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RESUMO 

 

A dengue, chikungunya e zika são doenças virais ocasionadas pelo 

agente transmissor Aedes aegypti. Segundo dados da Organização Mundial de 

Saúde (OMS), os números de casos dessas infecções são crescentes, sendo o 

principal método de prevenção, a utilização de inseticidas químicos para o 

combate ao vetor, os quais tem provocado resistência nas populações. A busca 

por inseticidas extraídos de fontes naturais tem sido uma alternativa, assim, as 

microalgas surgem como uma nova possibilidade por apresentarem bioativos 

biodegradáveis e não tóxicos. Portanto, esta pesquisa visou a utilização do 

extrato celular e de lectina de Chlorella vulgaris sobre o A. aegypti para investigar 

a atividade larvicida e inibição sobre a tripsina no quarto estágio larval (L4). A 

biomassa da C. vulgaris foi cultivada em Bold's Basal Medium. A biomassa foi 

concentrada e ressuspendida em uma proporção de 10% p/v em tampão Tris- 

HCl-NaCl 0,1 M, pH 7,5 para a preparação do extrato celular por agitação 

magnética durante 9h e posterior realizado atividade hemaglutinante. A lectina 

foi purificada através da cromatografia aniônica (DEAE-Sephadex) e de exclusão 

molecular Superdex 75. O extrato celular nas concentrações de 3,13% a 100 %, 

e a lectina de 25 a 200 µg mL-1, foram aplicados nas larvas L4 de A. aegypti 

durante o período de 72 horas seguindo as recomendações da OMS. O extrato 

celular apresentou um valor de LC50 com 3 horas (LC50 = 43,50%) e 24 horas 

(LC50 = 10,62%). Enquanto a lectina apresentou LC50 com 24 horas (164,2 µg 

mL-¹), 48 horas (125,3 µg mL-¹) e 72 horas (106,5 µg mL-1). Para observação do 

mecanismo de ação da tripsina intestinal, A LC50 do extrato celular contendo 260 

µg ml-1 de proteína foi aplicado no quarto estágio das larvas de A. aegypti. Ao 

atingir o quarto estágio, as larvas foram incubadas com o extrato celular da 

microalga durante o período total de 10 horas, e a cada 2 horas foi realizada 

atividade de tripsina. Foi observado que quanto maior o tempo de tratamento do 

extrato celular com as larvas, maior foi a redução na atividade da tripsina do 

extrato intestinal. Houve uma redução na atividade de 34,93 % do tempo inicial 

com 2 horas ao tempo final com 10 horas. Assim, o presente estudo utilizando o 

extrato celular, bem como a lectina isolada da C. vulgaris surge como um novo 

potencial larvicida de A. aegypti. 

 

Palavras-chave: Aedes aegypti, Chlorella vulgaris, lectina, microalga. 



 

ABSTRACT 

 
 

Dengue, chikungunya and zika are viral diseases caused by the 

transmitting agent Aedes aegypti. According to data from the World Health 

Organization (WHO), the numbers of cases of these infections are increasing, the 

main method of prevention being the use of chemical insecticides to combat the 

vector, which has provoked resistance in the populations. The search for 

insecticides extracted from natural sources has been an alternative, thus, 

microalgae appear as a new possibility because they present biodegradable and 

non-toxic bioactives. Therefore, this research aimed to use the cell extract and 

Chlorella vulgaris lectin on A. aegypti to investigate larvicidal activity and 

inhibition on trypsin in the fourth larval stage (L4). The biomass of C. vulgaris was 

grown in Bold's Basal Medium. The biomass was concentrated and resuspended 

in a proportion of 10% w / v in 0.1 M Tris-HCl-NaCl buffer, pH 7.5 for the 

preparation of the cell extract by magnetic stirring for 9h and later performed 

hemagglutinating activity. Lectin was purified using anionic chromatography 

(DEAE-Sephadex) and Superdex 75 molecular exclusion. Cell extract at 

concentrations of 3.13% to 100%, and lectin from 25 to 200 µg mL-1, were 

applied to the larvae A. aegypti L4 during the 72-hour period following WHO 

recommendations. The cell extract showed an LC50 value with 3 hours (LC50 = 

43.50%) and 24 hours (LC50 = 10.62%). While lectin showed LC50 at 24 hours 

(164.2 µg mL-¹), 48 hours (125.3 µg mL-¹) and 72 hours (106.5 µg mL-1). To 

observe the mechanism of action of intestinal trypsin, the LC50 of the cell extract 

containing 260 µg ml-1 of protein was applied to the fourth stage of A. aegypti 

larvae. Upon reaching the fourth stage, the larvae were incubated with the 

microalgae cell extract for a total period of 10 hours, and every 2 hours trypsin 

activity was performed. It was observed that the longer the cell extract treatment 

time with the larvae, the greater the reduction in intestinal extract trypsin activity. 

