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RESUMO

Os microorganismos s8o 0s seres Vivos mais numerosos de nosso planeta e frequentemente estdo
associados a problemas de saide humana, animal e @ problemas de ordem econémica, quando
afetam a agricultura e a producdo de produtos de origem animal. A era dos antibidticos esta
prestes a entrar em colapso, devido ao uso indiscriminado de antibidticos, o que propicia o
constante aparecimento de microorganismos resistentes. Desta forma, novos procedimentos de
intervencdo devem ser desenvolvidos no sentido de promover inviabilizacdo do crescimento
microbiano. A Inativacdo Fotodinamica (“PDI, Photodynamic Inactivation”) de microorganismos
€ uma area de pesquisa em expansao e envolve a combinacgdo sinérgica de um fotossensitizador,
oxigénio molecular e luz de comprimento de onda adequado. Como o mecanismo de a¢do dos
fotossensitizadores é diferente dos exercidos pelos antibidticos, espera-se que este procedimento
seja de uso mais generalizado, atuando contra diferentes tipos de membranas externas e sem
aparecimento de microorganismos resistentes. Neste trabalho avaliamos a eficiéncia PDI in vitro
de Staphylococcus epidermidis utilizando o extrato bruto de Bidens sulphurea como
fotossensitizador. A emissdo de luz foi efetuada por um equipamento emissor de radiacéo
policromética oriunda de uma lampada halégena denominado PHLS “Polichromatic Halogen
Lamp System”, ativando o fotossensitizador e com isso produzindo oxigénio singlete. O extrato
bruto de Bidens sulphurea foi eficiente na inativacdo fotodindmica desta bactéria, demonstrando

um grande efeito citotoxico frente a mesma.
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ABSTRACT

The microorganisms are the most numerous living system of our planet and frequently
they are associated to the problems of human health, animal and to problems of economical
order, when they affect the agriculture and the production of animal origin products. The age of
antibiotics is ready entering in collapse, due to the indiscriminate use of antibiotics, which favors
the constant appearance of resistant microorganisms. In this way, new proceedings of
intervention must be developed in the sense of promoting inviabilization of the microbial growth.
The Photodynamic Inactivation of microorganisms is an area of research in expansion and
involves the synergic combination of a photosensitizer, molecular oxygen and light of
appropriate wavelength. As the mechanism of photosensitizer action is different from the
practiced ones for the antibiotics, it is waited that this proceeding is of more generalized use,
acting against different types of extern membranes and without appearance of resistant
microorganisms. In this work we evaluated the PDI efficiency in vitro of Staphylococcus
epidermidis using the Bidens sulphurea crude extract as photosensitizer. The light emission was
effected by an equipment issuer polychromatic radiation come from a halogen lamp denominated
PHLS "Polychromatic Halogen Lamp System", activating the photosensitizer and with this
producing singlet oxygen. The Bidens sulphurea crude extract has been efficient in the
photodynamic inactivation of this bacterium, demonstrating a great citotoxic effect in front of
them.

KEY WORDS: Photodynamic inactivation, not pathogenic microorganisms, Asteraceae



1. INTRODUCAO

Microorganismos tais como bacterias, fungos, leveduras e virus podem ser mortos por luz
visivel depois de tratamento comum fotossensitizador apropriado e luz, em um processo
denominado Inativagdo Fotodindmica (“PDI, Photodynamic Inactivation”) ou Quimioterapia
Fotodindmica Antimicrobiana (“PACT, Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy”).

Apesar do consideravel progresso que tem sido obtido nos tratamentos de infecgdes, é
preocupante o crescente numero de bactérias patogénicas resistentes a antibidticos no mundo
todo, o que, segundo Hamblin e Hasan, pode levar ao fim de um extenso periodo chamado de
“era do antibidtico”(Maisch et al., 2005 e Hamblin et al., 2004).

Desta forma, novos procedimentos de intervencdo devem ser desenvolvidos no sentido de
promover inviabilizacdo do crescimento microbiano, e que ndo tenha associagdo com
mecanismos de resisténcia microbiana comumente observados com antibidticos.

