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RESUMO

A terapia fotodinamica (Photodynamic Therapy- PDT) vem sendo utilizada em varias
vertentes da Odontologia a fim de estabelecer protocolos eficientes de tratamento das mais
diversas especialidades aos pacientes, em atendimento odontolégico. E uma técnica que
consiste na ativagdo de um agente fotossensibilizador (FS) que terd como produto espécies
reativas de oxigé€nio, substancias importantes para a acdo antimicrobiana. Esta pesquisa teve
como objetivo realizar ensaios laboratoriais com o propodsito de mensurar a liberacao de
oxigénio singleto e radicais superdxidos em fungdo de diferentes formulagdes e concentragdes
dos corantes azul de metileno (MB), eosina Y (EY) e fluoresceina (FL), bem como comparar
a eficiéncia fotodinamicas de FS fenotiazinicos (MB) e xantenos (FL e EY). Para tanto, foram
analisadas solucdes contendo estes compostos em meio ao solvente MIX glicerol, etanol e
agua) irradiadas com laser de baixa poténcia (A = 660 nm), e avaliadas fotometricamente
quanto a producio de oxigénio singleto (!02), a qual foi determinada pela taxa de consumo do
1-3 difenillisobenzofurano (DPBF), substincia sequestrante de 'O», em fun¢io da dose de
irradiagdo. As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa SPSS versao 22.0 por meio
do teste ANOVA e teste complementar de Duncan (p <0,05). Os dados demonstraram que o
azul de metileno obteve uma maior atividade fotodindmica por apresentar valores superiores
quanto ao decréscimo do DPBF, com média de 89,9% e desvio-padrdo de 1.8 em 150 puM,
87,6% e 2.9 para 15 uM e 77,3% e 2.5 em 1,5 uM. EY e FL obtiveram resultados
semelhantes entre si ndo apresentando diferenca significativa dentre as concentracdes. Este
estudo concluiu que o azul de metileno a uma concentragao de 150 uM expressou uma maior
producdo de '02, 0 que sugere um maior efeito antimicrobiano e destaca sua relevancia
quanto aos demais corantes.

Palavras-chave: fotodinamica, fotossensibilizadores, oxigénio singleto.



ABSTRACT

Photodynamic therapy (Photodynamic Therapy- PDT) has been researched in several aspects
of Dentistry in order to establish efficient treatment protocols forthe most diverse specialties
to patients, in dental care. It is a technique that consists of activating a photosensitizing agent
(FS) that will produce reactive oxygen species, substances that are important for antimicrobial
action. This research aimed to carry out laboratory tests inorder to measure the release of
singlet oxygen and superoxide radicals according to different formulations and concentrations
of the dyes methylene blue (MB), eosin Y (EY) and fluorescein (FL), as well as compare the
photodynamic efficiency of phenothiazine (MB) and xanthene (FL and EY) FS. For this
purpose, solutions containing these compounds were analyzed in the MIX solvent (glycerol,
ethanol and water) irradiated with low power laser (A = 660 nm), and evaluated
photometrically for the production of singlet oxygen ('Oz), which was determined by the
consumption rate 1-3 diphenylisobenzofuran (DPBF), a 'O, sequestering substance,
depending on the irradiation dose. Statistical analyzes were performed using the SPSS version
22.0 program using the ANOVA and Duncan tests. Results with p values <0.05 were
considered significant. The data demonstrated that methylene blue obtained a greater
photodynamic activity as it presented higher values regarding the decrease in DPBF, with an
average of 89.9% and standard deviation of 1.8 in 150 uM, 87.6% and 2.9 for 15 uM and
77.3% and 2.5 in 1.5 uM. EY and FL obtained similar results with no significant difference
between concentrations. This study concluded that methylene blue at a concentration of 150
uM expressed a greater production of 'O,, which suggests a greater antimicrobial effect and
highlights its relevance in relation to other dyes.

Keyword: photodynamics, photosensitizers, singlet oxygen.
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1 INTRODUCAO

Um pequeno nimero de compostos apresentam a capacidade de interagir com a luz a
fim de geras espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais apresentam alto poder
antimicrobiano. Estas substancias sdo denominadas fotossensibilizadores (FS), sua
propriedade de ativagdo pela luz ¢ conhecida como efeito fotodindmico e sua ag¢do pode ser
aplicada em diversas areas.

A técnica que utiliza o efeito fotodindmico dos FS ¢ denominada como terapia
fotodinamica (Photodynamic Therapy- PDT) e t€ém apresentado resultados promissores no
tratamento de infecgdes bacterianas localizadas e seu uso na odontologia (KOMERIK et al,
2003; MAISH et al, 2004). A infec¢do do canal radicular ¢ causada principalmente por
biofilmes bacterianos presentes no local (TRONSTADE e SUNDE, 2003). Como
estabelecido, a desinfec¢ao dos canais radiculares ¢ feita através do preparo biomecanico em
combinado com o uso de produtos quimicos. (HAAPASSALO, UDNAES e ENDAL, 2003)

O sucesso da PDT, depende de fatores ambientais e microbioldgicos do sitio alvo.
Considerando a ampla gama de espécies bacterianas encontradas no canal radicular, a
suscetibilidade a PDT esta diretamente relacionada ao tipo de parede celular a ser acometida.
(HAMBLIM e HASAN, 2004; GAD et al 2004) Desta maneira, torna-se necessaria a busca
por um protocolo ideal para que a PDT apresente sucesso quando utilizada na clinica

odontolodgica.
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Mecanismos de acao da PDT

A PDT ¢ um tratamento realizado em duas etapas que envolvem a aplicagdo e retencao
de um fotossensibilizador aplicado nos tecidos-alvo (SHARWANI et al. 2006), que ¢ ativado
pela exposicao a luz visivel aplicada por meio de um dispositivo em um comprimento de onda
apropriado e diretamente direcionado ao alvo causando a excitagdo deste composto. Apds a
irradiacdo, o Fs passa pela transicdo do estado fundamental de baixo nivel energético singleto
para o estado tripleto de maior energia (DAI et al. 2009).

Existem dois mecanismos pelos quais, na presen¢a de um substrato, como o oxigénio,
a ativagdo do medicamento sensibilizador para o estado triplo pode entrar em reagdes
quimicas com biomoléculas (figura 1). As reagdes do tipo I levam a formacao de radicais
livres através da transferéncia de hidrogénio ou elétrons. Estes radicais, apds a interagdo com
o oxigénio, podem produzir espécies altamente reativas de oxigénio, como anions peréxido ou
superdxido, causando um efeito oxidativo e consequente danos a célula. (FOOTE 1991,
KALKA et al. 2000). Nos mecanismos do tipo II, um estado de oxigénio eletricamente
excitado e altamente reativo é liberado, denominado oxigénio singleto (!O2). Como as reagdes
do tipo II sao mediadas por espécies singulares de oxigénio, isso € aceito como a principal via
na destruicdo de células microbianas (DE ROSA e BENTLEY 2000, KONOPKA e
GOSLINSKI 2007).
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Figura 1. Esquema dos mecanismos da PDT (CASTANO, DEMIDOVA, HAMBLIN, 2004)

Embora esteja claro que o mecanismo tipo Il ¢ predominante e essencial na PDT e que
10, ¢ incipal avel pel lul ded bé ao ti

0 'Oz ¢ o principal responsavel pela morte celular, temos de destacar também a reagdo tipo I e
seus radicais livres como importantes potencializadores ao efeito oxidativo que sera causado
ao sitio-alvo. A ocorréncia de ambas a reacdes, dependem das taxas de interacdo FS-substrato
e FS-oxigénio, tendo em vista que estes reagentes sao competidores ao estado tripleto do
corante. Sendo assim, a concentragdo de oxigénio e moléculas supressoras do substrato tém
um papel fundamental na reagdo que ira ocorrer, apos a correta irradiagdo e consequente

excitacao do FS.

