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RESUMO 

O Aedes aegypti é um vetor que pode-se infectar com o vírus da febre amarela, quatro 

sorotipos do vírus da dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), chikungunya, zika 

vírus. O controle populacional do Aedes aegypti, deve ser realizado de forma integrada com 

manejo ambiental, controle biológico e controle químico. A utilização indiscriminada de 

produtos químicos organofosforados, piretroides, carbamatos, entre outros, contra a população 

de Aedes aegytpi, tem selecionado populações de insetos resistentes a inseticidas, perdendo a 

eficácia do inseticida sob o inseto. Atualmente, apesar dos avanços científicos, ainda não 

existe vacina ou medicamento disponível no mercado que confira imunidade aos quatro 

sorotipos do vírus da dengue, chikungunya e zika. Tem sido relatado eficácia da utilização de 

fotossensibilizadores contra população de larvas de insetos. Neste trabalho foi investigado as 

propriedades fotodinâmica dos fotossensibilizadores extrato de clorofila (EXCL), Azul de 

Metileno (AM) e Eosina Azul de Metileno (EAM) em larvas do inseto Aedes aegypti Diptera: 

Culicidae linhagem Rockefeller. Os estudos mostraram que o tempo de trânsito metabólico 

dos fotossensibilizadores é de 45 min e o tempo de internalização nas larvas de 3o estádio de 

Aedes aegypti foi de 120 minutos. O controle fotodinâmico foi realizado com luz de LED 

RGB inicialmente com dose de 32,4 J cm-2 para os três fotossensibilizadores nas 

concentrações 0,1 mg mL-1 (100 ppm); 0,05 mg mL-1 (50 ppm) e 0,01 mg mL-1 (10 ppm). Os 

fotossensibilizadores EXCL e AM não apresentaram ação fotodinâmica para as larvas de 

Aedes aegypti, apenas o fotossensibilizador EAM mostrou-se ser fototóxico para as larvas. 

Posteriormente, foi realizado experimentos com seis concentração de EAM e duas fontes de 

irradiação (Luz de LED RGB, com três doses 32,4;16,2 e 8,2 J cm-2, e luz solar). Os 

resultados indicaram que o controle fotodinâmico a partir do fotossensibilizador EAM pode 

ser utilizado de forma efetiva como parte de um controle integrado da população de larvas de 

Aedes aegypti. 

 

Palavras-Chaves: Controle fotodinâmico; fotossensibilizador; Eosina azul de metileno; Luz 

branca; Aedes aegypti. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

Aedes aegypti is a vector that can be infected by the yellow fever virus, four serotypes of the 

dengue virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4), chikungunya and zika virus. The 

population control of Aedes aegypti should be carried out in an integrated way with 

environmental management, biological control and chemical control. The indiscriminate use 

of organophosphorus, pyrethroids and carbamates and others insecticides, against the 

population of Aedes aegypti, has selected populations of insects resistant to insecticides, 

losing the effectiveness of the insecticide under the insect. Nowadays, despite scientific 

advances, there is no vaccine or drug available on the market that confers immunity to the 

four serotypes of the dengue virus, chikungunya and zika. The efficacy of photosensitizers 

against insect larval populations has been reported. In this work, the photosynthetic properties 

of the photosensitizers Chlorophyll Extract (EXCL), Methylene Blue (AM) and Eosin 

Methylene Blue (EAM) in insect larvae of the Aedes aegypti Diptera: Culicidae Rockefeller 

were investigated. The studies showed that the metabolic transit time of the photosensitizers is 

45 min and the internalization time in the larvae at the 3th stage of Aedes aegypti was 120 

minutes. The photodynamic control was performed with RGB LED light initially with a dose 

of 32.4 J cm-2 for the three photosensitizers at concentrations 0.1 mg mL-1 (100 ppm); 0.05 

mg mL-1 (50 ppm) and 0.01 mg mL-1 (10 ppm). The photosensitizers EXCL and AM did not 

showed photodynamic action for the larvae of Aedes aegypti, only the photosensitizer EAM 

showed to be phototoxic for the larvae. Subsequently, experiments were performed with six 

concentrations of EAM and two sources of irradiation (RGB LED light, with three energy 

doses 32.4, 16.2 and 8.1 J cm-2, and sunlight). The results indicated that the photodynamic 

control from the EAM photosensitizer can be effectively used as part of an integrated control 

of the Aedes aegypti larvae population. 
 

Keywords: Photodynamic control; photosensitizer; Eosin methylene blue; White light; Aedes 

aegypti. 
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CAPÍTULO I 

1 INTRODUÇÃO 

 Atualmente as doenças virais transmitidas por mosquitos são responsáveis por altas 

taxas e persistência de mortalidade entre a população humana. A dengue, febre amarela, 

chikungunya (CHIK), zika (ZIK) e malária são alguns exemplos, sendo que a dengue se 

classifica como a principal doença viral do mundo1; 2. Estima-se que cerca de 2,5 bilhões de 

pessoas vivem em mais de 100 países endêmicos e/ou em áreas onde os vírus da dengue 

podem ser transmitidos. A cada ano são estimadas entre 50 a 100 milhões de novas infecções2; 

3. As notificações de casos de dengue e outras doenças reemergentes e negligenciadas também 

ocorrem em países desenvolvidos. Especialistas relacionam essa situação a vários fatores 

como, condições ambientais, infraestrutura das cidades, ecologia e comportamento do inseto, 

problemas de urbanização e crescimento populacional desordenado, falta de infraestrutura na 

saúde, falta de controle preventivo e educação social, e a rápida disseminação do inseto por 

rotas comerciais entre diferentes partes do mundo, o que permite a manifestação das doenças 

na forma de epidemias ou surtos4. A prevenção é a forma de controle mais eficiente para a 

redução da dengue e demais doenças transmitidas pelos insetos vetores, pois considera a 

redução populacional do inseto por indisponibilidades de criadouros e controle permanente do 

vetor. O controle do vetor pode ser realizado de forma integrada com estratégias que incluem: 

manejo ambiental, controle biológico, controle químico com uso de inseticidas orgânicos ou 

inorgânicos, uso de repelentes, armadilhas, monitoramento de resistência entre outros. O 

controle químico realizado a partir do uso de inseticidas utiliza atualmente os piretróides, 

cipermetrina e deltametrina e o organofosforado malathion5. 

Os esforços para controlar as epidemias e surtos das doenças têm sido focados, 

principalmente, na eliminação do vetor5; 6. No entanto, as estratégias de controle não têm 

obtido sucesso devido à resistência do mosquito aos inseticidas, com consequente aumento no 

número de pessoas infectadas. A resistência ocorre por vários motivos, entre eles a aplicação 

de inseticidas em altas concentrações e em intervalos curtos, diminuindo a eficácia da 

molécula6; 7.  

A inconsistência das informações sobre o vetor, veiculadas pelos dos órgãos oficiais 

escassez de dados, supervalorização da mídia na cobertura das ações e atividades de controle 

e com foco nos resultados do controle que são insatisfatórios, tem levado a ideia simplista de 

que, para solucionar o problema, é suficiente intensificar o trabalho com a utilização de 

inseticidas e assim, pouco se avança no aprimoramento das estratégias de controle8.  
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A dengue, CHIK e ZIK não são simplesmente uma ameaça à Saúde Pública, mas têm 

e podem ter efeitos catastróficos sobre a situação econômica das pessoas que vivem na 

pobreza em todo o mundo9. Dessa forma, buscam-se alternativas de ativos inseticidas com 

base em novos modos de ação e/ou estratégias que possam ser obtidos a partir de fontes 

vegetais, toxinas de microrganismos e/ou novos ativos sintéticos10 com foco na eficiência, 

especificidade, segurança humana e menor impacto ambiental11.   

A possibilidade de utilização de compostos fotoativos para controlar a população de 

insetos vetores foi demostrada pela primeira vez por Barbieri (1928), que usou uma 

combinação de derivados de xanteno, incluindo fluoresceína, eritrosina e rosa bengala os 

quais foram eficazes em matar larvas de Anopheles e Aedes12. Estudos tem mostrado o 

potencial da porfirina C-1413, photogem® um derivado da porifina14, clorofilina e feoforbida 

derivados de clorofila como um fotoativador com intensa atividade larvicida contra Aedes 

aegypti15. O uso de compostos fotoativos tem por base a interação de uma dessas substâncias, 

denominado fotossensibilizador, com a luz e oxigênio molecular16. 

Portanto, controle fotodinâmico da população de larvas de Aedes aegypti (Rockefeller) 

pode contribuir para o controle do vetor dengue, CHIK e ZIK. Baseadas nessas justificativas, 

a presente proposta objetiva avaliar o uso de substâncias fotoativas, - como o extrato clorofila 

(EXCL), azul de metileno (AM) e eosina azul de metileno (EAM) - para o controle 

fotodinâmico da população de Aedes aegypti.  A justificava para o uso é o fato delas exibem 

bandas de absorção na região da “janela da terapia fotodinâmica” (entre 600 e 800 nm). Está 

abordagem poderá resultar em um adicional no controle do vetor transmissor de diversas 

doenças tropicais. 
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CAPÍTULO II 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral  

 Avaliar a aplicabilidade de três corantes (extrato de clorofila, azul de metileno e eosina 

azul de metileno segundo Giemsa) no controle fotodinâmico da população de larvas de Aedes 

aegypti (Rockefeller). 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 Caracterizar a “janela fotodinâmica” dos fotossensibilizadores por meio da 

espectroscopia de absorção molecular na região do UV-Vis; 

 Determinar o tempo de internalização dos fotossensibilizadores no interior das larvas; 

 Avaliar a eficiência do controle fotodinâmico mediada pelos fotossensibilizadores, 

extrato de clorofila, azul de metileno e eosina azul de metileno, em larvas de 3o 

estádio de Aedes aegypti (Rockefeller) utilizando luz branca emitida por LEDs RGB; 

 Avaliar o efeito da concentração do fotossensibilizador e da dose de energia utilizada 

durante o controle fotodinâmico sobre as larvas de Aedes aegypti; 

 Determinar a eficiência do processo fotodinâmico ao usar diretamente a radiação solar 

como fonte de luz branca para o controle da população das larvas de Aedes aegypti. 
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CAPÍTULO III 

3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 Doenças transmitidas por vetores 

As doenças transmitidas por vetores (DTVs) respondem por 16% da quantidade global 

estimada de doenças transmissíveis2. O cenário atual, com profundas mudanças globais, 

alterações climáticas, variabilidade do clima, disponibilidade e rapidez de transporte, 

desmatamento/uso da terra, armazenamento inadequado de água e irrigação, crescimento da 

população humana e urbanização, tem gerado a ressurgência de vetores que são disseminados 

rapidamente por diferentes partes do mundo17. A dengue é uma doença viral que ocorre em 

mais de 100 países e com cerca de 50 a 100 milhões de casos anuais. Desses mais de 25.000 

acabam em mortes por ano, principalmente, de crianças e idosos. A dengue é uma doença 

típica de áreas tropicais e subtropicais sendo transmitida pela fêmea do mosquito Aedes 

aegypti. O agente etiológico é um arbovírus, do gênero Flavivirus, família Flaviviridae, 

originário da África18-20.  

A distribuição geográfica da dengue tem se expandindo por meio dos transportes dos 

seus ovos, larvas e até do mosquito adulto em navios, aviões e veículos terrestres. No mundo 

moderno esse inseto se adaptou facilmente às áreas urbanas e vive no intra e peridomicílio, 

encontrado criadouros, tais como recipientes de plásticos descartados e outros itens 

abandonados, que acumulam água e proporcionam um habitat propício para as larvas. 

Também, se adaptaram a antropofagia, o que faz do ser humano seu principal alvo para 

obtenção de sangue3; 21; 22. 

O ciclo de vida do mosquito ocorre em cerca de sete dias, dependendo da temperatura, 

e se divide em quatro fases: ovo, larva, pupa e mosquito adulto. Após o acasalamento, as 

fêmeas precisam de sangue para amadurecimento dos seus ovos. Esses são ovipostos 

próximos ao nível d’água e o desenvolvimento do embrião se completa em 48 horas, em 

condições favoráveis de umidade e temperatura. O contato desses ovos com a água por dois a 

três dias possibilita a eclosão das larvas. Vale ressaltar que esses os ovos podem resistir à 

dessecação, permanecendo viáveis na ausência de água por até 450 dias17; 20. 

