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RESUMO

Os triatomineos sdo insetos hemat6fagos capazes de transmitir Trypanosoma cruzi, agente
causador da doencga de Chagas. Existem poucos estudos sobre a viruléncia do parasito ao
inseto vetor e, com isso, 0 parasito tem sido considerado por diversos autores como nao-
patogénico nesse sentido. Trypanosoma rangeli, outro protozoario transmitido por
triatomineos, ndo é patogénico ao homem, mas apesar de varios efeitos negativos ao vetor
serem conhecidos, seu papel sobre o comportamento e a biologia reprodutiva do inseto ainda
ndo foi investigado. Essa tese avaliou o efeito da infec¢do por T. cruzi (em duas temperaturas
de criagdo: 25-25°C - os insetos foram mantidos em 25°C durante as fases ninfal e adulta e 30-
25°C - os insetos foram mantidos a 30°C durante a fase ninfal e transferidos para 25°C apos a
muda imaginal) e por T. rangeli - somente em 25-25°C, em aspectos reprodutivos e no
comportamento de cépula e voo de R. prolixus. Inicialmente, foi demonstrado que tanto T.
cruzi 30-25°C quanto T. rangeli causaram uma diminuicdo na fecundidade e fertilidade dos
triatomineos, sendo os efeitos decorrentes da infeccdo por T. rangeli mais evidentes. Além
disso, foi observado para 0s mesmos grupos que a presenca dos parasitos diminuiu o tamanho,
0 peso e o0 conteudo proteico de ovos postos por pares infectados. O comportamento sexual
dos insetos também foi afetado pelas infeccdes por T. rangeli e T. cruzi (30-25°C). A
frequéncia e duracdo da copula em ensaios sem escolha de parceiro somente foram alteradas
na infecgdo por T. rangeli. Interessantemente, quando foi permitido a insetos ndo infectados
escolherem entre um parceiro infectado e um ndo infectado, um nimero significativamente
maior escolheu parceiros ndo infectados, em infeccbes por T. cruzi e T. rangeli. O
comportamento de inicio de voo também foi alterado em decorréncia das infecgdes. Ambos 0s
parasitos diminuiram a frequéncia de inicio de voo dos insetos. Adicionalmente, um maior
ndmero de fracassos nas tentativas de inicio de voo foi visto nos insetos infectados em
comparacdo aos sem infeccdo. De maneira geral, as infeccbes por T. cruzi e T. rangeli
produziram efeitos negativos no fitness de R. prolixus. No caso de T. cruzi a temperatura de
criacdo dos insetos parece ser relevante para a ocorréncia dos efeitos. Serd importante
investigar ainda se os insetos sdo capazes de controlar comportamentalmente as populagdes
de parasitos, escolhendo, por exemplo, temperaturas ambientais adequadas ou se 0s
tripanosomas podem manipular ativamente o comportamento dos triatomineos para seu

proprio beneficio.
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ABSTRACT

Triatomine bugs are bloodsucking insects capable of transmitting Trypanosoma cruzi, the
causative agent of Chagas disease. There are few studies on the virulence of this parasite to its
vector and thereby, T. cruzi has been considered by several authors as non-pathogenic in this
sense. Trypanosoma rangeli, another protozoan transmitted by triatomine bugs, is not
pathogenic to humans, but despite several negative effects to the vector being known, their
role on the behavior and reproductive biology of this insect has not been investigated yet. This
thesis evaluated the effect of T. cruzi (at two rearing temperatures: 25-25°C — the insects were
kept at 25°C both during ninfal and adult phases and 30-25°C - the insects were kept at 30°C
and transferred to 25°C after the imaginal molt) and T. rangeli (25-25°C) infections on
reproductive, mating and flight behavior of R. prolixus. First we have shown that both T. cruzi
30-25°C and T. rangeli caused a decrease in fecundity and fertility of triatomines and these
effects were more evident on T. rangeli infection. Furthermore, it was observed for the same
groups that the presence of parasites decreased size, weight and protein content of eggs laid
by infected pairs. The sexual behavior of insects was also affected by both T. rangeli and T.
cruzi (30-25°C) infection. The frequency and duration of matings in assays without mating
choice were only altered by T. rangeli infection. Interestingly, when uninfected insects were
allowed to choose between uninfected and infected partners, significantly more individuals
chose uninfected partners in both T. cruzi and T. rangeli infections. The behavior of flight
initiation was also altered as a result of infections. Both parasites decreased the frequency of
flight initiation of insects. Additionally, an increased number of failures on flight initiation
was observed in infected insects when compared to uninfected ones. Generally, infection by
T. cruzi and T. rangeli resulted in negative effects on fitness of R. prolixus. In the case of T.
cruzi, the rearing temperature of insects seems to be important for the occurrence of effects. It
will be important to further investigate whether triatomines present behavioral responses that
may control trypanosome growth through actively choosing, for example, appropriate
environmental temperatures or whether trypanosomes actively manipulate the insect behavior

to their own benefit.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

A doenga de Chagas ¢ uma enfermidade grave cujo agente etioldgico é o protozoério
flagelado denominado Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909). Esse parasito é transmitido aos
seres humanos por insetos da subfamilia Triatominae, principalmente algumas espécies
pertencentes aos géneros Rhodnius, Triatoma e Panstrongylus. Trypanosoma cruzi também é
encontrado em mamiferos silvestres e domésticos, podendo ser transmitido aos mesmos pelas
fezes e urina de triatomineos infectados, adquirido pela predacdo de insetos infectados ou
ainda pela predagdo de mamiferos infectados (Lent & Wygodzinsky 1979). Acredita-se que
h& aproximadamente 200-300 anos o ciclo da doenca era restrito aos animais silvestres.
Entretanto, a acdo antrépica afetou diversos ecossistemas e permitiu a criacdo de ciclos
peridomésticos e domésticos quando, acidentalmente, o T. cruzi se tornou causador da doenca
em humanos (Coura 2007; Coura & Dias 2009; Coura & Borges-Pereira 2010).

Atualmente, entre sete e oito milhdes de individuos estdo infectados pelo T. cruzi
(Schofield et al 2006; WHO 2014) e, aproximadamente 80 milhGes de pessoas estdo em areas
com risco de infecgdo (Coura & Dias 2009). A doenca de Chagas é uma das mais importantes
infecgBes parasitarias humanas na Ameérica Central e do Sul, tanto em termos de impacto
social, quanto econdmico (Schofield 1994; Noireau et al 2005). A doenca em humanos tem
uma variada apresentacéo clinica e estima-se que 30% dos individuos infectados pelo parasito
desenvolvem sintomas da doenca. Ap6s a infeccdo, hd uma curta fase aguda, com duragéo
aproximada de dois meses, que é caracterizada por uma alta carga parasitaria. Na maioria dos
casos, 0s sintomas sdo ausentes ou suaves; quando presentes incluem febre, dor de cabeca,
aumento do volume dos ganglios linfaticos, palidez e dores musculares (Prata 2001;
Macedo et al 2004; WHO 2014). Os casos fatais na fase aguda somam apenas 0,1% em
relacdo ao total de diagnosticos. Essas mortes geralmente sdo relacionadas a insuficiéncia
cardiaca e/ou as meningites e encefalites (Teixeira et al 2006; WHO 2014). Apos a fase
aguda, a infeccdo evolui para uma fase crénica, caracterizada por uma baixa carga parasitaria
e um quadro clinico diversificado. Nessa fase, a sintomatologia pode ndo ocorrer ou mesmo
se apresentar de maneira severa (Prata 2001). Os sintomas incluem distdrbios cardiacos,
neuroldgicos e alargamento do es6fago ou colon, que geralmente ocorrem décadas apos 0
inicio da infeccdo (Higushi et al 1999; Coura 2007; Coura & Borges-Pereira 2010;

WHO 2014). De modo geral, as complicagdes ocasionadas pela infeccdo podem conduzir os
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pacientes chagasicos a morte subita ou insuficiéncia cardiaca devido a destruicdo progressiva
do masculo cardiaco (Prata 1999; WHO 2014).

A transmissdo do parasito pela via vetorial, ou seja, através das fezes de triatomineos
infectados que entram em contato com uma injuria na pele, tem sido controlada em diversos
paises atraves da melhoria das habitacbes humanas e do uso de inseticidas residuais
(Dias et al 2002; Gurtler et al 2007; Vazquez-Prokopec et al 2009). Apesar dessas estratégias,
muitas pessoas ainda convivem com vetores infectados em diversas regibes da América
Latina (Coura & Dias 2009). Existem também outras vias de infec¢do por T. cruzi, como a de
transfusdo sanguinea (Young et al 2007), de transplante de 6rgaos de individuos infectados,
de transmissao vertical (Gurtler et al 2003; Carlier et al 2011), de acidentes de laboratério
(Dias 1987) e de ingestdo de comida ou bebida contaminadas (Barbosa 2006).

Até o presente momento ndo existem vacinas contra 0 protozoario causador da doenca
de Chagas e o tratamento somente é eficaz quando realizado no inicio da infeccdo. Por isso, a
principal forma de combate a doenca ainda ocorre por meio do controle das populagdes
domesticas de triatomineos através do wuso de inseticidas (Schofield 1994,
Schofield et al 2006; WHO 2014).

1.2 Triatomineos

Os triatomineos sdo insetos pertencentes a ordem Hemiptera, familia Reduviidae e
subfamilia Triatominae. Mais de 6000 espécies de Reduviidae ja foram descritas até o
presente, sendo que 145 delas pertencem a subfamilia Triatominae, distribuidas em
15 géneros e cinco tribos (Lent & Wygodzinsky 1979; Schofield & Galvdo 2009;
Rosa et al 2012; Abad-Franch et al 2013; Gongcalves et al 2013; Jurberg et al 2013;
Poinar 2013). Essa subfamilia tem a hematofagia como caracteristica marcante, ja que todas
as especies desse grupo necessitam da ingestdo de sangue (Lent & Wygodzinsky 1979).
Os triatomineos sdo insetos hemimetabolos que passam por cinco estadios ninfais até

atingirem a fase adulta (Figura 1).
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Ovose>NIEPNIEPNI =) NIV == NV ==) Macho / Fémea

Figura 1 — Ciclo biologico de Rhodnius prolixus — ovos, ninfas de 1° a 5° estadios (NI-NV)
e adultos (macho e fémea) (Foto: Newmar Marliére).

Durante todas as fases de desenvolvimento destes insetos sdo necessarios repastos
sanguineos para permitir a sua muda para o proximo estadio. Os adultos, de ambos 0s sexos
também precisam se alimentar de sangue para sua sobrevivéncia e producdo de ovos férteis
(Buxton 1930). O aparelho bucal dos triatomineos é adaptado para penetrar na pele do
hospedeiro, encontrar 0s vasos sanguineos e sugar o sangue sem ser percebido. Além disso,
esses insetos realizam repastos sanguineos fartos e/ou ocasionais e podem suportar longos
periodos sem alimentacdo (Friend & Smith 1985).

Apesar de ser considerado que todas as espécies de Triatominae possuem competéncia
de transmitir T. cruzi, algumas possuem maior relevancia epidemioldgica. A maioria das
espécies de triatomineos esta restrita a ambientes silvestres onde colonizam ninhos de aves,
que ndo sdo susceptiveis ao T. cruzi, e tocas de mamiferos (Lent & Wygodzinsky 1979).
Algumas espécies como Triatoma infestans (Klug, 1834), Rhodnius prolixus Stal, 1859,
Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835) e Triatoma brasiliensis Neiva, 1911, no entanto,
também se adaptaram aos ambientes domésticos e peridomeésticos (como galinheiros,
chiqueiros e currais). Essas espécies de triatomineos passaram a se alimentar de sangue de
animais e de humanos que habitam esses ambientes (Schofield 1994; Noireau et al 2002;
Noireau et al 2005). Os mesmos podem ser encontrados com densidades populacionais
importantes em moradias de diversas regides rurais da América Latina, onde eventualmente
podem transmitir o parasito para humanos (Noireau et al 2005). As espécies de triatomineos
descritas acima sdo definidas como vetores principais, devido a sua grande capacidade de

colonizagdo de habitagdes humanas, altos indices de infeccdo natural pelo T. cruzi e
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relevancia epidemiologica pela transmissdo efetiva do parasito aos humanos (Schofield 1994;
Noireau et al 2005).

1.3 Comportamento dos triatomineos

Os triatomineos sao insetos noturnos, tanto as ninfas quanto os adultos passam a fase
clara do dia abrigados em fendas e outras cavidades (Wigglesworth 1950). Assim como todos
0s insetos, para se orientar os triatomineos podem utilizar pistas quimicas, térmicas e visuais
(Gullan & Cranston 2007). As substancias quimicas podem ser usadas para a comunicagdo
intraespecifica (feromoénios sexuais, de agregacdo e de alarme) e interespecifica
(aleloguimicos). Os aleloquimicos também podem ser utilizados para reconhecimento de
fatores ambientais, como a deteccdo de alimentos e de locais adequados para oviposigdo
(Gullan & Cranston 2008). Os estimulos quimicos recebidos podem orientar os triatomineos
frente a correntes de ar que 0s guiem ou promovam seu afastamento de uma determinada
fonte de odor, como por exemplo, hospedeiros, predadores (Taneja & Guerin 1995) ou
coespecificos (Vitta 2009; Pontes 2010). Os adultos coespecificos podem emitir compostos
volateis oriundos das glandulas exdcrinas: metasternais, localizadas na regido ventral do torax
e de Brindley, localizadas no abdémen (Crespo & Manrique 2007; Pontes et al 2008;
Zacharias et al 2010; Pontes & Lorenzo 2012). Baldwin et al (1971) ao estudar R. prolixus e
Manrique & Lazzari (1995), estudando T. infestans, mostraram que durante a copula sdo
emitidos compostos que causam agregacdo de machos ao redor do casal. Posteriormente, foi
demonstrado que os compostos eram emitidos pelas glandulas metasternais das fémeas
(Manrique et al 2006; Pontes & Lorenzo 2012) e que eram emitidos principalmente nas
primeiras horas da fase escura do dia, que corresponde ao horario de maior atividade dos
triatomineos (Pontes et al 2008). Segundo Crespo & Manrique (2007), odores emitidos pelas
glandulas de Brindley ndo mostraram envolvimento com a cOpula. Alguns autores sugerem
que devido aos componentes da secrecdo dessa glandula e as evidéncias comportamentais, as
mesmas devem estar associadas a defesa e alarme (Schofield 1979; Ward 1981,
Manrique et al 2006). Substancias quimicas, além de serem utilizadas pelos triatomineos para
a sua comunicacdo sexual, podem também auxiliar os mesmos na deteccdo de hospedeiros,
qguando s@o emitidas por esses (Nufiez 1982; Taneja & Guerin 1995; Taneja &Guerin 1997,
Barrozo & Lazzari 2003; Barrozo & Lazzari 2004a,b,c; Barrozo & Lazzari 2006). Outro tipo
de pista utilizada pelos triatomineos para deteccdo de hospedeiro € a térmica, ou seja, a
radiacdo infravermelha emitida pelos hospedeiros (Flores & Lazzari 1996; Lazzari 2009;
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Fresquet & Lazzari 2011). Os triatomineos sdo capazes de procurar e localizar o hospedeiro e
se orientarem para aqueles que caracterizam hospedeiros endotérmicos (Lazzari & Nufiez
1989; Flores & Lazzari 1996). S&o ainda, capazes de distinguir com precisdo diferencas de
temperaturas na superficie da pele, causadas pela presenca de veias de maior ou menor calibre
(Ferreira et al 2007).

Os triatomineos sincronizam suas atividades de acordo com o ciclo ambiental de luz-
escuriddo. Os ciclos circadianos de atividade sdo controlados por mecanismos enddgenos de
relogio celular que permitem aos organismos ajustarem diversos processos e atividades de
acordo com as mudancas ciclicas diarias de fatores ambientais tais como a iluminacéo e a
temperatura (Lazzari 1992; Reisenman et al 1998). Os triatomineos possuem picos bimodais
diérios de atividade locomotora: ao anoitecer, atribuido principalmente & busca do hospedeiro
e dispersdo pelo voo e ao amanhecer, atribuido a busca de abrigo (Lazzari 1992;
Lorenzo & Lazzari 1998). Esse sincronismo tem grande valor adaptativo, ja que, aumenta a
chance do inseto encontrar seus hospedeiros adormecidos e, ainda, o protege de predadores
(Reisenman & Lazzari 2006). Os ciclos circadianos espontaneos ja foram descritos para
diversos outros comportamentos do inseto: oviposicdo e eclosdo, ecdise, agregacdo e
dispersdo, incluindo locomocdo e voo (Lehane & Schofield 1982; Nufiez 1982;
Ampleford 1985; Ampleford & Davey 1989; Lazzari 1992).

Os triatomineos podem se dispersar de diversas maneiras. Em muitos casos, podem ser
transportados de maneira passiva, juntamente com pertences humanos ou ainda através da
deposicdo de ovos em penas ou pelos de animais (Schilman et al 1996; Galvao et al 2001).
Apesar de serem insetos fundamentalmente caminhadores, os triatomineos utilizam o voo
para a sua dispersdo na fase adulta (Noireau et al 2001; Carbajal de la Fuente et at 2007). Esse
¢ um dos meios utilizados pelos adultos para se dispersar e colonizar novas areas
(Schweigmann et al 1988). Os triatomineos possuem fototaxia negativa, ou seja, evitam
ambientes iluminados (Reisenman & Lazzari 1998). Alguns autores, no entanto, relatam que
0s triatomineos, assim como muitos outros insetos noturnos, sdo atraidos pela luz artificial
durante o voo (Schweigmann et al 1988; Wisnivesky-Colli et al 1993; Noireau & Dujardin
2001; Vazquez-Prokopec et al 2004; Minoli & Lazzari 2006; Carbajal de la Fuente et al
2007). A atracdo pela luz é importante para a epidemiologia da doenca de Chagas, ja que 0s
insetos atraidos pela iluminagdo artificial podem voar e invadir as habitagdes humanas e,
consequentemente, se reproduzir e colonizar esses ambientes (Wisnivesky-Colli et al 1993;
Minoli & Lazzari 2006). O voo desses insetos também esta relacionado as suas densidades

populacionais (McEwen et al 1993), mas ¢ modulado principalmente pelo estado nutricional
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(Lehane et al 1992) e reprodutivo dos triatomineos (McEwen & Lehane 1994). Recentemente,
foi demostrado que os odores das glandulas metasternais de fémeas promovem o inicio de voo
de machos de R. prolixus (Zacharias et al 2010).

Apols a sua maturacdo sexual, os triatomineos buscam um parceiro para a copula.
Durante a copula, 0 macho insemina a fémea através da transferéncia de um espermatoforo
que contém espermatozoides e substancias produzidas pelas suas glandulas acessorias.
Umavez dentro da fémea, o0s espermatozoides migram para a espermateca onde s&o
armazenados para a futura fertilizacdo de ovos (Davey 1967). As principais caracteristicas do
comportamento sexual dos triatomineos ja foram descritas para varias espécies e envolvem
uma sequéncia de eventos semelhantes (Lima et al 1986; Rojas et al 1990; Rojas &Cruz-
Lopez 1992; Manrique & Lazzari 1994; Garcia-Pérez et al 1997; Manrique & Schilman 2000;
Pires et al 2004; Vitta & Lorenzo 2009). Para os machos, esses passos incluem a
aproximacdo, seja caminhando ou mediante um pulo e a conexdo de sua genitalia com a da
fémea, além da eventual guarda pos-cOpula descrita para algumas espécies. Na guarda pos-
cépula o macho permanece sobre a fémea ap6s a copula (Manrique & Lazzari 1994;
Manrique & Schilman 2000; Pires et al 2004; Vitta & Lorenzo 2009) provavelmente para
minimizar a competicdo com outros machos. Interessantemente, a fémea pode aceitar ou
rejeitar as tentativas de copula do macho, atraves de diversos comportamentos, tais como a
estridulacdo (pela friccdo da probdcide no seu sulco ventral), a movimentacdo lateral do
abdémen, o achatamento do corpo contra o substrato ou a fuga (Manrique & Lazzari 1994;
Manrique & Schilman 2000; Pires et al 2004; Vitta & Lorenzo 2009).

1.4 Trypanosoma cruzi

A familia Trypanosomatidae apresenta ampla distribuicdo geogréfica e compreende
parasitos obrigatérios de vertebrados, plantas e invertebrados, principalmente os insetos
(Moreira et al 2004). Os flagelados pertencentes a essa familia foram classificados em 10
géneros: seis que incluem parasitos exclusivamente de insetos (Herpetomonas, Crithidia,
Blastocrithidia, Leptomonas. Wallaceina e Sergeia), um que abriga parasitos tanto de plantas
quanto de insetos (Phytomonas) e géneros com importancia médica, cujos representantes
necessitam parasitar tanto vertebrados quanto invertebrados (Leishmania, Endotrypanum e
Trypanosoma), principalmente os insetos das ordens Diptera e Hemiptera (Hoare & Wallace
1966; Wallace et al 1983; Merzlyak et al 2001; Svobodova et al 2007). Apesar da maioria das

especies da familia Trypanosomatidae ndo ser patogénica a seus hospedeiros, alguns
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representantes sdo importantes agentes etiologicos de doencas que acometem humanos e
animais, como as tripanossomiases africana (doenga do sono) e americana (doenca de Chagas)
e as leishmanioses (Hoare & Wallace 1966; Simpson et al 2006).

