53

Resultados experimentais e

discussoes

4.0.1 Espectros do extrato etandlico de B. sulphurea

dens variedade laranja em [EtOH
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k(nm)

Figura 23: Espectro UV/VIS do extrato etandlico de B. sulphurea, variedade laranja,
dilui¢ao (1,/200)

A figura 23 mostra a grande absorbancia na regiao que vai de cerca de 200 nm até
aproximadamente 240 nm. Nota-se ainda duas bandas pouco separadas. Uma mais
estreita que vai de cerca de 250 nm até 300 nm. Outra mais larga que se inicia em
aproximadamente 300 nm e vai até cerca de 420 nm. A cor do extrato é devido a esta
ultima banda. Como esta banda estd compreendida na regiao do violeta, o extrato mostra

coloracao laranja amarelada.

Nota-se pela figura 24 basicamente as mesmas bandas com a mesma intensidade que
na figura 23, apenas com pequenos deslocamentos. Nesta diluigao (1/200) ambos extratos
possuem coloracao praticamente idéntica a olho ni: sao ambos amarelados. A diferenca
de cor entre as variedades amarela e laranja evidenci-se somente em concentragoes mais

altas.
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Bidens variedade amarela em EtOH

0.0
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Figura 24: Espectro UV/VIS do extrato etandlico de B. sulphurea variedade amarela,
dilui¢ao (1,/200)

Pode-se notar pelas figuras 25 e 26 que o espectro UV/VIS do extrato etandlico
liofilizado de B. sulphurea variedade amarela, dissolvido em solucao salina absorve mais
fortemente no ultravioleta (mais precisamente em cerca de 200 nm) do que os extratos
liofilizados das variedades laranja (tanto dissolvido em etanol quanto em salina) e do que
o extrato da variedade amarela dissolvida em etanol. O aumento na absorbancia é de
cerca de 50% maior: 1.5 no extrato da variedade amarela em salina contra 1.0 para todos

0s outros casos.

| |
Bidens variedade amarela em EtOH

0.0

200 400 ) (um) 600 800 1000

Figura 25: Espectro UV/VIS do extrato de B. sulphurea variedade laranja, diluigao
(1/200)

Além deste aumento na absorbancia na regiao do ultravioleta, pode-se também notar

que a banda na regiao de 250 nm até 300 nm ¢é melhor definida nos espectros dos extratos
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dissolvidos em solucao salina. Além disto, a absorbéancia na regiao de 300 nm até cerca

de 420 nm é menos intensa do que no extratos dissolvidos em etanol.

Bidens variedade amarela em saila
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Figura 26: Espectro UV/VIS do extrato de B. sulphurea variedade amarela, diluigdo
(1/200)

A figura 27, mostra espectros obtidos em diferentes solventes, todos sobrepostos em
um unico grafico, utilizando-se estrato etandlico bruto estraido a quente de B. sulphurea

variedade laranja.

4.0+
Bidens variedade laranja
3.54
3.0 —H,0
Ciclohexano
25 ——DMSO
® —— Etanol
Q
< 204
1.5
1.0
0.5+
0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Figura 27: Espectros sobrepostos em diferentes solventes de extratos de B. sulphurea
variedade laranja

Nota-se por estes espectros que, em todos os solventes utilizados (exceto o ciclohe-

xano), o extrato de B. sulphurea absorve fortemente luz azul visivel apenas na regiao do
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violeta (450-475 nm).

Nota-se ainda que, a pesar do extrato em ciclohexano ser apenas ligeiramente ama-
relado (fraca coloracao devido a absor¢ao muito pequena na regiao do visivel) o mesmo
absorve varias ordens de grandeza a mais do que nos outros solventes. Pela figura 27,
nota-se ainda que a despeito da absorbancia na regiao do visivel ocorrer em regia préxima
a observada nos espectros obtidos com o estrato liofilizado, ela é mais intensa no estrato
obtido com etanol a quente. Sendo a absorbancia obtida em DMSO particularmente

intensa.

