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RESUMO

A temperatura ambiental afeta diversos processos bioquimicos, fisiologicos e
comportamentais, especialmente em animais ectotérmicos. Mudancas nesse
parametro podem alterar o fitness de insetos vetores e sua distribuicao no
ambiente, modificando consequentemente, a dinamica de transmissao de
doencas. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da temperatura
no desenvolvimento da infeccdao de Trypanosoma cruzi e Trypanosoma
rahgeliem Rhodnius prolixus. Os ensaios com T. rangeli foram desenvolvidos
com parasitos submetidos a dois tratamentos. T. rangel/i T1 foram obtidos
atraves de passagens em LIT por trés meses. T. rangel/i T2 foram mantidos
em LIT por um més apds uma passagem triatomineo-camundongo.
Inicialmente, o crescimento dos parasitos em meio de cultura submetidos a
diferentes temperarturas (21, 24, 27 e 30°C) foi avaliado. O crescimento do T.
cruzi foi termodependente, com um aumento de 28 vezes da populacao
mantida em 30°C ao final de sete dias. A mortalidade ficou abaixo dos 10%,
exceto para os parasitos mantidos a 21°C, onde esse valor ficou proximo aos
20%. Para os dois tratamentos de T. rangefi o crescimento maximo foi
observado a 27°C. Entretanto, as populacdes de T. rangeli T2 cresceram
mais do que as de T. rangeli T1 e apresentaram taxas de mortalidade mais
baixas, em torno de 5%. O proximo objetivo foi avaliar diferentes parametros
fisiologicos de R. prolixus infectaclos pelos parasitos e submetidos as mesmas
condicdes de temperaturas. A infeccao por T. cruzi prolongou o periodo
intermudas em todas as temperaturas e reduziu o numero de insetos
aparentemente saudaveis em 20%. A viruléncia do parasito foi dependente da
temperatura e do estado nutricional dos insetos. 7. rangel/i T1 foi mais
virulento do que T. rangeli T2, particularmente nas temperaturas mais baixas.
Finalmente, o crescimento do T. cruzi no inseto foi quantificado por qPCR e
camara de Neubauer. Os resultados, ainda preliminares, corroboraram com
0s dados do crescimento do parasito em LIT. De maneira geral, os resultados
sugerem que os dois parasitos podem ser patogénicos ao vetor na natureza,

dependendo das condi¢cSes a que sao submetidos.



ABSTRACT

Environmental temperature affects many biochemical, physiological and behavioural
processes, especially in ectotherm animals. Changes in temperature can influence
the fithess of insect vectors and modify their distribution in the environment, altering
the dynamics for disease transmission. The aim of the present study was to evaluate
the effects of temperature on the development of Trypanosoma cruzi and
Trypanosoma rangeli in Rhodnius prolixus curing infection. Assays using 7. rangelfi
were developed with parasites which have undergone two different treatments. T.
rangeli T1 were kept in LIT medium for more than three months with weekly
passages. T. rangeli T2 were cultured in LIT medium for only one month after a
cyclical transmission in mice and triatomines. Initially, the growth of the parasites in
culture medium under different temperartures (21, 24, 27 and 30 ° C) was evaluated.
Growth of T. cruzi epimastigotes was temperature dependent, with a 28 times
increase in population size of the culture maintained at 30°C for seven days. The
mortality rate was below 10% on average, except for the parasite culture kept at
21°C in which this value was near 20%. For both T. range/i T1 and T2 treatments the
largest population growth was observed, at 27°C. However, populations of T. rangelf
T2 presented growth rates higher than 7. rangeli T1 and mortality rates were also
lower, at around 5%. The next objective was to assess various physiological
parameters of R. prolixus infected by parasites and subjected to the same
temperature conditions. T. cruzi Infection delayed moulting times at all temperatures
and reduced the number of apparently healthy insects in 20%. Parasite virulence was
dependent on temperature and nutritional status of the insects. T. rangeli T1 was
more virulent than 7. rangeli T2, particularly at lower temperatures. Finally, the
growth of T. cruzi in the insect was quantified by gPCR and parasite counts using a
Neubauer chamber. The results, although preliminary, seem to corroborate the data
for parasite growth from LIT medium culture. Overall, the results suggest that the two
parasites may be pathogenic to the vector in nature, depending on the conditions

which they are subjected.
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1 INTRODUCAO

A distribuicao espacial e a abundancia da maioria dos seres vivos sao
resultantes de interacées entre parametros bidticos e abidticos dentro de um
ecossistema (Blanford e Thomas, 2000). A temperatura ambiental € um fator abiotico
que apresenta um efeito direto na sobrevivéncia de diferentes animais,
principalmente os ectotermicos. Em insetos, as variaveis climaticas podem promover
alteracbes na fisiologia (Li, et al, 2011; Amarasekare e Savage, 2012), no
comportamento (Martin et al., 2011; Ipekdal e Caglar, 2012) e no tamanho do corpo
(Reiskind e Zarrabi, 2012). Para os insetos hematéfagos a temperatura tambéem
apresenta um papel fundamental como estimulo para a localizacao de seus
hospedeiros (Abdullah, 1961).

Sabe-se tambem que a temperatura ambiental pode influenciar a interacdo
entre hospedeiros e seus parasitos, tanto na habilidade do parasito em colonizar o
seu vetor quanto do vetor em se defender dos parasitos (Thomas e Blandford,
2003). Mudancas na temperatura podem alterar o fithess de insetos vetores,
modificando sua distribuicdo no ambiente e, consequentemente, alterando a
dinamica de transmissao de doencas (Moore et al, 2002). Alem disso, muitos
estudos vém demonstrando que a capacidade de um agente patogénico matar o seu
hospedeiro depende fundamentalmente da temperatura corporal do hospedeiro, e de
como esta varia com as condicGes ambientais externas (Blanford e Thomas, 1999;
Inglis et al., 1997; Thomas e Blanford, 2003 ).

Os triatomineos (Hemiptera: Reduviidae) sao insetos de habitos noturnos e
hematofagos, que necessitam de sangue em todas as suas fases de
desenvolvimento. Sdo primariamente insetos silvestres, vivendo em seus ambientes
naturais associados a animais de sangue quente (Lent e Wygodzinsky, 1979).
Algumas especies, no entanto, podem colonizar ambientes humanos, e deste modo,
0 homem e seus animais domesticos tornam-se sua fonte de alimentacao (Schofield,
1994).

Alem disso, os triatomineos também sdo vetores de protozoarios parasitos,

como o Trypanosoma cruzi € o Trypanhosoma rangeli. O T. cruzi € o agente
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etioldégico da doenca de Chagas, e nao tem sido relacionado como patogénico aos
seus hospedeiros invertebrados. O T. rangeli, embora compartiihe os mesmos
hospedeiros com o T. cruzi, nao causa doenca ao homem. Entretanto, este parasito
promove diferentes niveis de patogenicidade para o inseto vetor, principalmente as
especies de género Rhodnius (Brecher e Wigglesworth, 1944; Friend e Smith, 1967;
D'Alessandro 1976; Eichler e Schaub, 1998; Ferreira et a/, 2010). A principal
diferenca no ciclo biologico dessas duas especies, € que o T. cruzi se desenvolve
exclusivamente no interior do trato intestinal dos triatomineos, enquanto que o T.

rangeli pode tambem invadir a hemocele e colonizar as suas glandulas salivares.