Na fase larval ocorrem quatro estádios de desenvolvimento. A alimentação nessa fase 

está baseada em matéria orgânica e microrganismos que estão disponíveis na microbiota dos 

criadouros. A pupa possui formato de vírgula, não requer alimento, movimenta-se 

rapidamente na água, seu desenvolvimento dura em média três dias e, após este período, o 

inseto adulto alado emerge. Na fase adulta, os insetos se alimentam de fontes que possuam 
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carboidratos; porém a fêmea, além de consumir carboidrato também se alimenta 

frequentemente de sangue (repasto sanguíneo; hematofagia). Esta alimentação é essencial 

para a vitelogênese e consequentemente para continuidade do ciclo reprodutivo do inseto20.  

  O Aedes aegypti é um mosquito antropofílico com atividade hematofágica 

principalmente diurna20. Os vírus são transmitidos por meio da picada da fêmea infectada23, 

sendo que o mosquito se infecta após ingerir sangue de um indivíduo em período de viremia 

(presença do vírus no sangue) até o quinto/sexto dia após a infecção24. Uma vez infectado, o 

mosquito transmite o vírus pelo resto da sua vida25. Os humanos são os principais portadores 

e multiplicadores do vírus, servindo como fonte de vírus para os mosquitos não infectados24.  

Estudos tem confirmado sua capacidade de se infectar com os vírus da febre amarela, 

chikungunya (CHIKV) e zika vírus (ZIKV)26, os quais causam manifestações clinicas muito 

semelhante e com efeitos desconhecidos20; 27.  

 O vírus da dengue (DENV) se divide em quatro sorotipos antigenicamente distintos, 

mas geneticamente relacionados: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (inclui-se também 

o DENV-5, recentemente notificado)28. A dengue pode ocorrer tanto de forma assintomática 

quanto sintomática. Na forma clássica a dengue apresenta com quadro clínico de início 

repentino e amplo, manifestando-se como uma doença febril aguda benigna acompanhada por 

cefaleia e dores musculares e articulares. Na forma grave ocorrem hemorragias devido às 

alterações da coagulação sanguínea29-30, podendo evoluir para a síndrome de choque 

associado a dengue e morte se não houver rápido atendimento31. 

 A febre chikungunya é uma doença causada por um vírus do gênero Alphavirus, 

família Togaviridae. O CHIKV foi isolado inicialmente na Tanzânia por volta de 1952, 

quando ocorreu o primeiro surto no Sul do país32. A viremia persiste por até dez dias após o 

surgimento das manifestações clínicas e os sintomas são clinicamente parecidos com os da 

dengue sendo febre de início agudo, dores articulares e musculares, cefaleia, náusea, fadiga, 

erupção cutânea, inchaço e conjuntivite na fase aguda33-35.  

 Porém, a principal manifestação clínica que a difere da dengue são as fortes dores nas 

articulações (principalmente nos pulsos, tornozelos e cotovelos), o vírus avança nos pacientes 

e causa inflamações, que dificultam a realização de movimentos, então o indivíduo, por não 

achar uma posição confortável, posiciona-se de uma forma recurvada e é exatamente essa 

postura que justifica o nome do vírus CHIKV deriva de uma palavra em africano Makonde, 

língua falada por um grupo que vive no Sudeste da Tanzânia e Norte de Moçambique que 

significa “aqueles que se dobram”32; 36. Após a fase inicial, a doença pode evoluir em duas 
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etapas subsequentes: fase subaguda e crônica.  Embora o CHIKV não seja uma doença de alta 

letalidade, tem caráter epidêmico com elevada taxa de morbidade associada à dores nas 

articulações persistentes, tendo como consequência a redução da produtividade e da qualidade 

de vida33. 

 A febre ZIK é uma doença causada por um vírus do gênero Flavivirus, pertencente à 

família Flaviviridae, este foi originalmente isolado de uma fêmea de macaco Rhesus febril na 

Floresta Zika (justificando o nome do vírus), localizada em Uganda na África em 194720; 37; 38.  

As manifestações clínicas do ZIKV incluem edema de extremidades, febre moderada, dor nas 

articulações, mais frequentemente nas articulações das mãos e pés, com possível inchaço; dor 

muscular (mialgia); dor de cabeça e atrás dos olhos; erupções cutâneas (exantemas), 

acompanhadas de coceira39.  

  É importante diferenciar a infecção pelo ZIKV, do DENV, pois a dengue apresenta um 

quadro clinico mais grave. Além disso, pode ocorrer os casos de co-infecção, dengue e ZIK, 

no mesmo paciente. Em comparação com a dengue, a infecção por ZIKV tem um quadro 

clínico moderado, o início da febre é mais agudo e mais curto, não sendo identificada 

hemorragia ou choque40. A ZIKV em casos mais severos pode acometer o sistema nervoso 

central, sendo associada à síndrome de Guillian-Barré41. No Brasil, o Ministério da Saúde 

confirmou a relação entre o ZIKV e casos de microcefalia25 e a Organização Mundial da 

Saúde emitiu um alerta epidemiológico sobre a associação da infecção ZIKV com 

malformações congênitas e síndromes neurológicas1.  

 É importante ressaltar que as medidas de prevenção e de controle vetorial que visam à 

redução da densidade, são fundamentais, e se eficaz, pode prevenir a transmissão das três 

arboviroses dengue, CHIK e ZIK associadas ao Aedes aegypti, minimizando o impacto dessas 

doenças na população42.  

 

3.2 Estratégias de controle populacional do vetor Aedes aegypti 

O controle populacional do vetor é uma componente chave na prevenção e controle de 

doenças transmissíveis. A estratégia mais utilizada é a redução da abundância populacional do 

vetor Aedes aegypti2. O manejo integrado trata do planejamento unificado de controle, de 

acordo com as condições ambientais e a dinâmica populacional do vetor. São usados os 

métodos de controle mais apropriados com o objetivo de manter as populações do vetor em 

níveis que não cause danos à saúde humana29. 
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 As estratégias de controle do Aedes aegypti são classificadas em controle mecânico, 

biológico e químico. O controle mecânico consiste na eliminação dos criadouros, como pneus, 

latas, garrafas, plásticos e limpeza de terrenos baldios43. O controle biológico baseia-se na 

introdução de inimigos naturais para eliminar ou diminuir a população de mosquitos, por 

exemplo, o uso organismo do Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti), a qual produz um 

cristal proteico com toxinas do grupo Cry, que é uma bactéria fermentada industrialmente, 

formulada e utilizada como inseticida44-45. Os cristais (corpos de inclusão) produzidos pela 

bactéria, quando no sistema digestório do inseto, que é um ambiente alcalino se dissolve 

ativando as toxinas do tipo Cry que causa danos celulares intensos e morte do inseto. Bti vêm 

sendo utilizados onde foi detectada resistência do Aedes aegypti ao inseticida químico 

organofosforado o temephos46-47. Utiliza-se também vários predadores, invertebrados 

aquáticos (como Toxorhynchites ou copépodos) ou peixes (Gambusia sp. e outros) que 

comem larvas e pupas5. Como controle biológico também usam mosquitos estéreis para 

produzirem uma população que não conseguem se reproduzir48.  

 O uso de inseticidas químicos ainda é a principal componente de controle do vetor49. 

O tratamento químico do tipo focal é uma das formas mais utilizadas para o controle do 

mosquito Aedes aegypti. Esse consiste na aplicação do inseticida nos criadouros que não 

podem ser eliminados. São utilizados larvicidas de baixa toxidade para humanos e os demais 

mamíferos. No método perifocal, a aplicação do inseticida residual é feita aos arredores dos 

criadouros (recipientes) do mosquito em pontos estratégicos como, por exemplo, borracharias 

e ferros velhos30; 50. 

 Para o controle dos mosquitos na fase adulta um dos métodos utilizados são os 

tratamentos espaciais com a aplicação de inseticidas por meio de termonebulizadores, 

aplicação conhecida como “fumacê”, ou ultrabaixo volume (UBV), que consiste na aplicação 

de gotas micropulverizadas de inseticidas no ar. O UBV tem sido utilizado quando há 

epidemias de dengue, diminuindo a densidade populacional do vetor8; 30. Esse tipo de 

aplicação pode ser realizado com veículos, aviões e com equipamentos portáteis51.  

  Os inseticidas são classificados de acordo com a estrutura e funcionalidade química.  

As quatro classes de inseticidas de maior importância são: organofosforados, carbamatos, 

piretroides e neonicotinoides, os quais somam 70 % das vendas no mundo52. Estes inseticidas 

atuam no sistema nervoso e enzimático dos insetos e têm sido utilizados nos programas de 

controle químico de vetores para a redução da incidência de doenças transmitidas por insetos 

vetores49. 
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 A utilização intensiva, entretanto, provoca por pressão seletiva o desenvolvimento de 

resistência de uma população de mosquitos8. Os principais problemas causadores da 

resistência são o emprego de maiores concentrações, na tentativa de recuperar sua eficácia 

resultando no aumento da frequência de aplicação. Neste caso a substituição do produto é 

necessária. Estas consequências são ambientalmente negativas53. 

 A resistência é definida como o desenvolvimento da capacidade de uma determinada 

linhagem de um organismo em tolerar diferentes doses de agentes tóxicos, que seriam letais 

para a maioria da população da mesma espécie49; 54; 55. Em termos genéticos, a resistência é 

uma característica herdável, em que os alelos aumentam de frequência na população, como 

um resultado direto dos efeitos seletivos de um dado inseticida49; 56. 

 A redução da susceptibilidade aos inseticidas por parte dos insetos pode ser causada 

por diferentes mecanismos, tais como: alterações comportamentais, na cutícula do inseto, nos 

sítios alvos dos inseticidas e a resistência por via metabólica. O mecanismo de resistência por 

alteração do sítio alvo é caracterizado por mutações em moléculas, como a enzima 

acetilcolinesterase e o canal de sódio voltagem que podem diminuir ou inviabilizar a ligação 

do inseticida ao seu alvo biológico. A resistência por via metabólica é baseada na 

metabolização acelerada de compostos químicos por três principais enzimas de detoxificação: 

como esterases, glutationa S-transferases (GSTs) e oxigenases P45057; 58. Durante o processo 

de resistência, a superexpressão destas enzimas ou alterações em suas estruturas pode levar a 

metabolização ou sequestro do inseticida antes deste se ligar ao sítio alvo59.  

Por outro lado, existe a tentativa da produção de uma vacina eficaz para a dengue, 

estudos estão em andamento avaliando seis tipos de vacinas, sendo elas: (CYD-TDV), 

DENVax, TV003/TV005, TDENV PIV, V180 e a D1ME 100, a mais específica foi a que teve 

maior positividade, a CYD-TDV. A vacina CYD-TDV, é do fabricante Sanofi Pasteur, é uma 

vacina tetravalente, onde os genes que codificam as proteínas da pré-membrana e do envelope 

da cepa, utilizada na vacina de febre amarela, foram substituídos pelos genes de cada um dos 

quatro sorotipos da dengue60; 61. A CYD-TDV provou-se uma vacina de grande eficácia, mas 

com maior positividade nos sorotipos DENV-3 e DENV-4, porém a estudos em andamento 

para esclarecer o porquê da CYD-TDV não desenvolver a mesma eficácia nos sorotipos 

DENV-1 e DENV-260. Ainda não foi divulgada uma data específica para a comercialização 

dessas vacinas, visto que é necessário um maior aprimoramento das mesmas. Entretanto, 

apesar de algum sucesso, estas ainda não se mostram efetivas, pois há custo elevado para a 

produção e não eficácia plena para a dengue e a cocirculação de outras doenças a CHIK e 
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ZIKV não viabilizam a utilização na imunização da população. O controle populacional do 

vetor é necessário e novas classes de inseticidas e/ou a substituição podem ser alternativas, 

além da aplicação de métodos físicos e agentes biológicos para o controle efetivo por maior 

período de formar a minimizar a resistência e a transmissão das doenças31.  

 Neste cenário o processo fotodinâmico é uma das ferramentas disponíveis para o 

controle do vetor das doenças transmitidas por insetos vetores62. O controle envolvendo 

processos fotoquímicos faz uso de fotossensibilizadores, e tem-se mostrado uma alternativa 

interessante como opção de baixo impacto ambiental, devido a propriedade degradativa da a 

exposição à luz12; 63. Estes compostos podem ser utilizados em baixa concentração, uma vez 

que se utiliza de energia da luz para gerar toxicidade in vivo ou in situ62. As substâncias 

fotoativas mostram-se eficazes para matar larvas de uma variedade de insetos, incluindo 

mosquitos12. Essas substâncias pertencem a várias classes de compostos químicos como 

acridinas, furocumarinas, tiofenos, fenotiazinas, porfirinas, tetrametilsilano e xantenos.  

