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RESUMO

Rhodnius prolixus € o principal vetor da doenca de Chagas, que afeta varios milhdes
de pessoas na América Latina. Esses insetos noturnos passam a maior parte de sua
atividade locomotora durante as primeiras horas da escotofase em busca de
hospedeiros adequados. Neste estudo, utilizamos andlises multivariadas para
caracterizar perfis de atividade locomotiva néo orientada apresentadas pelas ninfas
de 5° estadio ao longo do ciclo diario. Investigamos se 0 sexo e a expressdo do gene
forrageador (Rpfor) poderiam estar envolvidos na modulacdo dessa caracteristica
comportamental. Adicionalmente, silenciamos o0s genes foraging e o neuropeptideo
F (RpNPF) e avaliamos o seu efeito sobre a atividade locomotora, a dinamica de
forrageamento de individuos em jejum e paradmetros nutricionais de R. prolixus. A
analise da RDA detectou individuos com caracteristicas distintas em relacdo ao seu
perfil locomotor. Além de uma grande variagdo na intensidade locomotora,
descobrimos que uma propor¢cdo das ninfas andava durante intervalos diarios
incomuns. Os perfis de atividade locomotora foram afetados principalmente pela
atividade total das ninfas. Esses efeitos promovidos pela atividade cumulativa foram,
por sua vez, influenciados pelo sexo das ninfas. O sexo e a expressdo de Rpfor
tiveram uma influéncia significativa nos perfis, bem como nos niveis de atividade
total. Quando silenciado, o gene Rpfor promoveu uma reducdo generalizada na
atividade locomotora e um aumento no forrageamento das ninfas em jejum. Nenhum
destes parametros foram alterados nos insetos silenciados para o gene RpNPF.
Contraditoriamente, apenas o0s insetos silenciados para RpNPF apresentaram
alteracdes nas taxas de ingestdo de sangue e a quantidade de agucar na hemolinfa.
Os presentes resultados mostram que a variabilidade interindividual é mascarada
guando o numero médio de movimentos € usado como Unico parametro para
descrever perfis locomotores. Além disso, nosso conjunto de dados revela efeitos
especificos do sexo nos padroes de locomogcdo dos triatomineos imaturos,
aparentemente modulados pela expresséao diferencial do gene Rpfor. E apresenta
indicios da participagdo do gene Rpfor nos comportamentos relacionados a busca
por alimento em ninfas R. prolixus. As sutis alteragdes observadas nos parametros
nutricionais revelam a necessidade de investigacdo aprofundada para atribuir o real
impacto dos genes estudados no metabolismo dos vetores da doenca de Chagas.

Palavras-chave: Rhodnius prolixus; Atividade locomotora; Expressao génica, gene
Foraging; Doenca de Chagas



ABSTRACT

The triatomine bug Rhodnius prolixus is a main vector of Chagas disease, which
affects several million people in Latin-America. These nocturnal insects spend most
of their locomotory activity during the first hours of the scotophase searching for
suitable hosts. In this study we used multivariate analysis to characterize non-
oriented locomotory activity profiles presented by 5" instar nymphs along the daily
cycle. We investigated whether sex and the expression of the foraging (Rpfor) gene
could be involved in the modulation of this behavioral trait. In addition, we silenced
the foraging genes and neuropeptide F (RpNPF) and evaluated their effect on R.
prolixus locomotor activity, foraging dynamics and nutritional parameters. RDA
analysis detected individuals with distinct characteristics regarding their locomotory
profile. In addition to a great variation in locomotory intensity, we found that a
proportion of nymphs walked during unusual daily intervals. The locomotory activity
profiles were mostly affected by the cumulative activity expressed by the nymphs.
These effects promoted by cumulative activity were in turn influenced by the sex of
the nymphs. Sex and the Rpfor expression had a significant influence on the profiles,
as well as the levels of total activity. When silenced, the Rpfor gene promoted a
generalized reduction in locomotor activity and an increase in foraging of starved
nymphs. None of these parameters were altered in the silenced insects for the
RpNPF gene. Contradictorily, only insects silenced for RpNPF showed changes in
blood intake rates and hemolymph sugar content. The present results show that
interindividual variability is masked when the mean number of movements is used as
a sole parameter to describe locomotory profiles. In addition, our dataset reveals sex-
specific effects on the locomotion patterns of immature triatomines, which are
apparently modulated by the differential expression of the Rpfor gene. And it
presents evidences of the participation of the Rpfor gene in the context of food
search in R. prolixus nymphs. Subtle changes observed in nutritional parameters
reveal the need for in-depth investigation to attribute the real impact of the genes
studied on Chagas disease vectors metabolism.

Keywords: Rhodnius prolixus; Locomotory activity; Gene expression;
Foraging gene; Chagas disease
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1. INTRODUCAO

A procura e a exploracdo de recursos alimentares (forrageamento) s&o
comportamentos onde os insetos enfrentam o desafio de tomar decisdes diante da
presenca/auséncia de informacdo em seus ambientes. Quando presentes, as
informacdes podem ser dificeis de serem analisadas devido a abundéancia de
estimulos semelhantes advindos de diferentes fontes, que podem ou nado ser alvos
para a alimentacdo (Webster & Cardé, 2017). Tais caracteristicas fazem do
forrageamento um processo complexo que envolve uma série de comportamentos

altamente adaptativos.

Os componentes comportamentais envolvidos no forrageamento em insetos
dependem de suas relagbes espaciais e janelas temporais com suas fontes
alimentares. Insetos que se alimentam de forma intermitente precisam modular sua
atividade locomotora para maximizar o encontro com sua fonte de alimentacéo e
minimizar os riscos associados a sua realizacdo (Dood, 1995). Impulsionado pela
fome, o inseto inicia a locomogdo n&o orientada com o intuito de encontrar estimulos
advindos de uma fonte potencial. JA é bastante conhecido que a atividade
locomotora de insetos muda de acordo com o seu estado nutricional aumentando a
chance de o inseto em jejum fazer contato com o alimento. Essas mudancas foram
demonstradas tanto no nivel geral da atividade n&o orientada, quanto nos
comportamentos que envolvem movimentos usualmente orientados em resposta a
fatores fisicos e quimicos no ambiente. Em diferentes espécies estudadas, o
aumento do jejum foi relacionado com um aumento nos niveis da atividade néo
direcionada (Browne & Evans, 1960; Green, 1964a, 1964b; Bursell, 1957; Brady,
1972). E interessante ressaltar que os niveis de atividade voltam a cair em jejuns
muito prolongados (Reynierse, Manning, & Cafferty, 1972; Brady, 1972). Uma vez
encontrados, tais estimulos fazem com que o0 inseto passe a expressar uma
atividade locomotora orientada em direcdo a fonte de alimento. Finalmente, apos a
alimentacdo, a atividade locomotora direciona o inseto para longe da fonte alimentar

(Browne, 1975).

Além da sua associacdo com o forrageamento, a atividade locomotora tem
sido relacionada a outros contextos como a busca por parceiros sexuais ou por

esconderijos apropriados (Franco, Frenkel, & Ceriani, 2018; Guerenstein & Lazzari,
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2009; Kaun & Sokolowski, 2009; Kohsaka, Guertin, & Nose, 2017; Takken & Knols,
1999). A locomocéao dos insetos pode ser modulada por diversos fatores, como por
exemplo, a diversidade genética e fenotipica e a maneira como os individuos
interagem em uma comunidade (Hughes et al.,, 2008). Da mesma forma, a
locomocgédo varia com a idade, sexo, reldgios circadianos e, como mencionado, 0
estado nutricional do individuo (Cascallares et al., 2018; Pompanon, Fouillet &
Bouletreau, 1999). Além disso, condicdes ambientais como luz, temperatura e
umidade relativa também podem afetar os perfis de atividade locomotora de insetos
(Buchan & Sohal, 1981; Schou et al., 2013).

Os estudos sobre variabilidade comportamental individual, também conhecida
como sindrome comportamental, tém avancado significativamente nos altimos anos.
Estes estudos buscam uma melhor compreensdo sobre o fato de os animais
frequentemente apresentarem caracteristicas comportamentais marcantes que
variam entre os individuos do mesmo grupo, populacdes ou espécie e que sao
conservadas ao longo do tempo e contextos (Sih, Bell & Johnson, 2004; Bell, 2006;
Kralj-FiSer & Schuett, 2014). Tais variacfes podem ser induzidas por diferentes
estimulos enddégenos ou exdgenos que afetam o padrdo comportamental atraves de
mecanismos neurais ou neuroenddcrinos internos (Zupanc & Lamprecht, 2000).
Recentemente, diferentes estudos tém descrito variacbes comportamentais
individuais em uma ampla gama de invertebrados (ver revisdo em Kralj-FiSer &
Schuett, 2014). Entretanto, a grande maioria dos trabalhos tem sido realizada com
insetos sociais e pouco se sabe sobre tais tracos comportamentais e suas
consequéncias adaptativas em insetos n&o sociais. Apesar do estudo do
comportamento de triatomineos ter avancado de maneira relevante (Lazzari &
Nunez, 1989; Lazzari, 1991; Roca et al.,, 1994; Canals et al., 1997; Lorenzo &
Lazzari, 1996, 1998; Guarneri et al., 2002, 2003; Pontes et al., 2014), pouco se sabe
sobre os mecanismos moleculares que modulam a expressdo, a diversidade

intraespecifica e a plasticidade comportamental desses insetos.

Diversos genes tém sido associados a modulacdo da atividade locomotora em
invertebrados, como por exemplo, foraging (for) e neuropeptideo F (npf). O gene for
foi descrito pela primeira vez em Drosophila melanogaster (de Belle, Hilliker &
Sokolowski, 1989) e codifica uma proteina quinase dependente de GMPc (PKG)

(Ben-Shalar, 2005). Esse gene é altamente conservado, estando presente desde
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paramécios até mamiferos e tem sido associado a modulacéo da busca de alimentos
em diferentes insetos (Pereira & Sokolowski, 1993; Ben-Shahar, 2005; Ingram,
Oefner & Gordon, 2005; Tobback et al., 2008). Em D. melanogaster, dois alelos do
gene for foram descritos e correlacionados a fenétipos de baixos (sitter) e altos
(rover) niveis de atividade locomotora (Sokolowski, 1980; de Belle, Hilliker &
Sokolowski, 1989). Essas diferencas foram relacionadas ao forrageamento e nao a
locomogdo em si, tendo em vista que na auséncia de alimento ambos 0s grupos se
deslocavam por distancias similares (Sokolowski & Hansell, 1992). Nas demais
espécies estudadas, as mudancas comportamentais tém sido relacionadas com
diferencas na expressao do gene sem que sejam mostradas diferencas alélicas. No
gafanhoto do deserto (Schistocerca gregaria), por exemplo, 0s niveis de expressao
do gene for sdo menores em individuos solitarios (com pouca atividade) do que em
individuos gregérios (ativos) (Lucas et al., 2010). Na abelha europeia (Apis
mellifera), o aumento da expressdo do gene Amfor (ortélogo do foraging dessa
espécie) faz com que individuos que nutrem as larvas dentro da colmeia se tornem
forrageadores (Ben-Shahar et al., 2002). Em outros modelos, apesar da associacdo
entre o forrageamento e a expressdo do gene for ser conservada, a relacdo entre a
intensidade da locomocdo e o0s niveis de expressdao € indireta (menor
atividade/maior expressao). Formigas (Pogonomyrmex barbatus) e vespas (Vespula
vulgaris) apresentam niveis menores de expressdo do gene for em individuos
forrageadores (geralmente mais ativos) do que individuos que tem func¢&o no interior
das coldnias (Ingram, Oefner & Gordon, 2005; Tobback et al., 2008).

O NPF é um peptideo cerebral que também regula a busca e a ingestdo de
alimentos (Ament, et al., 2011; Sandman, 1999). Evidéncias sugerem que o NPF,
potencialmente relacionado ao neuropeptideo Y (NPY) dos mamiferos, pode
modular a atividade locomotora (Chung et al., 2017; Heilig et al., 1989; Wu et al.,
2003; Wu, et al.,, 2005a; Wu, Zhao, & Shen, 2005b). Recentemente, Hou e
colaboradores (2017) demonstraram que o0s neuropeptideos F (npfl e npf2)
desempenham importante papel no controle da plasticidade locomotora do
gafanhoto Locusta migratoria. Assim como em S. gregaria, os individuos dessa
espécie também podem ser encontrados agregados ou solitarios. Gafanhotos
gregarios apresentam baixos niveis de npfl e npf2 no cérebro, enquanto individuos

solitarios apresentam niveis elevados de ambos neuropeptideos. O silenciamento de
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npfl e npf2 pela técnica de interferéncia por RNA (RNAI) fez com que insetos
solitarios passassem a expressar o fenotipo gregario. Em D. melanogaster foi
demonstrado que larvas jovens e forrageiras expressam altos niveis do gene npf no
cérebro, enquanto as larvas mais velhas que exibem aversao alimentar apresentam
baixa expressdo do gene (Wu et al., 2003). Os autores mostraram ainda que a perda
da sinalizacdo de npf em larvas jovens modificadas geneticamente promove o
fenotipo de averséo alimentar caracteristico das larvas mais velhas. Por outro lado, a
superexpressdao de npf em larvas velhas prolonga a alimentacdo. De forma
semelhante ao apresentado para A. mellifera com relacdo as diferencas na
expressdo do gene for em abelhas operérias, a expressdo do gene npf no cérebro
destes insetos € menor nas abelhas que nutrem as larvas do que nas forrageiras
(Ament et al.,, 2011). Interessantemente, este neuropeptideo regula os niveis de
oxido nitrico no cérebro, cujo um dos alvos € a via de sinalizagdo de cGMP/PKG
(Francis et al., 2010).

Os triatomineos pertencem a subfamilia Triatominae (Hemiptera, Heteroptera,
Reduviidae), onde sdo reconhecidas 151 espécies vivas e trés fosseis, agrupadas
em 18 géneros (Justi & Galvao 2017; Dorn et al., 2018; Oliveira et al., 2018; Lima-
Cordén et al., 2019; Ponair Jr, 2019). Sao insetos hemimetabolos,
predominantemente hematéfagos, que necessitam da ingestdo de sangue durante

todos os cinco estadios ninfais e a fase adulta (Figura 1).

Ovos >NIE>NIENIHT =5 NIV e=>NV = Macho / Fémea

Figura 1. Ciclo de desenvolvimento de R. prolixus desde ovo, passando pelos cinco

estadios de ninfa (NI a NV) e a fase adulta (Macho e Fémea).
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Além da espoliacdo sanguinea que causam, 0s triatomineos atuam como
vetores do Trypanosoma cruzi. Este parasito é o agente etiolégico da doenca de
Chagas, uma enfermidade negligenciada que atualmente afeta de 6 a 7 milhdes de
pessoas, particularmente na América Latina onde a doenca é endémica (WHO,
2019). Rhodnius prolixus destaca-se por ser susceptivel a infeccdo por T. cruzi, ser
altamente sinantropico e capaz de colonizar domicilios em elevadas densidades,
fatores que o definem como uma das mais eficientes espécies transmissoras desta
enfermidade (Sandoval et al., 2000; Dorn et al, 2001). Devido a essas
caracteristicas, R. prolixus é o principal transmissor da doenca de Chagas na
Venezuela e Colédmbia (Schofield & Galvao, 2009; Vallejo, Guhl & Schaub G.A.
2009). Além da sua importancia epidemioldgica, R. prolixus também é um importante
modelo experimental de laboratério para estudos de fisiologia e comportamento de
insetos (Wigglesworth, 1936; Schofield, 1994).

Os triatomineos sdo insetos noturnos que permanecem escondidos em
abrigos protegidos durante as horas do dia. A intensa fototaxia negativa que faz com
gue os triatomineos busquem abrigos algumas horas antes do inicio da fotofase é
modulada por, dentre outros fatores, relogios circadianos (Reisenman, Lazzari &
Giurfa, 1998), mudancas na sensibilidade dos olhos (Reisenman, Insausti & Lazzari,
2002) e a composicdo espectral da luz (Reisenman & Lazzari, 2006). Uma vez
dentro dos abrigos e durante as horas do dia, relégios circadianos reduzem a
atividade geral dos insetos que se mantém em um estado de acinesis (imobilidade)
(Lazzari, 1992). O contato fisico com o substrato e co-especificos fornece
estimulacdo mecanosensorial que dispara a tigmotaxia, que é um reflexo de
imobilidade (Wigglesworth & Gillet 1934). Além disso, fatores derivados da cuticula
também contribuem para a agregacdo e imobilidade dos individuos (Figueiras &
Lazzari, 1998, Figueiras et al., 2009).