Oxigénio Singleto

O 'O representa um estado eletronicamente excitado do oxigénio molécula, seu efeito
oxidativo pode danificar macromoléculas, incluindo lipidios, proteinas e acido nucleico.
A configuracdo eletronica da molécula tem dois elétrons desaparelhados ocupando
duas orbitais moleculares degenerados. Estes orbitais classificam-se como antiligantes, pelo
que a ligagdo OO em O; ¢ mais fraca do que a ligacdo da molécula de NN em nitrogénio Na,
onde todos os orbitais moleculares ligantes estdo completos. (RONSEIN, et al; 2006)

Considera-se que, a maior parte dos FS utilizados na PDT, tém a formagdo de 'O
como principal fun¢do. Esta produgdo ¢ a principal medida usada para medir a eficiéncia
fotodinamica através de calculos de dosimetria direta que podem prever o resultado da terapia

por meio da monitoragio de formagdo de 'O».
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A unica Espécie reativa de oxigénio (ERO) representada por um estado
eletronicamente excitado é o 'Oz, tendo como diferenga entre as demais o tempo de vida e a
forma de desativagdo. Ao retornar ao seu estado fundamental, ele perde sua reatividade,
diferentemente das demais EROs que retém sua reatividade até reagirem com outras
moléculas, sendo assim, o 'Oz apresenta um tempo de vida limitado mesmo em um sistema
sem reagentes. Devido a sua alta reatividade, seu raio de acao ¢ estimado de 0.01-0.02 uM,
apresentando um tempo de vida de 0.01-0.04 us em meios bioldgicos, o que deixa claro que o
efeito fotodindmico ocorre proximo a localizagdo da molécula do FS no momento da
irradiagdo (MACHADO, 2000; JUZENIENE, PENG e MOAN, 2007).

Desse modo, a formacao e acao das ERO sdo processos alternados, onde a desativagao
de uma substancia leva a formagdo de outra, até que o estresse oxidativo esteja estabelecido.
A sobrevivéncia ou morte celular depende, principalmente, da capacidade antioxidante do
meio, das defesas celulares que atuam neutralizando as ERO e da capacidade de reparo

celular.

Fotossensibilizadores

O FS deve ser um composto puro com uma composicao constante € um prazo de
validade estavel e, idealmente, soltivel em 4gua ou solivel em uma mistura de solventes
aquosa inofensiva. Apresenta caracteristicas especificas como: molécula cinética e
termodinamicamente estavel, ndo apresentar agregacdo em meio bioldgico, rapida sintese, ter
baixos niveis de toxicidade no escuro e baixa incidéncia de toxicidade administrativa
(CASTANO, DEMIDOVA, HAMBLIN, 2004)

Como a maioria das espécies microbianas ndo apresenta componentes fotossensiveis
endogenos, torna-se importante o uso de um fotossensibilizador, com capacidade de atrair
para si a luz e iniciar a formagdo de radicais livres. (DOBSON e WILSON, 1992). O efeito
antimicrobiano do FS estd relacionado com seu potencial de acdo com o sitio-alvo. A
literatura apresenta que bactérias Gram positivas apresentam diferentes suscetibilidades a
PDT quando comparadas as bactérias Gram negativas (GERORGE; KISHEN, 2007). Esta
diferenca ¢ explicada devido ao fato de a membrana plasmatica de bactérias Gram positivas
ser envolta por uma camada de peptideoglicanas e acidos lipoteicoicos, o que favorece a
penetracdo do FS ao interior destas células. J4 nas bactérias Gram negativas, constitui-se em
sua parede celular, peptideoglicanas e uma membrana externa composta por lipossacarideos e

proteinas, o que resulta em uma barreira fisica e funcional que dificulta a passagem do FS
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para o meio celular. Contudo, as duas espécies apresentam carga superficial negativa,
caracteristica que leva os FS catidnicos a apresentaram maior potencial de acdo quando
comparados aos neutros ou carregados negativamente (KISHEN et al.; 2010).

Nesta circunstancia, encontramos os compostos fenotiazinicos, classe de FS
constituida de moléculas cationicas, aromaticas, triciclicas, que apresenta um sistema
altamente conjugado. Estas caracteristicas conferem a estes compostos propriedades como,
absor¢do de luz na regido entre 620-660 nm, espectro que permite maior penetragdo nos
tecidos, e promove maior rendimento do oxigénio singleto (ALISSON, et al., 2005; MEISEL
e KOCHER, 2005; BUCK, 2009).

Destaca-se como um dos corantes fenotiazinicos mais utilizado, o azul de metileno
(MB), o qual apresenta caracteristicas compativeis para seu uso em PDT, como absor¢do
maxima de 660 nm, consideravel producao de oxigénio singleto e baixa toxicidade. (BALL et
al. 1998, SEVERINO et al. 2003). Este composto possui em sua estrutura (Figura 2) trés
atomos de nitrogénio, um pode atuar reagindo com prétons e os demais estabilizam a
molécula (BUCK, 2009). A carga positiva e sua geometria plana concedem ao MB a interacao
com a estrutura de DNA levando a uma ruptura da cadeia e degradacdo oxidativa através da
acdo do 'O2. Apesar de ser comumentemente utilizado no tratamento contra o cincer, o MB
também ¢ eficaz no combate a virus, bactérias e fungos (PERUSSI, 2007; HUSSAIN,
HARRIS e PHOENIX, 2006; PHOENIX et al. 2003; WAINWRIGHT, 1997) e tém sido
empregado no tratamento de patdogenos presentes na cavidade oral

Os compostos xantenos, sao corantes anidnicos ciclicos com trés anéis aromaticos em
arranjo linear com um atomo de oxigénio no centro. Alguns exemplos desta classe sdo a

Eosina Y (EY) e a fluoresceina (FL) (figura 2).
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Figura 2. Estrutura quimica dos corantes azul de metileno, eosina y e fluoresceina. (HARRIS e

PHOENIX, 2006; PHOENIX et al. 2003)

Estes corantes também apresentam algumas caracteristicas que contemplam a PDT,
como consideravel producdo de 'Oa, baixo custo e uma acentuada absor¢io de luz na regido
visivel (500-570nm). Entretanto, este comprimento ndo ¢ o adequado para a maxima
penetracao de luz nos tecidos, sendo estes corantes, mais indicados para o tratamento de
lesdes superficiais. (DIWU e LOWN, 1994; WANG et al. 2006)

Em virtude a alta fluorescéncia e baixa toxicidade, a FLL vem sendo utilizada em
doencas oftalmologicas atuando como um agente de visualizacgdo (WAINWRIGHT, 2003). A
EY apresenta atividade fotodindmica em bactérias e fungos (PERUSSI, 2007; WANG et al.
2006) e pode ser empregada na quantificagcdo e coloragao de citoplasma, colageno e as fibras

musculares para exame ao microscopio (GAO et al. 2007).

Importancia do solvente na PDT

A eficacia da terapia esta interligada com fatores como: a interagao das moléculas
fotossensiveis; o ambiente fisico-quimico do sitio-alvo; a meia vida dos radicais livres
produzidos, e a disponibilidade de oxigénio no local a ser tratado. Todos esses fatores podem
ser alterados de acordo com o solvente em que o FS ¢ diluido.

Estudos anteriores demonstraram que a polaridade e viscosidade do solvente podem
influenciar nas propriedades fotofisicas do FS (PARSEK E SINGH, 2003). Em solventes
apolares 'Oz tem um consideravel tempo de meia vida mais longo. (MEISEL e KOCHER,

2005). Varios estudos foram feitos a fim de combater a infeccdo bacteriana localizada bem
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como seus efeitos colaterais, porém pouco ¢ encontrado quanto a tentativa de proporcionar
uma maior eficacia a PDT modificando o solvente do FS. (GEORGE e KISHEN, 2008).