Trypanosoma cruzi € um protozoario de grande importancia médica que pertence a
ordem Kinetoplastida (Hoare & Wallace 1966). Esta espécie de flagelado é capaz de infectar
triatomineos e mais de 100 espécies de mamiferos, que incluem marsupiais, roedores,
morcegos, xenartros e primatas, incluindo os humanos (Dias et al 1945; Lisbhoa et al 2006). Os
tripanosomas integrantes dessa familia apresentam um flagelo que se origina de uma abertura,
conhecida como bolsa flagelar e uma estrutura proxima ao local de insercdo do flagelo,
conhecida como cinetoplasto. O cinetoplasto, por sua vez, corresponde a uma condensacao de
DNA localizado no interior da mitocdndria Unica e ramificada que se estende por todo o corpo
do protozoario (Brener et al 2000). A espécie apresenta diversas cepas geneticamente distintas
(Tibayrenc 1995) que apresentam varia¢fes na sua morfologia, infectividade, patogenicidade
e viruléncia (Freitas et al 2006; ver revisdo Manoel-Caetano & Silva 2007). Até o momento
néo se sabe se existem correlagdes claras entre as linhagens e clones descritos para T. cruzi e
as diversas manifestacdes clinicas apresentadas pela doenca de Chagas (Brisse et al 2000;
Manoel-Caetano & Silva 2007). Adicionalmente, ainda é pouco conhecido se existem
diferencgas na susceptibilidade de hospedeiros as diferentes cepas, tanto no que se refere aos
triatomineos quanto aos mamiferos (Fernandes et al 1999; Yeo et al 2005; Vallejo et al 2009).

Durante seu ciclo de vida, T. cruzi apresenta trés formas principais de
desenvolvimento: amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas. As duas primeiras sdo
consideradas formas replicativas do parasito, enquanto a Ultima, infectante
(Brener et al 2000). A figura 2 esquematiza o ciclo biol6gico de T. cruzi no vetor, que se
inicia quando o triatomineo ingere formas tripomastigotas sanguineas durante o repasto em
hospedeiros vertebrados. O parasito se diferencia e divide sob a forma epimastigota no
intestino médio posterior do inseto (Ferreira 2014) e finalmente se diferencia em formas
tripomastigotas metaciclicas na ampola retal, que poderdo ser transmitidas a outros mamiferos
no proximo repasto (Garcia & Azambuja 1991; Schuster & Schaub 2000). A transmissao
acontece primariamente através da deposicdo de fezes e urina contaminadas com as formas
tripomastigotas metaciclicas em mucosas ou na lesdo tecidual causada pela picada, durante ou
logo apds a finalizacdo do repasto sanguineo. No entanto, cada vez mais, a transmissdo oral
vem sendo apontada como uma importante forma de circulagdo de T. cruzi entre 0s mamiferos
(Barretto et al 1978; Calvo Mendez et al 1992; Roque et al 2008; Sanchez & Ramirez 2013).

Uma vez na corrente sanguinea, as formas tripomastigotas podem invadir diferentes células
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do vertebrado, aonde se diferenciardo em formas amastigotas. As fomas amastigotas, por sua
vez, poderdo se multiplicar por divisdo binédria e se transformar em tripomastigotas
sanguineos que ao cairem na circulacdo sanguinea, podem ser ingeridos pelos triatomineos
(Brener 1973).
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2t | vyl it

HOSPEDEIRO VERTEBRADO

Figura 2 - Ciclo biolégico de T. cruzi no hospedeiro invertebrado A) formas
tripomastigotas sanguineas no intestino médio anterior; B) formas epimastigotas no intestino
médio posterior e C) formas epimastigostas e tripomastigotas metaciclicas na ampola retal —
Garcia et al 2007.

1.4.1 Interagédo Trypanosoma cruzi-hospedeiro invertebrado

Existem muitos estudos a respeito dos efeitos de T. cruzi nos vertebrados,
principalmente no homem, no entanto um menor numero de trabalhos avalia o papel do
parasito no vetor. A maioria sugere que o parasito ndo promove efeitos patogénicos (Juarez
1970; Zeledon et al 1970; Schaub 1988a,b; Kollien et al 1998; Eichler & Schaub 2002).
Em T. infestans, por exemplo, foi mostrado que o parasito ndo afeta o desenvolvimento
(Juarez 1970; Schaub 1988a,b) ou sobrevivéncia (Schaub 1988b) do inseto. O parasito
também ndo alterou a longevidade nem os parametros reprodutivos de Triatoma dimidiata
(Latreille, 1811) (Zeled6n et al 1970). Trypanosoma cruzi também ndo causou danos no
epitélio intestinal de T. infestans (Kollien et al 1998) nem alterou a populacdo de simbiontes
do trato intestinal de T. infestans e R. prolixus (Eichler & Schaub 2002).

Todavia, alguns autores mostraram que a infeccéo por T. cruzi pode afetar parametros
bioldgicos e morfoldgicos do vetor, existindo variagdes de acordo com a identidade da cepa e
especie de triatomineo (Neves & Peres 1975; Lima et al 1992; Oliveira et al 2010).

Neves & Peres (1975), ao estudarem R. prolixus infectados por T. cruzi, ndo encontraram
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alteracdes na duracdo do seu desenvolvimento até a fase adulta, mas relataram que a
longevidade dos adultos foi reduzida. Foi também observado que o periodo de producéo de
ovos foi menor em comparagdo com o do grupo controle apenas para insetos que receberam
uma segunda alimentacdo infectiva. Entretanto, nos ensaios citados ndo foi mencionada a
cepa empregada, que provavelmente é uma variavel importante na determinacéo da viruléncia
de T. cruzi. Além disso, no estudo citado ndo foram controlados parametros relevantes para a
fecundidade, como o0 peso inicial dos insetos e a quantidade de sangue ingerido pelos
mesmaos.

Em T. brasiliensis, a infeccdo por T. cruzi acarretou apenas um atraso no
desenvolvimento do primeiro para o segundo estadio ninfal, ndo tendo sido encontrados
efeitos do parasito na sobrevivéncia nem no periodo de pré-oviposicdo, fecundidade e
fertilidade dos insetos (Oliveira et al 2010). Lima et al (1992) avaliaram diversos aspectos do
desenvolvimento e da reproducdo em P. megistus infectados por T. cruzi. Esses autores
encontraram que T. cruzi ndo afetou o desenvolvimento nem o processo de ecdise em nenhum
dos estadios ninfais. De acordo com esse estudo, a infeccdo também ndo prejudicou a
fertilidade dos insetos, reduzindo somente a sobrevivéncia e a fecundidade.
Nouvellet et al (2011) mostraram mudancas morfoldgicas decorrentes da infeccdo por
T. cruzi. Nesse estudo os autores demonstraram que T. dimidiata infectados possuem as asas
maiores do que insetos ndo infectados pelo parasito.

Além das mudancas fisiolégicas e morfoldgicas citadas, T. cruzi poderia
potencialmente causar mudancas no comportamento dos insetos. Os estudos de
comportamento em triatomineos avangaram bastante ao longo das Ultimas décadas,
principalmente no que se diz ao comportamento alimentar, locomotor e sexual
(Lazzari & Nunez 1989; Lazzari 1992; Guarneri et al 2002, 2003; Vitta & Lorenzo 2009;
Zacharias et al 2010; Pontes & Lorenzo 2012; Soares et al 2014; ver revisdo
Lazzari et al 2013). No entanto, poucos estudos abordaram o comportamento na interacéo
parasito-triatomineo (Afiez & East 1984; Molyneux & Jefferies 1986; Garcia et al 1994;
Botto-Mahan et al 2006; Ramirez-Sierra et al 2010). Alguns desses trabalhos mostram que 0s
triatomineos infectados por tripanosomatideos podem apresentar alteracdes comportamentais.
Botto-Mahan et al (2006), por exemplo, estudaram o comportamento alimentar do triatomineo
Mepraia spinolai (Porter, 1934) infectados por T. cruzi e viram que o0s insetos infectados
picavam mais vezes e defecavam mais rapidamente. Ramirez-Sierra et al (2010), estudando
T. dimidiata, encontraram diferencas na distribuicdo espacial de fémeas infectadas em

comparacdo as ndo infectadas e sugeriram que isso possa interferir nos parametros de
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dispersdo desses insetos. Em geral, mudancas comportamentais nos vetores induzidas pelos
parasitos podem alterar as taxas de transmisséo e, consequentemente, causar modificacdes na
dindmica dos ciclos das doengas (Garcia et al 1994; Hurd 2005; Botto-Mahan et al 2006). Por
esse motivo, para melhor compreensdao do tema e de suas consequéncias S80 necessarios
estudos de comportamento de triatomineos no contexto da interacdo T. cruzi- triatomineo.

Os insetos, por outro lado, podem dispor de mecanismos para se proteger dos
parasitos, o que pode comprometer a sobrevivéncia dos microrganismos. Ferreira (2014)
mostrou que, em R. prolixus, grande parte das formas tripomastigotas sanguineas ingeridas
juntamente com o repasto sdo eliminadas no intestino médio anterior ainda nas primeiras 24h
pos-infecgdo. A trialisina, uma proteina produzida nas glandulas salivares de alguns
triatomineos, como T. infestans, € capaz de lisar as células dos protozoarios no tubo digestivo
dos insetos. Como essa proteina induz lise de tripomastigotas de T. cruzi, é possivel que em
parte, isso possa explicar a eliminacdo de algumas linhagens ja no principio da infeccédo
(Amino et al 2002). Como consequéncia da digestdo sanguinea os triatomineos liberam
grandes quantidades de heme, um grupo prostético essencial para o metabolismo de T. cruzi.
Os triatomineos conseguem permanecer em jejum por longos periodos e esse processo pode
influenciar nas densidades populacionais dos parasitos dentro dos vetores diante da falta de
nutrientes para o hospedeiro e os flagelados. Sabe-se também que os insetos podem eliminar a
infeccdo por T. cruzi apds periodos de jejum prolongados, e isso ird depender de fatores tais
como a cepa em questdo e a duracdo da infeccdo (Schaub & Boker 1986). Os triatomineos sdo
determinantes na transmissdo de T. cruzi e na dissemissdo da doenca de Chagas. Por isso, a
importancia de estudos que ampliem o conhecimento das interacOes parasito-hospedeiro,
fundamental para a compreensdo dos mecanismos de defesa dos insetos e aqueles envolvidos
na sobrevivéncia dos parasitos.

Apesar dos muitos trabalhos citados, pouco se sabe sobre a interacdo triatomineo-
T.cruzi. Em relacdo a patogenicidade, como mencionado anteriormente, a maioria dos
trabalhos mostra que estes parasitos ndo afetam os insetos. Além disso, os triatomineos
podem permanecer infectados por longos periodos no ambiente silvestre e estdo sujeitos as
variacdes ambientais. Outro aspecto que pode influenciar a interacdo € a densidade dos
parasitos. Sabe-se que o crescimento de T. cruzi em cultura é diretamente influenciado pela
temperatura ambiental (Rodrigues 2013). Desse modo, € provavel que a carga parasitaria de
insetos mantidos em diferentes regimes de temperatura varie de maneira significativa. Assim,

investigacOes sistematizadas que analisem periodos prolongados de infeccdo em diferentes
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temperaturas sdo necessarias para uma melhor elucidagédo do potencial efeito de T. cruzi sobre

0s vetores.

1.5 Trypanosoma rangeli

Trypanosoma rangeli Tejera, 1920, é outro protozoario hemoflagelado, pertecente a
ordem Kinetoplastida (Levine 1994). Este parasito pode ser encontrado na maioria dos paises
da América Latina onde apresenta uma distribuicdo sobreposta & de T. cruzi
(Machado et al 2001). As duas espécies compartilham diversos reservatorios e vetores,
possibilitando, portanto a ocorréncia de infeccGes mistas em seus hospedeiros invertebrados e
vertebrados (Guhl et al 1987; Grisard et al 1999; Machado et al 2001; Ramirez et al 2002).
Apesar de ndo causar doenga aos mamiferos, incluindo o homem, a infecg¢do por T. rangeli
promove um resposta imunoldgica com formacdo de anticorpos. Uma vez que este parasito
compartilha com T.cruzi cerca de 60% dos seus antigenos sollveis de superficie
(Afchain 1979) existe a possibilidade de ocorréncia de reatividade soroldgica cruzada para
essas espécies, 0 que pode levar a um diagnostico falso-positivo da doenca de Chagas
(Hudson et al 1988; O'Daly et al 1994; Moraes et al 2008). O diagnostico do parasito em
humanos é possivel através de exames parasitologicos (Guhl 2001), técnicas soroldgicas
(Garnham 1980; Guhl 1990) e moleculares (Vallejo et al 1999; Guhl et al 2002).

Diferentemente de T. cruzi, o ciclo de T. rangeli € pouco conhecido no hospedeiro
vertebrado. Contudo, diversas ordens de mamiferos foram descritas como sendo reservatorios
silvestres do parasito: Xenarthra, Marsupialia, Carnivora, Rodentia e Primata
(D'Alessandro 1976; D'Alessandro-Bacigalupo & Saravia 1992; Cuba Cuba 1998). Alguns
estudos mostram que a parasitemia nesses animais é muito baixa e que 0s parasitos
desaparecem ao longo do tempo, o que sugere que ndo ocorre replicacdo intracelular
(Molyneux 1973; Eger-Mangrich et al 2001). Nos humanos, a infeccdo também é
caracterizada por baixos niveis de parasitemia, auséncia de sintomas e de formas replicativas
tanto nos tecidos quanto na corrente sanguinea (D’ Alessandro-Bacigalupo & Saravia 1992).

No hospedeiro invertebrado, o ciclo completo de T. rangeli, até onde se conhece,
ocorre somente em insetos do género Rhodnius. Em insetos dos géneros Triatoma e
Panstrongylus, quando presente, T. rangeli parece ser restrito ao trato digestivo, ndo atingindo
a hemolinfa e as glandulas salivares (Lucena & Vergetti 1973; Gregorio & Ratcliffe 1991b;
Steindel et al 1991). A susceptibilidade de triatomineos desse género poderia ser explicada
pela baixa concentracdo de aglutininas (glicoproteinas com capacidade de aglutinar diferentes
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células alvo, como os protozoarios) em seu sistema digestivo (Gregorio & Ratcliffe 1991a,b)
em comparacao as altas concentra¢fes nos insetos do género Triatoma. Apesar de ndo existir
evidéncia de atividade litica das aglutininas contra T. rangeli, as mesmas associadas a outras
moléculas, poderiam conferir maior resisténcia ao desenvolvimento do parasito no intestino
de T. infestans (Gregorio & Ratcliffe 1991a).

Assim como ocorre com T. cruzi, o ciclo do parasito no vetor se inicia com a ingestao
de tripomastigotas sanguineos juntamente com um repasto obtido de um mamifero infectado.
Dentro do intestino do inseto, os parasitos se diferenciam em formas longas e curtas de
epimastigotas que se dividem binariamente. Entretanto, diferentemente de T. cruzi que
permace restrito ao tubo digestivo, T. rangeli pode atravessar o epitélio intestinal e alcancar a
cavidade celdomica. Uma vez na hemocele, os parasitos se multiplicam e podem migrar para as
glandulas salivares, onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, que s&o
transmitidos ao préximo hospedeiro vertebrado no momento da picada (Figura 3;
D’Alessandro 1976; D’ Alessandro-Bacigalupo & Saravia 1992; Gomes et al 1999). Entre os
insetos que ingerem as formas sanguineas do parasito, a proporc¢do daqueles que apresentam o
parasito também na hemocele e glandulas salivares é bastante varidvel, ndo ultrapassando 0s
50%. O epitélio intestinal € uma das principais barreiras do inseto contra este parasito
(Tobie 1965, 1970; Marinkelle 1968; Afez et al 1987; Hecker et al 1990; Gomes et al 2002).

HOSPEDEIRO VERTEBRADO

Figura 3 — Ciclo bioldgico de T. rangeli no hospedeiro invertebrado A) formas
tripomastigotas sanguineas e epimastigotas no intestino médio anterior e epimastigotas na
hemocele; B) formas epimastigotas na ampola retal C) formas epimastigostas e
tripomastigotas metaciclicas na glandula salivar — Adaptado de Garcia et al 2007 e
http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=89.
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1.5.1 Interacédo Trypanosoma rangeli-hospedeiro invertebrado

Trypanosoma rangeli é capaz de promover diferentes niveis de patogenicidade para o
vetor, que podem afetar drasticamente a sua fisiologia (Brecher & Wigglesworth 1944;
Grewal 1957; Lake & Friend 1967; Tobie 1970; D’ Alessandro 1976; Eichler & Schaub 1998).
Poucos trabalhos relataram auséncia de danos nos insetos (D’Alessandro & Mandel 1969;
Tovar et al 1989). Grewal (1957) observou que ninfas de R. prolixus infectadas com
T. rangeli frequentemente morrem ou apresentam problemas durante a ecdise e, se conseguem
chegar a fase adulta, apresentam anomalias morfologicas. Watkins (1971) relatou diversas
alteracdes morfologicas em R. prolixus infectados com T. rangeli, dentre elas: nas asas, nas
pernas, no corpo gorduroso e nos nervos. Foi mostrado também que R. prolixus coletados em
campo ja com a infeccdo estabelecida, morrem mais rapidamente do que os coletados sem a
infeccdo (Gomez 1967). Coincidentemente, Tobie (1965) e Afiez (1984) demostraram que 0
parasito promove uma diminuicdo na sobrevivéncia de ninfas de R. prolixus. Esses trabalhos,
em sua maioria, estdo relacionados a sobrevivéncia (Gomez 1967; Marinkelle 1968) e danos
morfolégicos (Grewal 1957; Watkins 1971), mas ha estudos que mostram sua capacidade de
interferir também na populacdo de simbiontes dos insetos (Watkins 1969;
Eichler & Schaub 2002; Figueiredo et al 2008). Os triatomineos dependem de bactérias
simbiontes que sdo responsaveis pela producdo de nutrientes essenciais ausentes na dieta
sanguinea (Eichler & Schaub 1998; Eichler & Schaub 2002). A alteracdo desses simbiontes
causa diversos danos, que incluem o prolongamento do desenvolvimento das ninfas
(Brecher & Wigglesworth 1944; Lake & Friend 1967), o aumento das taxas de mortalidade
(Harington 1960) e disturbios digestivos (Baines 1956). Foi demonstrado que T. rangeli
interfere com a microbiota dos triatomineos reduzindo sua populagdo e, com isso, promove
efeitos negativos diretos e indiretos no fitness dos insetos (Watkins 1969). Além dos efeitos
negativos no fitness, o parasito também € capaz de causar alteracbes no comportamento
alimentar dos vetores. Quando as glandulas salivares de R. prolixus estdo infectadas por
T. rangeli, os insetos precisam aumentar o nimero de sondagens, sua habilidade de sugar o
sangue dos hospedeiros é reduzida e, com isso, eles gastam mais tempo durante a alimentacao
(Afez & East 1984; Garcia et al 1994). Paim et al (2013) mostraram que em R. prolixus
infectados por T. rangeli, ocorre uma diminuigdo nas proteinas totais e hemeproteinas da
saliva que poderiam justificar essas mudangas comportamentais.

De modo geral, assim como 0 que ocorre em outras interagcdes, no processo evolutivo

da interacdo entre triatomineos e tripanosomatideos, existem estratégias de sobrevivéncia de
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ambas as partes. Os mecanismos de defesa dos triatomineos de um lado atenuam o efeito dos
protozoarios, enquanto 0S mesmos apresentam mecanismos de escape que garantem seu
desenvolvimento (Gaunt & Miles 2000; Garcia et al 2007). Alguns trabalhos sobre a interagdo
de T. rangeli com triatomineos relatam que o parasito possui mecanismos de escape que 0
protegem das respostas imunes humorais e celulares do inseto (Tobie 1965, 1970).
No entanto, diversos trabalhos mais atuais mostram que varios desses mecanismos do inseto
agem e limitam o desenvolvimento deste parasito logo apés o inicio da infec¢do (Takle 1988;
Mello et al 1995; Gomes et al 1999; Oliveira & Souza 2003). Uma vez na hemolinfa, o
parasito pode desencadear a ativacdo de mecanismos de defesa do vetor, tais como a
fagocitose e a microagregacdo de hemocitos (Takle 1988), a atividade tripanolitica
(Gomes et al 1999) e a aglutinacdo (Mello et al 1995), que podem comprometer o protozoério.
Com o decorrer da infeccdo na hemolinfa, ocorre a diminuicdo das defesas humorais e
celulares do inseto que coicidem com o desaparecimento das formas curtas dos parasitos
(Feder et al 1999; Garcia et al 2004). Por outro lado, as formas longas seriam capazes de
escapar dos mecanismos de defesa do vetor, manter a infec¢do, sendo capazes de migrar para
as glandulas salivares (Mello et al 1995; Gomes et al 1999, Gomes et al 2003;
Figueiredo et al 2008). Esses e outros fatores em conjunto, modulam a dindmica da
transmissdo dos parasitos e, por isso, sdo necessarios estudos em diversas &reas do
conhecimento para melhor compreensdo das interacbes ecoldgicas entre hospedeiros e
parasitos (Guinnee & Moore 2004; Hurd 2005).

A maioria dos estudos indica que T. rangeli, diferentemente de T. cruzi, afeta
negativamente o fitness dos triatomineos. Entretanto € possivel que o efeito desse protozoario
no inseto ainda seja, até o presente momento, subestimado. A avalia¢do do efeito da infec¢do
em determinados aspectos comportamentais e na sua biologia reprodutiva, por exemplo, ainda
ndo foi realizada. Por esse motivo, a investigacdo do potencial efeito do parasito nesses
aspectos pode ser fundamental para melhorar nosso conhecimento e elucidar aspectos ainda
pouco estudados da interacdo de T. rangeli com seus hospedeiros.

1.6 Rhodnius prolixus

O género Rhodnius (Reduviidae) é composto de 14 espécies, todas vetoras de T. cruzi,
mas com diferentes graus de importancia epidemioldgica (Schofield & Dujardin 1997). Essas

espéecies formam trés clados dos quais o complexo prolixus (Barrett 1988), inclui quatro
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especies: R. prolixus, Rhodnius robustus Larrousse, 1927, Rhodnius neglectus Lent, 1954 e
Rhodnius nasutus Stal, 1859 (Schofield & Dujardin 1999).