Assim, é interessante que o extrato tenha mostrado atividade fotodinamica quando
irradiado com os LEDs (A > 600 nm), pois a absor¢ao na regiao de emissao destes é muito

baixa.

Por outro lado, sabe-se que os tecidos bioldgicos, sao em geral muito permeaveis a luz
de comprimentos de onda longos (regiao do vermelho para o infravermelho, ou cerca de
620 nm até 750 nm), assim talvez a baixa absor¢ao de luz neste comprimento de onda

tenha sido ao menos em parte compensada pela grande penetragao nas células estudadas.
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4.1 Espectros das lampadas fluorescente e UV utili-
zadas

A figura 28 mostra o espectro de emissao (em unidades arbitrarias) da lampada de 20
watts empregada no experimento de fotohemdlise. Os picos agudos sao devidos a emissao

atomica dos diferentes elementos quimicos presentes nas lampadas: Hg, Th, Yb, Eu etc.

Comparando-se este espectro, com os espectros de absor¢ao dos varios extratos de B.
sulphurea, vemos que nenhuma das duas fontes luminosas (lampada fluorescente e UV)

cobrem efetivamente o espectro de absorcao dos extratos.

A lampada UV é a que mais emite dentro da faixa de absor¢ao maxima dos extra-
tos, fato verificado experimentalmente pela grande fluorescéncia que o extrato apresenta

quando irradiado com esta lampada.

Um arranjo que melhor emitiria dentro do espectro de absorcao dos extratos de B.

sulphurea seria uma juncao das duas lampadas.

Como o aparelho utilizado no experimento de fotohemolise possui 4 bocais para
lampadas fluorescentes, pode-se pensar em combinar lampadas UV e fluorescentes bran-
cas 2 a 2, de modo a se expandir a banda de emissao, no sentido de cobrir ao maximo o

espectro de absorcao dos extratos de B. sulphurea.

q Lampada Fluorescente 20 watts
16000 |
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Figura 28: Espectro da lampada fluorescente de 20 watts
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Lampada UV 15 watts
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Figura 29: Espectro da lampada UV de 15 watts

4.2 Ensaios biolégicos

Com relacao as tabelas 1 e 2, nota-se que a despeito do espectro de emissao dos LED
do aparelho “LED 600" estar pouco sobreposto com o de absorcao do extrato etandlico de
B. sulphurea empregado, ainda assim obteve-se um efeito fototéxico bastante mensuravel

em relac@o a toxidade do extrato no escuro (nao irradiado).
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4.2.1 Mortalidade fotodinamica de Artemia salina

Abaixo, encontram-se dispostas as tabelas onde se resume os resultados dos experi-
mentos empregando A. salina. Conforme descrito na secao “Materiais e métodos empre-

gados” (§3.6, pag. 46).

4.2.1.1 Artemias irradiadas

Tabela 1: Artemias irradiadas, dilui¢ao: 100-140 uL

100 puLL 120 puLL 140 uL
n - Vivas | Mortas - Vivas | Mortas - Vivas | Mortas
1 | Branco 11 1 Branco 12 0 Branco 11 2
2 | Tubo 1 5 5 Tubo 1 2 6 Tubo 1 1 13
3 | Tubo 2 3 6 Tubo 2 3 7 Tubo 2 0 12
4 | Tubo 3 1 9 Tubo 3 0 11 Tubo 3 0 9
5 % T 31,03% | 68,97% % T 17,24% | 82,76% % T 2.86% | 97,14%

4.2.1.2 Artemias nao irradiadas
Tabela 2: Artemias nao irradiadas, diluigao: 100-140 pL

100 pL 120 pL 140 pL
n - Vivas | Mortas - Vivas | Mortas - Vivas | Mortas
1 | Branco 12 0 Branco 11 1 Branco 11 0
2 | Tubo 1 10 1 Tubo 1 11 0 Tubo 1 6 4
3 | Tubo 2 8 0 Tubo 2 9 1 Tubo 2 7 4
4 | Tubo 3 9 0 Tubo 3 9 0 Tubo 3 8 4
5 % T 94,43% | 3,57% % T 96,67% | 3,33% % T 63,64% | 36,36%

Pode-se notar um salto na toxidade do extrato (tabela 2) entre os volumes adicionados

de extrato de 120 uL e 140 pL. Para um aumento de apenas 20 pLi de volume de extrato

adicionado (16,67% a mais) a porcentagem de mortalidade aumentou mais de dez vezes.