A quantidade de dimeros formados atuam modulando as caracteristicas fotoquimicas e
fotofisicas do MB, competindo pelo estado tripleto no FS, tanto nas transferéncias eletronicas
(FS- substrato), quanto nas transferéncias de energia (FS-oxigénio). A captagdo de energia
através das moléculas de dimero apresentam pouca efetividade (PATIL e TALAP, 2002),
sendo mais presentes nas reagdes que envolvem trocas eletronicas (reagado tipo I), com baixa
producio de 'Oz (reagdo tipo II). Portanto, tendo em vista o 'O, como principal substancia da
PDT, ¢ preferivel uma formulagdo que estabilize a por¢do monomérica. (GEORGE e
KISHEN 2007)

Devido a pequena distincia de difusdo do 'Oz (20nm) e sua curta meia vida de
duragdo, o FS deve estar em intimo contato com o sitio-alvo para que se obtenha um efeito
antimicrobiano eficaz (MEISEL e KOCHER, 2005). Desta forma, o solvente utilizado na
formulagdo pode atuar alterando essas caracteristicas, sendo a meia-vida do 'Oa
consideravelmente maior em etanol (20 ps) do que em agua (4 us) (MEISEL e KOCHER,
2005).

De modo geral, os resultados antibacterianos da PDT sdo limitados comparativamente
aos resultados do preparo biomecanico. No entanto, esta tecnologia tem instigado a busca de
aprimoramento através da pesquisa por diferentes protocolos de execu¢cdo bem como o estudo
por diferentes classes de Fs, suas concentragdes, solvente utilizado e fontes de irradiacdes
empregadas. (Tabela 1)

Tabela 1. Levantamento de métodos utilizados em estudos com PDT no tratamento endodontico.
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Faixa de Parametros de  Dispositivo
Autores Fotossensibilizador Solvente utilizado
concentracio laser de entrega
. 12.7 mg/mL"! E=15], .
Bergmans Azul de toluidina P=100mW, ’Fibra
_ _ optica
et al. (2008) A=635nm, T=
150s 300 um
e . F=30J/cm?, .
Fimple et . 25g/ml (67 mol/l) 'Caldo 1nfusa~10 IP=100mW/cr’, ,F 1bra
Azul de metileno cérebro coragdo e _ optica
al. (2008) ~ Y A=665nm,
solugdo salina _ 600 pm
OP=1W
tamponada com
fosfato
Fonseca et E=6,4], Fibra
Azul de Toluidina 0.0125% Agua A=660nm, OP= optica
al. (2008) 50mW 500pm
Polietilenimina
dissolvido em _ 2 .
Garcezet  Polietilenimina de dimetil-sulfoxido + 00O 6;22?
al. (2007) cloro (e6) cl.orm.a + 1—et1l—3i(3- P=40mW 200- um
dimetilaminopropiol)
+ trietilamina
2
Garcez et Peroxido de ureia ll;iJl/‘éI(;ls’ rFi.bra
Azuleno 25% 10% =+ detergente - ’ optica
al. (2006) o A=685nm,
25% e carbowax P=10mW 365 um
75%
— 2 ~
Foschietal.  Azul de metileno 6.25 Solugio salina F=60J/em’, ,Flt.)ra
(2007) mg/mL(16,73uM) tamponada com A=665nm, OP= optica
’ 1000mWatt 500pum
fosfato
E=30J/cm?, T:
Pagonis et Azul de metileno 50 mg/mL Solugdo salina _ 300s, ) ’Flt')ra
[P=100mW/cm?, optica
al. (2011) tamponada com _
fosfato A=665nm, 250um
OP=1W
Rios et al. . _ Ponteira do
(2011) Azul toluidina 0,25 ml LED, T=30s LED
~ . F=222J/cm?, .
Soukos e/ Azul de metileno 2556“5/ /mmll‘ tjﬂ“gﬁg dsslclgfn IP=740mW/cm?, éF fl’(fz
al. (2006) & pfos ot A=665nm, OP: sgo .
1000mW "
= 2 i
Souzaetal.  Azul de metileno e F 760J/ e, Fibra
2010 15 L 2mmol/l Caldo infusao A=665nm, optica
( ) Hmg/m cérebro coragao OP=1W 500um
Vaziri et al. L 15 mg/ml E=12],
(2012) Azul de toluidina 2=625nm. -

IP=20mW/cm?
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RESUMO

A terapia fotodinamica (Photodynamic Therapy- PDT) vem sendo pesquisada em varias
vertentes da Odontologia a fim de estabelecer protocolos eficientes de tratamento das mais
diversas especialidades aos pacientes, em atendimento odontolégico. E uma técnica que
consiste na ativagdo de um agente fotossensibilizador (FS) que tera como produto espécies
reativas de oxigé€nio, substancias importantes para a acdo antimicrobiana. Esta pesquisa teve
como objetivo realizar ensaios laboratoriais com o proposito de mensurar a liberacdo de
oxigénio singleto e radicais superdxidos em fun¢do de diferentes formulagdes e concentragdes
dos corantes azul de metileno (MB), eosina Y (EY) e fluoresceina (FL), bem como comparar
a eficiéncia fotodinamicas de FS fenotiazinicos (MB) e xantenos (FL e EY). Para tanto, foram
analisadas solucdes contendo estes compostos em meio ao solvente MIX glicerol, etanol e
agua) irradiadas com laser de baixa poténcia (A = 660 nm), e avaliadas fotometricamente
quanto a producio de oxigénio singleto (!02), a qual foi determinada pela taxa de consumo do
1-3 difenillisobenzofurano (DPBF), substincia sequestrante de 'O2, em fungio da dose de
irradiagdo. As analises estatisticas foram realizadas pelo programa SPSS versao 22.0 através
do teste ANOVA e teste complementar de Duncan. Resultados com valores de p <0,05 foram
considerados significativos. Os dados demonstraram que o azul de metileno obteve uma
maior atividade fotodinamica por apresentar valores superiores quanto ao decréscimo do
DPBF, com média de 89,9% e desvio-padrao de 1.8 em 150 uM, 87,6% e 2.9 para 15 uM e
77,3% e 2.5 em 1,5 uM. EY e FL obtiveram resultados semelhantes entre si ndo apresentando
diferenca significativa dentre as concentragdes. Este estudo concluiu que o azul de metileno a
uma concentracdo de 150 uM expressou uma maior producio de 'Oz, 0 que sugere um maior
efeito antimicrobiano e destaca sua relevancia quanto aos demais corantes.

Palavras-chave: terapia fotodinamica, fotossenssibilizadores, oxigénio singleto.
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ABSTRACT

Photodynamic therapy (Photodynamic Therapy- PDT) has been researched in several aspects
of Dentistry in order to establish efficient treatment protocols forthe most diverse specialties
to patients, in dental care. It is a technique that consists of activating a photosensitizing agent
(FS) that will produce reactive oxygen species, substances that are important for antimicrobial
action. This research aimed to carry out laboratory tests inorder to measure the release of
singlet oxygen and superoxide radicals according to different formulations and concentrations
of the dyes methylene blue (MB), eosin Y (EY) and fluorescein (FL), as well as compare the
photodynamic efficiency of phenothiazine (MB) and xanthene (FL and EY) FS. For this
purpose, solutions containing these compounds were analyzed in the MIX solvent (glycerol,
ethanol and water) irradiated with low power laser (A = 660 nm), and evaluated
photometrically for the production of singlet oxygen ('Oz), which was determined by the
consumption rate 1-3 diphenylisobenzofuran (DPBF), a !O, sequestering substance,
depending on the irradiation dose. Statistical analyzes were performed using the SPSS version
22.0 program using the ANOVA e Duncan tests. Results with p values <0.05 were considered
significant. The data demonstrated that methylene blue obtained a greater photodynamic
activity as it presented higher values regarding the decrease in DPBF, with an average of
89.9% and standard deviation of 1.8 in 150 pM, 87.6% and 2.9 for 15 pM and 77.3% and 2.5
in 1.5 uM. EY and FL obtained similar results with no significant difference between
concentrations. This study concluded that methylene blue at a concentration of 150 uM
expressed a greater production of 'O2, which suggests a greater antimicrobial effect and
highlights its relevance in relation to other dyes.

Keyword: Photodynamics, Photosensitizers, Singlet oxygen
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INTRODUCAO

A utilizacdo de um corante ativado por luz ¢ uma técnica a qual sdo encontrados
registros desde 1200-2000 a.C., onde egipcios e chineses combinavam extratos de plantas
com associacdo a luz solar para o tratamento de doengas de pele, como o Vitiligo. (PATHAK;
2014). Em 1900, foi publicado por Raab, o primeiro estudo relatando o combate ao
protozoario Paramecium caudatum apds a exposi¢do a luz na presenca de um corante de
Acridina (RAAB,1900), porém com o advento dos antibidticos, tornou-se um assunto pouco
explorado. Com o passar dos anos, a resisténcia bacteriana aos antibidticos tornou-se um dos
principais desafios da medicina (SILVEIRA et.al, 2006), partindo deste principio, t€ém se
destacado a busca por fArmacos ou alternativas terapéuticas mais eficientes ao combate a estes
microrganismos.

