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RESUMO



Rodrigues SCGV. Efeito da terapia fotodindmica antimicrobiana com
LED de alta intensidade mediada por eritrosina contra biofilme de
Enterococcus faecalis [dissertacdo]. S&o Luis. Universidade
CEUMA; 2019.

RESUMO

Introducdo: O insucesso no tratamento endoddntico deve-se a
permanéncia de microrganismos no sistema de canais radiculares,
principalmente por sua complexa anatomia. Enterococcus faecalis
(E. faecalis) estdo presentes na maioria dos casos de infeccéo
persistente. Como alternativa auxiliar na desinfeccdo de canais
radiculares, tem-se utilizado a Terapia Fotodinamica (TFD). Objetivo:
Avaliar o efeito da TFD com eritrosina usando light emitting diodes
(LED) azul de alta intensidade em canais radiculares contaminados
com biofilme de E. faecalis. Métodos: 50 canais unirradiculares de
dentes humanos foram preparados e contaminados com E. faecalis
por 21 dias. Os dentes foram divididos em quatro grupos para
tratamento (n=10): Irradiacdo com LED somente (L+E-), LED
irradiado na presenca de eritrosina 50uM (L+E50), LED irradiado na
presenca de eritrosina 100uM (L+E100), LED irradiado na presenca
de eritrosina 200uM (L+E200), e dois grupos controle positivo (n=5)
e negativo (n=5). Cinco minutos foi o tempo de pré-irradiagdo e um
minuto para a radiac@o. Foram realizadas coletas antes e logo ap6s
o tratamento, e contadas as unidades formadoras de col6nias (log
UFC mL™). Os dados foram submetidos ao teste de Wilcoxon para
avaliar se as reducdes foram significativas. Resultado: As reduc¢bes
log UFC mL foram de 0,22 para L+E-, 0,39 para L+E50, 0,65 para
L+E100 e 1,04 para L+E200. Houve uma redugdo crescente da log
UFC mL* com o aumento da concentracgéo de eritrosina. O efeito da
TFD antimicrobiana da eritrosina na reducdo de E. faecalis foi

significativo em todas as concentragbes (p<0,05). Conclusdo: A



eritrosina irradiada por LED de alta intensidade durante 1 minuto
teve um efeito antimicrobiano na reducao do biofilme de E. faecalis.

Descritores: Eritrosina. Terapia Fotodinamica. Enterococcus

faecalis.



ABSTRACT



Rodrigues SCGV. Effect on Enterococcus faecalis biofiim of
antimicrobial photodynamic therapy using high-intensity LED
mediated by erythrosine [dissertation]. S&o Luis. CEUMA University;
2019.

ABSTRACT

Introduction: Failures with endodontic treatment are due to the
permanency of microorganisms in the root canal system, mainly as a
result of the complex anatomy. Enterococcus faecalis (E. faecalis)
features in most of the cases of persistent infection. One option that
has been used to help to disinfect the root canals is Photodynamic
Therapy (PDT). Aim: To evaluate the effect of PDT with erythrosine
using high-intensity blue light emitting diodes (LED) on root canals
contaminated with E. faecalis biofilm. Methods: For a period of 21
days, 50 single-root canals from human teeth, were prepared and
contaminated with E. faecalis. The teeth were divided into four
groups for treatment (n=10): Irradiation using only LED (L+E-), LED
irradiation with the presence of erythrosine 50uM (L+E50), LED
irradiation with the presence of erythrosine 100uM (L+E100), LED
irradiation with the presence of erythrosine 200uM (L+E200), and two
control groups, one positive (n=5) and one negative (n=5). Five
minutes was the pre-irradiation time and one minute for the radiation.
Materials were collected at canals before and after treatment, and
the colony forming units (log CFU mL) were counted. The data were
submitted to the Wilcoxon signed-rank test to verify if the reduction
was significant. Results: The log CFU mL™ reductions were 0.22 for
L+E-, 0.39 for L+E50, 0.65 for L+E100 and 1.04 for L+E200. There
was a progressive reduction in log CFU mL? with increased
concentrations of erythrosine. The antimicrobial photodynamic effect
of the erythrosine in reducing E. faecalis was significant at all

concentrations (p<0.05). Conclusion: Erythrosine irradiated by high-



intensity LED for 1 minute, produced an antimicrobial effect in the
reduction of E. faecalis biofilm.

Keywords: Erythrosine. Photodynamic Therapy. Enterococcus

faecalis.
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CAPITULO 1



Efeito da terapia fotodindmica antimicrobiana com LED de alta
intensidade mediada por eritrosina contra biofilme de Enterococcus

faecalis.

RESUMO

Introdugdo: O insucesso no tratamento endoddntico deve-se a
permanéncia de microrganismos no sistema de canais radiculares,
principalmente por sua complexa anatomia. Enterococcus faecalis
(E. faecalis) estdo presentes na maioria dos casos de infeccé@o
persistente. Como alternativa auxiliar na desinfeccdo de canais
radiculares, tem-se utilizado a Terapia Fotodinamica (TFD). Objetivo:
Avaliar o efeito da TFD com eritrosina usando Light Emitting Diodes
(LED) azul de alta intensidade em canais radiculares contaminados
com biofilme de E. faecalis. Métodos: 50 canais unirradiculares de
dentes humanos foram preparados e contaminados com E. faecalis
por 21 dias. Os dentes foram divididos em quatro grupos para
tratamento (n=10): Irradiacdo com LED somente (L+E-), LED
irradiado na presenca de eritrosina 50uM (L+E50), LED irradiado na
presencga de eritrosina 100uM (L+E2100), LED irradiado na presenca
de eritrosina 200pM (L+E200), e dois grupos controle
positivo (n=5) e negativo (n=5). Cinco minutos foi o tempo de pré-
irradiacdo e um minuto para a radiacdo. Foram realizadas coletas
antes e logo apds o tratamento, e contadas as unidades formadoras
de colbnias (log UFC mL?). Os dados foram submetidos ao teste
de Wilcoxon para avaliar se as redugbes foram significativas.
Resultado: As reducdes log UFC mL! foram de 0,22 para L+E-, 0,39
para L+E50, 0,65 para L+E100 e 1,04 para L+E200. Houve uma
redugdo crescente da log UFC mL com o aumento da concentragéo
de eritrosina. O efeito da TFD antimicrobiano da eritrosina na

reducdo de E. faecalis foi significativo em todas as concentracdes



(p<0,05). Concluséo: A eritrosina irradiada por LED de alta
intensidade durante 1 minuto teve um efeito antimicrobiano na

reducéo do biofilme de E. faecalis.

Descritores: Eritrosina. Terapia Fotodindmica. Enterococcus
faecalis.

*artigo a ser submetido a Revista Photodiagnosis and Photodynamic Therapy



INTRODUCAO

A presenca de microrganismos no sistema de canais
radiculares pode determinar a colonizacdo de seus tlbulos, canais
acessorios, istmos e deltas apicais, dificultando a total eliminacédo
pela instrumentacdo, utilizagdo de substancias irrigadoras e
medicagdo intracanal (1). A permanéncia de microrganismos no
sistema de canais radiculares, devido a falhas no processo de
limpeza e desinfeccdo dos canais, e também a recontaminagao
devido selamento inadequado (2), podem ocasionar o insucesso do
tratamento endodéntico (3).

A persisténcia das infecgbes endodbdnticas depende de
caracteristicas relacionadas aos microrganismos, como a
capacidade que tem em se adaptar as mudangas ambientais (4).
Assim, o sucesso do tratamento endodéntico estd condicionado a
inibicdo do crescimento bacteriano remanescente e evitar sua
recolonizacgao (5).

As bactérias em forma de biofilme apresentam maior
resisténcia aos agentes antimicrobianos, quando comparada as
formas planctdnicas, uma vez que se encontram aderidas a um
substrato organico ou inorganico, cercado por produtos

extracelulares microbianos, formando uma matriz intermicrobiana

(6).



E. faecalis, bactéria aerdbia facultativa gram-positiva, faz
parte da microbiota bucal normal, est4d presente em casos de
contaminacao residual (7), e ja foi isolada em cerca de 60 a 90% de
dentes com sintomatologia pos-tratamento endodoéntico (8). Em
forma de biofilme invade os tubulos, tornando-os ambientes
resistentes a alguns antimicrobianos (9), e mesmo a tratamentos
mecénicos seguidos de limpeza quimica com solu¢des de hipoclorito
de sddio ou clorexidina, (10). Biofilme de E. faecalis esta fortemente
associado ao retratamento endoddntico (11).

Nesse contexto, a TFD tem-se tornado um método
alternativo para potencializar a desinfec¢cdo de canais radiculares
(12). E considerada minimamente invasiva (13), e baseia-se no uso
de um fotossensibilizador ndo-téxico, sensivel a um comprimento de
luz especifico, que produz um oxigénio reativo citotoxico a algumas
espécies de microrganismos, e promove eficiente reducdo
microbiana (14,15). Pode ocorrer através de dois processos: tipo | —
com a producdo de radical hidroxila pela transferéncia de elétron
para um nivel mais avancado; ou tipo Il — onde ocorre a formacéo de
oxigénio singleto pela transferéncia de energia (16,17).

Recentes estudos Rodig et al. (2017) e Pourhajibagher et al.
(2018) (13,17) demonstraram a efetividade da TFD contra
microrganismos causadores da infeccdo endoddntica, em especial

E. faecalis. Entretanto, ndo h& na literatura estudos suficientes que



comprovem a acdo da eritrosina irradiada por LED no combate a
esses microrganismos.

Os fotossensibilizadores frequentemente utilizados na TFD
sdo fenotiazinas (azul de metileno e toluidina), fitalocianina
(azulene), clorinas (polilisinas), porfirinas (hematoporfirinas) e
xantenas (rosa de bengala, eosina e eritrosina) (14,18).

Os corantes do grupo xanteno possuem alta absor¢cdo no
comprimento de onda espectral entre 500 - 550 nm,
correspondendo ao comprimento de onda dos LEDs (luz azul ou
verde), e representam uma fonte de luz alternativa, devido ao seu
baixo custo e também baixa atividade térmica (19).