 

3.3 Histórico da Terapia Fotodinâmica 

 A terapia fotodinâmica (TFD) é definida como uma reação fotoquímica utilizada com 

o objetivo de causar destruição seletiva de um tecido. A TFD é uma técnica terapêutica na 

qual se utiliza de uma droga sensibilizante, tópica ou sistemática, em seguida utiliza-se 

irradiação de luz visível ou visível próximo64; 65. Os relatos na literatura mostram que os 

primeiros registros da utilização desta técnica ocorreram há 4000 anos por egípcios, chineses 

e indianos para o tratamento de psoríases, vitiligo e raquitismos, sendo realizada a 

administração de uma planta (Amni majus) por via oral e em seguida a exposição à luz solar16.  

 Em 1900 Oscar Rabb descreveu o efeito letal do corante alaranjado de acridina, 3,6-

dimetillaminoacridina (C13H9N) agindo em conjunto com a luz solar sobre um tipo de 

protozoário durante uma tempestade com raios, demonstrando que o protozoário podia morrer 

sob essas condições65; 66. Ele postulou que a alteração das condições luminosas do ambiente 

pode transferir energia da luz para a substância química, semelhante ao que ocorre nas plantas 

no processo de fotossíntese67. A ação do corante na presença da luz permitiu a identificação 

de uma substância fotossensibilizante68.  

 Em 1901 Niels Finsen, desenvolveu a fototerapia ou o uso da luz para tratar doenças, 

demonstrando que a exposição à luz vermelha impedia a formação de pústulas de varíola, para 

o tratamento de tuberculose cutânea e Lupus vulgaris, uma doença de pele, por meio de calor 

(infravermelho) 60-69.  
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 Em 1903, o dinamarquês, Niels Finsen, ganhou o prêmio Nobel de Medicina com suas 

descobertas, e aprimorou a fototerapia no tratamento de doenças da pele60. Neste mesmo ano 

os pesquisadores Tappeiner e Joddlbauer, realizaram a primeira aplicação clínica da terapia 

fotodinâmica com o uso tópico de eosina e exposição à luz para o tratamento de câncer de 

pele70; 71. Tappenier (1907) definiu que a presença de oxigênio (O2) é essencial para ocorrer a 

fotossensibilização. Sendo assim, a TFD é o efeito combinado de luz, oxigênio molecular e 

fotossensibilizador71. Na Tabela 1, encontram-se resumidos os principais eventos 

cronológicos do desenvolvimento da TFD69.   

 

 Tabela 1: Principais eventos do desenvolvimento da TFD
69

. 

Ano  Cronograma da história da terapia fotodinâmica 

1900 Oscar Raab demostrou os efeitos tóxicos da combinação de acridina e a luz sobre um 

protozoário. 

1901 Niels Finsen usou luz para tratar a varíola e tuberculose cutânea. 

1903 Niels Finsen recebeu o Prêmio Nobel por seu trabalho sobre a fototerapia. 

1903 Herman Von Tappeiner e A. Jesionek utilizou a eosina tópica e luz branca para tratamento de 

tumores na pele. 

1907 Von Tappeiner e A. Jodlbauer introduziu a terminação fotodinâmica. 

1911 W. Hausmann descreveu os efeitos tóxicos e fotossensíveis de hematoporfirina sobre a pele de 

camundongos. 

1913 Friedrich Meyer-Betz realizou o primeiro estudo com terapia fotodinâmica (TFD) com 

porfirinas em suas próprias mãos. 

1955 Samuel Schwartz desenvolveu um derivado de hematoporfirina (HPD) por acetilação e 

redução da hematoporfirina; duas vezes mais fototóxica como hematoporfirina 

1960 Richard Lipson e Baldes relataram o acúmulo de HPD e seu uso na fotodetecção de tumores. 

1972 I. Diamond demonstrou a fototoxicidade de hematoporfirina contra gliomas in vivo e in vitro. 

1975 Thomas Dougherty tratou com sucesso pacientes com câncer de pele. 

1975 JF Kelly utilizou HPD para tratar o câncer de bexiga em humanos. 

1978 Dougherty realizou o primeiro estudo clínico controlado em humanos. 

1999 O primeiro produto químico para a TFD foi aprovado no Canadá. 

  

 A TFD tem-se mostrado promissora para o tratamento de câncer e outras doenças. É 

considerada uma modalidade médica de tratamento que poderá ser utilizada de forma 

independente ou ser combinada com quimioterapia, cirurgia, radioterapia ou outras estratégias 

terapêuticas68, 69.  
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3.4 Mecanismo de ação da Terapia Fotodinâmica 

 A ação da TFD baseia-se na administração tópica ou sistêmica de um cromóforo 

(corante/fotossensibilizador) não tóxico sensível à luz seguida da irradiação em baixas doses 

com luz visível de comprimento de onda adequado72. A ação da luz sobre o 

fotossensibilizador inicia processos fotofísicos, culminado em processos fotoquímicos em 

cadeia, que se propagam na presença de oxigênio e promovem ataque por radicais livres e/ou 

espécies oxidantes para desencadeamento de processo fotobiológico de morte celular 

(apoptose) e destruição do tecido biológico, componentes de células tumorais, vírus, fungos e 

bactérias16; 72. 

 O mecanismo da TFD considera a absorção de fótons pelo fotossensibilizador em 

comprimento de onda na região do visível. Neste processo o estado fundamental singleto 1PS 

é excitado para o estado excitado singleto (1PS*), podendo decair para seu estado fundamental 

através da emissão de luz ou através de relaxação vibracional, gerando calor ou ainda ocorrer 

o processo de cruzamento intersistemas, no qual sofre a inversão de spin, conduzindo a 

molécula para o estado excitado tripleto (3PS*)73; 74. A energia do estado excitado tripleto 

(3PS*) pode ser dissipada pelo processo de fosforescência, devolvendo a molécula para o 

estado 1PS, como ilustrado na Figura 1. Contudo, no estado 3PS* muitos pigmentos orgânicos 

possuem níveis de energia adequados para realizar transferência de energia para o oxigênio 

molecular (O2). Assim, a molécula de O2, que ocorre naturalmente no estado tripleto (3O2), é 

fotoexcitado pelo fotossensibilizador (3PS*) indo para o estado singleto (1O2*)75 podendo 

reagir com biomoléculas e gerar espécies reativas de oxigênio (ROS do inglês, reactive oygen 

species) tais como peróxido de hidrogênio, radical hidroxila e radical superóxido que destrói 

por oxidação as células73. 

Durante o processo de reação TFD, pode ocorrer por dois mecanismos de reação: a) 

transferência de elétrons ou b) transferência de energia, que são chamados de mecanismo 

Tipo I e Tipo II, respectivamente. 
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Figura 1. Diagrama de Jablonski simplificado – mecanismo geral de geração de espécies reativas de 

oxigênio mediadas por luz75, sendo 1PS: estado fundamental singleto (1PS); hv: energia; 1PS*: estado 

singleto excitado; 3PS*: estado tripleto excitado; 3O2: estado tripleto oxigênio; 1O2: estado singleto. 

 
 

 No mecanismo Tipo I ocorre transferência de elétron ou abstrai um átomo de 

hidrogênio entre o fotossensibilizador no estado excitado tripleto com um substrato, 

ocorrendo reações de oxido-redução que causam danos diretos aos sistemas biológicos a partir 

da produção de ROS, como superóxido (•O2–) e radical hidroxila (•OH)68; 74-75.  

 No mecanismo do Tipo II a ação fotodinâmica é mediada pelo oxigênio singleto 

(1O2), uma espécie altamente reativa, gerada através da reação do fotossensibilizador excitado 

com o oxigênio molecular (3O2), espécie essa naturalmente no estado fundamental encontrada 

no estado tripleto68; 69; 76. 

 As reações dos mecanismos Tipo I e Tipo II podem ocorrer simultaneamente e 

dependem das propriedades físico-químicas do fotossensibilizador, da concentração do 

substrato e de oxigênio, assim como a afinidade de ligação do fotossensibilizador a uma 

determinada enzima68; 76. No geral as espécies produzidas no mecanismo Tipo II (oxigênio 

singleto), são comumente as mais relevantes para a TFD77. 

 

3.5 Fotossensibilizadores 

 O fotossensibilizador é uma substância cromófora (corante), tornando o principal 

agente ativador do processo fotodinâmico. No entanto, os fotossensibilizadores devem ter 

características adequadas para serem utilizados em TFD76-78. O fotossensibilizador deve ser 

distribuído de forma localizada, absorver comprimentos de onda adequados, produzir a ação 

biológica desejada e ao mesmo tempo apresentar mínimos efeitos colaterais. O 

fotossensibilizador ideal deve satisfazer os seguintes requisitos76-77; 79-80: 

  Ser quimicamente puro e de composição conhecida;  
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 Devem ter baixos níveis de toxicidade no escuro para os seres humanos e animais e só 

ser citotóxico na presença da luz;  

 Ser preferencialmente retido pelo tecido alvo; 

 Ser rapidamente excretado do corpo, induzindo baixa toxicidade sistêmica; 

 Ter alto rendimento quântico para o evento fotoquímico; 

 Ter uma forte absorção a um comprimento de onda no intervalo de 600-800 nm 

(conhecida como janela terapêutica) onde ocorre absorção de luz pelos tecidos.   

 O fotossensibilizador pode sofrer reações de fotodegradação, causando modificações 

na sua estrutura. A molécula sofre reação, e pode perder a conjugação química e o produto 

não irá mais absorver luz no comprimento de onda de incidência, deixando assim de exercer a 

ação fototóxica81. A fotodegradação é evidenciada pelas mudanças nos espectros de absorção, 

interferindo na eficiência de processos relativos à TFD. Por outro lado, os processos de 

fotodegradação do fotossensibilizador são favoráveis à aplicação terapêutica quando se pensa 

em eliminação do fotossensibilizador do organismo e diminuição dos efeitos colaterais 

prolongados82. 

Para ser viável a síntese de um fotossensibilizador deve ser relativamente fácil e os 

materiais de partida prontamente disponíveis para a produção em larga escala. O 

fotossensibilizador deve ter uma vida de prateleira estável, e idealmente ser solúvel em água 

ou solúvel em mistura de solventes aquosos que sejam atóxicos. Ele não deve agregar 

indevidamente em ambientes biológicos, o que pode reduzir sua eficiência fotoquímica76. 

 Os principais fotossensibilizadores utilizados na TFD contra o câncer são os 

tetrapirrólicos (porfirinas, clorinas, bactericlorinas e ftalocianinas) devido a sua baixa 

toxicidade intrínseca em células de mamíferos e pelas características específicas de 

localização tecidual. Para os microrganismos os fotossensibilizadores estudados pertencem a 

diferentes grupos de compostos, como os xantênicos, fenotiazinicos, acridinas e conjugados 

de clorina82-84. 

 

3.5.1 Clorofilas 

 Dentro da classificação dos derivados porfirínicos, as clorofilas pertencem à classe das 

clorinas. As clorofilas são moléculas formadas por complexos derivados da porfirina, tendo 

como átomo central o metal magnésio (Mg), a clorofila é o principal pigmento fotossintético das 

plantas.  A estrutura da clorofila é um macrocíclico assimétrico totalmente insaturado 

constituído por quatro anéis pirrólicos e um quinto anel isocíclico, localizado ao lado do 
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terceiro anel pirrólico83; 85. Esses anéis numeram-se de l a 4 ou de acordo com o sistema de 

numeração de Fisher, e contém uma cadeia fitílica, a presença desta cadeia longa e apolar 

confere hidrofobicidade à molécula, bem como aos seus derivados que contêm a cadeia 

fitílica insolúveis em meio aquoso86-87. Esse caráter hidrofóbico das moléculas de clorofila é 

responsável pelo fenômeno de auto-agregação molecular em meio aquoso88. Outra 

característica estrutural das clorofilas é a presença de um quinto anel, anexo ao macrociclo 

porfirínio. Esses anéis de cinco membros contém um grupo carbonílico de cetona, a presença 

deste grupo funcional é suficiente para caracterizar o composto com sendo uma clorofila, 

independentemente de suas cadeias laterais ou estados de oxidação89-90.  

 As clorofilas são encontradas em abundância na natureza e atuam como pigmento 

fundamental na fotossíntese, capturando energia luminosa juntamente com pigmentos 

acessórios85. Os principais pigmentos acessórios também incluem outros tipos de clorofilas: 

Chl b, presente em vegetais superiores, algas verdes e algumas bactérias; Chl c, em feofitas e 

diatomáceas; e Chl d, em algas vermelhas. A abundância dos pigmentos varia de acordo com 

a espécie onde estão presentes91.   

