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Epigrafe
Cc . 7 7 . .

Aqueles que possuem uma excessiva fé em suas préprias teorias ou em suas proprias

idéias, nao sao apenas pobremente dispostos a fazer novas descobertas, mas, fazem também
7
observagoes pobres.

Claude Bernard (1813-1878)



Resumo

Este trabalho teve por objetivo, avaliar alguns efeitos bioldgicos do extratos bruto
(etanodlico) das flores de Bidens sulphurea (Asteracea), os efeitos avaliados foram: ci-
totoxicidade, efeito antibidtico e fototoxico. Deu-se énfase aos efeitos fototoxicos, pois o
objetivo primario era avaliar se os pigmentos desta planta poderiam ser utilizados como fo-
tosensitizadores para a terapia fotodinamica, empregando-se luz emitida por LED, para o
tratamento de um modo nao invasivo de dermatoses, tais como a onicomicose. Concluiu-
se que, das duas variedades da planta estudada (variedades laranja e amarela), a que
apresenta maior fototoxicidade tanto quando irradiado por luz branca, e vermelha (A >
600 nm), quanto efeito antibiético (no escuro) foi a variedade laranja, a qual também
mostrou uma grande toxicidade frente aos nduplios de Artemia salina quando irradiada
com luz vermelha.

Palavras-chave: Bidens sulphurea, terapia fotodinamica, polifendlicos



Abstract

This work had the aim to assess some biological effects of the Bidens sulphurea (As-
teracez) (also know as Cosmos sulphureus), assessed effects were: cytotoxicity, antibiotic
and phototoxicity. The phototoxicity was ephasized, since the primary aim of this work
was to evaluate if this plant’s pigments could be used as photosensitizers in the pho-
todynamic therapy, in a non invasive way, using light emitted by LED, for treatment of
dermatosis, particularly, onicomicosis. The conclusion of this work is that, of the two
Bidens sulphurea varieties studied, the one that bear the greater photodynamic activity,
when irradiated with white light, or red light (A > 600 nm) and did showed greater an-
tibiotic effect (in the dark) was the orange variety. The orange variety did showed an
increase in the toxicidy to the Artemia salina nauplii, when irradiated with red light.

Key Words: Bidens sulphurea, photodynamic therapy, polyphenolics
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Introducao

1.1 Terapia fotodinamica

A terapia fotodiamica (TFD) é uma forma de tratamento de enfermidades em que

sao utilizados basicamente de trés elementos(1):

1. Fotosensitizador: Geralmente é um corante organico' que quando iluminado por
luz de determinados comprimentos de onda, tém os elétrons de um ou mais de seus

grupos funcionais, promovidos a um estado excitado de energia.

2. Uma fonte luminosa: Que com a poténcia e comprimeto de onda adequados é

capaz excitar o fotosensitizador.

3. Oxigénio: O qual recebe a energia adquirida pelo fotosensitizador e é promovido

de seu estado fundamental de energia (tripleto) para um estado excitado (singleto).

Neste estado excitado de energia, o oxigénio pode dar origem a varias espécies quimicas
diferentes, que normalmente sao radicais livres: peroxila, superoxido, radical hidroxila etc.
Estas espécies quimicas sao coletivamente chamadas de ROS, do inglés Reactive Ozygen

Species, ou FEspécies Reativas de Ozxigénio.

Sao estas espécies que vao reagir com algum alvo biolégico. Frequentemente, ao
se empregar TFD, intenciona-se levar a célula alvo a um estado de apoptose, também
conhecido como morte celular programada(2), de modo que a célula se autodestrua e seja

absorvida pelo organismo.

Pode-se também utilizar a TFD para se inativar patégenos: bactérias, virus, algas,
esporos, etc, pois dada a natureza altamente reativa das ROS, estas normalmente reagem
de maneira pouco seletiva, reagindo com varios grupos funcionais diferentes. Desta forma,
nao se espera que um patogeno desenvolva resisténcia a TFD, ao contrario do que vem

ocorrendo com os antibiéticos tradicionais (3)(4).

"Mas nao necessariamente, p. ex: dcido silicico e diéxido de titanio (TiO3).
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Uma vantagem pratica muito benéfica ao paciente sob tratamento com TFD, é a capa-
cidade de se focar a luz irradiante em um ponto especifico do corpo. Pois diferentemente
do uso de radiagoes ionizantes, o tempo de vida das expécies reativas, é normalmente
curto, e logo sua acao fica restrita a poucos milimetro de sua geracao, nao atingindo

normalmente outros pontos do corpo.

Com o uso de laser irradiados via fibra ética, na verdade é possivel se focar em dreas

de cerca de apenas 1 mm?.

Motivo pelo qual esta técnica se apresenta muito promissora na atualidade e para
o futuro, pois nos ultimos anos tém-se notado um aumento expressivo no aparecimento
de bactérias resistentes aos antibidticos tradicionais, e estas tem causado epidemias de

infecgbes hospitalares (p. ex: Acinetobacter baumannii(5)).

1.2 Fotosensitizadores e fotoquimica

Sabe-se que as moléculas de certos pigmentos (fotosensitizadores), sob a acao de
determinados comprimentos de onda, possuem a propriedade de ter os elétrons de alguns
de seus grupos funcionais (cromdforos) promovidos de um estado de energia minima ou

nao excitado (singleto), para um estado excitado de energia (tripleto).

A configuragao eletronica do estado excitado (tripleto) é instével e possui a tendéncia
natural de relaxar para um estado de energia mais favoravel (menos energético). Existem
varios “caminhos” que o elétron pode tomar para liberar a diferenca de energia entre
o estado excitado tripleto e o excitado nao singleto: fluorescéncia, fosforescéncia, fosfo-

rescéncia tardia, vibragoes, rotagoes moleculares, etc.

Existe a possibilidade da transferéncia de energia do grupo cromoéforo do fotosensiti-
zador para o oxigénio molecular. O qual, diferentemente da maioria dos pigmentos, no seu
estado fundamental (ou nao excitado) existe na configuragao eletronica tripleto, por isso o
oxigénio molecular é as vezes chamado de oxigénio tripleto, 2O, (assim chamado, devido
a existéncia de trés possibilidades de alinhamento dos dois elétrons desemparelhados da

molécula de oxigénio) levando & promogao do oxigénio molecular & oxigénio singleto 1Os.

Existem duas “variedades” de oxigénio singleto e, usando a notagao espectroscopica es-
tas podem ser designadas por 'A,05 e 'S, TOs, respectivamente. O primeiro é o “oxigénio

singleto” de que se fala sem maiores especificagoes. Em nome da simplicidade, frequente-
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mente é grafado como 'Oy (6). E uma espécie reativa de oxigénio' importante em sistemas
bioldgicos, principalmente pela sua meia vida relativamente longa, que varia entre 4,2us
em H,0, até 628us em CgDg.

Com estas caracteristicas o 'A,O, portanto encontra condigoes tando de ser formado,
quanto de reagir em meio celular. J4 o “outro” oxigénio singleto '3, *O,, em sistemas
biolégicos é praticamente ignoravel, devido a sua grande entalpia de formacao de 158
kJ - mol™! tanto quanto pela sua curtissima meia vida que, em solucao aquosa, ¢ menor

que 10 ps.

A diferenca entre as duas espécies de oxigénio singleto esta no spin dos dois elétrons
do orbital 73, que na espécie 'A,0; estao emparelhados, ja& na espécie '3, TOq estao

desemparelhados em subniveis diferentes.

O oxigenio molecular, possuindo dois de seus elétrons desemparelhados (7r’2*p) é para-
magnético assim como alguns os metais tais como o ferro e o niquel, p. ex:. Caracteristica
comprovada pelo fato de que, ao se derramar oxigénio liquido nos pélos de um ima, vemos
o oxigénio ser atraido em por ambos os pdlos, exatamente, como um metal paramagnético

faria.

Ja o oxigénio singleto é diamagnético, e é um tipo de ROS muito reativo, pois a
maioria das moléculas organicas, em seu estado fundamental de energia, sao singletos.
Podemos também nos valer do principio da conservagao da paridade do spin eletronico,
o qual basicamente nos diz que as moléculas devem reagir com contrapartes de mesma
paridade, ou seja, singleto com singleto, tripleto com tripleto. A distribuicao eletronica

das varias formas do oxigénio, encontram-se sob a forma de diagrama, veja a figura 1.

Com o advento da mecanica quantica, estes fatos puderam ser explicados com maior
profundidade. Por exemplo, a aplicacio da teoria de grupo e do modelo LCAQO, pos-
sibilitaram a determinagao (por questoes de simetria de orbitais moleculares, niveis de
energia etc.) das caracteristicas espectroscépicas do oxigénio singleto, bem como a deter-
minagao dos vérios tempos de vida deste em diferentes meios, (dependendo da fase ser

aquosa, gasosa, etc.), até que decaia para o estado padrao, o de oxigénio tripleto.

