triatomines [ 19]. Therefore, host-seeking and probing, and feeding/excretion behaviors are
some of the key parameters to determine their vectorial capacity [20]. Recent data show that
this parasite causes negative impacts on vector fitness (21}, such as impairing fertility, develop-
mentandsurvival [22-26]. However, behavioral phenotypes of infected triatomines can be
discrepant, with an incresse in the locomotor activity of Triatoma pallidipennss |22 ora
reduction in the activity of Rhodnius profixus [1]. Considering feeding/excretion behavior, it
seems that T. cruzi infection does not influence the amount of blood ingested by R. prolixus or
the period of time between blood feeding and excretion [24], but it does for T. infestans [29].
Indeed, the impact of T. cruzi infection on the phenotype of insect behavior is understudied,
requiring further attention [5].

Changes on vector behavior due to parasite infection may contribute to a better under-
standing of pathogen transmission dynamics. This study evaluates the infection rate and ako
the rate of metacyclogenesis of T. cruzi VI (isolated from field-collected T. infestans) in fifth-
instar nymphs of T. rubrevaria specimens, comparing with the primary vector T. infestans.
Moreover, itaccesses the influence of T. cruzi infection on vector behavior parameters related
to hest-seeking and feeding-excretion.

Methods

Parasite culture

The Trypanosoma cruzi CL strain (TcVI) used in this study has derived from the excretaofa
field~collected T. infestans from Rio Grande do Sul, southern Brazil, and was cultivated in
Liver-Infusion Tryptose (LIT) medium, containing 10% fetal bovine serum {FBS) at 28°C [20].
Briefly, metacyclic trypomastigotes, harvested from LIT cultureat the stationary phase, were
used to infect Vero cells. Trypomastigote forms relessed from T. cruzi-infected Vero cells at
four days post-infection {dpi) were used to infect Swiss Webster mice.

Experimental hosts

Male Swiss Webster mice (18 to 20 g), provided by the Institute of Science and Technology in
Bio-Modek (ICTB/Fiocruz), were maintained in cages (19.56 x 30.91 x 1334 cm, with four
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animals/cage) under controlled humidity and temperature (55% = 5% and 22 = 1°C, respec-
tively) and light-dark cycles {12:12 h), with no food restriction. Theanimals were intraperito-
neally infected with tissne~derived trypomastigotes CL strain {1x10" parasites/0.1 mLNaCl
0.9%). The parasiternia was daily evaluated after 4 dpi through the Pizzi-Brener method [31].
When reaching parasitemia levels of | x 10° parasites/mL, theanimals were used to feed fifth-
instar T. rubrovaria and T. infestans specimens.

T. rubrovaria and T. infestans feeding and infection

Recently-merged fifth-instar nymphs of laboratory-colony reared T. rubrovana (F3 genera-
tion) and T infestans (F20 generation) were obtained from the Labomtério Nacionale Interna-
cionalde Referéncia em Taxonomia de Triatomineos, Oswaldo Cruz Institute, Fiocruz, and
maintained under controlled temperature and relative humidity (RH) conditions, at 26 = 2°C
and 70%, respectively. We chose this developmental stage due to Jow mortality rate [32], high
feeding efficiency |13, 31! and easy handling. For the sake of comparison of infection and
behavioral parameters obtained for T. rubrovania, the primary vector T. infestans was included
in theanalysis, due to its high capacity for T. cruzi infection and transmission (positive con-
trol). As a negative control, we used non-infected T. rubrovaria specimens. Non-infected T.
infestans with TcVI was notincluded in the analysis, since its bionomy and behavior are well
established in the literature (cf. 5] and references there in [29]).

Ten days after molting to the 5th instar, insects were fed on anaesthetized Swiss Webster
mice {combined ketamine hydrochloride 100 mg'kg and xylazine chloridrate 10 mg/kg),
infected or not with T. eruzi CL strain {T<VI). Thirty days post-infection (30 dpi), starved tria-
tomines exposed or notto TcVIwere fed again on non-infected anaesthetized mice for behav-
ioral analysis. For each experimental round, a single Swiss Webster mouse was laterally
positioned in the presence of five tristomines in a rounded plastic container (12 cm diameter x
4 cm high) covered on the bottom with paper towels. Triatomine nymphs were centered in
front of the Swiss Webster mouse's abdomen 7 cm apart, and the blood source was offered for
30 minutes, including the adaptation time of the tristomine to the environment (iLe. the first
10-min period inside the container to recognize the host and start the blood meal, with no sep-
aration between the insects and the host). Specimens were replaced when not feeding after this
period; notwithstanding, some experimental groups had less than five triatomines feeding on
the mouse. The experiment was performed twice, under low artificialand indirect illumination
atzeitgeber-time (ZT) 11, which corresponds to near the dusk, the peak of activity of triato-
mines for foraging [35). The non-infective blood source was offered again at 60 and %0 dpi.
One-hundred and twenty-seven T. rubrovaria specimens were used in behavioral analyses,
which 58 were infected with T. cruzi (N = 25 and Na = 33 for the first and second experiments,
respectively) and 69 were not infected (N, = 40 and N, = 29), besides the 52 T. cruzi-infected
T.infestans (Ny = 25and N2 = 27).

Survived mice were euthanized after the experiments by peritoneal injection of ketamine
hydrochloride (300 mg/kg) and xylzine chloridrate (30 mg/kg) in a final volume of 0.5 mL.
Dead animalk were frozen in a biological discard bag and sterilized at 121°C for 20 min for
final dsposal.