A utilizacdo de corantes (“sensitizadores”) como “ferramentas” para eliminacdo de
microorganismos indesejaveis € bastante antiga, datando do século passado, mas que ficaram um
pouco de lado, devido o advento da antibioticoterapia (Von Tappeiner, 1904).

Colorantes (corantes e pigmentos) se caracterizam pela sua habilidade de absorver luz visivel.
Nos ultimos 130 anos, cerca de 10.000 desses compostos quimicos coloridos vem sendo
produzidos em escala industrial. Com respeito ao nimero e volume de producdo dos corantes e
pigmentos correntemente comercializados, 0os compostos azo sdo de longe, 0 maior grupo de
corantes. Isso se deve a simplicidade de sua sintese, ao geralmente alto coeficiente de extingcao
molar, e sua consideravel durabilidade (Bertoloni et al., 1990)

Beneficios tanto quanto reacGes adversas da luz solar tem sido conhecidos por muitos
séculos. Luzes tém sempre sido usadas com propositos terapéuticos. A principio, apenas radiagdo
ultravioleta era aplicada com fins terapéuticos em tratamentos de peles tuberculosas e debilitada
(Bertoloni et al., 1990).

Quando surgiram notificacbes sobre as propriedades da luz e da fluorescéncia de vérios
corantes, tornou-se claro que corantes excitados por aplicagdo de luz teriam efeitos destrutivos

em sistemas bioldgicos (Bertoloni et al., 1992).
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Em funcdo do fato de absorverem luz com elevada eficiéncia, em alguma regido do espectro
visivel, alguns desses compostos sdo capazes de induzir ou participar de certas reacOes
fotoquimicas especificas. No entanto, sé algumas classes de corantes e pigmentos tém sido
submetidas a um estudo fotoquimico sistemético, visando conhecer com detalhes suas
propriedades (Ackroyd et al., 2001).

Recentemente tem se utilizado sensitizadores, na chamada Terapia Fotodinamica (TFD), para
a eliminacdo de agentes microbianos no tratamento de infecgdes localizadas em &reas acessiveis a
luz (Maisch et al., 2005).

A PDI de microorganismos é uma &rea de pesquisa em expansdo e envolve a combinacgao
sinergica de um fotossensitizador, oxigénio molecular e luz de comprimento de onda adequado.
Durante o evento fotodinamico, sdo produzidas espécies reativas do oxigénio (EROs) que
inviabilizam moléculas bioldgicas presentes ao redor, promovendo efeitos bacteriostaticos e
bactericidas.

A TFD é baseada na utilizacdo de moléculas sensiveis a luz. Estas moléculas sdo chamadas
de fotossensitizadores, e quando ativadas por luz de comprimento de onda adequado, produzem
varias espécies ativas do oxigénio, sendo a principal, o oxigénio singlete (figura 1). A formacéo
desta e de outras espécies ativas na membrana celular e na membrana de organelas, resulta em

inviabilizacdo e morte celular (Hamblim e Newman, 1994).
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Figura 1: Reacéo entre um sensitizador e o oxigénio molecular, formando o oxigénio singlete.
Fonte (Machado, 2000)

A familia Asteraceae, a maior do grupo das Angiospermas tem grande importancia
econdmica, pois inclui espécies que sdo utilizadas como ornamentais, na alimentacdo e como
medicinais. Devido ao seu extraordinario poder de adaptagdo ambiental, podem ser encontradas
nos mais diversos habitats e em diferentes regiGes climaticas (tropicais, subtropicais e
temperadas). Outro fator importante para seu sucesso bioldgico é sua grande capacidade de
disperséo, devido a presenca de papus plumosos, apéndices, estruturas de aderéncia e metabdlitos

secundarios (Venable e Levin, 1983).
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As plantas desta familia produzem compostos organicos que possuem inimeras atividades
bioldgicas, tais como atividade antiinflamatoria, imunosupressiva, antitumoral, bactericida, etc
(Chang et al., 2007).
O género Bidens consta de cerca de 200 espécies de plantas herbaceas e sub-arbustivas, anuais ou
perenes, que ocorrem no mundo inteiro. A espécie Bidens sulphurea (figura 2), estudada em
nosso trabalho, é uma herbéacea anual, ereta, muito ramificada, intensamente disseminada e
naturalizada no territério brasileiro. Popularmente é conhecida como cdsmo-amarelo, picéo-

grande e aster-do-méxico, sendo considerada uma planta invasora (Lorenzi e Souza, 2001).