Outra conquista importante da mecanica quantica, (com relacao a fotoquimica desta
espécie) foi o desenvolvimento do conceito e respectivo cdlculo do chamado rendimento

quantico (ou o nimero de moléculas de oxigénio singleto geradas para cada féton absor-

"0 oxigénio molecular (tripleto) é representado como 32902
MAcronimo inglés para Linear Combination of Atomic Orbitals, ou combinacdo linear de orbitais
atomicos, combinacao esta que forma os orbitais moleculares
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Orbital Orbital Orbital
Molecular

Orbital atémico Orbital atémico Molecular  Orbital atdmico Orbital atémico

Molecular

Orbital-2p [#¥] Orbital-2p

Orbital-2s Orbital-2s

9
Oxigénio tripleto (estavel) Oxigénio singleto Oxigénio singleto

Figura 1: Distribuicao eletronica do oxigénio

vido) das reagoes de sintese de oxigénio singleto.

Em literatura especializada em fotoquimica, é costume se representar estas transicoes

eletronicas, por meio de um esquema grafico denominado “Diagrama de Jablownski”

(também conhecido como “Diagrama de Perrin-Jablownski”) devido ao seu criador, o

fisico ucraniano Aleksandr Jabtonski, que propos tal diagrama, em 1935 para explicar

processos de absor¢ao e emissao de luz por moléculas, fons etc.

O diagrama de Jablonski'V (figura 2) ilustra os estados eletronicos de uma molécula

e, as possiveis transicoes entre eles, bem como as posicoes relativas de energia entre os

1mes1mos.

Em bioquimica, mais precisamente na area de fotobiologia, é costume se dividir os

processos envolvendo oxigénio singleto em dois tipos:

e Tipo I: Radicais livres (R®) sdo formados, e a agdo biolégica resultante (fotosensi-

tizagdo), é devida a estes radicais.

e Tipo II: Neste tipo de processo, a energia luminosa (ultravioleta, luz vizivel, etc.)
é transferida para o oxigénio tripleto 30, e, este se transforma em oxigénio singleto

10,. E este que age biologicamente,

Ao contrario do que se pensa o oxigénio singleto nao é um radical livre. Pois este

nao possui elétrons desemparelhados em seus orbitais moleculares(6).

VUsaremos a grafia romanizada, “Jablonski” em detrimento da Polonesa “Jabtonski”.
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Figura 2: Diagrama de Perrin-Jablonski

As linhas onduladas pontilhadas (figura 2) (CIV, CIS") sdo transi¢oes nio radiativas
ou seja, nao ocorre a emissao de fétons, neste caso a energia é dissipada sob a forma de

calor.

J4 a linha ondulada marron, representa a dissipacao de energia em movimentos mole-
culares. Podemos notar que para o elétron relaxar para um estado menor de energia por
meio de certos fenomenos quanticos, o mesmo altera o seu spin, um exemplo é o fenomeno

da fosforescéncia, no qual o elétron passa do estado singlete S; para o estado triplete T);.

VConversao Interna = quando um elétron em um orbital de baixa energia interage com um ntcleo e é
expelido por este

ViCruzamento Intersistema = quando um elétron passa de um estado singleto para um tripleto (e
vice-versa) sem irradiar energia
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1.3 Sobre a familia Asteracea

Dentre todas as familias das Angiospermas, a familia Asteracea, é a que possui o
maior numero de espécies, e todas com caracteristicas muito similares, apesar de existirem

algumas variagoes dentro da familia.

Nesta familia, as plantas sao geralmente ervas, mas também sao conhecidos represen-
tantes sob a forma de arbustos, trepadeiras e até mesmo arvores. O tipo de flor mais
comum, ¢ a flor tubular que é geralmente bissexual, mas existem muitas plantas com
flores liguladas. O capitulo floral mais comum ¢ aquele em formato de disco, como as

margaridas e girasséis(7).

Esta familia vegetal surgiu durante o periodo eoceno, a aproximadamente cinquenta

e cinco milhoes de anos(8).

Suas inflorescéncias constituem a caracteristica mais distintiva da familia. Sao geral-

vii

mente chamadas de pseudantium™".

Na familia Asteracez as verdadeiras flores sao frequentemente bem pequenas e encontram-
se capituladas no centro da estrutura a qual geralmente atribui-se (erréneamente) o nome
de “flor”. Nas Asteraceas em particular, o pseudantium recebe o nome de calatidium ou

calatide que sao bracteas modificadas.

A figura 3 mostra uma inflorescéncia de Bidens torta, a qual ilustra uma tipica inflo-
rescéncia das Asteraceas. Nota-se que na inflorescéncia de Bidens torta, as verdadeiras
flores estao dispostas no capitulo (drea dentro do circulo cheio), compostas por vérias

flores individuais (dentro do circulo tracejado).

A familia Asteracese, possui um numero tao grande de espécies (estimada entre 20.000
até 25.000 dependendo dos autores) que o seu estudo em particular, recebe um nome

distinto dentro da botéanica: sinanterologia(9).

Este nome tem origem no francés antigo synantherées (a etimologia da palavra, é na
verdade uma descricao botanica da familia, é um adjetivo que se diz de uma familia de

viii

plantas onde os estames sao fundidos)

A organizacao da familia em tribos deveu-se principalmente ao trabalho pioneiro do

botanico George Bentham, publicado em 1873. Varias plantas desta familia possuem

Viipalavra de origem grega, composta a partir dos vocabulos gregos, deudric = pseudes, “falso” + avie
= anté, “flor” = falsa flor
viliDictionnaire de I’Académie francaise, 8¢ Edition (1932-5)
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Figura 3: Bidens torta, em destaque capitulo com varias flores no centro do capitulo

grande importancia comercial, p. ex:, o girassol (Helianthus sp.), como fonte de dleo
comestivel de alta qualidade, a cineraria (Cyneraria sp.), como planta ornamental, o al-
face (Lactuca sativa), o dente-de-ledo (Tarazacum sp.), o absinto (Artemisia absinthium)
utilizado na formulacao da bebida absinto, e também a tao presente nos jardins e floricul-
turas, tagete ou cravo-francés (Tagetes patula) e ainda a camomila, muito utilizada em

chés (Matricaria sp.(8)).

Neste género, (particularmente para a espécie Bidens sulphurea), varios compostos
com atividades bioldgicas ja foram descritos na literatura. Pode-se citar alguns exem-
plos, tais como varios tipos de sesquiterpenos (y-elemene, a-copaene, y-cadinene), vérios
compostos polifendlicos, (flavonas, flavondis etc.), poliacetilenos (fenilhepta-1,3, 5-triino)

ocorrendo em Bidens pilosa(10).

Muitos destes compostos possuem diversas atividades biologica. Dentro do grupo
do compostos fendlicos (principalmente flavondides) pode-se listar: fungicidas (p. ex:,
luteona isolada dos frutos de Lupinus luteus), antitodo contra pesticidas do grupo dos

imidazdis (11), bactericida(12) dentre outras.
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1.3.1 Classificagcao botanica do espécimen

B. sulphurea (sinonimia: Cosmos sulphureus), ou Cosmo-amarelo, Cosmo do México,
Aster do México ou ainda Picdo-amarelo, é uma representante da numerosa familia As-

teracese. Origindria do México.

Apesar de ser, provavelmente um dos exemplares mais difundidos em boa parte do
planeta, juntamente com o dente-de-ledo ( Tarazacum sp.), sdo consideradas como espécies
invasivas, mas relativamente pouco estudada(13),(14). O género Bidens possui aproxima-

damente 200 espécies descritas na literatura(15).

No género Bidens (do latim bi (dois) + dens (dente) dois-dentes, uma alusdo as
duas protuberancias aciculares de seu aquénio, que adere em pélos, plumas, roupas etc. E
possivelmente a espécie mais comum de seu género, sendo encontrada mais facilmente do
que o exemplar mais conhecido do género, Bidens pilosa, ou picao-preto ou simplesmente

picao.Curiosamente em B. sulphurea, o aquénio nao apresenta estes dois dentes.

Neste género, duas caracteristicas sdo ubiquas: a ocorréncia de zoocoria (dispersao
das sementes por animais), e a presenga de capitulos, em raio e em disco (dai o sinénimo

da familia Asteracese: Compositee).

A espécie é extremamente rustica, tolerando facilmente solos pobres, e longos periodos
de seca, dispersando-se muito rapidamente, devido a sua caracteristica de florescer o
ano todo e, portanto, produzir seus aquénios que se dispersao facilmente por meio dos

mecanismos supracitados.

As flores de B. sulphurea sao geralmente de uma cor laranja bastante intensa, ocor-
rendo ocasionalmente, a cor amarela, (cultivares de vérias outras cores j& se encontram
no mercado paisagistico, mas estes nao sao silvestres.). De acordo com a literatura(16),
B. sulphurea é descrita como: Uma planta anual, herbacea, ereta, muito ramificada, atin-
gindo de 80 ¢m a 120 cm de altura. Suas folhas sao membrandceas e pilosas, sao opostas

com margens asperas e peciolos pilosos (17).

Suas flores frequentemente apresentam oito pétalas, ocorrendo as vezes, a presenca de
duas ou mais pétalas que quebram sua simetria octogonal, sendo este, provavelmente um

trago genético, e nao uma decorréncia de luz, dgua nutrientes etc.