Ethics statement

All animal procedures were approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA) of
Institute Oswaldo Cruz (IOC)/ Fiocruz (Licenses LO15 17, LW-28/15 and L028/18).
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Detection of TcVI-infected T. rubrovaria and T. infestans

Non-infected ( T. mbrovaria) and infected ( T. infestans, as a positive control, and T. rubro-
varia) groups were blood-fed at 30, 60 and 90 dpi. Triatomines’ excreta were individually~ol-
lected after blood feeding and spontaneous dejection in up to 4h. Twenty microliters of the
excreta were then diluted in 100 uL of 1x phosphate-buffered saline solution {Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) for parasite counting in Neubauer chamber, using optical micro-
scope Primo Star { Zeiss, Oberkochen, Germany) with a400-X magnification. The morpholog-
ical classification of T. cruzi evolutive forms as epimastigotes or trypomastigotes was basedon
cell shape, size, width, and motility {cf [36] for further details). We defined as “transitory™all
parasites that did not morphologically fitas either forms (sensu [3Z]). In the case of dubious
morphology, we changed to a 1000-X magnification and classified according to the position of
the kinetoplast in relation to the cell 's nucleus and by the emergence of the flagellum [35],
whenever these structures were visible. [n total, we analyzed the T.cruzi infection of 24 T.
rubrovariaand 27 T. infestans specimens.

Behavioral parameters

Specimens of negative control and TcVI-infected triatomine groups were analyzed individu-
ally at 30 dpi for the following parameters: (i) feeding time (min), which is the period between
the first insertion of the proboscis into the mouse skin and its final removal (Le. when insect
moves away from the bite site); (i) excretion time (up to 10 min) after feeding {min); {iii)
excreta distance from the bite site (cm); (iv) volume of ingested blood {ulL); (v) feeding effi-
ciency (wohime of ingested blood / feeding time; ul/min); (vi) excretion efficiency (feeding
time/ excreta distance; min/cm); and {vii) bite site on Swiss-mouse (head, dorse, tail, abdomen
andlegs). The amount of ingested blood was cakulated through weighing specimens before
andafter the blood mealon afive-digit precision scale (AY220 model, Shimadzu Scientific
Instruments, Kyoto, Japan)and converted to volume with a proportion of Lmg of additional
weightafter blood feeding — 1uL blood, since the mass of mouse blood is nearly equalto dis-
tilled water [38]. Weako compared the proportion of individuals that excreted during the
experiment between species { T. ubrovaria and T. infestans), with their status of infection
(infected and non-infected), and ako with the number of feeding attempts. We have consid-
ered asingle attempt event when the vector inserted the proboscis into the mouse skin and
then removed and walked away from the bite site.

Statistical analysis

All statistical analyses were conducted in R environment [39] with proper packages. Infection
and behavior data were not normally distributed (Shapiro-Wilk tests, p < 0.001) and, there-
fore, we used statistical tests that do not assume this probability distribution. The experimental
replicates were not significantly different {(non-significative Kruskal-Wallis and Pearson’s Chi-
squared Test for Count Data) and, therefore, were analyzed toget her.

Infection. Infections of T. rubrovania and T. infestans with T. cruzi TeVI were analyzed
both qualitatively and quantitatively. For each species, the presence/sbsence of infected triato-
mines at 30,60 and 90 dpi, as well as the presence of trypomastigote, epimastigote and transi-
tory T. cruzi forms in triatomine-infected excreta, were treated as dummy variables with
binary data(qualitative analyses). Pairwise comparisons between T. infestans and T. mbrowaria
were performed with Pearson's Chi-squared Test for Count Data (X?), including overall infec-
tion (i.e. regardless dpi and T. cruzi forms), and differences in the proportion of specimens
with distinct parasite forms at the three dpi parameters analyzed.

PLOS Negiected Tropical Di | tuteos sy 09101371 Sournal 0o 000712 - Septeabar24, 2020 5124

155



PLOS NEGLECTED TROPICAL DISEASES T.cuz-nlecled T. nibrovaria Vector ¢

*

Parasitic Joads (quantitative analyses) were compared with the non-parametric Kruskal-
Wallis (H) test, followed by Dunn's multiple tests between 30,60 and 90 dpi Wilcoxon-Mann-
Whitney W-test was ako used to compare the parasite loads in T. rubrovaria and T. infestans
for each timepoint. The Wilcoxon effect size of comparisons (r) was cakoulated with
Rosenthal’s formula [10]. The r value varies from 0 to 1, which0-0.14 is considered as asmall
effect, 0.15-0.29 as moderate and (.30 or higher as a large effect. Significance level was adjusted
for multiple comparisons with the false discovery rate (FDR) method [41].

Generalized linear models (GLMs) with binomial distribution were performed with the
“GGally"” package [12] to identify significant effects of species and dpi (independent vaniables
or predictors) on the presence of each of the different T. cruzi forms (dependent variable). The
redundancy between predictor variables was accessed through the computation of the variance
inflation factor (VIF) with the “car” package [13] This factor measures how much the variance
ofa regression coefficient is inflated due to multicollinearity among predictors. Multicollinear-
ity problems consist of including, in the same model, variables with similar predictive relation-
ships with the outcome. VIF values are integer and always positive,and VIF < 5 represents
absence of multicollinearity (44, 45]. Therefore, predictors with VIF > 5 were excluded from
the analysis, as they would represent redundancy and may compromise model accuracy [14,
46!. Model selection was done through the calculation of second order Akaike's information
criterion scores {AICc) with the logit link function in the *AICcmodavg v.2.2" package [47).
Models were ranked and then compared with delta AICc (AAICc), for which JAICc = 2 indi-
cated aclear model choice. Moreover, we calculated AICe model weights (W), which can be
interpreted as the relative likelihood of a model, where Wt near 1.0 means most likely [4%).
The strength of the association between each independent variable was expressed by the Odds
Ratio (OR) with a 95% confidence interval (95% CI).

Behavior. The proportion of individuals that excreted during behavioral experiments was
compared between species ( T. rubrovana and T. infestans) and infection status (infected and
non-infected T. rubrovariz) through Pearson’s Chi-squared Test for Count Data (X*). The
same statistical method was used to compare the number of feeding attempts. Pairwise com-
parisons were performed with Wilcoxon-Mann-Whitney W-tests to analyze six behavioral
parameters (i to vi, see Behavioral parameters section). Two different tests were performed:
W1 -infected T. mubrovaria vs. infected T. infestans, to infer possible species differences; and
W2 —non-infected and infected T. mbrovaria, to observe if T. cruzi TcV I infection altered any
feeding-excretion parameter of this vector. Significance level was adjusted for multiple com-
parisons with the FDR method [11] Also, we used the same statistical method to infer if the
ingested blood volume was different for specimens that excreted and not excreted after the
blood meal.