Durante o anoitecer, e em parte devido a diminui¢éo da intensidade da luz, os
triatomineos iniciam um periodo de locomog¢éo néo orientada, o que permite que os
mesmos deixem seus abrigos e iniciem a busca por hospedeiros. Os padrbes de
atividade locomotora nao orientada, bem como sua regulacdo por reldgios
endégenos, foram bem caracterizados em Triatoma infestans (Lazzari, 1992). De
maneira geral, os padrdes diarios exibem um perfil bimodal, com um pico inicial
durante as primeiras horas da escotofase e um segundo e mais estreito que precede

a fotofase (Guarneri et al., 2003; Lazzari, 1992; Lorenzo & Lazzari, 1998; Marliére et
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al., 2015; Pavan et al., 2016). Marca-passos ambientais (Zeitgebers) tais como os
ciclos diarios de luminosidade e temperatura permitem aos individuos regularem seu
relégio biologico (Lazzari, 1992). A intensidade da atividade depende de fatores
como o estado nutricional (Bodin et al., 2008; Guarneri, et al., 2003; Lorenzo &
Lazzari, 1998) e maturacao (Bodin, Vinauger, & Lazzari, 2009).

Sinais quimicos, vapor d’agua e calor emitidos por vertebrados e recebidos
através de correntes de ar fazem com que os triatomineos se locomovam de forma
orientada para localizar a posicdo das suas fontes emissoras (Guerenstein &
Lazzari, 2009; Lazzari, Pereira, & Lorenzo, 2013). O diéxido de carbono (CO2)
resultante da respiracdo de hospedeiros vertebrados, por exemplo, constitui um
importante sinal para os triatomineos. A atracdo dos insetos ao CO2 € dependente
da hora do dia e do estado nutricional dos insetos. Em jejum, R. prolixus e T.
infestans sdo fortemente atraidos por correntes de ar contendo CO2 (Nufiez, 1982;
Taneja & Guerin, 1995; Barrozo, Minoli & Lazzari, 2004). Entretanto, estes individuos
em jejum somente se orientam em dire¢c&o a gradientes de CO2 nas primeiras horas
da escotofase (Barrozo, Minoli & Lazzari, 2004). Ja os insetos alimentados, sdo
repelidos pelo sinal (Bodin, Vinauger & Lazzari, 2009). Além do COg, outros sinais
guimicos produzidos pelo hospedeiro como nonanal, acido isobutirico, 1-octen-3-ol e
amoénia podem também ativar e atrair triatomineos motivados para se alimentar
(Guerenstein & Guerin, 2001; Barrozo & Lazzari, 2004; Taneja & Guerin, 1997).
Poucas horas antes do amanhecer, os triatomineos iniciam o retorno para a
seguranca do refugio (Ferreira, Guarneri & Lorenzo, 2019; Lorenzo & Lazzari, 1998).
Compostos volateis (ferombnios de agregacdo), presentes em fezes frescas
liberadas por insetos dentro e nas proximidades do abrigo, direcionam esse retorno
(Lorenzo & Lazzari, 1996; Vitta et al., 2007).

Como mencionado, a utilizacdo de abrigos € um comportamento marcante e
caracteristico em triatomineos. Sendo assim, para deixarem a seguranca dos
refugios o ganho adaptativo resultante no tempo gasto para a aquisi¢cao do alimento
deve exceder as perdas energéticas que envolvem todo o processo de busca pela
fonte alimentar. Isso fica evidente no comportamento expresso por R. prolixus, onde
poucos individuos deixam o abrigo na auséncia de pistas de hospedeiros,
independentemente do seu estado de jejum (Ferreira, Guarneri & Lorenzo, 2019).
Aparentemente, € necessario um conjunto robusto de sinais para induzir a saida

desses insetos, ja que uma diferenca importante na proporcéao de individuos fora do
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abrigo € observada quando um camundongo é colocado em uma arena contendo
um abrigo com individuos dentro, em comparacdo a quando o camundongo fica
localizado em uma gaiola acima da arena (Ferreira, Guarneri & Lorenzo, 2019;
Marliére et al., 2015).

Os triatomineos realizam alimentacdes esporadicas e volumosas. Em cada
fase do ciclo de vida estes insetos se alimentam de diferentes volumes de sangue
(Friend, Choy & Cartwright, 1965; Guarneri et al.,, 2003). Ninfas de R. prolixus
chegam a ingerir quantidades de sangue de ~9 vezes 0 seu peso corporal. Os
adultos desta espécie ingerem quantidades diferentes de sangue dependendo do
sexo. Enquanto as fémeas consomem trés vezes 0 seu peso, 0s machos ingerem
guantidades menores. Repastos sanguineos completos promovem a muda em
ninfas e a producdo de ovos em fémeas, além de manter os insetos por longos
periodos de jejum (Friend, Choy & Cartwright, 1965). A digestdo dessas grandes
guantidades de sangue € lenta e pode levar de 10 a 15 dias (Friend, Choy &
Cartwright, 1965), ocorrendo majoritariamente no intestino médio posterior do inseto
(Ribeiro et al.,, 2014). As reservas energéticas provenientes da digestdo sao
armazenadas no corpo gorduroso, 6rgao que também é responsavel pela sintese e
utilizacdo de energia nestes insetos. Este tecido relativamente grande ocupa os
espacos entre os O6rgaos do inseto, preferencialmente circulando o intestino e os
orgaos reprodutores (quando presentes) e esta em contato direto com a hemolinfa
(Dean et al., 1985). Nele sdo armazenadas substancias como lipideos e carboidratos
excedentes, e sintetizados metabdlitos circulantes da hemolinfa fundamentais para
sustentar comportamentos como a atividade locomotora e o forrageamento (Law &
Wells, 1989). Noventa por cento dos lipideos sdo armazenados no corpo gorduroso
na forma de triglicerdis, sendo esse o componente mais abundante do 6érgdo
(Canavoso, et al., 2001). Outras importantes fontes de energia para os triatomineos
armazenados no corpo gorduroso sdo o0s carboidratos e o0s aminoacidos.
Glicosidades secretadas no intestino meédio hidrolisam os carboidratos liberando
moléculas de glicose. Essas moléculas sédo absorvidas e armazenadas no corpo

gorduroso na forma de glicogénio.

A utilizacdo dos lipideos e carboidratos armazenados para sustentar
necessidades metabdlicas requer a atuagcdo do horménio adipocinético. Os

peptideos desta familia atuam na ativacdo de enzimas como o glicogénio fosforilase
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e triacilglicerol que irdo quebrar o glicogénio e o triacilglicerol armazenados no corpo
gorduroso e liberar metabdlitos circulantes como a trealose, os fosfolipideos e
diacilglicer6is na hemolinfa (Steele, 1982; Canavoso et al., 2001; Thompson, 2003;

Grillo et al., 2007; Majerowicz et al., 2016). A trealose é um dissacarideo e o

principal acucar da hemolinfa na maioria dos artrépodes (Becker et al., 1996).

Variagcdes genéticas podem resultar em diferencas intraespecificas nas
reservas energéticas em diferentes grupos de insetos (Toth & Robison, 2005; Kaun,
Chakaborty-Chatterjee & Sokolowski, 2008). Em D. melanogaster, as larvas com
altos niveis de atividade locomotora (rover) apresentam menos carboidratos no
corpo gorduroso do que as larvas com baixos niveis de atividade locomotora (sitter).
Adicionalmente, a privacdo de alimentos promove a diminuicdo na quantidade de
carboidratos na hemolinfa, e lipideos totais nas rovers, mas nao afeta as sitters
(Kaun, Chakaborty-Chatterjee & Sokolowski, 2008). Nas abelhas da espécie A.
mellifera, as forrageiras apresentam niveis lipidicos mais baixos que as abelhas
responsaveis por alimentar as larvas no interior da colmeia (Toth & Robinson, 2005).
Em ambos os casos, especula-se uma potencial conexéo entre o gene foraging e o

metabolismo lipidico.

Em um estudo anterior, mostramos que os niveis de atividade locomotora de
ninfas de R. prolixus foram alterados pela infeccdo por tripanossomas. Essas
mudancgas coincidiram com uma expressao alterada de Rpfor, o ortélogo do gene
foraging em R. prolixus, sugerindo a participacdo desse gene na modulacdo da
atividade de triatomineos (Marliére, et al., 2015). Além disso, observamos no mesmo
estudo uma elevada variabilidade individual na quantidade de movimentos dentro da
amostra de individuos analisados. Sendo assim, no presente estudo caracterizamos
os perfis individuais de atividade locomotora de R. prolixus utilizando analises
multivariadas que permitiram avaliar se essas variagbes poderiam estar
correlacionadas com a expressdo do gene Rpfor e com o sexo dos individuos.
Posteriormente, silenciamos os genes Rpfor e RpNPF e avaliamos o seu efeito
sobre a atividade locomotora e a dinamica de forrageamento de individuos em jejum.
Finalmente, avaliamos se o0 silenciamento destes genes afeta parametros
nutricionais de R. prolixus. Para isso medimos a quantidade de triglicerideos no
corpo gorduroso e na hemolinfa, e de aclcares totais na hemolinfa de ninfas de R.

prolixus silenciadas.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Caracterizar o padrdo de atividade locomotora de R. prolixus e potenciais fatores

envolvidos na sua modulacéo.

2.2 Especificos

2.2.1. Caracterizar perfis individuais de atividade locomotora néo orientada em ninfas
de R. prolixus;

2.2.2. Avaliar a influéncia da expressdo do gene Rpfor e do sexo sobre os perfis
individuais de atividade locomotora;

2.2.3. Silenciar, através da técnica de RNA interferente (RNAI), os genes Rpfor e
RpNPF;

2.2.4. Avaliar o efeito do silenciamento génico sobre a atividade locomotora e a
dindmica de forrageamento de individuos em jejum.

2.2.5. Avaliar o efeito do silenciamento génico sobre a quantidade de triglicerideos
armazenados no corpo gorduroso de individuos em jejum.

2.2.6. Avaliar o efeito do silenciamento génico sobre a quantidade de triglicerideos e

de acucares totais circulantes na hemolinfa.
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3. METODOLOGIA
3.1. Insetos

Os espécimes de Rhodnius prolixus utilizados em nosso estudo vieram de
uma colonia derivada de insetos coletados em Honduras na década de 1990 e séo
mantidos pelo Grupo de Comportamento de Vetores e Interacdo com Patdégenos no
Instituto René Rachou, Belo Horizonte, Brasil. Os insetos séo criados a 26 + 1°C, 65
+ 10% UR, com ciclo natural de iluminacdo. A col6nia é mantida através de
alimentagcdes mensais com sangue de coelho citratado obtido do Centro de Criagcao
de Animais de Laboratério (CECAL, Fiocruz, Rio de Janeiro) oferecido através de um
alimentador artificial a 37°C, e sangue de galinhas anestesiadas com injecdes
intraperitoneais de uma mistura de cetamina (20 mg / kg; Cristédlia - Brasil) e
detomidina (0,3 mg / kg; Syntec - Brasil). Todos os ensaios que utilizaram animais
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais, CEUA-FIOCRUZ, sob o
namero de licenca LW-61/2012.

3.2. Registro da atividade locomotora

A atividade locomotora das ninfas foi avaliada por meio de um sistema
automatizado desenvolvido previamente pelo nosso grupo (Marliére et al, 2015).
Este dispositivo consiste de 40 unidades de registros individuais (caixas de 5 cm x
10 cm x 2 cm) dispostas em um circuito maior que integra os dados (Figura 2). Cada
unidade contém trés fotodiodos emissores de luz infravermelha (LEDs, light emitting
diodes) posicionados frente a frente com seus respectivos receptores. Os LEDs
foram instalados de maneira equidistante ao longo do maior lado do retangulo de
cada unidade, de maneira que ofereciam cobertura a maior parte do espagco onde o
inseto podia se locomover. O sistema é baseado no fato de que qualquer
movimentacao do inseto dentro da arena que interrompa o feixe de luz infravermelho
gera um sinal que € enviado e armazenado em um computador associado. Vale
ressaltar que os triatomineos nao percebem os comprimentos de onda da iluminagéo
infravermelha emitida pelos LEDs (Reisenman, Insausti & Lazzari, 2002). O
dispositivo ficava localizado dentro de uma camara climatizada (27 + 1°C), com
iluminagdo de 60 LUX e fotoperiodo de 12 horas (12:12 LE).
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Figura 2. Representacdo esquematica do actdometro. Os retangulos azuis
representam as unidades (40) que foram dispostas sobre uma placa de metal. No
detalhe a esquerda, uma unidade apresenta os trés pares de fotodiodos IV

indicados pelos pontos vermelhos.

3.3. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Inicialmente, a expressdo do gene Rpfor foi avaliada em “pools” contendo 5
amostras de cérebros ou de corpos gordurosos dissecados de insetos com
diferentes status fisioldgicos (Figura 3). Como os padrdes de expressao génica se
mostraram semelhantes para os dois 0rgdos, decidimos usar amostras de corpos
gordurosos, que forneciam maiores quantidades RNA e possibilitavam a analise
individual dos insetos. O RNA total foi extraido utilizando-se TRIzol™ (Invitrogen,
Carlsbad, Califéornia - EUA), de acordo com as instrucbes do fabricante,
ressuspendido em 20 puL de dgua DEPEC (agua tratada com dietil pirocarbonato) e
tratado com o kit Turbo DNA-free (Invitrogen, Vilnius, Lituania) para eliminar o DNA
gendmico. A concentracdo das amostras foi determinada usando o fluorébmetro Qubit
2.0 (Life Technologies, Eugene, Oregon - EUA). O cDNA foi sintetizado a partir de
500 ng de mRNA usando a enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Promega,
Fitchburg, WI - EUA) e um oligo dT primer modificado (MgdT 5'-
CGGGCAGTGAGCAACG (T12) -3 ) (Ursic-Bedoya et al.,, 2008) nas seguintes
condi¢des: 37°C por 90 min e 95°C por 5 min.
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Figura 3. Expressao relativa do gene Rpfor no cérebro e corpo gorduroso de ninfas
de Rhodnius prolixus em diferentes condi¢cOes fisiologicas (D=dias; h=horas;

PE=p0ds-ecdise; PA=p0s-alimentagao).