A figura 4 mostra B. sulphurea variedade amarela, a figura 5 a variedade listrada (pos-
sivelmente um hibrido entre as variedades amarelo e laranja) e, finalmente, a a variedade

laranja (figura 6) que é mais comumente encontrada que a variedade amarela.
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Figura 4: B. sulphurea, variedade amarela

Figura 5: B. sulphurea, variedade listrada

Uma vez que as flores sao hermafroditas, agentes polinizadores (geralmente abelhas
e borboletas) podem cruzar as variedades, pois coletam pdlen indiscriminadamente de
ambas (amarela e laranja), sendo possivel a existécia de outras. Nota-se que o androceu

da variedade amarela é amarelo também, ja o da variedade laranja é marrom escuro.
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Figura 6: B. sulphurea, variedade laranja

1.4 Ensaios de toxicidade com Artemia salina

O organismo de nome cientifico Artemia salina, um crusticeo encontrado em lagos
salobros, tem sido empregado como organismo modelo para o ensaio de citotoxicidade bem
como fototoxicidade desde o inicio dos anos 1980(18), quando pesquisadores empregaram-
no pela primeira vez em estudos relacionados a prospeccao de novos compostos ativos de

plantas.

Dada a sua relativa sensibilidade, A. salina é considerado um organismo de “alarme”
para a polui¢ao de dguas marinhas(19) (ou salobras em geral, haja vista que habita lagos

onde a salinidade pode variar amplamente).

Pois quando do evento de uma contaminacao ambiental, é frequentemente o primeiro
organismo a morrer, portanto é muito utilizado em controle de qualidade de efluentes

industriais, sendo deste modo, muito importante para as ciéncias ambientais(20).

O teste de extratos vegetais em A. salina é portanto um ensaio preliminar muito
barato, confidvel e rapido para a averiguacao de bioatividade em compostos naturais,
sendo muito conhecido pela sigla inglesa BST (Brine Shrimp Test) ou ainda BSLT
(Brine Shrimp Lethality Test).
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1.4.1 Vantagens do emprego de A. salina como modelo

A fémea deste crusticeo ao ser exposta a altas concentragoes de sal (quando uma poga
d’agua salobra, ou um lago estd evaporando, p. ex:) altera a fisiologia de seu aparelho

ovipositor de modo a produzir cistos, ao invés dos ovos.

Estes cisto sao os “ovos” que se adquire em lojas especializadas em aquarismo, com a
casca muito dura, os quais sao capazes de perdurar anos enquanto as condicoes necessarias

ao seu desenvolvimento nao forem favordveis (temperatura, pH, salinidade etc.).

Entretanto, uma vez em condigoes adequadas, estes sao capazes de se desenvolverem
e eclodir dentro de 24 a 48 horas. Quando em dgua com oxigénio e dentro de uma ampla

faixa de salinidade.

Uma vez eclodidos, nascem os chamados nduplios, os quais representam o estagio
de vida deste organismo que de fato se utiliza em ensaios. A. salina apresenta varias
vantagens importantes que, somadas ajudaram este crutdceo a se tornar um organismo

modelo:
e Pode ser estocado na forma de cistos (pequenos ovos avermelhados) por longos
periodos de tempo;
e Nao necessita de alimentacao especial;
e Ocupa pouco espago;
e Crescimento rapido (24 a 48 horas para a eclosao dos cistos)
e Desenvolve-se em meio nao estéril;
e Baixo custo e facil aquisicao;

e Pode viver bem dentro de uma ampla faixa de salinidade, logo nao é necessario
muito rigor na composi¢ao de seu meio de cultura (cerca de 20g de sal marinho por
litro é o bastante, mas pode viver muito bem dentro da faixa de salinidade de cerca
de Hg até quase uma solucao saturada ou por volta de 52g de sal marinho por litro

de dgua destilada);
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1.5 Desvantagens do emprego de A. salina como mo-
delo

As principais desvantagens do emprego de A. salina como organismo modelo sao a
cosideravel variacao interlaboratorial dos resultados, que em alguns casos pode chegar a
cerca de 25%, e intralaboratorial que pode chegar a cerca de 15% quando executados em

condigbes proximas do ideal por operadores em treinados(21).

1.6 Emnsaios com microrganismos e eritrocitos

1.6.1 Saccharomyces cerevisie

Considera-se que, ao testar-se uma substancia, ou uma mistura (como um extrato de
fontes naturais, por exemplo) com rela¢ao ao seu potencial antibidtico, seja 1til realizar-
se ensaios com os mais variados tipos de microrganismos: algas, bacterias, protozoarios,

leveduras, etc.

Cada grupo de microrganismos, possui suas particularidades metabdlicas que os tor-
nam suscetiveis as drogas com diferentes mecanismos de acao. Apesar de, é claro, exis-
tirem casos muito bem documentados na literatura, onde uma mesma susbtancia possui
atividade iguais (p. ex:: antibidtica) em espécies tao distintas quanto protozodrios e
bactérias. O que sugere que, as vezes, uma mesma droga pode agir de modo semelhante

em espécies dissimilares(22),(23).

Por outro lado, talvez a situacao mais recorrente seja a de uma subtancia possuir
efeitos distintos em espécies diferentes, devido as diferengas metabdlicas entre as espécies.
Um bom exemplo é a droga metronidazol, que possui atividade antibiética contra bactérias
(anaerdbias principalmente) e protozodrios (p. ex.: Giardia lamblia, Entamoeba hystoli-

tica, Gardnerella vaginalis etc.)(24).

O fungo microscépico Saccharomyces cerevisiae, tem sido muito empregado como mo-
delo para células eucaridticas em pesquisas tanto de citologia, biologia molecular quanto
genética, desde, o final da década de 1930, com o trabalho pioneiro de Leland H. Hartwell,

envolvendo estudo de divisao celular(25).

Até o presente, o Saccharomyces sp. tem sido empregado como modelo para o estudo
de células cancerosas, dado que varios genes que regulam o crescimento desta levedura,

sao também os mesmos envolvidos no desenvolvimento de tumores(26).
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E esperado que o efeito de um extrato vegetal que apresente atividade bactericida
seja diferente em leveduras. Leveduras sdo microrganismos mais complexos (Eucariotos),
possuem membrana celular em geral mais grossa e resistente, utilizam ergosterol ao invés
de colesterol como fazem as células dos animais por exemplo™, sao células muito maiores

do que a grande maioria das bactérias dentre outras diferengas importantes(27).

Muitos tipos de fungos sao notdrios causadores de infecgoes cutaneas, (em cabelo, pele
e unhas). As infec¢oes nas unhas, causadas por alguns destes, sdo conhecidas como oni-
comicoses. Sao particularmente dificeis de serem tratadas, sendo que o uso de medicacao

tépica associada a sistémica é, muitas vezes, necessario(28).

Com relagao as onicomicoses, o uso de Saccharomyces sp. como modelo é interessante
pois é um fungo de crescimento réapido (24-48 horas) e, ainda assim conserva intmeras
semelhancas estruturais e metabdlicas com o género de fungos que é o principal causador
de onicomicoses, Trichophyton sp. Neste género talvez o mais frequentemente isolado
de dermatoses e onicomicoses seja a espécie Trichophyton rubrum, que é um fungo com
crescimento 4n vitro muito lento, chegando por vezes a demorar cerca de 15 dias para se

obter um resultado positivo em meio de cultura adequado(29).

Neste trabalho, elegeu-se esta levedura como organismo modelo para o estudo de

fungos, devido ao seu baixo custo, e pelo facil cultivo in vitro.

1.6.2 FEscherichita coli e coliformes fecais

O grupo de bactérias conhecido coletivamente como coliformes, deve seu nome a
semelhanca que, em geral, suas células possuem com a bactéria, que é certamente a
mais estudada do grupo, Escherichia coli. Coliformes sao definidos como bactérias em
formato de bastonetes, Gram(-), ndo esporulantes, capazes de fermentar a lactose, quando
encubadas a uma temperatura entre 35 °C-37 °C produzindo acidos e gas carbonico. A
bactéria E. coli se distingue das demais do grupo, por ser exclusivamente de origem fecal,
por fermentar lactose a 44°C e por apresentar certas reacoes de coloracao caracteristicas

em meios de cultura especificos(30).

Por exemplo, neste trabalho foi utilizado o meio de cultura conhecido como FLUOR-
CULT (LMX Broth)@©, que fluoresce intensamente (azul, sob luz ultravioleta de com-
primento de onda adequado), quando a bactéria se prolifera. A E. coli possui a enzima

glucoronidase, que é capaz de quebrar ésteres de acido glucuronico. Este meio possui

7

*A membrana das bactérias clinicamente relevantes normalmente é composta apenas por lipidios,
proteinas e eventualmente, polisacarideos nas Gram (-)
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um derivado glucuronidado da cumarina (conhecido como MUG: 4-metilumbeliferil-beta-
D-glucoronidopiranosideo), o qual ao ser quebrado pela enzima, libera o composto que
fluoresce. Este teste é extremamente seletivo porque a F. coli é uma raridade dentre os

procariotos por apresentar tal enzima.