Generalized linear models {GLMs) assuming Gamma distribution were performed with the
“GGally” package [12]. We tested the influence of the variables "species” (T. mbrovaria or T.
infestans) and "infection” (infected or non-infected) on each estimated behavioral parameter
{¢f. Behavioral parameters section), which resulted in GLMs with seven different dependent
variables. Moreover, behavioral traits were also included as independent variables in GLMs to
test their effects on dependent variables (Table 1) Only behavioral traits that occurred before
or during the dependent variable were included in the analyses as independent variables to
avoid spurious associations between traits For example, feeding time could explain the depen-
dent vanable blood volume as they occurred at the same time, but excreta distance could not
explain the dependent variable “ingested blood volume”, since the former variable is measured
after the blood ingestion. All predictors were evaluated for multicollinearity through VIF, cal-
culated with the “car” package [13]. Only non-redundant variables were maintained for model
selection using second-order Akaike's information criterion scores (AICc), as described above.
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Table 1. Generallzed Linear Modeks (GLMs) with Gamma distribution tested with different behavk

1traits as depend okl

Depend okl Independent variabk Ny K Kyrsr AAIC,
Feeding time Species. mnfaction, Ingested blood volume & 5 4 1.26
Fxcretion time Species, infaction, Ingested blood volume. excreta distance. feeding time 32 7 5 1.15
Fxcreta dstance Species, infection, ingested blood valume. fecding time, excretion time 32 7 5 0.5%
Ingested blood valume Species. Infection, feeding time ) 5 5 001
Feeding eficency Specles, infaction, excreta distance s 5 4 233
Excretion efficency Speches, infection, blood volume 3 5 4 062
The independent variables present in the best GIM are in bold. Ny number of GLMs tested: Kyax: number of p tested ina single GLM Kazsre

mumber of parameters in the best GLM AATC - delta Akadke Informatson Criteri corrected between the bestand secand best GIM (¢f. 53 Table for fur ther detalks
about tested GLMs).

i any £

Modek were ranked and compared with AAICcand Wt. The strength of each parameter tested
was expressed by the Odds Ratio (OR) with a 95% confidence interval {(95% CI).

Thebitesite on Swiss mouse of negative control {non-infected T. mbrowiria), tested
{infected-T. mubrovaria) and positive control {infected T. infestans) groups were computed as
categorical variables divided in five groups: head, tail, legs, dorse and abdomen. Multinomial
logistic regression (MLR) was performed with the “nnet” package [49] to estimate the impact
of predictor variables (bite sites) on infected and non-infected conditions. The significance of
the regression coefficients was accessed after 2-tailed z-tests.

Results
T. cruzi infection

Infection results revealed that both triatomine species had similar rates of T cruzi TeVI infec-
tion, imespective of the dpi or parasite form (X* = 35x 107, df = 1,p > 0.05). Twenty out of
the 24 T. rubrovaria specimens fed on infected mice have excreted the parasite (83.3%), as well
as 22 outofthe 27 T.infestans (81.5%). The mumber of infected triatomines and the parasite
load in the excreta were similar between species when trypomastigote and transitory forms of
T.cruzi TeVI were considered (trypomastigote forms: X* = 0.09, p = 0.77, and W = 003,

p =0.86; transitory forms: X* = 327, p = 0051, and W = 3.08 p = 0.054). However, the number
of insects with metacyclic trypomastigotes increased in later days post infection, regardless the
vector species (GIM: Trypomastigote — dpi, AICc = -91.57, with 72% probability of being the
best model; 81 Table). The increasing number of trypomastigotes in infected excreta had
strong positive association with time at 60 and 90 dpi (OR = 4.73 and 9.73, respectively;

Lable 2). The highest kads of metacyclic trypomastigote forms in tristomines’ excreta were

Table 2. Generalized linear modd far the presence of metacydic trypamastigote forms of T. cruzi TV in the excrets of T rubrovaria and T. infestans at different
days post infection (dpl)

Parameters OR Estimate SE 95% (1 P.value
(ntercept} 097 041 178 015 002
@dp 4.73 1.55 041 043 168 0.006"
O dps 9.73 126 226 0.75 378 0,003
Note that 30 dpl & notshown, since it was used as the basdine condition. C1: Canfidence interval OR: odds ratke, SE: sandard ervar.
“001 < p <005
0001 < p <001
& Oy 714
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ako found at thesetime points (H = 18.66, p < 0.0001; Dunn’s post-hoc 30-60dpi with
p =0.021 and 30-%0dpi with p < 0.0001; Fig 1 A).

Regarding the epimastigote forms, even though the GLM did not indicate diflerences
between species or dpi for excreta infection rate (52 Table), the amount of T.cruzi Te VI para-
sites in T. infestans excreta was higher than observed in T rubrovaria at 30 and 60 dpi
{W=173 and 106,r = 0.56 and (.41, with p = 0.002 and p = 0.02, respectively) {Cig LB).

Vector behavior

Pairwise comparisons. The weight of specimens before the experiments had non-signifi-
cant differences when infection status (non-infected and infected T. mibrowaria) and species
{T. rubrovaria and T. infestans) were compared { W-rank sum tests, p = 0.1). Therefore, there
was no need to normalize the ingested blood volume data {median = standard error 84.0:24.2,
102.5214.7 and 10921639 mg, for non-infected and infected T. rubrovaria and infected T.
infestans, respectively).

The number of T infestans individuals that excreted during behavioral experiments were
proportionally higher than Qbserved for T. rubrevaria nymphs (34/49 = 69.4% and 43/

114 = 37.7%, respectively; X* = 1255, df = 1, p < 0.001). The infection status did not influence
on the proportion of T. mbrovaria individuals that excreted up to 10-min after blood ingestion
(24/58 = 41.4% and 19/56 = 33.9% for non-infected and infected specimens, respectively; X=
0.39,df = 1, p =0.53). For T. cruzi-infected T. infestans and non-infected T. mbrovaria, there
was no difference in theamount of blood ingested between individuals of the same species
who excreted or not after the blood meal (W =345, p= 029and W = 3325, p= 0.24); how-
ewver, T.cruzi- infected T. rubrovana individuals that have excreted after the blood meal
ingested more blood than those that have not excreted (W = 133, p < 0.001; Lig 2).