3.4. Quantificac&o da expressao relativa de genes

Iniciadores especificos para os genes Rpfor e RpNPF (Quadro 1) foram
utiizados nas reacfbes de RTg-PCR para avaliar os niveis de expressao génica
individual das ninfas fémeas e machos de R. prolixus. Todas as rea¢gdes continham 1
uL de cDNA, 0,5 uL de cada iniciador (10 nM) e 5 uL de Platinum SYBR green gPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia - EUA) em um volume final de 10
HUL. As reacdes foram realizadas no gReal-Time PCR Facility - RPT09D PDTIS;
Instituto René Rachou, FIOCRUZ, MG, em um sistema ViiA 7 (Applied Biosystems,
Foster City, Califérnia - EUA) sob as seguintes condi¢des: 10 min a 96°C, seguido
por 40 ciclos de 15 seg a 95°C e 20 seg a 60°C. Andlises da curva de dissociacdo
(melting) confirmaram a especificidade da reacdo. As amostras foram analisadas em
duplicata. A expresséao relativa de cada gene foi determinada através do método 2
AACt (| jvak e Schmittgen, 2001), utilizando-se o gene de referéncia a-tubulina (TUB)
como controle de normalizagdo (Paim et al., 2012) (Quadro 1). Um controle negativo
sem cDNA (substituido por agua livre de RNA e DNA) foi incluido em cada placa
para cada conjunto de iniciadores utilizados, para descartar a possibilidade de

contaminacao dos reagentes e a presenca de dimeros de iniciadores.
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3.5. Silenciamento génico por RNA interferente (RNAI) — sintese e introducéo
do RNA de fitadupla

Os cDNAs previamente sintetizados foram utilizados em reacdes de PCR de
35 ciclos: 94°C durante 30 seg, 60°C durante 30 s e 72°C durante 30 s, com 3 pL de
cDNA, 200 pM de dNTPs, 200 nM de cada iniciador e 3 uL de goTaq polimerase
(Promega, Fitchburg, WI - EUA) em um volume final de 60 pL. Os iniciadores
especificos para o gene Rpfor, RopNPF e queratina de camundongo (KER) utilizados
na reacdo de PCR foram conjugados com um promotor T7 de 23 pares de bases
(Quadro 1). Para a sintese dos cDNAs de KER, um pequeno pedaco da ponta da
cauda de um camundongo foi obtido, macerado com o auxilio de um pistilo e
submetido a extracdo de RNA total e a reacdo de transcriptase reversa (RT) como
descrito anteriormente. RNAs de dupla fita (dsRNA) foram produzidos a partir dos
produtos da PCR com o auxilio do kit MEGAscript T7 (Invitrogen, Vilnius - Lituania)
de acordo com as recomendacbes do fabricante. Primeiramente, os produtos de
PCR contendo o promotor T7 em ambas as extremidades foram incubados a 37°C
por 4 h. Depois de sintetizados, os dsRNAs foram tratados com a DNAse RQ1 por
30 min. Em seguida, os dsRNAs foram precipitados a -20°C “overnight” com
isopropanol 100%, lavados duas vezes com etanol 70% e ressuspendidos em 180
ML de agua livre DNAse/RNAse. Um microlitro de dsRNA diluido 1:50 foi quantificado
por espectrofotometria no NanoDrop™ (Thermo Scientific). Apds a quantificagdo, o
material foi secado e ressuspendido em solucéo salina (PBS) nas concentracdes de
5 e 10 yg/uL. A qualidade dos dsRNAs gerados foi verificada através de eletroforese
em gel de agarose 2%.
Os genes foram silenciados através da injecdo intracelomética do dsRNA
ressuspendido em tampao fosfato salina estéril (PBS 0,15M; NaCl em 0,01 M fosfato
de sodio, pH 7,4) com o auxilio de uma seringa acoplada a um dispensador
(Hamilton Company, Nevada — EUA) em ninfas de quarto estadio com 10 a 14 dias
de jejum apos a ecdise. Ninfas de quarto estadio injetadas apenas com solucao
salina e dsRNA de queratina de camundongo (dsRNA inespecifico) foram utilizadas
como controle. A confirmagdo do silenciamento dos genes alvo foi confirmada em
diferentes tempos apo6s a injecdo, através da quantificacdo da expresséo relativa dos
mesmos por RTg-PCR como descrito anteriormente. Um controle negativo da
transcricdo reversa foi adicionado em cada placa para cada primer utilizado com a

finalidade de confirmar a auséncia de contaminacdo e amplificacdo de DNA
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gendmico. Nesse controle foram utilizados pools de RNA de cada grupo avaliado
gue foram submetidos aos procedimentos descritos no item 3.3, sem a adicdo da

enzima transcriptase reversa.

Quadro 1. Sequéncias dos iniciadores; comprimento do amplicon e intron, R

coeficiente de correlacao; E: eficiéncia da gPCR.

. \ \ Amplicon Intron E

Gene Primer (5'to 3 R2
(G'to3) (pb) (pb) (%)
For-TGTGCCCAAGGATGTGAACG 107
Tub Rev- ACAGTGGGTGGTTGGTAGTTGAT 118 2021 0991 | 7y,
For-CAGAGATAACCCTGCGGAAC 99
RpOr | Rev-CATGCGTAAACCTTCCCAAT 103 1707 1099 1 oy
For-CGGACGACCTAAGGACCTATC 93
RPNPF | R eVv-TGACACCGTCCACTGCTAGA 123 1198 | 0.996 |

For-TAATACGACTCACTATAGGGAGA

T7-Rpfor | ACTGGTGCAGATAGCACACG 424 2500 ] ]

Rev-TAATACGACTCACTATAGGGAGA
CCATGTTTTCCTACCGTGCT3

For-TAATACGACTCACTATAGGGAGA
CGTATTCCAGCTGACGCAATS
Rev-TAATACGACTCACTATAGGGAGA
AGATCGTAGAGGTCGCTTGC3

T7-RpNPF 265 1294 - -

Eor-TAATACGACTCACTATAGGGAGA
GGGGTCTCCTCTCTGGAAACS
T7-KER | Rev-TAATACGACTCACTATAGGGAGA 275 - - -

ATTAGCAGCCGTGGAAGAGA

3.6. Quantificacao de triglicerideos no corpo gorduroso e na hemolinfade R.
prolixus silenciados

3.6.1. Corpo gorduroso

Insetos inoculados com dsRNAs dos genes Rpfor, RpNPF, KER ou PBS,
tiveram seu corpo gorduroso dissecado 40 dias apos a ecdise (~63 dias pos-
in6culo). Os 6rgaos obtidos foram pesados e posteriormente homogeneizados com o
auxilio de esferas de vidro (Sigma-Aldrich, Missouri - EUA) em 200 uL de PBS.
Deste total, 3 yL da mistura foram utilizados na dosagem de triglicerideos. A
guantificacdo dos triglicerideos foi realizada por método colorimétrico enzimatico
utilizando-se o kit Interkit Triglicérides (Katal Biotecnoldgica, Belo Horizonte - Brasil).
Conforme instrucdes do fabricante, em uma placa de ELISA de 96 pocos, foram
adicionados 200 uL/po¢o do reagente enzimatico e 3 pL da mistura de corpo

gorduroso + PBS de cada amostra. As dosagens foram feitas em duplicata e a
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guantidade estimada por comparacdo com a solucdo padréao fornecida pelo kit. A
guantificacdo das amostras foi feita em espectrofotdmetro utilizando-se a
absorbéancia de 500 nm (SpectraMax 340PC384, Molecular Devices, Califérnia -
EUA). Os dados obtidos de cada amostra foram normalizados pelo respectivo peso
do corpo gorduroso inteiro para evitar discrepancias proporcionadas por insetos de

diferentes tamanhos.

3.6.2. Hemolinfa

Para a quantificacdo de triglicerideos na hemolinfa, ninfas de quinto estadio
previamente inoculadas com dsRNAs dos genes Rpfor, RpNPF, KER ou PBS (~63
dias p6s-inéculo) foram alimentadas em alimentador artificial com sangue de coelho
citratado. A alimentac&o dos insetos foi necessaria para que fosse possivel coletar a
guantidade necesséria de hemolinfa para realizar o teste, uma vez que os volumes
de hemolinfa circulante ficam bastante reduzidos em individuos em jejum. Trés dias
apos a alimentacdo, uma amostra de 5 pL de hemolinfa foi coletada do tarso de
cada ninfa e homogeneizada em 5 uL de solucdo anticoagulante para insetos (0,01
M &cido etilenodiamino tetra-acético; 0,1 M glucose; 0,062 M cloreto de sédio; 0,03
M citrato de sédio; 0,026 M &cido citrico; P.H. 4,6). Deste total, 2 uL foram utilizados
para a dosagem de triglicerideos. A quantificacdo foi realizada conforme descrito no
item 3.6.1.

3.7. Quantificacéo de acUcares totais na hemolinfa de R. prolixus silenciados

Para a quantificacdo dos acgUcares totais presentes na hemolinfa, ninfas de
quinto estadio previamente inoculadas com dsRNAs dos genes Rpfor, RopNPF, KER
ou solucao salina (~63 dias pds-indculo), foram alimentadas em alimentador artificial
com sangue de coelho citratado. Trés dias apés a alimentacdo, uma amostra de 10
ML de hemolinfa foi coletada do tarso de cada ninfa e homogeneizada em 35 uL de
PBS. Deste total, 20 pL foram utilizados para a dosagem de acucares. A
guantificacdo dos acUcares totais foi realizada por método colorimétrico segundo
metodologia de Dubois e colaboradores (1956), com modificagcdes. Em uma placa de
ELISA com 96 pogos, foram adicionados 20 pL/pogo de fenol 5%, 20 yL da mistura
de PBS + hemolinfa de cada amostra e por fim, 100 yL de &cido sulfurico
concentrado. A quantidade de acuUcares foi estimada por comparacdo a uma curva

padrédo preparada com 0,5; 1; 1,5; 2 e 2,5 uL de glicose 1%. Todas as dosagens
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foram feitas em duplicata e a absorbancia medida no espectrofotometro foi de 490
nm (SpectraMax 340PC384, Molecular Devices, Califérnia - EUA).

3.8. Ensaios biolégicos
3.8.1. Avaliagéo de perfis individuais de atividade

Ninfas de quinto estadio com 30 dias de jejum ap0s a ecdise foram usadas
nos experimentos. Em cada ensaio, as ninfas foram colocadas individualmente nas
unidades de registro que continham um pedaco de papel filtro como substrato (5 x
10 cm) e o numero de movimentos foi continuamente registrado para cada individuo.
Em um experimento preliminar, 32 ninfas foram liberadas e seus movimentos
registrados por 72 h. A compara¢cdo do numero de movimentos registrados nos trés
intervalos diarios mostrou que 21 ninfas reduziram sua atividade total diaria em 25 +
3% e 10 aumentaram a atividade em 24,5 + 6% do primeiro para o segundo dia.
Resultados semelhantes foram observados quando o primeiro dia foi comparado
com o terceiro dia (23 ninfas diminuiram a atividade em 29,6 + 3%, enquanto nove
aumentaram em 22,5 + 5%). Do segundo para o terceiro dia, 26 ninfas diminuiram a
atividade em 12 + 1%, enquanto seis ninfas aumentaram a atividade em 15 + 5%
(dados individuais mostrados na Figura 4). Como o nimero de movimentos ao longo
do intervalo registrado mostrou menor variabilidade apds o primeiro dia, optamos por

restringir a amostragem de dados subsequentes ao segundo dia.

Dois experimentos foram realizados para analisar os perfis de atividade
locomotora ndo orientada. Um primeiro caracterizou o perfil de atividade de 548
ninfas ao longo do intervalo de 24 h. Em um segundo experimento 65 ninfas
identificadas pelo sexo (Espinola, 1966) e com diferentes perfis de atividade foram
selecionadas. Estes individuos foram utilizados para quantificar a expresséao relativa

do gene Rpfor por RTg-PCR. Foram utilizados no total, 32 machos e 33 fémeas.
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Mudancgas na atividade diaria (%)
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Ninfas

Figura 4. Reducdo/aumento (%) da atividade locomotora ndo orientada total de

ninfas de 5° estadio ao longo de trés dias de avaliagdo no actémetro.

3.8.2. Avaliacéo in vivo da funcéo do gene foraging através do silenciamento
por RNAI

3.8.2.1. Atividade locomotora nao orientada

A avaliacdo da atividade locomotora de ninfas silenciadas para os genes
Rpfor e RpNPF foi realizada no actdmetro, conforme descrito anteriormente. Sete
dias apés o inéculo do dsRNA, as ninfas foram alimentadas e 30 dias ap6s a muda
para o quinto estadio, foram liberadas no actdmetro e tiveram sua atividade
locomotora registrada por 48 h. Finalizados os ensaios de locomoc¢éao, os cérebros e
0os CGs foram dissecados (~60 dias apds o indculo de dsRNA). Estes tecidos foram
submetidos a extracdo de RNA total, produgcdo de cDNA e RTQ-PCR para confirmar

o silenciamento dos genes alvos.

3.8.2.2. Saida do abrigo na presenca de pistas do hospedeiro

A dindmica do uso de abrigos de ninfas silenciadas para os genes Rpfor e
RpNPF foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por Lorenzo e Lazzari
(1996, 1998), com modificagbes. Os ensaios foram realizados em uma arena de
vidro (40 x 40 x 20 cm) que apresentava um abrigo artificial na area central (Figura
5). O abrigo foi feito de um pedaco de papeldo ondulado (20 x 10 cm) dobrado ao
meio para criar um refugio de 10 cm? com dois acessos laterais de

aproximadamente 0,5 cm de altura. Para o ensaio foram utilizadas ninfas de quinto



31

estadio com aproximadamente 35 dias de jejum e 58 dias pds-inéculo com dsRNAs
dos genes Rpfor, RpNPF, queratina de camundongo, e PBS. Em cada ensaio, 10
ninfas de cada tratamento foram simultaneamente liberadas na arena e mantidas por
72 horas até a aclimatacdo. As ninfas de cada grupo foram identificadas com o
auxilio de um corretivo liquido (inodoro e nao toxico) através da pintura de uma de
suas seis patas. Apo6s a aclimatacao, todas as ninfas encontradas fora dos abrigos
foram removidas e o numero de individuos utilizados para o ensaio foi registrado.
Um camundongo (pesando ~ 40 g) mantido em um recipiente de plastico cilindrico
(10 cm de altura x 8 cm de diametro) fechado com uma tampa de plastico perfurada
foi colocado na arena. O recipiente impedia qualquer contato fisico das ninfas com o
camundongo, mas permitia a emissdo de estimulos quimicos (odores) e fisicos
(vibracéo e calor), sinalizando a presenca de um hospedeiro. Na parede externa do
frasco que continha o hospedeiro e no chéo da arena na area em torno do frasco foi
colocada uma fita dupla face (2,5 cm de largura). O camundongo foi colocado na
arena duas horas antes do final da fotofase e |4 permaneceu durante toda a
escotofase e até duas horas apos o inicio da fotofase. Os camundongos receberam
agua e racao ad libitum durante todo o periodo. Durante a fotofase, lampadas
fluorescentes com uma intensidade luminosa de aproximadamente 160 LUX
iluminavam a arena. A temperatura ambiente foi mantida em 24 + 1°C e 12:12
LL/EE. Ap6s a finalizacdo do ensaio, o numero de ninfas presas na fita dupla face foi

contabilizado

40cm

40cm

Figura 5. Desenho esquematico do ensaio que avaliou o comportamento de saida

de abrigos de ninfas de R. prolixus silenciadas para os genes Rpfor e RpNPF na
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presenca de hospedeiro. A direita, detalhe do recipiente de pléastico cilindrico que

conteve o camundongo e em torno do frasco a fita dupla face.

3.8.2.3. Comportamento alimentar
Para avaliar se o silenciamento dos genes Rpfor e RpNPF interfere na

ingestado de sangue, insetos silenciados e seus respectivos controles foram pesados,
individualizados em potes circulares de plastico (4 cm de diametro e 2 cm de altura)
e identificados. Os recipientes de plastico continham em seu interior uma sanfona de
cartolina e eram fechados com tecido de algoddo na parte superior.
Aproximadamente 20 insetos de cada grupo foram colocados individualmente para
se alimentarem em alimentador artificial contendo sangue de coelho citratado.
Imediatamente ap6s o término da alimentacdo, as ninfas foram pesadas. Foi
registrado o tempo que o0s insetos levaram para iniciar e para terminar a
alimentacdo, o volume de sangue ingerido e a velocidade de ingestdo, calculada
através da divisdo da quantidade de sangue ingerida pelo tempo que o inseto levou

para se alimentar.