A eritrosina ja é utlizada na deteccdo de placa dentaria,
portanto, aprovada para utilizagdo intra oral (20,21), uma vez que
ndo é toxica ao hospedeiro, e ainda tem seu uso aprovado pela
Food and Drugs Association — FDA. Nesse sentido, os estudos
laboratoriais servem para determinar a efetividade/beneficio ou nédo
do método/procedimento utilizado em teste especifico (22).

Assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
antimicrobiano da TFD com eritrosina usando LED de alta
intensidade em canais contaminados com biofilme de E. faecalis. A
hip6tese nula testada foi que os protocolos de irradiacdo nao

reduziriam a atividade bacteriana imediatamente ap6s o tratamento.

MATERIAIS E METODOS



Sele¢do e Padronizacdo dos espécimes utilizados

Apbs aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade CEUMA (UNICEUMA), sob Parecer de n°
2.868.372, foram utilizados 50 dentes humanos unirradiculados
extraidos (incisivos e caninos superiores), obtidos através do termo
de doacao de dentes.

Todos possuiam canais retos, sem obturagdo endoddntica,
fratura ou reabsorgdes internas ou externas e foram esterilizados em
autoclave a 121°C por 20 minutos. Suas coroas foram seccionadas
por maquina de precisao de corte Isomet 1000 (Buehler Ltda, Lake
Bluff, IL, EUA), estabelecendo um comprimento de raiz padronizado
em 13 mm (10).

Com o objetivo de confirmar a paténcia apical, foi realizada a
exploragdo do canal radicular com uma lima tipo K #10 (Dentsply-
Maillefer, Ballaigues, Suica), até o comprimento real de trabalho
(CRT), que foi padronizado em 12 mm para todos os dentes. A
instrumentacdo dos canais radiculares foi realizada com o sistema
Reciproc® (VDW, Munich, Germany) com instrumento R40. Para a
irrigacao foram utilizados 2 mL de hipoclorito de s6dio a 2,5%, e a
aspiracao realizada por meio de pontas NaviTip® (Ultradent, South
Jordan, UT, EUA) utilizando Kit de irrigacdo-aspiragdo Ultradent®
(Ultradent, South Jordan, UT, EUA). Terminada a instrumentacéo, os
canais radiculares foram irrigados com 1 mL de EDTA (acido

etilenodiamino tetra-acético) a 17% (Biodindmica, Ibipord, PR, Brasil)



agitado com auxilio de uma lima manual por 3 minutos, e ao final do
preparo utilizou-se 3 mL de soro fisiolégico para a irrigagéo do canal
radicular. Todos foram mantidos em soro fisiolégico estéril com
trocas diarias durante 5 dias para remocéo de hipoclorito de sédio
residual. ApoOs este periodo, os espécimes foram vedados
apicalmente com resina composta fotopolimerizavel Opallis® (FGM
Produtos  Odontolégicos  Ltda, Joinville, SC, Brasil) e
impermeabilizados externamente com duas camadas de verniz para
unhas (Procosa Produtos de Beleza Ltda., S&o Paulo/SP, Brasil)
exceto na regido cervical. Os dentes foram novamente esterilizados
em autoclave a 121°C por 20 minutos.
Cultura de Enterococcus faecalis

Os procedimentos microbiolégicos foram realizados em
ambiente asséptico, dentro da cdmara de fluxo laminar (BSTec,
Brasil). Culturas puras de E. faecalis (ATCC 29212) foram reativadas
em Tryptic Soy Broth — TSb (Difco, Detroit, MI, EUA) por 48 horas.
As bactérias foram inoculadas em placas de Tryptic Soy Agar — TSa
(Difco, Detroit, MI, EUA) e incubadas em microaerofilia a 37°C por
24 horas, formando uma suspensdo bacteriana preparada em
solucéo fisioldgica esterilizada, com concentracdo equivalente a 108
bactérias/mililitro, esse ajuste da densidade Optica da suspenséo foi
realizado por meio da Escala de Macfarland 0,5.
Metodologia para formacdo de biofilme de Enterococcus

faecalis



A formacgdo do biofilme foi realizada pela aplicacdo da

suspensdo bacteriana pura de E. faecalis em meio de cultura TSb

até preencher completamente o canal radicular utilizando seringa

descartavel de 0,5 mL (Becton Dickinson, Campinas, SP, Brasil). A

cada 48 horas e durante 21 dias, o meio de cultura foi reinoculado

nos espécimes para formacéo do biofilme. A cada reposi¢do do meio

de cultura, uma bolinha de algodao estéril, foi colocada na entrada

do canal radicular. Todos os espécimes foram mantidos fechados

em ambiente microaerofilo e em estufa a 37° C.

Distribuicdo dos grupos experimentais

Os espécimes foram divididos aleatoriamente em grupos de

acordo com o quadro abaixo.

Grupos Tratamento Amostra
L+E- Apenas LED 10
L+E50 TFD com LED e eritrosina 50 pM 10
L+E100 TFD com LED e eritrosina 100 uM 10
L+E200 TFD com LED e eritrosina 200 uM 10

Quadro 1 - Formagédo dos grupos experimentais de acordo com a

aplicagao de LED e fotossensibilizador.

Grupos controle




Para o controle positivo (n=5), os espécimes receberam
apenas a contaminacéo pela suspensao de E. faecalis, e no controle
negativo (n=5), receberam meio de cultura estéril.

Metodologia de aplicacdo do LED, tempo pré-irradiagdo e
agente fotossensibilizador

Para a realizagdo da TFD, um mesmo operador utilizou o
LED de alta intensidade (Valo, Ultradent, UT, EUA), com
comprimento de onda entre 500 e 550nm, ajustado na poténcia Xtra
Power (3200 mW/cm?), posicionado e acionado na entrada do canal,
regido cervical do dente, e foram realizadas 20 aplicagbes seguidas
de 3 segundos cada, totalizando 1 minuto, com um depdsito de
energia de 192 J; a eritrosina B (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA)
foi utilizada como agente fotossensibilizador, com o tempo de pré-
irradiacéo de 5 minutos (20).

Coletas e andlise microbioldgica

Em todos os grupos foram feitas duas coletas para avaliagdo
microbioldgica. A primeira foi realizada antes do tratamento e a
segunda imediatamente apdés TFD. Ambas foram realizadas
utilizando dois cones de papel absorventes estéreis #40 (Dentsply-
Maillefer, Ballaigues, Suica) apds os canais radiculares terem sido
previamente preenchidos com solucdo salina estéril. Os cones
utilizados foram transferidos para tubos eppendorf de polipropileno
(Cral, Séo Paulo / SP, Brasil) com 1,5 mL de solugao salina estéril e

agitados (Vortex AP 56, Phoenix, EUA) durante 1 minuto, sendo,



posteriormente, realizadas diluicbes decimais seriadas e semeadas

em placas de petri com meio TSa em triplicata. As placas foram

incubadas em microaerofilia a 37° C durante 48 horas. Os resultados

foram obtidos por meio da contagem de unidades formadoras de

colénia por mL (UFC mL-1) e transformados em logaritmo (logio

UFC/mL).

Fluxograma

Comentado [CC2]: Endodonticamente — corrigir na figura .
Sugiro tirar esse quadro azul e esse quadro com 50 dentes...deixe so
o fluxograma mesmo
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Figura 1 - Detalhamento da coleta microbioldgica

Controle Megativo

& dentes

Ap6s a constatacdo que os dados ndo apresentavam

distribuicdo normal (Shapiro Wilk, p<0,01), o teste Wilcoxon foi

empregado para testar se havia diferenga significativa dentro dos

grupos entre a contagem de microrganismo inicial e apoés o



tratamento. O programa estatistico utilizado foi o SPSS 23.0 (IBM,

Armonk, NY, USA). O nivel de significancia estabelecido foi de 5%.

RESULTADOS
A figura 2 representa grafico box plot evidenciando a
mediana, valores maximos e minimos e o intervalo interquartil de

UFC/mL (log10) de acordo com os grupos avaliados.

2]

s g
. T 8

log CFC mL-1

T T T T T T
Somente LED LED+50uM LED+100umM LED+200umMm Posttivo Negativa

Figura 2 - Gréfico box plot mostrando o comportamento da distribuicéo dos
valores de log UFC/mL nos diversos grupos avaliados.

A Tabela 1 mostra os valores médios (desvio padrao) de log

UFC/mL dos grupos obtidos nos dois momentos de avaliagdo.



Houve diferenca significativa entre as contagens inicial e
pés-tratamento nos grupos que foram submetidos a terapia

fotodin@mica com eritrosina (p<0,05).

Tabela 1. Valores médios (desvio padrdo) de log UFC mL? nos
diferentes grupos nos dois momentos de avaliagdo.

L+E- L+E50 L+E100 L+E200 Positivo Negativo

Inicial  5,11(0,47)* 5,32(0,20" 5,43 (0,31)* 5,61(0,36)* 5,50 (0,46)* 0,00 (0,00)*

P6s- 4,88 (0,37)* 4,93(0,30)® 4,78(0,41)® 4,56(1,63)® 5,31(0,24)* 0,00 (0,00
tratamento

Letras diferentes na vertical=Diferenca estatistica significante (p<0,05).

A inibicdo do crescimento bacteriano foi percebida nos
grupos que sofreram irradiacao. No grupo L+E50, os valores médios
da 12 e 22 coletas foram 5,32 e 4,93 respectivamente. O grupo
L+E100 apresentou os valores 5,43 e 4,78 respectivamente. O grupo
L+E200 apresentou uma diferenga estatisticamente mais significante
em relacdo aos outros grupos, na 12 coleta obteve 5,61 e apds o
tratamento 4,56. Todos os resultados foram referentes aos valores
médios de log UFC mL™.

No grupo L+E-, houve uma diminuicdo no crescimento
bacteriano, com os valores médios de 5,11 e 4,88, ndo se mostrando

estatisticamente significante quando comparado ao controle positivo.

DISCUSSAO
Neste estudo, a hipétese nula foi rejeitada, pois 0os grupos

que foram tratados com eritrosina reduziram, imediatamente apés a



irradiacdo, a quantidade de E. faecalis em forma de biofilme. A TFD
foi eficaz em todos os grupos com concentracBes diferentes de
eritrosina. Porém no grupo de maior concentragdo (L+E200), houve
maior reducéo bacteriana.