Esta bactéria é muito usada como um protétipo de bacteria Gram(-) e conquanto
algumas cepas da mesma sejam organismos patogénicos perigosos, a . coli é normalmente
utilizada como um organismo indicador de contaminacao por matéria fecal em dgua. Sua
presenca ¢ portanto indesejada, uma vez que se presente em grande quantidade pode
indicar a presenga de organismos muito mais perigosos (p. ex: bactérias tais como Vibrio

cholerae, etc).(31).

1.6.3 Eritrocitos

Eritrocitos sao as principais células responsaveis pela oxigenagao dos tecidos dos ver-
tebrados. Por meio da captagao do oxigénio do ar, através da complexacao deste com o

ferro presente nos grupos heme da hemoglobina.

Sao também conhecidos por glébulos vermelhos, em artigos escritos na lingua inglesa,
sao frequentemente designados pelo acronimo RBC, ou Red Blood Cells®. Sao células

em forma de disco, concavas, sem nicleo (nos mamiferos)(32).

Neste trabalho, eritrécitos foram usados por causa de sua capacidade de armazenar
oxigénio na hemoglobina, a qual também contém ferro, que serve como um catalizador
para vérias reagoes fotoquimicas (exemplo: fotofenton), e por suas membranas celulares

conterem &cidos graxos insaturados, portanto sensiveis ao dano oxidativo(33).

Por estas caracteristicas morfofisiologicas, os eritrocitos sao alvos particularmente

suscetiveis a efeitos de fotoxidacao.

1.7 Sistemas de irradiacao luminosa

Como visto na secao 1.1, a TFD sé pode ser aplicada eficazmente, se todos os seus

trés elementos™ estiverem disponiveis e forem aplicados de maneira efetiva.

Uma vez que o oxigénio encontra-se plenamente disponivel na maioria dos tecidos em

*Bactéria causadora da célera
*¥!Células Vermelhas Sanguineas
*"Fonte luminosa com poténcia e comprimentos de onda adequados, fotosensitizador e oxigénio
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que se aplica a TFD, e existe uma série de fotosensitizadores adequados disponiveis (azul
de metileno, rosa de bengala, alaranjado de acridina, porfirinas, cumarinas, psoralenos,
TiO,, etc.), cada um com suas respectivas seletividades por diferentes tecidos bioldgicos,
o fator limitante de grande parte das reagoes fotoquimicas envolvidas na TFD passa a ser

a fonte luminosa.

A fonte luminosa deve, obrigatoriamente emitir luz de um comprimento de onda ()
especifico para ser efetiva, devido a chamada lei de Stark-FEinstein, que diz que, com
relacao aos processos fotoquimicos, para cada molécula que reage, um quanta de energia

deve ser absorvido pelo sistema. Esta lei pode ser descrita matematicamente como:
AFE,; =Ny -h-v

Nesta equacao AFE,,, ¢ a variacao de energia molar envolvida na reacao fotoquimica,
onde N4 é o nimero de Avogadro*(34), 7i é a constante de Planck*V(35) e v ¢ a frequéncia

do féton incidente.

Ou seja, para cada mol de moléculas que reage, um mol de quanta de energia (hv)
deve ser absorvido. Portanto, como esta equagao é quantizada, a despeito (idealmente) da
poténcia da fonte luminosa, se esta nao emitir energia na frequéncia correta, seus quanta

de energia nao serao absorvidos e consequentemente nao teremos reagoes fotoquimicas.

Esta lei se restringe aos chamados processos fotoquimicos primdrios ou seja, a reagao
direta que o sistema sofre apds a absorcao de um mol de féton para cada mol de moléculas.
Se a reagao apresentar um processo secunddrio ou interagoes entre os reagentes que nao

dependam de energia luminosa, entao a equagao nao se aplica.

Outro caso em que a lei de Stark-Einstein nao se aplica, é quando a fonte luminosa
é extremamente potente (como em flash fotdlise, irradiagdo com laser, etc.) pois neste

caso, passa a serem possiveis processos bifotonicos*”.

Deve-se lembrar que como o processo de absorcao de fétons é quantizado, e portanto
o mesmo €é probabilistico. Foétons com energia Ar inadequadas, ainda possuem uma
probabilidade nao nula de reagirem (efeito de quantico de tunelamento), fato explorado

nas técnicas fotoquimicas de laser pulsado(36).

Deste modo, como se encontram disponiveis vérias fontes luminosas diferentes, (lampadas

de vapores metdlicos, lampadas halégenas, diodos emissores de luz (LED), lasers, etc.)

xiiiG02214179(30) - 1023 - mol
XiV6.62606957(29) - 10347 - s
*VProcessos nos quais dois fétons sao absorvidos simultaneamente por uma molécula
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cada uma com uma faixa de comprimentos de onda especificos, eficiéncia luminosa (quan-
tidade de energia que se tansforma em fétons versus quantidade de energia perdida sob a

forma de calor), precos, dimensoes fisicas etc.

Conquanto o comprimento de onda seja um fator determinante na escolha de uma
fonte de irradiacao, para um reacao fotoquimica, se esta na tem a poténcia adequada
o rendimento sera negligenciavel portanto, na escolha de uma fonte de irradiacao muito

raramente a mais adequada é obvia.
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2.8 Sobre alguns pigmentos fendlicos e suas sinteses

A familia Asteracese possui varias espécies que produzem pigmentos usados pelo ho-
mem h&a milhares de anos. Se considerado um nimero arbitrariamente grande de As-
teraceas, nota-se que a cor mais abundante presente nesta familia é o amarelo, devido
principalmente & certos pigmentos tais como chalconas (1,3-difenilpropenona), auronas
(2-benzilideno-1-benzofurano-3-ona) e flavondides. A flavona conhecida como luteolina,
(de cor é amarela) por exemplo, ja foi isolada de varias dezenas espécies de Asteraceas(37).
Estes pigmentos sao em sua grande maioria resultado do metabolismo secundério das
plantas, e sao formados por unidades Cg : C5 : Cg, considerados como derivados do

1,3-difenilpropano(38).

Outras cores como lilas, violeta, azul e vermelho, sao causadas principalmente por
outros flavondides como as antocianinas e antocianidinas, bem como a presenca de certos
cétions metdlicos (sob a forma de quelatos(39)), em diferentes faixas de pH (antocianinas
sao vermelhas em pH 4cido e azul em pH bésico). Com a notdvel diferenca de que estes

dois grupos de moléculas (antocianinas e antocianidinas) sao cationicas (cation flavilio).

Teéem-se varios exemplos de flores amarelas, de Asteraceas muito conhecidas: A caléndula
(Calendula arvensis), o crisantemo ( Chrysantemum sp.), o dente-de-ledo ( Tarazacum sp.),

etc.

Na verdade o fato destes pigmentos serem tao comuns nas Asteraceas, muitas vezes
dificulta bastante a identificacao exata da espécie, em questao. Alguns autores, chegam a
aludir este fato referindo-se a qualquer Asteracese amarela de modo genérico como (sigla
o acréonimo inglés) D.Y.C ou “damn yellow composite” ou em uma traducao livre “praga

de composta amarela” (40),(41).

O cartamo por exemplo, (Carthamus tinctorius) produz um pigmento (na forma de
um glicosideo) (figura 7)*"! a cartamina que, historicamente foi muito utilizado para tingir
seda nos paises asiaticos como o Japao. Existem evidéncias arqueolégicas de que esta
planta é uma das plantas mais antigas cultivadas pelo homem(42).Este pigmento pode
ser considerado como um dimero de unidades Cg : C3 : (g, onde a unidade Cy : C3 é
derivada do acido cinamico enquanto que a unidade Cy é derivado do &cido chiquimico

por meio dos aminodcidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano(38).

*VINa verdade, a infinita maioria dos pigmentos do grupo dos flavondides, encontram-se sob a forma de
glicosideos, somente em rarissimos casos encontramos o pigmento sob a forma de sua aglicona - ou seja,
o flavondides sem acicar algum.
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Figura 7: Cartamina - A aglicona corresponde a parte em negrito

Estes compostos, respondem por mais de novecentos de todos os flavonéides®™! rela-

tados na literatura, até o ano de 2003(43).

Uma caracteristica marcante destes pigmentos é o fato de que a cor de suas solugoes
aquosas (ou alcodlicas) torna-se intensamente vermelha em pH alcalino (o simples contato
de uma tira de papel impregnada com o pigmento, com vapores de amonia é o bastante

para se observar esta coloragdo), e torna-se amarelo claro em pH acido.