The number of feeding attempts was non-significant when species (X* = 2.49, df =1,

p =0.11)or infection status (X* = 425, df = 2, p = 0.12) was compared, since the great majority
of nymphs made a single attempt to feed on the blood of Swiss-mice (98.3%, 89.9% and 923%
for non-infected and infected T_ rubrovaria, and infected-T. infestans, respectively). The six
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feeding-excretion parameters were contrasted to assess possible behavioral differences between
T.rubrovaria and T. infestans and to define what behavior aspects changed dueto T. cruzi
TeVlinfection in T. rubrovaria (Lablke ). Infected and non-infected T. rubrovaria, and ako
infected T. infestans had similar feeding time {median 95% CI: 15-28 min; W-tests, p > 0.05),
excreted at asimilar period after blood feeding (median 95% CI: 1-13 min; W-tests, p = 0.05)
andata similar distance from the bite (median 95% CI: 1-6cm; W-tests, p = 0.05), resulting in
similar excretion efficiency (median 95% CL 0.3-88 min/cm ). Two behavioral parameters
were different for the two tristomine species (Table 3 and Fig 3). Infected-T. infestans speci-
mens ingested more blood than infected- T. rubrovaria {median 95% CIs:239.4-3013 yLand
113.8- 1988 uL, respectively; W = 7335, p < 0.0001), and thus had higher feeding efficiency
(median 95% Cls: 12.8-18.8 uL/min and 3.9-9.8 ul/min, respectively; W =595, p < 0.0001).
Although the median of feeding efficiency for infected-T. rubrowaria was slightly higher than
for non-infected T. mibrowaria (6.8 against 4.7 ul/min), this difference was not statistically sig-
nificant (W = 1388, p = 0.18). Interestingly, the ingestion of blood seemed to be influenced by
T.cruzi TeVE infection, with higher ingestion of blood for T. cruzi-infected than for non-
infected T. rubrowiria specimens (median 95% Cls: 113.8- 198 8 ul.and 75.0- 1053 uL, respec-
tively; W = 1208, p = 0.016).
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Table 3. Summary statistics and Wilcoxon Mann-Whitney (W) tests between T. crzd TeVIinon-dnfected and i nfected T. rub and Infected T Infe

Behavionl parameter N Median 5% CI) W, W,

Feeding time (min } NNR - 58 20.5{17.0-24.0} 1531 1850
NIR - &9 239(180-220}
NI - 52 19.0(15.0-22 0}

Ingested blood valume (ul} NNR - 58 100.0(75.0-105.3) 7335 1208°
NIR - 56 126.5{113.8-198.8}
NIl - 49 282 2(239.4-301.3}

Fxcreta dsstance (cm) NNR ~ 24 33(1.5.60) 2835 2255
NIR - 21 3.0(1.0-55)
NIl - 28 20{20-3.5}

Fxcretbon time {min} NNR - 27 5.0(1.0-20}) 268 2815
NIR -21 3.0(1.0-60}
NIl - 36 60 (1.0-13.0}

Feeding efficiency (pl.imin} NNR - 58 A7(33.58) 595 1388
NIR - %6 68(3.9-95}
NIl - 49 167(125 188}

Excretion effidency {min‘cm} NNR - 24 1.2{0.5- 8%} 91 1545
NIR -21 0.8(0.3.20}
NIl - 28 0.7(04-20)

Qatstically-significant results are highlighted in bold. Nenumber of samples Nyp:number of non-infcted - T. rubwovarie. N,z number of infected. T- rubrowaria, Ny

number of infeced T inedans Wi: W iests b infected T. rubrovaria and T. Infestans, W W tests b infected. and non infected. T rul

“001 < p <005

*** p < 00001

nya e on101371Soumd cond 0035712 9003

Generalized linear models. We fitted 96 GLMs to evaluate which feeding-excretion vari-
ables better explain the observed behavior phenotypes of T. infestansand T. rubrovaria (83
Table). Three to four different modekls were comparable (AAICe < 2; cumulative Wt =053~
0.91) to explain most of the dependent variables, with the exception of “excretion efficiency™,
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Fig 3. Feeding parameters of non-nfected T. mbnunl {NINF), and infected T. rubrovaria (INF) and T. infestans (INF)- ingested blood valume
{A) and feeding efficiency (B). The ber of tyzed for each candition & shown dbove each dotplot calumn. Different Jowercase ketters
indicatke gatstially snificant difie (Wl:amn Mann Whitney Wosest A:p{ab} < 0.05, p(bc and ac} < 0.0001.B:p {ab) < 0.000L
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Table 4. Behavioral parameter results of the best generalized linear moddswith diff & d riah

Varkbles |OR | Coefficient |SE | 95% C1 | P-value
Excretion time ~ speches + excreta distance + hlood wlime (N « 69)

Species (T rubrovaria} o7l 03 026 085 07 oI
Fxcretadistance 113 0.12 0.05 0.0 021 0.009""
Mood valume 1.00 GO2E Of T7SE O SE O 2F 03 0438
Intercept NA 124 034 0.5 1.50 4.5E.04°
Excreta di ~ Inf time + blood valume (N « 69)

Infection 1.08 TISE @ SS2F o2 004 0.19 0.15%
Excretion dme 0.59 9.70F 03 3.93F 03 o002 2E03 0.017*
HMood valume 1.00 1.67E.06 1.60F 01 3RO 3E-03 0917
Intercept NA 3OME S68E-02 on 042 12E.06""
Blood volume ~ species + infection + feeding time (N = 163)

Species 059 051 (8 (] 053 019 o001
{T. rubsovarka}

Infection 1.20 038 015 012 049 0238
Feed time 1.01 675SE-@ 3A3E 03 12F 0% 13E02 0.051
Intercept NA 528 021 1= 568 20E-16"
Feeding efficdency ~ speches + excreta distance (N = 69)