Figur 2: Bidens sulphurea
(http://farm4.static.flickr.com/3264/2815453125 _b8bel0f667.jpg?v=0 Acesso em 07/01/2009)

E conhecido que bactérias gram-positivas sdo geralmente mais susceptiveis a PDI quando
comparado com bactérias gram-negativas. Esta diferenca € atribuida a diferencas estruturais na
parede celular. Bactérias gram-negativas tém uma estrutura complexa da membrana externa
formada por duas bicamadas lipidicas enquanto gram-positivas possuem uma Unica bicamada e
uma camada externa relativamente permeavel, fungos sdo ainda mais resistentes a PDI devido a
presenca de uma membrana nuclear que pode representar uma barreira adicional a penetracdo do

fotossensitizador (Deminova e Hamblin, 2005).
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Figura 3: Diferencas entre as membranas celulares das bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas. (http://pathmicro.med.sc.edu/Portuguese/bact-mem-port.jpg Acesso em 29/07/2009)

O Staphylococcus epidermidis (Figura 4) € o habitante normal da pele e mucosas, sendo
considerado a espécie de estafilococos coagulase negativos de maior prevaléncia e persisténcia na

pele humana, tendo um baixo potencial patogénico.

Figura 4: Staphylococcus epidermidis.
(http://www.sciencemuseum.org.uk/antenna/implantinfection/ Acesso em 27/07/2009)

A extensdo da morte celular microbiana é dependente da concentracdo empregada do
fotossensitizador e do tempo de irradiacao.

Estes resultados enfatizam o uso da fotoinativacdo como um procedimento alternativo aos
antimicrobianos tradicionais, permitindo uma elimina¢do do microorganismo de regides de pele
infectadas ou de locais do corpo que possam veicular e disseminar estes microorganismos
resistentes a antibioticoterapia.
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A vantagem da fotoinativacdo de microorganismos é que o efeito bactericida é répido,
altamente localizado, ndo interferindo com a microflora de outros sitios corporeos. Como o
evento citotoxico é dependente da producdo de oxigénio singlete e radicais livres, o

desenvolvimento de resisténcia ao procedimento € bem pouco provavel (Hamblin et al., 2004).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Equipamento PHLS

A montagem do sistema de irradiacdo desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa foi feita da
seguinte forma: uma lampada haldgena utilizada em retroprojetores (marca OSRAM, modelo
ENH, poténcia de 250W) foi acoplada & uma caixa metélica proveniente de uma fonte de
computador. Nessa estrutura foi inserido um cooler de fonte de alimentacdo de computadores.
Uma lupa de leitura de vidro cristal 100% (marca DFV, modelo LL-P100, com 100 mm de
didmetro, 175 mm de foco, armag&o pléstica, aumento de 1,5 vezes) foi fixada a uma distancia de
7 cm da lampada.

Em uma disténcia de 22,5 cm, colocou-se uma cuba de vidro oca de formato retangular, com
5 cm de percurso. Nas extremidades laterais da cuba, foi soldado um bocal permitindo a fixacdo
de mangueiras para circulagdo de &gua em seu interior. Essa cuba permite a passagem de fluxo de
agua visando a refrigeragdo da regido proxima a amostra.

A montagem completa é exibida na Figura 5. O cooler é alimentado por um transformador

comum 12 V, enquanto a lampada é ligada diretamente na tensdo alternada. (Paula et al, 2010)



Figura 5: Equipamento PHLS, 1 — Carcaca metalica com a lampada e cooler acoplados, 2 —

Lente de aumento, 3 — Cuba de vidro.
2.2. Extrato bruto de Bidens sulphurea

A atividade fotodinamica do extrato bruto de Bidens sulphurea foi testada através da técnica
de diluicdo em tubo, esta técnica é amplamente usada pela comunidade cientifica e proporciona
resultados mais rapidos e adequados quando um grande nimero de amostras esta sendo testado
(Pelczar Jr., Chan e Krieg, 1996).