A influéncia da temperatura ambiental vem sendo amplamente estudada para
os triatomineos (Okasha, 1964, Di Luciano, 1983, Lazzari, 1991, Guarneri et al.,
2003). Diversos estudos mostram que a temperatura pode afetar diferentes
parametros biologicos dessas espécies, tais como oviposicdo, fecundidade,
maturidade sexual, dispersao e selecao de esconderijos (Clark, 1935, Lehane et al,
1992, Lazzari, 1991, Schofield et a/, 1992, Lorenzo e Lazzari, 1999, Botto-Mahan,
2006). Embora exista uma grande quantidade de estudos associando os fatores
climaticos e seus efeitos sobre os processos fisiologicos e comportamentais nas
diferentes fases de desenvolvimento dos triatomineos, até o momento pouco se
sabe sobre o papel das condicdes abiodticas na capacidade vetorial dessas especies
considerando os efeitos da interacao entre hospedeiros e patégenos. Diante disso, o
estudo das relac6es parasito-hospedeiro-fatores abioticos se torna essencial para

um entendimento mais amplo dos fendmenos de interacdo entre as espécies.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da temperatura ambiental no desenvolvimento da infeccao de

Trypanosoma rangeli e Trypahosoma cruzi em Rhodnius prolixus.

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar se a temperatura ambiental afeta o desenvolvimento dos parasitos em

meio de cultura;

2. Avaliar parametros de desenvolvimento, como periodo intermudas, mortalidade e

ecdise, em insetos infectados submetidos a diferentes temperaturas;

3. Avaliar quantitativamente o crescimento do T. cruzi nas diferentes porcées do
trato intestinal em insetos submetidos a diferentes temperaturas e em diferentes

momentos da infecgao.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Triatomineos

Os triatomineos sao classificados como insetos pertencentes a familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae (Hemiptera, Heteroptera), definida por seu habito
hematdfago que esta presente em todas as especies desse grupo. Os triatomineos
sao paurometabolos, apresentando cinco fases ninfais e a fase adulta, sendo o

repasto sanguineo fundamental em todos os estagios evolutivos (Figura 1).

SALEE

EﬁvnsQNIQNIIQNIIIﬂNW =pNV ‘=) Macho / Femea

Figura 1 - Ciclo biolégico de Rhodnius prolixus representando o desenvolvimento do
tipo paurometabolo dos triatomineos (Foto: Newmar Pinto Marliere). Legenda: NI,
hinfa de primeiro estadio; NIl, ninfa de segundo estadio; NI, ninfa de terceiro

estadio; NIV, ninfa de quarto estadio e NV, ninfa de quinto estadio.

Atualmente sao reconhecidas 140 espécies de triatomineos, divididas em
cinco tribos e 15 géneros, sendo a maioria delas encontradas na Ameérica Latina
(Schofield e Galvao, 2009). Desse total, 61 especies estao presentes no Brasil
(Galvao etal., 2003).

Os triatomineos sao primitivamente insetos silvestres, caracteristica esta
mantida ainda hoje pela maioria das especies encontradas nos focos naturais, onde
vivem associadas a uma grande variedade de animais silvestres (Sherlock, 1979).
Seu habitat primario € o interior de abrigos, tocas e ninhos de animais de sangue
quente em ocos de arvores, palmeiras, fendas de rochas, entre outros (Lent e

Wygodzinsky, 1979). Esses micro-ambientes normalmente protegem os insetos das
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variacbes extremas de temperatura e umidade relativa alem de permitir o facil
acesso a fonte alimentar. Alimentam-se de uma seérie de hospedeiros, dentre eles,
aves, marsupiais, edentados, roedores, primatas e morcegos de varias especies,
alem de vertebrados ectotérmicos (Lent e Wygodzinsky, 1979). Os triatomineos sao
capazes de subsistir com alimentacdées sanguineas abundantes e ocasionais, uma
vez que, entre os repastos, podem permanecer por longos periodos de tempo sem
desidratar-se e, aparentemente, sem sofrer danos fisiologicos (Friend e Smith,
1985).

Seu aparato bucal esta adaptado para a penetragao na pele do hospedeiro,
para o encontro de vasos sanhguineos apropriados e para a alimentacdo rapida.
Alem disso, na saliva desses insetos estao presentes substancias anticoagulantes,
anestesicas e vasodilatadoras que auxiliam na ingestao do sangue (Hellmann e
Hawkins, 1964, Ribeiro ef al., 2004, Araujo et al., 2009).

Assim como os demais insetos hematdéfagos, os triatomineos apresentam
uma maquinaria sensorial bem desenvolvida para localizar e escolher seus
hospedeiros (Guerenstein e Lazzari, 2009). Os triatomineos tém em suas antenas
uma diversidade de pelos sensoriais denominados sensilas. Essas estruturas estao
distribuidas ao longo da antena e sao capazes de detectar diferentes estimulos
mecanicos, quimicos, termicos ou de umidade (Guerenstein e Lazzari, 2009). O
calor, a umidade e odores liberados pelos hospedeiros (ex. CO;, acido latico) estao
diretamente envolvidos no processo de busca do hospedeiro pelos triatomineos
(Barrozo et al., 2003; Lazzari e Nufez, 1989; Lehane, 2005).

Os triatomineos sio insetos de habito noturno e desenvolvem a maioria das
suas atividades como a busca por alimento, parceiros sexuais e refugio durante o
periodo da noite (Nufiez, 1987, Lorenzo e Lazzari, 1993). Apresentam dois picos de
atividade, sendo um no inicio da escotofase, relacionado com a busca por
hospedeiro, e outro no inicio da fotofase, relacionado com a volta ao abrigo (Lazzari,
1992, Lorenzo e Lazzari, 1996, Guarneri et a/, 2003). Além disso, apresentam
fototaxia negativa (Reisenman et al, 1998, Reisenman e Lazzari, 2006),
permanecendo na maior parte do tempo escondidos em seus abrigos em estado de
akinesis e agregados aos seus coespecificos (Guerenstein e Lazzari, 2009; Lazzari,
1992; Lorenzo e Lazzari, 1996, Bodin et a/., 2009).
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A acao antropica sobre a vegetacao das Americas Central e do Sul permitiu a
dispersao dos triatomineos para novos ambientes. A colonizacdo de novos ecotopos
por triatomineos silvestres depende de uma serie de fatores, dentre eles sua
constituicao genetica, que confere mecanismos fisiologicos que possibilitam a
adaptacdo a um novo contexto ambiental, como temperatura, umidade e fontes
alimentares provavelmente diferentes dos seus ecotopos naturais (Aragao e Dias
1956, Forattini, 1980, Burgos et al., 1994, Curto de Casas et a/., 1994, Schofield,
2000). Dessa maneira, algumas espécies sido capazes de invadir e colonizar
ambientes peridomesticos como galinheiros e currais, e domicilios humanos, onde o
homem e seus animais domeésticos, tais como o gato, cachorro, rato e coelho,

passam a funcionar como fontes de alimentacao (Schofield, 1994).

Alem das lesGes ocasionadas pela picada e a espoliacdo sanguinea que
causam ao hospedeiro, os triatomineos podem tambem transmitir parasitos, como o
T. cruzi e o T. rangeli. A doenca de Chagas, causada pelo T. cruzi e também
conhecida como ftripanossomiase americana, € uma doenca humana tropical
endémica em grandes areas da América do Sul e Central. Entre as doencas
parasitarias, e classificada como uma das mais importantes da America Latina em
termos de impacto social e econémico (DNDi América Latina, 2010). E transmitida
ao0s seres humanos principalmente atraves das fezes de triatomineos infectados que
sao liberadas durante o repasto sanguineo e entram em contato com a injuria
causada pela picada. Outras formas de transmissao incluem a via congénita, a
transfusional, a ingestao acidental de T. cruzi, além de outras de menor relevancia
epidemiologica (Dias, 1979; Schofield, 1994). Estima-se que 10 milhdes de pessoas
estdo infectadas em todo o mundo, principalmente na Ameérica Latina onde a doenca
€ endémica, € mais de 25 milhées de pessoas se encontram em areas de
transmissao (WHO, 2012).

As taxas de infeccdo natural de triatomineos por T. cruzi variam muito entre
especies e de acordo com a sua proximidade de contato com os reservatorios de
parasitos. Entre a maioria dos triatomineos domesticos, ndao mais do que 5% sao

infectados (ver revisao Coura e Borges-Pereira, 2010).