 Estruturalmente as moléculas de clorofilas podem ser denominadas de acordo com os 

grupos funcionais ligados ao segundo anel de seus quatros anéis pirrólicos, sendo que é 

denominada Chl a (C55H72O5N4Mg) apresenta um grupo metil enquanto a clorofila b 

(C55H70O6N4Mg) este grupo é substituído por um grupo aldeído44; 91, apresentado na Figura 2.  

 

          Figura 2. Estrutura química da molécula de Clorofila a e b91, adaptada.  

 

  As clorofilas possuem propriedades características, como alta absorção de luz no 

visível (região do vermelho, 600 a 800 nm), e no estado excitado a clorofila apresenta um 
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tempo de vida longo, o que possibilita um alto rendimento quântico, favoráveis à formação de 

oxigênio singleto (1O2)
92-93. Essas propriedades são extremamente favoráveis para a TFD77; 82.  

Clorofila e seus derivados têm sido usados como fotossensibilizador em processos 

fotodinâmico, a Chl a foi testada como fotossensibilizador para o tratamento de acne vulgar94.  

Recentemente a clorofilina foi testada em larvas de Chaoborus crystallinus e demonstrou-se 

que as larvas podem ser mortas através de processos fotodinâmicos95-96. Os derivados de 

clorofila foram aplicados em larvas dos mosquitos Culex sp e mostrou ser eficiente para 

controle de larvas dos mosquitos com 50 % de mortalidade nos organismos testados96. Estudo 

a base de fotossensibilização foi realizado com a clorofilina sódica (Na-Chl) em morangos 

com a possibilidade de controlar a contaminação microbiana. O estudo conclui que a 

fotossensibilização pode ser uma técnica de descontaminação microbiana eficaz, não térmica 

e ambientalmente amigável que amplia a vida útil de morangos, sem qualquer impacto 

negativo sobre a atividade antioxidante, e fenóis, antocianinas ou formação de cor97. Os 

estudos da aplicação da clorofila e seus derivados oferecem referências para estudar os 

mecanismos de processos fotodinâmicos.  

 

3.5.2 Azul de Metileno  

 O azul de metileno (AM), é um corante catiônico, cuja nomenclatura oficial é cloreto 

de 3,7- bis (dimetilamino) fenilatiazin-5-ío (C16H18ClN3S), é um fotossensibilizador que 

pertence à classe dos corantes fenotiazínico. Em meio aquoso tem coloração azul, sua 

estrutura é heteroaromáticos tricíclicas planar, altamente conjugada, como ilustrada na Figura 

3, e pode formar agregados de acordo com as condições do meio98, é um composto que possui 

uma estrutura básica de caráter hidrofílico, porém quando metilado apresenta 

hidrofobicidade99,100,101,102. 

 

 

Figura 3. Estrutura química do azul de metileno98, adaptada. 
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 O AM é usado como indicador e corante bacteriológico, apresentando diversas 

aplicações nos mais variados campos, como da biologia e química. O AM é um 

fotossensibilizador que possui grande propensão à formação de ROS, mediado pelo oxigênio 

singleto (1O2). A banda de absorção do AM é intensa na região entre 600-700 nm, sendo essa 

a região útil do espectro para aplicações envolvendo a TFD, o que permite uma eficiente 

penetração da luz nos tecidos98;100. Dependendo do estado de agregação molecular do AM, 

diversas características fotofísicas e fotoquímicas são alteradas101. Este fato pode alterar a 

eficiência da fotossensibilização, diminuindo a quantidade de oxigênio singleto (1O2) 

gerada101-102. 

 O AM possui baixa toxidade em humanos. O uso seguro do AM é atestado há quase 

um século e suas aplicações, entre outras, incluem sua administração tópica oral como 

antisséptico, desinfetante e antídoto para envenenamento por nitrato103.  

 As aplicações do AM em TFD podem ser realizada no tratamento de câncer de bexiga 

e, recentemente, contra tumores de esôfago inoperáveis, virulências da pele, psoríase 

(inflamação da pele) e adenocarcinomas (tecido glandular ou células que tem características 

secretórias)104. É empregado em desinfecção viral do sangue105-106 e na descontaminação de 

uma variedade de vírus congelado em plasma fresco107-108. É eficaz para a inativação de vírus, 

bactérias e leveduras107. Além de ser usado como marcador em procedimento de cirurgia110. O 

AM é um potencial fotossensibilizador para TFD, que pode ser usado para o tratamento de 

várias doenças107.  

 

3.5.3 Eosinas  

A eosina define um conjunto de corantes. As eosinas mais comuns são: eosina Y (Y do 

inglês yellow eosin) (C20H6O5Br4Na2) e a eosina B (B do inglês blue esoin) (C20H8Br2N2O9), 

são fotossensibilizadores que pertencem à classe dos corantes xantenos. Os xantenos são 

compostos aniônicos cíclicos com três anéis aromáticos em arranjo linear com um átomo de 

oxigênio no centro do anel111-112, mostrado na Figura 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%A2ndula
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Figura 4. Estrutura química da eosina Y113 e B114, adaptada. 

  

 A mistura de eosina Y, azur 1 e AM produz a eosina azul de metileno (EAM)115. O 

corante EAM, utilizado neste trabalho é uma mistura de corante produzido por mistura de 

azur II (mistura equimolar de azur 1 e azul de metileno) e eosinato de azur II (corante 

formado pela combinação equimolar de azur 1, azul de metileno e eosina Y)115-116. O corante 

azur 1 é um análogo do AM desmetilado106; 117. 

 Os xantenos apresentam bandas de absorção intensas na região verde do espectro 

visível, com a absorbância máxima entre 480 e 550 nm. No entanto, pode ocorrer 

deslocamentos da posição das bandas para a região vermelho devido ao número de 

substituintes de halogênio (bromo ou iodo) na estrutura da molécula, aumentando a massa 

molecular. Esses substituintes influenciam na eficiência fotodinâmica dos xantenos e 

aumentam o rendimento de cruzamento intersistema para o estado tripleto118. Uma 

característica importante dos corantes xantenos é a não ligação à membrana celular e 

localizam-se no citoplasma111-112. Os corantes dessa família são solúveis em água e são 

utilizados para coloração têxtil e alimentos119.  

 Este corante tem utilizações medicinais e seu mecanismo de ação tem sido 

amplamente investigado, para aplicação em fotodinâmica120-121. Por exemplo, no ano de 1903, 

três pacientes com câncer de pele tornaram-se os primeiros a serem tratados com a TFD 

tópica usando eosina e uma combinação de luz solar e luz artificial122.  Além do câncer foram 

tratadas com eosina outras doenças como lúpus e condilomas genitais em seres humanos 

através da aplicação tópica de eosina como fotossensibilizador e a combinação com a luz 

branca120-121. Na década de 1980, eosina foi recomendada para uma série de doenças de pele 

no ABC de Dermatologia, incluindo: eczema; infecção de úlceras nas pernas; psoríase 

úmido120-124. Atualmente a eosina usada é como fotossensibilizador para tratamentos 

dermatológicos122. 
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A eosina Y possui atividade fotodinâmica em bactérias e fungos84; 125 extensivamente 

aplicada na quantificação e coloração de proteínas126. Há diversas aplicações para o eosina B 

como em método simples, rápido e estável para a estimativa de proteínas127. A eosina é 

aplicada em processo fotocatalítico, pois degrada na presença de TiO2, irradiado com luz 

visível128.  

 

3.6 Fontes de luz 

 A radiação empregada em TFD é a luz nas regiões do visível e/ou do infravermelho 

próximo. O comprimento de onda escolhido estará diretamente relacionado com o 

fotossensibilizador a ser utilizado76; 129-130. Para ativar as substâncias fotossensibilizadoras 

responsáveis pelo processo fotodinâmico é necessário o uso de luz com frequência ressonante 

com o nível de absorção óptica da referida substância. 

Qualquer fonte emissora de luz de comprimento de onda adequado pode ser utilizado 

para TFD, lâmpadas, amplificação de luz por emissão estimulada de radiação - laser (LASER 

do inglês Amplification by Stimulated Emission of Radiation) ou diodos emissores de luz -

LED (LED do inglês Light Emitting Diode). A ação dessas fontes depende do espectro de 

emissão, da distribuição espacial da luz e da potência da radiação131. 

As primeiras fontes de luz utilizadas em TFD foram lâmpadas convencionais, uma luz 

não coerente, policromática e com um forte componente térmico associado. Com a descoberta 

do laser, este passou a substituir as demais fontes de luz, pois possuem certas características 

que os tornam especialmente adequados. Os lasers são capazes de proporcionar uma luz 

intensa com um elevado grau de monocromaticidade (apenas um comprimento de onda), o 

que torna a focalização do feixe de luz para uma fibra óptica possível, sem grande perda de 

energia129. Entretanto os lasers podem ser acoplados em fibras ópticas para fornecimento de 

luz, como exemplo, para realização de endoscopia, locais onde é de difícil acesso nas 

cavidades corporais. No entanto, lasers oferecem uma alta potência, limitando a sua 

versatilidade, além ser caros, inviabilizando o uso em larga escala130.   

Com o avanço constante da tecnologia fotônica, novas fontes de luz são 

constantemente desenvolvidas e uma alternativa é a utilização de LED’s para uso em TFD 132-

133. Os LED’s são compactos, leves e requerem significativamente menos energia para 

produzir os comprimentos de onda desejados, baixo custo e emissão mais ampla, quando 

comparado com os lasers129. Além disso, podem ser dispostos em diferentes inclinações para 

compensar áreas anatômicas de difícil acesso. Protótipos para a utilização de LED em TFD 
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estão atualmente em desenvolvimento133. Estes sistemas possuem potências de saída de até 

150 mW cm-2 ao longo de 3 cm x 3 cm de área132. 
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CAPÍTULO IV 

4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

4.1 Fotossensibilizador  

Nesse estudo foram utilizados três tipos de fotossensibilizadores: Extrato natural de 

clorofilas obtido da Vicia faba (EXCL); e os corantes sintéticos azul de metileno (AM) 

C16H18ClN3S.3H2O (Dinâmica - P.A) e eosina azul de metileno segundo Giemsa (EAM) 

C14H14ClN3S (Vetec). 

 

4.2 Cultivo das plantas 

 A planta utilizada para obtenção do extrato da clorofila foi a Vicia faba popularmente 

conhecida como feijão-fava134.  As sementes foram fornecidas por Isla Sementes® e tratadas 

com 0,15% de Captan 750, e semeadas em vasos contendo substrato constituído de húmus, 

cinza, matéria-orgânica, arenito moído e calcário (150 g de substrato em cada vaso com duas 

sementes). O cultivo foi realizado em câmara de germinação com fotoperíodo (modelo SL-

224/364) de 8 horas de exposição à luz na temperatura de 25 °C e 16 h de exposição a 18 ºC, por 

um período de quatro semanas para a coleta das folhas. 

 

4.3 Obtenção do Extrato  

 As folhas da Vicia faba foram coletadas, lavadas em água corrente. Após isso foram 

submetidas a um banho com água a temperatura de 100 °C durante 2 min para eliminação de 

microrganismos. Posteriormente, as folhas foram lavadas com água destilada e em seguida 

secas com toalhas de papel para retirar o excesso de água.  O procedimento utilizado para a 

extração foi um método adaptado77; 85 para a extração. As folhas foram trituradas e colocadas 

em um erlenmeyer de 500 mL (protegido da luz) na proporção de 150g: 150 mL de metanol 

(CH3OH) (Synth - P.A) e 75 mL de éter de petróleo (Vetec - P.A). O processo de extração 

ocorreu em banho de gelo e agitação durante 30 min com o auxílio de um bastão de vidro.  A 

solução do extrato foi armazenada em recipiente âmbar, o procedimento de extração foi 

realizado mais duas vezes. Na etapa final da extração, lavou-se as folhas com uma mistura de 

45 mL de éter de petróleo e 45 mL de éter dietílico (C2H5)2O (Vetec - P.A). O extrato foi 

transferido para um funil de decantação de 500 mL para separação das fases que se originou 

durante o processo de extração (orgânica e aquosa). A fase orgânica contendo éter de petróleo 

foi lavada com uma solução aquosa saturada de cloreto de sódio (NaCl) (Vetec - P.A) por três 

vezes e água destilada.  
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 Posteriormente a fase orgânica foi seca com sulfato de sódio anidro (Na2SO4) (Vetec - 

P.A), em seguida filtrada a vácuo.  O filtrado foi transferido para um balão de fundo redondo 

protegido da luz e rotaevaporado a temperatura ambiente (25 ºC) durante 10 min, com uma 

pressão de 650 mmHg a 75 rotações por minuto em um rotaevaporador (IKA® RV 10 basic.). 