Rhodnius prolixus, além de poder transmitir T. cruzi para os mamiferos, incluindo o
homem, pode também abrigar T. rangeli e ainda infeccGes mistas de T. cruzi e T. rangeli
(Hudson et al 1988; Moraes et al 2008). Atualmente, R. prolixus é o principal vetor doméstico
da doenca de Chagas na Venezuela e Colombia (Schofield & Galvdo 2009). O inseto tem
elevada capacidade reprodutiva, possuindo até trés geracGes anuais. Até recentemente,
R. prolixus também era considerado o principal vetor da doenca em partes da América Central
como a Guatemala, Nicaragua, El Salvador e Honduras (Schofield 1994). Na América Central
as populacBes de R. prolixus parecem ser totalmente confinadas aos ambientes doméstico e
peridoméstico, e sugere-se que tenham sido acidentalmente introduzidas no continente
(Zeledon 2004, Hashimoto & Schofield 2012). Recentemente foi relatado que a Ameérica
Central interrompeu a transmissdo da doenca de Chagas por R. prolixus
(Hashimoto & Schofield 2012). Diferentemente, na Venezuela e na Coldmbia (Figura 4),
além das populacdes domésticas e peridomésticas, tém sido reconhecidas também populacBes
silvestres de R. prolixus. Essas populacGes sdo encontradas em palmeiras, que representam
seu ecOtopo original, no qual se associam aos hospedeiros roedores e aves que coabitam essas
arvores (Gamboa 1963; Lent & Wygodzinsky 1979; Schofield 1994; Dujardin et al 1998;
Pinho et al 1998; Noireau et al 2005).
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Figura 4 — Distribuicéo geografica de R. prolixus na América do Sul e Central - Adaptado
de Cuba Cuba 1998; Pontes 2010.

Além da sua importancia epidemioldgica, R. prolixus é conhecido como um
importante modelo de laboratério para estudos de fisiologia de insetos. Desde 1930,
Wigglesworth VB, considerado o principal criador da fisiologia de insetos, fez importantes
descobertas em diversas &reas como a anatomia, a fisiologia e a endocrinologia utilizando
esse inseto como seu principal modelo experimental (Wigglesworth 1934, 1936, 1964,
ver revisdo Edwards 1998). Uma das principais contribuicdes do autor foi a elucidacdo do
papel das corpora allata e do horménio juvenil no crescimento, desenvolvimento e
reproducdo dos insetos (Wigglesworth 1936). Adicionalmente, além de ser um dos modelos
classicos em estudos de fisiologia, R. prolixus tolera bem procedimentos cirtrgicos
(Davey 2007). O inseto ¢é de facil criacdo em laboratorio, tem um ciclo de vida de trés a
quatro meses, relativamente curto quando em comparacdo com o de outros triatomineos
(Schofield 1994).

Nesta tese, foi avaliado o efeito da infec¢do por tripanosomas em aspectos do fitness e
comportamentais de adultos de R. prolixus. E dificil compreender se os efeitos observados

dos parasitos em seus hospedeiros sdo consequéncia de uma manipulacdo dos parasitos
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visando sua transmissdo mais eficiente para novos hospedeiros (Poulin et al 2005;
Thomas et al 2005), o que aumentaria o fitness dos parasitos, ou se sdo simplesmente
consequéncias fisioldgicas da competicdo por nutrientes do hospedeiro. Apesar da
complexidade e da dificuldade de definicdo precisa, fitness € usualmente definido como a
capacidade de sobreviver e reproduzir para transmitir os genes para a futura geracao
(Hamilton 1964a,b; Ridley 1996). Espera-se que esse trabalho possa aumentar o
conhecimento existente da interacdo vetor-parasito e que possa fornecer bases para o
desenvolvimento de estratégias e ferramentas de controle mais efetivas e racionais para esses

vetores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar o efeito das infeccdes por T. cruzi ou T. rangeli sobre aspectos do fitness de

adultos de R. prolixus.

2.2 Objetivos especificos
Avaliar potenciais efeitos das infec¢des no (a):
- periodo de pré-oviposicao, fecundidade e fertilidade de pares;
- qualidade de ovos — peso, comprimento, largura e quantidade de proteinas totais;

- desenvolvimento de ninfas de primeiro estadio oriundas de pares infectados — tempo até

ecloséo e sobrevivéncia ao jejum;

- comportamento de copula — frequéncia de copula, laténcia para o inicio e duracdo da cépula

e proporc¢ao de escolha de parceiro;

- inicio de voo de machos e fémeas - frequéncia e razao entre fracasso/sucesso.
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3 METODOS

3.1 Triatomineos

Foram utilizados R. prolixus adultos provenientes de uma col6nia de laboratorio
derivada de insetos coletados ha aproximadamente 30 anos em Honduras. A colbnia é
atualmente mantida no insetario do Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR) pelo grupo
Comportamento de Vetores e Interagdo com Patogénos. Os insetos foram criados em
recipientes de plastico, com base de 17 cm de diametro e altura de 20 cm. Os frascos tiveram
seu fundo forrado com papel filtro circular e sanfonas de cartolina foram disponibilizadas no
seu centro para aumentar a superficie interna oferecida como substrato aos insetos. Os
recipientes foram fechados com tecido de algoddo de malha fina preso com elasticos de latex
na borda dos mesmos para permitir a alimentacdo dos insetos. As coldnias foram mantidas em
condicdes semi-controladas de temperatura e umidade (26£2°C, U.R. 60+10%) e iluminacgéo
natural. Os insetos foram alimentados em camundongos suicos de aproximadamente 30
gramas e anestesiados intraperitonealmente com 150 pl de solucdo de Thiopental 2,5%
(Cristalia - Brasil) de acordo com as normas de uso de animais em pesquisa da Fiocruz
(Comite de Etica no Uso de Animais - CEUA L058/08).

3.2 Preparacéo dos parasitos

Para infectar os insetos foram utilizadas formas epimastigotas das cepas CL de T. cruzi
e CHOACHI de T. rangeli isoladas respectivamente de T. infestans do sul do Brasil
(Brener & Chiari 1963) e de R. prolixus da Colombia (Schottelius 1987), naturalmente
infectados. Ambas as cepas foram cultivadas através de duas passagens semanais em meio
LIT (infusdo de figado triptose) suplementado com soro fetal bovino 15%,
100 mg/ml de estreptomicina e 100 unidades/ml de penicilina (Ferreira et al 2010). As cepas
foram mantidas em BOD a uma temperatura de 26+1°C. Para manter a infectividade dos
parasitos, a cada trés meses as cepas foram submetidas a passagens em camundongos e
recuperadas através de hemocultura. Para os experimentos foram utilizados parasitos obtidos

de culturas com 7-10 dias.

40



3.3 Preparacao do sangue para as infeccoes

Para infectar os insetos, tanto com T. cruzi quanto com T. rangeli, foi utilizado sangue
de coelho citratado preparado pelo Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz-RJ). Primeiramente, o sangue citratado foi colocado em
tubos conicos de polipropileno de 50ml e centrifugado (Eppendorf 5804 R, Alemanha). O
plasma foi entdo separado das hemécias e o sistema complemento inativado a 56°C por 30
minutos e posteriormente centrifugado, sendo o pellet descartado. As heméacias foram lavadas
trés vezes em PBS estéril (0,15 M de NaCl, 0,01 M de NaH,PO,4, pH 7,4) e novamente

misturadas ao plasma para recomposi¢do do sangue.

3.4 Infecgéo por T. cruzi

Para infectar os insetos com T. cruzi foram utilizadas ninfas de 2° estddio com jejum
entre 8-10 dias. Sangue de coelho citratado foi oferecido aos insetos em alimentadores
artificiais de vidro (Figura 5) cobertos com membrana de latex. Os alimentadores foram
mantidos a 36,5+1°C por meio de um banho-maria com circulacdo de agua. O sangue
“infectado” continha 5x10° parasitos/ml num volume final de cinco ml, enquanto os insetos
controle receberam somente sangue no mesmo volume. O sangue foi homogeneizado a cada

20 minutos para que os parasitos e as hemacias ficassem igualmente distribuidos na solucéo.

Figura 5 — Alimentador artificial acoplado a banho-maria (a esquerda) e alimentacéo de
insetos no alimentador (a direita, Fotos: M? Raquel Fellet).
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Apos a infeccdo por T. cruzi, os insetos foram separados em dois grupos: um de
insetos criados a 25°C durante o periodo ninfal e também depois da muda imaginal
(infectados e controle), denominados 25-25°C e outro mantido em 30°C durante o
desenvolvimento ninfal e transferido para 25°C ap6s a muda imaginal (infectados e controle),
denominados 30-25°C. O grupo mantido a 30°C foi montado com o objetivo de se tentar obter
insetos com uma maior carga parasitaria, uma vez que Rodrigues (2013) demostrou uma
maior taxa de crescimento dos parasitos em cultura nessa temperatura. Todos o0s grupos foram
mantidos em um ciclo de iluminacdo de 12:12 L/E. Os insetos foram alimentados em
camundongos anestesiados, 8-10 dias apds cada mudanca de estadio a fim de manter a
continuidade da infecgédo (Schaub & Boker 1986; Kollien & Schaub 1998). A confirmacao da
infeccdo foi feita através do exame do material liberado durante o processo de diurese quando
as ninfas alcancaram o 3° estadio. As mesmas foram colocadas em tubos de polipropileno de
0,5ml para a coleta da diurese e, em seguida, o material foi depositado sobre uma lamina de
vidro e observado em microscopio 6ptico (aumento 400x).

Os primeiros ensaios realizados nesta tese com infec¢des por T. cruzi foram os de
fecundidade e fertilidade e cépula sem escolha. Como nesses ensaios ndo foram encontrados
efeitos negativos no tratamento 25-25°C, para 0s ensaios posteriores (qualidade de ovos e
ninfas, copula com escolha e inicio de voo), foram utilizados somente insetos infectados por
T. cruzi 30-25°C.

3.5 Infeccdo por T. rangeli

Para infectar os insetos por T. rangeli foram utilizadas ninfas de 3° estadio com jejum
entre 8-10 dias. Foi oferecida aos insetos uma alimentacdo infectiva com sangue inativado de
coelho citratado em alimentador artificial, de acordo com o descrito anteriormente, contendo
1x10° epimastigotas de cultura/ml. Os insetos controle foram alimentados somente com
sangue.

Para garantir infecces completas, uma vez que a porcentagem de insetos em que 0s
parasitos atravessam o epitélio intestinal € baixa, as ninfas infectadas oralmente receberam um
indculo contendo epimastigotas de cultura 7-10 dias ap6s a muda para o 4° estadio. Para o
indculo utilizou-se uma seringa de 50 pl (Hamilton, agulha de 13 x 3,30; '2’’) acoplada a um
dispensador (Hamilton). Na membrana lateral do térax de cada inseto foi inoculado um
ul de PBS estéril contendo 2,5x10* epimastigotas/ml (Figura 6). Os insetos do grupo controle

foram inoculados com um ul de PBS estéril. Vinte e quatro horas apds o inoculo, todos 0s
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insetos foram alimentados ad libitum em camundongos anestesiados. As alimentagdes
subsequentes dos insetos também foram feitas em camundongos anestesiados. Os insetos dos
dois grupos foram posteriormente mantidos em estufa BOD com temperatura de 25°C e ciclo
de iluminacdo de 12:12 L/E. Todos os experimentos com infeccdo por T. rangeli foram
realizados e mantidos na temperatura descrita e foram denominados 25-25°C. Nao foram
realizados experimentos com insetos infectados com T.rangeli e expostos a 30°C devido ao
fato de que ensaios anteriores realizados no nosso laboratério mostraram que a taxa de
crescimento da cultura desses parasitos, no intervalo de 20-30°C, apresenta um pico em

temperaturas intermédias (i.e., 25°C).

Figura 6 — Inoculo de ninfas de 4° estadio de R. prolixus (Foto: Luciana Ferreira).

A confirmagéo da infecgédo foi feita uma semana antes dos experimentos, através do
exame a fresco de uma amostra de hemolinfa. Para tal, o final de um dos tarsos do altimo par
de pernas do inseto foi cortado e a gota de hemolinfa obtida foi colocada sobre uma lamina de
vidro e examinada em microscopio éptico (aumento de 100x). Somente insetos positivos
foram utilizados nos ensaios. Para garantir a uniformidade dos tratamentos, os insetos do
grupo controle também tiveram o final de um dos tarsos posteriores cortado e uma gota de
hemolinfa retirada.

Para todos os experimentos, tanto com insetos infectados por T. cruzi quanto por
T. rangeli, as infec¢Bes foram feitas em estadios iniciais do desenvolvimento dos insetos a fim
de ser gerado um perfil patoldgico crbnico nos insetos. Nesse sentido, a avaliacdo do
desempenho reprodutivo em adultos infectados em estadios mais jovens permitiria mostrar
efeitos acumulados ao longo de sua vida. Diferentemente das infec¢cbes por T. cruzi, as
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infeccdes por T. rangeli foram iniciadas no 3° estadio, uma vez que o didmetro da agulha
usada nos inoculos gera mortalidade em ninfas menores do que o tamanho alcangado no
4° estadio. Em adicdo, até o presente momento, ndo existem evidéncias de que a viruléncia de

tripanosomas possa ser dependente do estadio ninfal em que é feita a infeccao.

3.6 A infecgéo por tripanosomas sobre a fecundidade e fertilidade de R. prolixus

3.6.1 Desenho experimental

Esse experimento foi desenhado com a finalidade de verificar se existem diferencas na
fecundidade e fertilidade de pares infectados por T. cruzi ou T. rangeli quando comparados
com pares do grupo controle. Para tal, ninfas de 5° estadio infectadas ou controle foram
individualizadas e quinze dias ap6s a ocorréncia da ecdise, os adultos foram individualmente
pesados e alimentados ad libitum em camundongos anestesiados. Imediatamente apds a
alimentacéo, os insetos foram pesados novamente e pares foram formados e transferidos para
frascos de plastico (5,5 cm de didmetro e 8 cm de altura), com o fundo recoberto com papel
filtro e o interior preenchido com sanfona de cartolina. Os potes foram cobertos com malha de
algoddo presa com elastico de borracha. Cada par permaneceu nos recipientes por 21 dias e
apos esse periodo, uma nova alimentacdo sanguinea foi oferecida, sendo os insetos pesados
antes e imediatamente apds a alimentacdo. Cada periodo correspondente a 21 dias foi
denominado de ciclo, tendo sido avaliados trés ciclos consecutivos para cada par. Os insetos
permaneceram em estufa BOD com temperatura de 25°C e ciclo de iluminacdo de 12:12 L/E
até o fim dos experimentos (trés ciclos) ou até a morte da fémea. Os machos mortos néo
foram substituidos e as fémeas foram mantidas sozinhas até o final dos experimentos.
Somente os dados gerados a partir de insetos que se alimentaram em cada ciclo foram
considerados para o experimento.

Para analisar se a infeccdo com tripanosomas promove um efeito na fecundidade e
fertilidade de adultos de R. prolixus foi desenvolvido um experimento que incluiu insetos

expostos aos seguintes tratamentos:

T. cruzi: (1) Fémea e macho controle mantidos a 25-25°C (n=15 pares)
(2) Fémea e macho infectados mantidos a 25-25°C (n=19 pares)
(3) Fémea e macho controle mantidos a 30-25°C (n=20 pares)

(4) Fémea e macho infectados mantidos a 30-25°C (n=20 pares)
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T. rangeli: (1) Fémea e macho controle mantidos a 25-25°C (n=20 pares)

(2) Fémea e macho infectados mantidos a 25-25°C (n=20 pares)

3.6.2 Avaliacéo dos ensaios

Diariamente, 0s ovos postos por cada par foram separados e distribuidos em placas de
acrilico de 24 pocos que foram fechadas com tampas apropriadas. Foram analisados 0s

seguintes parametros:

1) Periodo de pré-oviposicdo (tempo transcorrido desde a alimentacdo até a primeira
postura)

2) Taxa de eclosdo de ovos em cada um dos ciclos

3) Valor E do casal para cada um dos ciclos (Valor E*, Davey 1987; Guarneri et al 2000)

*Q valor E é uma variavel que indica a capacidade de conversdo do sangue ingerido na
producdo de ovos, levando-se em consideracdo o peso inicial da fémea. Essa variavel é

calculada através da férmula:

namero de ovos postos
Valor E = — — - — x 1000
Peso inicial da fémea x sangue ingerido

3.7 A infeccéo por tripanosomas na qualidade de ovos e ninfas de primeiro estadio de R.

prolixus

Para avaliar se a presenca de T. cruzi ou de T. rangeli afeta a qualidade dos ovos
postos por adultos infectados, um grupo com 10 pares infectados e outro com 10 pares
controle foram formados para avaliar os efeitos de cada espécie de tripanosoma. Os insetos
foram alimentados 15 dias ap6s a muda imaginal e nove dias depois todos 0s 0vos postos
foram retirados e descartados. No 10° dia, os ovos foram recolhidos, garantindo assim, que 0s
mesmos tivessem menos de um dia de idade (de 0 a 14 horas). Os ovos retirados foram
utilizados para a determinacdo de peso, comprimento e largura, quantidade de proteinas e
sobrevivéncia de ninfas apds a eclosdo. Para cada uma das analises os ovos foram coletados

de maneira randdmica.
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Os seguintes tratamentos foram realizados:

T. cruzi: (1) Ovos provenientes do grupo de pares controle mantidos a 30-25°C (n=30 ovos)

(2) Ovos provenientes do grupo de pares infectados mantidos a 30-25°C (n=30 ovos)

T. rangeli: (1) Ovos provenientes do grupo de pares controle mantidos a 25-25°C (n=30 ovos)
(2) Ovos provenientes do grupo de pares infectados mantidos a 25-25°C (n=30

0VvO0s)

3.7.1 Peso e medidas

Ovos de cada grupo (controle e infectado) foram colocados individualmente em po¢os
de placas de acrilico distintas para cada tratamento. Cada ovo foi pesado em balanga analitica
com precisdo de 0,01 mg (Shimadzu série AUW220D). Posteriormente, a imagem dos ovos
foi registrada digitalmente para medi¢do do seu comprimento e largura (cdmera AxioCam
MRn digital e Software AxioVision versdo LE 4.8.1 (Carl Zeiss GmbH, Goettingen,

Alemanha).

3.7.2 Determinacdo da quantidade de proteinas totais

A quantidade de proteinas totais de ovos postos por pares controle e infectados foi
medida através da técnica de Bradford (1976) usando albumina de soro bovino como padrao.
Os ovos foram individualmente colocados em tubos cdnicos de polipropileno de 1,5ml,
macerados em um ml de PBS e centrifugados por 5 minutos em 12000g (Eppendorf 5804 R,
Alemanha). Vinte microlitros do sobrenadante foram utilizados para a leitura.

3.7.3 Tempo até a ecloséo e sobrevivéncia ao jejum de ninfas recém eclodidas

Para avaliar se o periodo embrionario e resisténcia ao jejum de ninfas provenientes de
adultos infectados eram alterados, 30 ovos de cada tratamento (pares infectados ou nao) foram
individualmente armazenados em pogos de placas de acrilico. As placas foram
acondicionadas em BOD (25°C+1) e os ovos foram avaliados diariamente para o registro da
duracdo do seu desenvolvimento. Apos a eclosdo dos ovos, as ninfas foram mantidas nas
mesmas condigdes, sem alimentacdo, para avaliar potenciais efeitos sobre o tempo de

sobrevivéncia.
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3.8 A infec¢do por tripanosomas e o comportamento de cépula de R. prolixus

Nesse experimento foram avaliados os possiveis efeitos da infec¢do por T. cruzi ou
T. rangeli sobre o comportamento sexual e a frequéncia de copula de R. prolixus segundo
metodologia descrita por Vitta (2009) e Vitta & Lorenzo (2009). Para isso, ninfas de
5° estadio foram individualizadas até a muda imaginal. Quinze dias apos a ecdise, os adultos
foram alimentados ad libitum em camundongos anestesiados e mantidos individualmente por
mais sete dias, quando os ensaios foram realizados.

Os ensaios foram realizados em arenas de vidro (14 cm de diametro e 10 cm de altura)
(Figura 7). O fundo da arena era coberto com papel filtro trocado a cada novo ensaio.
Os ensaios foram desenvolvidos nas trés primeiras horas da escotofase, periodo de maior
atividade dos triatomineos (Lazzari 1992). A sala de experimentacdo permaneceu em
penumbra, iluminada com luz branca difusa, somente o suficiente para a observagéo direta e
anotacdo dos dados.

Figura 7 — Arena de vidro para o ensaio de copula (a esquerda) e par em cépula (a direita,
Fotos: M2 Raquel Fellet).

Primeiramente uma fémea e posteriormente um macho foram liberados na arena com
o0 auxilio de tiras de papel utilizadas como suporte (um para cada tratamento e sexo). Caso 0
par ndo iniciasse a copula dentro de um periodo de 20 minutos, 0 mesmo era substituido e o

dado registrado.
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Foram desenvolvidas as seguintes series experimentais:

T. cruzi: (1) Fémea e macho controle mantidos a 25-25°C (n=15 pares)
(2) Fémea e macho infectados mantidos a 25-25°C (n=15 pares)
(3) Fémea infectada e macho controle mantidos a 25-25°C (n=15 pares)
(4) Fémea controle e macho infectado mantidos a 25-25°C (n=15 pares)
(5) Fémea e macho controle mantidos a 30-25°C (n=15 pares)
(6) Fémea e macho infectados mantidos a 30-25°C (n=15 pares)
(7) Fémea infectada e macho controle mantidos a 30-25°C (n=15 pares)

(8) Fémea controle e macho infectado mantidos a 30-25°C (n=15 pares)

T. rangeli: (1) Fémea e macho controle mantidos a 25-25°C (n=17 pares)
(2) Fémea e macho infectados mantidos a 25-25°C (n=17 pares)
(3) Fémea infectada e macho controle mantidos a 25-25°C (n=17 pares)

(4) Fémea controle e macho infectado mantidos a 25-25°C (n=17 pares)

Os comportamentos apresentados durante a cépula foram observados e os seguintes

eventos foram registrados:

1) Ocorréncia de copula: quando houve o contato e permanéncia das genitéalias feminina

e masculina.

2) Laténcia para o inicio da copula: tempo transcorrido entre a liberacdo do macho na

arena e o contato das genitalias.
3) Duracdo da cépula: tempo entre o contato e a interrupcao do contato das genitalias do

par.