A terapia fotodindmica (Photodynamic Therapy- PDT) ¢ uma alternativa terapéutica
ndo invasiva que tem demonstrado resultados satisfatorios no tratamento de infecgdes
localizadas, com baixa recorréncia de desenvolvimento bacteriano (HAMBLIM; HASAN,
2004). O procedimento ¢ baseado na aplicagdao local de um agente fotossensibilizador (FS),
ativado por uma fonte de luz, com comprimento de onda adequado, gerando assim, um estado
de estimulacio molecular (DUTRA, 2013). Seu efeito bactericida estd diretamente
relacionado a dois mecanismos: a rea¢do do tipo I, onde ocorre a formagdode radicais livres e
superoxidos e a reacdo do tipo II, dando origem ao oxigénio singleto ('O2), substincia
altamente citotoxica e a principal responsavel na acgdo antimicrobiana do tratamento
fotodindmico (FOOTE 1991, KALKA et. al 2000, DE ROSA E BENTLEY 2000,
KONOPKA E GOSLINSKI 2007).

Os FS, sdo compostos que apresentam caracteristicas especificas como: molécula
cinética e termodinamicamente estavel, ndo se agregam em meio biologico, rapida sintese e
baixos niveis de toxicidade (CASTANO, DEMIDOVA, HAMBLIN, 2004). Seu efeito
antimicrobiano esta relacionado ao seu potencial de agdo com o sitio-alvo, sendo descrito na
literatura em que bactérias Gram positivas apresentam diferentes suscetibilidades a PDT
quando comparadas as bactérias Gram negativas (GEORGE e KISHEN, 2007). Os compostos

fenotiazinicos, como por exemplo o azul de metileno (MB), sdo promissores 4 PDT devido as
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suas caracteristicas quimicas e fisicas. Desta forma, FS e luz na presenga de oxigénio dao
origem a substancias nocivas as cé€lulas, as quais sdo capazes de danificar estruturas como
membrana, proteinas e acidos nucleicos, causando uma destruigdo irreversivel e
possibilitando uma ampla seletividade, pois somente as células expostas ao FS e a luz,
sofrerdo este efeito citotoxico (SHARMAN, ALLEN e VAN LIER, 1999).

Na Odontologia, um dos principais objetivos no tratamento endoddntico ¢ a
eliminacdo dos microorganismos presentes nos canais radiculares. Caracteristicas como
formacgao de biofilme, resisténcia a medicagdo intracanal, anatomia dos canais radiculares e
acesso restrito dos sistemas de instrumentag¢do, fazem com que microrganismos como o
Enterococcus faecalis e Candida albicans sejam frequentemente encontrados em casos de
infec¢des endodonticas persistentes (GOMES et.al, 2004; STUART et al, 2006). Diante disso,
a PDT tém se mostrado um novo método a ser empregado mostrando resultados significativos
quanto a redu¢do microbiana, sendo sugerida como importante alternativa ao combate a
infeccdes provocadas por microrganismos envolvendo biofilmes, como por exemplo,
bactérias associadas a doengas periodontais (WAINWRIGHT e CROSSLEY 2004; MEISEL
E KOCHER, 2005).

Em dentes com necrose pulpar os microrganismos formam complexos biofilmes nas
paredes dos canais radiculares e alcancam profunda colonizagdo dos tubulos dentinarios
(SOARES, et.al 2006). Esta infeccdo ¢ essencial para a formacdo de abscessos, granulomas e
cistos periapicais (STASHENKO et.al 1992). Um dos temas mais debatidos na endodontia
tem sido o sucesso dos tratamentos realizados em sessdo Unica em dentes com lesdes
periapicais (SATHORN et.al 2007;), bem como a incidéncia de dor pds-operatéria (SU, et.al
2011, OLIVEIRA, et.al 2015) e ao reparo dessas lesdes (PETERS & WESSELINK 2002;
PORTENIER et.al 2005). De acordo com os aspectos infecciosos, ¢ legitima a preocupagao
com esses microrganismos remanescentes, pois eles contribuem para restabelecer uma
recolonizagao bacteriana resistente induzindo ao insucesso do tratamento primario
(FABRICIUS et.al 2006; STASHENKO et.al 1992).

Neste contexto, a PDT tomou notoriedade sendo sugerida como um procedimento
adjuvante, atuando de maneira eficaz a erradicagdo bacteriana no tratamento de lesdes
periapicais nos dentes em tratamento endodontico realizados em uma Unica sessdo.
(NAGAYOSHI et al. 2011, GARCEZ et al. 2015 SIQUEIRA & ROCAS 2011, SILVA et al.
2012,). Estudos demonstraram uma redugdo de 99% no canal radicular, quando o tratamento

com a PDT foi implementado (FIMPLE et al. 2008, TENNERT et al. 2015).
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Portanto, apesar de pesquisas laboratoriais indicarem um efeito bactericida satisfatorio
da PDT, os resultados encontrados nos estudos clinicos ndo sdo reconhecidos, devido ao fato
de ser um assunto pouco difundido no campo de atuacdo e por ndo apresentar protocolos
estabelecidos para a sua utilizacdo na Odontologia. Estudos vém sendo feitos, seguindo
diferentes protocolos no que se diz a irradiagcdo e diferentes tipos de FS bem como suas
concentracdes. (STREET; PEDIGO; LOBEL, 2009). Entretanto, pouco ¢ encontrado sobre o
desenvolvimento de novas formulagdes utilizando o solvente MIX (4gua, glicerol e etanol), o

qual segundo George e Kishen (2007), apresenta efeitos benéficos a PDT.
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OBJETIVOS

Objetivo Primario
Mensurar a liberacdo de oxigénio singleto e radicais superdxidos em fungdo de

diferentes concentragdes dos FS azul de metileno, eosina y e fluoresceina;

Objetivos secundarios

Determinar fotometricamente a taxa de decréscimo do DPBF em fun¢ao da dose de
irradiagdao em solugdes aquosas contendo os FS estudados;

Comparar a eficiéncia fotodinamica de corantes fenotiazinicos e xantenos.
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MATERIAIS E METODOS

Os corantes Eosina Y (EY), Fluoresceina (FL), e Azul de Metileno (MB) foram
adquiridos da Sigma Aldrich, San Luis, Missouri, EUA. Os FS foram testados em trés
diferentes tipos de concentragdes (15, 50 e 150 uM.). As solugdes destes compostos foram
dispostas em uma combina¢do de glicerol, etanol e dgua (30:20:50) (solvente MIX, Kent
Ridge, Singapura). Acredita-se que esta formulagdao de solvente potencialize a difusao do FS
nos tubulos dentindrios e em toda extensdo do canal radicular, bem como suas complexidades
anatomicas.

Segundo George e Kishen, 2007 tal propor¢ao utilizada como solvente atua de forma
eficaz na captagdo dos FS pelas células bacterianas, bem como sua acao bactericida quando
expostos a irradiagdo. Usou-se LaserSmile (figura 3) a 660 nm com uma intensidade de 100
mW foi utilizado como fonte de irradiagdo durante 180 segundos em todas as solucdes

estudadas.

Figura 3. LaserSmile em modo assistido de PDT.