3.9. Anédlise estatistica
3.9.1. Cluster hierarquico e analises multivariadas

Duas matrizes de dados foram construidas considerando os perfis de
atividade de ninfas individuais. O primeiro conjunto de dados abrangeu os registros
obtidos com 548 individuos durante o intervalo de 24 horas. Para o segundo
conjunto de dados foram incluidos o numero de movimentos e dados moleculares
obtidos com as ninfas classificadas por sexo. A analise dos dados foi realizada
utilizando o software R (v3.4) na interface Rstudio versdo 1.1.423 (Team, 2015). O
dendograma de cluster hierarquico e o mapa de calor (Heatmap) correspondente
foram gerados usando o pacote heatmap3 (v1.1.1). Como consideramos a auséncia
de movimento (auséncias articulares) biologicamente informativa, optamos por
seguir o fluxo de trabalho sugerido por Anderson et al. (2011). Isso implicou em
estimar as diferencas de pares entre os objetos na matriz com base em contagens
brutas nédo transformadas e indices euclidianos. Para esse fim, a fungéo 'vegdist' do
pacote R 'vegan' (v2.5.2) foi chamada no script de fungcdo heatmap3. Para abordar o
efeito de variaveis biolégicas potencialmente relevantes responsaveis pela variacao

nas matrizes, foram realizados testes de ordenacdo multivariados do tipo RDA
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(andlise de redundéancia com base em uma regresséo linear comum nao ponderada
e decomposicbes de varidveis singulares ndo ponderadas), considerando suas
respectivas matrizes explicativas (dummy matrizes). Resumidamente, para cada um
dos conjuntos de dados avaliados, as matrizes simuladas continham dados
explicativos, como sexo [masculino / feminino] (para 65 ninfas); contagem total de
locomogdo durante o periodo de 24 horas; e coeficientes de expressdo génica
normalizados (para 65 ninfas). As analises e os biplots correspondentes (escala = 2,
gréaficos de correlagdo com foco nas variaveis de resposta) foram gerados usando a
funcdo 'rda’ do pacote 'vegan' (v2.4.6). Por fim, para avaliar se as restricdes
hipotetizadas poderiam explicar significativamente a variagdo nos conjuntos de
dados e assim, como as respostas e as variaveis explicativas interagem, testes
MANOVA baseados em permutacdo (PERMANOVA) foram realizados usando a
funcdo 'adonis2' dentro do pacote 'vegan' (mesma versdo acima mencionada)
executando 9.999 permutagcfes (Anderson, 2001; Anderson & Walsh, 2013). Essa
analise multivariada também gera uma estimativa do tamanho do efeito (R2) da
proporcdo de variancia explicada por cada uma das variaveis explicativas
hipotetizadas. Uma abordagem semelhante de teste de hipoteses foi executada por
Liu et al. (2015), ao abordar como varios efetores bioldgicos podem contribuir de

maneira diferente para a atividade final medida para larvas de zebrafish.

3.9.2. Expressao dos genes Rpfor e sua correlagdo com a atividade locomotora

Os softwares GraphPad Prism 5.0 e SigmaPlot 8.0 foram utilizados nas
analises dos dados e construcdes dos graficos. A normalidade dos dados foi
avaliada pelo teste Shapiro-Wilk. Varidveis com distribuicdo normal foram testadas
pelo ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Variaveis que ndo apresentaram
distribuicdo normal, foram testadas pelo teste de Mann-Whitney (no caso de dois
grupos) e Kruskal-Wallis (no caso de mais de 2 grupos) seguido pelo teste de Dunn.
O coeficiente de correlacdo de Spearman foi usado para examinar se havia uma
relacdo entre a atividade locomotora total (24h) das ninfas machos e fémeas e os
niveis de expresséo relativa dos genes-alvo. Para todas as analises foi considerado

um p<0,05 como significativo.
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4. RESULTADOS
4.1. Avaliacdo de perfis individuais de atividade de ninfas de R. prolixus

O numero médio de eventos de locomocédo detectados para as 548 ninfas
durante o periodo de 24 h foi de 322,2 + 310 (0-2.753). O perfil de atividade mostrou
0s caracteristicos dois picos descritos em estudos anteriores (Figura 6). Os horarios
de pico de atividade (8 e 20 h) concentraram aproximadamente 18 e 16% dos
movimentos, respectivamente. Em geral, uma atividade mais alta foi observada
durante as primeiras quatro horas da escotofase, 0 que representou
aproximadamente metade de toda a atividade locomotora expressa. No entanto,
como indicado pela amplitude dos desvios descritos, o niamero de eventos de
movimento registrados durante o intervalo avaliado variou expressivamente (Figura
6), particularmente durante os intervalos dos picos do dia (luzes acesas) e noite

(luzes desligadas) e nas primeiras horas subsequentes.
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Figura 6. Proporcdo de movimentos realizados a cada hora (%) por ninfas de 5°
estadio de Rhodnius prolixus durante um intervalo de 24 horas. As areas branca e
cinza representam a fotofase e a escotofase, respectivamente. Os dados sé&o
apresentados como a meédia + D.P. da porcentagem do numero de eventos de

movimento por hora em relacdo ao total (n = 548 insetos).

Para explorar a origem dessas flutuagcoes, avaliamos se as mesmas poderiam

ser devido a diferencas individuais entre os perfis de locomocéo, considerando
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nosso robusto conjunto de dados (n=548). Assim, buscamos padrdes subjacentes
nos perfis aplicando uma analise multivariada para gerar uma matriz de distancia
euclidiana em pares entre as contagens horéarias de locomogao durante o intervalo
de 24 horas. Foi executado um teste de agrupamento hierarquico usando a atividade
individual (isto é, numero de eventos de locomoc¢édo por individuo por hora). Como
pode ser observado na Figura 7, trés blocos principais que abrangem individuos com
padrées semelhantes de dissimilaridade foram identificados pela topologia do
dendograma, heatmap e grafico de dispersdo de atividades (referidos como blocos
1, 2 e 3). O bloco nimero 1 (azul) contém 168 insetos com uma média de 461
movimentos (113-1.468); o bloco 2 (verde) é composto por 56 individuos com uma
média de 918 movimentos (410-2.753) e o bloco 3 (rosa) com 324 insetos e uma
média de 147 movimentos (0-796). Além disso, ao subdividir o bloco 3 ao longo de
seu primeiro né, os individuos se agrupam nos subgrupos A (149) e B (175). A
média de atividade correspondente é 251,2 (82-796) e 59,5 movimentos (0-299),
respectivamente. Do conjunto total de individuos, 30,7% pertencem ao bloco 1,
10,2% ao bloco 2 e 59,1% ao bloco 3 (27,2 e 31,9% nos subgrupos A e B,

respectivamente).

1 30 400 8 9 1011 12 1314 15 1617 18 19 20 2122 23 241 2 3 4 5 6 7 HOURS

Figura 7. Cluster hierarquico dos perfis de atividade locomotora com base no
namero de movimentos por hora e suas distancias euclidianas aos pares. O

‘heatmap” descreve o grau de dissimilaridade entre os 548 individuos durante 24h.
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O painel do meio, entre o “heatmap” e o dendograma, apresenta um grafico de
dispersédo da atividade total registrada para cada individuo ao longo do intervalo
selecionado. As areas coloridas e a linha de tendéncia no grafico de disperséo
ajudam a visualizar a topologia do dendograma quando discriminam as pontas mais
profundas dos nds de acordo com os blocos propostos, com base nas contagens
totais de locomocdo e nos padrdes de dissimilaridade. O bloco nimero 1 (azul)
contém 168 insetos, 0 bloco 2 (verde) € composto por 56 individuos, e o bloco 3
(rosa) por 324 insetos. O bloco trés foi subdividido ao longo do seu primeiro n6 em

grupos A e B, com 149 e 175 individuos, respectivamente.

A analise de redundancia (RDA) que utilizou a atividade individual cumulativa
(numero total de eventos de locomocdo por individuo durante 24 horas) como
variavel restritiva, foi responsavel por 42,59% da variancia total dentro dos eixos
mostrados na Figura 8 (RDAL; e variancia irrestrita resumida em PC1). Deste total,
29,27% da variacao foi proporcionada pela variavel atividade total (ou seja, nimero
total de eventos de locomocéao por individuo ao longo de 24 horas), e sua influéncia
sobre 0s objetos e correlacdes € representada ao longo do eixo RDA1L. As horas que
apresentaram a maior resposta ao vetor representando o efeito da locomoc¢éo total
foram: 20, 21, 22, 23 e 24, considerando seus escores de ordenacdo (nao
mostrados). Essas pontuacfes geradas pela funcdo RDA correspondem a
coordenadas dentro do espaco bidimensional em que estédo localizadas as pontas
dos autovetores. O comprimento do vetor € uma medida da magnitude da variavel
de resposta (atividade total). As horas da fotofase ficaram agrupadas no quadrante
superior direito, enquanto a maioria das horas da escotofase foi agrupada abaixo do
vetor de atividade. As horas que precederam o inicio da fotofase se agruparam
préximas ao vetor de atividade, indicando semelhanca de perfil para elas. De fato,
esse foi o intervalo (exceto as 8h) com menor atividade locomotora, mesmo para
ninfas com intensa locomocdo. A dispersdo observada entre os individuos aponta
para a existéncia de perfis de atividade total divergentes. Insetos com atividade
baixa ou nula foram posicionados na direcdo oposta ao vetor de atividade total.
Trinta e sete ninfas (6,7%) aglomeraram-se em um angulo de ~180° em relagcéo ao
vetor total de atividade, por apresentarem contagem de locomogé&o zero para todo o
intervalo de 24 horas avaliado. A medida que o nimero de movimentos aumentava,

0S objetos individuais se distribuiam nas duas dimensfes, seguindo um padréo
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bimodal, onde individuos com contagem total de atividades semelhantes poderiam
ser separados ao longo do espaco ordenado (exemplos de perfis de atividades
individuais por hora com contagens de atividades semelhantes, mas com perfis
locomotores diferentes estdo mostrados na Figura 9). Eles correspondem aos
elementos seguindo a direcdo do vetor de atividade (com um angulo <90° entre
eles). Quanto mais eles seguiam o vetor explicativo, maior a magnitude de sua

resposta a essa restricao, e a sua dissimilaridade com os outros individuos.

PC1

- * Total activity during 24hs

RDA1

42,59% of variance or constrained by explanatory variable: Total activity during 24hs

Figura 8. Biplot de andlise de redundancia (RDA) considerando a atividade total ao
longo de um intervalo de 24 horas como variavel explicativa. A RDA mostra como 0s
individuos se dispersaram no espagco de ordenacdo (restrito) com base nas
diferencas euclidianas entre seus perfis de locomoc¢ao. Os padrbes de variacao
dentro do conjunto de dados de medidas variaveis de resposta foram limitados pelas
contagens totais de atividades registradas durante um intervalo de 24 horas (vetor
apontando diretamente ao longo do eixo horizontal). No total, 42,59% da variacao
esta representada no biplot. A variavel “dummy” proposta (atividade total) responde
por 29,27% da variacdo total na matriz de resposta e é representada como o eixo
RDA1l. O eixo PC1 abrangeu 13,32% da varidncia irrestrita. Cada quadrado
representa um individuo no espaco ordenado. Os numeros representam as horas do
dia.
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Figura 9. Exemplos de perfis de atividade individual (nUmeros de eventos por hora)
mostrando quantidades similares de contagem de movimentos total, mas diferentes
perfis temporais. As areas branca e cinza representam a fotofase e a escotofase,
respectivamente. Cada grafico € apresentado como o numero de eventos de

movimento por hora de uma ninfa fémea.

4.2. Avaliacdo dainfluéncia de fatores biolégicos na atividade locomotora de
R. prolixus

Na tentativa de encontrar outros fatores potencialmente associados aos
diferentes perfis de atividade locomotora, uma nova RDA foi realizada, utilizando-se
a atividade individual de 65 ninfas ao longo de 24 h, e considerando o namero
cumulativo de movimentos em 24 horas, 0 sexo, e a expresséo do gene Rpfor como
variaveis explicativas (Figura 10). De acordo com esta analise, 45,32% da variacao
entre perfis pdde ser explicada por essas trés variaveis. A atividade locomotora total
durante 24 h foi a variavel com maior magnitude vetorial. Os valores dos centroides
das ninfas macho e fémea foram posicionados em um angulo de ~180° um em
relacdo ao outro (Figura 10). Isso sugere que ninfas machos e ninfas fémeas
apresentam diferentes perfis de atividade locomotora. NOs testamos a hipotese de
diferencas sexuais em um terceiro conjunto de dados (Figura 11; n=175) e
obtivemos padrbes e interacdes subjacentes semelhantes. Como pode ser

observado na Figura 10, o vetor que representa os valores de expressédo do gene
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Rpfor ficou posicionado em um angulo de ~-270° em relagdo ao vetor de atividade
total, o que sugere uma correlacdo negativa entre os valores registrados. Ao
observar o padréao de dispersdo dos objetos e sua correspondente média geométrica
(centroides), p6de-se observar uma relagcéo positiva entre a expressao de Rpfor e o
centroide das fémeas (Figura 10). Essa pequena distancia ortogonal entre o
centroide e o vetor (com uma direcionalidade <90° entre eles) sugere que valores
mais altos de expressdo de Rpfor foram mais frequentes nas fémeas do que nos
machos. A Figura 10 mostra que o oposto pode ser inferido entre os machos e a
expressdo de Rpfor (~180° entre o centroide e o vetor explicativo). Nés entdo
comparamos 0s niveis de expressao relativa de Rpfor em ninfas machos e fémeas e
encontramos uma expressao relativa do gene significativamente mais alta para as
fémeas (Figura 12, Mann Whitney, p=0,019), corroborando a associacdo mostrada
pela RDA.

Um teste PERMANOVA foi realizado para medir a significancia com que cada
uma das variaveis propostas explicava as variacbes da matriz de resposta (Tabela
1). No total, cada uma das varidveis testadas e a interacdo entre elas explicaram
66,29% da variancia incluida na matriz de resposta. Como esperado, a atividade
locomotora total durante 24 h foi a variavel explicativa que afetou os perfis de
locomocao mais significativamente, apresentando o maior tamanho do efeito (Tabela
1; PERMANOVA, p=0,001). As variaveis explicativas sexo, expressao de Rpfor e a
interagdo entre sexo e atividade total também foram significativas, mas com
tamanhos do efeito menores (Tabela 1; PERMANOVA, p=0,004, p=0,005 e p=0,01,
respectivamente). A interagcao significativa entre sexo e atividade total indicou que os
efeitos da atividade total nos perfis de locomocéao foram influenciados pelo sexo das

ninfas.
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Figura 10. Biplot de analise de redundancia (RDA) considerando efetores bioldgicos.
O grafico da RDA mostra como as ninfas machos e fémeas se dispersaram ao longo
dos eixos. As dissimilaridades do perfil de locomogcdo foram restringidas por
variaveis explicativas, responsaveis pela atividade total, sexo e perfis de expresséao
dos genes Rpfor. No total, 45,32% da variacdo dentro da matriz € impulsionada
pelas variaveis propostas. Desse total, 98,09% da variancia restrita é resolvida ao
longo do eixo horizontal (RDA1), enquanto 1,52% é resolvida ao longo do eixo
vertical (RDA2).
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Figura 11. Analise de redundancia (RDA) considerando efetores bioldgicos. A RDA

mostra como as ninfas machos e fémeas se dispersam ao longo dos eixos. As

dissimilaridades do perfil de locomocao séo limitadas por variaveis explicativas que

explicam o sexo e a contagem total de atividades em 24h. No total, 35,82% da

variacdo dentro da matriz € impulsionada pelas variaveis propostas. A partir disso,

99% da variancia restrita € explicada pelas correlagcdes e interacbes ao longo do
eixo horizontal (RDAL).
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Figura 12. Comparacdo da expressao relativa dos genes Rpfor entre ninfas de R.

prolixus machos (azul) e fémeas (vermelho). Cada simbolo representa a expressao
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relativa do gene Rpfor determinado para o corpo gorduroso de um individuo. Linhas
horizontais representam a mediana de cada grupo. Teste de Mann Whitney; *
p=0,019.

Tabela 1. Analise multivariada permutacional ndo paramétrica de variancia.

Fator DF R? F Pr(>F)
Atividade Total 1 0,5455 93,842 0,001 *x
Sexo 1 0,0294 5,059 0,004  **
Rpfor 1 0,0424 7,305 0,005  **
Sexo:Rpfor 1 0,0083 1,439 0,200
Sexo: Atividade Total 1 0,0287 4,948 0,012 ~*
Rpfor: Atividade Total 1 0,0083 1,427 0,215

Residual 58 0,3371
Significado dos simbolos: 0 “*** 0,001 *** 0,01 ** 0,05‘" 0,1’ 1

Férmula avaliada = matrix65v24 ~ (((Sexo * Rpfor)) + (Sex * Total_activity) + (Rpfor *

Atividade_total)), data = dummy65iexp, permutations = 999, method = "euclid", by =

"terms").