Esta pesquisa utilizou um LED de alta intensidade, com
comprimento de onda entre 500 — 550nm, faixa de maior absor¢éo
da eritrosina, segundo o estudo de Metcalf et al. (2006) (23). O
mesmo foi utilizado em sua poténcia maxima (3200mW/cm3),
durante 1 minuto, entregando 192 J de energia para cada espécime.
Uma dose de energia elevada se comparada ao estudo de Metcalf et
al. (2006) (23) que entregou 6,75J de energia, sobre biofiime de S.
mutans.

Existem cerca de 500 espécies de bactérias em infecgdes
endododnticas (24,25), no entanto, a E. faecalis aparece em cerca de
77% dos casos de indicagdo de retratamento endodéntico (26), que
crescem na maioria das vezes em forma de biofilme, o que as
tornam muito mais patogénicas (24), além de apresentar maior
resisténcia as medicacdes (27).

A grande diferenca entre bactérias planctbnicas e biofilme
bacteriano, é que as primeiras flutuam livremente. No biofilme, a
estrutura € altamente organizada e as bactérias ficam aderidas em
uma superficie, e 0s microrganismos apresentam um fenétipo

alterado em relacdo ao seu crescimento (24).



A persisténcia do E. faecalis pode ser explicada por sua
capacidade em tolerar ou se adaptar a condi¢cdes desfavoraveis,
permanecendo em infecgbes mesmo apds o tratamento endodéntico
(28).

Existem diferentes estratégias terapéuticas endoddnticas
guando se trata de erradicar biofilme, dentre elas: TFD, utiliza¢&o de
nanoparticulas antibacterianas e ozonioterapia.

A TFD pode alcangar &reas inacessiveis e ser uma
alternativa satisfatéria para a terapia endoddntica (25). No entanto,
tem-se concluido que é incerta a completa eliminagdo do E. faecalis
através da TFD (29), devido diferengas de métodos utilizados em
diversas pesquisas (1,30). A revisdo sistemética feita por Plotino et
al. (2018) (30), deixou clara a necessidade de determinar
pardmetros  especificos e apropriados em relagcdo ao
fotossensibilizador, energia utilizada e tempo de irradiacéo.

O presente estudo utilizou o biofiime de E. faecalis, na
tentativa de encontrar um protocolo eficaz no combate a infec¢bes
endoddnticas persistentes pds-terapia.

Existem diversos estudos laboratoriais de TFD que utilizam
biofilme bacteriano nas suas metodologias (17,22,31), porém o0s
diferentes protocolos tornam dificil a comparacdo entre seus
resultados. De qualquer forma, estudos tem demonstrado a eficicia

da TFD frente a infec¢des locais (32—-34).



Segundo Cieplik et al. (2013) (35), a TFD diminui o impacto
de fatores da viruléncia bacteriana como formac&o de biofiime e na
prevencdo da coloniza¢&@o bacteriana nos canais radiculares.

Para Bacellar et al. (2018) (36), na TFD ocorre a geracao de
aldeidos lipidicos (substancias que abrem poros nas membranas e
levam ao vazamento do contetido da célula ou de suas organelas) o
que é fundamental para a morte bacteriana, e a produgdo desses
componentes depende do fotossensibilizador utilizado.

Nesse contexto, Mahdi et al. (2015) (20) mostraram a
eritrosina como uma boa opc@o de fotossensibilizador, e ainda
encontraram sua efetividade de 5 a 10 vezes maior que o azul de
metileno frente biofilme de Streptococcus mutans. No presente
estudo, utilizando a eritrosina, foi constatada a redugdo do biofilme
do E. faecalis, porém ndo houve comparativo com o azul de
metileno.

Neste estudo foram realizadas 20 aplicagBes seguidas de 3
segundos, totalizando 1 minuto, com maxima poténcia do LED azul
de alta intensidade, e foi observada reducdo bacteriana progressiva
de acordo com o aumento da concentracdo. No entanto, ha
necessidade de avaliar outros protocolos alterando parametros como
tempo de radiacéo e concentracdo do fotossensibilizador.

O estudo de Metcalf et al. em 2006 (23) ja havia feito esse
comparativo, utilizando diferentes tempos de irradiacéo, fracionados

por até 15 minutos. Foi observado que o fracionamento das doses



de luz branca resultou em uma maior reducdo de S. mutans
comparada com irradia¢éo continua.

No presente estudo foram utilizadas concentragbes de
eritrosina de 50, 100 e 200 uM e foi observada maior reducéo de E.
faecalis com o aumento da concentracdo utilizada. O estudo de
Costa et al. (2011) (37) utilizou 400uM irradiado com LED verde e
obteve efeito fotodindmico significativo frente biofilme e planctons de
Candida albicans, e Candida dublinienses. Para inibir, essas
mesmas bactérias em forma planctdnica, foi utilizada a eritrosina nas
concentragdes de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 e 0.78 uM.

Segundo Hoedke et al. (2018) (25) houve maior reducéo
bacteriana do biofilme de multiespécies (E. faecalis, Streptococcus
oralis e Prevotella intermedia) imediatamente ap6és a TFD (laser
diodo e cloreto de fenotiazina) quando comparado a coleta realizada
5 dias depois. Neste estudo, também houve reducéo significativa do
biofilme bacteriano nas coletas realizadas imediatamente apés os
tratamentos, nos grupos que utilizaram a TFD com eritrosina. N&o
foram realizadas coletas em dias posteriores.

Os resultados deste estudo mostraram uma reducédo
bacteriana no grupo que foi utilizado somente o LED, no entanto,
essa reducgdo nao foi estaticamente significante, quando comparado
a coleta inicial. Por outro lado, a utilizacdo da TFD com LED de alta
intensidade e eritrosina, em todas as concentragdes avaliadas,

mostrou-se eficaz na redugdo do biofilme bacteriano de E. faecalis,



entretanto, em nenhum grupo houve a total eliminacdo das
bactérias.

Estes achados estdo de acordo com os trabalhos de Costa
et al. (2011) Pereira et al. (2013) e Rodig et al. (2017) (17,37,38),
que concluiram néo haver efeito antibacteriano significativo quando
se usa somente o LED, no entanto, Foschi et al. (2007) (39)
afirmaram que o aumento da temperatura nos tdbulos dentinarios
pode causar dano a bactéria.

O estudo de Dai et al. (2012) (40) mostrou que ocorre
inativacdo dos microrganismos pela aplicagdo da luz, e segundo os
autores isso se deve a producdo de porfirinas endoégenas que
podem agir como fotossensibilizador e provocar um processo letal
de auto fotossensibilizagdo com producdo de espécie de oxigénio
reativo (ROS).

Segundo Xhevdet et al. (2014) (4), o curto tempo de
irradiac@o pode dificultar a completa eliminagdo das bactérias, pela
baixa concentracdo de ROS que dificulta a difusdo do
fotossensibilizador nos tabulos dentinérios.

Em relagdo ao tempo de pré-irradiacao, Pileggi et al. (2013)
(27) utilizaram arbitrariamente 30 minutos, muito elevado para uso
clinico. No presente estudo foi utilizado 5 minutos como tempo de
pré-irradiagdo, o mesmo empregado por Pereira et al. (2013), Mahdi
et al, (2015) e Tomé et al. (2017) (32,38,41). Esse € um tempo ja

considerado na literatura como efetivo para pré-irradiagao.



O tempo de aplicagdo da luz, neste estudo, foi de 1 minuto,
pois o LED utilizado foi de alta intensidade (3200mW/cm?) o que
possibilitou uma grande dose de energia em um curto periodo de
tempo, a exemplo de Roméo et al. (2018) (42), que utilizaram um
LED de alta intensidade pulsado (1200mW/cm?2) com eritrosina, em
um tempo curto (40 segundos) mostrando um parametro eficiente no
controle da suspensdo planctbnica de Streptococcus mutans. E
também comparando com o estudo de Borba et al. (2017) (43) que
evidenciou inibicdo do crescimento bacteriano sobre uma suspencao
planctdnica de E. faecalis, utilizando eritrosina com 5 e 10 pM, nos
tempos de 120 e 240 segundos irradiados com uma luz de alta
poténcia.

Por outro lado, para Rossoni et al. (2010) (14), a TFD com
eritrosina ndo foi capaz de reduzir as unidades formadoras de
colénias (UFCs) de outras espécies planctdnicas (Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca e Klebsiella pneumoniae),
quando comparado ao grupo controle. Diferente do grupo que
utilizou rosa de bengala, que reduziu significativamente as UFCs/ml
em relag&o ao grupo controle, indicando sua alta toxicidade frente
aos espécimes estudados.

Porém, em um estudo de Wood et al. (2006) (44), utilizando
eritrosina (22 pM), num tempo de pré-irradiacdo de 15 minutos, com

uma fonte de luz branca (lampada com filamento de tungsténio —



22,7mW/cm?), irradiando por 15 minutos, a TFD foi capaz de
erradicar biofilme de Streptococcus mutans.

O presente estudo mostrou uma reducgdo significante do
biofilme de E. faecalis com eritrosina nas concentra¢des 50, 100 e
200 pM ativada por uma luz azul (LED) de alta intensidade com
comprimento de onda rotineiramente utilizado nos consultérios
dentérios (500-1500 nm).

O LED de alta intensidade foi capaz de inibir crescimento de
E. faecalis em forma de biofilme, porém sdo necessarios mais
estudos para definir protocolos mais apurados, em virtude da

quantidade de parametros existentes que podem ser alterados.

CONCLUSAO
A utilizac8o da TFD com eritrosina, nas concentrages de 50, 100 e
200 pM, utilizando LED de alta intensidade durante 1 minuto,

mostrou-se eficaz na reducgdo do biofilme bacteriano de E. faecalis.
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ANEXOS



ANEXO 1 - METODOLOGIA DETALHADA

1.1 - Selecéo e Padronizagao dos espécimes utilizados

Este estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Universidade Ceuma (Séo Luis, Brasil) sob o nimero
de parecer 2.868.372 (anexo 1). Foi dispensada a apresentagéo do

Termo de Doacéo dos Dentes.