Em seguida com uma espátula transferiu-se o extrato para um recipiente âmbar sendo 

armazenado em ambiente refrigerado.  

 

4.4 Caracterização do comportamento óptico dos fotossensibilizadores: Absorção 

UV-Visível  

A determinação da região de máximo de absorção de cada fotossensibilizador foi 

realizada através de um espectrofotômetro Cary 50 UV-Vis (Varian). O espectrofotômetro de 

absorção molecular tem como fonte de excitação uma lâmpada pulsada de Xenônio, um 

monocromador Czerny-Turner 0,25 m e um detector de Si. As medidas de absorção foram 

realizadas no intervalo de comprimento de onda de 200 a 800 nm, usando cubeta quartzo de 

quatro faces polidas de 10 mm de caminho óptico.  

Para realizar as medidas de absorção UV-Vis, o EXCL foi solubilizado em metanol 

grau HPLC 99% (Sigma-Aldrich S/A), na concentração de 0,0786 mg mL-1. Os corantes AM 

e a mistura EAM foram solubilizados em meio aquoso (separadamente), nas concentrações de 

0,0462 mg mL-1 e 0,0350 mg mL-1, respectivamente. 

 

4.5 Obtenção das larvas de 3o estádio de Aedes aegypti e manutenção da criação 

Para a execução dos bioensaios fotodinâmicos foi necessário à manutenção da criação 

dos mosquitos Aedes aegypti (linhagem Rockefeller). Os mosquitos adultos foram 

alimentados com mel embebido em algodão, e para as fêmeas foi oferecida alimentação 

sanguínea, por meio da exposição á hamster anestesiado (Conselho de Ética; protocolo nº 

012/2014-CEUA/UFGD) (anexo I). Após a alimentação sanguínea foi colocado um recipiente 

com água e papel filtro para as fêmeas realizarem a oviposição. Os mosquitos foram mantidos 

em sala de criação do Laboratório de Insetos Vetores/LIVe-(UFGD) com temperatura de 

aproximadamente 28±2 °C, com umidade relativa de 60±5% e fotoperíodo: 10 horas no 

escuro e 14 horas de luz. 

Ovos de Aedes aegypti, em papel filtro, foram colocados para eclosão das larvas, em 

bandejas plásticas com aproximadamente 2 L de água de torneira e alimentadas com ração 

(Alcon) para peixe (ração macerada e dissolvida em água). Foram utilizadas larvas de 3º 

estádio para avaliar a eficiência fotodinâmica dos fotossensibilizadores.  
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4.6 Determinação do tempo de internalização  

O tempo de internalização (TI) dos fotossensibilizadores no sistema digestório das 

larvas de 3° estádio de Aedes aegypti foi determinado com a realização de imagens de 

microscopia óptica (MO). 

A solução estoque do fotossensibilizador EXCL foi preparada na concentração de 100 

mg mL-1 em dimetilsufóxido (DMSO) (Vetec) e em seguida diluída para a concentração de 

trabalho de 0,1 mg mL-1. As soluções dos fotossensibilizadores AM e EAM foram preparadas 

em meio aquoso na concentração de 0,1 mg mL-1.  

A exposição das larvas aos fotossensibilizadores foi realizada transferindo-se 5 larvas 

para uma placa de petri de fundo redondo tamanho 60 x 15 mm com diâmetro interno de 52 

mm, onde adicionou-se 5 mL do fotossensibilizador. Aguardou-se 5 min e logo após 

transferiu-se as larvas para um papel filtro para retirar o excesso de líquido. Em seguida, 

utilizando um pincel, colocou-se as larvas individualmente sobre uma lâmina de microscopia 

e adicionou-se uma gota de água destilada e lamínula. Quando necessário, bolhas de ar foram 

retiradas posicionando-se as lâminas a 90° e adicionando-se gotas de água entre a lamínula e 

lâmina. As imagens foram obtidas utilizando-se o software TSView 7.1.1.7 para capturar as 

imagens em microscópico trinocular acoplado a uma câmera fotográfica TA-0124 (1.3MP).  

  Os tempos em que as imagens foram realizadas são o tempo zero sendo considerado o 

primeiro contato da larva com a solução do fotossensibilizador, e em seguida de 5 em 5 min 

até 45 min foi determinado como tempo de trânsito (TT). A última imagem foi obtida com 

120 min determinado como tempo de internalização (TI). Após realizar a primeira imagem da 

larva com 5 min de exposição ao fotossensibilizador, a cada 5 min foi colocado um grupo 

novo de 5 larvas na solução de fotossensibilizador, as imagens representativas foram obtidas 

de diferentes larvas. Repetindo-se o procedimento inicial de exposição aos 

fotossensibilizadores em triplicata (3X).  

 

4.7 Condições fotodinâmica in vivo sobre larvas de 3o estádio de Aedes aegypti 

 

4.7.1 Fontes de Irradiação  

 LED 

A irradiação foi realizada com luz branca, utilizando um conjunto de 24 LED’s RGB, 

denominado de sistema de irradiação. O sistema de irradiação utilizado no estudo foi 
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desenvolvido por pesquisadores do Grupo de Óptica Aplicada (GOA) da Universidade 

Federal da Grande Dourados – UFGD, ilustrado no Esquema 1.  

 

 Esquema 1:  Diagrama simplificado do sistema de irradiação. 

 

 Fonte: Autor 

 

 Na Tabela 2 são apresentados os parâmetros individuais para as cores do LED’s RGB 

e intensidade de irradiação. 

 

Tabela 2: Parâmetros das cores individual do LED RGB utilizados na TFD. 

Parâmetros Azul Verde Vermelho 

Comprimento de onda (nm) 450  525 625 

Intensidade (mW/cm2) (8,9 ± 0,1) (8,9 ± 0,1) (8,9 ± 0,1) 

 

 A intensidade de irradiação foi obtida através da medida de potência considerando a 

área do sensor de 0,785 cm2, sendo a potência medida através do medidor de potência 

(Newport/1917-R), nos comprimentos de onda 450, 525, e 625 nm.  

 A luz branca utilizada para realizar o controle fotodinâmico foi à composição das três 

cores do LED’s RGB. As larvas foram expostas a estas condições de irradiação em ambiente 

com temperatura controlada de 25 ± 2°C e umidade relativa 60 ± 5 %.   
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LUZ SOLAR 

 A intensidade da luz visível do sol é chamada de iluminação e pode ser medida em 

lux. A iluminância é o fluxo luminoso total incidente sobre uma superfície por unidade de 

área. O experimento foi realizado ao lado do prédio dos laboratórios de Agroenergia e 

Conservação Ambiental (INPAC), no Campus da Universidade Federal da Grande Dourados, 

no município de Dourados (MS), situada a uma altitude de 453 m, latitude 22º 11’ 58” S e 

longitude 54º 56’ 3” W em 19/01/2016.  

 As medidas de intensidade luminosa foram realizadas entre 13h30min e 19h30min no 

horário de verão com o auxílio de um luxímetro (marca TES®, modelo TES 1332), mantendo 

o mesmo sobre um suporte de madeira com altura de 88 cm e largura de 47 cm em paralelo 

com o solo, fixo ao nível das amostras. As medidas de temperatura e umidade relativa do ar 

foram realizadas utilizando um termohigrometro digital INT -50+70 EXT -10 +70 (marca: J. 

Prolab), posicionado ao nível das amostras sobre o suporte de madeira.  

 

4.7.2 Parâmetros e tratamentos usados para realizar o controle fotodinâmico 

 

Preparo e aplicação das soluções dos fotossensibilizadores sobre as larvas 

EXCL:  

A solução do EXCL foi preparada como descrito na seção 4.6, em seguida, está 

solução foi diluída para as concentrações 0,05 mg mL-1 e 0,01 mg mL-1 em balão volumétrico 

de 250 mL.  

 

AM e EAM  

Os corantes AM e EAM foram preparados na concentração de 0,1 mg mL-1 com 

dissolução do corante de cada composto em béquer com água destilada e em seguida 

transferiu-se as soluções para balões volumétricos de 250 mL seguida da diluição para as 

concentrações de 0,05 mg mL-1 e 0,01 mg mL-1.   

  Os tratamentos e parâmetros usados nos bioensaios de controle fotodinâmico para 

investigar a eficiência dos fotossensibilizadores EXCL, AM e EAM nas larvas de Aedes aegypti 

sob ação da luz branca de LED’s RGB estão descritos na Tabela 3. 
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Tabela 3: Tratamento realizado em larvas de Aedes aegypti nos bioensaios com os fotossensibilizadores EXCL, 

AM e EMA. 

Tratamentos            Parâmetros 

Concentração (mg mL-1) 0,1; 0,05 e 0,01 

Tempo de irradiação (min) 60  

 

Com base nos resultados obtidos com os experimentos de controle fotodinâmico 

realizou-se novos bioensaios com o fotossensibilizador EAM que apresentou melhores 

resultados de mortalidade das larvas. Utilizaram-se seis concentrações e três tempos de 

irradiação; os tratamentos e parâmetros usados nos experimentos estão descritos na Tabela 4. 

 

Tabela 4: Tratamento realizado em larvas de Aedes aegypti de 3o estádio para o bioensaio com o 

fotossensibilizador EMA. 

Parâmetros 

Concentração (mg mL-1) 0,1; 0,05; 0,01; 0,005; 0,001 e 0,0005  

Tempo de irradiação (min) 
15; 30 e 60  

 

  Na Tabela 5 estão representadas as doses de energia utilizadas no controle 

fotodinâmico, obtida por meio de diferentes tempos de irradiação. Essas doses foram 

calculadas através da equação 1.  

 

  

 

Onde:  

D: dose de energia em J cm-2 

I: intensidade de luz em mW cm-2 

t: tempo de irradiação em segundos (s) 

Sendo que 1 J = 1 W x s 

 

Tabela 5:  Dose de energia considerando diferentes tempos de irradiação. 

Tempo de irradiação (min) Dose (J cm-2) 

15 8,2 

30 16,2 

60 32,4 

 

D = I. t     Equação 1 
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4.7.3 Controle Fotodinâmico LED 

Para realizar os experimentos de fotossensibilização 20 larvas de Aedes aegypti foram 

transferidas para uma placa de petri de fundo plano tamanho 60 x 15 mm com diâmetro 

interno de 52 mm, em seguida foi adicionado 20 mL do fotossensibilizador. O Esquema 2 

ilustra, os tratamentos realizados nos experimentos. 

 

Esquema 2. Desenho experimental dos bioensaios realizado com larvas de Aedes aegypti in vivo.  

 
 

 
Fonte: Autor 

Os bioensaios in vivo utilizando a fonte de irradiação de LED’s foram planejados com 

quatro grupos experimentais: (1) controle; (2) fotossensibilizador; (3) irradiação LED; (4) 

controle fotodinâmico. O grupo experimental de maior interesse foi o do controle 

fotodinâmico (4), que consiste no tratamento de larvas de 3º estádio de Aedes aegypti com 

solução de fotossensibilizador seguida da irradiação. 

 O controle desse grupo experimental e os demais foram organizados, da seguinte 

forma. O controle negativo (1) foi aquele em que as larvas de 3º estádio de Aedes aegypti não 

foram submetidas a nenhum tratamento, sendo mantidas em água destilada. O grupo tratado 

com o fotossensibilizador (2) foi semelhante ao grupo tratado com controle fotodinâmico, 

porém não houve a irradiação com os LED. Na sequência o grupo tratado com LED (3) era 

semelhante ao grupo controle negativo, porém recebeu irradiação com LED, na mesma 

intensidade e tempo que o grupo tratado com controle fotodinâmico. Os experimentos com os 

quatro grupos experimentais foram realizados em paralelo. A irradiação ocorreu após 120 min 

(TI) de exposição das larvas a solução de fotossensibilizador foi procedida à aplicação da 
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irradiação com LED. Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata para cada grupo 

experimental em cada experimento. O número de larvas usados em cada repetição foi de 20 

larvas de Aedes aegypti. 