Como a atividade total dos insetos foi o principal fator que influenciou os
diferentes perfis de locomocéao, nés entdo testamos se os niveis de atividade foram
afetados pela expressao génica e pelo sexo. Encontramos um efeito significativo do
sexo e da expressdo de Rpfor na atividade total dos insetos (Tabela 2; GLM-
ANOVA, p<0,0001 para ambos os parametros). A interagao significativa entre sexo e
expressao de Rpfor (Tabela 2; GLM-ANOVA, p<0,0001) indicou que os efeitos da
expressédo de Rpfor nos niveis de atividade total foram fortemente afetados pelo
sexo das ninfas. Além disso, testamos se a atividade total e a expressdo génica
estavam correlacionadas em cada um dos sexos. Uma correlagdo positiva, mas nao
significativa, foi observada entre a atividade total e a expressdo de Rpfor nas ninfas
fémeas (correlagcdo de Spearman, rS= +0,32; p=0,067). Interessantemente, o teste
detectou uma correlagdo negativa significativa entre a atividade total individual das
ninfas machos e a expressdo de Rpfor (correlacdo de Spearman, rS=-0,67;
p>0,0001).
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Tabela 2. Andlise GLM dos efeitos da expressdo de Rpfor e sexo na atividade

cumulativa de ninfas de R. prolixus.

Estimado Erro ValorZ  Pr(>2)
padrao
(Intercept) 5,4849 0,0217 252,60 <2e-16 ***
Sexo 1,8700 0,0279 66,95 <2e-16  ***
Rpfor 1,4693 0,0676 21,73 <2e-16  ***
Sexo:Rpfor -7,3204 0,1237 -59,16  <2e-16  ***

Significado dos simbolos: 0 “*“*** 0,001 “* 0,01 ** 0,05 ‘.’ 0.

Férmula avaliada = glm(formula = Atividade total ~ Sexo * Rpfor, family = poisson())

4.3. Confirmacéo do silenciamento dos genes Rpfor e RpNPF atraves da

técnica de RNAI

Para padronizar as condigdes de silenciamento do gene Rpfor, inicialmente

foram testadas duas diferentes concentraces do inéculo de dsRNA, 5 e 10 ug

(Figura 13). Sete dias ap06s a inoculacéo, a expressao relativa do gene no cérebro

dos insetos foi reduzida em 83 e 84% para insetos inoculados com 5 10 pg de

dsRNA respectivamente (Figura 13, Kruskal-Wallis, p<0,0001). A reducdo da

expressdo se manteve em 87 e 89% ap6s 52 dias do in6culo, quando os insetos

apresentavam um jejum de 30 dias (Figura 13, Kruskal-Wallis, p<0,0001).
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Figura 13. Expressado relativa do gene Rpfor no cérebro de insetos controle
(inoculados com PBS) e silenciados (inoculados com 5 e 10 pg de dsFOR). Cada
ponto corresponde a expressao relativa de uma amostra contendo cinco cérebros.
As linhas verticais correspondem as medianas de cada grupo (n=3 amostras por
tratamento; Kruskal-Wallis ***p<0,001).

Uma vez que a RDA mostrou que o sexo das ninfas pode influenciar nos
perfis de atividade locomotora, um novo ensaio de silenciamento foi realizado
utilizando-se uma concentracéo de 5 pg de dsFOR em ninfas sexadas. A analise da
RTgPCR mostrou uma reducéo significativa na expressao relativa do gene Rpfor no
cérebro de ninfas machos e fémeas quando comparado aos controles (PBS e
dskKER) (Figura 14A e B; ANOVA p<0,0001, para os dois sexos). A reducdo na
expressao do gene dos insetos silenciados em relagdo a dos insetos inoculados com
PBS foi de 88,5 e 84,3% para machos e fémeas, respectivamente. N6és também
avaliamos a expresséao relativa do gene no corpo gorduroso das ninfas silenciadas,
uma vez que existem trabalhos que sugerem uma relacdo entre a expressdo do
gene foraging e o metabolismo de lipideos (Kaun, Chakaborty-Chatterjee &
Sokolowski, 2008; Toth & Robinson, 2005) (Figura 15). Da mesma forma que o
observado para o cérebro, uma reducdo significativa na expresséo relativa do gene
Rpfor foi observada no corpo gorduroso de ninfas machos e fémeas (Figuras 15A e
B; ANOVA p=0,001 e Kruskal-Wallis p<0,0001, respectivamente). A reducdo na
expressdo do gene Rpfor nesse 6rgado foi de 82,6% para os machos e de 94,7%

para as fémeas. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas na
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expressdo do gene em ninfas machos inoculadas com PBS ou dsKER em nenhum
dos dois tecidos (Figuras 14A e 15A; Kruskal-Wallis, n.s.). Entretanto, as ninfas
fémeas inoculadas com dsKER apresentaram niveis de expressé&o mais elevados do

gue aquelas inoculadas com PBS tanto no cérebro (Tukey *p=0,01) quanto no corpo
gorduroso (Dunn *p=0,01).
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Figura 14. A expresséo relativa do gene Rpfor & diminuida no cérebro de insetos
inoculados com dsFOR. A. Expressao relativa do gene Rpfor no cérebro de ninfas
machos controle (inoculadas com PBS e dsKER) e inoculadas com dsFOR (Tukey
***n<0,0001 para todas as comparacdes). B. Expresséao relativa do gene Rpfor no
cérebro de ninfas fémeas controle (inoculadas com PBS e dsKER) e inoculadas com
dsFOR (Dunn *p=0,01***p<0,0001). Cada ponto corresponde a expressao relativa
do corpo gorduroso de um individuo. As linhas verticais correspondem as medianas
de cada grupo (n=8-10 insetos por tratamento).
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Figura 15. A expressao relativa do gene Rpfor é diminuida no corpo gorduroso de
insetos inoculados com dsFOR. A. Expressédo relativa do gene Rpfor no corpo
gorduroso de ninfas machos controle (inoculadas com PBS e dsKER) e inoculadas
com dsFOR (Tukey **p<0,001 para todas as comparacoes). B. Expressao relativa do
gene Rpfor no corpo gorduroso de ninfas fémeas controle (inoculadas com PBS e
dsKER) e inoculadas com dsFOR (Tukey *p=0,01**p<0,001). Cada ponto
corresponde a expressao relativa do corpo gorduroso de um individuo. As linhas

verticais correspondem as medianas de cada grupo (n=8-10 insetos por tratamento).

Como o NPF é um neuropeptideo, nés somente avaliamos a expressao do
gene no cérebro das ninfas silenciadas. Para as ninfas inoculadas com dsNPF
também foi observada uma reducéo significativa na expressao do gene RpNPF em
relagcdo aos controles em ambos os sexos (Figura 16; Kruskal-Wallis, p<0,0001 para
machos e ANOVA, p<0,0001 para fémeas). A reducédo na expressao relativa do
gene nas ninfas silenciadas foi de 93,1 e 87,34% para machos e fémeas,
respectivamente. Para ambos o0s sexos, ndo foram observadas diferencas na
expressdo do gene entre ninfas inoculadas com PBS ou dsKER (Kruskal-Wallis,

n.s.).
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Figura 16. A expressao relativa do gene RpNPF é diminuida no cérebro de insetos
inoculados com dsNPF. A. Expressao relativa do gene RpNPF no cérebro de ninfas
machos controle (inoculadas com PBS e dskKER) e inoculadas com dsFOR (Dunn
*p=0,01***p<0,0001). B. Expresséo relativa do gene RpNPF no cérebro de ninfas
fémeas controle (inoculadas com PBS e dsKER) e inoculadas com dsFOR (Tukey
***p<0,0001 para todas as comparagdes). Cada ponto corresponde a expressao
relativa do corpo gorduroso de um individuo. As linhas verticais correspondem as

medianas de cada grupo (n=7-10 insetos por tratamento).

Nés também avaliamos se a expressao do gene Rpfor poderia ser afetada em
ninfas silenciadas para o gene RpNPF e vice-versa. Como pode ser observado na
Figura 17 ndo foram observadas diferencas para ninfas machos e fémeas em

nenhuma das comparagdes com os grupos controle (Mann-Whitney, n.s.).
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Figura 17. O silenciamento do gene Rpfor ndo modifica a expressdo do gene
RpNPF e vice-versa em ninfas de R. prolixus. A. Expressao relativa de Rpfor em
ninfas machos (azul) e fémeas (vermelho) silenciadas para o gene RpNPF. B.
Expressdo relativa de RpNPF em ninfas machos (azul) e fémeas (vermelho)
silenciadas para o gene Rpfor. Cada ponto corresponde a expressao relativa do
cérebro de um individuo. As linhas verticais correspondem as medianas de cada

grupo (n=8-10 ninfas por tratamento; Mann-Whitney, n.s.).

4.4. Avaliacédo in vivo da funcédo do gene foraging através do silenciamento por
RNAI

Nossos resultados mostraram uma reducdo significativa na expressdo dos
genes Rpfor e RpNPF em insetos inoculados por dsRNAs especificos, que se
mantém por periodos prolongados. Uma vez que os genes foraging e npf tém sido
relacionados a modulacdo da atividade locomotora no contexto de busca por
alimento em outros grupos de invertebrados, nés realizamos diferentes ensaios
biologicos para avaliar uma possivel participagcdo desses genes em processos
comportamentais e fisiologicos relacionados a locomog¢éo, busca por hospedeiros,

alimentacdo e acumulacéo de reservas energeéticas.

4.4.1. Atividade locomotora ndo orientada

A avaliacédo da atividade locomotora de ninfas previamente silenciadas para o
gene Rpfor e com ~30 dias de jejum mostrou que houve uma reducdo nos niveis de
atividade durante os dois picos do ciclo diario (Figura 18). O grupo de insetos

inoculados com dsKER apresentou atividade semelhante a do controle (inoculados
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com PBS). Diferentemente, a atividade locomotora de ninfas previamente
silenciadas para o gene RpNPF n&o foi alterada durante o periodo de 24 h de

avaliagéo (Figura 19).
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Figura 18. O silenciamento do gene Rpfor diminui a atividade locomotora néo
orientada de ninfas de Rhodnius prolixus. As areas cinza e branca representam a

escotofase e fotofase, respectivamente (n=30 insetos por tratamento).
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Figura 19. O silenciamento do gene RpNPF néo altera a atividade locomotora de

ninfas de R. prolixus. As areas cinza e branca representam a escotofase e fotofase,

respectivamente (n=30 insetos por tratamento).

4.4.2. Saida do abrigo na presenca de pistas do hospedeiro

Para avaliar o comportamento de saida do abrigo na presenca de sinais do
hospedeiro, ninfas silenciadas para os genes Rpfor e RpNPF e seus respectivos
controles foram liberadas em uma arena contendo um reflgio artificial, e uma vez
dentro dele, foram desafiadas com a introducdo de um hospedeiro na arena. Nas
cinco repeticoes realizadas 57+8 e 65+6% das ninfas inoculadas com PBS e dskKER,
respectivamente, 92+3% das inoculadas com dsFOR e 83+5% daquelas inoculadas
com dsNPF foram capturadas nas fitas presas ao frasco que continha o hospedeiro.
Os resultados mostraram que o silenciamento do gene Rpfor promoveu um aumento
da saida de ninfas do abrigo (Kruskal-Wallis, p=0,01) enquanto que o do gene

RpNPF n&o mostrou alteragcdes entre os tratamentos (Kruskal-Wallis,n.s.).
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Figura 20. O silenciamento do gene Rpfor aumenta o comportamento de busca por
hospedeiro em ninfas de R. prolixus em jejum (Dunn, *p=0,01). Cada ponto
corresponde a porcentagem de ninfas capturadas proximo ao hospedeiro em um

ensaio. As linhas verticais correspondem as medianas de cada grupo (n=5 ensaios).

4.4.3. Comportamento alimentar

As taxas de ingestdo de sangue de coelho citratado, oferecido em alimentador
artificial, foram comparadas entre insetos silenciados e seus controles. N&do foram
observadas diferencas para nenhum dos genes quando as ninfas fémeas foram
comparadas (Figura 21A; Kruskal-Wallis, n.s. para todas as comparacoes).
Entretanto, houve uma reducéo significativa nas taxas de ingestdo de ninfas machos
guando silenciadas para o gene RpNPF (Figura 21B; ANOVA, n.s. para dsFOR,
p=0,04 para dsNPF).
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Figura 21. As taxas de ingestdo de sangue séo reduzidas em ninfas machos de R.
prolixus silenciadas para o gene RpNPF. A. Taxas de ingestdo sanguinea de ninfas

fémeas silenciadas para os genes Rpfor e RpNPF (n=9-10 ninfas por tratamento;
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Kruskal-Wallis, n.s. para todas as comparacfes). B. Taxas de ingestdo sanguinea de
ninfas machos silenciadas para os genes Rpfor e RpNPF (n=9-10 ninfas por
tratamento; ANOVA, n.s. para dsFOR, Tukey *p<0,05 para dsNPF). Cada ponto
corresponde ao dado de um individuo. As linhas verticais correspondem as

medianas de cada grupo (n=9-10 insetos por tratamento).

4.4.4. Quantidade de triglicerideos no corpo gorduroso de ninfas em jejum

A comparacao da quantificagcdo de triglicerideos no corpo gorduroso de ninfas
em jejum ndo mostrou diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 22;
ANOVA, n.s.).
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Figura 22. A quantidade de triglicerideos estocados no corpo gorduroso ndo é
alterada em ninfas de R. prolixus silenciadas para os genes Rpfor e RpNPF (n=17-
19 ninfas por tratamento; ANOVA, n.s. para todas as comparagdes). Cada ponto
corresponde a quantificacdo total de triglicerideos normalizada pelo peso do corpo
gorduroso de um individuo. As linhas verticais correspondem as medianas de cada

grupo (n=18-20 insetos por tratamento).

4.4.5. Quantidade de triglicerideos e agcucares na hemolinfa

Da mesma forma que o observado para o corpo gorduroso, ndo foram
encontradas diferencas entre os tratamentos quando a quantidade de triglicerideos

foi quantificada na hemolinfa de ninfas alimentadas (Figura 23A; Kruskal-Wallis, n.s.



53

bY

para todas as comparacfes). Com relacdo a quantidade de acuUcares totais na
hemolinfa, ndo foram observadas alteracbes nas ninfas silenciadas para o gene
Rpfor (Figura 23B; ANOVA, n.s.). Entretanto, o silenciamento do gene RpNPF
promoveu um aumento significativo nas quantidades de aguUcares presentes na
hemolinfa (Figura 23B; ANOVA, p=0,02)
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Figura 23. A quantidade de acUcares totais € aumentada em ninfas de R. prolixus
silenciadas para o gene RpNPF. A. Quantificacdo de triglicerideos na hemolinfa
(Kruskal-Wallis, n.s). B. Quantificacdo de acuUcares totais na hemolinfa (Tukey,
*p<0,05). Cada ponto corresponde a quantificacdo de um individuo. As linhas
verticais correspondem as medianas de cada grupo (n=19-20 insetos por

tratamento).
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5. DISCUSSAO

Os insetos avaliados no presente estudo mostraram dois picos de atividade,
um no inicio da escotofase e outro no inicio da fotofase, conforme ja relatado na
literatura (Guarneri et al., 2003; Lazzari, 1992; Lorenzo & Lazzari, 1998; Marliére et
al., 2015). Cerca de metade de todos os eventos de locomog&o se concentraram nas
primeiras horas da escotofase. No entanto, a comparacdo dos movimentos
realizados em cada hora ao longo do dia mostrou perfis de atividades claramente
distintos, ocultos pelos métodos tradicionais de representacdo usados para analisar
a locomocao de insetos. O agrupamento hierarquico dividiu o grupo inicial em trés
ramos principais como resultado dos niveis de atividade registrados. Como
esperado, 0s insetos mais ativos apresentaram as maiores diferencas.
Curiosamente, a posicdo de agrupamento desses individuos muito ativos no
dendrograma em relacdo aos perfis de atividades baixas e médias sugere que as
diferencas nos perfis locomotores podem ser determinadas por outros fatores, além

da intensidade da atividade.