Diluices seriadas da substancia-teste foram feitas, tendo-se analisado as seguintes dilui¢des:,
}/, % : % %6 e %2, sendo descartada a realizacdo do teste com o0 extrato puro, uma vez

que a morte celular seria causada pela alta concentracdo alcoodlica (estudos prévios mostraram
que acima de 50% de concentragdo alcodlica ha efeito bactericida) do mesmo e ndo pelos

componentes da planta.

2.3. Suspensdo bacteriana de Staphylococcus epidermidis

Retirou-se uma pequena quantidade de Staphylococcus epidermidis cultivado em &gar
Cistina-Lactose-Eletrolito-Deficiente — CLED (Oxoid) para preparacdo da suspensdo bacteriana

em soro fisioldgico estéril com turvacdo de aproximadamente 0,4 na escala de Mac Farland.

2.4. Incubagéo e irradiacio



Foram incubados, no escuro, por 20 minutos 100uL de suspensdo bacteriana e 100uL da
diluicdo de Bidens sulphurea. Testes preliminares demonstraram que este tempo de incubacéo é o

de melhor eficiéncia para a realizacdo de nosso trabalho. Esse ensaio se repetiu para cada uma
das concentracGes de Bidens sulphurea preparadas: }/ %%%6 e %2. Todos o0s ensaios

foram realizados em triplicata, sendo descartado o valor mais discrepante e tendo sido feita a
média aritimética dos demais valores.

Apbs o periodo de incubacdo, as amostras foram irradiadas, por 20 minutos, pelo
equipamento emissor de radiagdo policromética oriunda de uma lampada halogena (PHLS)
(figura 5), sem agitagéo, e subsequentemente transferiu-se 100uL da suspenséo para uma placa
de petri contendo o meio de cultura fundido e mantido em estufa a 35 °C. O meio de cultura
utilizado para crescimento de Staphylococcus epidermidis foi preparado na composi¢do: 1,25%
de extrato de carne ‘lab lemco’ (Oxoid), 0,50% de triptona (Oxoid), 1,00% de peptona (Biobras),
0,50% de cloreto de sddio (Vetec, 99%), 0,25% de fosfato dissodico heptahidratado (Cinética
quimica, 99%) e 2,00% de D-glucose (Synth, 99,9%) e 2% de agar. Realizou-se a contagem de
colbnias, apds 24 horas de incubacéo, através de um contador de colénias PHOENIX (CP 602).

O mesmo procedimento foi realizado na presenca e na auséncia de irradiacdo luminosa, para
que se pudesse ter certeza do potencial fotodindmico da substéncia e ndo apenas de sua
citotoxicidade.

O plaqueamento também foi realizado para a solucao salina estéril, a fim de se confirmar que
ndo houve contaminacdo da mesma, e para a suspensao bacteriana. Ambos serviram de controles

para 0 experimento.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O espectro de absorcdo (Figura 7) do extrato de Bidens sulphurea em diferentes solventes nos

mostra que o pico maximo de absorcao varia de acordo com o solvente empregado.
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O pico de absor¢cdo maxima em etanol é de aproximadamente 385 nm, este comprimento de
onda é caracteristico de luz ultravioleta. Portanto os resultados obtidos poderiam ter sidos
melhores caso tivéssemos disponivel uma fonte de irradiacdo cuja emissao fosse na regidao do
ultravioleta. Porém como o extrato de Bidens sulphurea tem uma leve absorcéo na regido da luz

visivel os resultados ainda foram satisfatorios.