3.9 A infec¢do por tripanosomas na escolha do parceiro para a copula

Para avaliar se a infeccdo por tripanosomas induz efeitos sobre a escolha de parceiro
sexual, a padronizacdo dos adultos e dos ensaios foi realizada como descrito no item 3.8.
Nesse experimento, entretanto, um inseto adulto ndo infectado (macho ou femea
separadamente) tinha a opcao de escolher entre dois parceiros, um infectado e outro controle
(Figura 8). Primeiramente os insetos a serem escolhidos foram colocados dentro de
recipientes de plastico com a borda para baixo na arena experimental, de modo que 0s insetos

ficassem presos. Posteriormente foi colocado o inseto do sexo oposto no lado inverso da arena
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experimental. O ensaio se iniciou quando os recipientes de plastico foram erguidos
simultaneamente, liberando os insetos (Figura 8 — a esquerda). A opcdo do parceiro foi
confirmada pelo contato e permanéncia das genitélias femininas e masculinas e visualiza¢éo
de qual individuo (controle ou infectado) foi escolhido.

Em todos os tratamentos, a marcacdo dos insetos foi feita em uma das pernas
medianas com a cor branca. Para evitar que a escolha fosse influenciada pela marcacéo,
metade dos insetos tinha marcacdo na perna mediana direita e a outra metade na perna
mediana esquerda.

As seguintes séries experimentais foram realizadas:

T. cruzi: (1) Fémea ndo infectada escolhe: um macho controle ou um macho infectado
mantidos a 30-25°C (n=20 grupos)

(2) Macho ndo infectado escolhe: uma fémea controle ou uma fémea infectada
mantidos a 30-25°C (n=20 grupos)

T. rangeli: (1) Fémea nédo infectada escolhe: um macho controle ou um macho infectado
mantidos a 25-25°C (n=20 grupos)

(2) Macho nao infectado escolhe: uma fémea controle e uma fémea infectada
mantidos a 25-25°C (n=20 grupos)

Figura 8 — Arena de vidro contendo o inseto a escolher acima e 0s insetos a serem
escolhidos antes da liberacdo — dentro dos potes de pléstico (a esquerda) e par em copula
(a direita, Fotos: M@ Raquel Fellet).
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3.10 A infeccéo por tripanosomas sobre a frequéncia do inicio do voo em R. prolixus

Os ensaios de voo foram realizados de acordo com a metodologia descrita por
Vitta (2009). Para os ensaios foram utilizados adultos, controle e infectados, individualizados
a partir da muda para o 5° estadio. Quinze dias ap6s a ocorréncia da muda imaginal, 0s
adultos foram alimentados ad libitum em camundongos, e apos 15 dias de jejum 0s ensaios
de voo foram realizados.

Os ensaios foram realizados em uma caixa de acrilico de 1 m de comprimento, 50 cm
de largura e 50 cm de altura (Figura 9). As duas extremidades da caixa foram fechadas com
tela de nylon para permitir a passagem de ar. No centro da caixa foi colocada uma arena de
vidro (14 cm de didmetro e 10 cm de altura) e no seu centro, foi fixada com cola quente uma
haste de madeira vertical (14 cm de altura e 2 cm de didmetro) que funcionou como
plataforma de voo para os insetos. As paredes internas da arena foram cobertas com glicerina,
fazendo com que os insetos somente pudessem deixar a arena através do voo. Para estimular o
inicio do voo nos insetos, foi apresentada uma corrente de ar gerada por um ventilador fixado
no centro de um tubo de PVC (60 cm de comprimento e 7,5 cm de didmetro). A velocidade da
corrente de ar foi controlada por um regulador de voltagem, gerando um fluxo de ar
de 12 cm/s mensurado com um anemémetro (Testo 405-V1, Alemanha). Para a calibracdo da
velocidade o sensor do anemOmetro foi posicionado no topo da haste, onde 0s insetos
deveriam iniciar o voo. A extremidade do tubo gerador da corrente de ar foi mantida a 50 cm

de distancia do topo da haste de madeira, posicionado em dire¢do a mesma.

Figura 9 — Gaiola para os ensaios de inicio de voo - camera de video (acima da caixa),
arena de vidro com haste (no centro da caixa), tubo com ventilador no interior (a direita da
caixa) e videocassete do tipo timelapse (a direita da foto, Foto: M2 Raquel Fellet).
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Cada ensaio foi realizado utilizando-se grupos de 8-10 insetos do mesmo sexo. Foram
desenvolvidas as seguintes séries experimentais, com cinco repeti¢cGes para T. cruzi e cinco

para T. rangeli:

T. cruzi: (1) Machos controle mantidos a 30-25°C
(2) Machos infectados mantidos a 30-25°C
(3) Fémeas controle mantidos a 30-25°C

(4) Fémeas infectadas mantidos a 30-25°C

T. rangeli: (1) Machos controle mantidos a 25-25°C
(2) Machos infectados mantidos a 25-25°C
(3) Fémeas controle mantidos a 25-25°C
(4) Fémeas infectadas mantidos a 25-25°C

O comportamento dos insetos foi registrado através de uma camera de video
(Ikegami, Tokina 10-120 mm, F 1.6, Japdo) com iluminagdo fornecida por LEDs
infravermelhos, o que permitiu o registro das imagens mesmo em escuriddo funcional. Cabe
salientar que os triatomineos ndo percebem o comprimento de luz infravermelho utilizado
para iluminacdo dos experimentos (Reisenman & Lazzari 2006). As imagens geradas pela
camera foram armazenadas em fitas VHS mediante um gravador de video cassete de tipo
Time Lapse (Samsung SLV-960, Jap&o). Para cada ensaio a atividade dos insetos na arena
circular e haste foi registrada durante 12 horas de escuriddo, em seis quadros por segundo
(fitas de videocassete com 120 minutos de duracdo), com o inicio na primeira hora da
escotofase (relégio circadiano). Apds a visualizacdo das fitas de videocassete, foram
registrados:

1) Freguéncia de inicio de voo: insetos que alcangcam o exterior da arena vs total de

insetos no ensaio.

2) Sucessos: nimero de insetos que subiram na haste e iniciaram 0 voo, atingindo o
exterior da arena.

3) Fracassos: numero de tentativas de voo por insetos que subiram a haste,
decolaram e cairam no interior da arena. Esse numero corresponde ao total de
tentativas falhas, nao sendo possivel calcular quantos insetos “fracassaram”, pois

0s mesmos ndo foram marcados individualmente.
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3.11 Analises estatisticas

As comparac0es estatisticas foram feitas sempre entre os tratamentos (infectado versus
controle) e no caso de combinacGes de pares (fémea controle e macho infectado ou macho
controle e fémea infectada), os mesmos foram comparados tambeém com o grupo controle em
todos os ensaios. Para verificar a normalidade dos dados foi realizado o teste Shapiro-Wilk.
Dados em porcentagens foram transformados em arco-seno antes da realizacdo da
analise (Zar 1999). Para todas as analises foram considerados niveis de significancia de 95%.
Além disso, exceto para as analises de voo, foram feitos testes unicaudais, sendo a hipotese
nula considerada verdadeira quando os tratamentos (infectado e controle) foram iguais e a
hipdtese alternativa, quando a infeccdo acarretou efeitos negativos ao fitness.

Nos experimentos de fecundidade e fertilidade, todas as andlises foram feitas mediante
o0 Software R 3.0.2 (R Core Team 2013) por um colaborador (Dr. David Carrasco). O tempo
de pré-oviposicao foi analisado utilizando-se o teste de Wilcoxon e foram feitas comparacGes
entre os insetos dos tratamentos controle e infectado em cada temperatura e entre as espécies
de parasitos. Os dados de valor E e taxa de eclosdo dos ovos (variaveis dependentes) foram
analisadas para comparar os efeitos: a) da infeccdo pelo parasito (i.e. insetos controle vs
infectados) durante trés ciclos reprodutivos consecutivos para cada parasito; b) infeccdo por
T. cruzi (i.e. controle vs infectados) em duas temperaturas experimentais (i.e. 25-25°C vs 30-
25°C); e ¢) infeccdo (i.e. controle vs infectados) dos parasitos (i.e. T. cruzi e T. rangeli) em
mesma temperatura de 25-25°C. A variavel individual foi definida como um efeito aleatério
para explicar as medidas repetidas (mesmos insetos em cada ciclo). Os dados de valor E
foram analisados por modelos lineares de efeitos mistos, fungdo Ime() no pacote “nlme”
(Pinheiro et al 2013). Os dados de taxa de eclosdo foram analisados por modelos binomiais
generalizados de efeitos mistos, mediante a fungdo glmer() no pacote “Imed”
(Bates et al 2013) utilizando-se de “logit” como uma fungdo de ligagdo. Os modelos
completos com um termo de interacdo foram ajustados inicialmente e eles foram reduzidos
para os modelos de efeitos principais se a interacdo nédo foi significativa. Foi verificada para
todos os modelos a superdispersdo. Contrastes post-hoc de interagdo funcéo testinteractions()
no pacote “phia” (De Rosario-Martinez 2013) foram realizados para explorar diferencas
especificas promovidas por cada tratamento.

Nos ensaios de copula, a comparacdo entre o tempo de inicio da cépula e a duracéo da
copula dos pares em relagcdo ao controle foi realizada por meio do teste de Mann Whitney.
As frequéncias de copula foram analisadas pelo teste de qui-quadrado, sempre comparando-se
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0 grupo teste com o grupo controle. J& nos ensaios de cépula com escolha, para analisar se
houve diferenga na frequéncia de copula com um dos dois insetos (controle ou infectado) foi
realizado um teste Binomial.

Para os ensaios de qualidade dos ovos (tanto medidas quanto a determinacdo de
proteinas totais) e para o tempo de eclosdo das ninfas, as variaveis foram comparadas pelo
teste T quando os dados seguiram uma distribuicdo normal e pelo teste de Mann Whitney
quando foram ndo paramétricos. No caso da qualidade de ovos, como se tratou de triplicatas,
foram feitas médias antes das analises dos dados. O tempo de sobrevivéncia das ninfas foi
comparado mediante o teste Log-rank e foi gerada uma curva de sobrevivéncia mediante o
método de Kaplan-Meier.

No experimento de voo, a comparacdo das frequéncias de inicio de voo entre 0s
tratamentos foi feita através do teste qui-quadrado sempre comparando o grupo teste ao grupo
controle, tanto quando os sexos foram analisados de forma conjunta, como para cada um dos
sexos separadamente. Em relagdo aos fracassos e sucessos de inicio de voo, somente foram

gerados graficos explicativos, ja que tratava-se de insetos ndo marcados.
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4 RESULTADOS

4.1 A infeccdo por tripanosomas sobre a fecundidade e fertilidade de R. prolixus

4.1.1 Periodo de pre-oviposi¢ao

A figura 10 mostra a duracdo do periodo de pré-oviposicdo dos pares de R. prolixus
infectados por T. cruzi (25-25°C ou 30-25°C) ou por T. rangeli (25-25°C) e daqueles expostos
aos tratamentos controle correspondentes. As infec¢des por T. cruzi ndo afetaram o periodo de
pré-oviposicdo (Figura 10A e B, Teste Wilcoxon, W=178,5; p=0,33 e W=152,5; p=0,30,
respectivamente em 25-25°C e 30-25°C). No entanto, a infec¢do por T. rangeli induziu um
atraso de dois dias no periodo de pré-oviposicdo dos pares em comparagdo com aqueles ndo
infectados (Figura 10C, Teste Wilcoxon, W=90,5; p<0,01).
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Figura 10 — Periodo de pré-oviposicao de pares de R. prolixus infectados por: A) T. cruzi
25-25°C; B) T. cruzi 30-25°C e C) T. rangeli 25-25°C. As medianas, quartis, minimos e
maximos numeros de dias antes da primeira oviposicao estdo mostrados em cada box plot. A
cor verde representa dados obtidos de insetos controle e a vermelha dados de insetos
infectados. Letras distintas sobre as colunas indicam diferencas significativas no periodo de
pré-oviposicdo das fémeas, Teste Wilcoxon, p<0,01.

4.1.2 Valor E e fertilidade de insetos infectados por T. cruzi 25-25°C

Nas infec¢Bes por T. cruzi 25-25°C, para o valor E foi observada uma interagéo
significativa entre infeccdo e ciclo reprodutivo (Modelo linear de efeitos mistos, p=0,01),
indicando que o efeito da infeccdo foi dependente da idade do inseto. Testes post-hoc
indicaram um aumento significativo no valor E dos insetos infectados durante o segundo ciclo
quando comparados ao grupo controle (Figura 11A, controle: 2,57+0,18; infectado:
3,45%0,18; p=0,004). Adicionalmente, a taxa de eclosdo observada para os insetos infectados
também aumentou marginalmente em relagdo a dos insetos controle (Figura 12A, Modelo

binomial generalizado de efeitos mistos, controle: 0,87+0,01; infectado: 0,90+0,01; p=0,03).
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4.1.3 Valor E e fertilidade de insetos infectados por T. cruzi 30-25°C

As andlises dos valores E dos insetos expostos a infeccdo por T. cruzi 30-25°C
apresentaram uma forte interacdo com o fator ciclo, indicando que a infec¢do reduziu a
fertilidade dos insetos em determinadas fases da vida adulta (Modelo linear de efeitos mistos,
p<0,001). Pares infectados produziram ovos menos eficientemente durante o primeiro ciclo
reprodutivo em comparacdo aos controles (Figura 11B, controle: 4,02+0,21; infectado:
2,83£0,29; p<0,001). Todavia, ndo foram encontradas diferencas nos valores E dos insetos
controle e infectados nos ciclos reprodutivos subsequentes (p=0,65 para ambos os ciclos).

Também para a taxa de eclosdo foi observada uma interacdo entre infeccdo e ciclo
(Modelo binomial generalizado de efeitos mistos, p<0,001), indicando que a reducédo da taxa
em pares infectados também foi dependente da idade dos insetos. Contrastes post-hoc
mostraram que a taxa de eclosdo dos insetos infectados diminuiu significativamente no
terceiro ciclo reprodutivo em comparagdo a dos insetos do grupo controle (Figura 12B,
controle: 0,94+0,01; infectado: 0,67+0,07; p<0,001).

4.1.4 Valor E e fertilidade de insetos infectados por T. rangeli 25-25°C

O valor E dos insetos infectados por T. rangeli foi afetado tanto pela infec¢do (Modelo
linear de efeitos mistos, p=0,001) quanto pelo ciclo (p<0,001), mas ndo houve interacdo
significativa entre ciclo e infeccdo. A figura 11C mostra que os insetos infectados por
T. rangeli apresentaram um ligeiro decrécimo nos seus valores E em todos os ciclos
comparados aos mostrados pelos insetos do grupo controle. No entanto, essa diferenca foi
estatisticamente significante durante o segundo (controle: 2,32+0,24; infectado: 1,46+0,30;
p=0,04) e terceiro ciclos (controle: 2,02+0,19; infectado: 0,91+0,14; p=0,02). Além disso, a
interacdo entre infeccdo e ciclo reprodutivo foi significativa nas taxas de eclosdo (Modelo
binomial generalizado de efeitos mistos, p<0,001). De fato, a infeccdo parental por T. rangeli
reduziu significantemente a taxa de eclosdo de ovos também durante o segundo
(controle: 0,82+0,05; infectado: 0,56+0,08; p=0,006) e terceiro (controle: 0,70%0,05;
infectado: 0,45+0,10; p=0,03) ciclos (Figura 12C).
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Figura 11 — Valor E de pares de R. prolixus infectados por: A) T. cruzi 25-25°C; B) T.
cruzi 30-25°C e C) T. rangeli 25-25°C. Os dados representam as médiaste.p. do parametro
registradas para 15 pares controle e 19 infectados por T. cruzi 25-25°C (A), 20 pares controle
e 20 infectados por T. cruzi 30-25°C (B) e 20 pares controle e 20 infectados por T. rangeli 25-
25°C (C). A cor verde representa dados obtidos de insetos controle e a vermelha dados de
insetos infectados. Os ciclos correspondem periodos de 21 dias entre alimentacGes e
representam o valor E para cada par em um determinado ciclo. Os asteriscos representam
diferengas significativas entre os grupos controle e infectado, Modelo linear de efeitos mistos,
*p<0,05.
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Figura 12 — Taxa de eclosdo de ovos de pares de R. prolixus infectados por: A) T. cruzi
25-25°C; B) T. cruzi 30-25°C e C) T. rangeli 25-25°C. Os dados representam a porcentagem
(médiazte.p.) de eclosdo dos ovos de 15 pares controle e 19 infectados por T. cruzi 25-25°C
(A), 17 pares controle e 20 infectados por T. cruzi 30-25°C (B) e 20 pares controle e 19
infectados por T. rangeli 25-25°C (C). A cor verde representa os dados obtidos com insetos
controle e a vermelha os obtidos com insetos infectados. Os ciclos correspondem periodos de
21 dias entre alimentagOes e representam as taxas de eclosdo para cada par em um
determinado ciclo. Os asteriscos representam diferencas significativas entre 0s grupos
controle e infectado, Modelo binomial generalizado de efeitos mistos, *p<0,05.
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4.1.5 O efeito da temperatura sobre a evoluc¢éo da infecgédo por T. cruzi
Valor E e fertilidade de insetos infectados por T. cruzi 25-25°C vs T. cruzi 30-25°C

A interacdo estatisticamente significativa entre infeccdo e temperatura de
desenvolvimento (Modelo linear de efeitos mistos, p=0,007) indica que T. cruzi afetou a
eficiéncia de producdo de ovos dependendo da temperatura a qual os insetos foram expostos
durante o seu desenvolvimento até a fase adulta. Apesar dos valores E dos insetos controle
expostos as duas temperaturas ndo terem sido diferentes significativamente (p=0,84), insetos
infectados mantidos a 30-25°C apresentaram uma significativa reducdo do valor E quando
comparados aos insetos mantidos em 25-25°C (Figura 13A, 25-25°C: 3,11+0,14; 30-25°C:
2,2340,12; p<0,001).

Resultados similares foram encontrados para as taxas de eclosdo de ovos, ja que
também foi encontrada uma interacdo significativa entre infeccdo dos insetos por T. cruzi e
temperatura (Modelo binomial generalizado de efeitos mistos, p=0,02). O resultado indica que
0 sucesso de eclosdo dos ovos postos por pares infectados variou dependendo das
temperaturas a que foram expostos na fase ninfal. A taxa de eclosdo de ovos postos por
insetos infectados em 30-25°C foi significativamente menor quando comparada a dos insetos
mantidos a 25-25°C (Figura 13C, 25-25°C: 0,90+0,01; 30-25°C: 0,78%0,04; p=0,009).
Os insetos controle expostos as mesmas condi¢cdes nao apresentaram tendéncias semelhantes
(p=0,56).

4.1.6 Efeito das infeccdes por diferentes parasitos
Valor E e fertilidade de insetos infectados por T. cruzi 25-25°C vs T. rangeli 25-25°C

Os efeitos das infecgdes nos insetos mantidos a uma mesma temperatura dependeram
da espécie de parasito em questdo, como reforcado pelos resultados obtidos com insetos
infectados por T. cruzi 25-25°C ou T.rangeli 25-25°C (Modelo linear de efeitos mistos,
p=0,002). De fato, a infeccdo por T. rangeli reduziu fortemente o valor E dos insetos quando
comparado ao dos insetos infectados por T. cruzi (Figura 13B, T. cruzi: 3,11+0,14;
T. rangeli: 1,62+0,19; p<0,001).

As taxas de eclosdo foram claramente influenciadas pela espécie de parasito (Modelo
binomial generalizado de efeitos mistos, p=0,02), pois houve uma reducéo significativa na

taxa de ecloséo dos ovos postos por pares infectados por T. rangeli quando comparada com a
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taxa de ovos postos pelos insetos infectados por T. cruzi (Figura 13D, T. cruzi: 0,90+0,01;
T. rangeli: 0,59+0,05; p<0,001).
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Figura 13 — Comparacéao dos efeitos das infec¢Bes por tripanosomas no valor E (A-B) e
na taxa de eclosdo dos ovos (C-D) de R. prolixus. A) Variacdo do valor E entre os insetos
expostos a infecgdo por T. cruzi 25-25°C e T. cruzi 30-25°C e seus correspondentes controles;
B) variacdo do valor E entre os insetos expostos a infec¢do por T. cruzi 25-25°C e T. rangeli
25-25°C e seus correspondentes controles; C) variacdo da taxa de eclosdo dos ovos entre 0s
insetos expostos a infecgdo por T. cruzi 25-25°C e T. cruzi 30-25°C e seus correspondentes
controles; D) variacdo da taxa de eclosdo dos ovos entre 0s insetos expostos a infec¢do por
T. cruzi 25-25°C e T. rangeli 25-25°C e seus correspondentes controles. Os dados representam
as médiaste.p. de 15 pares controle e 19 infectados por T. cruzi 25-25°C (A-D), 20 pares
controle e 20 infectados por T. cruzi 30-25°C (A e C) e 20 pares controle e 20 infectados por
T. rangeli 25-25°C (B e D). A cor verde representa os dados obtidos com insetos infectados e
controle de T. cruzi 25-25°C (A-D), a vermelha representa os resultados obtidos com os
insetos infectados e controle de T. cruzi 30-25°C (A E C) e a azul representa os resultados
obtidos com os insetos infectados e controle de T. rangeli 25-25°C (B e D). Os pontos
representam os valores E e as taxas de eclos@o de cada par em cada um dos ciclos.
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4.2 A infeccdo por tripanosomas na qualidade de ovos e ninfas de primeiro estadio de

R. prolixus

4.2.1T. cruzi 30-25°C

O peso dos ovos postos por pares infectados por T. cruzi ndo diferiu significativamente
daquele dos ovos colocados por pares controle. Os pesos médios foram de 0,70+0,03 mg e
0,74+0,02 mg, respectivamente (Figura 14A, Teste T, p>0,05). No entanto, 0 comprimento
dos ovos postos por pares de insetos infectados foi menor quando comparado ao dos ovos
postos por insetos do grupo controle (Figura 14B, controle: 1805 um; infectado: 1764 um;
Teste Mann Whitney). A mesma diminuicdo foi observada para a largura dos ovos postos por
pares infectados (Figura 14C, controle: 882,1+4,73 um; infectado: 856,1+5,27 um; Teste T,
p=0,0003) A quantidade de proteinas totais tambeém foi afetada negativamente pela infeccao,
sendo que 0s ovos provenientes de pares infectados apresentaram menor quantidade de
proteinas totais do que aqueles provenientes de pares controle (Figura 14D, controle:
95,45+2 47 ug; infectado: 81,13+2,22 g, Teste T, p<0,0001).
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Figura 14 — Comparacdo da qualidade de ovos postos por pares de R. prolixus infectados
por T. cruzi 30-25°C - A) Peso B) Comprimento C) Largura D) Quantidade de proteinas
totais. Cor verde representam ovos provenientes de pares controle e vermelha representam
ovos provenientes de pares infectados. Cada ponto representa um ovo. Os tracos horizontais
representam médias, exceto em B que representam medianas. Letras diferentes indicam que
ha diferenca significativa entre os tratamentos, Teste T em A, C e D e Teste Mann Whitney
em B, p<0,05.
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O tempo de eclosédo dos ovos, ou seja, 0 tempo decorrido entre a postura dos ovos e a
ecloséo das ninfas foi em torno de 15 dias tanto para os ovos provenientes de pares controle
quanto para aqueles provenientes de pares infectados por T. cruzi (Figura 15A, Teste Mann
Whitney, p>0,05). Da mesma forma, a resisténcia ao jejum de ninfas de 1° estadio
provenientes de pares infectados nao diferiu significativamente daquelas provenientes de
pares controle (Figura 15B, Log-rank - Teste Mantel-Cox, p>0,05).
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Figura 15 — Comparacdo da qualidade de ninfas de 1° estddio de R. prolixus
provenientes de pares infectados por T. cruzi 30-25°C - A) Tempo até a eclosdo. B)
Resisténcia ao jejum. Cor verde representam as ninfas provenientes de pares controle e
vermelha representam ninfas provenientes de pares infectados. Letras iguais indicam que nédo
ha diferenca significativa entre os tratamentos, Teste Mann Whitney em A e Log-rank — Teste
Mantel-Cox em B, p>0,05.