There was a 34.93% reduction in activity from the initial time with 2 hours to the 

final time with 10 hours. Thus, the present study using the cell extract, as well as 

the lectin isolated from C. vulgaris, appears as a new larvicidal potential of A. 

aegypti. 

 

Keywords: Aedes aegypti, Chlorella vulgaris, lectina, microalga. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

O Aedes aegypti é o principal agente transmissor das doenças virais 

conhecidas como dengue, chikungunya e zika. Segundo dados da Organização 

Mundial de Saúde (2020), entre o período de dezembro de 2019 até setembro 

de 2020 foram notificados no Brasil 928.282 casos de dengue e 69.702 casos de 

chikungunya. Enquanto o zika vírus registrou 6.220 casos entre dezembro de 

2019 a agosto de 2020. Diante dos dados apresentados, percebe-se que dentre 

as doenças virais transmitidas por este mosquito, a dengue acontece com maior 

frequência, como afirmando por Guillena et al., (2010), é uma das arboviroses 

mais importantes a nível de infecção viral. 

Estas arboviroses trouxeram fortes impactos econômicos no Brasil em 

2016, resultando em um valor aproximado de R$ 2,3 bilhões com custos 

médicos, cerca de R$ 1,5 bilhão para combate ao vetor e 78, 6 milhões com 

aquisição de larvicida e inseticida (TEICH, ARINELLI, FAHHAM, 2017). Nota-se 

com isso, que os custos com as arboviroses bem como o combate ao vetor são 

elevados e apesar de existirem formas de controle por inseticidas, o uso 

intensivo e desequilibrado de alguns compostos químicos tais como o 

organoclorados, piretróides, e organofosfato tem propiciado resistência as 

populações (POLSON et al., 2011). Por essa razão, é necessário que se 

desenvolva estratégias de substituição a esse método (CHELLAPPANDIAN et 

al., 2018). 

A literatura vem demonstrando o interesse de muitos pesquisadores nesta 

área, visando o aprimoramento de um produto que além de eficiente, seja seguro 

ao meio ambiente (SANTOS et al., 2011). Dessa forma, a busca por novos 

inseticidas tem aumentado, principalmente de fontes naturais como as extraídas 

de vegetais. Estes possuem compostos bioativos que desempenham funções 

biodegradáveis maior que os inseticidas químicos, provocando menor impacto 

nos seres humanos e meio ambiente (VIEGAS, 2003; BARRETO, 2005). 

Estudos relatam que por ingestão de algas, estágios larvais são atingidos e 



consequentemente a sobrevivência das larvas também, tornando-se uma 

ferramenta no controle de doenças (ANDRADE, ANDRADE, 2017). 

Assim, as microalgas surgem como uma nova alternativa. Estas são 

exploradas de diversas formas, na área cosmética, farmacêutica, alimentícia, 

biorremediação de água residuais e biocombustíveis (ANDRADE, ANDRADE, 

2017). Pesquisas científicas vêm demonstrando a eficiência de microalgas com 

atividades biológicas tais como, anticâncer, antimicrobiano, atividades anti- 

inflamatórias, imunomoduladoras, antiepilepsia (CHEN et al., 2019, MARTÍNEZ 

et al., 2019, BRILLATZ et al., 2018, MONTERO-LOBATO et al., 2018, 

RODRIGUEZ-LUNA et al., 2018). 

A microalga Chlorella vulgaris é uma espécie unicelular, composta de 

proteínas, ácidos graxos, minerais, vitaminas, dietéticos, aminoácidos, rica 

antioxidantes, substâncias bioativas e clorofila (NIU et al., 2011, BOROWITZKA, 

1988, SHUBERT, 1988). Dentre as proteínas encontradas nesta microalga estão 

as lectinas (CAVALCANTI, 2018), estudos prévios teem demonstrado a 

utilização de lectina da folha de Myracrodruon urundeuva com atividade inibitória 

da tripsina do A. aegypti (PONTUAL, 2010, NAPOLEÃO, 2012). A tripsina são 

enzimas digestivas que estão presentes no A. aegypti, e esta se encontra em 

maior quantidade na fase larval (ZARA et al., 2016, SOARES et al., 2009; 

SASAKI et al., 2015). 