Species 052 061 o1 o 013 0002
(T rubvorar ia}

Fscretadstance 1.02 0.02 0.04 005 0.09 0,566
Inercept NA 283 020 2 30 20E-16"
Ex fon efficency ~ species + blood valume (N « 80}

Spacies as3 061 030 123 005 0.037

(T. rulbvorar ka)

HMood valume 0.9 1.03F 03 9.62F 04 AR03 SE.01 0287
Intercept NA 049 034 115 017 0153

Cl: Confidence interval OR: odds rato; SE- standard error. NA: notavallible

“001 < p <005
0001 <p 5001

*** p < 0,001 Colon marks between variable names mean “interacting with™ OR > 1.1 ar OR < 0.9 are highlighted in bold.

s o om 101371 fasnd pend 0003712 2004

in which two models were chosen (“species + blood volume " and “species” only, as indepen-
dent vanables; A AICc = 0.62 cumulative Wt = 0.53) and “feeding efficiency™, for which a sin-
gle model was selected (“species + excreta distance” as independent variables; 3AICc= 233,
when compared to the second best model; Wt =0.73). Hence, for the sake of clarity, we
decided to show only GLM results for the model with the highest relative likelibood (W1).

The response vaniable “feeding time” could be explained by three different GLMs using as
explanatory variables “species”, “infection” and “ingested blood volume”; however, none of the
GIM coeflicients were statistically significant (p > 0.05). When the dependent variable “excre-
tion time” was analyzed, the independent variable “excreta distance " appeared in three out of
the four GLMs with higher Wt {53 Table) and was positively correlated (GLM coeflicient 95%
CI:0.03,0.21; p = 0.009) with mild causal influence {OR = 1.13; Table 4 and Fig 1). The oppo-
site was also observed, with asignificant correlation between the independent variable “excre-
tion time” and the dependent variable “excretadistance” (GLM coefficient 95% CIL: -0.02,
-0.002; p= 0017). However, since the GLM coefficient was near zero (ie. between 4.1 and
0.1), there was noapparent causal influence on the dependent variable (OR =0.99).
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Triatoma rubrovaria ingested less blood than T. infestans (GLM coefficient 95% CE .83,
-0.19; p = 0.001; OR = (.59) and, consequently, had lower efficiency on blood feeding (GLM
coefficient 95% CI: - 1.04, .23 p = 0.002; OR = 0.52), besides having lower efficiency on
excretion {GLM coeflicient 95% CI:-1.23, -0.05; p = 0.037; OR = 0.53). Indeed, a negative
impact of “species” (T. rubrovaria) on “excretion time” was observed (OR = 0.71), but GLM
coefficient was not significant (95% CI:-0.85, 0.17; p= (.194).

A positive impact of T. rubrovaria infection on blood volume was observed (OR = 1.20),
which would mean that infected specimens of this species ingested more blood than non-
infected ones. It is noteworthy, howewer, that the GIM coefficient was also not significant
(95% CE -0.12, (.49, p = 0.238).

Multinomial logistic regression. Non-infected T. rubrovaria (N = 58) bit more fre-
quent in the mice'sabdomen {31.6%), followed by the head {23.5%) and the dorse (18.4%).
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Infected-T. rubrovaria (N =69) had a different behavior, biting more the head (36.4%)
than the dorse (30.1%) or the abdomen (17.6% ) (Eig5).

The variables “species” and “infection” were tested in four different MLR models aiming to
exphain the dependent variable “bite site” (51 Table). The best model considered only infection as
an important predictor {MLR: bite site — infection; AAIC = 5.93 when compared to the second
model; Wt = %0%). A strong and positive association was observed between T. cruzi infection and
triatomine behavior of biting the head (OR = 291) and the dorse (OR = 2.80), but only the former
was considered statistically significant in the model (MLR coefticient 108 = 0.55, p = 0.03;
TLable 5). These results suggest that the bite behavior of T. rubrovana specimens changed due to
T. eruzi TeVE infection. Noteworthy, in two occasions, kleptohematophagy (an unfed individual
ingesting 1002 uL of blood and passibly hemolymph from another mouse-fed individual)and
coprophagy behaviors (S1 Fig) were observed in T. rubrovania fifth-instar nymphs

Discussion

The Brazilian triatomine vector control campaign (1983-1988) and the successful Southern
Cone Initiative involving other countries of South America (1991-2000) aimed the eradication

Table 5. Parameter coeffidents for multinomial lagistic regression ofbite sites.

Bite sites 1; ept Coefficlent Intercept SE Infection Coeficient Infection SE Povalue OR

Darse -0.55 068 103 050 0.05 2.5
Head -0.56 061 1.08 055 003 294
Leg 106 1.10 045 078 048 058
Tal 079 082 o 0.66 0.51 155
SE: standard ervor; QR odds ratka.

“001 < p< 005 Inbald OR > 2
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of T. infestans through mapping and insecticide-spraying infested peridomiciles and dwellings
|50, 511 In southem Brazil, these strategies coupled with community-based vigilance achieved
asharpdecline on domestic populations of this species, butako followed by an increase cap-
ture of T. rubrovaria nymphs andadults in anthropic ecotopes, suggesting that this species in
fact begun to establish peridomestic and domestic populations only after the reduction of T.
infestans populations [ 13 14).

In this study, we aimed to evaluate some parameters related to vector competence of T.
rubrovaria and to identify behavioral traits that could be influenced by T. cruzi infection. The
results were compared with T infestans, one of the primary vectors of T. cruzi in the Southern
Cone of South America [52]. Trypanosoma cmzi infection (TcVI isolated from T. infestansin
Rio Grande do Sul, Brazil) and metacyclogenesis rates, and also feeding-excretion parameters
were evaluated in fifth-instar nymphs. We found compelling evidence that T. infestans and T.
rubrovaria had similar T. crzi infection rates, and also non-significant differences in most
feeding-dejection parameters (feeding time, excretion time after blood meal, excreta distance
from bite wound and, thus, excretion efficiency). Specimens of T. infestans, however, ingested
more than twice theamount of blood that did T. rubrevaria, thus confirming higher feeding
efficiency, as well as higher excretion rates after a blood meal Our findings also suggested that
T. rubrovaria individuals infected with T. cruzi TcVI ingested more blood than non-infected
conspecifics (-25%) and also changed their biting behavior.