O espectro de absor¢ao de 300 uM (concentragdao absoluta) dos FSs em diferentes
concentragdes foram determinados utilizando a Multileitora Spectramax Paradigm. A razio de

absorvancia de 664 nm foi aplicada para MB, 495 nm para FL e 535nm para EY. Em teste



28

piloto realizado anteriormente, em que foram estudadas as concentragdes 15, 50 e 150 uM,
ndo foram encontradas relevancia em seus resultados, optou-se por ampliar a faixa das
concentracoes testadas para 1,5, 15 e 150 uM. As solugdes foram dispostas em placa de 96
pogos utilizando 6 por fileira deixando sempre o poco entre as solugdes vazio, com objetivo
de minimizar o efeito dissipatério da irradiagdo (figura 4). Como forma de controle, foram
aplicadas solucdes compostas apenas por cada substancia presente nos tratamentos, ou seja,
corantes (com e sem irradia¢do), DPBF (com e sem irradiacdo) e MIX (sem irradiacao). As
formulacdes foram armazenadas e protegidas da luminosidade desde o seu preparo até o final

da leitura de toda a placa.

Figura 4. Método de irradiacdo das solugdes.

Mensuracio de Oxigénio Singleto

A analise das diferentes formulagdes dos corantes pesquisados foram estudadas
fotometricamente em relagdo a taxa de producio de oxigénio singleto ('Oy). Para isso utilizou-
se uma solucdo de 1,3-difenilsobenzofurano (DPBF), substancia reconhecida por ser um
sequestrante de '02. O DPBF, que apresenta uma intensidade de absorvancia em 420 nm, foi
dissolvido em dalcool de cereais e acrescido as solugdes de diferentes concentracdes de FS. A
taxa de producdo de 'O; foi avaliada em relagdo ao indice de queda na absorvancia do DPBF
em 420 nm em fung¢do do tempo de irradiagao.

Os dados encontrados na pesquisa foram analisados, utilizando-se o programa Excel
2017, disponivel no pacote Office (Microsoft). As porcentagens foram calculadas de acordo
com a taxa de decréscimo do DPBF. As porcentagens foram calculadas de acordo com a taxa
de decréscimo do DPBF. Além disso, utilizou-se o teste de normalidade Shapiro Wilk para

verificar se havia homogeneidade nas amostras e posteriormente foi usado ANOVA para
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analise da diferenca estatistica (p <0,05). A constru¢do do banco de dados e a andlise e
interpretacdo dos resultados foram obtidas por meio do programa Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS), versao 22.0. (Chicago IL. USA).

Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de Desenvolvimento
Tecnoldgico Farmacéutico, do Departamento de Farmacia/FCBS e nos Laboratorios

Multiusudrios de Pesquisa em Farmacia (Multifar), conforme os protocolos a seguir:

PROTOCOLO DOS EXPERIMENTOS
Preparo de solucdes
1. Soluciao DPBF 200 pM

Inicialmente, pesou-se 27 mg de DPBF e em seguida feita a dissolugdo em éalcool
de cereais em um baldo volumétrico de 50 mL na concentragdo de 200 uM. Apds feito
isso, foi realizada a transferéncia de 1 ml desta solugdo para um baldo volumétrico de 10
mL e o volume foi completado com alcool de cereais, mantendo a concentracao inicial de

200 pM.

2. Solucio de Azul de Metileno (MB) 300 pM (em agua ou em mix)

Para a solugdo de MB, foi pesado 48 mg do corante e dissolvido em um baldo
volumétrico de 250 mL na concentragdo de 300 uM, o mesmo foi completado com o solvente

MIX

3. Solvente MIX

Para o preparo do solvente, foram misturados 30 mL de glicerol, 20 mL de 4lcool

de cereais e 50 mL de dgua

Preparo das dilui¢cdes para o teste

Para obter-se as concentracdes de 10x, o procedimento realizado obedeceu a seguinte

ordem:
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Como ponto de partida, foi adicionado MB 300 uM (puro) no tubete A e 900 uL de
MIX nos tubetes C, D, E, F e G. Em seguida, utilizando pipeta de precisao, transferiu-se 50
puL do tubete A para o C, 50 uL do C para o D e assim sucessivamente até o tubete E. Ao final

deste procedimento, obtivemos as concentragdes de MB em 1,5, 15, ¢ 150 uM.

Protocolo do experimento

Ap6s preparado todas as solucgdes e diluigdes, o experimento foi realizado em placa de
96 pogos em sextuplicata (n=6).

O primeiro passo foi adicionar 100 pL das solugdes de MB nos pogos € em seguida
100 pL da solucao de DPBF, totalizando um volume de 200 pL. Foram feitos também pogos
controle de cada substancia de forma isolada, contendo DPBF com (1) e sem irradiagdo (2)
(ou seja, ambos sem MB), MB com (3) e sem (4) irradiacao (ou seja, sem DPBF) e solvente
MIX (5).

Cada fileira foi preparada antes de sua respectiva leitura afim de evitar influéncias
externas sobre o resultado, devido a instabilidade das solucdes. Todas as solugdes foram
protegidas da luminosidade, com frasco ambar e papel aluminio, por se tratar de substancias
fotossensiveis.

As solucdes pesquisadas que necessitavam de irradiacdo, foram irradiadas por 3
minutos cada e logo em seguida foi feita a leitura em espectrofotdmetro em A =420 nm e A =
660 nm, comprimento de onda de absor¢do maxima do DPBF e MB respectivamente.

Este procedimento foi repetido também com EY e FL, as concentracdes foram as
mesmas descritas no experimento com MB, alterando a quantidade utilizada e o comprimento
de onda de cada corante, levando em consideragao a massa molar e a razao de absorvancia de

cada substancia, respectivamente.



RESULTADOS

As concentracdes estudadas foram de 1,5, 15 e 150 pM. Observou-se que oFS MB na
concentracdo de 150 uM apresentou um maior potencial fotodindmico (em termos
percentuais) em relacdo ao consumo de DBPF quando comparado aos demais. Entretanto,
como pode-se observar na andlise estatistica 15 e 150 uM ndo apresentaram diferengas quanto

ao nivel de significancia (Tabela 2). O resultado apresentou um decréscimo de DPBF 12,6%

maior em relagdo a solu¢ao mais diluidas. (Figura 5).

Tabela 2. Médias e desvios-padrao dos FS nas concentragdes pesquisadas apos a irradiagdo (MB- Azul
de metileno; EY Eosina Y; FL Fluoresceina)

Corante
Concentragdes
MB EY FL p
150 pM 0,188+0,010** 0,3620,098*® 0,352+0,036%® 0,0001
15 uM 0,2310,049** 0,307+0,050°® 0,29210,061**® 0,047
1,5 pM 0,440+0,076** 0,283+0,034°®  0,290+0,061°¢ 0,001
p 0,0001 0,150 0,111

*Letras mintsculas iguais indicam semelhanga entre linhas e maiuscula iguais indicam semelhanga entre colunas
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Figura 5. Consumo de DPBF em MB na dilui¢do 10x.
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J& os FS xantenos, apresentaram resultados bem semelhantes, o FS EY obteve maiores
resultados nas concentragdes mais diluidas, 85,3% em 1,5 uM (figura 6) e FL consumiu uma
maior taxa de DPBF nas formulagdes em 1,5 e 15 uM (Figura 7), porém ambos apresentaram

p> 0,05, indicando ndo haver diferenca estatistica entre eles.
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1,5uM 15 uM 150 uM
Figura 6. Consumo de DPBF em EY na diluigdo 10x
FL- 10x
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m EY- 10x

Figura 7. Consumo de DPBF em FL na dilui¢ao 10
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DISCUSSAO

Apesar de muitos estudos relatarem o efeito bactericida em microorganismos presentes
na cavidade bucal, pouco ¢ encontrado quanto a aplicacio da PDT para desinfec¢do do
conduto radicular. A PDT se torna uma alternativa de tratamento promissora devido a sua
capacidade de produgdo de EROs e sua agdo sobre as bactérias anaerobicas, as quais sio
predominantemente encontradas no canal radicular. Esta pesquisa tem como objetivo a busca
por uma concentragio de FS que forneca o maximo de 'O, possivel para uma agio bactericida
eficaz.

Como no primeiro experimento, onde foram testadas as concentragdes de 50, 100 e
150 uM, nao encontramos diferencas significativas quanto ao consumo de DPBF e
consequente producdo de 'O, pode-se considerar que dentre a gama de concentragdes
testadas (em ambos os experimentos), de acordo com nossos resultados, a formulacido de
MB/MIX na concentragao de 150 uM apresentou maior potencial fotodindmico levando em
consideragdo as caracteristicas fotofisicas e fotoquimicas quando comparadas as solugdes de
concentracao inferior (150 > 15> 1,5 uM).