Tendo em vista os numerosos casos de doenças transmitidas pelo vetor A. 

aegypti e levando em consideração que a dengue possui grande importância a 

nível de infecção viral humana, o presente estudo visa investigar o potencial 

larvicida do extrato e lectina de Chlorella vulgaris bem como a inibição a tripsina 

intestinal por ação do extrato celular sobre a larva (L4) de Aedes aegypti, como 

uma nova alternativa de inseticida biológico. 



 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 
 
2.1 Aedes aegypti 

 
O Aedes aegypti é um mosquito de coloração preta, pintas brancas 

espalhadas sobre o corpo e pernas rajadas. As fêmeas se alimentam de sangue 

humano e através disso adquirem elementos necessários para o 

desenvolvimento dos seus ovos. O macho se alimenta de açúcar assim como a 

fêmea, porém por não produzir ovos não são hematófagos (GOMES, 2016). O 

Aedes aegypti em sua maioria é de área urbana, pois necessitam de ambientes 

humanos, especialmente domiciliados, por essa razão raramente são 

encontrados em locais onde não há presença humana. (ZARA et al., 2016). 

Seu ciclo biológico abrange as fases de ovo, larva, pupa e fase adulta. 

São quatro os estágios que compreendem a fase larval, denominados de L1, L2, 

L3 e L4 (SILVA et al., 2008). Neste último estágio (L4), o corpo da larva é formado 

pela cabeça, tórax e abdômen divido em 8 segmentos (ALTO et al., 2008). Além 

disso, é também na fase larval que ocorre uma maior evidência de enzimas 

intestinais como a tripsina e a quimiotripsina (YANG et al., 1971). 

O mosquito leva em torno de 10 dias para se desenvolver entre a 

oviposição e início da fase adulta (CLEMONS et al., 2010). Para o controle de 

doenças virais, tais como a dengue, o combate ao vetor no estágio larval é uma 

possibilidade de evitar propagações, uma vez que não haverá evolução para a 

fase adulta e consequentemente impedirá a transmissão do vírus (SANTOS et 

al., 2020). 

 

2.1.1 Dengue 

 
A dengue é uma doença típica de países tropicais e subtropicais visto que 

o principal vetor, o A. aegypti, se desenvolver melhor nessas regiões 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016), essa característica sazonal torna propício a 

propagação dos insetos. No Brasil, existem 4 sorotipos distintos do vírus (DENV- 



1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), todos do gênero Flavivirus e da família 

Flaviviridae (GUZMAN, ISTÚRIZ, 2010). 

Dentre as doenças virais causadas por um vetor esta tem sido nos últimos 

anos a principal causadora de morte. Cerca de 500 mil pessoas são anualmente 

levadas ao hospital com o quadro mais grave da doença (WHO, 2019). Os 

números de óbitos entre a semana 1 a 36 do período que compreende dezembro 

de 2019 a setembro de 2020, revelaram uma taxa de mortalidade de 484 casos 

acometidos pela dengue, sendo o público idoso os mais atingidos, entretanto, 

observou-se uma redução de casos a partir da semana 10 se comparado ao 

mesmo período do ano de 2019 (OMS, 2020). 

Apesar da redução de casos de morte, a doença continua sendo 

propagada e por essa razão é que se faz necessário ter uma solução para o 

combate ao vetor, tendo em vista que eliminando-o evitará a disseminação da 

doença no Brasil e no mundo. 

 

2.2 Inseticidas 

 
O controle populacional de mosquitos acontece através de três métodos, 

químico, mecânico e biológico. O método químico consiste na utilização de 

produtos, tais como os inseticidas organofosforados e piretróides, o qual é usado 

com o intuito de matar larvas e insetos adultos (NASCIMENTO, 2012). 

Entretanto, quando utilizados de modo desgovernado há chances de ser 

provocada resistências dos indivíduos, além de serem tóxicos ao ser humano e 

meio ambiente (LIMA, 2019). O método mecânico visa à eliminação de 

recipientes que possibilitem a criação de larvas e mosquitos (ZARA et al., 2016), 

no entanto não possui competência em selecionar os insetos resistentes, por 

essa razão não pode ser visto como o principal método de controle 

(IOC/FIOCRUZ, 2020). 