40 -
35
a0 4 —H0
J — Ciclohexano
25 4 DRSO
| — FEtanol
=2
= 204

opn

T T T T T T T T | L ---I T 1 N T N 1
300 350 400 450 500 550 EO0 E50 700
Comprimento de Onda (nm)

Figura 7: Espectro de absorcao do extrato de Bidens sulphurea em diferentes solventes

Nos ensaios com Staphylococcus epidermidis para as diluicoes }/ %%%6 e %2 de

Bidens sulphurea obtivemos respectivamente a média de Unidades Formadoras de col6nias por
mililitros (UFCs/mL), com irradiacdo de luz 5,30x10°%, 7,16x10°% 6,88x10° 6,36x10° 6,58x10° e
sem a irradiacdo de luz obtivemos respectivamente 6,10x10°, 6,50x10° 7,57x10°, 8,41x10° e
8,58x10° UFCs/mL. N&o houve crescimento bacteriano na placa com solucéo salina estéril. J& o
plagueamento da suspensdo bacteriana (controle sem o extrato) resultou em uma média de
13,020x10° UFC/mL.
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Com estes resultados, pode-se afirmar que a emissdo de luz fez com que houvesse uma
inibicdo do crescimento bacteriano, j& que na maioria das dilui¢bes as UFCs/mL foram menores
quando a suspensdo de extrato e bactéria foi submetida a radiagdo luminosa. Assim,

evidenciamos o potencial fotodindmico da Bidens sulphurea para a bactéria Staphylococcus

epidermidis. Nota-se, porém que para a diluigdo % ndo ocorreu diminuicdo das UFCs/mL e sim

um aumento das mesmas, além do fato desta diluicdo ter sido a Unica que ndo obedeceu ao
crescimento linear de diminuicdo da concentragdo de extrato versus aumento de UFC, este fato
foi inusitado e requer maiores estudos sobre o comportamento desta diluicao.

Além disso, pode-se afirmar que o extrato de Bidens sulphurea mostrou-se citotoxico para a
bactéria Staphylococcus epidermidis, uma vez que mesmo nas menores concentracdes do extrato

a houve significante reducdo do crescimento bacteriano se comparado a suspensdo sem a

presenca do mesmo; para a solu¢do mais diluida de Bidens sulphurea %2, sem a presenca de

luz, houve uma reducdo de aproximadamente 34% das Unidades Formadoras de Col6nias por
mililitro, este resultado nos mostra o grande potencial desta planta para inibicdo do crescimento
de bactérias, seja na presenca de luz ou néo.

Através do grafico a seguir (Figura 8) é possivel visualizar a inibicdo de crescimento
bacteriano causado pelo extrato bruto de Bidens sulphurea. A inibicdo em presenca de luz
poderia ter sido maior caso a luz fornecida pelo sistema de irradiacdo tivesse o pico maximo de
emissdo exatamente no valor maximo de absorcdo do extrato bruto de Bidens sulphurea (com
comprimento de onda de aproximadamente 385nm, regido do ultravioleta, como foi mostrado na

figura 7).
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Figura 8: Gréfico da inibicdo de Staphylococcus epidermidis em diferentes concentragdes do

extrato bruto de Bidens sulphurea.

4. CONCLUSAO

O extrato bruto de Bidens sulphurea foi eficiente na fotoinativacdo da bactéria
Staphylococcus epidermidis, evidenciando que componentes desta planta poderdo ser
caracterizados e isolados, obtendo um fotossensitizador que possa ser utilizado para fins
terapéuticos. E necessario um maior aprofundamento na toxicidade deste extrato, além de estudos
mais amplos sobre quais microorganismos poderao ser tratados com o mesmo.

Apesar da toxicidade do extrato ter se mostrado relativamente baixa, deve-se ainda pesquisar
0 comportamento dos principios ativos da planta em extratos com diferentes solventes, além do
aprimoramento da fonte de irradiacdo luminosa, que deve ser construida de modo que a ativacédo
dos compostos de Bidens sulphurea seja mais efetivamente.

Uma vez que a Bidens sulphurea é uma planta tdo pouco estudada pela comunidade
cientifica, ainda h4 muito que se pesquisar sobre 0s compostos presentes na mesma, seja eles
ativados pela luz ou néo, sendo este trabalho apenas um pequeno comecgo de uma vasta pesquisa

cientifica.
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