Metacyclogenesis is an T. cruzi adaptive differentiation due to nutritional and oxidative
stress in the triatomine gut [53]. Therefore, it is unsurprising that vectors and parasites circu-
lating ata same biotope may have a better interaction due to coevolution [54), including higher
metacyclogenesis rates [55). For tristomines and T. cruzi, this coevolution would result in suc-
cessful infections and transmission cycles {i.e. presence of trypomastigote forms in insects’
excreta). Experimentalinfections of Mep raia pallidipennss from Morelos, Mexico, with two
different strains of Tcl-one from Morelos and another from Chilpancingo, Guerrero, Mexico,
revealed that the parasite from the different geographic area (Chilpancingo) caused more
debilitating effects on the vector, such as affecting their size and causing high parasitemia and
low survival rate [24], thus evidencing possible roke of genotype-by-genotype interactions [54]
on triatomine populations and T. cruzi strains of the same geographical ares. Hence, here we
used a parasite (CL strain, TcVI)isolated from the excreta of field<captured T. infestans in Rio
Grande do Sul, southern Brazil, same location where T. infestans and T. rubrovana were col-
lected, to ensure that the outcomes observed here were not caused by genotype impairments
between vector population and parasite strain.

In this work, laboratory-infections of these species with T. cruzi TeVI revealed non-signifi-
cant interspecific differences on the number of infected triatomines or on the parasite load in
the excreta when trypomastigote and transitory forms were considered (Eig 1A). The number
of triatomines with metacyclic trypomastigotes was significantly higher, as well as trypomasti-
goteloads in the excreta in later days post infection {60 and 90 dpi), regardless the vector spe-
cies (Table 2 and Fig 1). Therefore, our results warn about the great potential of T. rubrovaria
to transmit T. emezi TeVIL Interspecific differences were observed in Bolivia for three different
vector species infected with T. cruzi TcVI{Tulahuén strain). Although the percentage of
excreta with trypomastigote forms was similar for T. infestans, T. sondida and T. guasayana
{sylvatic/ peridomestic species in Bolivia), T.infestans had higher loads of trypomastigotes
[56). Regarding the epimastigote form, T. infestans presented here a higher number of this evo-
lutive form at 30 and 60 dpi (Lig | B). This result is possibly because that T. infestans ingested
more blood than T. rubrewana (Tables 3 and 4 and Fig 1) and heme (a pro-oxidant molecule
relessed in largeamounts upon hemoglobin degradation during blood digestion) seems to be
responsible for epimastigote proliferation in a dose-dependent manner [57)
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Theeftects of T. cruzi infection on triatomine behavior are scarcely investigated and the few
studies available focused on fitness parameters, feeding-excretion behavior, aggregation/geo-
taxis and dispersion/locomotion {reviewed in [21],|58],[24],129] ). Feeding and excretion are
behavioral parameters of paramount importance, since they determine the efficiency of T.
cruzi transmission to vertebrate hosts [20]. In our study, non-infected and infected T. rubro-
varia,and also infected T. infestans spent a similar period of time for feeding and excreting
after the blood meal, and also they defecated at asimilar distance from the bite. Previously, no
difference was observed on the first two parameters between non-infected and infected R. pro-
Tixus collected in Venezuela with a T. cruzi Tcl strain from the Amazon Basin. Nonetheless,
discrepant results were observed for non-infected and infected T. infestans from Chaco,
Argentina, with a strain of T cruzi TeVI from Tulahueén, Chile. Infected specimens defecated
earlier and in greater quantity than non-infected ones [29]. Earlier excretion was also observed
for Mepraia spinolai (species responsible for T. cruzi transmission in arid and semiarid Chile)
from Las Chinchillas National Reserve, Chile, infected with T. cruzi solated from the same
locality [52].

Theamount of ingested blood seems to be positively influenced by T. eruzi TcVI infection,
with a higher volume ingested by infected-T. rubrovaria (median 1265 ul) than by uninfected
specimens (median 100 uL) (Tabk 3). Moreover, T. rubrovaria specimens infected with T.
cruzi that excreted during the experiments ingested twice the volume of blood when compared
to non-infected T. rubrovana or infected T. rubrovaria that did not defecate (Lig 2). The effect
ofinfection on ingested blood volume was marginally observed in GLM, which even though
the coefficient of infection was not significant, the odds ratio revealed a mild effect (Lable 1).
Trypanesoma cruzi did notaffect the feeding time and probing in R. profixus [24]. Botto-
Mahan etal. [59] observed an increased biting rate in M. spinolai infected with T. cruzi com-
pared to non-infected specimens, although the parasite did not interfere on the time interval
until the first feeding attempt [52], or in the volume of ingested blood [24]. Estay-Olea et al.
[£1] observed for the same triatomine species that nutritional status of uninfected triatomines
was higher than that from infected ones, strengthening the hypothesis that tristomines infected
with T. ¢ruzi need moreblood for molting and excreting during/after a blood meal than unin-
fected individuals, probably to compensate the nutrients consumed by trypancsomes [&1].

In close proximity, triatomines are capable of recognizing and being attracted by different
host cues, suchas host odorants and carbon dioxide, besides their extreme heat sensitivity due
to the perception of heat and host-emitted infrared radiation {revised in [5]). In a recent study,
third instar T pallidipennis and T. longipennis infected with T. eruzi Chilpancingo isolate (Tcl)
were more attracted to compounds that mimic the odor released by the human face than non-
infected insects [ 27]. These data are in agreement with our findings that infected T. mbrowaria
sting more often in the head (36.4%) than in other body regions of the mice, whereas non-
infected specimens bit more frequent in the mice’s abdomen (31.6%) {Lig 5). Different multi-
nomial modek were assayed for testing the variables “species” and “infection” as predictors of
the bite site and the model that considers only infection as an important predictor was the
mest informative (54 Table). Despite the multinomial logistic regression has showeda strong
association between T. cruzi infection and triatomine behavior of biting the head (OR = 2.93)
andthe dorse (OR = 2.80), only the former was statistically significant in the model (Tabk 5).
The resulting analyses suggest achange on the bite behavior of T. mbrovaria caused by T
cruzi Te VI infection.

