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RESUMO

Os mosquitos como Aedes aegypti € Ae. albopictus tém chamado a aten¢ao mundial por serem
responsaveis pela transmissao de varios virus, como a dengue, chikungunya e Zika. Existem
diversos programas e estratégias para evitar o aumento e tentar diminuir o niimero de casos
dessas doengas, sendo a principal aquela por meio do combate aos vetores. Dentre as formas de
controle, as moléculas naturais como os inibidores de tripsina podem ser utilizadas para redugao
das populagdes desses insetos, sendo estas de baixa toxicidade aos organismos nao-alvos e de
maior biodegradabilidade. Assim, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar a potencializagdo das
toxinas de Bacillus thuringiensis (Bt) por um inibidor de tripsina de sementes de Albizia lebbeck
(L.) Benth sobre o desenvolvimento de larvas de Aedes aegypti e Ae. albopictus, bem como
avaliar a toxicidade sobre nauplios de Artemia sp. E embrides de Danio rerio. O inibidor de
tripsina AlsTI purificado das sementes de A. lebbeck foi capaz de inibir a tripsina e as proteases
intestinais das larvas de Ae. aegypti e Ae. albopictus. O AISTI foi confirmado em uma tnica
banda em condigdes nao redutoras no SDS-PAGE com uma massa molecular aproximada de
20 kDa e os dados do sequenciamento parcial mostraram que este inibidor pertence ao grupo
do tipo Kunitz. Além disso, o inibidor de tripsina apresentou resisténcia quando submetido a
diferentes condi¢cdes de temperatura, pH e a condigdes redutoras. As toxinas de Bt
demonstraram toxicidade (CLso e CL2o) as larvas de Ae. aegypti € Ae. albopictus, onde os danos
no intestino médio foram confirmados pelas analises histoldgicas. Somado a isso, o AlsTI foi
capaz de aumentar a mortalidade das larvas de Ae. aegypti quando combinado com as proteinas
toxicas do Bt cerca de duas a trés vezes, mas 0 mesmo ndo aconteceu para as da espécie Ae.
albopictus. Em organismos ndo-alvo, a toxicidade destas moléculas ndo foi observada quando
testadas combinadas ou separadas contra nauplios de Artemia sp. Contudo, 20% de mortalidade
em embrides de Danio rerio foi observada, tanto com as toxinas do Bt quanto em combinagao
com o inibidor. Os resultados encontrados neste trabalho podem ser utilizados na producao de

novos bioinseticidas contra insetos transmissores de doencas do género Aedes.

Palavras-chave: inibidor de protease; proteinas Cry; larvicida; arboviroses.



ABSTRACT

Aedes aegypti and Ae. albopictus have attracted worldwide attention because they are
responsible for the transmission of several viruses, such as dengue fever, chikungunya and Zika.
There are several programs and strategies to avoid the increase in number of cases of these
diseases, such as by combating vectors. Natural molecules, such trypsin inhibitors, with no or
low toxicity to non-target organisms and greater biodegradability can be used to reduce the
populations of these insects. Thus, the objective of this work is to evaluate the potentiation of
Bacillus thuringiensis (Bf) toxins by a trypsin inhibitor from Albizia lebbeck (L.) Benth seeds
on the development of Ae. aegypti and Ae. albopictus, as well as to evaluate the toxicity on non-
target organisms. The trypsin inhibitor AlsTI purified from A. lebbeck seeds was able to inhibit
trypsin and intestinal proteases of Ae. aegypti and Ae. albopictus larvae. The AlsTI was
confirmed as a single band on SDS-PAGE under non-reducing conditions with an approximate
molecular mass of 20 kDa and partial sequencing data showed that this inhibitor belongs to the
Kunitz-type group. In addition, the trypsin inhibitor showed resistance when subjected to
different conditions of temperature, pH and reducing conditions. Bt toxins demonstrated
toxicity (LCso and LCyo) against the larvae of both species and the midgut damage was
confirmed by histological analyses. In parallel, AlsTI was able to increase the mortality of Ae.
aegypti larvae when combined with the Bt toxins about two to three times, but the same did not
happen for the Ae. albopictus. In non-target organisms, the toxicity of these molecules was not
observed when tested combined or separately against Artemia sp. nauplii. However, a 20%
mortality in Danio rerio embryos both in Bt toxins and in combination with the inhibitor was
observed. The results obtained in this work may be used in the production of new

bioinsecticides against insects that transmit diseases of the genus Aedes.

Keywords: protease inhibitor; protoxins; larvicidal; arbovirus.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Insetos

Os insetos sdo encontrados praticamente em todos os lugares do mundo e fazem
parte de nossas vidas, sendo facilmente visualizados no dia a dia, como abelhas, borboletas,
mosquitos, formigas, entre outras. Esses animais possuem tamanhos variados, podendo ir do
diminuto 1 mm até 20 cm de comprimento. Em sua histéria evolutiva, esses animais foram
considerados os primeiros a desenvolver o voo para sua dispersdo e se diversificaram na maioria
dos continentes (EGGLETON, 2020).