Passando de 3,36% para 36,36%. Este aumento nao pode ser atribuido ao etanol utilizado

no extrato pois em todos os “brancos” (controle) apenas uma Artemia morreu (tabela

2, volume adicionado de 120 p). Nota-se ainda (tabela 1) que o aumento na taxa de

mortalidade para as artemias irradiadas foi mais linear do que no caso onde a toxidade

foi avaliada no escuro (tabela 2).
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4.2.2 Fotoinativagao de coliformes fecais com aparelho LED 600

A figura 30 mostra, o extrato etandlico de B. sulphurea apds 48 horas de incubacao
em estufa a 37 °C, diluido com o meio de cultura FLUORCULT e incubado com &gua

contaminada com coliformes fecais.

Analisando a figura 30 percebe-se que até na diluigao de 1/4 o extrato estandlico de B.
sulphurea (laranja) inibe o crescimento dos coliformes completamente (apds a irradiagao
por 10 minutos com o arranjo de LED descrito), pois o meio de cultura é amarelo e quando
ocorre crescimento das bactérias, o meio de cultura libera um croméforo azul', assim o

meio de cultura fica esverdeado (resultado da mistura das cores amarelo e azul).

Desta forma, (veja na figura 30), poderia-se supor que na diluigao 1/8 (extrato/caldo
de cultura) as bactérias ja se proliferaram em grande numero. Mas, apesar da cor a
luz branca se mostrar esverdeada, ela nao é uma confirmacao de crescimento massivo de
bactérias. A figura 31 mostra o porqué: apenas a partir do tubo “1/16” percebe-se a

fluorescéncia do caldo, indicando crescimento de coliformes em grande niimero.

As figuras 32 e 33, mostram o grande valor pratico da fluorescéncia do meio de cultura:
Como tanto o azul de metileno quanto o meio de cultura “positivo” para coliformes sao
azuis, nao é possivel detectar-se (a olho ni em luz branca) em qual concentragao o efeito
inibidor do azul de metileno passou a findar. Mas sob uma luz UV (A ~ 360nm), podemos
notar facilmente, veja a figura 33 que apenas na diluigao de 1/32 os coliformes proliferam-

se em abundancia.

Por estas imagens pode-se comprovar o efeito fotodinamico do extrato etandlico de
B. sulphurea. O efeito do extrato, que é uma complexa mistura de muitos compostos, é
comparavel ao do Azul de metileno que é uma substancia pura e considerado um fotosen-

sitizador classico.

A Asteracea B. sulphurea, jamais havia sido descrita na literatura como possuindo
qualquer atividade fotodinamica, tampouco antibiética. Ja seu uso folclérico como anti-
maldrico, havia sido descrito ainda em 1915 pelo médico carioca Dr. José Monteiro da

Silva(79) em sua Flora Medicinal.

"Portanto caso o crescimento tenha sido massivo, o meio se tornara completamente azul.



Figura 30: Determinagao do MIC para o extrato irradiado

Figura 31: Fluorescéncia revelando o crescimento de coliformes

Figura 32: Azul de metileno utilizado como fotosensitizador
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Figura 33: Azul de metileno inibe os coliformes até na diluigao 1/16
4.2.3 Fotoinativacao de coliformes com lampada halégena

Foi observada fotoinativagao significativa para diluigdes de até 1/400, dependendo da
concentracao do indculo e variedade da planta utilizada no extrato. A variedade laranja

demonstrou atividade fotodinamica cerca de duas vezes superior a variedade amarela.