Interspecific differences were observed regarding the proportion of individuals that
excreted during the experiment, for which it was higher for T. infestans (Ciy 2), and the volume
ofblood ingested, for which this species ingested more than twice of the blood wohime of that
observed for T rubrovaria (Lig 3A). Consequently, the former species revealed higher feeding
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efficiency (Fig 3B). Indeed, the negative correlations between T. rubrowaria and the amount of
blood ingested and blood uptake efficiency were considerable {Lable 4 and Fig ). Structural
and physiological features were already associated with the feeding efficiency of triatomines.
Blood suction, for instance, depends on the cibarial pump (a chamber structure with muscles
in the head) that promotes a negative pressure, drawing blood up from inside the vessel. It is
already observed that T. infestans is capable of ingesting higher amounts of blood per contrac-
tion of the cibarial pump when compared to Triatoma brasiliensis and Triatoma pseudomacu-
lata [52]. Moreover, differences in the activity of vasodilatory and apyrase (platelet aggregation
inhibitor) enzymes present in salivary glands 52,611, and in hemagglutination and anticoagu-
lant activities in the intestinal contents during feeding [£5, £6] ako influence blood meal size
and thus the feeding efficiency of triatomines on vertebrate hosts. The higher ingestion rate of
blood probably explains the shorter molting time of T. infestans over T. rubrovaria fifth-instar
nymphs {64-83 and 110- 131 days, respectively) [&Z, &4] and also a high population density of
T.infestansinside human dwellings [£9]. Since the amount of blood ingested is positively cor-
related with the volume of the excreta (20, it is also highly probable that T. infestans releases
more parasites than T. rubrovaria during excretion.

The positive association observed in the GLM between the excretadistance from the bite
wound and time of excretion after a blood meal (Tabl 4) is a commonsense feeding-excretion
behavior of triatomines, but seldom tested. Our results here confirm that the triatomine's ten-
dency is to move away from the bite region after a blood meal, probably to avoid being
noticed/predated by the vertebrate host, which reinforces the low probability estimates of
direct transmission of T. cruzi from triatomines to humans [Z1]. Triatoma rubrovaria tended
to excrete later than T. infestans; however, GLM coefficient was not statistically significant,
probably dueto the wide variance of measurements for this behavioral parameter. Another
discrepant result between species was observed for the excretion efficiency parameter, which
GIM results showed that T. mibrovaria is significantly less efficient (OR = 0.53), but W-tests
were not significant (Tables 3 and 4). Our results differed from a previous work [56] which
showed that T. infestans defecated during the blood meal at about five minutes before ending
the blood ingestion. However, some differences in experimental settings should be highlighted,
as follows: (i) we analyzed T. infestans infected with T. cruzi, while Loza-Murguia and Noirean

56] analyzed only non-infected specimens; and {ii) five tristomines were fed at the same time
onasingle host in this study {leading to some interruptions on blood feeding), while in the
other work they individualized the vectors to feed on mice. Therefore, we raise the importance
ofincluding an epidemiologically-relevant species in experiments when analyzing a non-
model species for comparion purposes.

Triatomines require numerous blood meals to complete their life cycle. Despite being rare
(&8, 22), coprophagy (the ingestion of stooks), kleptohematophagy (blood draw from the gut of
another tristomine) and hemolymphagy (to ingest hemolymph from other arthropods) have
long been reported by several authors [23]. It has been observed Triatoma circummaculata
and T. rubrovaria drawing hemolymph from wild cockreaches (Blaptia dubia) in natural rock
piles [Z4, 251 Tt remains unclear, however, if hemolymph as the only food source available is
enough to complete their development cycle. In our work it is important to highlight in two
occasions, an unfed nymph piercing the intestine of a recently fed nymph to obtain blood,
besides having been observed in a single time a nymph feeding on the excreta of another indi-
vidual. These behaviors were seen while the food source (Swiss mice) was being offered to the
insects (S1 Fig). As far as we know, these are the first reports of coprophagy and kleptohe mato-
phagy in T_ rubrovaria. Even with the availability of food source, the fifth-instar nymphs fed
on the blood content of an engorged nymph. A recent hypothesis for this cannibalistic behav-
ior is that the rapid intake of warm blood of the vertebrate host by the triastomine raises the
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insect’s body temperature and consequently, leading to theattraction of unfed individuals to
obtain food [Z&]. In an epidemiological context, the cannibalism could increase the possibility
of ingesting the parasite and its further transmission from bug tobug [77].

This work has some caveats that must be bear in mind when interpreting our results.
First, there will always be limitations in what the data generated in laboratory conditions
can reveal about insect behavior in the field. Insects are submitted in the field to daily envi-
ronmental oscillations of light, humidity and temperature, as well as vector aggregation that
mightshape differentactivity patterns from those observed in laboratory settings (58, 74,
791 Moreover, laboratory-reared insects can Jose the genetic variability observed in the
field, probably due to inbreeding and stochastic processes such as founder effects and, thus,
do not completely represent field populations [80). Convincing evidence with experimental
data supporting the impacts on behavior of rearing insects in laboratory conditions for
many generations is scarce. Although there is areduction in both body size and sexual
dimorphism of laboratory-reared triatomines, which may reflect the high density of wectors
in small containers and limited supply of blood meal [£1], laboratory-reared populations of
insects seem to exhibit similar performance to field populations. Ross etal. [82] observed
only negligible changes in the development time, survival to adulthood, fecundity and egg
hatch proportion when comparing Aedes asgypti populations from 2 and 227 genera-
tions. In triatomines, Ortizet al. [43] observed that R. prelixus specimens maintained for
over 30 years fed on chicken blood were attracted by human skin extracts in a similar way
that F1 insects did. Experiments involving field (or recently field-caught) T. rubrovariain
natural or semi-natural conditions should be conducted to evaluate the impact of aboratory
conditions on behavioral data.