4.2.2 T. rangeli 25-25°C

Os ovos postos por pares infectados por T. rangeli tiveram menor peso do que aqueles
provenientes de pares controle (Figura 16A, controle: 0,65+0,03 mg; infectado:
0,56+0,03 mg; Teste T, p=0,03). O comprimento dos ovos dos pares infectados e controle foi
semelhante (Figura 16B, controle:1758+7,14 um; infectado:1759+9,80 um; Teste T, p>0,05).
Entretanto, a largura dos ovos provenientes de pares infectados foi menor do que a dos ovos
provenientes de pares controle (Figura 16C, controle: 867,1 um; infectado: 831,5 um Teste
Mann Whitney, p=0,005). A quantidade de proteinas totais registrada para os ovos de pares
infectados também foi menor do que a dos ovos de pares controle (Figura 16D, Teste
Mann Whitney, p=0,008; controle: 89,89 ug; infectado: 79,74 pg).
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Figura 16 — Comparacdo da qualidade de ovos de pares de R. prolixus infectados por
T. rangeli 25-25°C - A) Peso B) Comprimento C) Largura D) Quantidade de proteinas totais.
Cor verde representam ovos provenientes de pares controle e vermelha representam ovos
provenientes de pares infectados. Cada ponto representa um ovo. Os tragos horizontais
representam: A e B médias e em C e D medianas. Letras diferentes indicam que ha diferenca
significativa entre os tratamentos, Teste T em A e B e Teste Mann Whitney em C e D, p<0,05.

Da mesma forma que o observado nos ensaios com T. cruzi, nem o tempo de eclosédo
nem a resisténcia ao jejum das ninfas de 1° estadio provenientes de ovos postos por adultos
infectados diferiram daquelas dos ovos e ninfas provenientes de adultos controle (Figura 17A
e B, Teste Mann Whitney, p>0,05 e Log-rank - Teste Mantel-Cox, p>0,05, respectivamente).
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Figura 17 — Comparacdo da qualidade de ninfas de 1° estddio de R. prolixus
provenientes de pares infectados por T. rangeli 25-25°C - A) Tempo até a eclosdo. B)
Resisténcia ao jejum. Cor verde representam as ninfas provenientes de pares controle e
vermelha representam ninfas provenientes de pares infectados. Letras iguais indicam que nédo
ha diferenca significativa entre os tratamentos, Teste Mann Whitney em A e Log-rank — Teste
Mantel-Cox em B, p>0,05.
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4.3 A infeccdo por tripanosomas e o comportamento de cdpula de R. prolixus

4.3.1T. cruzi 25-25°C

Frequéncia de copula

A infeccdo por T. cruzi 25-25°C ndo afetou significativamente a frequéncia de cépula
de pares (Figura 18, para todas as analises em comparacdo ao grupo controle (mcfc): Chi-
quadrado, p>0,05), apesar de que uma pequena reducdo na frequéncia de copula foi observada
(20% néo copularam) com os pares com machos e fémeas infectados (mifi) e com machos

infectados (mifc). No tratamento (mcfi), 100% dos pares copularam.
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Figura 18 — Efeito da infeccéo por T. cruzi 25-25°C sobre a frequéncia de copula (%) de
pares de R. prolixus - Barras cinzas escuras indicam os pares que copularam e barras cinzas
claras indicam pares que ndo copularam. Pares: mcfc, macho controle e fémea controle; mifi,
macho infectado e fémea infectada; mifc, macho infectado e fémea controle e mcfi, macho
controle e fémea infectada. Os nimeros nas barras indicam o numero de pares em cada
tratamento. Para todas as analises em comparacdo ao grupo controle (mcfc), Chi-quadrado,
p>0,05.

Laténcia para o inicio e duracdo da copula

A infeccdo por T. cruzi ndo promoveu diferencas significativas na laténcia para o
inicio da copula dos insetos (mifc, mcfi e mifi) quando comparada a obtida com insetos
controle (mcfc), Em todos os tratamentos, os pares demoraram entre 2,55 e 4,87 min
(mediana) para iniciarem a copula (Tabela 1, para todas as analises em relacdo ao grupo
controle (mcfc): Teste Mann Whitney, p>0,05).

A duracdo da copula, que compreende o periodo em que macho e fémea mantém as

genitalias unidas, variou entre 36 e 48 minutos entre 0os grupos. Entretanto, essa variacdo
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também ndo foi significativamente diferente em nenhum dos tratamentos (Tabela 1, para

todas as anélises em relacdo ao grupo controle (mcfc): Teste Mann Whitney, p>0,05).

Tabela 1 — Efeito da infeccdo por T. cruzi 25-25°C sobre a laténcia para o inicio da
copula e a sua duracdo em pares de R. prolixus.

Par Laténcia para inicio  Duracédo da copula n
min (mediana) min (mediana)

mcfc 4,87 45,58 15

mifc 2,55 42,05 12

mcfi 3,27 36,75 15

mifi 4,35 48,17 12

mcfc: macho controle e fémea controle; mifi: macho infectado e fémea infectada
mifc: macho infectado e fémea controle; mcfi: macho controle e fémea infectada
Para todas as analises em relacdo o controle mcfc, Teste Mann Whitney, p>0,05

4.3.2 T. cruzi 30-25°C

Frequéncia de copula

Entre 10 e 20% dos pares nos quais um dos insetos ou ambos estavam infectados pelo
T. cruzi ndo iniciaram a coOpula durante o periodo de avaliacdo (Figura 19). Entretanto, os
valores ndo diferiram significativamente daqueles apresentados pelos pares controle onde foi
observada uma frequéncia de coOpula de 100% (Figura 19, para todas as analises em

comparacado ao grupo controle (mcfc): Chi-quadrado, p>0,05).
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Figura 19 — Efeito da infec¢do por T. cruzi 30-25°C sobre a frequéncia de copula (%) de
pares de R. prolixus - Barras cinzas escuras indicam os pares que copularam e barras cinzas
claras indicam pares que ndo copularam. Pares: mcfc, macho controle e fémea controle; mifi,
macho infectado e fémea infectada; mifc, macho infectado e fémea controle e mcfi, macho
controle e fémea infectada. Os nimeros nas barras indicam o nimero de pares. Para todas as
analises em comparacao ao grupo controle (mcfc), Chi-quadrado, p>0,05.
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Laténcia para o inicio e duracdo da copula

Da mesma forma que foi observado para os insetos infectados com T. cruzi 25-25°C,
nem a laténcia para o inicio de copula nem a duracdo da mesma foram alterados nos insetos
do grupo T cruzi 30-25°C (Tabela 2, para todas as analises em compara¢do ao grupo controle
(mcfc): Teste Mann Whitney, p>0,05). Os pares demoraram cerca de 3 min para iniciarem a

copula, que teve uma duracdo de aproximadamente 45 min (Tabela 2).

Tabela 2 — Efeito da infeccdo por T. cruzi 30-25°C sobre a laténcia para o inicio da
cépula e a sua duracdo em pares de R. prolixus.

Par Laténcia para inicio Tempo de copula n
min (mediana) min (mediana)

mcfc 3,32 45,18 15

mifc 2,25 41,08 12

mcfi 3,29 41,17 12

mifi 3,32 47,70 13

mcfc: macho controle e fémea controle; mifi: macho infectado e fémea infectada
mifc: macho infectado e fémea controle; mcfi: macho controle e fémea infectada
Para todas as analises em relacdo ao controle mcfc, Teste Mann Whitney, p>0,05

4.3.3 T. rangeli 25-25°C

Frequéncia de copula

Diferentemente do observado para os grupos infectados com T. cruzi, a frequéncia de
copula de pares infectados por T. rangeli, diminuiu. Entretanto, o Unico tratamento que diferiu
significativamente do controle foi aquele onde os insetos de ambos os sexos foram infectados
(mifi) (Figura 20, Chi-quadrado, p=0,01). Enquanto 94,11% dos pares mcfc copularam,
somente 58,82% dos pares mifi realizaram a copula. Dos pares mifi que ndo copularam, dois
padrées foram observados: 1) os individuos ficavam em posicdo de pré-copula, i.e, macho
posicionado lateralmente a fémea, segurando a mesma com suas pernas e a fémea permanecia
imovel, sem tocarem a genitalia do outro 2) macho e fémea ndo se aproximavam. Para 0S
tratamentos mifi e mcfi foram observadas frequéncias de copula de 82,35% (Figura 20, Chi-
quadrado, p>0,05).
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Figura 20 - Efeito da infeccdo por T. rangeli 25-25°C sobre a frequéncia de copula (%)
de pares de R. prolixus - Barras cinzas escuras indicam os pares que copularam e barras
cinzas claras indicam pares que ndo copularam. Pares: mcfc, macho controle e fémea
controle; mifi, macho infectado e fémea infectada; mifc, macho infectado e fémea controle e
mcfi, macho controle e fémea infectada. Os nimeros nas barras indicam o nimero de pares.
Os asteriscos representam diferencas significativas entre o tratamento e o grupo controle
(mcfc), Chi-quadrado, *p<0,05.

Laténcia para o inicio e duracdo da copula

A laténcia para iniciar a copula dos pares infectados por T. rangeli foi prolongado
aproximadamente 4 minutos em relacdo ao do grupo controle (Tabela 3, Teste Mann Whitney,
p=0,007). Nas outras combinagdes (mifc e mcfi), ndo foram observadas diferencas
significativas quando os dados foram comparados aos dos insetos controle (Tabela 3,
Teste Mann Whitney, p>0,05).

A infeccdo também afetou a duracdo da copula dos pares mifi e dos pares mifc. A
duracdo da copula foi reduzida em aproximadamente 7 minutos nesses grupos em relacdo a
observada para insetos do grupo mcfc (Tabela 3, mifi — Teste Mann Whitney, p=0,002, mifc —
Teste Mann Whitney, p=0,02). Entretanto, nos pares em que somente as fémeas foram
infectadas (mcfi) a duracdo da copula ndo apresentou diferencas significativas em comparacéo
a do grupo controle (Tabela 3, Teste Mann Whitney, p>0,05).
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Tabela 3 — Efeito da infeccdo por T. rangeli 25-25°C sobre a laténcia para o inicio da
copula e a sua duracdo em pares de R. prolixus.

Par Laténcia para inicio Tempo de copula N
min (mediana) min (mediana)

mcfc 1,87 45,17 16

mifc 2,54 38,80 * 14

mcfi 1,81 43,23 14

mifi 575 * 38,01 * 10

mcfc: macho controle e fémea controle; mifi: macho infectado e fémea infectada

mifc: macho infectado e fémea controle; mcfi: macho controle e fémea infectada

* indica diferenga significativa em relagcdo ao grupo controle mcfc, Teste Mann Whitney,
p<0,05.

4.4 A infeccdo por tripanosomas na escolha do parceiro para a copula

4.4.17T. cruzi 30-25°C

A infeccdo por T. cruzi 30-25°C ndo afetou significativamente a frequéncia de copula
no experimento anterior (quando cada inseto era colocado com um individuo do sexo oposto
sem opcao de escolha). No entanto, quando um inseto nédo infectado (tanto fémeas quanto
machos) foi colocado com dois individuos do sexo oposto, um controle e um infectado, o0s
resultados mostraram um efeito da infeccdo, ja que houve uma frequéncia significativamente
maior de cépula com individuos controle (Figura 21, Teste binomial, p<0,05). Como pode se
observar na figura 21A, 80% dos machos copularam com fémeas controle (Teste binomial,
p<0,05). Um padréo semelhante foi observado quando fémeas tiveram a opcao de escolher, ja
que 80% delas copularam com machos controle (Figura 21B, Teste binomial, p<0,05).
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Figura 21 — Efeito da infeccéo por T. cruzi 30-25°C sobre a frequéncia de escolha (%) de
parceiro sexual: A) machos — um macho néo infectado escolhe entre: uma fémea controle ou
uma fémea infectada por T. cruzi. B) fémeas — uma fémea nédo infectada escolhe entre: um
macho controle ou um macho infectado por T. cruzi. Os nimeros nas barras indicam o
numero de grupos testados. Barras verdes indicam a frequéncia de escolha de insetos controle
e as vermelhas a de insetos infectados (Para ambas as analises, Teste binomial, *p<0,05).

4.4.2 T. rangeli 25-25°C

Para os insetos infectados com T. rangeli, a infec¢do havia alterado a frequéncia de
copula de pares na auséncia de op¢do de escolha de parceiro (ensaio anterior). Neste
experimento, onde adultos ndo infectados podiam escolher o parceiro para a cépula, a
influéncia da infeccéo pelo T. rangeli foi ainda mais evidente. A figura 22 mostra que tanto 0s
machos (22A) quanto as fémeas (22B) mostraram uma frequéncia de cdépula
significativamente maior com parceiros controle (Figura 22 A e B, Teste binomial, p<0,05 em
ambos os casos). Particularmente, 80% dos machos escolheram fémeas controle, enquanto

90% das fémeas escolheram machos controle.
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Figura 22 — Efeito da infeccdo por T. rangeli 25-25°C sobre a frequéncia de escolha (%6)
de parceiro sexual: A) machos — um macho néo infectado escolhe entre: uma fémea controle
ou uma fémea infectada por T. rangeli. B) fémeas — uma fémea ndo infectada escolhe entre:
um macho controle ou um macho infectado por T. rangeli. Os nimeros nas barras indicam o
namero de grupos testados. Barras verdes indicam a frequéncia de escolha de insetos controle
e as vermelhas a de insetos infectados (Para ambas as analises, Teste binomial, *p<0,05).
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4.5 A infeccdo por tripanosomas sobre a frequéncia do inicio do voo em R. prolixus

45.1T. cruzi 30-25°C

Em geral, a frequéncia de inicio de voo dos adultos, considerando os dados de fémeas
e machos em conjunto, foi afetada pela infeccdo por T. cruzi 30-25°C. A frequéncia foi menor
para os insetos infectados (22,68%) em comparagdo a dos insetos do grupo controle (39%)
(Figura 23A, Chi-quadrado, p=0,02).

A frequéncia de inicio de voo nas fémeas também foi afetada pela infeccdo por
T. cruzi em 30-25°C. Fémeas infectadas voaram significativamente menos (12%) do que as
fémeas do grupo controle (32%) (Figura 23B, Chi-quadrado, p=0,01). Apesar de ser notada
uma pequena queda na frequéncia de inicio de voo dos machos infectados (40%) em relacdo
aos dos machos controle (46%), essa diferenca ndo foi significativa (Figura 23B, Chi-

quadrado, p>0,05).
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Figura 23 — Efeito da infeccdo por T. cruzi 30-25°C sobre a frequéncia de voo (%) de R.
prolixus: A) adultos (machos e fémeas somados) B) machos e fémeas (separadamente) -
mc: machos controle; mi machos infectados; fc: fémeas controle; fi: fémeas infectadas. Barras
verdes representam a porcentagem de insetos que sairam da arena circular mediante o voo e as
vermelhas representam a dos insetos que ndo sairam da arena. Os nimeros nas barras indicam
0 numero total de insetos em cada tratamento. Asteriscos indicam diferencas significativas
entre os tratamentos, Chi-quadrado, *p<0,05.

Além da frequéncia de inicio de voo ter sido afetada pela infeccdo por T. cruzi, a razéo
entre fracasso (tentativas de voo cujos insetos caem novamente no interior da arena) e sucesso
(voos que alcancam o exterior da arena) foi 3,36 vezes maior para 0s insetos infectados em
comparagdo aos insetos controle (Figura 24A). A figura 24B mostra que, tanto para os
machos quanto para as fémeas, as razdes também foram maiores com a infec¢do. A razéo

entre fracassos e sucessos foi 2,26 vezes maior para os machos infectados em comparagéo
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com os do grupo controle, enquanto nas fémeas infectadas essa razdo foi ainda maior,

8,15 vezes em comparacgdo as fémeas controle.
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Figura — 24 — Raz&o de fracasso/sucesso de R. prolixus infectados por T. cruzi 30-25°C:
A) adultos (machos e fémeas somados) B) machos e fémeas (separadamente) - mc:
machos controle; mi machos infectados; fc: fémeas controle; fi: fémeas infectadas. Barras
verdes representam os dados de insetos controle e as vermelhas representam os de insetos
infectados.

4.5.2 T. rangeli 25-25°C

De maneira semelhante ao observado apds infeccdo por T. cruzi, a infeccdo por
T. rangeli também reduziu a frequéncia de inicio de voo de R. prolixus, sendo de 25,55% para
0s insetos infectados em comparagdo a 43,75% dos insetos controle (Figura 25A, Chi-
quadrado, p=0,005).

No entanto, diferentemente do observado para insetos infectados por T. cruzi, a
infecgdo por T. rangeli (Figura 25B) além de afetar marginalmente a frequéncia de inicio de
voo de fémeas (Chi- quadrado, p=0,04), também afetou a frequéncia de inicio de voo nos
machos (Chi-quadrado, p=0,02). Enquanto 35% das fémeas controle iniciaram 0 voo, apenas
20% das fémeas infectadas voaram. Nos machos, a frequéncia de inicio de voo foi de 52%

para os insetos do grupo controle e somente 32% para 0os machos infectados.
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Figura 25 — Efeito da infeccdo por T. rangeli 25-25°C sobre a frequéncia de voo (%) de
R. prolixus: A) adultos (machos e fémeas somados) B) machos e fémeas (separadamente)
- mc: machos controle; mi machos infectados; fc: fémeas controle; fi: fémeas infectadas.
Barras verdes representam a porcentagem de insetos que sairam da arena circular mediante o
voo e as vermelhas representam a dos insetos que ndo sairam da arena. Os nimeros nas barras
indicam o numero total de insetos em cada tratamento. Asteriscos indicam diferencas
significativas entre os tratamentos, Chi-quadrado, *p<0,05.

A figura 26A demonstra que a razéo entre fracasso e sucesso do inicio de voo foi ainda
mais evidente nos insetos infectados por T. rangeli (7,95 vezes maior em comparacao a de
insetos controle). Os machos infectados apresentaram 7,35 vezes mais fracassos do que 0s
machos do grupo controle, enquanto as fémeas infectadas apresentaram 8,8 vezes mais

fracassos que as controle (Figura 26B).
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Figura - 26 — Razdo de fracasso/sucesso de R. prolixus infectados por T. rangeli 25-25°C:
A) adultos (machos e fémeas somados) B) machos e fémeas (separadamente) - mc:
machos controle; mi machos infectados; fc: fémeas controle; fi: fémeas infectadas. Barras
verdes representam os dados de insetos controle e as vermelhas representam os de insetos
infectados.
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5 DISCUSSAO

Os parasitos podem induzir uma série de alteracbes comportamentais e fisiologicas
sobre os seus hospedeiros (Hurd 2003; Matthews 2011). Diversos estudos mostraram efeitos
negativos de microrganismos em varios modelos de insetos vetores: Plasmodium spp. vs
mosquitos dos géneros Anopheles e Aedes (Ferguson & Read 2002; Araujo et al 2011),
Dengue virus vs mosquitos Aedes (Grimstad et al 1980; Lima-Camara et al 2011),
Leishmania spp. vs flebotomineos (Schlein et al 1992; Rogers & Bates 2007) e Trypanosoma
spp. vs triatomineos (Grewal 1957; Botto-Mahan et al 2006). A maioria desses autores tem
avaliado parametros tais como capacidade de alimentacdo sanguinea, duracdo do
desenvolvimento, longevidade de adultos, desempenho no acasalamento, fecundidade e
fertilidade com o propoésito de medir o impacto da infeccdo por patdgenos. No caso dos
triatomineos, enquanto T. rangeli foi apontado como um agente patogénico (Grewal 1957;
Afiez 1984; Eichler & Schaub 2002), T. cruzi tem sido considerado fundamentalmente nédo
patogénico para esses insetos (Zeledon et al 1970; Schaub 1988a,b; Eichler & Schaub 2002).
Adicionalmente, os estudos com T. rangeli infectando insetos do complexo R. prolixus
somente avaliaram aspectos de morfologia, desenvolvimento e sobrevivéncia, sem determinar
potenciais consequéncias da infeccdo sobre a reproducao desses insetos.