ApOs aprovacdo, foram selecionados 50 dentes humanos
unirradiculados extraidos (incisivos e caninos superiores). Todos
possuiam canais retos, sem obturacdo endodéntica, fratura ou
reabsorgdes internas ou externas. Os dentes foram esterilizados em
autoclave a 121°C por 20 minutos. Suas coroas foram seccionadas
por maquina de precisao de corte Isomet 1000 (Buehler Ltda, Lake
Bluff, IL, EUA), estabelecendo um comprimento de raiz padronizado

em 13 mm (10).

PR e

Figura 3 - maquina de preciséo de corte Isomet



Figura 4 — corte do dente na maquina

Com o objetivo de confirmar a paténcia apical, foi realizada a
exploragdo do canal radicular com uma lima tipo K #10 (Dentsply-
Maillefer, Ballaigues, Suica), até o comprimento real de trabalho

(CRT), que ficou em 12 mm para todos os dentes.

Figura 5 — verifica paténcia apical

Figura 6 — CRT

A instrumentag&o dos canais radiculares foi realizada com o sistema



rotatério Reciproc® (VDW, Munich, Germany) com uso da lima R40.

Figura 7 - Sistema Rotatério Reciproc® (VDW, Munich, Germany)

Figura 8 — calibracéo lima R40

Figura 9 — instrumentagdo com rotatério



Figura 10 — padrao de instrumentagdo

Para a irrigagdo foram utilizados 2 mL de hipoclorito de sédio a
2,5%, e a aspiracdo realizada por meio de pontas NaviTip®
(Ultradent, South Jordan, UT, EUA) utilizando Kit de irrigacéo-
aspiracdo Ultradent® (Ultradent, South Jordan, UT, EUA).
Terminada a instrumentacéo, os canais radiculares foram irrigados
com 1 mL de EDTA a 17% (Biodinamica, Ibipord, PR, Brasil), agitado
com auxilio de uma lima manual por 3 minutos, e ao final do preparo
utilizou-se 3 mL de soro fisiolégico para a irrigacdo do canal

radicular.

Os dentes foram mantidos em soro fisiolégico estéril com trocas
diarias durante 5 dias para remoc¢éo de hipoclorito de s6dio residual.
ApOs este periodo, todos os espécimes foram vedados apicalmente
com resina composta fotopolimerizavel Opallis® (FGM Produtos
Odontolégicos Ltda, Joinville, SC, Brasil) e impermeabilizados
externamente com duas camadas de verniz para unhas (Procosa

Produtos de Beleza Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil) exceto na regido



cervical. Os dentes foram novamente esterilizados em autoclave a
121°C por 20 minutos.

1.2- Cultura de Enterococcus faecalis

Os procedimentos microbioldgicos foram realizados em ambiente
asséptico, dentro da cdmara de fluxo laminar (BSTec, Brasil)
Culturas puras de E. faecalis (ATCC 29212) foram reativadas em
Tryptic Soy Broth — TSb (Difco, Detroit, Ml, EUA) por 48 horas. As
bactérias foram inoculadas em placas de Tryptic Soy Agar — TSa
(Difco, Detroit, MI, EUA) e incubadas em microaerofilia a 37°C por
24 horas, formando uma suspensdo bacteriana preparada em
solucéo fisioldgica esterilizada, com concentracdo equivalente a 108
bactérias/mililitro, esse ajuste da densidade Optica da suspenséo foi

realizado por meio da Escala de Macfarland 0,5.

Figura 11 — Capela de lamina de fluxo






Figura 14 — comparativo da densidade com Escala de
Macfarland 0,5
1.3 - Metodologia para formagédo de biofiime de Enterococcus
faecalis
A formacgédo do biofilme foi realizada pela aplicacdo da suspenséo
bacteriana pura de E. faecalis em meio de cultura TSb até preencher
completamente o canal radicular utilizando seringa descartavel de
0,5 mL (Becton Dickinson, Campinas, SP, Brasil). A cada 48 horas e
durante 21 dias, o meio de cultura foi reinoculado nos espécimes
para formacao do biofilme.
A cada reposicao do meio de cultura, uma bolinha de algodéo estéril,
foi colocada na entrada do canal radicular. Todos os espécimes
foram mantidos fechados em ambiente microaerdéfilo e em estufa a

37°C.

Figura 15 — bolinha de algodao



Figura 17 — estufa bacteriol6gica a 37°C

1.4 - Distribuicdo dos grupos experimentais
Os espécimes foram divididos aleatoriamente em grupos de acordo

com o quadro abaixo.



Grupos Tratamento Amostra
L+E- Apenas LED 10
L+E50 TFD com LED e eritrosina 50 pM 10
L+E100 TFD com LED e eritrosina 100 pM 10
L+E200 TFD com LED e eritrosina 200 uM 10

Quadro 1. Formacéao dos grupos experimentais de acordo com a aplicacéo
de LED e fotossensibilizador.

1.5 - Grupos Controle
No Controle Positivo (n=5), os espécimes receberam apenas a
contaminacao pela suspenséo de E. faecalis, e no Controle Negativo

(n=5), receberam meio de cultura estéril.

1.6 - Metodologia de aplicagdo do LED, tempo pré-irradiacédo e
agente fotossensibilizador

Para a realizacdo da terapia fotodindmica, um mesmo operador
utilizou o LED de alta intensidade (Valo, Ultradent, UT, EUA), com
comprimento de onda entre 500 e 550nm, ajustado na poténcia Xtra
Power (3200 mW/cm?), posicionado e acionado na entrada do canal,

regido cervical do dente, e foram realizadas 20 aplicagdes seguidas



de 3 segundos cada, totalizando 1 minuto, totalizando um depdsito
de energia de 192J; a eritrosina B (Sigma Aldrich, St Louis, MO,
EUA) foi utilizada como agente fotossensibilizador, com o tempo de
pré-irradiacdo de 5 minutos (32).

1.7 - Coletas e analise microbioldgica

Em todos os grupos foram feitas duas coletas para avaliacdo
microbioldgica. A primeira foi realizada antes do tratamento e a
segunda imediatamente apds a terapia fotodindmica. Ambas foram
realizadas utilizando dois cones de papel absorventes estéreis #40
(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica) ap6s os canais radiculares
terem sido previamente preenchidos com solugédo salina estéril.

1.8 - Fluxograma

50 dentes humanos preparados endodoticamente

LED+ER 50mM LED+ER 100mM LED+ER200mM LED:

10 dentes 10 dentes 10 dentes 10 dentes

Controle Positive Controle Negative
5 dentes b dentes

000

Leitura das pla_cas apos {Bhs

OO '

Figura 18 - Detalhamento da coleta microbioldgica.

Conservacao em | a.a3r°C

Em cada grupo, os espécimes sofreram duas coletas em triplicata.

As diluicdes foram em 10-, 10-2 e 10-3.



Cada grupo de tratamento, com 10 espécimes, apresentava uma
diluicdo diferente da eritrosina: LED+ER 50 pM, LED+ER 100 pM,
LED+ER 200 UM e o grupo tratado somente com o LED. Os grupos

controle tinham 5 espécimes.

Figura 19 - preenchimento do canal radicular com o
fotossensibilizador (eritrosina).
ApOs a colocagdo da eritrosina, o tempo de pré-irradiagao foi de 5

minutos.

Figura 20 — aplicacdo da fonte de luz



LED azul de alta intensidade aplicado na cervical dos dentes. Feitas
20 aplicacbes de 3 segundos cada, totalizando 1 minuto de
irradiacao.

Foram utilizados 2 cones de papel absorvente (#40) para a coleta
nos espécimes. Eles foram transferidos para tubos eppendorf de
polipropileno (Cral, Sdo Paulo/SP, Brasil) com 1,5 mL de solugdo
salina estéril e agitados (Vortex AP 56, Phoenix, EUA) durante 1

minuto.

Figura 22 — colocacao dos cones no tubo eppendorf



Figura 23 — Vortex AP 56

Posteriormente, foram realizadas diluicbes decimais seriadas e
semeadas em placas de petri com meio TSa (Difco, Detroit, M,

EUA) em triplicata.

Figura 24 — tubos de ensaio numerados e placas de petri especificadas.

O tubo de ensaio n° 1 corresponde a placa com a diluicdo 10-1, o
tubo n° 2 corresponde a placa com a diluicdo 10-2 e o tubo n° 3

corresponde a placa com a diluicdo 10-3.



Figura 27 — coleta no tubo de ensaio para confecgéo da placa.



Figura 29 — desenho da placa.

As placas foram incubadas em microaerofilia a 37° C durante 48
horas. Os resultados foram obtidos por meio da contagem de
unidades formadoras de col6nia por mL (UFC mL-1) e transformados

em logaritmo (logio UFC/mL).



Figura 30 — contagem das UFCs.

1.9 - Anédlise estatistica

Apbs a constatagdo que os dados ndo apresentavam distribuicdo
normal (Shapiro Wilk, p<0,01), o teste Wilcoxon foi empregado para
testar se havia diferenca significativa dentro dos grupos entre a

contagem de microrganismo inicial e apés o tratamento.

O programa estatistico utilizado foi o SPSS 23.0 (IBM, Armonk, NY,

USA). O nivel de significancia estabelecido foi de 5%.



ANEXO 2: PARECER DO COMITE DE ETICA

@ CENTRO UMIVERSITARIO DO Clotalorma
CELmAA MARANHAD - UNICELIMA

DAMES 0 PROJETO OE PESCLESA

Tiule da Pesguiss: Tempa bodnimica anlimcnobiana com liee @ bd rediada por aiiroeing & oo de
iy i Coinbate do Erlonendris Tascals am lorms di eofima

Pasguisader: SILVANS CRESTIA GAMA VAT RODRIGUES

Eraa Tamdlica:

Warsda: 1

CAAE: BE0T3612.3 0000.5084

Instiuigdo Propohisti: Canind LiniveSildno oo Maranhs - LsCELMA

Palrocinader Principall Financiamamo Prgng

DADDSE D PARECER
Niimiso do Paredsr: ZBEE 3T

Apragintas ko do Projulo!