Second, infections were confirmed and quantified through direct observations of try-
pancsomes in the excreta, and not through sensitive tools such as gPCR. Therefore, it is
possible that we have detected & positive only triatomines with high infections. Although
we believe that this limitation did not interfere the comparisons between T. rubrovaria
and T.infestans, we probably excluded from the analyses individuak with low infections
that could have different behavioral outcomes. Third, although we used a T. cruzi strain
isolated from a T infestans individual collected in the same locality of T. rubrovaria speci-
mens used in this study, there is noevidence that T. cruzi TcVI lineage is infecting T.
rubrevaria in the field. So far, only T.rubrowaria individuals infected with T. cruzi Telll
have been captured in the region [1&, 84). Entomological surveillance studies coupled with
laboratory infections of T. rubrovaria with T. cruzi Telll are needed to identify the T.cruzi
strains circulating in this vector species and the possible effects of this parasite strainon
feeding-excretion behavior.

Fourth, we amalyzed feeding and excretion parameters in triatomines only at 30 dpi, when
the number of vectors with trypomastigote forms in their excreta was significantly lower than
observed at 60 and 90 dpi. Therefore, if behavioral changes observed here were a phenotypic
outcome of the infection or a manipulation of triatomines by T. cruzi [27], we would expect to
observe more significant behavior changes at 60 or 90 dpi. Molecular and histological studies
are usefuland needed approaches to understand the underlying mechanisms of possible
behavioral manipulation [£5]. Lastly, contradictory results regarding parasite infection influ-
ence on the tristomine behavior probably are associated to the variation in T.cruzi strain or
genetic lineage wsed in infection assays and in vector species tested [86]. Moreover, differences
in the experimental designs also may havean important contribution [29]. Therefore, there is
an urgent need to standardize methodological conditions in future studies on behavioral traits
of parasitized bugs to better understand the role of each type of T. cruzi on changes of vector

behavior traits.
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Epidemiological relevance and concluding remarks

In conclusion, these results based on a unique and large dataset analyzed through classical sta-
tistical methods coupled with exhaustive generalized linear modeland multinomial logistic
regression hypotheses indicate that laboratory T. cruzi TVl infection changed the T. rubro-
varia feeding behavior. Infected individuals were capable of ingesting more blood than non-
infected specimens and bit more often the host's head. Despite the lower percentage of T.
rubrovaria defecating after the blood meal and the lower volume of ingested blood when com-
pared with one of the main important Chagas disease vectors in South America, T infestans,
these vector species shared similar overall infection and metacyclic trypomastigote rates of T
cruzi TeVEin their excretaunder hiboratory conditions, and also shared similar scores for
most of the feeding-excretion parameters.

Lentand Wygodzinsky [20] highlighted that although most triatomines are potential vec-
tors of T. cruzi, some conditions must be fulfilled to incriminate a species as “effective vector’
to humans, as follows: (i) wide geographical distribution, {ii) being capable of living in human
habitations, (iii) anthropophilic behavior, and (iv) short interval between feeding and excre-
tion. Triatoma rubrovaria is restricted to northern Argentina, Uruguay and southern Brazil
[ 20} and although an increasing domiciliary and peridomiciliary invasion of T. rubrovana [13,
LAJ, there is no consistent evidence of intradomiciliary colonization, since only few nymphs
have been captured inside dwellings [13]. This species has eclectic blood feeding habits, and a
low percentage of its individuals was found with human blood content in the gut (1.3-8.0%

[ L5, 871). Together, these bionomic aspects emphasize the epidemiological findings that T.
infestans had established larger colonies in southern Brazil and probably displaced T. rubro-
varia from peridomiciles. However, the similarity between these species related to the overall
infection and metacyclogenesis rates of T. cruzi Te VI in laboratory conditions and to the feed-
ing-excretion time interval raises epidemiological concems. The “virtual' elimination of T.
infestans probably triggered arecolonization process of human-modified habitats by the native
species [Ld], as observed for other autochthonous species, such as T. brasiliensis and Panstron-
£yus megistusin northeastern and southeastern Brazil [£9] and, thus, T. rubrovaria must be
kept under constant entomological surveillance in Rio Grande do Sul, southern Brazil.

Supporting information

$1Fig. Coprophagy. Fifth-instar nymphs of Tratoma rubrovaria feeding on another triato-
mine’s excreta.
({TIF)

$1 Table. Competitive generalized linear models for the presence of metacydic trypomas-
tigote forms of T. cruzi TcVIin the excreta of T. rubrovaria and T. infestans atdifferent
days post infection (dpi). K: number of parameters; AlCc: Akaike Information Criterion cor-
rected; AAICc: difference between the AICc of a given modeland the highest AICc, which
AAICc = 2 means high support for agiven model; Wt: model probability based on Akaike
weight. Cum Wt: comulative model probability based on Akaike weight.

{XLSX)

$2 Table. Generalized linear model for the presence of epimastigote forms of T. cruzi TcVI
in the excreta of T. rubrovaria and T. infestans at different days post infection (dpi). Note
that 30 dpi is not shown, since it was used as the baseline condition. The colon mark (:) means
interaction between variables. CI: Confidence interval; OR: odds ratio; SE: standard error. *
0.01 < p < 005" 0001 < p <0.01.

{XLSX)
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$3 Table. Competitive generalized linear models for six predicted feeding-excretion vari-
ables. AICc: Akaike Information Criterion corrected; AICc: difference between the AICc of a
given model and the highest AICc, which AAICe > 2 means high support for a given model;
Wt: model probability based on Akaike weight; Cum Wt: cumulative model probability based
on Akaike weight; LL: Log-likelihood of a given model The models which AAICe < 2 are
highlighted in bold.

{XLSX)

$4 Table. Competitive multinomial logistic regression models for bite site parameters.
AIC: Akaike Information Criterion; AAIC: difference between the AIC of a given model and
the highest AIC, which JAIC > 2 means high support for agiven model Wt: model probabil-
ity based on Akaike weight; Cum Wt: cumulative model probability based on Akaike weight.
(XLSX)
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