Como esperado, a analise de redundancia (RDA) revelou que a fase do dia foi
o principal fator que influenciou os niveis de atividade. Interessantemente, duas
caracteristicas desconhecidas dos padrbes locomotores de R. prolixus foram
reveladas pela aplicacdo dessa analise. Primeiramente, determinamos que as
populacdes sdo compostas por individuos que apresentam niveis diferenciados de
atividade, conforme mostrado nos trés principais ramos criados pelo dendrograma.
Nos extremos, encontramos que aproximadamente 7% das ninfas nao se
movimentaram durante as 24h registradas, enquanto outros 3% produziram mais de
mil eventos de movimento no mesmo intervalo. Esses perfis de atividade muito
diferentes, que somam 10% dos individuos avaliados, podem representar estratégias
coexistentes de investimento em energia na populacdo e sua relevancia ecolégica
merece ser estudada. Cenarios de escassez nutricional sdo comuns nos ecotopos
silvestres dos triatomineos (Noireau & Dujardin, 2001; Sarquis et al., 2010). Sob tais
circunstancias, a presenca de individuos com niveis baixos de atividade e,
consequentemente menor consumo de reservas de energia, poderia ser vantajosa
enguanto se espera que uma fonte de sangue chegue ao ecétopo. Como estratégia
alternativa, a existéncia de individuos com locomocédo intensa e talvez, maior

capacidade de dispersdo, poderia resolver ativamente a escassez nutricional,
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mesmo com um aumento dos riscos de predacéo induzidos pela exposi¢cao fora dos

abrigos.

Uma segunda caracteristica encontrada foi a presenca de individuos com
niveis de atividade semelhantes, mas agrupados separadamente de acordo com as
diferencas em seus perfis temporais. Isso significa que seus principais eventos de
locomocgado foram observados em diferentes fases do ciclo diario. Para explorar o
conjunto de dados com mais detalhes, decidimos focar na expressdo da atividade
durante a fotofase. Para evitar considerar a atividade pertencente as caudas dos
picos principais, foram excluidas deste calculo as duas horas ap6s o acender das
luzes e antes do apagar das luzes. N6s encontramos que 21,9% dos insetos
estavam ativos durante metade das horas do intervalo restante. Além disso, 1,8%
desses insetos se movimentou em todas as horas da fotofase. Essa extensé&o
temporal da atividade locomotora ndo orientada também poderia ser vantajosa em
um cenario de escassez nutricional, ja que alguns individuos se tornariam ativos fora
do horéario convencional de forrageamento aumentando as chances de encontro de
hospedeiro. E importante ressaltar que esse ndo €é o perfil de locomocéo
predominante nos triatomineos, o que pode dever-se ao fato de que estar ativo
durante outras janelas temporais aumenta o risco de predagcdo. Também é
importante mencionar que esse experimento foi realizado com individuos que nao
tinham acesso a abrigos e a possibilidade de interagir com co-especificos. De
acordo com nosso conhecimento atual sobre o uso de abrigos por triatomineos, a
maioria dos individuos tende a se manter agrupada em reflgios durante a noite e
apenas uma pequena fracdo deles sai espontaneamente dos locais protegidos
(Ferreira, Guarneri & Lorenzo, 2019; Lorenzo & Lazzari, 1998). Nesse sentido,
estudos futuros sdo necessarios para determinar se 0s insetos que deixam 0s
abrigos pertencem a algum dos diferentes perfis de atividades encontrados no
presente trabalho. Para confirmar a existéncia de individuos ativos durante o dia,
deve-se também avaliar a dindmica do uso de abrigos durante a escotofase, tanto

na presenca quanto na auséncia de pistas do hospedeiro.

Nossos resultados também sugerem a existéncia de perfis comportamentais
sexo-especificos, expressos por ninfas de 5° estadio de R. prolixus. Padrbes de
locomogdo sexualmente dimorficos ja foram relatados para moscas domeésticas e

Drosophila melanogaster (Bahrndorff et al., 2012; Belgacem & Martin, 2002; Buchan
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& Sohal, 1981; Helfrich-Forster, 2000; Martin et al., 1999; Ragland e Sohal 1973). O
mesmo acontece com triatomineos, onde se mostrou que a locomocao de insetos
adultos difere de acordo com o0 sexo, com 0os machos respondendo ativamente a
sinais sexuais, enquanto as fémeas ndo respondem (Manrique & Lorenzo, 2012). A
motivacdo para sair dos abrigos também é notavelmente diferente para machos e
fémeas. Pontes e colaboradores (2014) mostraram que uma proporcgao relevante de
fémeas adultas deixa os abrigos espontaneamente e se envolve na busca ativa do
hospedeiro, mesmo na auséncia de pistas. A presenca de machos no mesmo
ambiente n&o altera esse perfil (Pontes et al., 2014). Por outro lado, odores emitidos
por fémeas promovem a ativacdo e orientagdo de machos adultos que, de outra
forma, ndo parecem deixar abrigos (Pontes et al., 2014). Este é o primeiro estudo
gue relata perfis de atividade locomotora sexo-especificos em triatomineos imaturos.
Como mencionado, os insetos ndo foram expostos a estimulos ou co-especificos
associados ao abrigo, o que induziria acinesia e comportamento de agregacao.
Estudos adicionais devem esclarecer se estas diferencas sexo-especificas na
atividade locomotora que sao expressas pelas ninfas podem estar relacionadas a

busca de sinais sexuais por insetos machos.

De acordo com a RDA, a expressao de Rpfor influenciou significativamente os
perfis de atividade locomotora ndo orientada, sugerindo que o gene esta implicado
na modulacdo desse comportamento. Além disso, descobrimos que o gene Rpfor
afeta a atividade total dos insetos de maneira dependente do sexo. De fato, a
expressdo do gene Rpfor foi inversamente correlacionada com o vetor de atividade
total no sexo masculino, o que sugere que uma diminuicdo na expressao de Rpfor
provavelmente induziria a um aumento da atividade locomotora das ninfas do sexo
masculino. No entanto, vale ressaltar que estudos desenvolvidos com outras
espécies/modelos de insetos estabeleceram que a funcdo do gene foraging, como o
nome indica, esta relacionada a modulacéo dos niveis de atividade no contexto da
busca de alimentos. Em Drosophila, por exemplo, o aumento da expressao induz a
um aumento na distancia percorrida pela larva na presenca de comida e na ingestao
do alimento (Allen et al., 2017; Osborne et al., 1997). Nas abelhas, as diferencas nos
niveis de abundancia do RNA do gene Amfor e na atividade de PKG tém sido
implicadas na transicdo das operarias de enfermeiras (que distribuem os alimentos

dentro da colmeia) para forrageiras (que buscam comida fora da colmeia) (Ben-
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Shahar, 2005). Como ja mencionado, correlacbes positivas (Ben-Shahar, 2005;
Lucas et al.,, 2010; Pereira & Sokolowski, 1993; Tobback et al., 2011) e inversas
(Ingram, Oefner & Gordon, 2005, Tobback et al., 2008) entre a expressao do gene
foraging e a atividade locomotora foram demonstradas, sugerindo que diferentes
vias conectam os niveis de expressdo desse gene aos fendtipos de forrageamento
nas diferentes espécies de insetos. O gene foraging, por ser um gene pleiotropico,

provavelmente tem fungdes diferentes em diversas células e 6rgaos.

Como ja mencionado, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares que
modulam o comportamento dos triatomineos. Uma vez que encontramos uma
possivel relagdo entre atividade locomotora ndo orientada e a expressdo do gene
Rpfor, o préximo passo foi tentar avaliar sua fungdo promovendo seu silenciamento
atraveés da técnica de RNAI. Decidimos incluir o gene RpNPF nos experimentos uma
vez que existem dados na literatura sugerindo a sua participacdo na modulagdo da
expressdo do Rpfor (Francis et al., 2010). Os dois genes codificam proteinas com
funcbes previamente caracterizadas em diversas espécies de insetos (Pereira &
Sokolowski, 1993; Sandman, 1999; Ben-Shahar, 2005; Ingram, Oefner & Gordon,
2005; Tobback et al.,, 2008; Ament, Velarde, Kolodkin, Moyse & Robinson, 2011),
fator que facilita a avaliacdo fenotipica promovida por seus silenciamentos. R.
prolixus € um excelente modelo para utilizacdo da técnica de silenciamento por
RNAI, uma vez que, dependendo do gene, a expressao pode se manter reduzida por
mais de sete meses passando por todas as fases de desenvolvimento do inseto sem
necessidade de novas aplicagdes de dsRNA (Paim et al., 2013). No presente estudo,
silenciamos ninfas de quarto estadio de R. prolixus e analisamos os niveis de mRNA
dos genes especificos quando os insetos estavam recém inoculados (7 dias pos-
inéculo de dsRNA) e depois de mudarem para o quinto estadio (52 dias pds-inéculo)

e constatamos que obtivemos um silenciamento eficiente e persistente.

A expressao relativa do gene Rpfor de insetos silenciados quando comparada
com insetos do grupo controle foi superior a 80% independentemente do sexo e do
tecido avaliado. Um aumento significativo nos niveis de mRNA do gene Rpfor foi
observado nas ninfas fémeas inoculadas com o dsRNA inespecifico em comparacéao
com aquelas inoculadas com PBS. Esse aumento, entretanto, ndo promoveu
diferengas significativas em nenhuma das avaliagdes fenotipicas. Os ensaios de

avaliacdo da expressao do gene Rpfor ao longo de diferentes estados fisioldgicos
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dos insetos mostraram que o gene mantém uma expressao baixa no cérebro das
ninfas que ainda sofre uma reducdo de cerca de 30% ap0s a alimentacdo. Ja a
expressdo do gene no corpo gorduroso de insetos em jejum € cerca de 30 vezes
mais alta do que a encontrada no cérebro nesse mesmo estado nutricional.
Interessantemente, o0s niveis de expressao do gene no corpo gorduroso caem
abruptamente logo apés a alimentacdo, chegando a niveis semelhantes aos
encontrados no cérebro cinco dias depois. O silenciamento, avaliado em insetos com
~30 dias de jejum, reduziu a expressdo do gene a niveis semelhantes aos

observados em insetos alimentados e n&o silenciados.

Os dois ensaios que avaliaram a atividade dos insetos silenciados mostraram
diferencas significativas destes em relacdo aos seus controles. O primeiro ensaio,
gque avaliou a atividade locomotora nao orientada, mostrou que 0s insetos
silenciados reduziram a atividade especialmente durante as primeiras horas da
escotofase. No segundo ensaio, que avaliou a saida do abrigo na presenca de pistas
do hospedeiro, os insetos silenciados foram capturados junto ao hospedeiro com
uma maior frequéncia do que os controles. Em um estudo prévio mostramos que
ninfas de R. prolixus infectadas por T. cruzi diminuem a atividade locomotora néo
orientada durante o periodo da escotofase relacionado com a busca de hospedeiro
(Marliére et al., 2015). Interessantemente, as ninfas infectadas saem do abrigo em
proporcdes similares as dos controles na presenca de pistas do hospedeiro
(Marliére, 2015). Varios trabalhos sugerem que a infeccdo por T. cruzi reduz as
reservas nutricionais do vetor (Juarez, 1970; Schaub, 1989; Kollien & Schaub, 1998;
Botto-Mahan et al., 2008) o que faria com que insetos infectados apresentassem
uma deficiéncia nutricional em relagdo a coespecificos com niveis semelhantes de
jejum. Com base nisso, sugerimos que insetos infectados se locomoveriam menos
na auséncia de pistas do hospedeiro como estratégia para evitar a perda de
recursos nutricionais, ja reduzidos, na auséncia de sinais robustos que confirmem a
presenca de um hospedeiro. A presenca dessas pistas promoveria entdo o aumento
na saida dos abrigos. A semelhanca dos resultados encontrados entre os insetos
silenciados para o gene Rpfor com aqueles mostrados para os infectados por T.
cruzi nos levou a levantar a hip6tese de que este gene poderia estar relacionado
com a modulacdo do metabolismo de lipideos, ja sugerida para outros modelos de
insetos (Toth & Robison, 2005; Kaun, Chakaborty-Chatterjee & Sokolowski, 2008).
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De acordo com essa ideia, os insetos silenciados diminuiriam sua atividade né&o
orientada na auséncia de pistas do hospedeiro e aumentariam os niveis de atividade
orientada na presenca desses sinais em consequéncia de uma reducdo das sua
reservas nutricionais. Entretanto, a quantificacdo de triglicerideos no corpo
gorduroso de ninfas em jejum, sabidamente a reserva nutricional mais relevante para
insetos (Canavoso et al.,, 2001), foi semelhante entre as ninfas silenciadas e seus
controles. Esses resultados sugerem que o gene Rpfor ndo participa dos processos
de acumulacao de lipideos em R. prolixus. Para confirmar essa hipotese, entretanto,
ainda é necessario avaliar se as quantidades de triglicerideos também sao
semelhantes nos insetos alimentados. O gene Rpfor também parece ndo estar
envolvido na eficiéncia dos insetos em obter sangue, uma vez que ndo encontramos

diferencas nas taxas de ingestdo sanguinea de insetos silenciados e seus controles.

As reservas nutricionais acumuladas no corpo gorduroso sob a forma de
proteinas, lipideos e carboidratos (Arrese & Soulages, 2010) s&o disponibilizadas na
hemolinfa conforme as necessidades fisiol6gicas do inseto. Em triatomineos adultos,
no caso dos lipideos, as reservas comecam a ser utilizadas quando o intestino esta
guase vazio e a digestdo esta proxima do fim (Pontes et al., 2008). Sob condi¢des
de demanda de energia, o hormdnio adipocinético é liberado da corpora cardiaca
para a hemolinfa e chega até seus receptores que sdo expressos nas células do
corpo gorduroso. Isso promove a quebra de triglicerideos e glicogénio, e leva a
producdo e liberacdo de carboidratos (glicose e trealose), lipideos e prolina
circulantes (revisado por Lorenz & Gade 2009). O hormdnio adipocinético também
tem sido associado & modula¢éo da atividade locomotora em insetos em jejum (Lee
& Park, 2004; Isabel et al., 2005), o que faz dele um candidato interessante para ser
avaliado em estudos futuros. Pensando na disponibilizacdo das reservas
nutricionais, nés avaliamos a quantidade de triglicerideos e de acuUcares totais
presentes na hemolinfa dos insetos. Os resultados mostraram néo haver diferencas
entre ninfas silenciadas e seus controles. Entretanto, € importante ressaltar que
devido a problemas metodolégicos ndo foi possivel coletar a hemolinfa das ninfas
em jejum. Uma vez que os niveis de expressao do gene Rpfor de ninfas silenciadas
ficam semelhantes aos de ninfas alimentadas, a auséncia de diferengcas poderia ser
consequéncia do estado nutricional dos insetos no momento da coleta de hemolinfa.

Estudos complementares serdo necessarios para confirmar esses resultados.



60

No presente estudo também conseguimos realizar osilenciamento do gene
RpNPF, que teve sua expressédo reduzida em cerca de 90% no cérebro de ninfas
machos e fémeas avaliadas depois de ~52 do in6culo do dsRNA. Além da sua
possivel participacdo nas vias que promovem a expressao do gene foraging (Francis
et al., 2010), o gene RpNPF parece também estar envolvido na regulacéo da busca
e da ingestdo de alimentos (Ament, et al.,, 2011; Sandman, 1999). Para testar a
participacdo desse gene nas vias que regulam a expressdo do gene Rpfor nos
avaliamos a expresséo do gene Rpfor em ninfas silenciados para o gene RpNPF e
vice-versa. Entretanto, nenhuma alteragdo nos niveis de expressdo de mRNA foi
observada. Esses resultados nos indicam que, pelo menos a nivel de modulagéo

génica, estes genes atuam em vias independentes em R. prolixus.