A incubacdo no escuro' mostrou atividade do extrato até a diluicao de 1/200. Os
solventes etanol e dimetilsulfoxido ndo mostraram atividade nem no escurou nem ao

serem irradiados, quando testados nas mesmas proporcoes do extrato de B. sulphurea.

Pode-se atribuir o enorme aumento da atividade do extrato neste experimento, em
relacao ao experimento empregando-se o sitema LED 600, devido principalmente a dois

fatores:

Preparacao do extrato: O extrato utilizado no experimento do aparelho LED 600, foi
preparado usando-se cerca de 50g de flores frescas e extraido com etanol a quente,
(o que aumenta o poder de solubilidade do extrato). Mas o tempo de contato
entre as flores e o solvente foi curto. Ja o extrato utilizado no experimento com
lampada haldégena foi o extrato liofilizado, preparado a partir de cerca de 20g de

flores desidratadas, portanto muito mais concentrado.

Comprimento de onda da fonte luminosa: A fonte de irradiagdo empregada no ex-
perimeto do LED 600, foram diodos emissores de luz que emitem luz praticamente
monocromdtica. Comparando-se com os espectro obtidos para os extratos de B.

sulphurea™ (ambas variedades), vemos que o extrato absorve muito pouco na regiao

iQuando ndo houve irradiacio da placa.
"Veja a secao 4.0.1, pagina 53
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de emissao dos LED.

Assim, a lampada halégena que é uma fonte policromdtica e muito mais potente do
que os 600 LED, além de cobrir todo o espectro de absorcao do extrato etandlico,
ainda o fez com uma poténcia muito maior, mesmo na estreita regiao do espectro

coberta pelos LED.

A figura 34 mostra um resumo numérico dos resultados das figuras 35 e 36". Pode-
se perceber por esta tabela que o extrato etandlico liofilizado de B. sulphurea de ambas
variedades apresenta claramente tanto efeito antibidtico, ou seja, toxidade no escuro,
quanto efeito fototéxico (ou fotodinamico). Nota-se claramente que existe um grande
aumento da toxidade no extrato quando irradiado pela lamapda halégena. Pois quando
uma suspensao concentrada de coliformes (dgua contaminada nao diluida) foi testada
frente ao extrato, o mesmo causou inibigao do crescimento bacteriano na diluigao (média)
de apenas 1/200 no escuro chegando a inibir o crescimento dos coliformes até na diluigao

de 1/800 (experimento A3z) quando irradiado.

Amostras Extrato etandlico bruto
(diluicao) (Dilui¢ao mdzima onde os coliformes proliferaram-se)
S.D = Sem
Diluigao Variedade 1 . Variedade 1
N.D — nio ariedade laranja ariedade amarela
determinado
Nao irradiado Irradiado Nao irradiado Irradiado
S.D 1/100; 1/200 | 1,/800; 1/400; 1/400|  1/100; 1,100 1,200; 1/200
1/5 SD 1,/800; 1/800; 1,800 N.D N.D
__ o0 1 ¢ 1/1600; 1,1600;
Ay | 1/10 1/200; 1/200 1/1600 1/200 1/100
1/100 1/200: 1,200 1/1600; 1/1600; 1/200: 1/200 N.D
! ! ! 1,/1600 ! !
S.D 1/200; 1,200 1/400; 1,400 1100 1/200
Ay | 1/10 1/200; 1,200 1/400; 1/800 1/100 1/400
1/100 1/200 1/800; 1/1600 1/100 1,800
s.D 1/200 1/800 1/100 1/400
As | 1/10 1/200 1/1600 1/200 1/800
1/100 1/200 1/1600 1/200 1/800

Figura 34: Inativacao fotodinamica de E. coli com lampada halégena

Percebe-se que o extrato etandlico da variedade laranja de B. sulphurea é cerca de
100% mais inibidor ao crescimento de coliformes fecais quando irradiado com lampada

hal6gena do que o extrato da variedade amarela. O extrato etandlico da variedade laranja