Os flavondides apresentam ainda, duas bandas no espectro UV-VIS muito carac-
teristicos um em, aproximadamente 250 nm e outro em 350 nm. As chalconas podem
ser imaginadas retrosinteticamente, como o produto de uma reacao de condensagao de
Claisen-Schmidt (figura: 8):

i X
H
- = +
R)k%%\R3 o RJKKH Rz Rs
R

Figura 8: Condensagao de Claisen-Schmidt

Na sintese das chalconas, R é frequentemente um grupo fendlico. Apesar de que,
nas células das plantas, a rota biosintética das chalconas é bem mais complexa, envol-
vendo varios tipos de moléculas. A figura 9 mostra um esquema que ilustra o processo
biosintético(44):

*V10s nomes aurona e flavonoide, parecem possuir sua etimologia nos adjetivos latinos aurum - dourado
e flavus - amarelo, respectivamente
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Figura 9: Rota biosintética (genérica) para flavonéides

Legenda com respeito a figura 9:

“FAL: Fenilalanina amonia-liase; C4H: cinamato-4-hidroxilase; 4CL: 4-coumaroil: CoA-
ligase; CHS: chalcona sintase; CHI: chalcona isomerase; FSI: flavona sintase; FSII: ci-
tocromo P450 flavona sintase; IFS: citocromo P450 isoflavona sintase; FHT: flavanona
3-(-hidroxilase; DFR: dihidroflavonol 4-redutase; LAR: leucoantocianidina sintase; ANS:
antocianidina sintase; 3GT: UDPG-flavonéide 3-O-glucosil transferase. As siglas em ver-

melho indica as enzimas do citocromo P450.”

Estes pigmentos (figura 10) representam uma classe muito complexa, porque fre-
quentemente existe a possibilidade de formacao de glicosideos com intimeros de actcares
diferentes, oligobmeros, dimeros, trimeros(45) etc. Na figura 11 pode-se ver o esquema de

numeragao de alguns tipos de flavondides segundo Veitch e Grayer(43).

Nota-se que a principal caracteristica que distingue as chalconas e diidrochalconas dos
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Figura 10: Diversos tipos de flavondides
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Figura 11: Sistema de numeracao de alguns flavonoides

flavondides ¢ a auséncia de ciclizagao (anel C) entre os anéis A e B.

2.8.1 Sintese de flavondides

Encontram-se na literatura, diversas metodologias para a sintese organica destes com-
postos, ja a muito estabelecidas. Certamente, alguns métodos sao mais explorados do que
outros. Para a sintese de chalconas por exemplo, a metodologia mais explorada ¢é via
condensacao alddlica dada a sua simplicidade e, por ser uma reacao classica da quimica

organica, (desenvolvida ainda no século XIX)(46).

Convém, destacar alguns métodos classicos de sintese de flavondides, bem como al-
guns menos conhecidos. Neste texto, considerou-se o termo flavondide como um termo
genérico para se designar as flavonas, dihidroflavonas, isoflavonas, auronas, chalconas,

antocianidinas, bem como seus glicosideos e polimeros (taninos).
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2.8.1.1 Sintese de Auwers

Trata-se de uma reacao de sintese de flavonol, descrita em 1908 pelo quimico alemao
Karl Von Auwers. Consiste em uma condensacao alddlica entre uma cumarona e o ben-
zaldeido, catalizada por acido, formando uma chalcona. Esta em seguida reage com

bromo, e posteriormente o produto é desalogenado em meio basico resultando em um
3-hidroxiflavonol (figura 12):(47)

o} H o] H o B
+ 2 . - o
b+ o O
Cl Cl Cl

a) HCl 36%/EtOH )
b)Br,/cHcl,, 20 °C
c) KOH / EtOH / refluxo

Flavonol

Figura 12: Sintese de um flavonol - Sintese de Auwers

2.8.1.2 Sintese via condensacgao aldélica

A condensacao alddlica pode ser descrita genericamente, como a adi¢cao de um enolato
de um aldeido ou cetona ao grupo carbonila de um segundo aldeido ou cetona. Os produtos
iniciais desta condensagao, 2-hidroxialdeido (aldol) ou 2-hidroxicetona (cetol), podem a
seguir, desidratarem-se e formarem um composto carbonilico «, S-insaturado.(47) Um
caso particular desta reacao, é quando o enolato de uma cetona, adiciona-se ao grupo
carbonila de um aldeido nao enolizavel ou vice-versa e é conhecida como condensacao de

Claisen-Schmidt.

Uma reacao classica da quimica organica que, apesar de conceitualmente simples,
ainda que com modifica¢oes segue sendo extremamente importante para a sintese organica

destes compostos, devido a sua versatilidade na formacao de ligagdes carbono-carbono.

Esta reagao foi realizada em 1880-81(48, 49), consistiu na reagao do benzaldeido com

a acetofenona, conforme fig. 13:

Atualmente, a denominagcao de reacao alddlica é empregada para as reagao de qualquer

enolato, nao importando a sua origem (aldeido, cetona, amida etc.) e um composto
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Benzaldeido Benzofenona Dibenzalacetona
(1-feniletanona) (1,3-difenilprop-2-en-1-ona)

Figura 13: Condensagao alddlica

carbonilico. Utilizando-se hidroxiacetofenonas e hidroxibenzaldeidos é possivel obter as

varias agliconas dos flavondides naturais.

2.8.1.3 Meétodo de Von Kostanecki

Este método, também chamado de método de Emilewicz-Kostanecki (devido ao quimico
polonés Stanistaw Von Kostanecki)*il| ¢ provavelmente um dos primeiros métodos em-
pregados para a sintese de flavonas, descrito inicialmente em 1898. A reacao consiste na
halogenagao (em geral a bromacao), de 2’-hidroxi, ou 2’-acetoxi chalconas, e a posterior
desalogenacao empregando-se solucao aquosa alcalina, a quente. Uma reagao competitiva
desta reagao, a qual, por muito tempo a impediu de ser largamente e empregada ¢ a

ciclizagao da dialochalcona inicial, em uma aurona.

Posteriormente, Von Auwers e Anshiitz (1921) mostraram que 4’-alcoxiflavonas pode-
riam ser obtidas com excelentes rendimentos, apenas empregando-se uma solugao alcoolica
a frio. Assim, contornando a a-halo-(3-alcoxicetona a qual cicliza para aurona, uma reacao
caracteristica de dihaletos de chalcona contendo grupos doadores de elétrons nas posigoes

orto e para do anel B(50) (figura 14).

2.8.1.4 Reacao de Allan-Robinson

A chamada reagao de Allan-Robinson, consiste na sintese de flavonas e isoflavonas
pela condensagao de O-hidroxiarilcetonas com anidridos de acidos aromaticos e seus sais

sédicos(51): (figura 15)
2.8.1.5 Rearranjo de Baker-Venkataraman

O chamado rearranjo de Baker-Venkataraman consiste em um rearranjo catalizado

por base de O-aciloxicetonas em [-dicetonas, as quais sao intermediarios fundamentais

xiliMyszkéw, Polonia, 1860-1910
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Figura 14: Sintese da flavona - método de Von Kostanecki
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a) piridina (anidra)/refluxo, 15 minutos

Figura 15: Sintese de uma flavona - Reagao de Allan-Robinson

na sintese de flavonas(52): (figura 16)

Figura 16: Rearranjo de Baker-Venkataraman

2.8.1.6 Reacgao de Algar-Flynn-Oyamada

Uma reacao muito simples e pratica para a sintese de flavondis é a oxidagao de chal-
conas empregando-se apenas o peréxido de hidrogénio, esta reagao ocorre através de um

intermedidrio dihidroflavonol: (figura 17)(53)
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Figura 17: Reacao de Algar-Flyn-Oyamada
2.8.1.7 Acoplamento de Suzuki-Miyaura

A reagao de Suzuki-Miyaura (frequentemente chamada apenas de acomplamento de
Suzuki) foi publicada inicialmente em 1979 e, envolve o acoplamento catalisado por com-
plexos de palddio entre acidos organoboronicos. A reagao originalmente (figura 18) visava
apenas o acoplamento de compostos arilicos, com o desenvolvimento de novos catalisado-

res o método, passou a ter uma aplicagdo maior.(54)

A reacao atualmente inclui como reagentes além dos compostos arilicos, alcanos, al-
cenos e alcinos, e além dos 4cidos boronicos utiliza-se também trifluoroboratos (triflatos),

organoboranos e boronatos (figura 19).

Em 2003, Said Eddarir e colaboradores publicaram a sintese de chalconas baseando-
se no acoplamento de Suzuki-Miyaura. A reacao consiste na reagao de Suzuki entre
cloretos de cinamoila e acidos fenilboronicos ou entre cloretos de benzoila e dcidos fenil-

vinilborénicos (figura 18).(55)

O acido fenilvinilboronico foi preparado pela borilacdo do parametoxiestireno, pelo
pinacolborano catalisado pelo complexo de Rédio [RhCl(cod)s], resultando no éster pi-
nacélico do acido parametoxifeniletilboronico, este, foi clivado usando-se periodato em
THF /édgua, produzindo o acido parametoxifeniletilborénico, necessario para o acopla-

mento de Suzuki-Miyaura (figura 18):
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Figura 18: Sintese de chalconas - método de Eddarir
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Figura 19: Reacao original de Suzuki-Miyaura

2.9 flavondides: algumas atividades biolégicas

Os flavondides de um modo geral apresentam efeitos: antioxidantes(56)(57) (capa-
cidade de reagir com ROS,** muito envolvidas nos processos inflamatérios(58)(59) e de
envelhecimento celular), fungicidas(60), quelantes(61)(62), bactericidas, bacteriostéticos,
retardadores do envelhecimento celular, moduladores da permeabilidade de eritrocitos hu-
manos(63), radioprotetores(64) e filtro solar(65) (devido ao fato de seus picos de absor¢ao

se encontrarem nas bandas de UV-B (320-280 nm) e UV-C (280-100 nm)).