Em seguida após a irradiação foi monitorada, a mortalidade das larvas nas primeiras 8 

horas (480 min) de experimento, depois com 24 horas (1440min) e 48 horas (2880min). O 

critério de mortalidade assumido foi o de larvas que não reagiriam ao estímulo do toque de 

um pincel e estavam incapacitadas de alcançar a superfície135.  

 

4.7.4 Controle Fotodinâmico Luz solar 

 Os bioensaios utilizando a fonte de irradiação luz solar foram planejados com quatro 

grupos experimentais: (1) controle; (2) fotossensibilizador; (3) irradiação luz solar; (4) 

controle fotodinâmico. O grupo experimental de maior interesse foi o do controle 

fotodinâmico (4), que consiste no tratamento de larvas de 3º estádio de Aedes aegypti com 

solução de fotossensibilizador seguida da exposição a luz solar.  

  O controle negativo (1) foi aquele em que as larvas de 3º estádio de Aedes aegypti não 

foram submetidas a nenhum tratamento, permaneceram em água destilada. O grupo tratado 

com o fotossensibilizador (2) foi semelhante ao grupo tratado com controle fotodinâmico, 

porém, não houve a incidência de irradiação solar.  Esses dois grupos foram mantidos sob as 

mesmas condições experimentais dos que estavam expostos à luz solar, porém foram 

protegidos da radiação. Na sequência o grupo tratado com irradiação solar (3) era semelhante 

ao grupo controle negativo, porém recebeu a mesma intensidade e tempo de irradiação solar 

que o grupo tratado com controle fotodinâmico. Os experimentos de fotossensibilização 

foram conduzidos de acordo com item 4.7.3, porém após o período de internalização do 

fotossensibilizador as larvas foram expostas a irradiação da luz solar. 

 As leituras de mortalidade larval foram realizadas iniciando em 20 min após a 

exposição das larvas ao sol, e seguindo a cada 20 min até 6 h de leitura e exposição à luz 

solar. O critério de mortalidade assumido foi o de larvas que não reagiriam ao estímulo do 

toque de um pincel e estavam incapacitadas de alcançar a superfície135.   
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CAPÍTULO V 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Caracterização do comportamento óptico dos fotossensibilizadores: Absorção 

UV-Visível dos fotossensibilizadores EXCL, AM e EAM. 

  Os fotossensibilizadores EXCL, AM e EAM são moléculas com estrutura conhecidas 

composta por um sistema de anel aromático planar, altamente conjugado. A Figura 5 

apresenta os espectros de absorção UV-Vis dos fotossensibilizadores EXCL, AM e EAM. 

 

Figura 5: Espectros de absorção UV-Vis dos fotossensibilizadores A) EXCL 0,0786 mg mL-1; B) AM 0,0462 

mg mL-1e C) EAM 0,0350 mg mL-1. 

 

  

 O espectro A do fotossensibilizador EXCL apresenta duas bandas de absorção 

características entre as regiões de 400 a 500 nm e entre as regiões de 650 a 700 nm. Essas 
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bandas são resultantes das transições eletrônicas - * no anel porfirínico136.  As clorofilas a e 

b apresentam máximo de absorção na região de 665 nm77; 82. 

 O espectro B do fotossensibilizador AM apresenta uma banda de absorção máxima na 

região de 664 nm em soluções diluídas, que é correspondente à forma monomérica do 

fotossensibilizador, e é possível observar a existência de um ombro em 610 nm, 

correspondente a uma transição com acoplamento vibracional, característico do 

fotossensibilizador AM98, 137. 

O espectro C do fotossensibilizador EAM apresenta bandas características da mistura 

policrômica de AM, azures e eosina Y, componentes de sua composição138.  É possível 

observar no espectro uma banda de absorção máxima na região de 664 nm associada a outra 

banda em formato de ombro na região de 609 nm. Essas bandas são característica do 

fotossensibilizador AM o monômero possui uma banda de absorção máxima na região entre 

600-700 nm referente a forma monomérica do fotossensibilizador AM98;100.  Adicionalmente, 

também é possível observar no espectro uma banda na região de 514 nm.  Essa banda é 

característica do fotossensibilizador eosina Y que apresenta uma banda de absorção máxima 

entre 515-518 nm139. 

 De acordo com os espectros apresentados na Figura 5, para os fotossensibilizadores 

EXCL, AM e EAM apresentam comportamento de absorbância em regiões características ao 

encontrado na literatura77; 82; 98; 100, 136; 137, 138,139. Essas regiões de absorção são favoráveis para 

o uso em processos que envolve a TFD. 

 

5.2 Determinação do tempo de internalização (TI) 

A estrutura anatômica das larvas de mosquitos Aedes aegypti consiste em cabeça, 

tórax e abdômen19, como mostrado na Figura 6. Na cabeça encontram-se os principais órgãos 

dos sentidos, como os olhos, as antenas e os palpos. No tórax estão os apêndices responsável 

pela locomoção, isto é, as patas e as asas. O abdome inclui a maior parte dos órgãos internos, 

o aparelho reprodutor, digestivo e excretor da larvar de Aedes aegypti19.  
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Figura 6: Morfologia externa da larva do mosquito Aedes aegypti140.  

 

Fonte: Adaptado de BRASIL (2001)140. 

 

O abdômen da larva é composto por oito segmentos, sendo que o último possui quatro 

brânquias lobuladas para regulação osmótica e um sifão ou tubo de ar para a respiração na 

superfície da água141, o sifão é curto, grosso e mais escuro que o corpo. 

O intestino médio que está presente no abdome da larva de Aedes aegypti consistiu-se 

de um tubo com uma camada única composta por células simples responsável pela produção 

de enzimas digestivas e absorção dos produtos ingeridos. Essas células são colunares e 

apresentam microvilosidades, citoplasma e abundância de mitocôndrias142. 

O tempo que o fotossensibilizador EXCL leva para começar a internalização nas 

estruturas anatômicas das larvas de Aedes aegypti é de 5 min quando ocorre a exposição ao 

fotossensibilizador como mostrado na Figura 7, é possível observar o comportamento médio 

do EXCL nos sistemas digestórios das larvas, a internalização do EXCL começou no tórax da 

larva seguindo para o abdômen.  
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Figura 7: Internalização do fotossensibilizador EXCL na concentração de 0,1 mg mL-1 no sistema digestório de 

larvas de 3º estádio de Aedes aegypti. 

 

 

No processo de ingestão do alimento/ou fotossensibilizador deve-se considerar que a 

matriz peritrófica envolve o alimento no sistema digestório e pode ser corada pelo 

fotossensibilizador. A variação de cor do fotossensibilizador pode indicar diferenças de pH no 

sistema digestório da larva. Da ingestão a excreção do alimento o pH no sistema digestório da 

larva pode variar de 5 até 11143. 

O EXCL manteve sua coloração verde-escura durante os tempos de exposição, 

provavelmente devido a hidrofobicidade das clorofilas, a qual, permite a agregação molecular 

e dificulta o trânsito no sistema digestório da larva do inseto, possivelmente pela capacidade 

de interação do EXCL com as membranas biológicas. 

Na Figura 8, observa-se o comportamento médio do fotossensibilizador AM no 

sistema digestório das larvas de Aedes aegypti, com 5 min de exposição ao AM, começa a 

ocorrer a internalização do fotossensibilizador no tórax da larva, seguindo o trânsito do bolo 

alimentar para o abdômen. 
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Figura 8: Internalização do fotossensibilizador AM, na concentração de 0,1 mg mL-1 no sistema digestório de 

larvas de 3º estádio Aedes aegypti. 

 

 

 O fotossensibilizador AM não mudou a coloração, mantendo-se a sua cor azul escuro 

intenso durante todo o processo de internalização até a sua excreção de dentro da larva como 

mostrado na Figura 8 M. O AM é um fotossensibilizador catiônico e hidrofílico, que se 

associa as condições do meio que está presente98.  Em componentes celulares, o corante 

acumula-se preferencialmente na mitocôndria e é atraído pelo ambiente eletroquímico 

negativo da matriz mitocondrial102. 

Na Figura 9, é possível observar o comportamento médio do fotossensibilizador EAM 

no sistema digestório das larvas de Aedes aegypti, com 5 min de exposição ao EAM, começa 

a ocorrer a internalização do fotossensibilizador no tórax da larva, seguindo o trânsito do bolo 

alimentar para o abdômen.  Segundo a literatura o fotossensibilizador EAM cora o citoplasma 

com tonalidade rósea, atuando sobre as fibras do colágeno111-112. Durante o processo de 

internalização mostrado na Figura 9 do EAM a coloração se altera de azul para rosado, 

semelhante à coloração que cora o citoplasma.  Essa alteração na coloração provavelmente 

pode ter ocorrido144devido ao gradiente de pH que existe no sistema digestório da larva que 

pode ter uma variação entre os pH 5 a 11143. O intestino médio na fase larval pode ser 
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extremamente alcalino, apesar de estar também relacionado com as condições do 

microambiente formado no lúmen pelo bolo alimentar e fotossensibilizador142,145.  

 
Figura 9: Internalização do fotossensibilizador EAM na concentração de 0,1 mg mL-1 no sistema digestório de 

larva de 3º estádio Aedes aegypti. 

 

  

O tempo de internalização do fotossensibilizador no escuro é necessário para o 

acúmulo do bolo alimentar com os corantes no sistema digestório das larvas, para 

posteriormente realizar o controle fotodinâmico com a exposição à luz. Neste sentido, por 

meio dos experimentos foi obtido o tempo de trânsito (TT) de 45 min, uma vez que este, é o 

tempo que os fotossensibilizadores levaram para percorrer o sistema digestório da larva até a 

sua excreção. Para garantir o equilíbrio entre as espécies dos fotossensibilizadores nas células 

das larvas de Aedes aegypti foi utilizado tempo maior de 120 min de exposição aos 

fotossensibilizadores antes de realizar o processo do controle fotodinâmico. Este tempo foi 

chamado de tempo de internalização (TI).  Durante a pré-incubação as imagens sugerem que 

não ocorreu alterações morfológicas nas larvas de Aedes aegypti. 
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5.3 Ação fotodinâmica in vivo sobre larvas de 3o estádio de Aedes aegypti 

 

5.3.1 Controle Fotodinâmico LED RGB 

Os fotossensibilizadores EXCL, AM e EAM não apresentaram mortalidade para as 

larvas de Aedes aegypti na ausência da irradiação.  A dose de energia 32,4 J cm-2, utilizada na 

irradiação não exerceu efeitos danoso/tóxico sobre as larvas de Aedes aegypti expostas a luz 

sem o fotossensibilizador (controle negativo). 

 O fotossensibilizador EXCL não apresentou ação fotodinâmica sobre a população de 

larvas de Aedes aegypti em nenhuma das concentrações testadas 0,1; 0,05 e 0,01 mg mL-1, 

provavelmente, porque as moléculas do EXCL podem agregar em função da concentração 

e/ou a matriz peritrófica que é constituída por uma estrutura bioquímica complexa de quitina, 

proteínas e proteoglicanas6. Outro fator importante de relato é que a molécula de clorofila no 

estado excitado é extremamente instável e rapidamente libera parte da energia ao meio, 

podendo ser facilmente degradada91. Pesquisadores demostraram que derivados de clorofila 

como clorofilina (derivado solúvel em água, que pode ser obtido por remoção da cauda fitol 

(hidrofóbica) da clorofila) e feoforbida (que pode ser obtida por acidificação de clorofilina) 

tem sido usado como fotossensibilizadores naturais eficazes contra larvas de várias espécies 

de insetos60; 62; 95. 

 O fotossensibilizador AM não apresentou ação fotodinâmica sobre a população de 

larvas de Aedes aegypti, após a irradiação nas concentrações 0,1; 0,05 e 0,01 mg mL-1 

testadas. Este resultado pode sido influenciado pela formação de agregados/ou interações de 

acordo com as condições do meio e concentração98. Em solução aquosa o AM é encontrado 

na forma de monômeros (soluções diluídas), dímeros e agregados maiores (soluções 

concentradas), podendo ser diferenciados pelas respectivas bandas de absorção de no 

ultravioleta visível (664 nm; 600 nm e 550 nm)106. Dependendo do estado de agregação, as 

características fotofísicas e fotoquímicas são alteradas, consequentemente, pode diminuir a 

quantidade de oxigênio singleto ou ROS gerada por uma fonte luminosa/irradiante102; 106. 

Os resultados sugerem que a concentração e absorção da solução podem ter 

influenciado na ação fotodinâmica dos fotossensibilizadores EXCL e AM. Na Figura 10 são 

mostradas a intensidade de cor das concentrações testadas o que permitem a visualização da 

transparência da solução dos fotossensibilizadores.  
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Figura 10: Cores das soluções dos fotossensibilizadores nas concentrações de 0,1; 0,05 e 0,01 mg mL-1 A) 

EXCL; B) AM. 