N&ao encontramos alteragcbes na atividade locomotora de ninfas silenciadas
para o gene RpNPF tanto na atividade ndo orientada quanto na orientada a pistas de
hospedeiros. Esses resultados diferem de outros modelos de insetos, onde se
demonstrou a participacéo deste gene modulando a atividade locomotora (Hou et al.,
2017; Wu et al., 2003; Ament et al., 2011). Da mesma forma, as quantidades de
triglicerideos no corpo gorduroso de ninfas em jejum e na hemolinfa de ninfas
alimentadas foram semelhantes para ninfas silenciadas e seus controles. Os
resultados sugerem que também este gene néo participe diretamente da modulacéo
da producé&o de reservas nutricionais. Vale lembrar, que da mesma forma que para
0s ensaios de Rpfor, esses resultados ainda precisam ser confirmados pela anélise
dos niveis de carboidratos no corpo gorduroso de ninfas alimentadas.
Interessantemente, os niveis de agucares totais das ninfas silenciadas para o gene
RpNPF estavam significativamente aumentados nas ninfas silenciadas. Em adigéo, a
eficiéncia alimentar das ninfas machos silenciadas foi reduzida em relacdo a
observada nos controles. Essas diferengcas pontuais que poderiam estar
relacionadas com a ja relatada modulagdo da capacidade de ingestdo sanguinea e
utilizacdo de reservas nutricionais (Ament, et al., 2011; Sandman, 1999), ainda nao
nos permitem afirmar nada conclusivo em relacdo a participacdo do gene nesses
processos, mas se mostram promissoras no sentido do desenvolvimento de

experimentos adicionais para avaliar os mecanismos envolvidos.

Em conclusdo, este é o primeiro estudo que buscou avaliar mecanismos

moleculares para a modulacdo da locomocdo em triatomineos. Os experimentos
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desenvolvidos mostraram a existéncia de perfis individuais de atividade locomotora
gue sao afetados tanto pelo sexo dos individuos, quanto pela expressao do gene
Rpfor. O silenciamento desse gene confirmou sua participacdo na modulacdo da
atividade locomotora tanto na auséncia como na presenca de estimulos emitidos por
hospedeiros. Entretanto, estudos adicionais serdo necessarios para se compreender
0S mecanismos moleculares pelos quais as alteracbes comportamentais sao
induzidas. Finalmente, os resultados dos ensaios realizados com insetos silenciados
para o gene RpNPF sugerem sua participacdo em processos relacionados a

ingestao de sangue e posterior utilizagc&o de reservas nutricionais.
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6. CONCLUSOES

- A variabilidade interindividual € mascarada quando o numero médio de movimentos
€ usado para descrever perfis locomotores, ja que padrdes de atividade divergentes

nao sao detectados.

- A andlise de agrupamento definiu padrdes de locomog¢ao distinguiveis que podem
representar estratégias divergentes de investimento em energia que coexistem em

populacdes de R. prolixus.

- As RDAs identificaram padrbes sexo-especificos de locomog¢&o em ninfas imaturas,

aparentemente modulados pela expresséao diferencial do gene Rpfor.

- O silenciamento dos genes Rpfor e RpNPF promoveram redugdes significativas e

estaveis nos niveis de mRNA.

- O silenciamento do gene Rpfor confirmou sua participacdo na modulacdo da
locomocdo de R. prolixus, atuando na atividade locomotora nédo orientada e na

orientada por pistas do hospedeiro.

- O gene RpNPF néo participa da modulagcdo da locomo¢cdo de R. prolixus; da

mesma forma, néo faz parte da regulacado das vias de expresséo do gene Rpfor.

- Os genes avaliados neste trabalho ndo parecem afetar o armazenamento de
lipideos no corpo gorduroso de R. prolixus, e estudos adicionais sdo necessarios
para compreender seu papel no metabolismo de reservas nutricionais de

triatomineos.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The triatomine bug Rhodnius prolixus is a main vector of Chagas disease, which affects several million people in
Rhodnius prolixus Latin-America. These nocturnal insects spend most of their locomotory activity during the first hours of the
Locomotory activity scotophase searching for suitable hosts. In this study we used multivariate analysis to characterize spontaneous
Gene expression locomotory activity profiles presented by 5th instar nymphs. In addition, we investigated whether sex and the
Foraging gene expression of the foraging (Rpfor) gene could modulate this behavioral trait. Hierarchical Clustering and
Chagas disease Redundancy Analyses detected individuals with distinct locomotory profiles. In addition to a great variation in

locomotory intensity, we found that a proportion of nymphs walked during unusual time intervals. Locomotory
activity profiles were mostly affected by the cumulative activity expressed by the nymphs. These effects promoted
by cumulative activity were in turn influenced by nymph sex. Sex and the Rpfor expression had a significant
influence on the profiles, as well as in the levels of total activity. In conclusion, the locomotory profiles evinced by
the multivariate analyses suggest the co-existence of different foraging strategies in bugs. Additionally, we report
sex-specific effects on the locomotion patterns of 5th instar R. prolixus, which are apparently modulated by the
differential expression of the Rpfor gene.
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1. Introduction

Locomotory activity is a complex behavioral trait
which has been associated to diverse contexts
such as foraging, the search for sexual partners
or for appropriate hiding places (Franco et al.,
2018; Guerenstein and Lazzari, 2009; Kaun and
Sokolowski, 2009; Kohsaka et al., 2017; Takken
and Knols, 1999). Insect locomotion can be
modulated by diverse factors, as for example,
genetic and phenotypic diversity and the way
individuals interact in a community (Hughes et
al., 2008), as well as age, sex, nutritional status,
and circadian clocks (Cascallares et al., 2018;
Pompanon et al., 1999). In addition,
environmental conditions such as light,
temperature and relative humidity will also impact
insect locomotory activity profiles (Buchan and
Sohal, 1981; Schou et al.,, 2013). Individual
variation will be induced by these different
endogenous or exogenous factors that affect the
behavioral output  through neural or
neuroendocrine mechanisms (Zupanc and
Lamprecht, 2000). In this scenario, the use of
multivariate analyses to probe relations of
parameters such as physiology, environment and
development on locomotory patterns shown by
animals becomes an interesting tool to address
the intrinsic complexity hidden behind locomotory
datasets (ASmonaite et al., 2016; Thorpe and
Crompton, 2005; Yamamoto et al., 2018).

Triatomines are hematophagous insects, which
in addition to taking blood from vertebrates, act
as vectors of Trypanosoma cruzi. This parasite is
the etiological agent of Chagas disease, a
neglected health condition that currently affects
5-7 million people, particularly in Latin America
(WHO, 2017). These nocturnal insects remain
hidden in protected shelters during the day as a
consequence of their intense thigmotaxis and
negative phototaxis (Mota and Lorenzo, 2012;
Reisenman et al.,, 1998; Ward and Finlayson,
1982). During dusk, with the decrease in light
intensity, triatomines eventually start a period of
spontaneous locomotion, leaving their shelters to
search for hosts and then, a few hours before
and during dawn they return to the safety of the
refuge (Ferreira et al., 2019; Lorenzo and
Lazzari, 1998). The intensity of the activity of
triatomines depends on factors such as
nutritional status (Bodin et al., 2008; Guarneri et
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al., 2003; Lorenzo and Lazzari, 1998) and
maturation (Bodin et al., 2009). The patterns of
this spontaneous locomotory activity, as well as
their regulation by endogenous clocks, were well
characterized in Triatoma infestans (Lazzari,
1992). The daily patterns of locomotory activity of
triatomines exhibit a bimodal profile, with an
initial peak during the first hours of the
scotophase and a second and narrower one that
starts preceding the photophase (Guarneri et al.,
2003; Lazzari, 1992; Lorenzo and Lazzari, 1998;
Marliére et al., 2015; Pavan et al., 2016).
Previous studies on triatomine locomotory
activity have focused their analyses on average
tendencies. We suggest here that the factors
underlying the inherent variability of triatomine
locomotion deserve attention, as they may reveal

relevant biological features affecting bug
performance under different predation risk
scenarios.

Foraging (for) is an essential gene with
pleiotropic effects on development and behavior
(Hofmann, 2005). It encodes a cGMP-dependent
protein kinase (PKG) that is found in diverse
groups of organisms from Paramecia to humans
and presents very conserved functions (Feil et
al., 2005). In invertebrates, the foraging gene has
been associated with the modulation of food-
related behavior in different groups such as
Drosophila (de Belle et al., 1989; Osborne et al.,
1997; Pereira and Sokolowski, 1993), honey
bees (Ben-Shahar, 2005), ants (Ingram et al.,

2005), nematodes (Fujiwara et al., 2002), social
wasps (Tobback et al., 2008) and locusts (Lucas
et al., 2010). We have previously shown that the
levels of locomotory activity of Rhodnius prolixus
are altered by trypanosome infection (Marliére et
al., 2015). These changes coincided with an
altered expression of Rpfor, the foraging gene
orthologue of this species, suggesting that it
participates in the modulation of triatomine
activity.

In the present study, we characterized the
distribution of locomotory events of starved 5th
instar nymphs of R. prolixus along a 24 h
interval. Then, we tested whether bug locomotory
profiles would clusterize evincing differing activity
profiles. We subsequently hypothesized that
differing locomotory profiles correlate with Rpfor



expression. Furthermore, we decided to explore
whether nymph sex would affect bug locomotory
profiles as seen for adult R. prolixus (Pontes et
al., 2014). Finally, we addressed whether these
variables also affected the cumulative locomotion
observed for each individual.

2. Methods
2.1. Insects

Rhodnius prolixus specimens used in our study
came from a colony derived from insects
collected in Honduras around 1990. Insects were
maintained by the Vector Behavior and Pathogen
Interaction Group at René Rachou Institute, Belo
Horizonte, Brazil. Experimental bugs were fed
citrated rabbit blood obtained from CECAL
(Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil) offered through
an artificial feeder at 37 °C, alternating with blood
from anesthetized chicken. The latter were
anesthetized with intraperitoneal injections of a
mixture of ketamine (20 mg/kg; Cristalia, Brazil)
and detomidine (0.3 mg/kg; Syntec, Brazil),
under license number LW-61/2012 (Committee
for Ethics in the Use of Animals, CEUA-
FIOCRUZ).

2.2. Locomotory activity

The locomotory activity of nymphs was evaluated
by means of an automatic actometric system
previously developed by our group (for details
see Marliére et al., 2015). Briefly, the device
consists of 40 individual recording units (5 x 10 x
2 cm boxes), each featuring three infrared (IR)
light emitting diodes (LEDs) positioned face to
face with their respective receivers to detect
insect movement. This device was used to
record bug locomotory activity in all assays
reported in this study. During the experiments,
room temperature was kept at 27 £ 1 °C and
illumination provided at 12:12 LL/DD (light
intensity = 60 LUX). Fifth instar nymphs starved
for 30 days after ecdysis were used in all
experiments to grant an adequate bug motivation
for the expression of spontaneous host search
activity (Ferreira et al., 2019). In each assay,
nymphs were individually placed in the recording
units that contained a piece of filter paper as a
substrate lining the floor of each box (5 x 10 cm).
Once an assay was set, the number of
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movement events was continually recorded for
each individual.

A preliminary experiment in which 32 nymphs
were released and their movements recorded for
72 h, allowed comparing the number of
movement events recorded for each of the three
daily intervals. The corresponding dataset
showed that the number of movements over the
recorded interval showed less variability after the
first day (data shown in Supporting Information
Fig. S1). As a consequence we chose to restrict
subsequent data sampling to the second day.

Two experiments were performed to analyze
whether different locomotory profiles could co-
exist in our bug colony. A first scrutiny
characterized the hourly activity profile of 548
nymphs through a 24 h interval. In a second
experiment, we selected a subsample of 65
nymphs reflecting the activity level diversity of
the previous bug sample and sorted them by sex
(Espinola, 1966). Afterwards, these insects were
used to quantify the relative expression of the
Rpfor gene by gPCR (RTgPCR). In total, 32
males and 33 females were used for this second
experiment.

2.3. RNA extraction and cDNA synthesis

We initially evaluated the expression of the Rpfor
gene in samples made of pooled brains or fat
bodies obtained from insects with different
physiological status. Gene expression patterns
reflected physiological changes similarly for both
tissues (Supplementary Fig. S2). Based on this,
subsequent qPCR experiments focused on fat
bodies, because samples from single individuals
provided enough RNA for qPCR experiments.
Fat body samples were dissected between 14
and 18 h after the end of locomotory activity
assays. Total RNA was extracted using TRIzol™
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA) according
to manufacturer's instructions. The total RNA
obtained was treated with Turbo DNA-free kit
(Invitrogen, Vilnius, Lithuania) to eliminate
genomic DNA. Sample concentration was
determined using a Qubit 2.0 Fluorometer (Life
Technologies, Eugene, Oregon, USA). cDNA
was synthesized from 500 ng of MRNA using the
M-MLV  Reverse Transcriptase enzyme
(Promega, Fitchburg, WI, USA) and a modified
oligo dT primer (MgdT 5"



CGGGCAGTGAGCAACG  (T12)-3")  (Ursic-
Bedoya et al, 2008) under the following
conditions: 37 °C for 60 min and 95 °C for 5 min.

2.4. Quantification of Rpfor gene expression

Specific primers for Rpfor (Supplementary Table
S1) were used in gqPCR reactions to evaluate
gene expression levels in individuals showing
different locomotory profiles. All reactions
contained 1 pl of cDNA, 0.5 pl of each primer (10
pM), and 5 pl of Platinum SYBR green qPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen, Carlsbad, California,
USA) in a final volume of 10 pl. Experiments
were conducted at the gReal-Time PCR Facility

- RPTO9D PDTIS/René Rachou
Institute/FIOCRUZ MG in a ViiA 7 System
(Applied Biosystems, Foster City, California,

USA) under the following conditions: 10 min at
96 °C, followed by 40 cycles of 15sec at 95 °C
and 20sec at 60 °C. Melting curve analyses
confirmed the specificity of the reaction. All
individual cDNA samples were evaluated in two
technical replicates. qPCR results were analyzed
by calculating the 2722¢t (Livak and Schmittgen,
2001). Relative levels of expression for each
insect were compared using a-tubulin (TUB) as a
reference gene (Paim et al., 2012) (Supporting
Information Table S1).

2.5. Statistical analysis

2.5.1. Hierarchical clustering and multivariate
analyses

Two data matrices were built based on the
activity profiles of individual nymphs. The first
dataset encompassed the recordings obtained
with 548 individuals throughout the 24 h interval.
The second dataset included the number of
movement events and molecular data obtained
with the sex-sorted nymphs. Data analyses were
performed using the R-software (v3.4) on the
Rstudio suite version 1.1.423 (Team, 2015). A
hierarchical clustering dendrogram and its
corresponding heatmap were generated using
the heatmap3 package (v1.1.1). As we
considered the absence of movement (joint
absences) to be biologically informative, we
opted to follow the workflow suggested by
Anderson et al. (2011). This implied estimating
the pairwise dissimilarities between the objects in
the matrix based on non-transformed raw counts
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and Euclidean indices. For this purpose, the
‘vegdist’ function from the R-package ‘vegan’
(v2.5.2) was called within the heatmap3 function
script.

To address the effect of potentially relevant
biological variables accountable for the variance
within the matrices, multivariate ordination tests
of the RDA type (redundancy analysis based on
an ordinary unweighted linear regression, and
unweighted singular variable decompositions)
were executed considering their respective
explanatory matrices (dummy matrices). Briefly,
for each of the evaluated datasets, the dummy
matrices contained explanatory data such as sex
[male/ female] (for 65 nymphs); total locomotion
counts during the 24 h span; and normalized
gene expression coefficients (for 65 nymphs).
The analyses and corresponding biplots (scaling
= 2, correlation plots focusing on response
variables) were generated using the ‘rda’ function
from the ‘vegan’ package (v2.4.6). Finally, to
assess whether the hypothesized constraints
could significantly explain the variance within the
datasets, and thus how the response and
explanatory variables interact, permutation-
based MANOVA tests (PERMANOVA) were
performed using the ‘adonis2’ function within the
‘vegan’ package (same version aforementioned)
executing up to 9,999 permutations (Anderson,
2001; Anderson and Walsh, 2013). This
multivariate analysis also generates an effect-
size estimate (R?) of the variance proportion
explained by each of the hypothesized
explanatory variables. A similar hypothesis
testing approach was executed by Liu et al.
(2015), when addressing how multiple biological
effectors might contribute differently to the
activity measured for zebrafish larvae.

25.2. Rpfor gene expression: Its correlation
with sex and locomotor activity
Data depicting expression levels for the Rpfor
gene in male and female nymphs were tested for
normality using the Shapiro-Wilk test. As
expression levels did not adjust to a normal
distribution, results were compared by means of
the Mann Whitney test. A GLM-ANOVA was
performed to test whether Rpfor expression and
sex would influence the cumulative locomotory
activity (24 h). Then, the Spearman's correlation
coefficient was used to examine whether the
cumulative activity was correlated to the relative



expression  of each sex

separately.

