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EPIGRAFE

“Todo efeito inteligente tem em sua consequéncia também uma causa
inteligente”.
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Silva TQM. Efeito da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana com
laser de baixa intensidade mediada por Azul de Metileno contra
biofilme de Enterococcus faecalis [dissertacdo]. Sao Luis.

Universidade CEUMA; 2019.

RESUMO

Introdugdo: O insucesso no tratamento endodontico deve-se
principalmente a permanéncia de microrganismos no sistema de
canais radiculares, devido a sua complexa anatomia. Enterococcus
faecalis (E. faecalis) estdo presentes na maioria dos casos de
infecgdo persistente. Como alternativa auxiliar na desinfec¢do de
canais radiculares, tem-se utilizado a Terapia Fotodinamica (TFD).
Objetivo: Avaliar a eficacia da TFD, utilizando o corante azul de
metileno (AM) em diferentes concentragfes, irradiado por Laser de
baixa intensidade, em canais radiculares contaminados com biofilme
de E. faecalis. Materiais e Métodos: Cinquenta dentes de humanos
com canais unirradiculares foram instrumentados e contaminados
com E. faecalis por 21 dias. Os dentes foram divididos em cinco
grupos (n=10): Irradiacdo com Laser somente (L+AM-), Laser com AM
50puM (L+AMS50), Laser com AM 100uM (L+AM100), Laser com AM
200uM (L+AM200), e 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 microbioldgicas antes e logo apos
a TFD, e contadas as unidades formadoras de col6nias (log UFC mL"
1). O teste T de Student para amostras pareadas foi empregado para
testar se havia diferencga significativa dentro dos grupos, enquanto a
Anova One Way foi utilizada para testar se houve diferenca
significativa das reducdes entre os grupos. Resultados: As reducdes
log CFC mL*foram de 0,16 para L+AM-, 0,27 para L+AM50, 0,39 para
L+AM100 e 0,45+AM200. O efeito da TFD antimicrobiana com o azul



de metileno na reducdo de E. faecalis foi significativo em todas as
concentracdes (p<0,05), no entanto, ndo houve diferenca significativa
entre as concentracdes (p>0,05). Conclus&o: A TFD com azul de
metileno irradiada por Laser por 1 minuto, teve um efeito
antimicrobiano na reducédo do biofiime de E. Faecalis nos canais

radiculares.

Palavras-chave: Azul de Metileno, Terapia Fotodinamica,

Enterococcus faecalis.



Silva TQM. Effect of Antimicrobial Photodynamic Therapy with low
intensity laser mediated by Methylene Blue against Enterococcus

faecalis biofilm [dissertation]. S&o Luis, CEUMA University; 2019.

ABSTRACT

Introduction: Failure in endodontic treatment is mainly due to the
permanence of microorganisms in the root canal system, due to its
complex anatomy. Enterococcus faecalis (E. faecalis) are present in
most cases of persistent infection. As an alternative to disinfect root
canals, Photodynamic Therapy (PDT) has been used. Purpose: To
evaluate the efficacy of PDT using methylene blue (MB) dye at
different concentrations, irradiated by low intensity laser, in root canals
contaminated with E. faecalis biofilm. Materials and Methods: Fifty
human teeth with uniradicular canals were instrumented and
contaminated with E. faecalis for 21 days. The teeth were divided into
five groups (n = 10): Laser Irradiation Only (L + MB-), Laser with MB
50uM (L + MB50), Laser with AM 100uM (L + MB100), Laser with MB
200uM (L + MB200), and positive (n = 5) and negative (n = 5) control
groups. Five minutes was the pre-irradiation time and one minute for
the radiation. Microbiological collections were performed before and
immediately after PDT, and colony forming units (log CFU mL-1) were
counted. Student's t-test for paired samples was used to test for
significant differences within groups, while Anova One Way was used
to test for significant differences in reductions between groups.
Results: The log CFC mL-1 reductions were 0.16 for L + MB-, 0.27 for
L + MB50, 0.39 for L + MB100 and 0.45 + MB200. The effect of
antimicrobial PDT with methylene blue on E. faecalis reduction was
significant at all concentrations (p <0.05), however, there was no
significant difference between concentrations (p> 0.05). Conclusion:
Laser irradiated methylene blue PDT for 1 minute had an antimicrobial

effect on the reduction of E. Faecalis biofilm in root canals.