A fecundidade e a fertilidade de vetores infectados por patdgenos sdo parametros
relevantes a serem investigados, pois refletem o valor reprodutivo dos insetos. EXxistem
evidéncias que mostram que esses parametros podem ser afetados quando triatomineos e
mosquitos estdo infectados por patdgenos (Lima et al 1992; Sylvestre et al 2013). Sendo
assim, o presente estudo objetivou avaliar se a infeccdo por tripanosomas afeta o tempo
necessario para a primeira postura das fémeas, a fecundidade e fertilidade de adultos de
R. prolixus. Inicialmente, os efeitos das infecgdes de cada um dos parasitos foram estudados
em 25°C, temperatura habitualmente escolhida por insetos dessa  espécie
(Schilman & Lazzari 2004). Adicionalmente, no caso de T. cruzi, foi proposto avaliar a
potencial relacdo da carga parasitaria dos insetos com os efeitos da infeccdo sobre a
reproducdo. Assim, um experimento também foi realizado com insetos criados a 30°C, ja que
sabe-se que nessa temperatura a parasitemia por T. cruzi € significativamente maior
(Rodrigues 2013). Os resultados obtidos mostraram que as infeccBes por esses protozoarios
podem acarretar custos reprodutivos para adultos de R. prolixus, consequéncias que

provavelmente irdo afetar o fitness desses insetos. Na infeccdo por T. cruzi, os efeitos
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negativos parecem ser o resultado de uma interagdo inicial entre a infec¢do e a temperatura
ambiental que gerou como consequéncia uma varia¢do da carga parasitaria dos insetos na sua
chegada na fase adulta. Em decorréncia disso, o desempenho reprodutivo foi o resultado final
de uma interacdo entre a carga parasitaria e a idade dos insetos adultos. Na infeccdo por
T. rangeli foi evidenciado que os efeitos negativos sdao também dependentes da idade dos
insetos adultos.

O primeiro aspecto avaliado na presente tese foi o potencial impacto da infec¢do por
tripanosomas sobre 0 tempo necessario para a primeira postura das fémeas de R. prolixus.
Os resultados demonstraram que independentemente da temperatura de criacdo dos insetos, a
infeccdo por T. cruzi ndo afeta esse parametro. Oliveira et al (2010) reportaram resultados
semelhantes em T. brasiliensis infectados por T. cruzi. A infecgdo por T. rangeli, no entanto,
gerou um atraso no inicio de oviposicao de fémeas, sugerindo um custo em termos da duragédo
da sua vida reprodutiva.

Um resultado inesperado foi o aumento observado na taxa de converséo de sangue
ingerido em ovos (valor E) diante da infeccdo por T. cruzi em insetos criados a 25°C.
Cabe salientar que esse efeito foi limitado, sendo significativo somente durante o segundo
ciclo reprodutivo avaliado. Além disso, a taxa de eclosdo dos ovos postos pelos mesmos
insetos foi significativamente maior do que a de ovos postos por insetos controle. Entretanto,
a mesma ndo foi afetada pela idade dos insetos adultos. No momento, apenas podemos
especular sobre as causas desse fendmeno, que apresenta um perfil de reacdo semelhante a
hormese, descrita para insetos expostos a doses subletais de pesticidas (ver revisao
Guedes & Cutler 2013). Brevemente, este fenbmeno é caracterizado por uma reversdo da
resposta diante de um fator gerador de estresse observado entre baixas e altas doses do
mesmo. Esse é um tdpico interessante para ser futuramente investigado, especialmente dada a
possibilidade dos efeitos da infec¢do serem dependentes do ambiente, podendo ainda se tornar
levemente benéficos em determinadas situacdes.

Os efeitos negativos observados para os insetos infectados com T. cruzi e criados
a 30°C possivelmente foram decorrentes de uma maior carga parasitaria. De fato, 0s insetos
expostos a esse tratamento apresentaram diminuicdes significativas nas suas taxas de
conversdo de sangue em ovos e de eclosdo dos mesmos. O fato de que a diminui¢do dessas
variaveis foi observada apenas no primeiro ciclo reprodutivo sugere que os efeitos negativos
foram promovidos por uma maior populacdo de parasitos na temperatura de criagdo mais alta.
Assim, o crescimento do nimero de parasitos pode ter afetado a disponibilidade de nutrientes

para a reproducdo dos insetos. Apds a muda imaginal, os insetos foram transferidos para 25°C
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a fim de se evitar a promoc¢éo de uma reducao dos recursos nutricionais devida a um aumento
da taxa metabdlica em altas temperaturas. Nos ciclos seguintes, a combina¢cdo de uma menor
temperatura ambiente (com a consequente diminuicdo da taxa de crescimento dos parasitos) e
da exposicdo dos insetos ao jejum entre ciclos (com a consequente diminui¢do dos nutrientes
disponiveis) podem ter promovido uma diminuicdo na quantidade de parasitos.
Rodrigues (2013), ao estudar R. prolixus infectado com a cepa CL apds 15 dias de infeccéo,
encontrou uma maior quantificacdo de T. cruzi no intestino médio posterior, em temperaturas
mais altas (27 e 30°C) em relacdo as mais baixas (21 e 24°C) tanto através de camara de
Neubauer quanto por gPCR. Assim, € possivel sugerir que nos ciclos subsequentes a
capacidade reprodutiva dos insetos ndo foi afetada devido a uma queda na populacdo de
T. cruzi presente no seu intestino posterior. No entanto, apesar de que durante os dois Ultimos
ciclos ovarianos estudados os insetos infectados mantiveram parametros de fecundidade
semelhantes aos dos ndo infectados, a qualidade dos ovos produzidos pelos dltimos, i.e. sua
taxa de eclosédo, foi diminuida. Adicionalmente, esse pardmetro reprodutivo foi afetado pela
idade dos insetos, ja que a proporcdo de embrides viaveis diminuiu a medida que os adultos se
tornaram mais velhos.

Nossos resultados parecem indicar que a infec¢do por T. cruzi traz efeitos negativos
para seus hospedeiros invertebrados dependendo, em parte, das condigdes ambientais. Efeitos
potenciais da infeccdo por este parasito no fitness de triatomineos foram previamente
estudados em P. megistus e T. brasiliensis, ambos criados em altas temperaturas
(Lima et al 1992; Oliveira et al 2010). No primeiro estudo, fémeas de P. megistus infectadas
com T. cruzi e mantidas a 30°C mostraram uma reducéo significativa da sua fecundidade
(Lima et al 1992). Interessantemente, um resultado semelhante n&o foi observado com fémeas
infectadas de T. brasiliensis (Oliveira et al 2010) criadas a 29°C. Estas diferencas marcantes
poderiam ser o resultado da interacdo entre insetos, parasitos e temperatura, como observado
no nosso estudo. Rodrigues (2013) demonstrou que populagdes de epimastigotas de cultura de
T. cruzi mantidas a 30°C duplicam em numero em relacdo aquelas mantidas em 27°C,
determinando que o crescimento dos parasitos em cultura é diretamente relacionado com a
temperatura. Baseado nisso, em situacGes sem restricdes nutricionais 0s parasitos poderiam
alcangar populagdes massivas nos triatomineos. Assim, 0s insetos perderiam uma expressiva
proporcao das suas reservas nutricionais devido ao crescimento dos parasitos e as respostas
imunoldgicas desencadeadas (Dettloff et al 2001; Cheon et al 2008). As altas parasitemias
associadas a temperaturas elevadas podem ter sido mais criticas para P. megistus, cujos

individuos preferem temperaturas mais baixas (Pires et al. 2002). Este ndo seria o caso de
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T. brasiliensis que prefere temperaturas relativamente altas (ca. 30°C, Guarneri et al 2003)
caracteristicas dos abrigos onde esses insetos buscam protecdo durante o dia na caatinga do
Nordeste do Brasil (Lorenzo et al 2000).

Uma vez que T. rangeli pode atravessar o epitelio intestinal e continuar seu
desenvolvimento na hemocele e nas glandulas salivares, a infeccdo por esse parasito pode
resultar em populagdes massivas de parasitos, tanto no intestino, quanto na hemolinfa do
vetor (D° Alessandro 1976). Isso pode promover uma relevante exploragdo dos recursos
nutricionais do hospedeiro invertebrado e certamente impactar a sua fecundidade e fertilidade.
De fato, os efeitos da infeccdo por T. rangeli foram mais evidentes, uma vez que além do
atraso no intervalo pré-oviposi¢do mencionado, as fémeas infectadas por esse parasito tiveram
uma baixa fecundidade (queda do seu valor E) e fertilidade. Adicionalmente, e de maneira
semelhante ao observado apds infeccdo por T. cruzi, estes efeitos aumentaram com a idade
dos insetos. A patogenicidade de T. rangeli para triatomineos parece variar de acordo com a
cepa do parasito e as metodologias experimentais utilizadas (Vallejo et al 1986;
Rodrigues 2013). Contudo, efeitos negativos da infeccdo por T. rangeli na performance
reprodutiva de triatomineos ndo tinham sido estudados até o presente momento. Nesse
sentido, nossos resultados demonstraram um efeito negativo de T. rangeli, desconhecido até o
presente, que afeta pardmetros criticos para o sucesso reprodutivo do seu inseto vetor.

Os embriGes dos insetos necessitam de uma rica reserva energética durante seu
desenvolvimento que é estocada dentro do ovo, mais precisamente no vitelo. Os nutrientes do
vitelo devem suprir todas as necessidades do embrido até a eclosdo do ovo e seus primeiros
dias de vida (Valle 1993; Atella et al 2005). Em organismos desafiados imunologicamente
pode ocorrer realocacdo de recursos energéticos que previamente seriam destinados para
reproducdo (Stahlschmidt et al 2013). Por meio de observacdo direta, verificamos que 0s ovos
de pares infectados por T. cruzi (30-25°C) ou T. rangeli frequentemente apresentavam
deformacdes e/ou aparentavam ser menores em comparagédo aos de casais ndo infectados. Por
esse motivo, nés avaliamos se a qualidade dos ovos produzidos por insetos infectados e a
sobrevivéncia das correspondentes ninfas recém-eclodidas poderiam ser diminuidas. Diante
disso, o0 peso, comprimento e largura dos ovos postos foram os primeiros parametros
avaliados. Os ovos postos apresentaram uma diminuicdo nesses parametros, tanto nas
infeccdes por T. cruzi, quanto por T. rangeli. Stahlschmidt e colaboradores (2013) mostraram,
em organismos muito distintos, Gryllus texensis Cade & Otte, 2000 que quando esses sdo
desafiados imunologicamente com a bactéria Serratia marcescens, e sob diferentes regimes

alimentares (alimentacdo ad libitum vs. alimentacéo intermitente), ndo apresentam diferencas
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na area dos ovos quando comparados aos grilos ndo desafiados, independentemente do regime
alimentar.

Uma vez demonstrado que a infeccdo crénica promove uma diminui¢do no tamanho
dos ovos postos, decidimos testar se a infeccdo também afetava o contetdo proteico dos
mesmos. As infecgbes por T. cruzi (30-25°C) e T. rangeli induziram reducgdes significativas
na quantidade total de proteinas presente nos ovos. Stahlschmidt et al (2013) também
encontraram reducgdes nesse parametro estudando grilos infectados com S. marcescens.
Adicionalmente, foi demonstrado que nos ovarios de mosquitos Anopheles stephensi Liston,
1901 infectados por Plasmodium yoelii nigeriensis ocorre uma reducdo no contetdo total de
proteinas (Hogg et al 1997), sugerindo que o parasito possa afetar a vitelogénese do vetor.
Quantitativamente, as proteinas sdo consideradas os principais constituintes dos ovos. Além
do seu papel estrutural, as proteinas funcionam como enzimas, sdo utilizadas para o transporte
e estocagem de nutrientes, funcionam como receptoras e também podem ser utilizadas como
fonte de energia (Chapman 2013). Por esse motivo, em individuos infectados a oogénese pode
ser afetada, j& que € provavel que parte dessas moléculas obtidas pelo hospedeiro seja
utilizada pelo parasito (Hurd 2001). Além de proteinas, os ovos contém lipideos, acUcares e
uma série de outros componentes nutricionais (Atella et al 2005). Todas essas substancias,
apos a fertilizacdo, vdo sendo utilizadas gradualmente de acordo com a necessidade do
embrido (Atella et al 2005). Nossos resultados sugerem que a menor producao de ovos e a sua
menor qualidade sdo um reflexo direto da exploracdo de recursos pelas populacdes de
parasitos presentes no intestino e na hemocele (no caso de T. rangeli) dos insetos.

A infeccdo por cada uma das duas espécies de tripanosomas afetou a producdo, a
qualidade e a viabilidade dos ovos postos por R. prolixus, mas ndo o tempo de incubacdo e a
resisténcia das ninfas ao jejum. A auséncia de efeitos da infeccdo sobre as ninfas de primeiro
estadio parece indicar que se trata de um processo do tipo tudo ou nada, que faz com que uma
vez que o desenvolvimento do embrido seja finalizado, a viabilidade do mesmo néo seja mais
sensivel as consequéncias da infeccdo parental. De maneira semelhante,
Stahlschmidt et al (2013) ndo encontraram diferencas no tempo de incubacdo de ovos de
grilos desafiados por bactérias, nem na resisténcia das ninfas ao jejum. Para uma afirmacéo
mais precisa de que os efeitos das infec¢bes estariam restritos apenas ao desenvolvimento
embrionario seriam necessarios ensaios adicionais para avaliar possiveis custos que poderiam,
por exemplo, acarretar dificuldades na ecdise ou na habilidade de obter um repasto sanguineo.

Como mencionado acima, a perda de recursos nutricionais devido a infeccdo por

patogenos pode acarretar um custo em termos reprodutivos devido a falta de um conjunto de
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substancias necessarias para a producdo de ovos, que no caso dos insetos infectados é
utilizado pelas populagdes de parasitos no seu desenvolvimento. Outra hipdtese a ser
considerada, e que poderia ocorrer independente ou paralelamente a anterior, propde que 0s
insetos infectados utilizariam parte dos seus recursos energéticos na manutencdo da sua
resposta imunoldgica, fato que acarretaria custos energéticos adicionais. A fenoloxidase, por
exemplo, importante enzima na resposta imune dos invertebrados, é capaz de acarretar danos
oxidativos em tecidos internos ou diminuir a funcionalidade de enzimas envolvidas na
reproducdo (Sadd & Siva-Jothy 2006; Gonzalez-Santoyo & Cordoba-Aguilar 2012).
A existéncia de um balango energético entre reproducdo e imunidade ja foi demonstrada em
alguns organismos, tanto vertebrados (French et al 2007) quanto invertebrados
(Adamo et al 2001; Stahlschmidt et al 2013). Nossos resultados suportam a hipétese de uma
compensacao obrigatoria entre reproducdo e imunidade, uma vez que o trade-off entre esses
dois fatores seria independente da disponibilidade de recursos alimentares
(Stahlschmidt et al 2013). Por outro lado, a compensacgéo facultativa ocorre quando a relacéo
entre reproducdo e imunidade é dependente da quantidade de alimento disponivel, o que
parece ndo acontecer no nosso estudo em que 0s insetos tiveram acesso a alimento ad libitum.

O sucesso reprodutivo é diretamente relacionado ao sucesso adaptativo dos insetos.
O reconhecimento e encontro do parceiro sexual, e 0 subsequente acasalamento, sdo
elementos indispensaveis para esse fim. Vitta (2009) e Pontes (2010) estudaram,
respectivamente, o comportamento sexual de T. brasiliensis e R. prolixus, duas espécies
importantes do ponto de vista epidemiolégico. Essas autoras descreveram detalhadamente
diversos aspectos do comportamento de triatomineos relacionados com o contexto sexual tais
como a atividade locomotora de adultos, a origem e funcéo dos sinais que promovem o inicio
de voo de machos, a sua orientacdo durante a locomocdo a pistas quimicas emitidas por
fémeas e sua agregacdo em torno de casais em cOpula. Apesar disso, ndo existem estudos que
abordem possiveis efeitos da infeccdo por tripanosomas sobre estes e outros aspectos do
comportamento sexual. O presente estudo representa o primeiro trabalho a avaliar o efeito dos
tripanosomas no comportamento reprodutivo de triatomineos. De modo geral, nossos
resultados indicam que a infeccdo por tripanosomas afeta as interaces sexuais de R. prolixus.

Nos ensaios sem escolha, a frequéncia, o tempo para o inicio e a duragdo da copula
foram alterados em insetos infectados por T. rangeli, ndo tendo sido observados efeitos
significativos de T. cruzi sobre esses parametros. Além disso, a frequéncia de cépula somente
foi reduzida quando ambos o macho e a fémea estavam infectados com T. rangeli.

A diminuicdo na frequéncia de cépula observada nesses insetos poderia explicar, a0 menos
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em parte, a diminuicdo da fecundidade e fertilidade também observada para 0s casais
infectados. De fato, tem sido demonstrado que uma maior frequéncia de copula promove um
aumento da fecundidade em triatomineos (Brasileiro 1982; Asin et al 1992; Daflon-
Teixeiraet al 2009). Sugere-se que a pior performance reprodutiva observada nos
triatomineos infectados também pode ter sido decorrente de uma diminuicdo dos recursos
nutricionais devida a sua utilizacdo pelos parasitos e a manutencao de resposta imunoldgica
do inseto (Dettloff et al 2001; Cheon et al 2008; Ardia et al 2012). De maneira geral, 0s custos
da reproducdo animal incluem os gastos energéticos com a producdo de ovos e a copula
(Fowler & Partridge 1989; Chapman et al 1995; Yanagi & Miyatake 2003).

Foram observados que muitos dos casais infectados por T. rangeli permaneceram na
arena experimental sem interagir fisicamente. Tal fato sugere que esses insetos ndo estariam
receptivos para a copula. Como mencionado anteriormente, uma vez na hemolinfa T. rangeli
pode ser encontrado em todo o corpo do inseto afetando diferentes parametros fisioldgicos
(Grewal 1957; Tobie 1970; Afiez 1984). A sua presenca poderia também causar alteragcdes na
producdo, emissdo ou deteccdo de feromdénios nos individuos infectados. Dessa forma, um
conhecimento mais detalhado seria necessario para avaliar se existem alteracdes nestes
processos, assim como estudar se hd uma regulacdo de genes envolvidos no controle do
comportamento sexual de triatomineos induzida pela infeccdo por estes parasitos. O tempo
para o inicio da copula foi trés vezes mais prolongado ap6s infeccdo por T. rangeli. Esses
resultados demonstram que a infeccdo por T. rangeli afeta negativamente as fases de pré-
copula do comportamento sexual de R. prolixus, sugerindo que sinais sexuais fundamentais na
concrecdo da copula (Pontes et al. 2008) pode estar alterados nos insetos infectados.
Coincidentemente, a duracdo da cépula foi reduzida em cerca de 7 minutos em pares com 0
macho ou com os dois insetos infectados. Uma vez que a duracdo da cépula pode ser um
indicador do investimento do macho em ejaculacdo (Friberg 2006; Nandy et al 2012), uma
reducdo desse pardmetro poderia implicar que a transferéncia de espermatozoides para a
fémea foi diminuida, afetando consequentemente, o fithess de machos infectados.
Tal possibilidade devera ser avaliada em experimentos futuros.

Para que a copula aconteca, 0 macho deve posicionar corretamente sua genitalia,
lateralizando seu corpo em relacdo ao corpo da fémea e unindo o edeago com a genitalia
feminina (Manrique & Lazzari 1994; Manrique & Schilman 2000; Pires et al 2004;
Vitta & Lorenzo 2009). A possibilidade da ocorréncia de uma alteracdo anatémica das
genitélias em consequéncia da infec¢do, em um ou ambos os sexos, poderia prejudicar ou

mesmo impedir o acasalamento. Por meio de observacao direta durante os experimentos com
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R. prolixus infectados por T. rangeli, foi verificado que alguns dos pares que nao copulavam
ficavam em posicionamento de coOpula (i.e. machos lateralizados, genitdlias proximas e em
posicionamento pré-copula), mas as genitalias ndo se tocavam. Uma vez que a infec¢do por
T. rangeli promove diversas alteraces morfoldgicas nos insetos infectados (Grewal 1957;
Watkins 1971), seria pertinente avaliar se a infeccdo afeta a anatomia dos érgédos genitais.
Segundo Tomalak et al (1984), a infeccdo pelos nematoides Parasitaphelenchus papillatus
Fuchs, 1937 e Parasitorhabditis piniperdae (Fuchs, 1937) acarreta danos estruturais nas
genitalias do besouro Tomicus piniperda (Linnaeus, 1758). Adicionalmente,
lanora et al (1987) demonstraram que os efeitos da infeccdo por dinoflagelados dos géneros
Atelodnium e BlastodInium nos hospedeiros copépodos Paracalanus parvus (Claus, 1863) séo
ainda mais severos, pois 0s parasitos causam a sua castracéo.

Infecgbes por parasitos tém efeitos amplamente reconhecidos na cépula de insetos
(Pai & Yan 2003; Polak et al 2007; Khan & Prasad 2013). No nosso estudo, mesmo com as
significativas reducfes da frequéncia de cépula nos insetos infectados por T. rangeli, uma
proporcao relevante dos pares infectados copulou. Maior ainda foi a proporcdo de copulas
observadas em pares infectados por T. cruzi, que atingiu valores semelhantes aos observados
com pares ndo infectados. Entretanto, nestes ensaios 0s insetos ndo tiveram opcao de escolher
parceiro, uma vez que apenas um macho e uma fémea foram liberados na arena. Sabendo-se
que os triatomineos vivem agrupados em pequenas colbnias em reflgios protegidos
(Wigglesworth 1950) e que machos de triatomineos agregam ao redor de pares em cépula
(Baldwin et al 1971; Manrique & Lazzari 1995; Pontes & Lorenzo 2012), 0 nosso proximo
passo foi avaliar se a infeccdo de um potencial parceiro sexual afetava a escolha de insetos
ndo infectados. Surpreendentemente, diante da escolha, tanto fémeas quanto machos nao
infectados preferiram copular com parceiros livres da infeccdo por T. cruzi e T. rangeli. Se o
custo da copula ¢ alto para os machos e a variacdo da qualidade das fémeas é consideravel na
populacdo, espera-se que a cOpula com fémeas que apresentem sinais que indiquem um
melhor valor adaptativo seja priorizada. Diversos trabalhos avaliaram a variagdo da escolha
relacionada a idade, ao estado fisiologico e a fecundidade em insetos (Pitafi et al 1995;
Katvala & Kaitala 2001; Nandy et al 2012). Em algumas espécies, por exemplo, 0s machos
transferem maior quantidade de esperma quando encontram fémeas maiores
(Gage & Bernard 1996; Lupold et al 2011). De maneira semelhante ao observado no nosso
estudo, machos de D. melanogaster copulam preferencialmente com fémeas ndo infectadas
por S. marcescens (Khan & Prasad 2013). Vale ressaltar que esse patdgeno diminui o

potencial reprodutivo das moscas. No entanto, apesar de escolhas de parceiros sexuais num
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contexto de infecdo por patdgenos terem sido descritas (Khan & Prasad 2013; o presente
estudo), essas parecem ser raras nos insetos ja que na maioria dos casos ndo se observa
discriminacdo de parceiros em fungdo da infeccdo (Pai & Yan 2003; Lietze et al 2007;
Rosengaus et al 2011; Maniania et al 2013).