Uma vez que estes compostos apresentam frequentemente dois ou mais grupos hi-
droxila ligados ao anel benzénico, estes compostos sao muito suscetiveis a oxidagao, eles

encontram-se quase sempre na forma de glicosideos, pois os aglicares estabilizam o anel

xix

vide secao capitulo 1:Introducao
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aromatico.(66)

Nos flavondides o tipo de agticar (glicose, frutose etc.) que esterifica o oxigénio do
grupo fenol é caracteristico de uma espécie vegetal, e por vezes, dentro de uma mesma
espécie, acucares diferentes ligados a um mesmo flavondide caracterizam uma linhagem
genética distinta da planta produtora. Ou seja, é possivel a existéncia em uma determi-
nada esécie vegetal, de duas plantas ou mais plantas que sao morfologicamente idénticas,
mas que ao serem analisadas quimicamente, chega-se a conclusao de que ambas produ-
zem um mesmo flavondide ligados a acucares diferentes. Assim as plantas podem ser

classificadas em quimiotipos diferentes.(67)(68)

Atualmente os flavondides sao considerados marcadores quimicos, usados na classi-

ficacao filogenética das plantas(69).

Como exemplos de efeitos antifiingicos, pode-se citar uma chalcona extraida do cerne
da madeira de Platymiscium yucatanum (Leguminosae) popularmente conhecida no México

como granadillo, ativa contra os fungus Coriolus versicolor e Lenzites trabea(70).

Segundo alguns autores, uma dieta rica em flavondides, tém sido associada a uma
melhor resisténcia dos eritrécitos de mamiferos aos danos causados por radicais livres
oxigenados (peréxido, superdxido, peroxila, hidroxila, etc.), e ainda com uma chance

reduzida de desenvolvimento de doengas cardfacas.(71)

Em particular, as procianidinas (figura 20), tem demonstrado efeitos positivos sobre

a estimulagao do sistema imune e diminui¢do do estresse oxidativo(72).

Figura 20: Exemplo de estrutura de uma procianidina

O fato de os flavondides, de um modo geral, aumentarem a resisténcia dos eritrocitos
ao dano oxidativo, é particularmente til, uma vez que estas células possuem uma sus-
ceptibilidade fmpar a este tipo de dano, devido a uma confluéncia de fatores (ver segao
1.6.3):

Quanto aos seus efeitos anti-inflamatdrios, experimentos com flavondides tém apresen-

tado uma série de evidéncias que demonstram a inibicao de uma ampla gama de citocinas
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pro-inflamatérias. Apesar de até o presente momento nao ter sido estabelecido ainda um
mecanismo que explique as bases moleculares deste efeito antiinflamatoério, véarios artigos

demonstram esta acdo terapéutica na clinica médica(73).

Existem ainda, estudos que indicam que um possivel mecanismo, seria um decréscimo
da producao de NO (6xido nitrico). A respeito dos efeitos antibiéticos dos flavonéides,
pode-se citar o uso do glicosideo florizin no tratamento da malaria. Este mostrou baixa

toxicidade aos eritrdcitos e um bom ICsy (concentracao na qual 50% dos parasitas mor-

reram).(74)
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Objetivos gerais e especificos

2.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve por objetivo a averiguacao qualitativa da existéncia de efeitos
antibiotico e fotodinamico empregando-se os extratos etandlicos brutos das flores de B.

sulphurea, uma representante da familia Asteracez.

2.2 Objetivos especificos

Procurou-se encontrar alguma aplicagao pratica para o referido efeito, por meio de
experimentos envolvendo inativacao fotodinamica de microrganismos patogénicos (coli-
formes fecais), citotoxicidade em Artemia salina, fotohemdlise de eritrécitos de carneiro e

fotoinativacao de levedura da espécie Saccharomyces cerevisiae.

Procurou-se testar o extrato de B. sulphurea em um ensaio que pudesse demonstrar
tanto a existéncia de efeitos pré como anti oxidantes, uma vez que na literatura existem
relatos da existéncia de flavonéides em B. sulphurea(13),(14),(75) e estes sdo notérios an-
tioxidantes(76) e fotoprotetores(77). Logo, o objetivo especifico foi a observagao de ambos

os efeitos em um tnico experimento por meio da variacao dos parametros experimentais'.

Veja o experimento de fotohemdlise, na pag. 66, no qual ambos efeitos, ozidante e antioridante foram
observados.
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Materiais e métodos

3.1 Extrato bruto etandlico de B. sulphurea (laranja)

Separou-se as bracteas (desprezando-se os capitulos) de cerca de 300 flores (apro-
ximadamente 50g) de B. sulphurea variedade laranja. As bracteas foram trituradas na
poténcia maxima por 1 minuto e meio em um liquidificador contendo 200 mL de alcool
etilico comercial hidratado 96 °Gl. Separou-se de seu sobrenadante, uma pasta composta
pelas bracteas moidas. Aqueceu-se a solucao em uma jarra de vidro de 500 mL, em um
forno de microondas com poténcia de 900 Watts, e frequéncia de trabalho de 2450 MHz),
até a ebulicao (o que demorou aproximadamente 40 segundos). Logo apds, com a solugao
ainda quente, filtrou-se em papel de filtro (marca Wattman), e a solugao final armazenada

em recipiente plastico opaco e bem vedado sob refrigeracao, a -20 °C.

3.2 Obtencao de extrato bruto liofilizado de B. sulphu-
rea (amarela e laranja):

Preparou-se um extrato bruto concentrado das flores de B. sulphurea variedadee la-
ranja e amarela, para que fosse utilizado nos experimentos de “fotohemdlise” e de “Ina-

tivacao fotodinamica de coliformes fecais”, procedendo-se da seguinte maneira:

Coletou-se flores de B. sulphurea no periodo da manha, em Uberlandia, no Bairro
Cidade Jardim (Latitude: -18.95019 e Longitude: -48.29129). As flores foram secas no

escuro, ficando 5 dias a temperatura ambiente e 5 dias a 37°C.

As flores foram maceradas e, 20g do pé das flores secas receberam 200 mL de solucao
de etanol 80% (160 mL de etanol absoluto e 40 mL de dgua destilada), e ficaram no escuro

por 5 dias, com agitacao ocasional.

50 mL do material extraido foram liofilizados, até a obtengao de um soélido escuro.
500 mg deste material foi dissolvido em 1000uL etanol absoluto (solugdo estoque EtOH ),
outros 500 mg foram dissolvidos em 1000uL de solucdo salina (solugdo estoque salina)

ambas solugoes foram armazenadas em refrigerador a -20°C em tubos tipo Eppendorf.
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3.3 Obtencgao dos espectros UV /VIS de B. sulphurea
(amarela e laranja)

Leu-se os espectro UV/VIS do extrato etandlico bruto de B. sulphurea preparado
tanto pelo método da segao 3.1 quanto pelo método da secao 3.2. Utilizou-se um espec-
trofotometro marca HACH, modelo DR/4000 U (faixa de operac¢ao: 190 nm-1100 nm),

com uma cubeta de quartzo com caminho 6tico de 1 cm.

Procedeu-se da seguinte forma: para o extrato obtido pelo método da seccao 3.1
retirou-se a linha base (190 nm-1000, passos de 2 nm) com 5uli de etanol hidratado
comercial 96 °Gl diluido em 2000uL de agua destilada. Em seguida efetuou-se a varredura

na faixa de 190 nm-1000 nm (passos de 2 nm).

Para o extrato obtido pelo método da secao 3.2, tirou-se a linha base usando-se 2000uL
de solucao salina e na varredura do extrato foi usado 10uL de solugao estoque EtOH (paras

ambas as variedades) em 2000uL de solucdo salina.

Em um segundo momento, tirou-se a linha base usando-se 2000uL de solucao salina

mas a varredura foi feita usando 10ul de solugao estoque salina.

Na figura 27 (segao de resultados) os espectros foram obtidos dissolvendo-se cerca
de 100 puL. do extrato etandlico bruto de B. sulphurea variedade laranja, obtido pelo
método da secao 3.1 em 2000 pul. do solventes: &dgua destilada, ciclohexano, dimetil-

sulféxido (DMSO) e etanol absoluto, respectivamente.

Para este espectro tirou-se a linha base utilizando-se 2000 pL. dos solventes puros
(Merck) grau espectroscépico!, usando-se uma cubeta de quartzo com lem de caminho

otico.

3.4 Espectros das lampadas UV e fluorescente utili-
zadas

Visando-se comparar o espectro de absorcao dos extratos empregados com os espectros
de emissao das lampadas utilizadas nos experimentos, decidiu-se registrar os espectros de
duas fontes luminosas diferentes: A lampada fluorescente de 20 watts empregada no
experimento de fotohemolise e a lampada UV compacta empregada na visualizacao das

placas cromatograficas, ambas da marca OSRAM.