Já O método biológico, as larvas ou mosquitos passam por aplicação de 

produtos derivadas de organismos vivos com capacidade competitiva, 

eliminatória, parasitária e predatória (BARRETO, 2005, BRASIL, 2014), contudo 

é utilizado com baixa frequência (ZARA et al., 2016). Pesquisas que demonstrem 

atividade inseticida têm sido realizadas visando solucionar esta problemática por 

meio de fontes naturais (SHAMSI et al., 2018). 



Inseticidas com ação larval apresentam vantagens uma vez que a 

mortalidade das larvas impede a formação do mosquito na fase adulta, evitando 

a transmissão de doenças e a propagação do inseto (IOC/FIOCRUZ, 2020). É 

imprescindível identificar as populações resistentes para busca de estratégias, 

mas além disso é importante compreender os seus possíveis mecanismos. 

Sendo assim, mecanismos de ação com inibidores de proteases inseticidas já 

tem sido alvo de investigação frente as larvas do Aedes aegypti (PONTUAL, 

2010; DIAS, 2016; ALMEIDA FILHO, 2013). 

 

2.3 Microalgas 

 

Microalgas são micro-organismos fotossintéticos e eucarióticos capazes 

de produzir diferentes tipos de carboidratos, proteínas e lipídios (MOSTAFA, 

2012). Possuem a capacidade de fixar grande quantidade de CO2 e crescer em 

regiões com variações de temperatura (RAVINDRAN et al., 2017; ALASWAD et 

al., 2015). A microalga de gênero Chlorella possui alto teor proteico, contendo 

aminoácidos essenciais, vitaminas, minerais e ácidos graxos poliinsaturados 

(ASSIS, 2012; ASSIS et al., 2014). 

Quantos as características morfológicas, esta microalga possui coloração 

esverdeada, unicelular ou colonial, com forma cocóidal medindo de 2-10 µm de 

diâmetro, imóveis (Figura 1) e a grande maioria são encontradas em ambientes 

de água doce, podendo também ser localizada em águas salobras. Possui 

apenas um cloroplasto e acumulam pigmentos como Clorofilas a e b, β- 

carotenos e xantofilas (BEIJERINCK, 1890; SHIHIRA, KRAUSS, 1965; 

NURACHMAN et al., 2015). 



Figura 1: Espécie de microalga Chlorella vulgaris 
 

Fonte: https://utex.org/products/utex- 

 

Quanto as aplicações biotecnológicas, Chlorella vulgaris pode ser 

utilizada como suplemento ou como substância que agrega sabor e cor ao 

alimento (FRADIQUE et al., 2010; LI, JIANG, CHEN, 2005), também pode servir 

de emulsão alimentar (FERNANDES et al., 2002). Além disso, possui 

propriedades imunomoduladora, anticâncer e age no tratamento de doenças 

cardiovasculares, hipertensão e catarata, sendo capaz de promover a produção 

de colágeno na pele (YASUKAWA et al., 1996; JUSTO, SILVA, QUEIROZ, 

2001). 

Tratando-se de biorremediação, esta microalga é uma forte candidata a 

eliminação de amônio e fósforo de águas residuais (GONZÁLEZ, CAÑIZARES, 

BAENA, 1997). Estudos recentes também comprovam atividade larvicida do 

extrato de Chlorella spp. contra o A. aegypti (SIGAMANI et al., 2020). 

 

2.4 Lectinas 

 
Lectinas são proteínas amplamente distribuída na natureza, podendo 

ser encontradas em organismos unicelulares até os multicelulares (DE 

SCHUTTER, VAN DAMME, 2015). Bactérias, algas, plantas, fungos, fluido 

corporal de invertebrados, vertebrados inferiores e membrana celular de 

mamíferos, têm se mostrado como fontes de lectinas (SINGH, TIWARY, 

KENNEDY, 1999). A maioria dos estudos realizados com lectinas provenientes 

de algas tem dado maior enfoque em macroalgas marinhas. Em contrapartida, 



pesquisas voltadas as lectinas de microalgas são escassas e por essa razão, o 

estudo sobre essas proteínas e suas respectivas características são restritas. 

(NASCIMENTO, 2014). 