Keywords: Methylene Blue, Photodynamic Therapy,
Enterococcus faecalis.
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CAPITULO 1

EFEITO DA TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA
COM LASER DE BAIXA INTENSIDADE MEDIADA POR AZUL
DE METILENO CONTRA BIOFILME ENTEROCOCCUS

FAECALIS

RESUMO

Introdugdo: O insucesso no tratamento endodontico deve-se
principalmente a permanéncia de microrganismos no sistema de
canais radiculares, devido a sua complexa anatomia. Enterococcus
faecalis (E. faecalis) estdo presentes na maioria dos casos de
infecgdo persistente. Como alternativa auxiliar na desinfec¢édo de
canais radiculares, tem-se utilizado a Terapia Fotodinamica (TFD).
Objetivo: Avaliar a eficacia da TFD, utilizando o corante azul de

metileno (AM) em diferentes concentracdes, irradiado por Laser de



baixa intensidade, em canais radiculares contaminados com biofilme
de E. faecalis. Materiais e Métodos: Cinquenta dentes de humanos
com canais unirradiculares foram instrumentados e contaminados
com E. faecalis por 21 dias. Os dentes foram divididos em cinco
grupos (n=10): Irradiacdo com Laser somente (L+AM-), Laser com AM
50uM (L+AM50), Laser com AM 100uM (L+AM100), Laser com AM
200uM (L+AM200), e 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 microbioldgicas antes e logo apos
a TFD, e contadas as unidades formadoras de col6nias (log UFC mL"
1). O teste T de Student para amostras pareadas foi empregado para
testar se havia diferenca significativa dentro dos grupos, enquanto a
Anova One Way foi utilizada para testar se houve diferenca
significativa das reducgdes entre os grupos. Resultados: As reducdes
log CFC mL*foram de 0,16 para L+AM-, 0,27 para L+AM50, 0,39 para
L+AM100 e 0,45+AM200. O efeito da TFD antimicrobiana com o azul
de metileno na reducgdo de E. faecalis foi significativo em todas as
concentracdes (p<0,05), no entanto, ndo houve diferenca significativa
entre as concentracdes (p>0,05). Conclusédo: A TFD com azul de
metileno irradiada por Laser por 1 minuto, teve um efeito
antimicrobiano na reducédo do biofiime de E. Faecalis nos canais

radiculares.

Palavras-chave: Azul de Metileno. Terapia Fotodinamica.

Enterococcus faecalis.






1. INTRODUCAO

A complexa estrutura do sistema de canais radiculares coloca
a completa eliminacdo de microrganismos como um grande desafio
(1). Os microrganismos presentes no sistema de canais radiculares
podem colonizar os tdbulos dentinarios, canais acessorios, istmos e
deltas apicais, dificultando a eliminacéo através da instrumentacao,
uso de substancias irrigadoras e pela medicacgao intracanal, levando
ao insucesso do tratamento endoddéntico (2).

Os fatores microbianos estdo associados ao insucesso do
tratamento na maioria dos casos, sendo que a persisténcia das
infeccbes endodobnticas depende de caracteristicas relacionadas aos
microrganismos, como sua capacidade de adaptacdo as mudancas
ambientais (1).Logo, o0 sucesso do tratamento endodbntico esta
subordinado a inibicdo do crescimento bacteriano remanescente e
evitar sua descolonizacéo (3).

As bactérias no sistema de canais radiculares, se organizam
em forma de biofilme, uma estrutura altamente organizada em que as
bactérias ficam aderidas a uma superficie, tornando-se mais
resistentes a antibiéticos e mesmo a tratamentos mecanicos, limpeza
quimica e irrigacdo com solugbes como hipoclorito de sodio ou
clorexidina (4).