It A orande dhouldite da b Sutisie 1O Wl ando0dntin dirvi-6d o parfmanine i
MECGEansmos Ho SElamd oo candals radiculans, jeiifeeds por sua complans esiruure anaibmics.
Enterocnctis feemln axle preasonti na maliria dos Casos O conlnminagis residul, @ & o bacibiia
pamients ralacionads G inssciEss 0o alamamo adodéniico. Dassa foma, na buscs & alamativas
[FETER R e ]

OO RaTN R, G- Gl & e Fledndmica, Somo um Mo alomativ pard & denfecgio
da canais radicslares. Objalivo:Esparamos qua o usd da anilrosing @ 90 azul @ medlano coma
Toasaililizatons, &ivaios pod sl da baix poldntias por LED, apissainti uine aglo antmicnobiana
MEOT Jue G5 Melcaobis abualvdtln uilizedas e wsanal andoddnlioo. Malaniais o Mdedow o bo
ullizagdoe 00 dondes hufManos ukimadiculans axiresion, Of Guas by narumameios o imgedoes. O
oo i mas midrohilbgioo wirls malzados e bmbbaenie

afsdpliog. AS baclbnias sako indbtuladas & incubadas am mcroeeolila & 37 o C por 24 hored. Sarfo oo
PO GRS LT SO SO LD O aTTIRNG, UG SO O s O sl g mallleng, ouln
sl oum aplcaido do LED, culi apenas oxm aplcagio do Laser, oulre com TFD e pia eloednimas)
oodn LED & arirosing, outrd oom TFD oodin LED & axusl o metibeng, curo eom TFD oom Lasol o ellrosing,
oulno com TFD com Lasar & scul da matikng. Havand dols grupos comobs, um positivo (neS) onda s
R T Peln Der B0 SOManle & contaming o pels suspanaio 9o E Meedlis, o oulnd regalive [eS)
ApEtas O meks de coliure estdel. O Lasar Sard

Endersgoc  (DD6 CASTANNTIRDS

Babra: JAADE REFASCERCA COP: p=ims-13
= RLA Hunicipir  SA0 LS
Telelzas: EEL144542 C-rad: caoEcssmats

g I n 1



@ CENTRO UNIVERSITARIO DO ClataPorma
CELML MARANHAD - UNICEUMA

o s 5 Pt LI

achsnads Uilzands uralibia Sioa denin 9o canal Bard aphcado O o Andwva Ond Way o0 fodl hod da

Tiikary pasd vaiilar s havers difaranda sgnincativa el o Qrupos eepanimeiaEs. O programa de andse
aslaiyio uilizado sid o SFEE 2500 (1EM, Armonk, MY, USA), com nivel de sighifcincs 5%.

Oisjurtive di Pusduiha:

Toklal & afichois da b pe fondindmica, ullizanio o6 oofanle eirosing & azul dé mallend Maiiadd (o
I s Db Qi i LED seobit Enslasootndi Taiacal.

Avalisgdio dos Riscos o Borwlicios:

REEOR EM i alando b i eslus Dol 06 fecin S ofiunon s olapat aDoraofes durain
sl el dos denlis o oomlecgio o enphiimas. Mo antanio, e diss como uilizehs e EPI cma
Midetiara, oo, hea & doukis sl imponantes & Seilo uilzacdos afm D0 &s elap.

Eanalicios: Eslo astiadd praleida avaliar uma alaimaliva videal o nova ne Seseomlaminagis doo canas
radiulans.

Comintirkd o Coridifatbs dobie o Pusauisa:

Trala-s i e pobyuss ralivanin Santd da Stuaiio GUo o enosi s St &0 aumoenld da FeEndn e
B0 anlibidieos @ uma alamativa Que equer prilica por parks dos prolissionas mas com Sua signilican cia
0 longD pREED

Conshde i sobn of Toimd de sprasi il obdigatdika:

O e iieds apreseniam-Sa am conformidede [466/12) ndusive 8 cana e pendancas ol enviads davida
luializ e corloie OB IRaN @i i

Rli2 i el g G

Eaim e e

Concluddas ou Penddncies @ Lists da Madegusgdas:

Eaim pafddncis

Consbdaragbi Finkks & eltirio da CEP:

O it davadl @pfaanial & i i rakadio final da pasguisa

Eils pisracar o gl aborids bishide nos dotumanios abaine rlscenadog:

f
f
f

iU
Ploiragdis Basias| Fo CAE_DUO_F | 1SMEmnE Araie
e Rd§+ﬂ1 i 1541230

Cegdewgos  DO5 CASTARILIRTS

Babrs: 14D RDRSEE DO O g=ioms-1a
= A Bunicipir SA0 LLEG
Tedwlzsa: (BLI4-4392 C-rad:  caoScssTabr

g X i X



@ CENTRO UNIVERSITARIO DO Q Platoforma

CELnAS MARAMHAD - UNICEUNMA,
o B it Ll 1F

Frigalo Dulalhado ! | Fropan_calahadodocs

Brachua

m i i 0

[Thires | pandindaooes

Drmm Ol i

[TCLE [ Tame o |dsporsa_de_TClEmll |
saaniimenio |

Juln:n_lraun
T e
batitigha

Il

Folfua da Reta rm‘m‘m_mn.pm

Siusglo do Pafecar:

Hotadiis Apreiiacks da CONEP:.
i

A0 LLIE, 02 da Salemiben da 2018

Assinada por:
RUCYE RODOLFD DE JEBUE TAVAREZ
[Coondenadar)
Endersgee  (DDS CASTARNEIRDS
Badre: JAA DM RER S ERCHA COF: p=oTs133
- A, Eunicipir SAD LS
Telwlza: (BEJI144340 C-mal: coc{fcssTats

L T ]



ANEXO 3: NORMAS DA REVISTA: PHOTODIAGNOSIS AND
PHOTODYNAMIC THERAPY

TABLE OF CONTENTS

Description
Audience

Impact Factor
Abstracting and Indexing
Editorial Board

Guide Tor Authors

- e
LLLELE

DESCRIPTION

Official Journal of the Eurcpean Platform for Phatodyniamic Medidne

Affiliabed with the Internaticnal Photodynamic Association

Also affilizbed with the British Medical Laser Assodation and the Polish Sodety for Photodymamic
Medicine

INDEXED In MEDLINE/FubMed, ScSearch/Soience Otation Index Expanded, Current ContentsClinkcal
Medicine.

Alms and Scope:

Photodiagnosis and Photodynamic Theragy ks an international journad for the disseméanation of scientific

knowledge and clinical developments of Photodiagnosis and Photodynamic Therapy in 2l medical

specialties. The journal publishes ariginal articles, review artidles, case presentations, “how-to-do-£*
, Letters to the Editor, shart commiunications and relevant images with shart descriptions. A0

submitted material is subject to a strict pesr-review process.

AUDIENCE

Professionals in all medical discipiines with an interest in medical and biological applications of lasers
and light sources, and photodiagnosis) phaotodynamic therapy in the treatment of human disease.

IMPACT FACTOR

2017: 2.895 £ Clarivate Analytics Journal Otation Reports 2018

ABSTRACTING AND INDEXING

Current Cantents / Oinical Medicine
Journal Ctation Reports - Sclence Edition
SciSearchyScience Citatian Index Expanded
Soopus

Sciencelinect

Mational Library of Medicine

Mediine/Index Medicus

AUTHOR [NFORMATION PACK 4 Apr 2019 wwa.elseviercomyfiocate/ pdpdt 1



EDITORIAL BOARD

Editessir=Chicf
B Allisos, 215t Century Oncology, Gredvils, Morth Carolina, USA
Ensritus Editer

K. Moghissi, Yorkshire Laser Centre, Gools, L

Aszociate Editars

H. Barr, Gloutester, UK

R Bayhe, Hull, L

K. Dinan, Gooka, UK

M. Efjamel, Lanark, Lis

L. Freitag, Hemar, Garmany

K. Furiibkasa, Toiyo, Japan

R Hamblin, Boston, Massachuserts, LISA
€. Hopper, Brombkey, UK

Z. Huang, Lak el
H. Eate, Tokyo, Japan

T. Mang, Orchard Park, Mew ork, USA
H. Mosebiy, Dundes, UK

L. Turnbull, Hull, Lk

M. Walt, Turich, Switzetand

H. Welfsen, Mdksonille, Florida, USA

Editesial Beard
M. Adamek, Katowice, Poland
A Akopow, St Potorsburg, Russian Fadirt

L. Gasparyam, Helsink, Finland

6. Gasser, Zurich, Switzeriand

. Hills H i,

T. Horvath, Bmo, Coech Ripuabiic
5, Ibbatsan, Dundes, L

P. Jichlinski, Lausarwe, Switzerland
. Juzenizne, Ooho, Morsay

M. Kaskal, Tehran, [ran

M. Kostnen, Innsbeuc,

8, Licheire, Aousn, Frano:

M. Lerey, Sunoms, France

L. Li, Guangaio, China

A, Makela, Hekinki, Finland

5. Mardan, Loos, Franca

T. Makamira, Tachig, 1a0an

b. Rebinsen, Aotterdam, Nethedands
P Ress, Colembus, Obio, USA

A Sierom, Bytom, Poland

WL Shursaer, Muafater, Garmany

L.B. Tan, Amsierdam, MNetheriands

A Thorps, Lesds, UK

R Waidalich, Mo,

M. Waknwright, Liverpoal, England, LIK
. Wamng, Shangha, China

A Woan , Kangham, The Republc of Kore
P. Ziodkowshi, Wroclas, Poland




INTRODUCTION

and Fholodynamic Tharapy & an inbematianal journal for the dissemination of scientific
krmowlecige amd clinical developments of Photodisgnosks and Phobodynasmic Therapy imoall medical
specialities. The journal publishes original artcles, review articles, case presentathons, “how-to-do-
It artiches, Letiers to the Editos, short communications and relevant Images with short desoriptions.
&1l submitted material IS subject to 2 strict peer review process.

Research Papers should repost origingd clinical studies or nesearch not presvicusly published ar being
considered for publcation slzewhere. Work In Progress may ako be subminted. See below for the
standand layout. Submizsion of & manuscipt to this joeumnal gives thie publisher the mght o publish
that paper F it s accepbed. Manuscripts may be edifed to Improve darity and exprescion_

Rewiew artickes, including institutional reviews of recent developments are weboome, and will
underngd peer nevies, Reviews should have an abstract of wp to 250 words.

Editorials
Although meet Editoriaks in the journal are comemissioned, authors may contact the Editor-in-Chief
bo request submiccion of thedr own Ediborial.