Lectinas são caracterizadas por se ligarem a carboidratos específicos, 

glicoproteínas ou glicolipídios de maneira reversível e não covalente, por ação 

de uma cadeia polipeptídica específica interna a sua estrutura, também 

nomeada de domínio de reconhecimento de carboidratos (CAGLIARI et al., 

2018). Por apresentarem potencial biotecnológico elevado as lectinas são muito 

procuradas para processos de reconhecimento celular e molecular, 

farmacologia, bioquímica, medicina e análises clínicas (SANTOS et al., 2014). 

Diversas atividades biológicas são aplicadas as lectinas, tais como, anti- 

parasitaria (CASTANHEIRA et al., 2015), antitumoral (ZHANG et al., 2015), 

antimutagênico e antioxidante (FRASSINETTI et al., 2015) antifúngica 

(CHIKALOVETS et al., 2015), antibacteriana (CARVALHO et al., 2015), antiviral 

(GORDTS et al., 2015) e inseticida (NAPOLEÃO et al., 2013). Lectinas possuem 

alta capacidade inseticida contra espécies de ordens como Coleoptera, Diptera, 

Homoptera e Lepidoptera (LAM, NG, 2011). Por meio de bioensaios que 

integram dietas artificias a insetos com lectinas é possível verificar dados como 

crescimento, desenvolvimento, fecundidade, inibição da alimentação, efeitos 

antimetabólicos e mortalidade (COELHO et al., 2009). 

A lectina se apresenta como uma proteína de alta capacidade no controle 

da população de Aedes aegypti, considerada como armadilha para os ovos do 

mosquito, visto que essa proteína tem ação sobre a sobrevivência dos ovos bem 

como das larvas que vierem a surgir (AGRA, 2014). 

 
2.4.1 Mecanismo de ação das lectinas com ação inseticida 

Umas das características de proteínas com potencial inseticida é 

permanecer ativa por um período duradouro e provocar toxicidade no trato 

digestório do inseto, além disso necessitam ser resistentes a lise das substâncias 

proteicas intestinais (CARLINI, GROSSI-DE-SA, 2002). Segundo Fitches et al., 

(2001), a lectina possui a habilidade de interromper a absorção de nutrientes e 

destruir as células intestinais ao se ligar à estrutura glicosilada no intestino do 

inseto. Além disso, quando ligada a matriz peritrófica pode provocar 

desintegração das enzimas digestivas (PEUMANS, VAN DAMME, 1995; 



FITCHES et al., 2001; MICHIELS et al., 2010). Manter a integridade da matriz 

peritrófica é relevante para que ocorram os processos digestivos de modo 

compartimentado (HEGEDUS et al., 2009). 

Para Macedo et al., (2007), é provável que as lectinas ocasionem modificações 

nas atividades enzimáticas, uma vez que podem se ligar a porção glicídica de 

enzimas glicosiladas; ao sítio que não é o de ligação ao substrato; ao substrato, 

ou a enzima e o substrato juntamente. A lectina do rizoma de Microgramma 

vaccinifolia foi capaz de inibir a atividade de tripsina do extrato intestinal de 

operários Nasutitermes corniger (ALBUQUERQUE et al., 2012). 

Semelhantemente, a lectina de Canavalia brasiliensis e Cratylia floribunda, 

apresentaram resistência a hidrólise de proteases intestinais do inseto C. 

maculatus (FREITAS et al., 2011). 

 
 
 

 
3. OBJETIVOS 

 
 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar a atividade larvicida do extrato celular e de lectina de Chlorella 

vulgaris contra a larva no estágio L4 de Aedes aegypti. 

 
3.2 Objetivos Específicos 

1. Selecionar a melhor concentração do extrato celular e lectina para a atividade 

larvicida; 

2. Avaliar a inibição do extrato celular de C. vulgaris sobre a tripsina intestinal da 

larva L4 do A. aegypti. 



 

 

4. METODOLOGIA 

 

4.1 Material 

Micro-organismos fotossintetizantes: A microalga Chlorella vulgaris (Utex 

1803) foi selecionada da coleção de cultura da Universidade do Texas. 

Larvas do Aedes aegypti: As larvas de Aedes aegypti (subespécie Recife) 

foram cedidas pelo Professor Leucio Camara, coordenador do Laboratório de 

Parasitologia Veterinária da UFRPE. 