Entre as bactérias associadas ao insucesso do tratamento
endodéntico, destaca-se o Enterococcus faecalis, faz parte da

microbiota bucal normal, bactéria aerébia facultativa, gram-positiva,
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responsavel pela maioria dos casos de contaminacao residual (5).
Além disso, apresenta diversos fatores de viruléncia, como enzimas
liticas, citolisinas, acido lipoteicéico e capacidade de agregacédo de
substancias, além de ser capaz de suprimir a acdo de linfécitos,
contribuindo fortemente para o insucesso do tratamento endodontico
(1)

Para o sucesso do tratamento endoddntico tem-se buscado
alternativas para eliminacdo de bactérias resistentes ao tratamento
endodoéntico convencional (6). Nesse sentido, a terapia fotodinamica
(TFD) é considerada minimamente invasiva (7), baseado no uso de
um fotossensibilizador (FS) ndo-toxico, sensivel a um comprimento de
luz especifico, que produz oxigénio reativo citotoxico a algumas
espécies de microrganismos, promovendo eficiente reducéo
microbiana (8).

A acédo da TFD pode ocorrer por meio de dois processos: tipo |
— producao de uma radical hidroxila pela transferéncia de elétron para
um nivel mais avancado; ou tipo Il — onde ocorre a formacao de
oxigénio singleto pela transferéncia de energia, podendo ser repetida
vérias vezes, jA que a mesma ndo é invasiva e nem apresenta efeitos
cumulativos(9,10).

A fonte de luz utilizada pode ser um LASER (Light Amplified by
Stimulated Emission Radiation) ou um diodo emissor de luz (LED),
sendo que o LASER ¢ a principal fonte de luz utilizada para ativar os
FS na TFD. Foi introduzido para endodontia para melhorar os

resultados obtidos por técnicas tradicionais e tém demonstrado ser
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eficazes na reducéo de bactérias no sistema de canais radiculares
(11).

Dentre as caracteristicas necessarias para a escolha de um
FS, destaca-se a baixa toxicidade apds a administracdo, ser um
composto  hidrossolivel passivel de rapida eliminacgéo,
biologicamente estavel ,baixo custo e fotoquimicamente eficaz (12).

Os FS utilizados com maior frequéncia na TFD sao fenotiazinas
(azul de metileno e azul de toluidina), fitalocianina (azulene), clorinas
(polilisinas), porfirinas (hematoporfirinas) e xantenas (rosa de
bengala, eosina e eritrosina) (13,14).

Um dos principais representantes da familia das fenotiazinas &
o azul de metileno (AM), que apresenta caracteristicas favoraveis
para uso em TFD, como intensa absorcédo na regido de 660 nm, baixa
toxicidade, altamente sollivel em agua, além de ser o FS de escolha
em grande parte dos estudos, uma vez que este composto é utilizado
na area da salde para uma série de finalidades terapéuticas, em
concentragdes superiores as utilizadas em TFD (14).

O AM é um composto quimico aromatico heterociclico. A
temperatura ambiente, verifica-se como um soélido, p6 verde, escuro,
inodoro, que origina uma solucdo azul quando dissolvido em agua.
Mostra a toxicidade consideravel para varias espécies de
microrganismos, incluindo bactérias orais gram-positivas e gram-
negativas (15).

Diante do exposto, este estudo se propde a avaliar o efeito da

TFD antimicrobiana contra o biofilme de E. faecalis, utilizando como
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agente FS o AM em variadas concentracdes, irradiado com uma fonte

de luz Laser de baixa intensidade.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Selecéo e Padronizacao dos espécimes utilizados

Apo6s aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade CEUMA (UNICEUMA), sob Parecer de n° 2.868.372,
(ANEXO1) foram utilizados 50 dentes extraidos de humanos
unirradiculados (incisivos e caninos superiores), obtidos por meio do
termo de doacéo de dentes.

Todos possuiam canais retos, sem obturacdo endododntica,
fratura ou reabsorcdes 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 13mm.

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 12mm 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 2mL de hipoclorito de sodio a 2,5%, e a
aspiracao realizada por meio de pontas NaviTip® (Ultradent, South

Jordan, UT, EUA) utilizando Kit de irrigacéo-aspiracdo Ultradent®
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(Ultradent, South Jordan, UT, EUA). Terminada a instrumentacéo, os
canais radiculares foram irrigados com 1mL de EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) a 17% (Biodinamica, Ibipora, PR, Brasil)
agitado com auxilio de uma lima manual por 3 minutos, e ao final do
preparo utilizou-se 3mL de soro fisiolégico para a irrigacado do canal
radicular. Todos foram mantidos em soro fisiolégico estéril com trocas
diarias durante 5 dias para remocéao de hipoclorito de sédio residual.
ApoOs este periodo, os espécimes foram vedados apicalmente com
resina composta fotopolimerizavel Opallis® (FGM Produtos
Odontoldgicos 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.