O fato de que individuos ndo infectados parecem detectar a infeccdo dos coespecificos
sugere a existéncia de alteracbes nos mecanismos que regulam o processo de reconhecimento
de parceiro sexual. Independentemente do processo que promove estas alteragdes, entretanto,
a consequéncia disso seria a diminuicéo do fitness de insetos infectados que tenderiam a nédo
copular e sendo assim, a ndo se reproduzir. A auséncia de cépula poderia ser, no entanto,
benéfica para os parasitos. Uma vez que tanto T. cruzi quanto T. rangeli ndo s&o transmitidos
verticalmente, qualquer gasto com reproducdo do hospedeiro seria potencialmente negativo
para 0 seu crescimento. Além disso, diversos trabalhos mostram uma relacdo direta entre
reproducdo e diminuicdo da longevidade em insetos (Stearns 1989; Partridge et al 1999;
Vézilier et al 2012; ver revisdo De Loof 2011). No caso de triatomineos infectados por
tripanosomas um aumento da longevidade promovido por uma reducdo na reproducéo poderia
aumentar a probabilidade de transmissao dos parasitos.

Na maioria dos insetos, o encontro e reconhecimento do parceiro sexual sdo mediados
por feromdnios que podem ser produzidos por individuos de um ou ambos 0s sexos
(Gulan & Cranston 2008). A presenca dos parasitos poderia afetar funcBes criticas como a
producdo, emissdo e/ou recepc¢do de feroménios. Com isso, individuos infectados ndo seriam
capazes de atrair parceiros tdo eficientemente como aqueles sem infec¢do. Sabe-se que o0s
feromonios sexuais podem desencadear reagdes comportamentais no sexo oposto a curtas e
longas distancias (Shorey 1973) e que a producdo, liberacéo e recepcdo dos feromonios séo
dependentes da idade, estado fisiolégico e fatores ambientais (McNeil 1991;
Gullan & Cranston 2008). Os estudos em feroménios sexuais de triatomineos avangaram nas
ultimas décadas (Baldwin et al 1971; Manrique & Lazzari 1995; Manrique et al 2006;
Ponteset al 2008, Vitta 2009; Zacharias et al 2010; Pontes & Lorenzo 2012;
Pontes et al 2013; May-Concha et al 2013). Baldwin et al (1971) em R. prolixus e Manrique
& Lazzari (1995) em T. infestans mostraram que casais em cdpula emitem volateis que
promovem a agregacdo de machos. Posteriormente foi identificado que as glandulas
metasternais das fémeas séo a fonte dos feromdnios sexuais e que os odores emitidos por
essas glandulas induzem a saida dos abrigos e o inicio de voo dos machos

(Crespo & Manrique 2007; Pontes 2010; Zacharias et al 2010). Dessa forma, cabe avaliar se a
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infeccdo interfere na producdo de feroménios, promovendo as alteracdes observadas na
frequéncia de cépula com individuos infectados.

Outros tipos de sinais quimicos tais como os feromoénios de contato existentes na
cuticula dos insetos podem mediar a copula (Howard & Blomquist 2005). Hidrocarbonetos,
alcoois ou ésteres de acidos graxos sao alguns exemplos. Os hidrocarbonetos cuticulares
podem mediar a agregacdo e o reconhecimento de individuos do sexo oposto e parecem
desempenhar um papel importante na copula. A utilizacdo desses mecanismos semelhantes ja
foi demonstrada em diversas espécies de insetos (Schal et al 1990; Ferveur et al 1996;
Barbour et al 2007). Para os triatomineos foi observado que substancias quimicas emitidas
pelas fémeas sdo necessarias para disparar as tentativas de copula dos machos (Cocchiararo-
Bastias et al 2011). Sendo assim, alteracdes dos sinais quimicos existentes na cuticula de
triatomineos poderiam ser outra via de deteccdo de parceiro sexual potencialmente interferida
pela infeccdo e tal possibilidade devera ser avaliada em estudos futuros. Como pode ser visto,
diversas hipdteses concorrem para explicar efeitos da infeccdo por tripanosomas sobre o
comportamento sexual dos triatomineos, tais como a diminuicdo da frequéncia de cépula e a
escolha de parceiros livres de infec¢do. Os resultados aqui descritos abrem um leque de
possibilidades de estudos que deverdo ser avaliados no futuro.

Aspectos relacionados a locomocao e dispersao de insetos infectados podem fornecer
informagdes relevantes para compreender a dindmica de transmissdo de doengas e sua
dispersdo em escala local. O voo é um dos mecanismos de dispersdo utilizados pelos
triatomineos para a busca de hospedeiros, sendo que ja foi mostrado, por exemplo, que a
frequéncia de voo aumenta com o jejum (Lehane et al 1992; McEwen & Lehane 1993).
Dessa maneira, 0 voo acaba mediando a colonizacdo de novos habitats, incluindo os
ambientes domesticos (Lehane & Schofield 1976; Vazquez-Prokopec et al. 2004,
Ceballos et al 2005). Recentemente, um novo aspecto da biologia dos triatomineos
relacionado com a sua dispersdo foi descoberto, evidenciando que machos de pelo menos
duas espécies dessa subfamilia iniciam o voo em resposta a odores emitidos pelas fémeas
(Vitta, 2009; Zacharias et al, 2010). Assim, 0s processos de colonizacdo de novos ambientes
se veriam acelerados pelo fato da chegada de parceiros sexuais em busca de fémeas
colonizadoras, ja que estas dependem do acesso frequente a espermatozoides para
desenvolver uma reproducdo mais eficiente (Brasileiro 1982; Asin et al 1992; Daflon-
Teixeira et al 2009). Diante da relevancia do voo para os insetos deste grupo, o Ultimo
pardmetro aqui avaliado foi a frequéncia de inicio de voo de R. prolixus diante da infec¢éo por

tripanosomas.
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No presente estudo foi demonstrado que, de maneira geral, as infecgdes por T. cruzi e
T. rangeli afetam negativamente a frequéncia de inicio de voo em R. prolixus.
Independentemente do sexo, 0s insetos sem infeccdo iniciaram o voo mais frequentemente do
que aqueles infectados pelos tripanosomas. A frequéncia dessa atividade foi diminuida
significativamente em machos e fémeas infectados por T. rangeli. Adicionalmente, a infeccdo
por T. cruzi diminuiu significativamente a frequéncia de inicio de voo de fémeas, mostrando
uma sutil reducdo dessa atividade nos machos. De acordo com os dados da literatura, a
propocao de insetos que voam na auséncia de estimulos a cada noite ¢ alta, ficando em torno
de 40% (Minoli & Lazzari 2006; Zacharias et al 2010). Coincidentemente, a proporcéo de
insetos dos grupos controle que voaram no presente estudo foi semelhante. A significativa
reducdo das tentativas de voo nos insetos infectados poderia ser um reflexo da queda dos
recursos nutricionais proposta anteriormente. Sabe-se que o voo € uma atividade que requer
grande quantidade de energia (Candy et al 1997). De fato, a utilizacdo de lipideos e
carboidratos para a manutencdo do voo tem sido confirmada em triatomineos
(Gringorten & Friend 1979a; Ward et al 1982; Canavoso et al 2003). Em R. prolixus
alimentados, as reservas nutricionais remanescentes do 5°estadio sdo utilizadas para o
desenvolvimento do trato reprodutivo e dos musculos do voo (Grigorten & Friend 1979b).
Num cenario de escassez nutricional, iniciar o voo na auséncia de pistas quimicas
possivelmente talvez incida negativamente nas chances de sobrevivéncia do inseto e,
consequentemente, dos parasitos que alberga. Sugere-se, portanto, que a queda observada na
frequencia de voo de insetos infectados tenha relacdo direta com uma baixa disponibilidade de
recursos metabolicos. Estudos futuros se tornam necessarios para avaliar se a reducdo da
frequéncia de inicio de voo se manteria na presenca de pistas tanto de hospedeiros, quanto de
parceiros sexuais.

E possivel sugerir que os insetos infectados tém seu desempenho locomotor
diminuido, mas tal hip6tese ndo parece ser valida no presente estudo. Durante a avaliagdo do
inicio de voo observamos que os insetos infectados apresentaram um ndmero maior de
tentativas de voo falhas. Assim, a possibilidade de uma diminui¢cdo da locomocao nao parece
coerente com os niveis de atividade observados nas fitas de video. Além disso, um aumento
na atividade locomotora de ninfas de quinto estadio de R. prolixus infectadas por T. rangeli
tem sido demonstrado pelo nosso grupo (Marliére et al 2011). Entretanto, esses mesmos
autores mostraram que as infec¢Ges por T. cruzi diminuiram a atividade locomotora dos
triatomineos. No nosso estudo, a razdo entre fracassos e sucessos apresentados no inicio de

VOO é maior para os insetos infectados por ambos os parasitos. No entanto, nas infec¢fes por
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T. rangeli essa razéo foi de aproximadamente 8 vezes, superior a de 3 vezes observada nas
infeccbes por T. cruzi. Independente dos fatores que levaram aos insetos infectados a
diminuirem sua frequéncia de inicio de voo, o resultado provavelmente sugere que a infecgdo
promove limitacdes na capacidade de dispersdo desses insetos. Cabe salientar que € provavel
que tal consequéncia afete a sobrevivéncia dos insetos, bem como a dos seus parasitos.
Futuros estudos deverdo determinar se isso representa um custo que afeta a ambos, o
hospedeiro e seu parasito.

E importante ressaltar que os ensaios do presente estudo ndo avaliaram o voo em si.
Alteracdes no voo de insetos causadas pela infec¢éo por parasitos tém sido demonstradas em
diferentes modelos (Jutsum & Goldsworthy 1974; Seyoum et al 1994; Lee et al 2000).
As cigarras Magicicada septendecim (Linnaeus, 1758) percorrem menores distancias durante
0 voo quando infectadas pelo fungo Massospora cicadina Peck (White et al 1983).
As infeccBes pelo nematoide Mermis nigrescens Dujardin, 1842 reduzem a performace de voo
dos machos do gafanhoto Locusta migratoria (Linnaeus, 1758), efeito que é acompanhado de
uma diminuicdo nos lipideos disponiveis nos musculos do voo (Jutsun & Goldsworthy 1974).
Finalmente, sabe-se que as fémeas de Culex tarsalis Coquillett, 1896 infectadas pelo virus da
encefalite equina oriental voam por menos tempo que fémeas sadias (Lee et al 2000).

Em conclusdo, os resultados do presente estudo demonstraram que VAarios aspectos
relacionados com o fitness de R. prolixus podem ser alterados devido as infeccBes por
tripanosomas. De maneira geral, esses efeitos sdo mais evidentes diante da infec¢do por
T. rangeli. Entretanto, ndo é possivel ainda sugerir que essa reducdo favoreca a transmissédo
do parasito. A necessidade de crescimento por parte dos parasitos, associada a provavel
tentativa de contencdo desse crescimento por parte dos insetos, sugerem a existéncia de um
conflito latente nas interagcdes entre os parasitos estudados e seus vetores triatomineos. Isso
poderia levar ao desenvolvimento de estratégias para lidar com as reacfes de defesa mutuas
em ambos os organismos. Sendo assim, sugere-se que estudos devam ser desenvolvidos para
testar se os triatomineos apresentam respostas comportamentais que Ihes permitam controlar
as populacdes de tripanosomas que os infectam, por exemplo, atraves da escolha ativa por
temperaturas ambientais inadequadas para os parasitos. Por outro lado, deve também ser
avaliada a possibilidade de que os tripanosomas manipulem ativamente o comportamento dos

insetos, no sentido oposto e para seu proprio beneficio.
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6 CONCLUSOES

- Em geral, R. prolixus infectados por T. cruzi ou T. rangeli apresentam limitacdes do seu
comportamento e fisiologia estreitamente relacionadas com a manutencéo do fitness.
Fecundidade e fertilidade

- Para ambos os parasitos, os efeitos da infeccéo séo dependentes do tempo de infecgéo.

- Nas infecgGes por T. cruzi, os efeitos no valor E e na taxa de eclosdo séo dependentes da

temperatura na qual os insetos séo criados.

- A infeccdo de R. prolixus por T. rangeli afetou negativamente todos os parametros
reprodutivos avaliados (periodo de pré oviposicao, valor E e taxa de eclosdo); dessa maneira o
parasito mostrou ter uma alta patogenicidade para o vetor, reduzindo seu fitness.

Qualidade dos ovos e ninfas recém-eclodidas

- Em geral, os parasitos aqui avaliados afetam negativamente a qualidade dos ovos de

R. prolixus.

- Particularmente, a infeccdo por T. cruzi (30-25°C) reduz o comprimento, a largura e a

quantidade de proteinas totais dos ovos de R. prolixus.

- A infeccdo por T. rangeli diminui o peso, a largura e a quantidade de proteinas totais dos

ovos de R. prolixus.

- O tempo de eclosdo dos ovos de pares infectados por T. cruzi (30-25°C) ou T. rangeli néo é

afetado.

- As ninfas recém-eclodidas de ovos postos por pares infectados por T. cruzi (30-25°C) ou
T. rangeli ndo apresentam limitagdes na sua sobrevivéncia ao jejum.

Copula

- Em geral, as infegGes por T. cruzi (30-25°C) e T. rangeli afetam o comportamento sexual de

R. prolixus.
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- As infecgbes por T. cruzi, independentemente da temperatura de criacdo, néo

reduzemsignificativamente a frequéncia de copula de R. prolixus.

- As infecgbes por T. rangeli acarretam uma diminuicdo na frequéncia de coOpula de

R. prolixus.

- Pares infectados por T. rangeli demoram mais para iniciar a copula e apresentam copulas

mais breves.

- As infecgbes por T. cruzi (30-25°C) e T. rangeli influenciam a escolha tanto de machos,
quanto de fémeas. Individuos ndo infectados de ambos os sexos preferem copular com
parceiros nao infectados por tripanosomas.

Inicio de voo

- Em geral, as infeccdes por T. cruzi (30-25°C) ou T. rangeli diminuem a frequéncia de inicio

de voo de R. prolixus.

- Quando infectadas por T. cruzi (30-25°C), somente as fémeas apresentam uma queda

significativa na frequéncia de inicio de voo.

- A infeccéo por T. rangeli promove uma diminuicao na frequéncia de inicio de voo, tanto nos

machos, quanto nas fémeas.

- As infecces por T. cruzi (30-25°C) e T. rangeli aumentam a frequéncia de fracassos no

inicio do voo, sendo as diferencas mais evidentes nos insetos infectados por T. rangeli.
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7 ANEXO

7.1 Artigo publicado

Fellet MR, Lorenzo MG, Elliot, SL, Carrasco D, Guarneri AA 2014. Effects of infection by
Trypanosoma cruzi and Trypanosoma rangeli on the reproductive performance of the vector
Rhodnius prolixus. PLoS One 9(8): €105255 doi:10.1371/journal.pone.0105255.
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Abstract

The insect Rhodnius prolixus is responsible for the transmission of Trypanosoma cruzi, which is the etiological agent of
Chagas disease in areas of Central and South America. Besides this, it can be infected by other trypanosomes such as
Trypanosoma rangeli. The effects of these parasites on vectors are poorly understood and are often controversial so here we
focussed on possible negative effects of these parasites on the reproductive performance of R. prolixus, specifically
comparing infected and uninfected couples. While T. cruzi infection did not delay pre-oviposition time of infected couples at
either temperature tested (25 and 30°C) it did, at 25°C, increase the e-value in the second reproductive cycle, as well as
hatching rates. Meanwhile, at 30°C, T. cruzi infection decreased the e-value of insects during the first cycle and also the
fertility of older insects. When couples were instead infected with T. rangeli, pre-oviposition time was delayed, while
reductions in the e-value and hatching rate were observed in the second and third cycles. We conclude that both T. cruzi
and T. rangeli can impair reproductive performance of R. prolixus, although for T. cruzi, this is dependent on rearing
temperature and insect age. We discuss these reproductive costs in terms of potential consequences on triatomine behavior
and survival.
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Introduction

Chagas dise:
the protozoan Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909). This parasite is
transmitted to humans by insect vectors belonging to the subfamily
Triatominae and the main tool to combat transmission of this
discase is vector control, based on extensive use of residual
insecticides [1,2]. Rhodnius prolixus (Hemiptera: Reduviidae) Stal,
1859 is considered the primary vector of Chagas dis

ase is a severe infection whose etiological agent is

> in

Venezuela and Colombia but has also been responsible for discase
much of Central America [3-5]. Beyond
cruzi, this triatomine can also be infected by
Trypanosoma rangeli Tcjera, 1920, a protozoan that does not

cause disease to humans. This parasite does, however, share

transmission  in
transmitting 7.

surface antigens with 7% cruzi [6], potentially leading to serological
cross-reactivity and so misleading diagnosis of Chagas discase
[7.8].

These two parasites have distinet tropisms in the insect - 7% cruzi
stive tract while 7. rangeli initially
infects insects through a similar process but is eventually able to

multiplies exclusively in the di
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cross the gut epithelium and invade the hemocoel and salivary
glands [9]. To grow and multiply, parasites must obtain nutritional
resources from their insect hosts. As a consequence, hosts may
reorganize metabolic pathways and invest some of their energetic
reserves in parasite climination [10,11, for review see 12].
Therefore, parasite infections have the potential to affect their
insect hosts in various ways, directly or indirectly, with possible
effects on fitness [13-16].

Conventionally, 7.
pathogenic to its insect hosts [17-20]: it normally does not increase
mortality rates under optimal conditions (c.g. with unlimited food)

cruzi has been considered to be non-

[18], injure intestinal tissues [19] or even affect populations of
symbionts [20]. There have, though, been some reports of

alterations in developmental parameters [21,22] and reproduction
[23] of infected insects, depending on the parasite strain and the
conditions to which insects were submitted, while some authors
also suggest that the parasite may influence wing morphology [24]
and dispersion patterns [2

In contrast to 7. cruzi

rangeli is known to be pathogenic to
triatomines [9,26-32]: generally, infected insects have difficulties
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feeding [33] and have increased mortality [32,34] while those that
survive have longer development times [15] and are damaged
during ecdysis, leading to altered morphology [25,35]. In addition,
it has been shown that 7. rangeli can reduce symbiont populations
[26.28] producing several negative effects on insect development
[20].

Most studies to date have focused on effects of 7. ¢ruzi and 7.
rangeli on insect development, longevity and survival. In addition,
there are still several controversies regarding the effect of these

parasites on the fitness of triatomines. At least some of the
differences in the results might be explained by the use of different

methodologies and strains and evaluation of the infection of

indistinet species of insects and for short periods. In the case of 7.
rangeli, to our knowledge, there are no studies to date showing the
cffects of the parasite on triatomine reproductive parameters.

We therefore infected R. prolixus with 1. cruzi or 1. rangeli
and examined the effects of these parasites on reproductive aspects
of adults. We evaluated pre-oviposion time (time to lay the first
egg), the e-value (the insects’ capacity to convert ingested blood
into eggs) and egg viability. Since in the field triatomines can
remain infected for long periods, the effect of infection on aspects
of fitness was evaluated over several reproductive cycles. Our
results indicate that these parasites affect, to differing degrees, most
reproductive aspects we investigated.

Materials and Methods

Triatomines

All R. prolixus used in assays were obtained from a laboratory
colony. This colony is derived from insects collected in Honduras
around 1990. The colony was maintained by the Vector
Behaviour and Pathogen Interaction Group in Centro de
Pesquisas René Rachou, FIOCRUZ, MG, Brazil. Triatomines
were reared, until infection, at 25%£1°C, 60£10% RH and kept
under a natural illumination cycle.

Ethics Statement

Before and after infection, in all instars, insects were fed on
Swiss mice under Thiopental 2.5% anesthesia to minimize animal
suffering. To infect the insects we used citrated rabbit blood
obtained from Cecal (Centro de Criagio de Animais de
Laboratorio) - Fundagio Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), R], Brazil.
All experiments using live animals were performed in accordance
to FIOCRUZ guidelines on animal experimentation and were
approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation
(CEUA/FIOCRUZ) under the approved protocol number L-058/
08. The protocol is from CONCEA/MCT (http://www.cobea.
org.br/), which is associated with the American Association for
Animal Science (AAAS), the Federation of European Laboratory
Animal Science Associations (FELASA), the International Council
for Animal Science (ICLAS) and the Association for Assessment
and Accreditation of Laboratory Animal Care International

(AAALAC).

Parasites

Trypanosoma cruzi (CL strain) and 7. rangeli (CHOACHI
strain) epimastigotes were used to infect insects. These parasites
were first isolated from naturally infected 7. infestans [36] and R.
prolixus [37], respectively. Most studies of the interaction between
T. cruzi and R. prolixus use the DM28 strain (11 studies from a
total of 13 found), which was originally isolated from the opossum
Didelphis marsupialis [38]. The CL strain was chosen for the
present study since it was isolated from a triatomine bug (rather
than a vertebrate), albeit a distinct genus. The strains were
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cultured by two weekly passages in liver-infusion tryptose (LIT)
medium supplemented with 15% fetal bovine serum, 100 mg/ml
streptomycin and 100 units/ml penicillin [15].