Correspondence Readers ane encouraged to write about any topic that relates to photodiagnosis or
photod ynamic theragry, dinical, scentific, educational, soclal or econamic. Letters should b no longer
than 500 words and may include disosshons on material previously printed in the Journal-

Case report will be considered i formatted 2= a research letter with 2 figures maximom. Maximum
lemgth ks up bo 1000 words with up to 6 references and 2 tables or figures. Thene should be no Abstract
and re headings.

Short Commaunications should mot exceed 1000 words and should consist of 2 background section
{not to excesd 100 words), alms (not to excssd 50 words), methods (ot to exceed I50 worcs),
results {not to excesd 250 words) and condusion {not to exosed 250 words ). An abstract of 150-200
words showld also be provided. The editorial team neserves the right to dedoe which @bles/figures
submitied are necessary.

Fou can use this Bst to ey out a final ek of youwr submission before you send It fo the jownnal for
review. Phezxse check the relevant section in this Gulde for Authors for mone detalls

Emsure that the following items are present:

One suthor has been designated a5 the comesponding author with contact detalls:
# E-malll address
= Full postal address

&1l nscessany flies have been uploaded:
Manuscrigr:

# Incluise: keywards

= &ll figures [include relevant captions]

= &ll tables {including titkes, description, footnotes)

= Ensure all figure and tabke ditations In the text match the fles provided
# Indicate clearly If cobor chould be used Tor any figunes in print
Graphical Ahstracts / Highiights fles (where applicabie)
Supplsmental fles (where applicable )

Fusrtheer conslderations

# Manmuscript hes been “spell checked' and 'grammar checked
« All refenences mentioned in the Reference List are ched inthe test, and vice versa

AUTHOR [NFORMATION PACK < Apr ZD19 v, elzeviercomy locatefpdpdt 3



+ Permission has besn obtained for use of copyrighted material from other sources {(Enchsding the
Inftermet)

= & competing Interests statement Is provided, even If the awthors hawe no competing Interests o
declare

= Journal policies detailed in this guide have been reviewsd

+ Referes cuggestions and contact detalls provided, based on journal reguinements.

For further information, visit owr Support Center.
BEFORE YOU BEGIN

See our Infonmation pages on EChics in publishing and Ethical guidelines for journal pubdication.

All aushers must discose any fnancial and personal relaticnshies with other people or arganizations
that ould nappropriately influesnce (bias) their work. Examples of potentlal competing inberests
Includle employment, consubandes, siock ownesrship, honoraria, pald espert bestimeony, patent
applications/registrations, and grants or other funding. Authors must disclose any Interests in two
places: 1. A summarny declaration of Emberest stabsment in the tite page flke (F double-blind ) or the
mianuscipt Ml (IF single-blind ). IF there ane no interests to declare then please state this: Declarathons
of interest: none'. This summary sitatement will be ukimately publiched H the artfide k accepbed.
I, Detalled disclosures as part of 3 separate Dedlsration of [nterest fonm, whéch forms part of the
journals offidal reconds. [T & important for potential interests o be declared bn both places and thet
the infoemation matches. More information.

Submission of an articke implies that the work described has not been published previously (except in
the fomm of an absbract, a published bscture or academic thedis, see "Huliiple, redundant or conoorrent
publication” for more Enfermiation], that & i not wnder consideration for publication elssshere, that
Its publication Is approsed by all authors and tackly or explidily by the responsible authortkes where
the work was canrked out, and that, If acospbed, It will not be published eleswhene in the same form, In
English arin any other language, inciuding electronically withaout the written consent of the copyright-
halder. To verty ariginality, your articks mey b checked by the origina ity detection service Crossref
Simillarity Check.

Pregrinis

Flease note that preprints can be shared amywhene at any time, in line with Bisevier's sharing policy.
Sharing your preprints &.g. on a preprint server will not cownt as prior pubkcation (ses Tutiple,
redundant or concurrent publication” for more infermatian).

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, Is sensikive to difersnces,
and promotes equal opporfuniles. dstides chould make mo ascumptions about the bellefs or
comimitmesnts of any resder, should contain nothing which might imply that one Individual ks supssrior
bo another an the grounds of race, sew, culfune or any ofter charsceristic, and should use Inclusive
larrguage throwghout. Authors should ensure that writing k& free from bias, for instance by using "he
ior ghe’, This/her” instead of "he' or "his’, and by making use of job titles that are free of stereotyping
{2.4- ‘chairperson’ instead of ‘chalrman’ and "flight sttendant’ instesd of "steswardess’).

Authors are expected o consloer carefully the list and order of authors before submitting Thesr
manuscript amd provide the definiive st of suthors at the time of the original submission. Any
additicn, deletéon or rearmangement of author names in the awthorship list should be made only
before the manuschgt has been sccepted and only IF approved By the journal Editor. To request susch
a change, the Editor must recelve the following from the corresponding awthor: [a) the reason
far the chamge Im author Bst and {b) written confirmation [e-mall, letter}) from all authors that they
agres with the addition, removal or reamangemant. In the case of addition or removal of authors,
thizs includes confinmation from the suthor besng sdded or removed.

Dnly Im exceptional drcumstances will the Editor consider the addition, deletion or reamangement of
Juthors after the manuscript has Deen scoepbed. Whilks the Editor consiosrs the request, publication
of the manusoript will be suspended. IF the manuscript has already been published in an onlimee Esue,
any requests appeowed by the Editor will result Ina cormgendam.

ALTHIOR [MFORMATION PACK 4 Apr 2013 woweebsevier.comy locatefpdpdt 4



Upoin goceptance of an artide, suthors will b2 ashed bo complete a "Mournal Pubiiching SAgresment’ | s
more information on this). &n e-mail will be sent bo the cormesponding author confirming receipt of
the manuscript together with a ‘Journal Publishing Agreemesnt” formi or @ link o the onlies version
of this agresment.

Subsoribers may reproduce tables of contents or prepare ists of artides including abstracs for intermal
cincuiation within thelr instiutions. Permission of the Publisher i required for nesale or distribution
outside the insttuton and for 2l other derivative works, induding compdations snd transiations. I
excerpis from other copyrighted works are incheded, the author(s) must obtain written permission
fram the copyright owners and credit the source(s) In the article. Bisevier has preprinted fonms for
e by authors in these cases

For goid open access artides: Upon acceptance of an articke, authors will be acked bo complete an
'Exclusive License Agresment’ [mare information). Permitted third party reuse of godd open acoess
articies Is determined by the author's choloe of user licerse.

Author rights
As an author you {or your employer or instiution) heve corain rights to reuse your wori. Hore
Information.

Elewier SUDDOrts responsibie Shaning
Fired past how you can share your research pulblished In Elsevier joumnals.

‘fou are requested o identify who provided fimandal support for the conduct of the research andfor
preparation of the artide and o biefly desonibe the role of the spanson($), I any, in study degign; in
the codlection, analysis and interpretation of data; in the witing of the report; and in the decision o
subamit the articks Tor publcation. IF the funding source(s) had mo suchi involvement than this should

b stated.

Funging body agreements and polfioles

Elsgvier has established a number of sgresmsents with funiding bodies which aliow suthors to comply
with their funder's open access polickes. Some funding bodies will reimburse the author for the gold
open sooess publication fee. Detalls of existing agreements are avallable online.

After acceptance, open acoess papers will be published under 2 noncoemmerdal koense. For authors
requining a commerdal CC BY licsnse, you can apoly after your manuscript & acoepteds for pubScation.

This jousmal offers authors 3 chaioe Bn publishéng thisir nesearch:

Subscription
& drticies ane made dvallable to subsoribers as well as developing coundries and patient groups through
DI UNiversal S00ESS Prosgrams.

= W0 open access publication fee payable by authors.

« Theet Awsthor is entithsd to post the sccepted manisoriot in thesr Instfution’s repository and make this
public after an embargo perkod | knoswn as gresn Dpssn Access ). The published jowmal articke cannot b
shared pubdicly, for example on ResearchiGate or Academia.edu, to ensure the sustainabdity of pesr-
reviewed nesearch im journal publications. The: emibargo: period for this journal can be found e,
Gold open aooess

= Arthcles are freely available o both subscribers and the wider public with permitted rewse.

# A gold open acoess publication fee IS payable by authors or on their behalf, e.g. by their reseanch
funder or Instistion.

ardiess of how you Choote to publish wour article, the journad will apply the same peer review
criteria and scceptance standarcs.

For gold open aocess articles, parmitted third party (rejuse Is defined by the following Creathee
Commans user lloenses:
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Creative Cammons Attributian-NonCoammaercii-ivaDerivs (00 SF-MC-M0)

For mon-commerdial punposes, beis others distribube and copy the arfidle, and o include in a collectioe
work {swch as am anthalogy ), as long as they credit the authon(s) and provided they do not alter or
madify the arthcke.

The gold open access publication fee for this joumnal ks WSD 2500, excluding taxes. Leamn more about
Elsewler's pridmng podicy: hitps:)fwenw. clsevier.comfopenacoessprcing.

reE ONEN SOOREE

Authess cam share thelr research in a variety of different ways and Eisevier has 3 numbssr of gresn apen
aooess options avallable. We recommend authars ses 0w open acoess page for further Enformation.
Authors cam aleo self-archive thelr manusoripis iImmesdistely and enabbe public access froem e
Instistion™s reposiony afer anm embango perkod. This is the verskon that has besn acoepted Tor
publication and which typically Indudes suthor-incorporated changes suggested during Submisskon,
peser reviesy and in editor-acthor comemunications. Embargo period: For subscription artides, an
appropriate amount of time 5 nesded for journals to dellver value o subscribing customerns before
an articks becomes fresly avallable to the public. This is the embargo period and & begins from the
date the artide & formally published onlire in £ fimal and hully dtable formi. Fnd cut morne.,

This jowmal has an embarge pertod of 12 months

Elsmwier Ressarcher Academy

Resparcher Academy IS & free e-beamning platform designed to Suppost early and mid-caneer
researchers throughout their reseanch jowsmey. The “Leamn® envinonment ab Researcher Academry
oiffers several interactive modules, webinars, downloadatie guides and ressurces o guide you through
thie process of writing for reseanch and going throwgh peer review. Feel free to use these free resources
bo Emprowe your submmiscion and nawigate the publication process with sase.