2.2Cultura de Enterococcus faecalis

Os procedimentos microbiolégicos foram realizados em
ambiente asséptico, dentro da camara 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 suspenséo bacteriana preparada em solugéo

fisiologica esterilizada, com concentragdo equivalente a 108
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bactérias/mililitro, esse ajuste da densidade 6ptica da suspensao foi

realizado por meio da Escala de Macfarland 0,5.

2.3 Metodologia para formacédo de biofilme de Enterococcus
faecalis

A formacdo do biofilme foi realizada pela aplicacdo da
suspensao bacteriana pura de E. faecalis em meio de cultura TSb até
preencher completamente o canal radicular utilizando seringa
descartavel de 0,5mL (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 reposicdo do meio de
cultura, uma bolinha de algodédo estéril, foi colocada na entrada do
canal radicular. Todos os espécimes foram mantidos fechados em

ambiente microaerofilo e em estufa a 37 °C.

2.4 Distribuic&o dos grupos experimentais

Como agente fotossensibilizador, foi utilizado o azul de
metileno (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA)

Os dentes foram divididos em cinco grupos (n=10): Irradiagéao
com Laser somente (L+AM-), Laser com AM 50uM (L+AM50), Laser
com AM 100pM (L+AM100), Laser com AM 200uM (L+AMZ200), e
grupos positivo (n=5) e negativo (n=5). Os espécimes foram divididos

aleatoriamente em grupos de acordo com o quadro abaixo:
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Quadro 1. Formacéo dos grupos experimentais de acordo com a aplicacdo de
Laser e fotossensibilizador.

Grupos Tratamento Amostra
L+AM- Apenas Laser 10
L+AM50 TFD com Laser e AM 50 pM 10
L+AM100 | TFD com Laser e AM 100 uM 10
L+AM200 | TFD com Laser e AM 200 uM 10

Fonte: Desenvolvido pelo mestrando.

2.5 Grupos Controle

No Controle Positivo (n=5), os espécimes receberam apenas a
contaminacdo pela suspensédo de E. faecalis. enquanto o Controle
Negativo (n=5), receberam meio de cultura estéril.
2.6 Metodologia de aplicacdo do Laser, tempo de pré-
irradiacdo e agente fotossensibilizador

Para a realizagéo da TFD, um mesmo operador utilizou como
recurso fotodindmico um laser de baixa poténcia, com comprimento
de onda do laser vermelho: 660nm + 10nm (LASER THERAPY XT-
DMC, Séo Carlos/SP, Brasil.), ajustado na poténcia de 6J/Min. Com o
objetivo de permitir a difusdo da luz por toda a extensdo do canal

radicular, foi acoplada ao dispositivo, uma fibra éptica de 50 mm de

29



comprimento com diametro da ponta de 0,30mm e conicidade de
0,02mm/mm.

A fibra éptica foi introduzida no canal radicular, com o Laser
acionado até o comprimento real de trabalho, com uma frequéncia de
aproximadamente 10 introducdes/retiradas por minuto, 6 ciclos de 10

segundos, 6J/min, apos o tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos.

2.7Coletas e anélise microbioldgica

Em todos os grupos foram feitas duas coletas para avaliacao
microbiolégica. A primeira foi realizada antes do tratamento e a
segunda imediatamente apds a terapia fotodinamica. 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 (S&o Paulo/SP, Brasil) com 1,5mL de solugéo 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 (Difco, Detroit, MIl, EUA)
em triplicata. As placas foram incubadas 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).
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2.8 Fluxograma

LASER LASER+AM LASER+AM LASER+AM
10 dentes 50pM 100pM 100pM
n 10 dentes 10 dentes 10 dentes
TN TN SN TN TN SN TN TN SN TN TN TN
[aoa ) (a0 V[ a0e ) (100 ) [ 102 [ 102 ) [0 ) [ 10x )| 102 ) (100 ) (102 )[ 100 )
)\ )\ ) \T S\ AW AY, WA AY,
Pés tratamento Pds tratamento Pbés tratamento Po6s tratamento
TN TN N N SN Y NN YN NN TN
(100 V[ 10r ) (102 ) [ 100 ) (02 ) ( 100 ) (100 | [ 102 ) ( 102 | (o) [ a0e ) (102 )
NN SN S NN SN/ A AN N4 N N NS

Figura 1 - Detalhamento da coleta microbiol6gica.