O R. prolixus € um dos vetores mais eficientes na transmissao do T. cruzi

(Borges-Pereira et al,, 1988). Assume-se que essa espécie evoluiu de uma forma
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ancestral de Rhodniini da regidao Amazoénica, tornando-se altamente adaptado ao
habitat doméstico e peridoméstico, em diversos paises da America Central e do Sul,
sobretudo na Venezuela e Colémbia, onde continua a ser um importante vetor
domestico de T. cruzi (Schofield e Galvao, 2009). Isto se deve a alta susceptibilidade
desse triatomineo a infeccao pelo 7. cruzi e a sua elevada capacidade reprodutiva,
podendo chegar a trés geracbes por ano. A espéecie também possui uma alta
capacidade de disseminacao e domiciliacao alem de apresentar taxas de infeccao
que podem ser superiores a 30% (Pefalver, 1958; Dorn et al.,, 2001; Monroy et al.,
2003).

Assim como pode ocorrer em outras especies de triatomineos do género
Rhodnius, o R. prolixus pode manter infeccées mistas de T. cruzie T. rangeli que
podem ser igualmente transmitidas aos hospedeiros mamiferos, inclusive o homem.
Este fato tem importancia médica e epidemiolégica, uma vez que a infeccao humana
pelo T. rangeli ocasiona reacdes sorologicas cruzadas com o T. cruzi, dificultando o

diagnostico da doenca de Chagas (Hudson et a/., 1988).

Apesar de nao ser encontrado no Brasil, R. prolixus &€ amplamente utilizado
como modelo experimental uma vez que varios processos fisiologicos de insetos

foram inicialmente estudados na espéecie (\Wigglesworth, 1934, 1936, 1940).

3.2 Associagdes entre triatomineos e o Trypanosoma cruzi

O T. cruzi pertence a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. E um
protozoario heteroxénico que infecta triatomineos e mamiferos nas Américas. Este
parasito apresenta alta plasticidade controlada geneticamente, o que lhe confere
adaptacio para cerca de 40 espécies de triatomineos e para mais de 1.000 espécies
de mamiferos, cumprindo diversas exigéncias metabodlicas em seu complexo ciclo de
vida (Teixeira ef al, 2009). Entretanto, ao longo da historia evolutiva entre
hospedeiros e tripanosomas, ambos vém desenvolvendo mecanismos estratégicos
para facilitar o desenvolvimento do parasito, no caso dos tripanosomas, ou
interromper seu desenvolvimento, no caso dos hospedeiros (Gaunt e Miles, 2000;
Azambuja, 2005; Garcia, 2007).

27



O T. cruzi tem um ciclo evolutivo complexo que apresenta formas
morfoldgicas e funcionais distintas, alternando entre as fases de divisao e fases nao
replicativas. Entre as formas de divisao estdo as epimastigotas, presentes no
intestino do vetor e tambem observadas durante a fase logaritmica de crescimento
em culturas axénicas, e amastigotas, encontradas em células de mamiferos. Ja as
formas nao replicativas incluem tripomastigotas metaciclicos encontraclos nas fezes
e ha urina do vetor e na fase estacionaria de crescimento em culturas axénicas do
parasito, e tripomastigotas encontrados na corrente sanguinea de mamiferos e em
fase liquida de cultura de parasitos em célula (Hoare e Wallace, 1966; Tyler e
Engman, 2001).

No hospedeiro invertebrado o ciclo do parasito inicia-se quando o triatomineo
ingere formas tripomastigotas durante o repasto sanguineo em mamiferos
infectados. O parasito se diferencia e divide sob a forma epimastigota no intestino
medio posterior do inseto (Ferreira et al., 2011) e se diferencia na ampola retal em
formas tripomastigotas metaciclicas que serado liberadas juntamente com as fezes e
poderdao ser transmitidas a outros mamiferos no proximo repasto (Figura 2). No
hospedeiro mamifero, as formas tripomastigotas sdo capazes de invadir diferentes
tipos celulares onde se diferenciam em formas amastigotas que se dividem e vao
gerar os tripomastigotas sanguineos, que entram na circulacao e sao as formas
infectantes para o triatomineo (Brener, 1973; Zeledon, 1987; Garcia e Azambuja,
1991).

Hospadeio Invenabirado

Hospedeiro Venebrado

Figura 2 — Ciclo Biologico do T. cruzi no triatomineo (hospedeiro invertebrado)
(Adaptado de Garcia et al., 2007).
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A presenca do T. cruzi no intestino do hospedeiro invertebrado desencadeia
uma serie de reacdes imunolégicas que irao interagir com o parasito, interferir na
sua capacidade de colonizacdo e afetar a sua sobrevivéncia. Fatores como
temperatura, pH e estado nutricional do vetor também podem interferir nessa
interagdo. Alem disso, substancias produzidas pelo inseto como, por exemplo,
componentes da saliva, lisozimas, defensinas, lectinas e aglutininas estdo também
envolvidas na resposta imunoldgica do vetor a presenca do T. cruzi (ver revisao
Garcia et al., 2010). Embora a maioria das bactérias presentes ao longo do intestino
dos triatomineos seja considerada comensal (Schaub 2009), algumas especies
apresentam atividade tripanolitica, podendo provocar a lise de determinadas cepas
do parasito (Azambuja et al., 2004).

O intestino medio anterior de R. prolixus produz um fator hemolitico, que afeta
o desenvolvimento do T. cruzi (Azambuja et al, 1983). Além disso, as glandulas
salivares de T. infestans produzem uma proteina, denominada de trialisina, que tem
a capacidade de lisar tripomastigotas de T. cruzi (Amino et al/., 2002). Além dos
fatores presentes no lumen e tecidos intestinais do vetor, um periodo de jejum muito
prolongado dos insetos pode levar a uma escassez nutricional dos parasitos e
culminar na eliminacao da infeccao (Schaub et al/, 1989). O T. cruzi presente no
intestino do vetor parece competir por nutrientes, uma vez que em situagdes de
jejum, a resisténcia dos insetos € reduzida (Schaub, 1989). Um dos nutrientes
provenientes do sangue ingerido e sabidamente utilizado pelo T. cruzi é o heme, que
nao € produzido pelo parasito e precisa ser adquirido de seus hospedeiros (Salzman
e cols., 1982; Lombardo e cols., 2003).

Embora exista uma intensa colonizacao do intestino do vetor por diferentes
cepas de T. cruzi, a literatura sugere que este parasito ndo €& patogénico ao seu
hospedeiro invertebrado (Eichler e Schaub, 2002). Estudos de microscopia
eletrénica revelaram que a infeccdo do T. infestans pelo T. cruzi ndao afeta a
producao das membranas perimicrovilares que se formam apds a alimentacao
(Billingsley e Downe, 1983) ou as microvilosidades do intestino posterior, sendo que
aparentemente, os parasitos permanecem aderidos ao epitélio intestinal pelos

flagelos (Kollien et al., 1998). A analise do desenvolvimento dos simbiontes Nocardia
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sp. e Rhodococcus rhodnii no intestino de Triatoma infestans e R. prolixus,
respectivamente, na presenca do T. cruzi, mostrou que o parasito nao afeta as taxas

de crescimento dessas bacterias (Eichler e Schaub, 2002).

Estudos prévios ndo demonstraram uma influéncia do parasito no
desenvolvimento do vetor (Juarez, 1970; Zeledon, 1970; Santos e Lacombe, 1985;
Schaub 1978, 1988), entretando, Lima et al/, (1992) mostraram uma diminuicdo no
numero de ovos postos por fémeas de Panstrongylus megistus infectadas pelo T.
cruzi. Um estudo experimental com Mepraia spinolai infectados atraves de repetidas
alimentacdes em camundongos infectados por 7. cruzi demonstrou que os insetos
tiveram um prolongamento no tempo de muda e apresentaram uma redugcao em
diferentes variaveis relacionadas ao tamanho do corpo, inclusive no tamanho das
goénadas (Botto-Mahan et al., 2008).