VLegenda para estas figuras: N.I ndo irradiado e Irrad = irradiado)
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chegou a inibir o crescimento bacteriano quando diluido até 1/1600, (inéculo diluido de

1/100) enquanto que a variedade amarela chegou a atingir 1/800. Nota-se ainda que

a toxidade no escuro (efeito antibiético) do extrato etandlico de ambas variedade de

B. sulphurea foram muito semelhantes (média de 1/200) e fracamente dependente da

concentracao inicial do inéculo. Estes testes mostram claramente a correlacao entre a

fototoxidade e os pigmentos que conferem a cor laranja.
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Figura 36: B. sulphurea laranja: nao irradiada e irradiada
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Figura 37: Nenhum dos solventes inibiu o crescimento microbiano

A figura 37 mostra o resultado da incubagao dos coliformes fecais com diferentes
solventes, sob as mesmas condicoes empregadas para os extratos de B. sulphurea. Nota-
se que nenhum dos solventes empregados, nas concentragoes testadas foi capaz de inibir
o crescimento de coliformes, evidenciado pela forte fluorescéncia do meio de cultura em
todos os pocos. Portanto, pode-se descartar a possibilidade de os coliformes terem sido
inibidos devido aos solventes utilizados na preparacao dos extratos de B. sulphurea de

ambas variedades.
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4.2.4 Resultados da fotohemolise

Verificou-se que, somente ocorreu hemolise dos eritrécitos apdés 180 minutos, com
irradiacao ou no escuro. Apdés 30 minutos, nao foi verificada hemolise significativa, tanto

para os eritrécitos irradiados quanto para os que parmeneceram no escuro.

Eritrécitos totalmente hemolisados (controle positivo, ou 100% de hemdlise) com dgua
destilada produziram uma leitura (em unidades arbitrarias de absorbancia = u.a) em 540
nm, de 0,0208. A hemdlise basal (controle negativo, ou 0% de hemdlise) produziu uma

leitura (em unidades arbitrérias de absorbancia) de 0,0050.

e Legenda para o grafico da fotohemdlise (figura 38):

e Nlrrad/30min:

Nao irradiado (permaneceu no escuro) incubado por 30 minutos

e Nlrrad/180min:

Nao irradiado (permaneceu no escuro) incubado por 180 minutos

e [rrad/30min:
Irradiado (luz branca, 4 lampadas fluorescentes de 20 watts, a 8 cm) incubado por

30 minutos

e Irrad/180min:
Irradiado (luz branca, 4 lampadas fluorescentes de 20 watts, a 8 cm) incubado por

180 minutos

e (.005:

Hemolise basal, ou 0% de hemolise (em solugao fisioldgica)

o (.0208:

Hemolise 100%, em agua destilada

Pode-se notar seguindo-se a linha de hemdlise basal (linha zul claro, Abs: 0.0050
u.a) que, para as diluigdes 1/1600 e 1/3200 (ambas irradiadas por 180 minutos) a fo-
tohemdlise sofrida pelos eritrécitos foi na verdade menor do que a hemdlise basal, ou seja,
nesta condigoes os eritrocitos foram protegidos do dano fotoxidativo pelo extrato de B.

sulphurea.
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J& se olharmos para as dilui¢oes 1/200, no casos irradiado ou nao por 180 minutos,
veremos a absorbancia foi significativamente maior do que a apresentada pelo controle

positivo (100% de hemdlise).

Logo, a absorbancia nestes dois casos, foi maior do que a apresentada por toda a
hemoglobina presente nos eritrocitos apos ser liberada em solucao por hemolise total com

agua destilada.

Por conseguinte, o extrato de B. sulphurea apresentou neste caso, um fenomeno de
hipercromismo, pois a absorbancia da solucao aumentou bastante, sem que a massa de
soluto tenha aumentado, o que indica que alguma espécie quimica em solucao teve sua

estrutura molecular alterada, talvez por alguma reacao fotoquimica.