Encontra-se uma quantidade razoavel de estudos que avaliam o MB em PDT, assim
como sua eficdcia bactericida através de cultura microbiana, porém faz-se necessario
pesquisas onde sdo avaliadas caracteristicas do MB em uma concentracao de 150 uM em uma
formulagdo contendo o solvente MIX. Diante disso, torna-se necessario mais estudos afins de
avaliarem a concentracdo de MB e o solvente utilizado para se obter o0 maximo de rendimento
quanto a produgio de EROs, tendo como objetivo principal, a origem de 'O».

Em relacdo a atividade fotodinamica dos corantes xantenos, a EY apresentou um
potencial fotodinamico melhor quando comparada a FL. Ao contrario do MB, as solugdes de
menor concentragdo consumiram uma maior quantidade de DPBF, o que nos leva acreditar
que solugdes mais diluidas destes FS, levam a uma maior producio de 'O».

No estudo de RIBEIRO e MIKCHA (2018), onde foi avaliado o uso da EY em PDT

no combate aos microorganismos Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium, as

concentragdes (0.1, 0.25, 0.5, 1.0 e 5.0 uM) e tempos de iluminagdo avaliados reduziu
significativamente o numero de UFC/mL quando comparado com o controle. As maiores
redugdes foram observadas nas concentragdes de 0.5 e 1.0 uM quando combinadas a
irradiagdo de 15 minutos. Ja no trabalho de MACHADO et al (2010), o qual comparou os FS

EY e rosa bengala em cultura de Candida albicans, foi observado efeito fotodindmico a partir

da concentragdo de 12,5 pM.

Buck (2009), investigou a eficiéncia fotodindmica dos corantes xantenos eritrosina B,
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eosina Y e fluoresceina e constatou que a FL apresentava um menor indice citotéxico em
relagdo aos demais. Caracteristica essa em conjunto com sua baixa toxidez e alta
fluorescéncia.

Apesar dos compostos xantenos serem bons geradores de 'O, eles sio menos
citotoxicos do que os fenotiazinicos (BUCK,2009), pelo fato de serem FS hidrofilicos e
possuirem carga negativa (-2) tendem a ser muito polares e ndo possuirem a capacidade de
penetrar no interior celular, restringindo sua acdo a membrana plasmatica (CASTANO,
DEMIDOVA e HAMBLIN, 2004), o que podera acarretar uma maior probabilidade de
resposta celular aumentando as chances de sobrevivéncia. Para que um FS apresente eficacia
quando empregada a PDT, este deve apresentar um espectro de absor¢do de luz dentro do que
¢ conhecido como “janela terapéutica” (600-800 nm), quanto maior for o comprimento de
onda da fonte de luz, maior também serd a penetragdo no sitio-alvo (SIMPLICIO,
MAIONCHI, HIOKA, 2002). Comprimentos de onda menores que a janela terapéutica
sofrem espalhamento e sdo absorvidos por cromoéforos enddégenos, como exemplo a
hemoglobina (KUBLER, 2005; ALLISON et al, 2004). J4 comprimento de onda maiores que
800nm, sdo absorvidos pela 4gua e ndo possuem energia o suficiente para a producdo de 'O,
(RAVANAT et al, 2000; MEISEL E KOCHER, 2005). Desta maneira, os corantes xantenos
estudados necessitam de mudangas estruturais que facam que seu comprimento de onda se
encontre dentro de 600-800nm para sua maior eficacia em humanos (WANG et al, 2006)

Em contrapartida, o corante fenotiazinicos MB, apresenta absor¢do méxima em 660
nm e por ser um composto lipofilico e possuir carga positiva, pode se difundir pela membrana
plasmatica, tendo seu efeito oxidativo presente também no meio intracelular. Estudos
demonstram que o MB t€m sua a¢do primaria nos lisossomos e depois penetram o nucleo
celular (WALKER et al, 2004; HARRIS et al 2004). Para tanto, recomenda-se outros estudos
que avaliem a formulacdo MB/MIX em meio a diferentes tempos de irradiagdo, bem como a
sua citotoxidade bacteriana, para que se obtenha seu méaximo poder antimicrobiano e

consequente uso em PDT.
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CONCLUSAO

Diante dos achados do presente estudo, pode-se concluir que o a solugdo MB/MIX na
concentracao de 150 uM, apresenta uma maior eficacia dentre as substancias e concentragdes
testadas. Em relagdo aos FS xantenos, apesar de observarmos boas atividades fotodinamicas,

0 mesmo apresentam desvantagens quanto ao MB para o uso em PDT para em odontologia.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo laboratorial contribui para uma idealizagdo de um protocolo a ser seguido
para que se obtenha uma maxima ac¢do antimicrobiana quando empregada a terapia
fotodinamica como tratamento adjuvante a desinfec¢ao bacteriana. Nos resultados iniciais
revelaram que o fotossensibilizador azul de metileno em solvente MIX apresentou maior
porcentagem quanto a producdo de oxigénio singleto, o que evidencia sua eficiéncia para o
uso em odontologia. Contudo, ainda ha uma necessidade de mais estudos que avaliem a

formulacao que demonstrou melhores resultados, bem como a sua toxicidade em humanos.
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Tabelas de dados da leitura feita pela Multileitora Spectramax Paradigm

Basic Endpoint Protocol

Use this protocol for endpoint assays that have unknowns that will have concentrations interpolated from a standard curve. Modify the
mstrument setupforthewn‘eleng&x(s) of interest for your assay. You may also modify the template to include additional mda.rds
unknowns, and controls. To make modifications, click the plate section to make it active.

READER SUITABILITY:

SpectraMax M2, M2e, M3, M4, M5, and MSe.

SpeclzaMaxle 384, 190, SpectraMax 190, 340PC 384 and Versalax
Emax and Vmax

PROTOCOL REVISION HISTORY:
03/02/11 - Imported from 5.4 and edited. (ELM)
10/11/11 - Updated with the additional instruments supported in SMP 6.1



Leitura 1 DPBF e mix sem radia¢a

1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12
A | o138 | 0098 | 0171 | 0064 | 0164 | 0085 | 0204 | 0084 | 0212 | D059 | 0215 | 0072
B | 1951 | oo7 | 2024 | 0os9 | 2050 | 0088 | 1713 | 0071 | 1943 | DOSZ | 2077 | 0083
c
D
E
F
G
H
Reduction Settings
Optical Density
Wavelength Combination : !Lm1

Leitura 2 DPBF com radiagao

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
C | 1929 | oos0 | 2961 | 0064 | 195 | 0074 | 1903 | 0056 | 1877 | 0053 | 1860 | 0052
D
E
F
G
H
Reduction Settings

Optical Density
Wavelength Combination : 'Lm1

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 420
4 More Settings
Shake OFf
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM vV1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 09:25 08/10/2020

Mean Temperature : 28 °C

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 420
4 More Settings
Shake OFf
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM wV1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 09:49 08/10/2020

Mean Temperature : 28.5 °C
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Leitura 3 - MB com radiacdo

1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
C
D 0.188 0077 0.229 0.075 0.265 0.067 0.308 0.060 0237 0.051 0.300 0.072
E
E
G
H
Reduction Settings
Oprical Density
Wavelength Combination : 'Lm1
Leitura 4 - MB irradiada 664
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
C
D 0.197 0.078 n.223 0.074 02711 0.068 0.292 0.060 0228 0.050 0.306 0072
3.035 0051 3.095 0.054 3.107 0.049 3114 C.048 3104 0.043 3.078 0.055
E 0.143 0.075 0.158 0.068 0.166 0.07m2 0.149 0.077 0170 0.050 0.195 0.058
0.608 0.055 0733 0.054 1051 0.050 1186 0054 0.890 D.0a5 1296 0.048
E
G
H
Reduction Settings
Oprical Density

Wavelength Combination : ILm1

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 420
4 More Settings
Shake OfFf
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM vV1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 10:22 08/10/2020

Mean Temperature : 29 °C

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 420
Lm2 664
4 More Settings
Shake OFf
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM wW1.2 b100 22.09.2014
Start Read : 10:48 08/10/2020