Alteracdées comportamentais tambem tém sido observadas em triatomineos
infectados por T. cruzi. Botto-Mahan et al (2006) demonstraram que Mepraia
spinofai infectados pelo T. cruzi respondem mais rapidamente a sinais da presenca
de potenciais hospedeiros quando comparados a insetos nao infectados. Além
disso, M. spinofai infectados picam mais vezes e defecam mais rapidamente que
insetos nao infectados, o que poderia implicar em um aumento nas chances de

transmissao do parasito ao hospedeiro vertebrado (Botto-Mahan et af., 2006).

Rodrigues et al. (2008) avaliaram o comportamento de fototaxia negativa de
ninfas de R. prolixus infectadas por 7. cruzi e nao encontraram diferencas em
relacdo aos insetos controle. Entretanto, a atividade locomotora de ninfas infectadas
foi reduzida na escotofase (Marliere et al., 2011), periodo em que os triatomineos

saem dos abrigos a procura de fontes de alimentacao ou parceiros sexuais.

3.3 Associagdes entre triatomineos e Trypanosoma rangeli

O Trypanosoma rangeli € também um parasito heteroxénico que compartilha
com o T. cruzi os mesmos hospedeiros invertebrados e vertebrados, incluindo o
homem e animais domesticos. Apesar de nao ser patogénico ao homem, o parasito
€ capaz de induzir uma resposta imune humoral com elevados titulos de anticorpos,

0s quais determinam uma elevada reatividade cruzada com antigenos do T. cruzij,
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dificultando o diagnostico sorolégico da doenca de Chagas, especialmente em sua
fase cronica (Schotelius, 1987; Grisard et al, 1999). Ao analisar formas
epimastigotas de cultura do T. rangeli, Afchain e colaboradores (1979) verificaram
que este compartilha cerca de 60% de sua constituicao antigénica soluvel com o T.
cruzi, o que explicaria a reatividade soroldgica cruzada e os consequentes
resultados falso-positivos que incorrem em um elevado custo soécio-econdmico.
Estes dados foram confirmados em um estudo que utilizou diferentes cepas e
formas do T. rangeli e soros de pacientes apresentando distintas formas clinicas da

doenca de Chagas (Moraes et al., 2008).

Pouco se sabe a respeito do curso da infeccao no hospedeiro vertebrado,
sendo que varios estudos demonstram que a taxa de infectividade de diferentes
cepas deste parasito frente a linhagens celulares distintas (fagociticas e nao
fagociticas) € sempre muito baixa e os parasitos tendem a desaparecer ao longo do
tempo de interacdao, sugerindo a auséncia de multiplicacdo intracelular,
especialmente observada em macroéfagos (Molyneaux, 1973; Osorio et al., 1995;
Tanoura et al., 1999; Eger-Mangrich et al., 2001).

Nos hospedeiros invertebrados, o ciclo inicia-se quando formas
tripomastigotas sdao ingeridas durante o repasto sanguineo em um hospedeiro
mamifero infectado. Quando atingem o intestino medio anterior, os parasitos se
diferenciam em formas epimastigotas e tornam-se capazes de se multiplicar
colonizando todo o trato intestinal do inseto (Ferreira et al, 2011). As formas
epimastigotas podem cruzar o epitélio intestinal e atingir a hemocele. Uma vez na
hemolinfa, os parasitos continuam se dividindo, migram e invadem as glandulas
salivares, onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, formas infectantes
que podem ser transmitidas para os hospedeiros vertebrados durante o repasto

sanguineo do vetor (D'Alessandro, 1976; D'Alessandro-Bacigalupo e Saraiva, 1992).
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Figura 3 — Ciclo biologico do T. rangeli no triatomineo (hospedeiro invertebrado)
(Adaptado de Grisard e Steindel, 2003).

A presenca do parasito no trato intestinal do vetor pode persistir ao longo de
toda a vida do inseto. Entretanto, diferentemente da forma classica de transmisséao
do T. cruzi, as formas encontradas nas fezes do vetor nao parecem ser infectivas
(Rentifo et al., 1950; D’'Alessandro, 1976; Tobie, 1964; Hecker et al., 1990).

Em infeccbes naturais, a porcentagem de insetos que apresentam parasitos
ao longo do trato intestinal e também na hemolinfa e glandulas salivares € variavel,
ficando entre 2 e 50% (Afez et al, 1987, Groot, 1954; Hecker et al, 1990;
Marinkelle, 1968; Tobie, 1965, 1970; Ferreira et al., 2010). Ainda ndo se sabe os
fatores envolvidos no desenvolvimento de infeccdes completas por T. rangeli
Pequenas alteracbes nos residuos de acucar das glicoproteinas de superficie
presentes nos trypanosomatideos poderiam contribuir para o aumento ou diminuicao
da porcentagem de parasitos que conseguem penetrar o epitélio intestinal e alcancar

a hemocele e as glandulas salivares (Rudin et a/.,1989).

Uma importante descoberta sobre a interacdo do 7. rangel/i com o hospedeiro

invertebrado foi a influéncia que a infeccao pelo parasito tem sobre as populagdes
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de simbiontes do intestino de R. prolixus (Eichler e Schaub, 2002). A diminuicdo no
numero de simbiontes ocasionada pela presenca do T. rangeli pode levar a uma
serie de efeitos deleterios ao vetor, que incluem o retardo do desenvolvimento ninfal
(Brecher e Wigglesworth, 1944; Lake e Friend, 1967), aumento nas taxas de
mortalidade (Harrington, 1960), disturbios na digestdo e excrecao (Brecher e
Wigglesworth, 1944; Eichler e Schaub, 1998) e reducbes do sistema traqueal
(Eichler e Schaub, 1998).

Uma vez na hemolinfa, o T. rangeli & reconhecido pelo sistema de defesa do
inseto e inicia-se uma serie de eventos celulares e humorais que irao atuar como
fatores limitantes para o desenvolvimento do parasito, incluindo a producao de
lisozimas de atividade fripanolitica, ativacao do sistema pro-fenoloxidase, fagocitose
€ microagregacao de hemocitos, aglutinacao e producao de anions superoxido (ver
revisao Garcia et al, 2010). Sabe-se que a resposta imune do inseto & voltada
preferencialmente formas curtas do parasito enquanto que formas longas seriam
responsaveis pela manutencao da infeccao bem como, pela invasao das glandulas
salivares (Mello et al/, 1995, 1999; Gomes et al., 1999, 2003). Deste modo, estas
formas epimastigotas longas do T. rangeli estariam funcionando como o escape do
parasito frente as respostas imunologicas do inseto. A presenca do parasito na
hemolinfa pode afetar a sobrevivéncia do inseto bem como prolongar o seu
desenvolvimento. Além disso, insetos que apresentam infeccbes massivas na
hemolinfa podem exibir alterac6es morfologicas (Grewal, 1957; Tobie, 1961; Afez,
1984). Outra caracteristica marcante em insetos que apresentam altas taxas de
infeccao € a elevada mortalidade durante o processo de muda, alem daqueles que
nao conseguem sair da antiga cuticula (Afez, 1984). Recentemente, Ferreira et a/.
(2010) demonstraram que a infeccao pelo T. rangeli leva a um aumento na
quantidade de lipideos e de corpos gordurosos na hemolinfa de R. prolixus e que a
sua presenca exclusivamente na hemolinfa € suficiente para provocar alteracées no

desenvolvimento dos insetos, inclusive prolongando o periodo entre mudas.

O ultimo estagio de desenvolvimento do T. rangeli no hospedeiro invertebrado
ocorre no interior das glandulas salivares. Os mecanismos de invasao utilizados
pelos epimastigotas para penetrar nas dlandulas salivares do hospedeiro
invertebrado ainda estdo pouco esclarecidos. Sabe-se que lectinas e carboidratos

presentes na superficie do parasito estdo envolvidos neste processo (Basseri et al.,
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2002). Uma reducéao significativa das proteinas estocadas nas glandulas salivares
de R. prolixus, incluindo aquelas com funcdes anti-hemostaticas como as
hitroforinas, foi observada durante a infeccao pelo 7. rangeli (Paim et al., 2013). Esta
reducao afeta o comportamento alimentar do inseto, levando a um aumento
significativo no numero de picadas e reduzindo a sua habilidade de ingerir sangue
de hospedeiros vertebrados, consequentemente, aumentando as chances de
transmissao do T. rangeli (Garcia et al.,1994). Um estudo recente tambem
demonstrou que a infeccido pelo T. rangeli promove a inibicido da atividade de uma
tirosina fosfatase levando a uma reducao da atividade da enzima responsavel pela
producdo de oxido nitrico, o que poderia contribuir para o aumento no tempo de

ingestao sanguinea pelo vetor (Gazos-Lopes et al.,, 2012).