 

4.2 Métodos 

 
4.2.1 Obtenção da biomassa: 

Chlorella vulgaris foi cultivada em Bold’s Basal Medium (BISCHOFF e 

BOLD, 1963), a uma intensidade luminosa de 43 µmol fótons m-2 s-1, 30 ºC, 

aerado constantemente com uma bomba de ar. No final da fase exponencial de 

crescimento, as células foram concentradas e armazenadas em freezer a -18 ºC. 

4.2.2 Preparação do extrato celular da microalga: 

A biomassa microalgal foi ressuspendida em tampão Tris-HCl-NaCl 0,1 

M, pH 7,5 na concentração de 100 mg/mL (10% p/v) e homogeneizada por 

agitação magnética em banho de gelo por 9 horas, e temperatura a 25 °C 

(Cavalcanti et al., 2016). O homogenato foi centrifugado, a 10.000 rpm por 8 

minutos e o sobrenadante foi denominado de extrato celular e utilizado para a 

realização das análises experimentais. 

 
4.2.3 Purificação de lectinas: 

O extrato celular foi precipitado em sulfato de amônio em uma fração de 

60-80% (Cavalcanti et al., 2016)., centrifugado e o precipitado foi ressuspendido 

no mesmo tampão de extração e submetido a coluna cromatográfica de troca 

iônica aniônica DEAE – Sephadex, com fluxo de 1 ml/min e as proteínas foram 

monitoradas e coletadas a 280nm. As proteínas foram concentradas e 

submetidas acromatografia por exclusão molecular Sephadex G75 com fluxo de 

0,5 ml/min (CAVALCANTI et al., 2016) 



4.2.4 Determinação de proteínas totais: 

O teor proteico do extrato célula e lectina foram avaliados com o auxílio 

do kit BCA (BCA TM Protein Assay Kit, Thermo SCIENTIFIC). 

 
4.2.5 Determinação da atividade hemaglutinante (AH): 

A determinação da atividade hemaglutinante do extrato celular e lectina 

foi realizada em placas de microtitulação de acordo com Correia e Coelho (1995) 

e o sangue coletado de acordo com o permitido pelo comitê de ética de número 

2.362.590. 

 
4.2.6 Larvas de Aedes aegypti e bioensaio larvicida: 

Os ovos de A. aegypti foram mantidos até a eclosão em recipientes contendo 

água destilada, por submersão, num limite de temperatura de 25–27 ºC. Para o 

crescimento e muda das larvas até atingir o estágio L4, foi oferecida ração para 

gatos autoclavada. As larvas separadas foram utilizadas na determinação da 

atividade larvicida, em concentrações de proteína no extrato celular que variaram 

de 3,15 a 100% e a lectina de 25 a 200 µg mL-1, testadas de acordo com a 

metodologia de Navarro et al., (2003), seguindo as recomendações da OMS. A 

morte larval foi considerada quando as larvas não apresentavam resposta a 

estímulos mecânicos e nem deslocamento até a superfície da solução. Todas as 

concentrações do experimento foram realizadas em triplicatas. 

 
4.2.7 Atividade inibidora de protease tipo tripsina do extrato intestinal L4 de 

Aedes aegypti: 

As larvas em L4 foram imersas por 10 horas no extrato celular de Chlorella 

vulgaris com concentração proteica de 260 µg ml-1 (LC50). Posteriormente, cerca 

de 20 larvas foram retiradas do bioensaio a cada 2 horas (2, 4, 6, 8 e 10 horas) 

lavadas com água destilada e o extrato total foi homogeneizado para a 

determinação atividade de tripsina. O controle da amostra foi avaliado com água 

destilada e o ensaio foi realizado em triplicata 

A atividade da tripsina do extrato de intestino L4 foi realizada de acordo 

om Napoleão et al. (2012) com algumas modificações. Grupos de 50 larvas L4 

vivas foram imobilizadas, colocando-os a 4 ºC por 10 min. O intestino de cada 

larva foi homogeneizado com 1 mL de Tris-HCl 0,1 M pH 8,0 contendo NaCl 0,15 



M. O homogenato foi centrifugado (9000 g, 4°C, 15 min) e o sobrenadante 

(extrato de intestino L4) foi avaliado quanto a concentração de proteína e 

atividade de tripsina. Extrato de intestino L4 (20 µl,) foi incubado (30 min, 37 ºC) 

com 8 mM BApNA (5 µl) em tampão Tris (175 µl). A atividade enzimática foi 

seguida por medida da absorbância 405 nm (A405nm) (Kakade et al., 1969). 