Mean Temperature : 29.5°C
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Leitura 5 - segundo tratamento

1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
G
D
E
F | o152 | oos2 | 0187 | 0064 | 0% | 0089 | 0215 | 0068 | 0200 | 0059 | 0244 | 0.084
G
H
Reduction Settings
Optical Density
Wavelength Combination : 'Lm1

Leitura 6 - terceiro tratamento

1 2 3 B 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
€
D
E
F
G| 0153 | o067 | 0463 | 0055 | 0202 | 0059 | Q206 | 0053 | 0257 | 009 | 0245 | 0.060
H
Reduction Settings
Optical Density

Wavelength Combination : 'Lm1
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Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 420
4 More Settings
Shake Off
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM vV1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 11:17 08/10/2020

Mean Temperature : 30 °C

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217}
Lml 420
4 More Settings
Shake Off
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM vV1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 11:44 08/10/2020

Mean Temperature : 30 °C



Leitura 7 -MB sem irradiacao

Wavelength Combination - 'Lm1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
c
D
E
E
G

0172 0.058 0.203 0.063 0.202 0.056 0.243 0.056 0228 0.060 0.237 0.065
H 3.108 0.047 3.047 0.048 3.0m9 0.048 3.124 0.046 3.023 0.049 3132 0.050
Reduction Settings
Oprical Density
Wavelength Combination : ILm1
Leitura 8 - placa toda

1 ¥ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.152 0.095 0.176 0.060 0.196 0.088 0.205 0.088 0221 D061 0.204 0.070
B 1058 0.069 i 0.057 an 0.067 0.711 0.069 1008 0.052 1112 0.065
C 1222 0,060 1236 0.065 1261 0.071 1156 0.057 1182 0.052 1050 0.089
D 0234 0078 0.266 0.073 0.z 0.067 0231 o0 0273 0.048 0.299 0.068
E 0135 0.079 0179 0.061 0.187 0.070 0.185 0.073 0211 0053 0.227 0.057
F 0.160 0.066 0.175 0.064 0.156 0.080 0.159 0.059 0.180 0.050 0.205 0.070
G C.167 0.066 0.200 0.055 0.203 0.058 0.217 0.053 0224 0089 0.233 0.060
H 0.19% 0.057 0.211 0.060 0.173 0.056 0.208 0.056 0.230 0.062 0.262 0.067

Reduction Settings

Optical Density

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 420
Lm2 664
4 More Settings
Shake Off
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM vV1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 11:49 08/10/2020

Mean Temperature : 30 °C

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 420
4 More Settings
Shake Off
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM vV1.2 b100 25.09.2014
Start Read : 11:50 08/10/2020

Mean Temperature : 30 °C



Leitura 1 DPBF e mix ¢/ radiagdo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0.180 0.181 0.176 0.196 0.2¢3 0.183 0.070 0079 0,071 0.058 0.058 0.072

0438 0564 0773 0.880 0.753 0.a82 0.062 0080 0.058 0049 0.050 0.058
B
C
D
E
E
G
H

Reduction Settings
Optical Density
Wavelength Combination : ILm1
Leitura 2 DPBF com radiagdo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A
B
i 0509 0251 0208 0.197 0.189 0221 0114 0.055 0.054 0051 0.044 0.073

0.126 0.167 0.174 0.174 0.181 0.153 0.028 0.045 0050 0045 0.042 0.068
D
E
F
G
H

Reduction Settings

Optical Density

Wavelength Combination - 'Lm1
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Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 420
Lm2 664
4 More Settings
Shake 5s Lin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM vV1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 10:12 02/12/2020

Mean Temperature ; 24.5°C

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 420
Lm2 664
4 More Settings
Shake 5s Lin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM vV1.2 b100 25.09.2014
Start Read : 10:30 02/12/2020

Mean Temperature : 24.5 °C



Leitura 3 - MB com radiacdo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A
B
&
D
E 0119 0.335 0.213 0.480 0.436 0.539 0.049 0.076 0.077 0.047 0.061 0.068

0.077 0.148 0.158 0.131 0.143 0.148 0.048 0.0s4 0.061 D.0a4 0.053 0.053
E
G
H

Reduction Settings
Oprical Density
Wavelength Combination : ILm1
Leitura 4 - MB irradiada 664
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A
B
C
D
E
F
G 0.875 D849 0.611 0.728 0.742 0.704 0.054 0.058 0.073 0.076 0.052 0.065

0.164 0.170 0.168 0.157 0.179 0.157 0.051 0.055 0.060 0.057 0.048 0.053
H

Reduction Settings

Optical Density
Wavelength Combination : 'Lm1

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 420
Lm2 664
4 More Settings
Shake 5s Lin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM vV1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 10:51 02/12/2020

Mean Temperature : 25 °C

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 420
Lm2 664
4 More Settings
Shake 5sLin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM wV1.2 b100 25.09.2014
Start Read : 11:10 02/12/2020

Mean Temperature : 25.5°C
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Leitura 5 - segundo tratamento

ik 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H D528 0784 D461 0.E37 0.232 0.752 0.059 LRl 0O72 p.osy 0.061 0.068
[ Rlarg 0168 0135 0.451 0.166 0.145 0.058 0u059 DLOSE 0.os0 0.052 0.058
Reduction Settings
Optical Density
Wavelength Combination - ILm1
Leitura 6 - terceiro tratamento
1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12
A | DasE 0.205 0LE79 0192 0155 0157 0083 | 0079 D72 D.05E 0.059 0073
0423 | 0568 o.7as 0.638 a.730 840 0.062 06t 0058 0.050 0.051 0.059
g | Do 0.066 D061 0:061 0.055 ¢.070 0070 | o06% | ous2 0.055 0.045 0.056
0076 0051 0050 0,049 0.047 0.051 0.060 0056 D.oay 0.oas 0.0a4 0.052
c 0238 D.188 D208 0.233 0.208 0.155 0.117 0055 D.osT Dos2 0.050 a.0m
0213 0.153 o193 020z 0.201 0.167 0.101 0045 053 0046 0.0a5 0.065
o no74 0.078 OLDGL 0.085 0.o74 0.082 0.0682 0476 05 0047 0.050 0.065
QISE 0054 RS 0.064 0.0e2 0063 0.058 Q068 D056 0043 0.0a7 0.054
g | oues 0.274 D214 0.353 0378 0432 0.049 0075 CLO07E D048 0.060 0.055
0133 0188 D168 0.157 0.201 0175 0.047 0154 Duba1 0034 0.052 0.047
E D0ES 0070 oo7T 0.085 0.0B7 0.057 0.04% 0069 Du0a1 0.os5e 0.057 0.083
006 0056 0Lo63 0.065 0.0e8 0.048 0.045 0054 oSt 0054 0.0as a.07
G LEED 0.699 D488 0.595 0.603 0.545 9.051 0061 0072 0.076 0.051 0.064
0165 bo1e1 [LIBS 0153 0.227 0176 0.043 0056 Dose 0.os7 0.047 o.0sz
0543 D736 D413 0.B28 0.205 0.750 0.057 0071 D72 0.os7T 0.080 087
H | o1z 0134 0136 0.132 0.155 0172 0.056 0060 | DoS7 0.042 0.051 0.055

Reduction Settings
Optical Density

Wavelength Combination : ILm1
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Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MOMO (s/n 2217)
Lml 420
Lm2 &G54
4 More Settings
Shake 5z Lin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM wW1.2 b100 23.09.2014
Start Read : 11:30 02122020

Mean Temperature : 25.5 °C

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MOMNO [s/n 2217}
Lml 420
Lm2 664
4 More Settings
Shake 5= Llin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
Spectrahax Paradigm
ROM v\/1.2 b100 25.09.2014
Start Read : 11:32 0212 /2020