A infeccao por T. rangeli tambem promove alteracées comportamentais no
inseto vetor. Ninfas de R. prolixus infectadas pelo parasito apresentaram uma
reducao no comportamento de fototaxia negativa, permanecendo mais tempo
expostas a luz do que os insetos controle (Ferreira et al.,, 2011). A infecgcao também
alterou a atividade locomotora dos insetos que foi maior do que a exibida pelos
insetos do grupo controle durante a escotofase e a fotofase (Marliere et al., 2011). A
avaliacao do comportamento de utilizacao de refugios mostrou que insetos
infectados apresentaram uma movimentacao mais intensa na presenca de estimulos
provenientes de um hospedeiro vertebrado e se mantiveram fora do abrigo apos a

retirada do estimulo, mesmo durante a fase de iluminacao (Marliere et al., 2010).

3.4 O papel da temperatura no desenvolvimento de insetos e nas interagoes
com seus parasitos

As associacdes parasito-hospedeiro sao elementos ndo aparentes dentro de
uma comunidade ecolégica e afetam as relacdes de competicao intra e
interespecificas, a distribuicao e abundancia de espécies e a prépria composicao da
comunidade (Horwitz e Wilcox, 2005, Thomas et a/, 2005). Sendo assim, os
parasitos e seus hospedeiros ndao podem ser considerados isoladamente nem serem
separados da comunidade da qual fazem parte, sendo necessario incluir também
nos estudos de interacao as propriedades do ambiente onde habitam (Thrall et a/.,

2007).
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A maioria dos estudos evolutivos sobre mudancas adaptativas na resisténcia
ou suscetibilidade de hospedeiros e/ou viruléncia de parasitos normalmente nao
consideram os fatores bidticos e abidticos como tendo algum papel nas interacdes
parasito-hospedeiro (Bull, 1994; Frank, 1996; Kraaijeveld et al., 1998; Dieckmann et
al., 2002). Como resultado, o efeito de fatores extrinsecos na resisténcia ou
viruléncia durante uma interacao tem recebido pouca atencao. Entretanto, diversos
estudos vém demonstrando que a suscetibilidade do hospedeiro e a viruléncia do
parasito sdo dependentes de condicbes abidticas (ex. Ferguson e Read, 2002; Elliot
et al., 2002) e que uma condicao chave parece ser a temperatura ambiental
(Thomas e Blanford, 2003).

Ja esta bem estabelecido que a temperatura afeta processos bioquimicos,
fisiologicos e comportamentais em animais e existem muitos trabalhos explorando a
sensibilidade térmica dos organismos e os fatores que influenciam a evolucao das
curvas de performance termicas (ver revisao Thomas e Blanford, 2003). Em insetos
que vivem nos trépicos, a curva de sobrevivéncia populacional tem a forma de um U
invertido, com a sobrevivencia declinando profundamente nas temperaturas
maximas e minimas e se mantendo constante nas temperaturas intermediarias
(Amarasekare e Sifuentes, 2012). Assim como para 0s demais insetos, diversos
autores tém avaliado os efeitos da temperatura sobre o desenvolvimento de vetores
como Aedes aegypti (Yang et al., 2009), Anopheles gambiae (Bayoh e Lindsay,
2004), Culex tarsalis (Dodson et al., 2012), Aedes albopictus (Reiskind et al., 2012) e
Pediculus sp. (Gallardo et al., 2009).

Os efeitos dos fatores climaticos sobre a fisiologia € o comportamento dos
triatomineos vém sendo estudados, dada a sua importancia na distribuicao desses
insetos e a sua potencial influéncia na capacidade dos triatomineos de colonizar
domicilios humanos (Schofield e Patterson, 1977, Salvatella et al, 1991). A
temperatura ambiental afeta diferentes parametros bioldgicos dos triatomineos,
como a eclosdo de ovos (Clark, 1935; Guarneri et al,, 2003), a fecundidade e a
maturidade sexual (Ehrenfield et a/, 1998; Jérg, 1960), a dispersao de adultos
(Lehane et al, 1992) e a selecao de esconderijos (Lorenzo e Lazzari, 1999). Por
outro lado, os ftriatomineos sao capazes de perceber gradientes termicos
(Wigglesworth e Gillet, 1934, Lazzari e Nuiiez, 1989) e de escolher a temperatura

preferida de acordo com o seu estado fisiologico (Di Luciano, 1983; Lazzari, 1991,
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Canals et al, 1997; Pires et al, 2002; Schilman e Lazzari, 2004; Guarneri et al.,
2003).

Com relacao as interacdes hospedeiro-parasito, existe uma gama de
possiveis influéncias da temperatura que incluem efeitos sobre os periodos de
infeccao latente (Blanford e Thomas, 1999), expressao de doenca latente (Mohamed
et al., 1985), cura do hospedeiro e mortalidade do parasito (Carruthers et a/, 1992;
Kobayashi et al, 1981; Sigsgaard, 2000), replicacdo do parasito (Kobayashi et
al,1981) e viruléncia do parasito e/ou resisténcia do hospedeiro (Blanford e Thomas,
1999; Arthurs e Thomas, 2000; Menti et a/., 2000; Elliot et a/., 2002; Blanford et al.,
2003).

As mudancas no comportamento ou na fisiologia dos insetos causadas pela
infeccao e moduladas pela temperatura podem promover uma transmissao mais
eficiente do parasito ao seu hospedeiro definitivo, provavelmente aumentando o
fithess destes parasitos e possivelmente diminuindo o fithess do vetor. Tais
mudancas no comportamento do vetor podem ter potenciais implicacbes

epidemioldgicas (Moore, 2002).

Embora exista um grande numero de trabalhos publicados sobre os efeitos da
presenca do parasito no desenvolvimento, fisiologia e comportamento de seus
hospedeiros, e sabendo-se que a temperatura € um fator critico para a sobrevivéncia
de animais ectotermicos, € de fundamental importancia compreender o papel da
temperatura nas interacdes vetor/parasito. Dentro desse contexto, torna-se relevante
compreender a dinamica de interacao entre triatomineos e tripanosomas bem como
compreender como essa relagdo ocorre na natureza. Espera-se que os resultados
obtidos neste trabalho possam contribuir para o desenvolvimento de estratégias e

ferramentas de controle desses vetores.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 — Triatomineos

Os exemplares da especie R. prolixus utlizacdos neste trabalho sao
provenientes do insetario do Laboratorio de Triatomineos e Epidemiologia da
Doenca de Chagas (LATEC), de uma coldnia iniciada a partir de insetos coletados
em Honduras. Os insetos foram mantidos em condicdes semi-controladas de
temperatura (26 £ 1°C) e umidade relativa (65 £+ 10%) e em ciclo de iluminagcao
natural.

Os triatomineos foram criados em frascos de plastico ou acrilico cilindricos,
fechados com tecido de algodao, forrados com papel filtro para absorcdo de
umidade e contendo uma tira de cartolina no centro do pote dobrada em sanfona
para permitir uma maior superficie de contato para o inseto e facilitar a alimentacao.

Os insetos foram alimentados semanalmente em galinhas ou camundongos
Swiss anestesiados (Thionembutal a 2%), ou sangue de coelho citratado obtido do
Cecal (Centro de Criacao de Animais de Laboratorio da Fundacao Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ — RJ).