 
 

 O processo fotodinâmico, aqui denominado de controle fotodinâmico (CF) se baseia 

na interação do fotossensibilizador com a fonte de luz, sendo que, quanto maior sua 

concentração, maior será a dificuldade de penetração da luz no meio, induzindo uma menor 

absorção da luz pelos fotossensibilizadores presente nas larvas distribuídas na solução. Os 

danos induzidos à larva ou a seu metabolismo devem ser internos e não pela dispersão do 

fotossensibilizador na solução. Este fato sugere que os fotossensibilizadores devem estar 

impregnando nas células do inseto, para que a ação fotodinâmica efetivamente ocorra, pois, os 

fótons absorvidos pelo corante na solução não induzem a produção de oxigênio singleto ou 

radicais livres.  

O fotossensibilizador EAM, apresentou ação fotodinâmica, causando mortalidade nas 

larvas de Aedes aegypti, para as concentrações testadas 0,1 mg mL-1; 0,05 mg mL-1 e 0,01 mg 

mL-1. As taxas de mortalidade após a incidência da irradiação são mostradas na Figura 11. A 

mortalidade para as larvas de Aedes aegypti nas concentrações de 0,05 mg mL-1 e 0,01 mg 

mL-1 teve início após a irradiação com 32,4 J cm-2. A eficiência de mortalidade para essas 

concentrações é de 100 % com 10 min de leitura após o termino da incidência da irradiação. 

No entanto a mortalidade para a concentração de 0,1 mg mL-1 o máximo de eficiência é 

aproximadamente 80 % após 2880 min de leitura, mostrando que há diferença no tempo para 

atingir a taxa de mortalidade. Essa diferença está relacionada com a concentração do 

fotossensibilizador. 
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Figura 11: Taxa de mortalidade de larvas de Aedes aegypti nas concentrações de EAM (A) (■) 0,1 mg mL-1; 

(▼) 0,05 mg mL-1; (▲) 0,01 mg mL-1 para uma dose de energia de 32,4 J cm-2; (●) Controle sem 

fotossensibilizador (controle negativo), (B) Taxa de mortalidade das larvas não irradiada, nas mesmas 

concentrações de fotossensibilizador (controle positivo). 

 
 

A solução concentrada impede que a luz incidente chegue às larvas impregnadas com 

o fotossensibilizador, justificando a menor taxa de mortalidade para a concentração de 0,1 mg 

mL-1. O controle de utilizado com larvas de Aedes aegypti expostas a incidência de irradiação 

por luz sem o fotossensibilizador não apresentou mortalidade. A Figura 11B, mostrar que não 

teve mortalidade das larvas, na ausência da irradiação (escuro), o fotossensibilizador não é 

toxico para as larvas de Aedes aegypti nas concentrações avaliadas. O resultado mostra que há 

necessidade de luz para ativar a ação do fotossensibilizador, gerando assim, espécies radicais 

reativas e toxicidade para as larvas de 3o estádio de Aedes aegypti. 

A EAM apresentou resposta a irradiação e efeito toxico as larvas de Aedes aegypti. 

Para os fotossensibilizadores EXCL e AM as taxas de mortalidade foram nulas, indicando 

que, nessas concentrações, estes corantes não são tóxicos para as larvas de Aedes aegypti. A 
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partir desses resultados optou-se em realizar os estudos com o fotossensibilizador EAM em 

função da concentração e as doses de energia. 

A Figura 12A mostra a taxa de mortalidade para larvas de 3o estádio Aedes aegypti 

para as seis concentrações 0,1 mg mL-1; 0,05 mg mL-1; 0,01 mg mL-1; 0,005 mg mL-1; 0,001 

mg mL-1; 0,0005 mg mL-1 que foram submetidas a uma dose de energia de 32,4 J cm-2. 

 

Figura 12: Taxa de mortalidade de larvas de Aedes aegypti em diferentes concentrações de EAM (A) (■) 0,1 mg 

mL-1; (►) 0,05 mg mL-1; (▲) 0,01 mg mL-1; (▼) 0,005 mg mL-1; (♦) 0,001 mg mL-1; (◄) 0,0005 mg mL-1; (●) 

Controle, para uma dose de energia de 32,4 J cm-2. (B) Taxa de mortalidade das larvas não irradiada, nas 

mesmas concentrações de fotossensibilizador (controle positivo). 

 
  

 As taxas de mortalidade de larvas de 3o estádio Aedes aegypti para as concentrações 

0,1, 0,05, 0,01, 0,005, 0,001 e 0,0005 mg mL-1 foram de 69%, 100%, 100%, 100%, 95% e 

95%, respectivamente, após 8 horas (480min) da incidência de irradiação.   

As taxas de mortalidade com 24 h (1440min) de leitura após a incidência da irradiação 

para as concentrações 0,05, 0,01, 0,005, 0,001 e 0,0005 mg mL-1 foram de 100% de 

mortalidade. Nesse mesmo período a concentração de 0,1 mg mL-1 mostrou uma taxa de 

mortalidade de 69,0% e, em 48 horas (2880min) apresentou uma taxa de mortalidade de 82,0 

%. O grupo controle com água, sem o fotossensibilizador, recebeu a mesma incidência de 
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irradiação que os grupos tratados com o fotossensibilizado, e não apresentou mortalidade 

larval. Considera-se que as concentrações testadas do fotossensibilizador EAM com a dose de 

energia de 32,4 J cm-2 podem ser prospectadas com um potencial fotolarvicida, pois obteve-se a 

porcentagem média de mortalidade das larvas entre 82,0 % a 100 %.  Na Figura 12B estão 

demostrados os resultados do controle na ausência da luz, o fotossensibilizador EAM não 

apresenta toxicidade para as larvas de 3o estádio de Aedes aegypti.  

A Figura 13A mostra as taxas de mortalidade para larvas de 3o estádio Aedes aegypti 

para as seis concentrações 0,1 mg mL-1; 0,05 mg mL-1; 0,01 mg mL-1; 0,005 mg mL-1; 0,001 

mg mL-1; 0,0005 mg mL-1 que foram submetidas a uma dose de energia de 16,2 J cm-2. 

 

Figura 13: Taxa de mortalidade de larvas de Aedes aegypti nas concentrações do corante EAM (A) (■) 0,1 mg 

mL-1; (►) 0,05 mg mL-1; (▲) 0,01 mg mL-1; (▼) 0,005 mg mL-1; (♦) 0,001 mg mL-1; (◄) 0,0005 mg mL-1; (●) 

Controle para uma dose de energia de 16,2 J cm-2.  (B) Taxa de mortalidade das larvas não irradiada, nas mesmas 

concentrações de fotossensibilizador (controle positivo). 

 
 

As taxas de mortalidade das larvas de 3o estádio de Aedes aegypti para as 

concentrações 0,05 mg mL-1 e 0,01 mg mL-1 foi de 100% após 8 horas (480min) da incidência 

de irradiação. Nesse mesmo período as concentrações de 0,005; 0,001 e 0,0005 mg mL-1 as 
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taxas de mortalidade foram de 61,0%; 3,50% e 0%. Por outro lado, a taxa de mortalidade para 

a concentração de 0,1 mg mL-1 foi de 32,0 %.  

As taxas de mortalidade com 24 h (1440min) de leitura após a incidência da irradiação 

para as concentrações foram de 0,005 mg mL-1 (90,0%); 0,001 mg mL-1 (8,70%); 0,0005 mg 

mL-1 (0%) e 0,1 mg mL-1 (49,9%).  Em 48 horas (2880min) de leitura a concentração de 0,005 

mg mL-1 apresentou 100% de mortalidade, para as concentrações de 0,1; 0,001 e 0,0005 mg 

mL-1 as taxas de mortalidade foram de 73,0, 10,4 e 0%, respectivamente. O grupo controle 

com água, sem o fotossensibilizador, recebeu a mesma incidência de irradiação que os grupos 

tratados com o fotossensibilizador, e não apresentou mortalidade larval. Na Figura 13B, 

foram avaliados os efeitos das concentrações na ausência da luz, o fotossensibilizador EAM 

não tem efeitos de toxicidade para as larvas de 3o estádio de Aedes aegypti. 

A Figura 14A mostra as taxas de mortalidade para larvas de 3o estádio Aedes aegypti 

para as seis concentrações 0,1 mg mL-1; 0,05 mg mL-1; 0,01 mg mL-1; 0,005 mg mL-1; 0,001 

mg mL-1; 0,0005 mg mL-1 que foram submetidas a uma dose de energia de 8,2 J cm-2. 

 

Figura 14: Taxa de mortalidade de larvas de Aedes aegypti em diferentes concentrações de EAM (A) (■) 0,1 mg 

mL-1; (►) 0,05 mg mL-1; (▲) 0,01 mg mL-1; (▼) 0,005 mg mL-1; (♦) 0,001 mg mL-1 e (◄) 0,0005 mg mL-1; (●) 

Controle irradiado para uma dose de energia de 8,2 J cm-2. (B) Taxa de mortalidade das larvas não irradiada, nas 

mesmas concentrações de fotossensibilizador (controle positivo). 

 
As taxas de mortalidade para as larvas de Aedes aegypti nas concentrações de 0,1;  
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0,05; 0,01; 0,005; 0,001 e 0,0005 mg mL-1 foram de 1,66; 21,4; 16,6; 31,6; 3,25 e 1,66%, 

respectivamente, após 8 horas (480min) da incidência de irradiação. 

As taxas de mortalidade com 24 h (1440min) de leitura após a incidência da irradiação 

nas concentrações de 0,1; 0,05; 0,01; 0,005; 0,001 e 0,0005 mg mL-1 foram 5,0; 49,7; 50,8; 

48,3; 24,7 e 1,85%, respectivamente. Em 48 horas (2880min) as taxas de mortalidade nas 

concentrações de 0,1; 0,05; 0,01; 0,005; 0,001 e 0,0005 mg mL-1 foram de 25,0; 69,9; 81,6; 

58,9; 31,7 e 3,35%, respectivamente. O grupo controle com água, sem o fotossensibilizador, 

recebeu a mesma incidência de irradiação que os grupos tratados com o fotossensibilizador, e 

não apresentou mortalidade larval. Na Figura 14B, foram avaliados os efeitos das 

concentrações na ausência da luz, o fotossensibilizador EAM não tem efeitos de toxicidade 

para as larvas de 3o estádio de Aedes aegypti. 

A Figura 15 mostra o gráfico da Taxa de mortalidade das larvas de 3o estádio de 

Aedes aegypti para faixa de concentração de zero a 100 ppm respectivamente (0,1; 0,05; 0,01; 

0,005; 0,001 e 0,0005 mg mL-1) para as doses de energia de 32,2; 16,2 e 8,1 J cm-2 após 2 

horas (120min) de leitura. 

 

Figura 15: Taxa de mortalidade em função da concentração do fotossensibilizador EAM para as doses de 

energia (■) 32,4 J cm-2
; (●) 16,2 J cm-2

; (▲) 8,2 J cm-2, após 2h (120 min) leitura;  

 

A dose de 8,2 J cm-2 apresentou a menor taxa de mortalidade para as concentrações 

avaliadas do fotossensibilizador EAM quando comparada com a dose de 16,2 e 32,4 J cm-2. A 

dose de 32,4 J cm-2 obteve-se 100% de mortalidade na faixa de concentração de 10 á 50 ppm. 

Para concentrações maiores que 50 ppm a porcentagem de mortalidade diminui para as três 

doses de energia.   
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No entanto pode-se observar que até a concentração de 10 ppm há um aumento na 

mortalidade. A partir dessa concentração há uma tendência de redução da taxa de mortalidade 

em função da concentração. Assim, pode-se concluir que a taxa de mortalidade com a 

incidência de irradiação é dose-dependente até 10 ppm. Este resultado reforça a observação 

que para as concentrações maiores do fotossensibilizador/corante, não necessariamente, uma 

taxa de mortalidade maior é encontrada, mas, há dependência de um tempo mínimo/dose de 

energia aplicada 

A concentração de 0,1 mg mL-1 não alcançou a 100% da taxa de mortalidade, 

provavelmente, porque a solução mais concentrada absorve fótons de luz que seriam 

utilizados para a fotossensibilização e indução da produção de radicais livres e espécies 

oxidantes em relação as concentrações menores. Pode-se concluir que soluções mais diluídas 

em relação a 0,1 mg mL-1 são mais eficientes para o controle fotodinâmico. 