'Assim como o grau de todos os demais solventes utilizados na leitura dos espectros.
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Para tanto, empregou-se o espectrégrafo de alta resolugao (0.02 nm) HR 4000 (marca
Ocean Optics) acoplado ao sensor (tipo CCD) TCD1304AP (marca Toshiba). Registrou-
se os espectros de ambas as lampadas conforme orientacao do fabricante do equipamento.

Os dados encontram-se descritos na segao de resultados experimentais (figuras 28 e 29).

3.5 Sistemas de irradiacao empregados

Neste trabalho foram confeccionados e testados 4 sistemas de irradiagao em que se

utilizaram fontes luminosas bastante distintas:

e Lampada halégena: Lampada halégena de 250 watt (2,1J - cm™2)
O aparelho consistiu em uma lampada de retroprojetor (dicréica) montada dentro da
carcaca metdlica de uma fonte de alimentacao elétrica e, acima desta, um retangulo
de vidro transparente, com cerca de 10x20x6¢cm, 6co, dentro do qual se fazia circular
agua. A agua entrava por um tubo lateral conectado a uma mangueira de latex e
era retirada pela acao gravitacional por outro lado a semelhanca de um condensador

de Liebig.

e LED: Seiscentos diodos de iluminagao de 8 mm de alto brilho (8000 med), A\,ax ~
630nm
O sistema foi composto por seiscentos LED de 8 mm com angulo de abertura de 120°
(marca ZX) (ver figura 21), soldados lado a lado, de modo que suas extremidades
retas se tocassem, em uma placa de fenolite. Estes foram ligados a uma fonte
de alimentagao do tipo simétrica e alimentados com 12 volts a 20 mA, conforme

orientacao do fabricante. Este sistema doravante sera denominado “LED 600”.

e Lampadas fluorescentes: Aparelho constituido por quatro lampadas fluorescen-
tes de 20 watts cada.
Aparelho composto por 4 lampadas fluorescentes tubulares de 38 ¢cm (marca OS-
RAM), montadas dentro de uma caixa retangular (60x40x75cm) de ago, pintada por
dentro e por fora com tinta epdxi na cor branca. As lampadas foram espacadas de

cerca de 5 cm uma da outra.

e LED: LED de 1 watt da marca Cree, angulo de abertura de 120°, \,,ax ~ 630nm
O sistema (ver figura 22) foi confeccionado usando-se o corpo de uma lanterna
emborrachada (impermeédvel), onde instalou-se os LED, no total de dez, no local

original da lampada, uma placa de circuito impresso circular (ocupando toda a area
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da parte frontal da lanterna). O sistema foi conectado a uma fonte de alimentacao

apropriada de 12 volts. Cada LED consome cerca de 1 watt.

Figura 21: Aparelho utilizando 600 LED de alto brilho de 8mm



Figura 22: Lanterna de 10 LED de 1w
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3.6 Metodologia experimental com Artemzia salina

3.6.1 Eclosao dos cistos de Artemia salina

Colocou-se cerca de 300 mg de cistos em um béquer de 2 L. com solug¢ao composta por
20g de sal marinho por litro de agua destilada. Sobre o béquer instalou-se uma lampada
halégena de 10 watts e mateve-se o béquer sob agitacao por 24 horas, com o auxilio do

ar comprimido de uma bomba comum de aquério.

3.6.2 Solucgao de extrato bruto de B. sulphurea empregada em
Artemia salina

Para os ensaios empregando-se o crustaceo Artemia salina, utilizou-se a solugao re-
sultante do procedimento descrito na secao 3.1, diluida no préprio meio de cultura no
qual os cistos do crusticeo eclodiram. Foram feitas dilui¢bes (em triplicata) usando-se
entre 50ul a 200uL do extrato etandlico bruto (descrito na referida se¢ao). Anotou-se os

resultados, os quais encontram-se descritos na secao “Resultados experimentais”.

3.6.3 Ensaio de toxicidade em Artemia salina

Antes de seu emprego, retirou-se a solugao estoque (extrato preparado na se¢ao 3.1)
da geladeira e aguardou-se a mesma atingir a temperatura ambiente. Com o auxilio
de micropipetas, retirou-se aliquotas da solucao estoque e diluiu-se nas solucoes salinas

contendo em média 10 artemias® por tubo.

Marcou-se os tubos a caneta informando a quantidade de extrato adicionado (em
triplicata): 50 pl, 80 uL etc. Ajustou-se o volume final dos tubos para 3 mL, nos quais

diluiu-se o extrato bruto de B. sulphurea (preparado como na segao 3.1).

Dispos-se os tubos em fileiras, em um suporte para tubos de ensaio, cada fileira era
acompanhado de um “branco”. Ou seja, uma solucao salina com artemias sem extrato
mas com o mesmo volume de etanol contido em cada diluigao adicionado. O qual serviu
para avaliar-se a taxa de mortalidade “normal” (devido & manipulagao, irradiagao etc.)

apos as 24 horas de absorcao, dividiu-se os tubos em dois grupos:

No grupo “A” irradiou-se as artemias (no aparelho de LED 600 descrito neste texto)

"E dificil garantir-se pegar sempre dez artemias porque as mesmas ao nascerem, sao muito parecidas
com as cascas de seus ovos, cascas estas que, as vezes, sao coletas acreditando-se serem nauplios de
artemias.
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por 30 minutos e no dia posterior contou-se a quantidade de Artemia mortas (entre 8-24
horas de absor¢ao) no grupo “B”, as artemias nao foram irradiadas ficando no escuro por

mais 24 horas.

O tempo de irradiacao foi sempre o mesmo: 30 minutos, a altura desde o arranjo de

600 LED até os tubos também era sempre a mesma, cerca de 8 cm.

O tempo de incubagao foi sempre de 24 horas. Ou seja, o periodo durante o qual o
crusticeo foi exposto ao extrato etandlico (extraido a quente) de B. sulphurea variedade
laranja, antes da irradiacao por 30 minutos no aparelho “LED 600” quando a irradiacao
ocorreu, ou seja na tabela 1. A contagem de artemias ocorreu 48 horas apds a adigao do

extrato.

Passadas 48 horas, derramou-se a solucao de cada tubo em uma placa de Petri sob con-
tador de colonias microbiolégicas, com o auxilio de uma lupa, contou-se os crustaceos vivos
e mortos. Considerou-se o espécime como morto quando este nao apresentava movimento
por 30 segundos. Anotou-se os resultados, os quais encontram-se na secao “Resultados

experimentais”.

3.7 Experimento de fotohemodlise em eritrécitos

A fim de se avaliar a existéncia de efeitos fotodinamicos com relacao ao extrato das
pétalas de B. sulphurea, empregou-se eritrécitos de carneiro (gentilmente cedidos pelo Ins-
tituto de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia), os quais encubou-
se com solugoes do extrato bruto de B. sulphurea em solugao fisioldgica (0,9 % NaCl),
tanto mantidos no escuro (avaliagdo do componente citotoxico), quanto irradiados no

aparelho de lampadas fluorescentes (segao 3.5).

Dispos-se as lampadas a uma distancia de cerca de 8cm das placas de 24 pocos utili-

zadas no experimento, o qual desenvolveu-se, segundo o seguinte protocolo:

e Eritrocitos de carneiro:
Obteve-se sangue de carneiro com heparina (anticoagulante) e centrifugou-se este a
1500 rpm por 10 minutos, coletou-se o corpo de fundo (eritrécitos) e desprezou-se o
sobrenadante (soro). Os eritrécitos foram lavados com um volume de solucao salina
(0,9 %) dez vezes maior do que o volume ocupado por estes no tubo de centrifuga,

repetiu-se este procedimento foi repetido por trés vezes.

e Suspencgao de eritrécitos:
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Preparou-se uma suspencao de eritrécitos obtidos no item anterior anterior, com a

concentragao de 0,8% (v/v), em solucao salina

e Diluicoes sucessivas:
Em placas de 24 pogos, diluiu-se o extrato bruto liofilizado de B. sulphurea (laranja e
amarela, ver segao 3.2) sucessivamente nas concentragoes de 1/200 (1 pL de extrato
bruto para 200 pL de solucdo salina) até 1/3200, todas as diluigbes foram feitas em

triplicata e o volume final em cada poco foi de 100 uL.

e Adicao de eritrécitos de carneiro:
Apés o passo anterior, adicionou-se a cada pogo igual volume de suspensao de
eritrécitos de carneiro a 0,8%, logo a concentracao de eritrécitos final foi de 0,4%,

pois o volume final passou a ser de 200 pL.

e Incubacao e irradiagao:
Incubou-se a placa de 24 pogos com o arranjo acima descrito, no claro e no escuro por
30 minutos e 180 minutos, ou seja, uma placa permaneceu no escuro por 30 minutos
outra por 180, outra placa foi irradiada por 30 minutos outra por 180 minutos. As
placas foram irradiadas por 4 lampadas fluorescentes de 20 watts (marca OSRAM)

a uma distancia de 8 cm.

e Controles positivo e negativo:
Em todo o experimento, manteve-se (para a hemolise dos eritrécitos) controles posi-
tivos e negativo, respectivamente. O controle positivo, (100% de hemdlise) foi feito

com &gua destilada e o negativo (0% de hemolise) em solugao salina a 0,9%

e Centrifugacao:
Apds o periodo de incubacao, o material foi removido de cada um dos pogos e

centrifugado a 14000, rpm por 2 minutos, a temperatura ambiente.

e Coleta do material:
Coletou-se os sobrenadantes e léu-se em espectrofotometro a absorbancia da solucao

em 540 nm (pico de absor¢ao da hemoglobina).