Infection by trypanosomes

Infection by 7. cruzi was induced in second instar nymphs (82
days old) to ensure a chronic infection in the adult phase.
Inactivated (56°C, 30 min) citrated rabbit blood containing 5x10°
parasites/ml was offered to triatomines at 37°C through an
artificial feeder. Control group insccts received parasite-free blood
under the same conditions. The blood was stirred every 20
minutes to ensure homogeneity of parasite distribution during ad
libitum bug feeding. Subsequently, insects that had fed to repletion
were selected for the experiments. After this procedure, insects
were split in two groups: one that was maintained in a chamber at
25°C during nymphal development and also after imaginal moult,
hereafter called 25-25°C, and another that was maintained in a
chamber at 30°C during nymphal development and transferred to
25°C after imaginal moult, hereafier called 30-25°C. Insccts were
maintained in 12:12/L:D. The intention in rearing a group at
30°C was to induce a higher parasite load in these insects. Briefly,
the previous experiments were performed in our laboratory and
have proven that the growth rate of T'. cruzi cultures is linearly and
positively dependent on temperature over the range of 20-30°C
[unpublished data]. Infection status was confirmed for all insects
used in the experiments through microscopic examination of a
drop of urine after blood feeding at the 3" instar. Insects were fed
8-10 days after each molt in order to ensure continuity of infection
[39.40].

Similarly, infection by 7. rangeli was achieved by feeding 3™
instar nymphs (8%2 days old) through an artificial feeder on
inactivated (56°C, 30 min) citrated rabbit blood at 37°C,
containing 1x10° parasites/ml. Nymphs belonging to the control
group received parasite-free blood offered in identical conditions.
To ensure that all insects contained parasites in hemolymph, seven

days after moulting to 4™ instar, nymphs were inoculated in the
side of the thorax with 1 pl of PBS (0.15 M NaCl 0.01 M sodium
phosphate, pH 7.4) containing 2.5x10* parasites/ml. A 50 pl
syringe (Hamilton, needle 13x3.3; %2") connected to a dispenser
(model 705, Hamilton Company, USA) was used to inoculate the
parasites. Nymphs belonging to the control group were inoculated
with the same volume of PBS. Twenty-four hours post-inoculum,
insects were allowed to feed ad libitum on anesthetized Swiss mice.

Hemolymph examination was performed under the microscope
to confirm the infection of all experimental insects. Control insects
had a drop of hemolymph sampled in the same manner to ensure

equivalent manipulation of the insects studied. Both groups of

insccts were always maintained in a chamber at 25°C and 12:12L/
D and are hereafter called 7. rangeli 25-25°C. No experiment
was performed with insects infected with 7. rangeli and exposed to
30°C due to the fact that previous experiments performed in our
laboratory have shown that the culture growth rate of these
parasites presents a peak at intermediate temperatures, i.ce., 25°C,
over the range 20-30°C.

For all experiments, both with 7. ¢ruzi and T. rangeli infected
insects, we promoted early infections to generate a chronic
pathological profile on the insects. We suggest that evaluating
reproductive performance on adults infected as younger instars
would allow showing effects accumulated throughout their life-
span. Infections by 7. eruzi or T. rangeli were not conducted at
the same instar since our main purpose was not to compare the
cffects of different parasites. As 7. rangeli infected insects needed
the injection of parasites into their hemocel after being orally
infected, this had to be performed at a larger instar to avoid
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mortality due to this damaging procedure. In the light of existing
knowledge on triatomine-trypanosome interactions, there is no
evidence of parasite-induced virulence being dependant on the
instar infected.

Bioassays

Fifteen-day-old virgin adults (previously individualized as
instar nymphs) were individually weighed before and immediately
after feeding on anesthetized mice for 30 minutes or until the total
distension of abdomen. Afterwards, insects were sorted into
breeding pairs which were maintained for 21 days in separate
plastic containers (5.5x8.0 em). Inside cach container a circular
picce of filter paper and a strip of cardboard were added as
substrate and climbing structure. The container was scaled with
cloth. The feeding procedure was repeated with the same insects
every 21 days for three times. Intervals between feeding were
defined as reproductive cycles, The insects remained inside the
containers until the end of the experiments or female death. Dead
males were not replaced and females were kept alone until the end
of the experiments. Only data generated from insects that fed in
cach cycle were considered for the experiment. After the first
imaginal meal, bugs that did not engorge were excluded and the
final number of experimental pairs established for cach group
(trying to keep figures as even as possible). It is relevant to mention
that data obtained with a small proportion of pairs had to be
excluded from the datascts of the 2™ and 3" oviposition cycles
(both for control and infected groups) as they had cither not fed or
died. The numbers of pairs for which data were obtained in the
2" and 3" eyeles is given in figures.

Several experimental series were conducted to examine the
effect of infection on the fecundity and fertility of R. prolixus.

Four treatments were used to study the effect of infection by 7.
cruzi:

a)  uninfected pair (25-25°C) (n= 15 pairs);
25°C) (n =19 pairs);

¢} uninfected pair (30-25°C) (n = 20 pairs);

b)  infected pair (2

d)  infected pair (30-257°C) (n airs).

Two treatments were developed to study the effect of infection
by T rangeli:

a)  uninfected pair (25-25°C) (n= 20 pairs):

b) infected pair (25-257°C) (n =20 pairs).

The eggs produced by cach pair were collected daily and
transferred to a plastic microplate (24 wells). The following
parameters were recorded for each pair: a) pre-oviposition time
(number of days spent from pairing to laying the first egg): b) e-
value for cach reproductive cycle [41,42]: ¢) egg hatching rate for
cach reproductive cycle. The e-value is a variable that indicates
the capacity of bugs to convert the ingested blood into egg
production, taking in consideration the initial weight of the female
in cach cycle. This variable was calculated using the formula:

Total number of eggs
Initial female weight x ingested blood

E-value= x1000

Statistical Analysis

All the statistical analyses were done in R software 3.0.2 [43].
Pre-oviposition time was analysed using a Wilcoxon rank-sum test.
The number of days until first oviposition (pre-oviposition time)
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was compared between control and infected insects in every
temperature and parasite species. Data on egg hatching rate and e-
values (dependent variables) were analysed to compare the effects
oft a) parasite infection (i.c. control vs infected insects) during three
consccutive feeding cycles in every parasite treatment; b) 7. cruzi
infection (i.e. control vs infected insects) at two experimental
temperatures (e, 25°C vs 30°C); and ¢) infection (i.c. control vs
infected insects) of either parasite species (e, 7. cruzi and 7.
rangeli) at the same temperature (e, 25°C). The variable
individual was set as a random effect to account for repeated
measures. Hatching rate data were analysed by a binomial
generalized mixed-effects model  (function  glmer() in “lme4”
package) [44] using “logit™ as a link function. E-value data were
analysed with a linear mixed-effects model (function Ime() in
“nlme™ package) [45]. Full models with an interaction term were
fitted initially and they were reduced to main effects models if the

interaction was not significant. The goodness-of-fit of the models
was visually inspected using the residual plots. Overdispersion was
also checked for all models. Post-hoe interaction contrasts (function
testInteractions() in ““phia” package, De Rosario-Martinez [46]
were performed to further explore the influence of cach treatment
in the data.

Results

Effect of trypanosome infection on R. prolixus
reproduction

Pre-oviposition tim. Infection by 7% cruzi did not affect the
pre-oviposition time shown by females (Fig. 1A and 1B, Wilcoxon
rank-sum test, W=178.5, P=0.33 and W= P=0.30,
respectively at 25-25°C or 30-25°C). Infection of females by 7.

rangeli, however, induced a 2 day delay in their pre-oviposition
time in comparison to uninfected females (Fig. 1C, Wilcoxon
rank-sum test, W=90.5, P<0.01).

E-value and fertility of insects infected by T. cruzi 25-
25°C. Tor 1. cruzi 25 25°C a significant interaction between
infection and cycle was observed in the e-value (Lincar mixed-
effects model, P=0.01), indicating that the effect of infection

depends on adult age. Post-hoc tests indicated a significant increase

in the e-value of infected insects during the second cycle when
compared to controls (Fig. 2A, control =2.57%0.18, infect-
ed=3.4520.18, P=0.004). Additionally, the hatching rate
observed for infected insects was marginally increased (Fig. 3A,
control = 0.87£0.01, infected = 0.90£0.01, binomial generalized
mixcd-cffects model, P=0.03).

E-value and fertility of insects infected by T. cruzi 30-
25°C. The analysis of the e-value of insccts exposed to 7. cruzi
infection at 30-25°C revealed a strong interaction with the cycle,
indicating that infection decreased the fertility of insccts at
particular phases of adult life (Lincar mixed-effects model, P<
0.001). Infected pairs produced eggs less efficiently during the first

reproductive cycle in comparison to controls (Fig. 2B, con-
trol =4.02+0.21, infected = 2.83+0.29, P<0.001). Nevertheless,
no significant diflerences in e-values of control and infected insects
for

were observed in the subsequent reproductive cycles (P = 0.6
both cycles).

An interaction between infection and cycle was also scen in the
cgg hatching rates (Binomial generalized mixed-effects model, P<
0.001), indicating that the decrease in hatching success of eggs laid
by infected pairs also depended on adult age. Results from post-hoe
tests showed that the hatching rate of these insects decreased

significantly in the third reproductive cycle as compared to that of

control group insccts  (Fig. 3B, control =0.94£0.01, infect-
ed =0.67£0.07, P<0.001)
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Figure 1. Pre-oviposition time of A. prolixus females infected. A) T. cruzi at 25-25 C; B) T. cruzi at 30-25 C and C) T. rangeli at 25-25 C. The
median, quartiles and minimum and maximum numbers of days before the first oviposition are shown in each box plot. Data represent the mean *
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E-value and fertility of i ts infected by T. rangeli 25— between infection status and experimental temperature (Linear
25°C.  The c-value of Trypanosoma rangeli-infected inscets was mixed-cffects model, P=0.007) indicates that 7. ¢ruzi affected the

affected both by infection (Linear mixed-ceffects model, P=0.001)
and cycle (P<<0.001), but no significant interaction between the
two treatments was observed. Figure 2C shows that 7. rangeli-
infected insects suffered a slight decrease in their e-value in all
cycles compared to that shown by insects of the control group.
Nevertheless, this difference was statistically significant during the
second (control =2.32+0.24, infected = 1.4620.30; P=0.04) and
third (control = 2.02£0.19, infected = 0.9120.14, P=0.02) cycles.
Morcover, infection  status  and  reproductive  cycle  showed
interactive  effects on  hatching rates  (Binomial  generalized
mixed-cffects model, P<<0.001). In fact, parental infection by 7.
rangeli significantly decreased the hatching rate of eggs laid during
the second (control = 0,820,035, infected = 0.560.08, P = 0.006)
and third (control =0.70£0.05, infected = 0.45%0.10, P=0.03)
cycles (Fig. 3C).

The effect of temperature on the outcome of T. cruzi
infection

The e-value and fertility of insects infected by T. cruzi 25~
25°C vs T. cruzi 30-25°C. A statistically significant interaction

cfficiency of cgg production  significantly depending on  the
temperature to which insects were exposed  during nymphal
phases. Although there were no significant differences in the e-
value of control insects exposed to cither temperature treatment
experienced

(P=0.84), infected insects exposed to
significant e-value reduction compared to those kept at 25-25°C
(Fig. 4A, 25-25°C=3.11%0.14, 30-25°C=2.23%0.12, P<
0.001),

Similar results were encountered in - egg-hatching rates. A
significant interaction found after comparing hatching rates as a
function of insect infection by 7' eruzi and temperature (Binomial
generalized mixed-effects model, P=0.02) indicates that eggs laid
by infected pairs vary their hatching success depending on the
temperatures to which they were exposed. The hatching of eggs
laid by infected insects exposed to 30-25"C was significantly lower
when compared to that of bugs at 25-25°C (Fig. 4C, 25
25°C=0.90%0.01, 30 25°C=0.78%0.04, P=0.009). A similar
tendency was not observed in non-infected bugs (P = 0.56).
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Figure 2. E-value of R. prolixus pairs infected. A) T. cruzi at 25-25 C; B) T. cruzi at 30-25 C and C) T. rangeli at 25-25 C. Data represent the mean
e-value (+ s.e.) of 15 control and 19 T. cruzi 25-25 C infected pairs (A), 20 control and 20 T. cruzi 30-25 C infected pairs (B) and 20 control and 20 T.
rangeli 25-25 C infected pairs (C). Green indicates data from control insects, while red indicates data from infected insects. Cycles comprise periods of
21 days between meals and dots represent the e-value shown by each pair for a particular cycle.

doi:10.1371/journal.pone.0105255.9g002
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and 19 T. rangeli 25-25 C infected pairs (C). Green indicates data from control insects, while red indicates data from infected insects. Cycles comprise
periods of 21 days between meals and dots represent the hatching rate shown by each pair for a particular cycle.

doi:10.1371/journal.pone.0105255.g003

The effect of different parasite infection

The e-value and fertility of insects infected by T. cruzi 25—
25°C vs T. rangeli 25-25°C. The cffects of infection on insects
kept at the same temperature depended on parasite species, as
reinforced by results obtained with insects infected by 77, eruzi 25
25°C or T. rangeli 25-25°C (Lincar mixed-cffects model,
P =0.002). In fact, infection by 7. rangeli strongly decreased the
c-value of insects compared to that of bugs infected with 7% ¢ruzi
(Fig. 4B, T. cruzi = 3.1120.14, T. rangeli = 1.62£0.19, P<0.001).

The egg-hatching rates were clearly influenced by parasite
species (Binomial generalized mixed-cffects model, P=0.02), as
there was a hatching rate reduction on the eggs laid by 7. rangeli
infected pairs when compared to that of eggs laid 7. ¢ruzi infected
insects (Fig. 4D, 1. cruzi =0.90£0.01, T. rangeli=0.59%0.05,
P<0.001).

Discussion

We initially aimed to evaluate reproductive performance effects
of T. eruzi infection on R. prolixus adults. For this we chose to
expose insects to temperatures they are known to prefer, i.e. 25°C
[47]. We also evaluated whether parasite load would affect this
outcome by comparing these results to those obtained with a
group of insects held at 30°C to promote a higher parasitemia.
Our results have shown for the first time that 7' ¢ruzi infection can
impose costs on R. prolixus reproduction, which costs we would
expect to see reflected in the insect’s overall fitness. This seems to
be the outcome of an interplay between parasite infection, insect

age and environmental temperature. We have also shown that 7.

rangeli infection is costly for the reproductive performance of

these bugs

Curiously, while 7. rangeli is generally considered a pathogen
of triatomines [27,31,34], T. cruzi has been mostly considered
non-pathogenic to its insect vectors [17,18,20]. Our results seem to
indicate that both trypanosomes can impose costs on  their
invertebrate  hosts, depending in part on the environmental
conditions governing their interaction. Several studies have shown
negative effects of parasitism on vector hosts in a other insect
models: Plasmodium spp. vs Anopheles and Aedes mosquitoes
[12,48], Dengue virus vs Aedes mosquitoes [49,50] and Leish-
mania spp. vs sand {lies
parasite infections authors have evaluated parameters such as

PLOS ONE | www.plosone.org

[51,52]. In order to measure the impact of

blood feeding capacity, duration of development, adult longevity,

fecundity, fertility and mating performance. Moreover, effects of

T. cruzi infection on triatomine fitmess have been studied in
Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835) [23] and Triatoma
brasiliensis Neiva, 1911 [22], both reared around 307C. In the first
study, infected P. megistus presented a significant decrease both in
their fecundity and ferdlity [23]. Conversely, infected 7.

brasiliensis showed no significant effects on these parameters
[22]. While the first inscct species normally prefers temperatures
lower than those at which infection effects on adult fitness were
evaluated, 7. brasiliensis prefer temperatures around 30°C and
might be better adapted to deal with trypanosome infection at this
temperature. Interestingly, the population growth rate of 7. cruzi
culture epimastig affected by ambient temperature [unpub-
lished data], being twice as fast at 30°C than at 27°C. Based on
this, these parasites may achieve massive populations at higher
temperatures if their access to nutrients is not restricted in the
vector gut. In such a scenario, insects would probably lose a large
amount of nutritional resources to the parasite population.
Moreover, immunological responses to control parasite develop-
ment would impose an  additional energetic  cost  [10,53].

Comparison of our results and those of previous reports seem to
suggest that the environmental temperature at which insects were

triatomine-trypanosome interactions.

We have shown that infection by 7. ¢ruzi does not affect the
time taken to initiate oviposition by R. prolixus pai
to be in agreement with a previous study [22] using 7. brasilien
In our experiments, the temperature at which infected R. prolixus
bugs were held did not have an impact on the pre-oviposition time
shown as adults. Nevertheless, infection by 7. rangeli significantly
delayed the onset of oviposition by R. prolixus females, showing a

. This scems

cost in terms of reproductive capacity.

An unexpected result was the increase in the e-value of 7', cruzi-
infected insects held at 25°C. This effect was restricted to the
second feeding cycle and for these insects, hatching rates were not
affected by insect age, but were increased in the infected insects. At
present, we can only speculate on the causes of this phenomenon
but it might be an interesting topic to investigate further, especially
given the possibility of environment-dependent costs of infection
and even that costs become benefits under some situations. The
phenomenon demonstrated here on 7. cruzi-infected insects at

August 2014 | Volume 9 | Issue 8 | 105255
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Figure 4. Comparison of the effect of trypanosome infection on e-value and egg hatching rate of R. prolixus. A) Variation of e-value
between insects exposed to infection by T. cruzi 25-25 C and T. cruzi 30-25 C and their corresponding controls; B) variation of e-value between
insects exposed to infection by T. cruzi 25-25 C and T. rangeli 25-25 C and their corresponding controls; C) variation of egg hatching rate between
insects exposed to infection by T. cruzi 25-25 C and T. cruzi 30-25 C and their corresponding controls; D) variation of egg hatching rate between
insects exposed to infection by T. cruzi 25-25°'C and T. rangeli 25-25 C and their corresponding controls. Data represent the mean * s.e. of 15 control
and 19 T. cruzi 25-25 C infected pairs (A-D), 20 control and 20 T. cruzi 30-25°C infected pairs (A and C) and 20 control and 20 T. rangeli 25-25 C
infected pairs (B and D). Green indicates data obtained from insects infected by T. cruzi 25-25 C and controls (A-D), red indicates data from insects
infected by T. cruzi 30-25 C and controls (A and C) and blue indicates data from insects infected by T. rangeli 25-25 C and controls (B and D). Dots

represent e-value and hatching rates shown by each pair.
doi:10.1371/journal.pone.0105255.g004

25°C has a profile similar to the hormesis reaction, characterized
by a reversal of response between low and high doses of a stressor
[see review 54].

The negative effects observed on 7. cruzi-infected insects reared

at 30°C may be the consequence of a higher parasite load affecting
adult bug energetic balance. In fact, insects exposed to this
treatment presented significant decreases in their e-value and the
hatching rates of their eggs. The fact that the decrease in e-value
was observed during the first reproductive cycle reinforces the idea
of negative effects being triggered due to large parasite populations
competing for nutrients with bugs. Insects were transferred to
25°C after imaginal molt to avoid inducing a reduction in their
nutritional resources due to an increased metabolic rate at higher
temperatures. In this way, the probably large parasite populations

PLOS ONE | www.plosone.org

they bore might have impacted their nutritional resources,
promoting the negative effects observed on e-value. In the next
cycles, a combination of lower temperature (slowing parasite
growth) and cyclic starvation (decreasing available resources)
might have decreased parasite populations bringing them under a
threshold where reproductive  performance is not affected.

However, even if T. cruzi-infected insects managed to maintain
fecundity parameters similar to those of uninfected insects during
the last two cycles studied, the quality of their eggs was
significantly affected by infection as shown by their diminished
hatching rates. Morcover, this reproductive parameter was
affected by inscct age, as the proportion of viable offspring
decreased as pairs became older. This decreased reproductive
performance of 7. cruzi-infected insects exposed to  higher
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temperatures might be a consequence of direct competition for
energetic resources that could otherwise be used for reproduction
5], an outcome of committing extra resources to implementing
immune responses [36] or a result of host manipulation by
parasites that reduce host investments in fecundity and prolong
parasite survival [55]. To our knowledge, this is the first time that
the e-value was used to evaluate the impact of trypanosome
infection on triatomines.

Infection by 7. rangeli affected all reproductive parameters
evaluated in the present study. As mentioned above, infected pairs
showed delayed pre-oviposition times and both their e-values and
hatching rates were significantly  decreased. Morcover, these
negative effects increased with insect age. The virulence of 7.
rangeli to triatomines has been broadly described and shown to
vary according to parasite strain and experimental methodologies
[57]. However, cffects of 7. rangeli on the reproductive
performance of triatomines have not been shown to date. In this
sense, our results show an additional negative effect that 7. rangeli
can cause to its inscct vector. Differently from 7. eruzi, that
develops exclusively in the intestinal tract of bugs, parasites of this
species can cross the intestinal epithelium and continue their

development in the hemocoel and salivary glands. As the eggs of

these insects need abundant energy reserves, females undergo an
intense mnl)lhz.umn of lipids, proteins and carbohydrates during
0ogencesis )]. In R. /)mh\u\ females, lipids are transported
from the fat body to the ovaries by a lipoprotein called lipophorin,
to allow their incorporation by oocytes [60,61]. As trypanosomes
lack the complete synthesis pathways for some fundamental lipids
they must obtain these from their hosts [62-65]. Trypanosoma
I(lllgl’[l epimastigotes incorporate lipids together with lipophorin
from the host hemolymph [66], probably decreasing the amount
of these protein carriers available to the host. In addition, infection
by 7. rangeli can result in large parasite populations found in both
the intestine and hemolymph [9]. This could also decrease insect
nutritional resources and impact fecundity and fertility. It is
important to highlight that pairs were allowed to copulate ad
libitum in all treatments, even though we did not control whether
uninfected insects copulated more frequently than infected ones. It
is known that a greater mating frequency improves the fecundity
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