Uma unidade de atividade de tripsina foi definida como a quantidade de enzima 

que hidrolisa 1 µg de BApNA por minuto. O controle da hidrólise do substrato foi 

realizado por incubação (30 min, 37 ° C) de tripsina bovina (0,5 μg) com BApNA 

8 mM (5 μl). 

 

 
5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Os resultados da atividade larvicida com o extrato celular e a lectina 

revelaram toxicidade para as larvas de A. aegypti, sendo estas observadas em 

um período total de 72 horas em diferentes concentrações. Com o aumento da 

concentração do extrato celular, observou-se maior mortalidade larval, isso 

indica que os possíveis bioativos da Chlorella vulgaris, como proteínas, terpenos, 

flavonoides, podem ter atuado de forma sinérgica. Em contrapartida, os extratos 

em menores concentrações necessitaram de um período prolongado para 

produzir efeito larvicida (Figura 2A). 

Utilizando o extrato celular na concentração de 100%, observou-se que 

todas as larvas morreram após 3 horas. Na concentração de 75%, todas as 

larvas morreram após 24 horas. Nas concentrações entre 12,5 e 50 %, todas as 

larvas morreram após 48 horas. Nas concentrações entre 3,12 e 6,25 % não 

houve 100 % de mortalidade. Sendo assim, foi definido a LC50 no tempo de 3 

horas (LC50 = 43,50%) e 24 horas (LC50 = 10,62%). Com o aumento do tempo a 

mortalidade larval foi maior, por essa razão não pôde ser definido a LC50 no 

tempo de 48 e 72 horas, pois houve uma quantidade considerável de larvas 

mortas. 

. A toxidade do extrato celular de Chlorella vulgaris resultou em perda total 

de biomassa nas larvas, outros estudos também revelaram alteração 

morfológicas. Segundo Kanis et al., (2018) as larvas de A. aegypti quando 

expostas ao extrato de Piper ovatum teve o exoesqueleto reduzido e o 



aparecimento de partes escuras no sifão respiratório. Similarmente, Sigamani et 

al., (2020) comprovou em seu estudo a eficácia de extrato de clorofórmio de 

Chlorella spp. contra a larvas de Aedes aegypti no terceiro estágio. A 

composição presente no extrato dessa espécie, tais como ácido hexadecanóico, 

ácido oleico, β-sitosterol, possivelmente promoveu o efeito larvicida 

Thongwat et al., (2017), observou alta atividade larvicida do extrato 

etanólico de Dracaena loureiri contra o terceiro estágio de A aegypti. A literatura 

é escassa de estudo com extrato celular de microalgas, entretanto, a utilização 

de extrato vegetal, apresenta uma relevância de atividade tão quanto do exposto 

trabalho, pois traz mais uma alternativa na ciclagem de bioinseticidas. 

 
 
Figura 2: Atividade larvicida do extrato celular e (A) lectina de C.vulgaris (B). 

 

 
 

Com relação ao resultado de lectina, até as 24 horas a mortalidade larval 

se manteve instável, em decorrência disso as larvas testadas no período de 3, 

6, e 9 horas não obtiveram LC50 definida. Enquanto o período testado com 24 

horas resultou em uma LC50 164,2 µg ml -1, 48 horas 125,3 µg ml-1 e 106,5 µg 

ml-1. Apesar de não ter ocorrido 100% de mortalidade, as concentrações acima 

de 175 µg ml-1 mataram 60% das larvas após 24 horas, atuando assim como um 

potencial larvicida. 

.De maneira oposta, Coelho et al. (2009) testaram a lectina de Moringa 

oleifera (WSMoL) e apresentou atividade inseticida contra o quarto estágio larval 

(L4) de A. aegypti com uma concentração consideravelmente mais alta 197 µg 

ml-1, quando comparado a concentração da lectina de Chlorella vulgaris nos 3 

diferentes tempos, promovendo alterações morfológicas no trato digestivo. Isso 

demonstra que o potencial bioinseticida da lectina de C. vulgaris é acentuado 



mesmo em pequenas concentrações, o que possivelmente impactaria menos 

ambientalmente. 

Oliveira et al., (2016) observaram valores superiores de LC50 para lectina 

isolada de Moringa Oleifera. A fração de lectina isolada (WSMoLc) teve um 

resultado de 890 µg ml-1, necessitando de concentrações maiores que as 

encontradas no presente trabalho, a fim de apresentar mortalidade de 50% dos 

indivíduos testados. 