3.8 Fotoinativacao de Saccharomyces cerevisie

Visando-se avaliar o potencial fototéxico contra fungos, o extrato etandlico bruto
(secgao 3.1) de B. sulphurea (laranja), foi testado contra a levedura S. cerevisiae (empregou-

se como fonte destas leveduras o fermento para paes marca Itaiquara).
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Como procedimento experimental para avaliacao quanto aos possiveis efeitos foto-
dinamicos do extrato etanélico adotou-se a seguinte técnica (todos os procedimentos foram

também realizados no escuro, ou seja, sem irradiacao):

1. Preparou-se uma suspensao estoque de células de S. cerevisie na concentracao de 4
na escala de McFarland, partindo-se de cultura de S. cerevisie feita em agar PDA

(Potato Dextrose Agar, ou Agar Dextrose Batata).

2. Retirou-se uma aliquota de de 10 pL. da suspensao preparada no item anterior e
inoculou-se esta suspensao em placas de Petri, contendo 20 mL de agar PDA pelo

método Pour plate

3. Volumes de extrato etandlico bruto (segao 3.1) de 250 pL, 500 pL, 850 pL e 1000 pL
(em triplicata) foram diluidas diretamente em placas de Petri com 20 mL de dgar
PDA. Esta diluicao foi realizada em seguida ao item anterior, ou seja, adicionou-se

o in6culo juntamente com o extrato etandlico de B. sulphurea.

4. Trradiou-se estas placas por 15 minutos com o auxilio da lanterna de LED, colocou-

se a extremidade luminosa a uma distancia de cerca de 8 cm da placa de Petri.
5. Como BRANCO adotou-se o seguinte critério:
e placas de Petri apenas com &dgar (para se testar uma possivel contaminagao,
denominado de “CONTROLE”)

e placas inoculadas e irradiadas (para se testar o efeito somente da luz)

e placas inoculadas e nao irradiadas (para se estimar o crescimento normal das

colonias)

e placas com agar, somente com o extrato (para se testar uma possivel conta-

minagao do extrato).

e placas inoculadas contendo apenas o solvente (etanol hidratado) eram irradia-

das (para se avaliar algum efeito do etanol quando irradiado)
6. As placas eram postas em estufa, e mantidas a 37 °C por 24 horas.

7. Apo6s 24 horas de incubagao as placas de Petri foram postas em contador de colonias

e contou-se o nimero destas.

8. As placas eram fotografadas e algumas destas fotos consideradas mais relevantes,

encontram-se em Resultados experimentais.

iVeja a figura 22
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3.9 Fotoinativacao de coliformes: LED 600

O extrato etandlicos bruto de B. sulphurea, preparado conforme 3.1 foi avaliado quanto
a sua potencial atividade fotodinamica, com relagao aos coliformes presentes em uma agua
contaminada (coletada de vasos sanitérios). Utilizou-se o meio de cultura comercial FLU-
ORCULT (LMX Broth)(©(como caldo) para a cultura. Todos os tubos foram inoculados
com 100uL da dgua contaminda, a qual no momento da coleta apresentava-se limpida e

sem detergentes, desinfetantes etc.

Diluiu-se sucessivamente o extrato etandlico no caldo de cultura (1/2 = 1000 pL de
extrato etandlico para 1000 puL de caldo, 1/4 = 500 pL de extrato etandlico para 1500
pL de caldo etc.). Irradiou-se os tubos por 10 minutos a uma distancia de 8 cm de suas
bases no aparelho LED 600, entao, encubou-se os tubos por 48 horas em estufa mantida
a 37 °C.

O etanol utilizado no preparo do referido extrato, foi diluido nas mesmas proporgoes
do extrato de modo que servisse como controle, para se avaliar se uma possivel inibicao

do crescimento da bactéria era devido ao etanol.

Os tubos nos quais se efetuaram as dilui¢oes do extrato foram entao fotografados apds
o periodo de irradiacao (figura 21). Procedeu-se entao, partindo-se do extrato etandlico,
A determinaciao do MIC(78)™, para se determinar qual a concentragao minima do extrato

etandlico que efetivamente inibe o crescimento de F. coli no caldo.

Considerou-se o MIC atingido quando encontrou-se uma concentragao em que apos a

irradiagao dos tubos, nao mais se observasse efeito fotodinamico.

O MIC obtido foi comparado com o que se obteve utilizando uma solugao de 0, 1Mol -
L~! de azul de metileno (Merck) irradiado nas mesmas condigoes descritas para o extrato

etanolico de B. sulphurea.

A fotos com os resultados encontram-se na segao 4.2.2.

3.10 Efeito antibiotico de B. sulphurea em E. coli

Visando-se encontrar-se o MIC do o extrato etandlico de B. sulphurea (tanto da va-
riedade laranja quanto da amarela, diluiu-se o extrato etandlico em caldo de cultura
(FLUORCULT(@©) inoculado com 50uL de suspensao de Escherichia coli ATCC 25922,

VDo inglés Minimum Inhibitory Concentration ou Concentracdo Inibitéria Minima
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grau 2 na escala de McFarland, (aproximadamente 6 - 10> UFCY).

Diluiu-se o extrato etandlico conforme preparado na segao 3.1 nas proporgoes: 1/1,
ou seja 1000 pL de extrato etandlico para 1000 uLi de caldo de cultura inoculado, e deste
modo proporcionalmente para todas a diluigdes subsequentes: 1/2, 1/4,1/8,1/16 e 1/32,

o volume final era aproximadamente 2000 pL.

Os tubos foram incubados por 48 horas em estufa mantida a 37 °C (no escuro, para
tentar-se isolar qualquer atividade fotodinamica), todos os ensaios foram realizados em

triplicata.

Apoés este periodo, procedeu-se a avaliacao da inibicao do crescimento bacteriano pela

inspecao visual!, bem como pela cultura em placas de Petri e avaliacdo do nimero de

UFC.

Para realizar-se a contagem, transferiu-se 10 pL de suspensacao do tubos para a placas

de Petri contendo dgar PCA (Plate Count Agar) e espalhados pelo método “Pour plate”.

Estas placas foram colocadas em estufa a 37°C por 24h. Ao fim das quais, realizou-se
a contagem dos microorganismos que sobreviveram ao extrato etandlico com o auxilio de

um contador de coldnias tradicional. Anotou-se os resultados.

3.11 Fotoinativacao de coliformes com lampada halégena

Utilizou-se o aparelho de irradiagao que utiliza-se de uma lampada hal6gena dicréica
(ver segao 3.5) como fonte luminosa para se testar a capacidade do extrato etandlico de B.
sulphurea (variedades amarela e laranja), de inativar fotoquimicamente coliformes fecais

presentes em agua contaminada, coletada de vasos sanitarios.

O extrato de B. sulphurea utilizado, foi o preparado na segao 3.2 (liofilizado). Utilizou-
se uma placa com 96 pocos na qual efetuou-se diluicoes sucessivas da adgua contaminada

juntamente com os extratos etandlicos, em varias proporcoes, segundo o protocolo:

Agua contaminada por coliformes fecais, foi utilizada pura, e diluida com dgua desti-
lada nas proporgoes de 1/5, 1/10 e 1/100. Ou seja, as proporgoes de dgua contaminada
para dgua destilada foram respectivamente: 10uL para 50uL, 10uL para 100uL e 10uL
para 1000uL.

VUnidades Formadoras de Colonias
VINeste caso, foi utilizada uma lampada ultravioleta fluorescente compacta com comprimento de onda
de 365 nm
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O extrato etandlico de B. sulphurea foi diluido com agua destilada nas proporgoes
de 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200 e 1/6400 de extrato para agua destilada
respectivamente. Agua contaminada foi entao adicionada (100uL) aos pogos da placa,

contendo as diluigoes seriais do extrato etandlico.

Logo apéds, a placa foi incubada no escuro por 10 minutos e, em seguida, irradiada
por 10 minutos, pela lampada halégena do aparelho descrito (2,1J - cm?). 100uL de
caldo FLUORCULT foi entao adicionado a cada pogo da placa, e a mesma foi incubada
em estufa a 37°C por 48 horas em camara himida. Anotou-se os resultados, os quais
encontram-se dispostos na tabela 34 juntamente com as fotos do experimento, na se¢ao

“Resultados experimentais”.

Para a variedade amarela, nem todas as cocentracoes foram ensaiadas, devido a falta
de material (flores amarelas), deste modo indicou-se este fato pela sigla “ND” ou nao
determinado. Os ensaios foram realizados em triplicatas para a figura 36 e em duplicata
para todas as demais figuras. Quando nao indicado na prépria figura, o controle de
crescimento foi realizado na tltima coluna da placa (coluna 8), na qual nao foi adicionado
extrato de B. sulphurea. Nesta coluna de controle adicionou-se apenas o caldo de cultura

e o inéculo.