Como a hemoglobina contém ferro e o extrato de B. sulphurea mostrou grande faci-
lidade em complexar com este e, a absortividade molar do produto desta complexacao
parece ser ordens de grandeza maior do que a do extrato isoladamente, convém insvestigar-

se este fenomeno em maior detalhe, em um trabalho posterior.
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Figura 38: Fotohemdlise usando extrato de B. sulphurea laranja



68
4.2.5 Efeito antibiético de B. sulphurea em E. col:

Para ambas as variedades de B. sulphurea, notou-se o efeito antibiético até a diluicao

de 1/8, a partir da qual a E. coli passou a se proliferar.

Em todos os casos onde houve a proliferagao bacteriana, a contagem das unidades for-
madoras de colonias revelaram concentracoes UFC = 2, 5-107 para B. sulphurea variedade
laranja, e para a variedade amarela UFC = 5,0 - 107 enquanto que o controle (suspensio
bacteriana em solugao salina) revelou UFC da ordem de 10® e o Branco (solugio salina

estéril) nao revelou UFCs.

Usando-se o etanol como branco, ji na concentragao de 1/4, a contagem bacteriana
do tubo contendo apenas etanol (e inoculado com E. coli) foi virtualmente idéntica a
do tubo contendo a suspensao bacteriana em solugao salina, ou seja, pode-se descartar
a hipdtese de que o efeito antibiético observado com o extrato etandlico de B. sulphurea

seja devido ao etanol, usado como solvente.

E interessante notar que, como a contagem de bactérias no tubo contendo o extrato
de B. sulphurea variedade amarela, foi cerca de 100% maior do que a do tubo contendo
o extrato da variedade laranja, a presenca de efeito antibidtico esta relacionada com a
presenca de pigmentos que conferem a cor laranja. Pode-se ao menos em parte atribuir
o efeito antibidtico aos flavondides que conferem esta cor ao extrato, tais como a aurona

sulfuretina(80)(81).

Como o fendtipo “amarelo” é bem menos comum do que o “laranja’, a presenca dos
b
pigmentos que conferem a planta o fenétipo “laranja” pode estar relacionada de alguma

forma a algum tipo de adaptacao evolutiva contra, doencas causadas por bactérias.
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4.2.6 Resultados da fotoinativagao de Saccharomyces cerevisice

As figuras 39, 40 e 41 mostram o experimento da fotoinativagao da levedura S. cere-
wisie. Nota-se que, para uma inoculacao de 10 pl. de uma suspensao com concentragao
de células de S. cerevisie de aproximadamente 4 na escala de McFarland (nimero de
células em suspensao aproximadamente igual a 1x10® UFC) o ntimero de colonias é “in-
contavel” (maior do que cerca de 300 UFC)Y em ambos os casos: no primeiro caso apenas

com o inéculo e no segundo com 1 mL de etanol hidratado.

Todavia nota-se que a densidade de colonias na placa de Petri onde se adicionou o
etanol é menor (figura 40), indicando que nesta concentragao (1 mL de etanol 96 °GL para

20 mL de agar PDA) de etanol, o mesmo por si s6 é téxico para as leveduras. Pela figura

Figura 39: PDA inoculado com 10uL de suspensao microbiana (McFarland = 4)

41 nota-se que a despeito de a concentracao final de colonias ser “incontavel” percebe-se
que o nimero de colonias é bem menor do que no “branco” (figura 39) e menor do que

no caso do etanol apenas (figura 40).

YNormalmente aceita-se que o nimero de UFC para ser significativo, deve estar compreendido entre
20 e 300 UFC aproximadamente.
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Figura 40: PDA inoculado com 10uL de suspensao microbiana (McFarland = 4)

Figura 41: PDA inoculado com 10uL de suspensao microbiana (McFarland = 4)

’

E necessério observar que, a irradiagao foi feita com a lanterna de led (figura 22,
pagina 45), simplesmente irradiando-se a luz da lanterna a cerca de 8 cm de altura da
placa de Petri, em ambiente aberto. Ou seja, pela foto, nota-se que boa parte da luz
é espalhada no ambiente, tornando a irradiacdo muito menos eficiente do que poderia,
caso fosse feita em uma camara fechada, onde toda a luz fosse revertida a placa de Petri.
E, mesmo assim, obteve-se resultados mensuraveis. Outro ponto possivel de melhoria,

seria 0 uso ou de LED com um angulo de abertura menor, para que haja um menor
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espalhamente de luz, ou um arranjo de lentes convergentes, de modo a se focar melhor a

energia luminosa na area de aplicagao.