Todos os protocolos que utilizaram animais seguiram as normas da FIOCRUZ
para a experimentacdo animal e foram aprovadas pelo Comité de Etica na Utilizacao
de Animais (CEUA-FIOCRUZ-MG) sob o numero L-058/08.

4.2 — Parasitos

Neste estudo utilizou-se a cepa CL de T. cruzi, multiclonal, isolada a partir do
vetor Triatoma infestans naturalmente infectado (Brener e Chiari, 1963) e a cepa
CHOACHI de T. rangeli, isolada das glandulas salivares de Rhodnius prolixus
naturalmente infectado, originado no Estado de Cundinamarca, Colémbia
(Schotelius,1987).

Epimastigotas de T. cruzi (cepa CL) e de T. rangeli (cepa CHOACHI) foram

cultivados atraves de duas passagens semanais em meio LIT (Liver Infusion
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Tryptose) acrescido de 15% de soro fetal bovino e antibiético na concentracao de
100 unidades de penicilina e 100ug de estreptomicina por mL. Os parasitos foram
cultivados em tubos cilindricos de vidro em volume final de 3mL e mantidos em
estufa BOD a temperatura de 27°C.

A cepa de T. rangeli foi mantida atraves de dois diferentes tratamentos. No
primeiro (T1), os parasitos foram mantidos exclusivamente em meio LIT por um
periodo superior a 90 dias. No segundo tratamento (T2), os parasitos foram
mantidos em meio LIT por 30 dias, apos terem sido submetidos a uma passagem
em ftriatomineos, transmitidos destes para camundongos e recuperacos por
hemocultura. Os dois tratamentos foram utilizados para todos os experimentos

desenvolvidos com esta espécie.

4.3 — Avaliagao do crescimento dos parasitos em meio de cultura, submetidos
a diferentes temperaturas.

4.3.1 - Reagentes e Solucoées

A solucao estoque de Diacetato de Fluoresceina (FDA — F7378, Sigma) foi
obtida atraves da diluicao do corante em acetona (1mg/mL) e conservada a -20°C. O
FDA & um corante vital, ndo polar, capaz de penetrar a membrana integra de células
viaveis, se difundindo passivamente. No citoplasma celular, o FDA € hidrolisado por
esterases produzindo a fluoresceina, componente que exibe fluorescéncia verde
quando excitado por luz azul (488nm). No ensaio, foi utilizado como marcador de
células vivas.

A solucao estoque de lodeto de Propideo (Pl — P4170, Sigma) foi obtida
atraves da diluicdo do corante em agua para injecao esteril (1mg/mL), protegida da
luz e conservada a -20°C. O Pl penetra em células em processo de apoptose e se
liga ao DNA de dupla fita da célula. O corante tem espectro de absorcao entre 287 e
488nm e quando excitado a 630nm emite cor vermelha. No ensaio, foi utilizado

como marcador de celulas mortas ou em processo de morte.
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Para a quantificacdo dos parasitos foi utilizada uma quantidade fixa e
conhecida de microesferas fluorescentes (FIowCountTM Fluorospheres Beckman
Coulter, PN7508092-E, LOT 7548025, concentracao de 986/L).

4.3.2 - Marcacao dos Parasitos

Trés diferentes procedimentos de marcacao foram utilizados para cada
amostra: FDA (7 pg/mL), Pl (25 pg/mL) e FDA + Pl (nas mesmas concentracées).
Uma amostra sem marcacao foi utilizada como controle. Um volume final de 220ul,
contendo 50yl de cultura, os corantes, 20u| de fluorosferas e PBS esteéril (0.15 M
NaCl em 0.01 M de sodio fosfato (Na;HPO4), pH 7,2) foram analizados em um
citometro de fluxo (modelo FACScan, Becton Dickinson). As analises foram

realizadas utilizando-se o programa FlowJo7.6.

4.3.3 — Ensaio Bioldgico

Para avaliar o crescimento dos parasitos em meio de cultura, garrafas de
cultura de 25¢m? receberam uma concentracao inicial de 1x10° parasitos/mL em um
volume final de 8mL de meio LIT por garrafa. As garrafas foram imediatamente
transferidas para caixas com temperatura controlada e mantidas nas mesmas
condicdes durante sete dias (Figura 4). As temperaturas testadas foram de 21, 24,
27 e 30°C. Para cada nivel de temperatura foram testadas simultaneamente duas

garrafas.

Diariamente uma amostra de 50uL de cada garrafa foi coletada, marcada com
os corantes fluorescentes, e o numero de celulas vivas e mortas foi contado no
citbmetro de fluxo. Uma vez que o cittmetro de fluxo somente conta numero de
eventos sem correlaciona-los com volume, o numero de parasitos foi estimado

atraves da sua comparacao com uma quantidade conhecida de fluorosferas.
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TEMPERATURA DE
TRARAL ey

30°C

Figura 4 — Caixas de temperatura controladas, mantidas em estufa BOD, onde

foram realizados 0s ensaios.
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4.4 - Avaliagdo do desenvolvimento de insetos infectados submetidos a
diferentes temperaturas

4.4.1 - Infecgcao por Trypanosoma cruzi

Ninfas de segundo estadio com aproximadamente sete dias de jejum foram
alimentadas em alimentador artificial contendo sangue de coelho inativado (56°C,
30min), e uma suspensao de epimastigotas de cultura de T. cruzi numa
concentracdo de 1 x 107 parasitos/mL. Insetos alimentados apenas com sangue
foram utilizados como controle. Um dia apés a alimentacdo, os insetos foram
transferidos para placas de Petri contendo papel de filtro como substrato (grupo
infectado, n=126 e grupo controle, n=132; maximo oito insetos por placa). As placas

foram mantidas em camaras com temperaturas de 21, 24, 27 e 30°C (Figura 4).

Neste ensaio foram avaliados o tempo de duracao do estadio e a mortalidade
dos insetos durante um periodo de 90 dias apds a ocorréncia da ecdise. No final do

ensaio, os insetos sobreviventes foram examinados para a presenca de parasitos.

4.4.2 - Infeccao por Trypahosoma rangeli

A infeccao dos insetos por T. rangeli foi realizada de acordo com Ferreira et
al. (2010). Ninfas de quarto estadio com sete dias de jejum foram inoculadas com
14L de PBS estéril contendo 50 epimastigotas de cultura (5><‘ID4 par/mL). O inéculo
foi realizado diretamente na cavidade celomatica do inseto utilizando-se uma seringa
Hamilton de 50uL com uma agulha acoplada (13 x 3,30 G, »2"). Um dia apés o
inéculo, as ninfas foram alimentadas em camundongos anestesiados e 24 horas
apos, transferidas para placas de Petri contendo papel de filtro como substrato
(n=120 para T1 e 80 para T2, maximo de seis ninfas por placa). Para cada uma das
temperaturas, insetos inoculados com o mesmo volume de PBS esteril foram
utilizados como controle (n=120 para T1 e 76 para T2, maximo de seis ninfas por
placa). As placas foram mantidas em camaras com temperaturas de 21, 24, 27 e
30°C (Figura 4). Para os dois tratamentos de T. rangeli foram avaliados o tempo de

duracao do estadio e a mortalidade dos insetos durante um periodo de 30 dias apos
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a ocorréncia da ecdise. No final do ensaio, os insetos sobreviventes foram

examinados para a presenca de parasitos na hemolinfa e nas glandulas salivares.

Para o exame da positividade da hemolinfa foi feito um corte com o auxilio de
uma tesoura fina no tarso do primeiro par de patas de cada ninfa e uma pequena
gota foi coletada diretamente em lamina e visualizada em microscopio. Para o
exame das glandulas, a cabeca de cada ninfa foi retirada com o auxilio de pin¢as
finas e as glandulas foram transferidas para laminas contendo solug¢ao salina 0,9%.
Uma laminula foi colocada sobre o material para a visualizacdo em microscopio em

aumento de 400x.