Dentre as principais caracteristicas desse grupo estdo o corpo dividido em cabega,
torax e abdome, presenga de antenas, olhos, dois pares de asas, exceto nas ordens Diptera e
Strepsiptera que tém um par de asas, sendo que alguns insetos podem ndo apresentar. A
respiracdo € traqueal, ou seja, dar-se através de tubulos finos e ramificados que possuem
abertura para o contato com o ar atmosférico e, para a reproducao, no segmento abdominal
podem ser encontrado os 6rgaos reprodutivos. Além disso, devido a grande diversidade desse
grupo, esses animais podem ser classificados de diversas maneiras tais como predadores,
decompositores e parasitas, mas acredita-se que a herbivoria foi a principal responsavel por o
processo de coevolucdo, resultando assim, na grande diversidade desses animais.
(EICKWORT, 1997; STAHL; HILFIKER; REYMOND, 2018).

Inserido no filo Artropoda, a classe Insecta possui 43 ordens com mais de 1 milhao
de espécies ja identificadas, contudo estima-se que o numero de espécies vivas seja bem maior.
Essas espécies de insetos também podem ser classificadas quanto a seu desenvolvimento,
estando dividas em: 1. Holometabolos que apresentam uma metamorfose completa durante o
seu ciclo de vida (larva, pupa, adulto), sendo essa classificagdo a que agrupa grande parte das
ordens, como Coleoptra, Lepdoptera, Diptera ¢ Hymenoptera; 2. Hemimetdbolos sdo aqueles
que possuem a metamorfose incompleta, ou seja, os jovens apresentam semelhangas com a fase
adulta e ndo apresentam o estagio intermediario de pupa, como os Orthoptera; e 3. Ametabolos
que sdo os insetos que nao possuem distingdo entre larvas e adultos, como espécies da ordem
Thysanura. (CATALOGUE OF LIFE, 2019; JINDRA, 2019).

Devido essas e outras caracteristicas, ¢ evidente que os insetos apresentam uma
enorme diversidade e mostram sua importancia para a manutencdo da vida no planeta, pois
servem de fonte de alimento para outros animais e até mesmo para os humanos, polinizam as

plantas, alimentam-se dos restos de outros seres vivos, atuando como “limpadores” do meio



12

ambiente, dentre outras atividades (RAHEEM et al., 2019). Contudo, os insetos ainda sdo
considerados grandes obstaculos para o desenvolvimento humano, uma vez que podem ser
responsaveis por perdas na agricultura devido a sua herbivoria, como também por serem vetores

de inumeras doencas (LOUNIBOS, 2002; LETA et al., 2018).

1.2 Insetos vetores de doencas

Muitas das zoonoses transmitidas para humanos sdo causadas, principalmente, por
artropodes. Estes atuam como vetores de diversos patdgenos que acarretam prejuizos a
economia ¢ a satde humana (CUTLER et al., 2010; BLOOM; CADARETTE, 2019). Dentre
as doengas infeciosas no mundo, as que sdo transmitidas por insetos representam 17% e estima-
se que 80% da populagdo mundial encontra-se em areas de risco, sendo contabilizadas mais de
700 mil mortes anualmente (WHO, 2020). Isso ocorre porque as mudangas socioambientais,
como urbaniza¢do, mudancas climaticas, expansdo e intensificacdo agricola, desmatamento,
exploracdo de recursos naturais e movimento populacional facilitam a transmissdo dessas
doengas (HALBACH et al., 2017; WILSON et al., 2020).

Para os insetos transmissores, 0os mosquitos sd0 0s principais representantes na
transmissdo de doengas como maldria, febre amarela, encefalite japonesa, dengue, chikungunya
e Zika, aos humanos (RUCKERT; EBEL, 2018; CARVALHO; LONG, 2021). Dentre esses, 0s
principais géneros de mosquitos transmissores descritos atualmente sdo do grupo Anopheles,
Mansonia, Haemagogus, Aedes € Culex (FRANKLINOS et al., 2020).

Durante as tultimas décadas, os estudos ecoldgicos e evolutivos dos insetos
transmissores de doencas e dos patéogenos foram os responsdveis pelo avango no
desenvolvimento de novas estratégias para o combate desses vetores, ou seja, mosquitos
(Anopheles, Aedes ou Culex), moscas (Glossina e flebotomineos) ou triatomineos (7riatoma
infestans e Rhodnius prolixus) (GUBLER, 1998; WILSON et al., 2020). E apesar de existir
diversas maneiras de combate, grande parte do controle epidemiologico dessas doengas em
seres humanos ¢ feita através do controle quimico e biologico das populagdes de insetos

(SHAW; CATTERUCCIA, 2019).

1.3 Género Aedes

1.3.1 Os mosquitos do género Aedes e seu ciclo de vida