Mean Temperature : 26.5 *C



50

Settings Information

Leitura 1 Eosina Y Endpoint
Absorbance
1 2 3 4 5 & 7 & § W B W | e
A | ©283 | 0057 | 0287 | 0OGL | 0300 | 006 | 0414 | 0100 | 0525 | 0173 | 0383 | 00% Lml 420
0819 | 0OS6 | 1476 | 0.058 1159 | 0058 | 1123 | Qo085 1242 | 0159 | 1006 | o088
Lm2 535
B 4 More Settings
Shake 5slin., Med.
c ReadOrder Row
o Show Optimizer On
E
F
G
H .
Read Information
SpectraMax Paradigm
= ROM vV1.2 100 29.09.2014
Reduction Settings Start Read : 09:23 18/01/2021
Optical Density
Wavelength Combination : ILm1 Mean Temperature : 23 °C
Settings Information
Leitura 2 Eosina Y Endpoint
Absorbance
| 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12 4 ABS-MONO (s/n 2217)
A Lml 420
Lm2 535
0260 | 0OS8 | 0269 | 0041 | 0264 | 0060 | 0360 | 0060 | 0370 | 0065 | 0323 | 0oO7 .
B | o293 | ooss | o3 | ooss | ose | ooss | o3m | ooss | 0w | ooss | o3se | ooer  Mtirs Seaciigs
Shake 5sLin., Med.
C ReadOrder Row
D Show Optimizer On
E
F
G
H .
Read Information
SpectraMax Paradigm
- ROM vV1.2 b100 29.09.2014
Reduction Settings Start Read : 09:44 18/01/2021
Optical Density

Wavelength Combination - 'Lm1

Mean Temperature : 23.5°C



Leitura 3 Eosina Y

1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12
A
B
C | cim | oom | o217 | oos | o3or | coas | assi | ooss | oaer | cos | oaue | ooss
D
E
F
G
H
Reduction Settings
Optical Density
Wavelength Combination : 'Lm1

leitura 4 Eosina Y

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
]
C
D 2707 o.os2 2705 0.085 217 Q.049 2783 0.075 1732 o.o7e 2.706 0.088
E
F
G
H
Reduction Settings
Optical Density

Wavelength Combination - 'Lm1
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Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 420
Lm2 535
4 More Settings
Shake 5sLin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM wV1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 09:52 18/01/2021

Mean Temperature : 24 °C

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 535
4 More Settings
Shake 5sLlin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM wV1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 10:16 18/01,/2021

Mean Temperature : 24.5 °C



Leitura 5 Eosina Y

1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 12
A
B
C
D
E 2.682 DLOE6 2724 0.063 2734 0.050 2751 0.060 2736 0071 2743 0.085
F
G
H
Reduction Settings
Optical Density
Wawvelength Combination : ILm1
Leitura 6 Eosina Y
1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12
A | ois 0.053 R LT 0.055 0173 0.051 0.235 0076 0.286 0.140 0.214 0.089
B 0160 0.053 o158 0.040 0.157 0.055 0.180 0.056 o9t 0.055 0.252 0.065
C 0183 0.074 0.L8D 0.063 0.154 0,043 0.222 0us1 D247 0.053 0.254 0.067
D | woa1ss 0036 0.7 0.062 0136 0.050 0.151 0072 o227 0.065 0271 0.0%0
E o170 0.051 D201 0.058 0.232 0.048 0.217 0055 0277 D.055 0.227 0.07a
F
G
H

Reduction Settings
Oprical Density

Wavelength Combination : ILm1
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Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MOMNO [s/n 2217)
Lml 535
4 More Settings
Shake 5= Llin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
Spectraiax Paradigm
ROM w\/1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 10:19 18/01/2021

Mean Temperature : 24 5 *C

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MOMNQ ({sfn 2217)
Lml &&0
4 More Settings
Shake 5= lin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
Spectralax Paradigm
ROM vV1.2 b100 23.09.2014
Start Read : 10:21 18/01,/2021

Mean Temperature : 24.5 *C



Leitura 1 Fluoresceina

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1z
A 0385 0093 0294 0.068 0342 0.088 0337 ©co8a 0390 0058 0369 0.071
0474 0.084 0.316 0.064 0.220 0.080 0.214 0.07a 0281 0.0S3 0251 0.065
B
c
D
E
E
G
H
Reduction Settings
Optical Density
Wavelength Combination : ILm1
leitura 4 Fluoresceina
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B D241 0070 0.230 0.067 0.251 0075 0339 0.072 0381 0.062 0313 0.059
0.196 (+X 3 0.179 0.061 0.215 0.065 Q274 0.064 0.286 0058 0.252 0.054
C
D
E
F
G
H
Reduction Settings
Optical Density

Wavelength Combination - 'Lm1
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Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 420
Lm2 455
4 More Settings
Shake 5slin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM vV1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 10:57 18/01/2021

Mean Temperature : 25 °C

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217}
Lml 420
Lm2 495
4 More Settings
Shake 5sLin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM vV1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 11:21 18/01/2021

Mean Temperature : 25 °C



Leitura 5 Fluoresceina

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12
A
B
C 0213 0.065 0.240 0.059 027 0.082 0334 0.066 0377 D055 0310 0.068
0178 0.055 0182 0.053 0.201 0.071 0233 0.061 0276 D51 0.258 0.065
D
E
F
G
H
Reduction Settings
Optical Density
Wavelength Combination - ILm1
Leitura 1 Fluoresceina
1 2 3 4 5 6 ) 8 9 10 11 12
A 0385 0093 D294 0.069 0342 0.088 0337 0084 0390 0058 D369 0.071
0474 0.084 0316 0.064 0.220 0.080 0.214 0.07a 0281 0.0S3 0251 0.0685
B
C
D
E
E
G
H
Reduction Settings
Oprtical Density
Wavelength Combination : ILm1
leitura 4 Fluoresceina
1 2 3 B 5 6 3 g 9 10 11 12
A
B D.241 0070 0230 0.067 0.251 0.075 0339 0072 0381 0.082 0313 0.058
0.196 (+X 3 0.179 0.061 0.215 0.065 Q274 0.064 0.286 0058 0.252 0.054
C
D
E
F
G
H
Reduction Settings
Optical Density

Wavelength Combination - 'Lm1
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Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MOMNO (sfn 2217}
Lml 420
Lm2 435
4 More Settings
Shake 5= Lin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
Spectraiax Paradigm
ROM vi1.2 b100 29.05.2014
Start Read : 11:43 18,/01/2021

Mean Temperature : 25.5 *C

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 420
Lm2 455
4 More Settings
Shake 5slin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM V1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 10:57 18/01/2021

Mean Temperature : 25 °C

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217}
Lmi 420
Lm2 495
4 More Settings
Shake 5sLin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM vV1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 11:21 18/01/2021

Mean Temperature : 25 °C



Leitura 3 Eosina Y

1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12
A
B
C | cim | oom | o217 | oos | o3or | coas | assi | ooss | oaer | cos | oaue | ooss
D
E
F
G
H
Reduction Settings
Optical Density
Wavelength Combination : 'Lm1

leitura 4 Eosina Y

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
]
C
D 2707 o.os2 2705 0.085 217 Q.049 2783 0.075 1732 o.o7e 2.706 0.088
E
F
G
H
Reduction Settings
Optical Density

Wavelength Combination - 'Lm1
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Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 420
Lm2 535
4 More Settings
Shake 5sLin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM wV1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 09:52 18/01/2021

Mean Temperature : 24 °C

Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MONO (s/n 2217)
Lml 535
4 More Settings
Shake 5sLlin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
SpectraMax Paradigm
ROM wV1.2 b100 29.09.2014
Start Read : 10:16 18/01,/2021

Mean Temperature : 24.5 °C



Leitura 6 Fluoresceina
5 3] 7 &

10

11

12

E 2392

0066

2393

oo

2366 0.054 2380 0063

0066

2382

0.051

F | 23m

0.056

2.394

0oz

2402 0053 2386 CudEL

2399

0.osT

2385

0.0y

Reduction Settings
Oprical Density

Wavelength Combination : ILm1
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Settings Information
Endpoint
Absorbance
4 ABS-MOMNQ ({sfn 2217)
Lml 455
4 More Settings
Shake 5= lin., Med.
ReadOrder Row
Show Optimizer On

Read Information
Spectralax Paradigm
ROM vV1.2 b100 23.09.2014
Start Read : 12:07 18/01,/2021

Mean Temperature : 25.5 *C