A literatura traz informações importantes como a atividade larvicida de 

lectinas extraídas da torta de Azadirachta indica, contra mosquitos de Culex 

quinquefasciatus, Aedes albopictus e A. aegypti, porém até o momento continua 

sem dados sobre atividade larvicida de lectinas extraídas de microalgas e seus 

possíveis mecanismos de ação. 

A LC50 do extrato de Chlorella vulgaris usada para observação do 

mecanismo de ação foi correspondente a 260 µg ml-1 de proteína com 24 horas 

(resultado obtidos previamente). Na figura 3 mostra que entre as 2 primeiras 

horas de incubação das larvas (L4) com o extrato celular de C.vulgaris, não 

houve diferença significativa na redução de atividade, no entanto a partir das 4 

horas a atividade iniciou um decaimento gradativo. De 2 horas para 4 horas a 

atividade reduziu 1,85%, de 4 para 6 horas a atividade reduziu 15,6% sendo essa 

a redução mais expressiva, de 6 para 8 horas a atividade reduziu 9,88%, e de 8 

para 10 horas a atividade reduziu 7,64%. O tempo de menor atividade foi 

atingindo com 10 horas resultando em uma absorbância de 893,3 mU/mL. 

Estes resultados indicam que as possíveis moléculas bioativas presentes 

no extrato celular, estavam atuando como um inibidor de tripsina. Uma das 

explicações para esse mecanismo de inibição a tripsina por ação de inseticidas, 

pode ser dada pela redução na absorção de nutrientes uma vez que a atividade 

catalítica da enzima é afetada, provocando a morte do inseto por 

comprometimento dos alimentos de fontes proteicas. (BHATTACHARYYA, 

LEIGHTON, BABU, 2007). 



Figura 3: Avaliação do extrato celular de Chlorella vulgaris na atividade da 

tripsina do quarto instar larval de Aedes aegypti in vivo 
 

 

 
 
 
 

O mesmo foi observado por Pontual et al., (2012), houve redução 

significativa na atividade da tripsina intestinal do Aedes aegypti no estágio L4 à 

medida que as larvas foram tratadas com o extrato de flores de Moringa Oleifera, 

sendo o tempo de melhor atividade após 5 horas e 10 minutosde incubação, 

resultando em 98,6% de inibição. Outros autores na literatura também relataram 

diminuição na atividade da tripsina deste inseto como Almeida et al., (2017) que 

ao testar o inibidor de tripsina de sementes de Leucaena leucocephala com o 

extrato intestinal, obteve redução de 56% da atividade proteolítica após 24 horas 

de incubação. 

Conforme descrito por Pontual et al., (2012) e Paiva et al., (2013), as 

proteases são essenciais para que ocorra absorção de nutrientes e, quando 

inibidores de tripsina são ingeridos por um longo período é provocado a inibição 

dessas proteases acarretando complicações como a morte ou atrasando no 

desenvolvimento. Silva et al., (2015) diferente do presente estudo, realizou a 

atividade das proteases intestinais in vitro com um inibidor purificado de Ricinus 

communis L., mostrando 91% de inibição. 

Bhattacharyya, Mazumdar, Babu (2007), apesar de não ter testado na 

larva de Aedes aegypti e ter realizado o teste in vitro, observou um decaimento 

de 68% na atividade tripsínica no quinto instar larval de Spodoptera litura. Este 

trabalho diverge dos dois últimos resultados apresentados, uma vez que foi 

realizado em condições in vivo correspondente a uma maior realidade do 



organismo vivo. Nesse sentido, os inibidores de proteases, em especial os 

inibidores de tripsina, podem surgir como uma alternativa natural de larvicidas. 

 

 
6. CONCLUSÃO 

 
Microalgas são fontes de biomoléculas com importantes atividades 

biológicas, o que é crucial para diferentes áreas da biotecnologia, saúde humana 

e indústrias farmacêuticas. O extrato celular e a lectina de Chlorella vulgaris são 

uma fonte de compostos inseticidas que atuam matando larvas L4 de Aedes 

aegypti, com potencial uso no controle da dengue, pela prevenção de que esses 

insetos se espalhem em áreas urbanas, tornando-se uma alternativa 

biodegradável na área inseticida. Este trabalho abre novas perspectivas no que 

diz respeito ao foco em identificação de compostos tóxicos para larvas extraídos 

de micro-organismos fotossintetizantes, sem influência em espécies não-alvo. 
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