4.5 - Quantificagao do Trypanosoma cruzi no trato intestinal de Rhodnius
prolixus, em insetos submetidos a diferentes temperaturas

4.5.1 - Infeccao por Trypanosoma cruzi e ensaio biolégico

Camundongos B6.129S7-IFNy knockout (KO) obtidos do Bioterio Central do
CPgRR foram infectados via intraperitoneal com 5.000 epimastigostas de T. cruzi.
No setimo dia pos-infeccdo, a parasitemia foi contada segundo a metodologia

descrita por Brener (1962).

Ninfas de quinto estadio foram individualmente pesadas e individualizadas em
frascos plasticos (3,5 x 2cm), contendo papel de filtro como substrato e cobertos

com tecido de forma a permitir a alimentacao dos insetos.

Para a alimentagdo das ninfas, o camundongo foi anestesiado
intraperitonealmente com uma mistura de ketamina a 150 mg/kg (Cristalia; Brasil) e
xilazina 10 mg/kg (Bayer; Brasil) e a cada ninfa foi permitido ingerir o equivalente a
30mg de sangue. Apds a alimentacao, as ninfas foram mantidas em camaras com
temperaturas controladas de 21, 24, 27 e 30°C (Figura 4). No dia seguinte a
infeccao, os insetos foram retirados das camaras, alimentados em alimentador
artificial contendo sangue de coelho citratado para realizarem a alimentacao
completa. Em seguida foram ftransferidos novamente para as camaras com

temperatura controlada ate a realizacao dos ensaios. Os insetos que permaneceram
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nas camaras por periodos superiores a 30 dias receberam uma segunda

alimentacao no 45° dia pés-infeccao.

A avaliacdo do numero de parasitos foi realizada nos dias 15, 30 e 60 apos a
infeccdo. Para cada periodo e temperatura testados, quatro insetos foram
individualmente dissecados e seus intestinos medio anterior, medio posterior e
ampola retal (Figura 5) transferidos para tubos cénicos contendo 20uL de PBS
esteril. Durante o processo de dissecacao as amostras foram mantidas em gelo e

posteriormente estocadas a -20°C ate a extracao do DNA.

Para cada temperatura avaliada, amostras de dois ou mais insetos foram
tambem utilizadas para contagem em camara de Neubauer. Para isso, as amostras
foram homogeneizadas e 5ul de cada uma das partes dissecadas, diluidas em 45ul

de PBS e 10ul do material diluido utilizados para contagem.

> [ntestino Médio Anterior

» |ntestino Medio Posteriar

Ampola Retal

Figura 5 — Esquema do tubo digestivo de um triatomineo. As setas indicam cada

porcao do tudo digestivo (Adaptado de Garcia et al., 2007).
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4.5.2 — Extracoes de DNA

As amostras obtidas no item 4.5.1 (de intestino médio anterior, intestino médio
posterior e ampola retal de insetos individuais) foram submetidas a extracao de DNA
utilizando-se o Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega) seguindo-se o
protocolo sugerido pelo fabricante para extracao de DNA de amostras de sangue,
que se baseia em quatro etapas. Primeiramente uma solucdo de lise celular foi
utilizada para lisar a membrana das celulas, seguindo-se uma segunda solugado de
lise para romper o nucleo das celulas. Na terceira etapa foi utilizada uma solucao de
precipitacao de proteinas. Para melhor visualizacao do pellet de DNA, 4ul de
glicogénio (40mg/mL, Invitrogen) foram adicionados a cada amostra e em seguida
uma solucao de isopropanol foi utilizada para precipitar o DNA obtido. Uma solugcao
de alcool a 70% foi utilizada para lavar o DNA e eliminar qualquer material
inespecifico. Apos esse procedimento de lavagem foi feita uma centrifugacdo e o
sobrenadante foi descartado. O pellet de DNA obtido foi ressuspenso em agua ultra
pura (Gibco) e quantificado em um aparelho Nanodrop (Thermo Scientific). Para
essa quantificacao, foram utilizados 2L do total obtido.

Amostras de DNA foram tambem extraidas de parasitos mantidos em meio de
cultura e tambéem de sangue de camundongos IFNy-KO nao infectados e infectados
com T. cruzi para serem utilizadas como controle positivo da reacdo de PCR. Além
disso, amostras de intestinos de insetos nao infectados e sangue de camundongo
IFNy-KO foram utilizados para controle negativo da reacdo. Novamente, o Kit Wizard
Genomic DNA purification foi utilizado, seguindo-se neste processo o protocolo

sugerido para amostras de cultura de células e para amostras de sangue.

4.5.3 — PCR quantitativo em Tempo Real

Os produtos obtidos nas extracdes de DNA foram submetidos a analise por
PCR em tempo real (QPCR) para se obter uma quantificacdo molecular do numero
de parasitos. Para as reacdes de qPCR foram utilizados iniciadores especificos para
amplificar um fragmento de 182pb de T. cruzi (TCZ) (Cummings e Tarleton, 2003), e

as reacdes foram realizadas em um equipamento ABI Prism 7500 Sequence
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Detection System (Applied Biosystems). As sequéncias dos iniciadores utilizados

para a amplificacao de DNA especifico para o T. cruzi estao listadas na tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncias dos iniciadores especificos para T. cruzi utilizados para
amplificacdo dos produtos de DNA por PCR em tempo real (Cummings e Tarleton,
2003).

Iniciadores Sequéncias

TCZ-F 5 GCTCTTGCCCACAMGGGTGC 3

OndeM=AouC

TCZ-R 5" CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG 3

As reacbes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o Power
SYBR Green PCR Master Mix Kit (Applied Biosystems) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A analise dos resultados foi feita pelo ABIPRISM
7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems). Cada reacao foi realizada
em ftriplicata, contendo 2l do DNA molde, 300nM de cada iniciador, 12 5ul do Power
SYBR® Green PCR Master Mix em um volume final de 25ul. As condicées de
amplificacdo foram: desnaturacido inicial a 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de
desnaturacdo a 95 C por 15 segundos, ligacao dos iniciadores e extensao a 60°C por
1 minuto. Durante as reacdes, foram feitas analises das curvas de dissociacdo dos
amplificados de cada amostra a fim de verificar se as gPCRs estavam gerando mais

de um produto.

Um controle negativo (sem adicao de DNA) foi incluido para o conjunto de
iniciadores e utilizado para confirmar a auséncia de DNA gendmico inespecifico e
para verificar se houve formacao de dimeros de iniciadores ou de qualquer

contaminacao nas reacdes.
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Uma curva padrdao foi gerada como descrito por Caldas et al. (2012),
utilizando-se 8 diluicbes seriadas em agua (1:10). Para isso, foi preparada uma
mistura de amostras de DNA extraidos de sangue de camundongo B6.129S7 INF-
v KO nao infectado e de parasitos de meio de cultura, de forma que a concentracao

inicial fosse equivalente a 5.10° parasitos/100u| de sangue .

4.6 — Analises Estatisticas

As analises do crescimento dos parasitos em meio de cultura foram focadas
nos efeitos da temperatura nas taxas de crescimento e foram realizadas no
programa (R) pelo colaborador do estudo, Dr. S.L. Elliot. O primeiro passo foi
determinar as taxas de crescimento (ou seja, as curvas de regressao) para cada
replicata (garrafa) em cada tratamento de temperatura. Para isso, os tamanhos das
populacdes de parasitos vivos foram log-transformados (ou seja, logaritimo do
numero de parasitos + 1) e modelos de efeitos mistos lineares foram utilizados para
a analise de medidas repetidas (ou seja, dias 1, 2, 3, etc). Esta analise gerou oito
curvas de crescimento para cada um dos trés parasitos testados (duas repeticdes de
quatro temperaturas). Estas foram submetidas a analises de regressao para avaliar

possiveis efeitos da temperatura nas taxas de crescimento.