Rpfor gene for

3. Results

The median number of locomotion events
recorded for the 548 nymphs during the 24 h
interval was of 246.5 (0-2,753). Fig. 1 presents
the activity profile obtained showing the
characteristic two peaks described by previous
reports studying triatomine bugs (Guarneri et al.,
2003; Lazzari, 1992; Lorenzo and Lazzari, 1998;
Marliére et al., 2015; Pavan et al., 2016). These
peak hours (8 and 20 h) concentrated
approximately 18 and 16% of the movement
events, respectively. In general, a higher activity
was observed during the first four hours of the
scotophase, which represented approximately
half of all locomotory activity expressed.
However, as indicated by the amplitude between
min and max values, the number of movement
events recorded varied expressively (Fig. 1).

To search for patterns based on individual
locomotory activity profiles, we applied a
multivariate analysis to generate a pairwise
Euclidean distance matrix among hourly
locomotion counts during the 24 h interval. A
hierarchical clustering test was executed based
on the recordings of individual activity (i.e.,
number of locomotion events per individual per
hour). As seen in Fig. 2, three major blocks
encompassing individuals with  resembling
dissimilarity patterns were identified based on
dendrogram topology, heatmap intensity, and
activity scatter plot (referred to as blocks 1, 2 and
3). Block number 1 (blue) contained 168 insects
presenting an average of 461 movement events
(113-1,468), while the 56 individuals from block
2 (green) showed an average of 918 events
(410-2,753), and those in block 3 (pink, including
324 insects) an average of 147 events (0—796).
Furthermore, by subdividing block 3 along its first
node this cluster split in groups A (1 4 9) and B
(175 individuals), showing an average of 251.2
(82—796) and 59.5 events (0—299), respectively.
Of the total set of individuals, 30.7% belonged to
block 1, 10.2% to block 2 and 59.1% to block 3
(subgroup A 27.2 and B 31.9%). The most active
bugs were assigned to block 2, while the least
active ones grouped in block 3B, which included
those that remained inactive through the assay.
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The RDA analysis using cumulative individual
activity (i.e., the total number of locomotion
events per individual over 24 h, henceforth
referred to as total activity) as constraining
variable, accounted for 42.59% of the total
variance within the axes shown in Fig. 3 (RDA1;
and PCl-summarizing unconstrained variance).
From that, 29.27% of the variation was due to the
proposed explanatory variable (total activity), and
its influence upon the objects and their
correlations is represented along axis RDAL. The
length of the vector is a measure of the
magnitude of the response variable (total
activity). The dispersion observed between
individuals points to the existence of different
activity profiles. Insects with low or null activity
were positioned at the base of the total activity
vector. Thirty-seven nymphs (6.7%) that
presented zero locomotion counts for the whole
24 h interval evaluated clustered at an =180°
angle regarding the total activity vector (scores
converging approximately around the [-0.4,4.8e-
2] coordinates). As the number of movement
events increased, bugs were distributed in the
two dimensions following a bimodal pattern in
which individuals with similar total activity counts
(but different temporal profiles) separated along
the ordinate space (examples of individual per-
hour activity profiles are shown in Supplementary
Fig. S3). The further they followed the
explanatory vector, the higher the magnitude of
their response to this constraint, and their
dissimilarity with the other individuals. The hourly
intervals showing a stronger effect on total
locomotion were 20, 21, 22, 23, and 24 (grouped
below the activity vector). The hourly intervals
corresponding to the photophase (from 9 to 19)
grouped in the upper right quadrant of the
ordinate space. The hourly intervals preceding
the beginning of the photophase grouped close
to the activity vector indicating that they share
similar characteristics. In fact, this interval
(except for 8 h) presented low and uniform
locomotory activity for all nymphs.

Searching for factors potentially related to the
locomotory profiles, a new RDA was performed
based on the hourly activity of 65 R. prolixus
nymphs over 24 h, and considering their total
activity, sex and Rpfor gene expression as
explanatory variables (Fig. 4).
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According to the RDA, an estimated 45.32% of
the variance among the profiles could be
explained by the three variables. Total activity
was the variable with the largest vector
magnitude (Fig. 4). The position of the vector
representing Rpfor expression (=~270°) suggests
a negative relation with the activity vector (Fig.
4). Males and females spread out differently
along the activity vector, with the former
dispersing preferentially through the space above
the activity vector and the latter through the lower
space. The position of the geometric means
(centroids) in relation to the activity vector
suggests different profiles of locomotory activity
for males and females. We tested this hypothesis
of sexually different locomotory profiles in a third
dataset (including the hourly locomotion profiles
of 175 individuals shown as Supplementary Fig.
S4) and obtained a similar outcome. We
therefore compared the levels of Rpfor
expression in males and females and found that
Rpfor gene expression was significantly higher
for female nymphs (Supplementary Fig. S5,
Mann Whitney, p = 0.019).

A PERMANOVA test was then performed to
address the significance with which each of the
proposed variables explained the response
matrix variations (Table 1).

Globally, each of the variables tested, and the
interaction between them drove 66.29% of the
variance encompassed in the response matrix.
Total locomotory activity was the most significant
explanatory variable affecting locomotion
profiles, presenting the largest effect size (Table
1; PERMANOVA, p = 0.001). Also significant, but
with smaller effect sizes, were sex, Rpfor
expression and the interaction between sex and
total activity (Table 1; PERMANOVA, p = 0.004,
p = 0.005 and p = 0.01, respectively). The
significant interaction between sex and total
activity indicated that the effects of total activity
on the locomotion profiles were influenced by
nymph sex.

As bug cumulative activity was the main factor
influencing the different locomotion profiles, we
tested whether the levels of activity were affected
by gene expression and sex. We found a
significant effect of sex and Rpfor expression on
total bug activity (Table 2; GLM-ANOVA, p <
0.0001 for both parameters). The significant
interaction between sex and Rpfor expression
(Table 2; GLM-ANOVA, p < 0.0001)
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Fig. 2. Hierarchical clustering of triatomine locomotory profiles based upon number of movements per hour and their pairwise Euclidean distances. The
heatmap depicts the degree of dissimilarity amongst the 548 individuals during 24 h. The middle panel, between the heatmap and the dendrogram, presents a
scatter plot of the total activity recorded for each individual throughout the selected interval. The colored areas and trend line in the scatter plot aid visualizing
the dendrogram topology as they discriminate deeper node tips from each other according to the proposed blocks based on total locomotion counts and
dissimilarity patterns. Block number 1 (blue) contains 168 insects, block 2 (green) is composed by 56 individuals, and block 3 (pink) by 324 insects. Block 3 was
subdivided along its first node in groups A and B, with 149 and 175 individuals, respectively).

Fig. 3. Redundancy analysis
(RDA) biplot considering total
activity throughout a 24 h
interval as explanatory variable.
s The RDA depicts how
individuals dispersed on the
o (constrained) ordination space
i wa based upon Euclidean
dissimilarities between their
s locomotion profiles. The
patterns of variation within the
dataset of response variable
measures were constrained by
the total activity counts
recorded during a 24 h interval
(vector pointing right along the
Total activity during 24hs horizontal ~axis). In total,
42.59% of the variance is
depicted in the biplot. From it,
the proposed explanatory
variable (total activity)
accounts for 29.27% of the
total variance within the

PC1

response matrix and is depicted
as axis RDAl. Axis PCl
encompassed 13.32% of the

unconstrained variance. Each
T T T T square represents one
2 0 2 4 individual in the ordinate

space. The numbers represent
RDA1 the hours of the day.
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indicated that the effects of Rpfor expression on the levels of total activity were highly affected by
nymph sex. We further tested whether total activity and gene expression were correlated in each of the
sexes. A positive, but non-significant, correlation between total activity and Rpfor expression was
found for female nymphs (Spearman correlation, rS=+0.32; p = 0.067). Interestingly, a significant
negative correlation between total male activity and Rpfor expression was detected (Spearman
correlation, rS = -0.67; p > 0.0001).

4. Discussion

As reported in the literature (Guarneri et al., 2003; Lazzari, 1992; Lorenzo and Lazzari, 1998; Marliere
et al., 2015), the insects tested in this study showed two peaks of activity in both, the beginning of the
scotophase and photophase. As expected, half of all locomotion events were concentrated in the first
hours of the scotophase. Nevertheless, the pairwise comparison of hourly movement events
uncovered clearly distinct activity profiles. The hierarchical clustering divided our locomotion dataset
into three principal branches as a result of the activity levels recorded and the hour in which movement
was detected. Interestingly, more active insects showed the highest dissimilarities, while insects that
tended to stay motionless showed higher homogeneity. Our results suggest that different locomotory
strategies co-exist in R. prolixus. We acknowledge the intrinsic limitations of laboratory colonies in
terms of genetic variability. Therefore, it would be relevant to test whether the locomotion profiles of
sylvatic R. prolixus resemble those reported here.

Male centroid

RDA2
1
]

Total activity during 24hs

Rpfor expression

Female centroid :

-2
1

T T T

-2 0 2

RDA1

RDA1: Encompasses 98.09% out of the 45.32% variance constrained by the proposed variables.
RDA2: Encompasses 1.52% out of the 45.32% variance constrained by the proposed variables.

Fig. 4. Redundancy analysis
(RDA)  biplot  considering
biological effectors. The RDA
plot depicts how male and
female individuals distributed
along the biplot. Locomotion
profile dissimilarities were
constrained by explanatory
variables accounting for total
activity during 24 h, sex, and
Rpfor gene expression
profiles. In total, 45.32% of
the variance within the matrix
is driven by the proposed
variables. From it, 98.09% of
the constrained variance
resolved along the horizontal
axis (RDA1), whereas 1.52% is
resolved along RDA2. Male
and  female locomotion
profiles were found to differ
significantly based on the
permutational MANOVA.
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Table 1
Permutational non-parametric multivariate analysis of variance.

Factor DF F Pr(>F)

R2
Total_activity 1 0.5455 93.842 0.001 **
Sex 1 0.0294 5.059 0.004 *x
Rpfor 1 0.0424 7.305 0.005 ok
Sex:Rpfor 1 0.0083 1.439 0.200
Sex:Total_activity 1 0.0287 4.948 0.011 *
Rpfor:Total_activity 1 0.0083 1.427 0.215
Residual 58 0.3371

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ‘** 0.01 ‘*’ 0.05‘." 0.1’ 1.
Evaluated formula =matrix65v24 ~(((Sex * FOR)) + (Sex * Total_activity) + (FOR * Total_activity)), data =dummy65iexp, permutations =999, method = “euclid”,
by = “terms”).

Table 2
GLM analysis of the effects of Rpfor expression and sex on the cumulative activity of Rhodnius prolixus nymphs.

Estimate Std. Error ZValue Pr(>z)
(Intercept) 5.4849 0.0217 252.60 <2e-16 FAk
Sex 1.8700 0.0279 66.95 <2e-16 Fokok
Rpfor 1.4693 0.0676 21.73 <2e-16 Hkk
Sex:Rpfor -7.3204 0.1237 -59.16 <2e-16 Fokok

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ‘**’ 0.01 “*’ 0.05 ‘.’ 0. Evaluated formula =gIm (formula = Total_activity ~Sex * FOR, family = poisson())

As expected, the multivariate analyses (HC and RDA) suggested that the temporal dimension was the
main factor influencing activity levels. Interestingly, two unknown features of kissing-bug locomotory
patterns were revealed by applying these analyses. Firstly, we determined that our robust bug sample
consists of individuals showing differentiated levels of activity, as shown in the three main branches
created by the dendrogram. At the extremes, approximately 7% of the nymphs did not move, while 3%
of them produced more than a thousand movement events during the same interval. The very different
activity profiles reported in the dendogram may represent coexisting energy investment strategies and
their ecological relevance deserves to be studied. Nutritional shortage scenarios are common in the
sylvatic ecotopes of triatomines (Noireau and Dujardin, 2001; Sarquis et al., 2010). Under such
circumstances, low activity could be advantageous to avoid consuming nutritional reserves while
waiting for a blood-source to arrive to the ecotope. As an alternative strategy, intense locomotion could
allow other individuals to approach a distant host, overcoming their nutritional shortage at increased
predation risks induced by exposure outside shelters.

The second uncovered feature was the presence of individuals with similar activity levels that grouped
separately according to dissimilarities in their temporal profiles. More specifically, their main activity
bouts were expressed at different times. In order to explore the dataset in more detail we decided to
focus on the expression of activity during the photophase. To avoid considering activity belonging to
the tails of the main peaks, we excluded the two hours after lights on and before lights off from this
calculation. This revealed that 21.9% of the insects were active in half of the hours belonging to this
interval. Furthermore, 1.8% of them moved in all hours of the photophase. This temporal locomotory
spread may also be an advantageous strategy in a nutritional shortage scenario, as foraging outside
conventional hours would allow feeding on nocturnal vertebrates when these enter their resting state.
In fact, opossums are fundamentally nocturnal and their blood is consistently detected in the gut of
sylvatic insects (Hernandez et al., 2016; Sasaki et al., 2003). It is important to acknowledge that this
was not the predominant locomotion profile, suggesting that being active during daytime increases
predation risk. It is also worth pointing out that this experiment was performed with individuals that
lacked access to shelters and co-specific aggregations. According to our current knowledge about
shelter use by kissing-bugs, most individuals tend to group inside a refuge each night and only a small
fraction of them leaves the protected places spontaneously (Ferreira et al., 2019; Lorenzo and Lazzari,
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1998). In this sense, future studies are necessary to address whether insects that leave shelters in the
absence of host cues belong to any of the different activity profiles seen here. To confirm the existence
of individuals which are active during the day, one should also evaluate the dynamics of the use of
shelters during the light phase, in both the presence and absence of host cues.

Our results are also suggestive of sex-specific behavioral profiles expressed by R. prolixus 5th instar
nymphs. Sexually dimorphic locomotion patterns have been reported previously for house flies and
Drosophila melanogaster (Bahrndorff et al., 2012; Belgacem and Martin, 2002; Buchan and Sohal,
1981; Helfrich-Forster, 2000; Martin et al., 1999; Ragland and Sohal, 1973). This is also the case for
triatomines, for which adult bug behavior differs according to sex, as male kissingbugs show active
locomotory responses to sexual signals, while females do not (Manrique and Lorenzo, 2012). Indeed,
the motivation to leave shelters is strikingly different for male and female kissing-bugs (Pontes et al.,
2014). These authors showed that a relevant proportion of adult female bugs leaves shelters
spontaneously and forages in the absence of host cues. Notably, the presence of males in the same
environment does not alter this profile (Pontes et al., 2014). On the other hand, female odors promote
the activation and orientation of adult males that otherwise do not seem to leave shelters. Ours is the
first study reporting sex-specific locomotory activity profiles in immature triatomines. As mentioned,
bugs were not exposed to shelter-associated stimuli or cospecifics, which would induce akinesis and
aggregation behavior. Further studies should clarify whether sex-specific differences in locomotory
activity expressed by nymphs relate to the search for sexual signals by immature male insects.

The expression of Rpfor influenced spontaneous locomotory activity significantly, reinforcing its
suggested role in the modulation of foraging profiles. In addition, we found that the Rpfor gene affects
total bug activity in a sex-dependent way. In fact, the inverse correlation between the total activity
vector of males and Rpfor expression, suggests that decreased Rpfor expression induces increased
male locomotory activity. Positive (Ben-Shahar et al., 2002; Lucas et al.,, 2010; Pereira and
Sokolowski, 1993; Tobback et al., 2011) and inverse (Ingram et al., 2005, George et al., 2020;
Tobback et al., 2008) correlations between foraging expression and locomotory activity have been
reported.

In conclusion, cluster analysis evinced distinguishable locomotion patterns that may represent diverse
energy investment strategies. Then, multivariate analyses have provided original perspectives on the
molecular control of the expression of kissing-bug locomotory activity. Furthermore, they allowed us to
identify unexpected sex-specific patterns of 5th instar nymph locomotion, which are apparently
affected by the differential expression of the Rpfor gene.
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