Na Figura 16 é possível observar a intensidade da coloração das concentrações 0,1; 

0,05; 0,01; 0,005; 0,001; e 0,0005 mg mL-1 utilizadas no CF em larvas de 3o estádio de Aedes 

aegypti, conforme aumenta a concentração (direita para esquerda) a coloração vai sendo 

intensificada. 

 

Figura 16: Soluções do fotossensibilizador EAM nas concentrações de 0,1; 0,05; 0,01; 0,005; 0,001; e 0,0005 

mg mL-1, utilizadas no CF em larvas de 3o estádio de Aedes aegypti. 

 

Nas soluções mais concentradas tem uma quantidade maior do 

fotossensibilizador/corante EAM que absorvem e/ou espalham uma quantidade maior de luz, 

logo a radiação incidida não penetra nas larvas, ocorrendo a diminuição de geração de ROS, 

ocasionando uma diminuição na mortalidade quando comparado as soluções mais diluídas. 

 Pode-se deduzir/inferir que o conjunto luz irradiada, fotossensibilizador e meio 

molecular é responsável pela geração de ROS e consequentemente promove a morte das 

larvas no CF, uma vez que as concentrações avaliadas do fotossensibilizador não 

apresentaram toxicidade na ausência da luz e o mesmo resultado foi obtido quando se avaliou 

somente as doses de irradiação da luz na ausência do fotossensibilizador. 
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5.3.2 Controle Fotodinâmico Luz solar 

 A luz do Sol tem variados comprimentos de onda. Metade da energia é emitida como 

luz visível na parte de frequência mais alta do espectro eletromagnético e o restante na forma 

de infravermelho próximo e radiação ultravioleta. As intensidades da insolação, apesar das 

variações que podem ocorrer ao longo do dia e dias claros ou nublados são suficientes para 

ativar o fotossensibilizador e causar mortalidade nas larvas de 3o estádio de Aedes aegypti.

 Na Tabela 6, são apresentados os valores de temperatura, umidade relativa do ar e 

luminosidade.  

 
Tabela 6: Valores de temperatura, umidade relativa do ar, luminosidade 13h30 min ás 19h35 min, no 

campus da Universidade Federal da Grande Dourados, MS 19/01/2016. 

Hora Luminosidade (Lux) Temperatura (ºC)  Umidade Relativa % 

13:35 133.500  38,6 15 

13:55 129.900 38,5 15 

14:15 128.500 38,3 15 

14:35 126.000 38,4 15 

14:55 125.400 38,5 19 

15:15        101.700 38,5 16 

15:35 96.000 38,5 17 

15:55 91.800 38,0 23 

16:15 78.800 37,4 23 

16:35 73.000 36,4 20 

16:55 59.800 36,0 22 

17:20 46.900 35,9 23 

17:35 38.700 35,9 28 

17:55 25.900 35,6 30 

18:15 19.400 33,2 35 

18:35 11.100 32,0 39 

18:55 6.600 28,7 42 

19:15 1000 25,9 46 

19:35 0 25,5 49 
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 Para determinar um valor médio de intensidade luminosa da radiação solar, foi 

calculado a média dos valores de luminosidade (129.475 Lux) da primeira hora de 

experimento, pois essa luz induziu as mortes nos primeiros minutos de exposição a luz solar. 

 A Figura 17A mostra os resultados da ação fotodinâmica do CF para os experimentos 

realizado sob a incidência da irradiação solar direta no período das 13:35 às 19:35 horas. 

 

Figura 17. Taxa de mortalidade de larvas de Aedes aegypti em diferentes concentrações de EAM (A) (■) 0,1 mg 

mL-1; (►) 0,05 mg mL-1; (▲) 0,01 mg mL-1; (▼) 0,005 mg mL-1; (♦) 0,001 mg mL-1; (◄) 0,0005 mg mL-1 para 

a radiação solar com a intensidade de 129.475 Lux (●) Controle. (B) Taxa de mortalidade das larvas não 

irradiada, nas mesmas concentrações de fotossensibilizador (controle positivo). 

 

 As taxas de mortalidade para as concentrações 0,0005 a 0,1 mg mL-1 é crescente e 

alcança valores superiores a 80% nas concentrações mais baixas (0,0005 a 0,005 mg mL-1) e 

100% nas concentrações mais elevadas (0,01 a 0,1 mg mL-1) durante os primeiros 60 minutos. 

De maneira geral, os resultados mostraram que a taxa de mortalidade é sempre superior a 50 

% para as larvas de 3o estádio de Aedes aegypti durante todo o tempo de análises 360 min (6 

h). O controle irradiado nas mesmas condições não apresentou mortalidade. O grupo controle 

com água, sem o fotossensibilizador, recebeu a mesma incidência de irradiação que os grupos 

tratados com o fotossensibilizador, e não apresentou mortalidade larval. O grupo que foi 

mantido protegido da irradiação da luz solar na presença do fotossensibilizador também não 
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induziu mortalidade, como mostra a Figura 17B. Todos os bioensaios foram realizados 

simultaneamente sob as mesmas condições de temperatura e umidade relativa do ar. 

Os resultados indicam que a mortalidade das larvas de Aedes aegypti está relacionada 

com a ação fotodinâmica que o fotossensibilizador EAM e exercem através da geração de 

ROS no organismo do inseto na fase de larva, a partir da impregnação dos corantes 

fotossensibilizantes nas células do sistema digestório da larva do mosquito.  

No entanto, não se pode descartar a ocorrência paralela de processos radicais 

envolvendo à fotolabilidade devido às ligações covalentes e interações entre os halogênios e 

anéis aromáticos12. Nas células, os xantenos podem se localizar na membrana celular 

constituídas de fosfolipídeos, proteínas com resíduos de carboidratos, de modo que a nível 

molecular, pode ser fotossensibilizada a reticulação das proteínas da membrana e ocorrer a 

formação de hidroperóxidos a partir de lipídios insaturados, que aumenta a fragilidade 

osmótica das células146.  

A ação fotodinâmica afeta intensamente sistemas biológicas, a radiação é 

extremamente destrutiva por duas razões principais: a falta de mecanismos de defesa eficaz e 

disponibilidade de vários sítios de ataque para as espécies radicais e oxidantes em células, 

hormônios, enzimas, proteínas e metabólitos. Embora as células possuam defesas naturais 

contra ROS, o nível de desequilíbrio redox gerado pela ação fotodinâmica é várias ordens de 

grandeza maior do que o nível de proteção via homeostase, regulado por enzimas e espécies 

moleculares antioxidantes nas células. Além disso, enzimas celulares antioxidantes tais como 

catalase e superóxido dismutase são inativados por oxigênio singleto110,147. 

A reatividade das ROS em moléculas orgânicas não é específica, qualquer 

macromolécula dentro da célula pode ser um alvo em potencial para o CF. Assim, a 

multiplicidade de alvos torna-se ainda mais difícil para as células desenvolverem resistência 

celular, sendo essa uma das vantagens da ação fotodinâmica, que ocasiona a morte celular 

(apoptose) por fotoindução6. 

Os inseticidas convencionais utilizados hoje para o controle de larvas dos mosquitos 

Aedes aegypti, por sua vez, geram resistência por pressão seletiva a médio e longo prazo, 

perdendo sua eficiência ou atividade biológica devido à resistência adquirida. Para os 

inseticidas há sempre vários mecanismos de resistência, um dos mecanismos, em termos 

genéticos, a resistência é uma característica herdável, em que os alelos aumentam de 

frequência na população, como um resultado direto dos efeitos seletivos de um dado 

inseticida49; 56. O controle populacional e o manejo requerem a utilização de inseticidas ou a 
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substituição/complementação por métodos físicos e agentes biológicos para o controle efetivo 

durante o maior período de tempo para reduzir/suprimir a resistência.  
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CAPÍTULO VI 

 

6 CONCLUSÕES 

A técnica de extração mostrou-se eficiente para obtenção da quantidade de necessária 

do EXCL para realizar a caracterização e os experimentos de controle fotodinâmico in vivo. 

A caracterização do comportamento óptico dos fotossensibilizadores EXCL, AM e 

EAM, mostrou que estes absorvem luz na região de 600-800 nm, característica para realizar o 

controle fotodinâmico.  

A determinação do tempo de internalização para os fotossensibilizadores EXCL, AM e 

EAM, pode-se concluir que foi de 45 min sendo denominado de tempo de trânsito, o tempo 

em que os fotossensibilizadores gastam para percorrer o sistema digestório da larva e ser 

excretado. Diante disso o tempo de internalização de 120 min foi usado para garantir o 

equilíbrio entre das espécies dentro das larvas. Durante a pré-incubação as imagens sugerem 

que não ocorrem alteração morfológicas nas larvas Aedes aegypti. 

Os fotossensibilizadores EXCL, AM e EAM estudados não apresentaram efeitos 

tóxicos quando não irradiados com uma fonte de luz. Dentre os fotossensibilizadores 

estudados, EXCL e AM quando irradiado com a luz de LED branca não apresentaram ação 

fotodinâmica para as larvas nas concentrações 0,1; 0,05 e 0,01 mg mL-1 testadas. Por outro 

lado, pode-se verificar que fatores experimentais podem influenciar a ação fotodinâmica 

como, os meios de aplicação e concentração, entre outros possíveis.  

Nos experimentos apenas o EAM apresentou ação fotodinâmica acentuada para larvas 

de 3o estádio de Aedes aegypti nas concentrações 0,1, 0,05, 0,01, 0,005, 0,001 e 0,0005 mg 

mL-1 quando submetidas a irradiação com luz de LED branca. Sendo assim, EAM pode 

tornar-se uma alternativa viável como potencial inseticida para a aplicação em CF em larvas 

de Aedes aegypti. O efeito CF para as larvas é dependente da dose de energia aplicada e 

concentração de fotossensibilizador utilizado.  

Com relação aos experimentos realizados com a luz solar pode-se avaliar a eficiência 

fotodinâmica do fotossensibilizador EAM nas concentrações 0,1, 0,05, 0,01, 0,005, 0,001 e 

0,0005 mg mL-1 em ambiente aberto, é um fato importante para uma possível implementação 

da técnica de CF em larvas de Aedes aegypti. Porém, ainda é necessário que haja 

aprofundamento dos estudos para garantir que não irá causar danos à saúde humana e/ou 

impacto ao meio ambiente. 
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Os resultados mostram que as larvas de Aedes aegypti suportam irradiação contínua e 

que podem proliferar em criadouros que não estão abrigados da radiação. Estes dados são 

importantes e sugerem uma verificação cuidadosa sobre o comportamento e hábitos dos 

mosquitos. A literatura informa que os mosquitos preferem criadouros abrigados da radiação, 

entretanto, mesmo submetidas a radiação as larvas a suportam por longos períodos.  

 A ação fotodinâmica das substâncias fotossensibilizantes através da indução de 

reações de estresse oxidativo, surgem como uma estratégia promissora para abordagem 

complementar para o controle de insetos vetores. O CF pode ser eficaz e realizado ao ar livre 

sob radiação solar, mesmo nos ambientes protegidos ou semi-protegidos dos criadouros. Os 

resultados do presente trabalho demonstraram o potencial da ação fotodinâmica do corante 

EAM para o controle de formas imaturas do Aedes aegypti, vetor do transmissor da febre 

amarela, dengue, CHIK e ZIKV. 
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8 ANEXO 

 

 

 

 

 



 

 

Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA/UFGD – Rua João Rosa Góes, 1761 – Vila Progresso. 

Dourados/MS. E-mail: ceua@ufgd.edu.br 

 

 

 

MINISTÉRIO DA EDUCAÇÃO 

FUNDAÇÃO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS 
PRÓ-REITORIA DE ENSINO DE PÓS-GRADUAÇÃO E PESQUISA 

 

 
COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA 

          
 

 
 Dourados-MS, 06 de agosto de 2014.  

 

 

Senhora Pesquisadora: 

Alessandra Ramos Lima 

 

 

O Projeto de sua responsabilidade – Protocolo nº. 012/2014 – 

CEUA/UFGD - intitulado “Avaliação de metalo-clorofilas como agente 

fotossensibilizador em Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)” foi 

integralmente APROVADO e poderá ser conduzido. 

Ressaltamos que é de responsabilidade do (a) pesquisador (a) envio 

de notificação à CEUA sobre o término do projeto. 

 

 

 
 

 
 

 

 
_________________________________________ 

Melissa Negrão Sepulvida 
Coordenadora CEUA 

 

 