Language [usage and aditing services ]
Flease write your text In good English {American or British usage I5 acoepted, but not a mixture of
these). Authors whao feel their English language manuscript may requine editing to eliménate

matical or speling ermors and to conform o oomect sdentific English may wish to use the Enalish
Larguage EdEing serdce avallable from Elsevier's WebShop.

Our anling Submission System guides you stepwise through the process of entering your artichke
details and wploading your fles. The System converts your article flles to 2 singls PDF file w=ed In
the peer-review process. Editable flles (2.9, Word, LaTeX) ane required bo typeset your artice for
final publicaiion. All comesponcence, induding rotification of the Edibers dedision and requests for
revision, Is sent by e-mail.

Referses
Referees

Flease submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mall addresses of three potetisl
refenses who ane willing to review the artice (plesse obtsin condirmation from the referees befone
subamitzing yousr masnuscript). Note that thie editor retains the sole right to decide whither or not the
sugpesied neviewers are uned.

Revised wversion of Hhe manusonipd

On the basis of the ants of the and editars, Authors may be aEked 0 revise thesir

manuscript. [n order to fadiitate the ewvalustion of the revisions by the referees and edibors, upon

revision, Suthors are asked:

=t indicate all changes o the original manuscript by means of ‘track ch

# bo add a letter for the referses, explaining how they dealt with all of the recommeendations and
Sk Froam Ehez Authors showld submit their revised version no later than 9 months afer

they were Infarmed about the dedsion that the manuscript nesds revision. If mo revised manuscript

Is recsfved 9 manths after the decksion, the manusoipt will be considered as rejected.

PREFARATION
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Fiease use mo abbrewlations. Headlimes and Subheadlines should be Bberally employed In the
Methods, Results, amd Disoussion sections. Use short paragraphs whenever possiole. Clarity of
expresshon, good syntax and the avoldance of medical jargon will be apprecated by the ediors,
reviewers and readers.

Referances

There are no strict requirements on reference formatting at submisson. References can be inany
stybe or format 2 bong 25 the style i consistent. Where applicabile, suthorfs) rame{s), joumnal thief
Ezok Eithe:, chapier tithefartiche tile, vear of pubilication, volume number/book chapter and the arics
mumiber or pagination must be present. Use of DO i highly encouraged. The refenence style used by
the journal will be appbed to the accepted articks by Elsevier at the proof stage. Mote that missing
data will be highlighted at proof stage for the authaor bo cormed:.

This jowsrnal cperates 3 single blind revies process. All condributions will be Inftlally assessed by the
editor for sultability for the journal Fapers deemsed sultable ane then typically sent fo a minimum of
one independent expart reviewer (o 3S5e5s the schentific guality of the paper. The EdRor IS responsible
far the final decsion reganding acceptances or rejecion of artickes. The Editor's deciion i final. More
Iinformiation on types of peer review.

DpEn JOEEs

This jowmal offers authors two cholces o publish thesir research;

L. Open Access

o Artides are freely avallable to both subscribers and the wider public with permiEted reuse
o AN opEn access publication fee i payable by authors or their research funder

. Ehan

o Amtickes are made available to subiscriters as well 25 developing cowntries and patient groups thirough
CUr acCess programs (hitps:ffewwoslseviercomy access)

o Ho open access publication fee

All articles published open access will be Immediately and permanently free for everyone o read
and downioad. Fermitted reuse i defimed by your choloe of one of the fokowing Creathse C
user Bcenses:

Creative Commons Alirbution-VonCommerca-MoDerives  (CC-EV-MC-ND): for  non-commercial
purposes, kets others distribute and copy the article, and o ndude in 3 coliective work (such as an
anthology), as long as they credit the author{s) and provided they do not ater or meodify the article.

Elsgvier has established sgreements with funding bodies. This ensures suthors can Coampdy with
funidiing body opssn access requirements, incuding speciic user Bcenses, such as OC-BY. Some authors
may also be reimbursed for associated publication feess. https: /feww slseyiercom fundingbodies

IF yoid nesed o oompdy with yousr funding body policy you can spply for the OC-BY Boenss after your
maniscipt 15 sccepted for publication.

To provide open acoess, this jownal has 2 pubkcation fee which needs to be met by the authors or
thelr research funders for eadh article published open access. Youwr publication chalce will have no
effect on the poer review Procsss of atceptance of submited artickes.

The open acoess publication fee for this journal is $USD 2,500 excluding taes.

Liearm mne aboart Elseviers pricing policy https: ffswa. elsevier com /openaccess pricing

Déwiche the manusoript into the following sections: TiRle page, Struchuned Abshract, Key words [3-58],
Introdudtion, Materials and Hethods, Results, Disoussion, Acknowledgments, References. The edibors
will consicer the wse of ather sections I mone sultable for certain manuscripts.

ST
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= Title. Concke snd informatiee. Titles are often used Im infermation-retrieval Systems. Svold
ahhreviations and formulae whene possibbe.

= Awthor names and affillations. Flease dearly indicate the given name(s) and family name{s}
of each awthor and check that all names are acosately spelled. You can add your mame bebeeen
parentheses in your own Soript behind the Englich trancliteration. Present the suthors” affiEation
sddresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations withi & lower-
case superscript ketier Immedistely after the awthor's name and in front of the aporopriate address.
Prowicke the full postal sddress of exch affillation, including the country name and, B avallable, the
e-mail address of each author

= Correspomding sunthar, Chearty indicate who will hancle correspondence at all stages of referesing
and publcation, also poest-pubBcation. This responsibility inclsdes answering any future qusrkess about
Methocology and Materisls. Enswre that the e-mall address i given and that contact detalls
are kept up to date by the corresponding author.

« Presant/poermanent address. I an author has moved since the work described in the article was
Sane, of was visiting at the time, a 'Present address' (or ‘Permanent address']) may be Indicated as
a footnote bo that author's name. The address at which the author achusally did the work must be
retained as the main, affiliation acdress. Superscript Arabic numerals ane wed for such footnotes.
The Structured Abstract; of mo more than Z50 words, showld be writben with parthoulsr cane since

this will be the only part of the amicke shudied by some neaders. The prefemed subbeadings ane:
Background, Methads, Resuls and Conclusians.

The Introdwction should be brkef and set out the purposes for which the sbudy has been performed
along with relevant previous studies only where essential.

The Materials and Methods should b= suffickently cetalled so that readers and revicwers can
wnderstand precisely what has besn done without studying the references dinectly. The desoription
may be abbrevisted when well accepbed technigees ane wed.

The R lis showld be pr d precisely. Keep discussion of thelr importamoe to 2 minimeum in this
section of the manusoript

The Discussion should drecly relate to the study being repored. Do not Include 3 gensral review
iod thie ok

Tables should be byped with double spacing and each should be on a separate shest. They should
b= mumibered consecuthvely with Arabic numesrals, amd contain only horizontal limess. Provide a short
descriptive hea-cl'i-g abowe each tabde with footnotes andfor explanations undernaath.

Flgures should ideally be sdbmitted in high-resslsion TIF format, or akernatively in GIF, JPEGYIPG,
o EPS format. The figunes should b2 placed in separate files, named punely with the figure numbers
{&.g- “Figurel b} The cost of codour figures will B2 paid by the authar.

Legends for Rigures should be typed with double-spacing on a separaie sheet.

Gene Accession Numbers

For each and ewery gene accession number cited in an articks, authors should type the accession
mumiber n bold, underlined text. Lethers in the accescion number should always be capialised.
Example: {GenBank acoession nos. AI31510, ATGI1S1] , A1632198, and BFZ23232E ), a Becell bumor
from a chionic lymphatsc leukemia (GenBank aooesgion no. BEETSOME ), and a T-cell Fmphama
(GEnBank sCcession no. ARSELLLT ).

Supplementary data
The journal accepts electranic Supplementary material to support and enhance your sckeEntiic
resgarch. Supplementary flles offer the author additional possibiifies to publish supposting
applications, movies, animation sequences, high-resolution Images, background datasets, sound cligs
and maore. Supplementary files supplied will be published online alongside the elsctronic wersion of
yourarticle in Elsevier web products, Including ScienceDirect: hibtp: ) waw . sdencedirect.com
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Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short coBsction of bullet paoints that
convey the cone findings of the articks and should be submitted in a separate editable fls in the
online submizcion system. Please use "Highlights" in the file name and inchsde 3 to 5 bullet poinks
{maximum 85 characbers, incwding sosces, per bullet podnt]. You can view cxamole Highlights on
our information site.

Graphica) abstract
Although a graphical abstract |s optional, Bs use s encouraged as | draws more attention tothe onlines
articie. The graphical abstract should summarnize the contents of the articke in 3 mndse, pictorisl form
desigresd bo capture the attention of & wice readership. Graphécal abstracts should b2 submitted 2 3
separate file In the online Submisson system. Image size: Please provide an image with a minlmum
of 531 = 1328 plek (= w) or proporticnally more. The image shouwld be readable at 3 slze of 5 =
13 cm using a regular sonesn nesolution of S8 dpl. Prefenned flke types: TIFF, EFS, FOF or HS Ofioe
files. You can view Example Graphical Abstracts on owr infoemation site.

Authors can make use of Ekevier's lllusiration Services to-ensure the best presentation of their iImages
and In accordance with all techanical requiremssnts.

Formarting of funding sources

List funding sowrces in this standard way to fadiitate compllance o funder's requirements:

Funding: This work was supported by the Mational Institutes of Health [grant numbers xoo, vyyyl:
the Bl E Melinda Gabes Foundation, Sexttle, WA [grant rumbssr zzzz]; and the Unlbed States [nstitutes
of Peace [grant numbssr aaaa).

It ks not necessary to ncluce detalied descrigthons on the program or type of grants and awards. When
fundiing ks from a block grant or other resowrces aallable to 3 unkersiy, college, or other resesnch
It rutioni, submit thie namse of the instibute or crganization that provided the furding.

IF no hunding has been prowided for the research, please include the folowing senbenoe:

This ressanch did not recelve any specific grant from funding agendes in the public, commercial, or
mat-for-profit sectors.

Elactronic artwork

Ganeral podnts

& MakE SUne YOU USE unsform lettering and sizing of your orkginal artwork.

+ Embssd thi used fonts i the applicaton prowvides that option.