A atividade antimicética do extrato etandlico nao irradiado, até a diluicao de 500
pl para 20 mL de agar, ¢ negligenciavel. Em concentragoes maiores, cerca de 1 mL de
extrato etandlico para 20 mL de agar PDA, os efeitos passam a ser melhor percebidos,
mas os efeitos toxicos do etanol passam a ser preponderantes, como mostra a figura 40,

onde nota-se uma menor concentragao de colonias de S. cerevisice.
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Conclusoes

Notou-se que o desempenho do extrato de Bidens sulphurea como fotosensitizador,
além de depender da sua concentracao no meio, contagem bacteriana inicial do inéculo,
tipo de célula empregada (levedura, coliforme, eritrécito, etc.) é fortemente dependente
da fonte de irradiagao luminosa empregada. O comprimento de onda desta, além de sua

poténcia, influenciam sobremaneira os resultados.

Experimentos com coliformes fecais demonstraram que a atividade do extrato pode
aumentar em ordens de grandeza dependendo da maior ou menor sobreposicao da banda
de emissao da fonte luminosa empregada (LED 600, lampada hal6gena etc) com a banda

de absorcao dos extratos.

O sistema constituido de lampada hal6gena e empregando o extrato liofilizado, mostrou-
se 0 mais promissor por causa da melhor sobreposicao de seu espectro de emissao com
o espectro de absor¢ao do extratos para a aplicacao na terapia fotodinamica. Etretanto
uma melhoria futura interessante seria utilizar-se LED de poténcia (; 1 watt) que emitam
no comprimento de oda onde ocorre a maior absorcao dos extratos, cerca de 450-475 nm.
Pois os LED possuam a interessante vantagem da melhor eficiéncia luminosa, ou seja,
produzem mais fétons de luz consumindo menos corrente elétrica e consequentemente ge-
rando menores quantidades de calor e gastos economicos com energia elétrica, radiadores

de calor etc.

Conclui-se que a variedade laranja de B. sulphurea apresenta maior atividade foto-
dindmica (em relacao a todas as fontes luminosas empregadas) e antibidtica do que a

variedade amarela.

Mesmo tendo-se utilizado fontes luminosas que emitem muito pouco dentro da faixa de
absor¢ao dos extratos de B. sulphurea (O LED 600 emite numa regiao em que os extratos
absorvem muito pouco, cerca de A ~ 630nm), ainda se observaram efeitos fotodinamicos
bastante significativos, sendo comparaveis aos obtidos com o azul de metileno, que absorve

fortemente na regiao do vermelho.

Com base em relatos da literatura, e em alguns testes quimicos simples (espectro

UV/VIS), nota-se grande concentragao de compostos fenélicos nos extratos de B. sulphu-
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rea, os quais deveriam proteger do dano fotodinamico, agindo como antioxidantes por
exemplo. Entretanto, o que se observou experimentalmente foi que em pelo menos um
experimento (fotohemdlise), dependendo da concentragao de extrato no meio de cultura,

o extrato pode ser tanto fototoxico quanto fotoprotetor.

Os diferentes extratos mostraram atividade fotodiamica frente a células tao diferentes

quanto eritrécitos, bactéria Gram(-)!, uma levedura e contra textitA. salina.

Este fato sugere que em todos os casos possivelmente exista um mecanismo de agao
genérico, como a geragao de oxigénio singleto, o que torna o desenvolvimento de resisténcia

frente aos extratos por parte de patégenos pouco provavel.

'0Os coliformes fecais estudados.
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