O efeito da infeccao na duracao do periodo intermudas e na sobrevivéncia
dos insetos mantidos nas diferentes temperaturas, foi analisado atravées da
comparacao de curvas de sobrevivéncia, utilizando-se o Teste Log-Rank. As taxas
de sobrevivéncia, ecdise e defeitos na muda foram analisadas através do teste Z de
proporcdes para amostras independentes. A infeccao das glandulas salivares entre
insetos submetidos a diferentes temperaturas foi avaliada atraves do teste Qui-
quadrado, comparando-se os pares através de biparticdo. Para todas as analises o

nivel de significancia considerado foi de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 - Avaliagao do crescimento dos parasitos em meio de cultura, submetidos a
diferentes temperaturas

O crescimento in vitro da populacao de T. cruzi aumentou com o aumento da
temperatura de 21-30°C (Figura 6A; p<0,0001 para o efeito da temperatura), com as
maiores populacdes sendo obtidas na temperatura de 30°C (386 x 10° parasitos). Os
parasitos mantidos nas temperaturas de 21 e 24°C nao mostraram um aumento
expressivo no crescimento ao longo dos sete dias de acompanhamento. O melhor
ajuste da regressao da curva de crescimento versus temperatura (Figura 6B) nao foi
curvado, indicando que o pico de crescimento deve ter ocorrido a 30°C ou mais. De
modo geral, o perfil de crescimento do T. cruzi foi maior (entre 6-60 vezes) que o
encontrado para o T. rangel/i quando os parasitos foram submetidos as mesmas

condicdes (Figura 6A, C e E).

Os dois tratamentos de T. rangefi também cresceram mais em temperaturas
mais altas, mas nestes casos, os melhores ajustes de regressao foram funcées
quadraticas, indicando que as curvas tiveram seus picos de crescimento em 27°C
para os dois tratamentos (Figuras 6C-F; p<0,01 para ambos os tratamentos). O T.
rangeli T1 (parasitos que foram mantidos exclusivamente em meio LIT) apresentou
as menores taxas de crescimento, ndo ultrapassando 60 x 10° parasitos em
nenhuma das temperaturas a que foi submetido (Figura 6C). Entre as temperaturas
avaliadas, o perfil de crescimento do parasito foi menor em 21 e 30°C (Figura 6C). A
maior populagao alcancada para o T. rangeli T2 (parasitos mantidos em meio LIT
por 30 dias, apos terem sido submetidos a uma passagem em ftriatomineos e
camundongos e posteriormente recuperados por hemocultura) foi obtida em 27°C
(120 x 10° parasitos). Para as temperaturas de 24 e 30°C o crescimento foi
semelhante e aproximou-se de 100 x 10° parasitos no sétimo dia. Assim como para
todos os outros parasitos estudados, a temperatura de 21°C foi a que apresentou as
menores taxas de crescimento.

As taxas de mortalidade de T. cruzi ficaram abaixo de 10%, com excecao dos
parasitos mantidos em 21°C que apresentaram valores acima dos 20% (Figura 7A).
Para o T. rangeli T1, as taxas de mortalidade ficaram entre 10 e 40%, a temperatura

de 27°C mostrando as mortalidades mais baixas (Figura 7B). As taxas de
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mortalidade para o T. rangeli T2 foram consistentemente mais baixas do que 10%,

independentemente da temperatura a que foram expostos (Figura 7C).
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de células coradas com Pl e com FDA+PI, indicativo de células mortas ou em

processo de morte celular. As barras representam o erro da meédia de duas

repeticoes.
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5.2 - Avaliacdo do desenvolvimento de insetos infectados submetidos a
diferentes temperaturas

5.2.1 Insetos infectados por Trypahosoma cruzi

O objetivo desse experimento foi avaliar se o periodo intermudas e as taxas
de mortalidade de insetos infectados e saudaveis variavam com a temperatura.
Como esperado, independentemente da presenca da infeccao, a temperatura afetou
o periodo intermudas em todos os tratamentos, uma vez que o tempo para alcancar
o terceiro estadio foi reduzido conforme a temperatura foi aumentada (Figura 8, Log-
Rank; p=0,00001 para os dois tratamentos). Independentemente da temperatura a
que os insetos foram expostos, a infeccdo pelo T. cruz/ prolongou o tempo
necessario para as ninfas atingirem o terceiro estadio (Figura 2; Log-Rank, p<0,0002
para todos os tratamentos). Os tempos médios para as ninfas do grupo controle
alcancarem o terceiro estadio foram de 32,1+8,3, 23,2+9,5, 17,8+8 9 e 13,3+3,2 dias
para as temperaturas de 21, 24, 27 e 30°C, respectivamente. Para os insetos
infectados, o tempo medio para a ocorréncia da ecdise foi de 43,5+9,2, 30,0+7,7,
23,6+6,3 e 23,3+10,4 dias para as temperaturas de 21, 24, 27 e 30°C,
respectivamente. Além de prolongar o tempo de muda para o terceiro estadio, a
infeccao pelo T. cruzi também diminuiu o sucesso de ecdise dos insetos mantidos a
21°C (Teste Z, p=0,002) e 30°C (Teste Z, p=0,007) (Tabela 2). A porcentagem de
mudas com defeito foi baixa em todas as temperaturas e tratamentos testados,

ficando em torno dos 10% (Tabela 2).

As taxas de mortalidade foram inicialmente avaliadas ao final de trinta dias
apos a primeira muda de cada grupo e dentro desse periodo ndao foram observadas
diferencas significativas entre insetos infectados e saudaveis nas temperaturas
avaliadas, exceto para os insetos infectados mantidos a 24°C, que apresentaram
uma taxa de mortalidade 20% maior do que os insetos do grupo controle mantidos

na mesma temperatura (Tabela 2; Teste Z, p=0,008).

Com objetivo de avaliar o efeito global da infeccao, os insetos que ao longo
do experimento morreram, ndo mudaram ou apresentaram defeitos na ecdise foram
somados e comparados entre os tratamentos. De modo geral, a infec¢cao por T. cruzi

promoveu um decrescimo de 20% na populacao, sendo as comparacdes
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estatisticamente significativas para os grupos mantidos a 21, 24 e 30°C (Tabela 2;
Teste Z, p=0,01 para 21 e 24°C, p=0,03 para 30°C).

Para avaliar a interacdao da infeccdo com a temperatura e o jejum, a
mortalidade das ninfas foi acompanhada por um periodo de 60 dias alem daquele
avaliado inicialmente (Figura 9). Independentemente da infeccdo, no final dos 90
dias de acompanhamento, praticamente todos os insetos mantidos a 27 e 30°C ja
haviam morrido, enquanto cerca da metade daqueles mantidos em 21 e 24°C
permaneceram vivos (Figura 9). A comparacao deste parametro ao longo do tempo
entre os tratamentos mostrou um aumento na mortalidade em insetos infectados
mantidos em 24°C (Figura 9B; Log-Rank, p=0,02) e 27°C (Figura 9D; Log-Rank,
p=0,0001).
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Figura 8 — Efeito da infeccao por Trypanosoma cruzi no periodo necessario para
alcancar o terceiro estadio de ninfas de Rhodnius profixus mantidas em diferentes
temperaturas. Os valores de p indicados em cada grafico representam a

significancia estatistica das comparacdes entre os tratamentos (Log-Rank).
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Tabela 2 - Efeito da infeccao por Trypanosoma cruzi no fitness de ninfas de Rhodnius prolixus

Tem;(afcr;:\turgL Status Mort.l;a;ixdaa?iz %) Teste 2 N3o mudaram (%) Teste 2 Defeito(o/llf):\ muda

o Controle 250 . 6,2 0=0.001 125
Infectado 250 34,4 94

” Controle 3.1 12,5 0
Infectado 235 p=0,007 11,7 n-s 29
Controle 6,4 6.4 3,2

27 Infectado 18,2 ns 6.1 n-s 3,0
Controle 97 0 0

30 Infectado 6,1 ns 18,2 p=0,007 3,0
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Figura 9 - Efeito da infeccao por Trypanosoma cruzi nas taxas de mortalidade
de ninfas de Rhodnius prolixus mantidas a diferentes temperaturas. Os valores
de p indicados em cada grafico representam a significancia estatistica das

comparacdes entre os tratamentos (Log-Rank).
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