= Am to use the foliowing fonts im your Blusbrations: Arial, Courker, Times New Roman, Symbol, or
e fonts that look similar

= Number the Blustrations acoording to their sequence in the bext.

= Use 3 logical naming coswentian for your arbwork files.

= Prowvkde capthons to llustrations separabely.

+ Size the llustrations close to the desired dimensions of the publishesd versian.

= Submit each Blustration as a separate flke.

A detailed guice on electronic artwork 1S avalabile.

You are unged to visit this site; some excenpts from the detailed informatbon ane glven hene.
Formars

IF your elecironsc arbwork i created Bn 3 Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
phexce supply '35 87 In the native document formest.

Regarcless of the application used other tham Miormsoft Odffice, when wour eledtronic arbwork is
finalized, phease "Save as’ or canvert the images to one of the Tollowing formats {note the resolution
reguirements for line drawings, halftones, and Inefhalftors combinations glven below):

EPS [or POF): Wector drawings, emibed all ussd fonks.

TIFF {or JPEG): Codor or grayscale photograghs (halftones), kesp to 3 mindmum of 200 dpl.

TIFF {or JPEG): Bltmapped (pure black B white pleels] line drawings, keep to 3 minimum of 2000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combanaticns bemanped line/malf-tone (color or grayscale), keep to & minamusm of
SO0 dpl-

Please do not:

= Supply files that are optémized for screen use {e.g., GIF, BMF, PICT, WPG); these typically hawve 3
low mumiber of plaels and limited set of colors;

= Supply filles that are too low Im resclution;
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= Submit graphics that ane disproportionately large for the content.

Codor arhwork

Flzaze make sure that artwork fles ane in an accepiabbe format (TIFF (or JFEG), EFS {(or POF) ar
MS Office fles) and with the cormect resolution. 1T, ogether with your acoepied aricks, you submit
usabde cobor figures then Elsevier will ensure, at no additianal charge, that these figures will appsar
Imi color onlims (2.3, SclenceDirect and other sites) Im addition ta color reproduction in mrint. Further
Information on the preparation of decironic arwork.

Reference Bnks

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online Enics o
the sources. cited. In arder o allow us o create Enics o aDEracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRel and PuliMed, please ansure that data proviced in the referencss are correct. Please
mobe that inconnect surnames, journal/book tites, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be cansful 2= they may already contain errors. Use of the
OO is highly encouwraged.

& DO Is guarantesd never (o Change, S0 you Can use It as 3 permanent Bnk to any ekectronic artiche.
An example of a ciation using DOT for an aricke not wet 0 an Bsue B VanDecar 1.C., Russo B.M.,
James OLE., Ambeh W.B., Franke M. {2003]. Aselsmic continuation of the Lesser Antilles slab beneath
ronmheasten Venezuela. Moumal of Geophysical Research, hittpssyfool.org/ 0. 1029/2001 18000854,
Flease note the Pormat of such citations should b2 inthe same style 35 3l othesr referenoes in the maper.

Dby neferenoes

Thiks journall Sncourages you bo dite undertying or relevant datasets in your manusoript by citing them
Imi wour text and Encluding & data reference in your Refanenoe List. Dot referenoes should Include the
folowing elemends: author namers), dataset tikle, data repostory, version (whene awaillable ), year,
and global persistent kdentifier. Add [cataset] immedixtely before the rEfErEnce S0 we can propery
|ty It 35 @ data refenenoe. The [dataset] identifer will not appsar inoyour published amicke.

Referance management soffwane

Most Elsevier journals haree their reference template avallable Inmany of the mast popular reference
management software products. These Include all products that support Citation Style Languace
styles, such as Mendeley. Using citation plug-ing fram these products, authors only nesd to select
the appropriate journal tempdate when preparing their artide, after which citaticns and bibiographies
will be automatically formatted in the journal's style- IF no temiplate s yet avadable for this joumal,
phexse folliovw the foemat of the sampds references and citations a5 shown Bn this Gusde. If you use
refenence management softwane, please ensure that you remowve all field codes bedore submiting
the electronic manusoript. Hore Information on how o remose fleld codes from different reference
management softaarne.

Users of Menceley Deskiop can easily inctall the refenence Style for this jowmnal Oy cicking the Toliowing
limk:

hittp: f fopen. mendeley. comyfuse-citation-styie) photodiag nos is-and-phatod ynamic-therapy

When prepaing your manuscript, you will them be able to select this style using the Mendeley plug-
Ires: for Microsof Word or LibreOffice.

Referance forma

There are no strict requiremesnts on reference formiatting at submission. References can be In any
stybe or format 2s bong 25 the style i consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal tithef
bk bithe, chapier tithefarticks title, year of publication, volume numberbook chapier and the articks
muUmBer or paginaticn must be present. Use of DOT i highly encouraged. The refensnce style used by
the journal will be applied to the accepted artide by Elsevier at the proof stage. Note that missing data
will b highlighted at proof stage for the author to correct- IF you do wish o format the references
yoursedf they showld b arranged according to the follvwing examales:

Referance Shyie

Tewt: Indécate references by numbsn{s] in square brackels im Bme wih the text. The actual authors
can be refermed to, but the refenence numben(s) must always be glven.

Exampds: ... a5 demanstrated [3,6]. Bamnaby and lones [E] obtained a different resdt "

Ligt: Musmbser the references (numibers In square brackets) in the kst in the order in which they appear
Im thie best.

Examphes:

Riference o 8 jourmal pu bt -
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[1]1. van der Geer, 1.A.). Hanraaos, RA. Lugbsn, The st of writing a schentific artide, 1. S, Comimian.
163 {2010) 51-59. hatps:/dolorg/ 10, 00164]. 5. 201 0.003 72,

Reference to a journal publication with an article numiber:

[2] van er Gees, 1., Harraads, 1.4.1., Lupgton, R.A., 20LE. The art of writing 2 scientific articke. Heliyan.
19, eDO205. hitpss/fdol.orgf10. 10056/ hellyon_2018.=00205.

Reference to a book:

[3] W, Stnank Jr, E.B. White, The Blements of Style, fourth ed., Lomgman, New York, 2000.
Referemce fo a chapier in an edibed bookc:

[4] G.A- Heitam, L.B. Adams, How to prepane an electronic verskon of your article, In: 5. Jones, R.Z.
Smith (Eds. ), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc, New York, 2009, po. 281-304,
Reference to a webshe:

[5] Camcer Research UK, Cancer statistics repors for the UK. hitpcffwes. cancerreseanchik. ongf
aboutcancerfstatistics/rancerstatereporty, 2003 (accesced 13 March 20032 ).

Reference to a dataset:

[dataset] [&] M. Oguro, S. Imahiro, 5. Saito, T. Nakachizuka, Momalty data for lapanese o3k wilt
dEspase and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v, 2015, hitps:idal.org/10.17632F
aw]FENEI9 1,

Imclucks inferactive data visuallmtons In your publication and ket your readers inkeract and engage
more closely with youwr research. Follow the ingructions hiere to find ot about avallable data
wisualization options and how to Includie thesm with your artide.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you bo inberlink the data with your published arfides. Recparch data
refers to the results of observations or experimentation that validate reseanch findings. To fadlitate
reproducihiiity and data reuse, this journal also enoourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related o the projec:.

Below are a number of ways In which you can assodiate data with your arfide or make a stabemeent
about the avallability of yousr dats whesn submirting wour manusoript. If you ane sharing data in one of
these warys, ¥Ou are enmoursged to cite the data in yousr manuscript and reference list. Please refer to
the "References” section for more infarmation abaout Sata ctation. For mare information an depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Dady Bnking

If yiou have made your research data avallable in 2 data reposioey, you can link your artice directly to
thié dataset. Elzevier collaborates with 3 number of reposkories to link arices on Soencelenect with
relevant repositonies, giving readers aocess to underlying data that glves them a better understanding
iof thie research descrived.

There are different ways to link your datasets to your artice. When avallable, you can directly link
your dataset to your articde by providing the relevant infonmation in the submission system. For more
Information, wisit the database linking page.

For supported data repositonies a reposibory banner will automatically appear next to your publiched
artiche on SclenceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through kdentiflers within the text of youwr
manuscipt, using the g format: Catak : aooce (2., TADR: ATRGOIO20; CCDC: 734053;
FOE: 1XFN).

Mendekey Doty
This jowmnal supports Mendeley Data, enabling you o deposlt any research data {including rae and
processed data, video, code, software, algorthims, protooods, and methods) associabed with youwr
manuscript Ina free-io-use, open access repository. During the submission process, after uploading
FOOUr Manusoipt, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendekry
Dada. The datasets will be Bsbed and direcily accessible to readers next to your published aficle online.

For more informatiosn, vist the Hendeley Data for joornals page.
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Dby statement

To foster transparency, we encowrage you fo state the avallability of your data in your submission.
This may be a nequirement of your funding body or instibution. If your data i unavallable o access
or ursuitable bo post, you will hanee the opporbunity to Indicate why during the submission process,
for examgple by siating that the mesearch data Is condidential. The statement will appesr with your
published articks on Scienceirect. For more information, visit the Data Satement page.

Process of submission
Online submission

ared FPhofogdynammic Therapy uwsss an online submission and  review
system. Authoes can  upload their artide wvia the Blsevier Ediorlal System  at
Fiatps-fwen. evise. comyprofilefapdfna vigate /FOFDT. By acoessing the webslte Authors will be guided
stepwize through the uploading of the wvarous fles. Ediable flile formats are necessary. We acoept
most wardprocessing fanmacs, but ‘Word, WordFerfect or LaTeX ks preferred. Figune files (TIFF, EFS,
JPEG) should be uploaded separately. Always Keep @ backup copy of the elecironc fike for refenence
and safety. Save your files using the default extension of the program uwsed. The system generates an
Adobe Acrobat PFOF version of the article which 15 used for the reviewing process. Authars, Reviswers
and Editors send and receive all correspondende by e-mail and no papsr COMMespondence IS Necsssary.
For assistance please wislt our Support Center.

AFTER ACCEPTANCE

Corresponding authors will receive an e-mall with a link o owr online proofing system, aliowing
annotathsn amnd conrectinn of proofs onlne. The envircnment & similar to M5 Word: @0 acdition o
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