2.9 Analise estatistica

ApoOs a constatacdo que os dados apresentavam distribuicdo
normal (Shapiro wilk, p>0,01), o teste T de Student para amostras
pareadas foi empregado para testar se havia diferenca significativa
dentro dos grupos entre a contagem de microrganismo inicial e apos
o tratamento. O teste Anova One Way foi utilizado para testar se
houve diferenca significativa das reducdes entre 0s grupos.

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

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

3 RESULTADOS
A Tabela 1 mostra os valores médio (desvio padrdo) de

CFU/mL (log10) dos grupos obtidos nos dois momentos de avaliag&o.
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A figura 1 representa grafico de erros evidenciando os valores médios
de log CFC mL? dos grupos com seus respectivos intervalos de
confianca de 95% (1C95%).

As reducdes log UFC mLforam de 0,16 para L+AM-, 0,27 para
L+AMS0, 0,39 para L+AM100 e 0,45 para L+AM200.

A reducdo de E. faecalis foi significativa em todas as
concentracdes (p<0,05), no entanto, ndo houve diferenca significativa

entre as concentracdes (p>0,05).

Tabela 1. Valores médios (desvio padréo) de log UFC mL! nos diferentes grupos
nos dois momentos de avaliacao.

L+AM- L+AMS50 L+AM100 L+AM200 Positivo Negativo

Inicial 5,62 (0,26) 5,51 (0,21) 5,76 (0,20) 5,28 (0,27) 5,56 (0,34) 0,00 (0,00)

Pés TFD 5,46 (0,0,45) 5,24 (0,32) 5,36 (0,39) 4,83 (0,58) 5,42 (0,49) 0,00 (0,00)

p-valor 0,061 0,018* 0,002* 0,011* 0,155 1,000

*Valores de p<0,05 =Diferenca estatistica significante entre os valores médios de
reducdo microbiana antes e depois da aplicacdo da TFD.

32



1,00

B0

60

—
=2
[Tr ]
L=2]
o
— -1
- 48]
.| 40— [
£ —
L&)
[T
=1 L
o
o 207 1
@
00— —a—
-,20
T T T T T T
Laser Laser+AMs0 Laser+AM100 Laser+AM200 Megativo Paositiva

Figura 2. Grafico de erros mostrando o comportamento dos valores médios de
reducd@o microbiana nos diversos grupos avaliados.

4 DISCUSSAO

No presente estudo a hipotese nula, que os protocolos que
usariam terapia fotodindmica ndo afetariam a reducédo bacteriana
imediatamente apds o tratamento com TFD com azul de metileno
aplicada durante 60 segundos, foi rejeitada.

Neste estudo foi utilizado o tempo de irradiacdo de 60
segundos, mesmo tempo utilizado por Pourhajibagher et al. (16) e
Yildirim et al. (17). Esse tempo foi suficiente para uma reducdo
microbiana significativa em todas as concentracdes. Os resultados
mostraram ainda que E. faecalis, em forma de biofilme em canais
radiculares de dentes extraidos, exposto a AM nas concentracdes 50,
100 e 200 uM ativado com Laser com comprimento de onda 665nm,

foram reduzidos significativamente. No entanto, nenhuma
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concentracdo foi capaz de eliminar 100% o numero de células
bacteriana.

Talvez para a completa eliminac&o haveria necessidade de um
maior tempo de irradiacdo e consequentemente uma maior dose de
energia depositada, pois, segundo Williams et al. (18), o tempo de
irradiacdo, assim como a dose de energia, sdo os fatores mais
importantes na eliminacdo dos microrganismos durante a TFD.
Também no estudo de Soukos et al. (2), utilizando uma concentracao
de 25 pg/ml (67 uM) de AM irradiado por Laser durante 5 minutos
ocorreu uma reducédo de 97% de E. faecalis. Além do mais, Soares et
al. (19) reportaram que a dose de energia depositada durante a TFD
é fator primordial na completa eliminacdo dos microrganismos.

Assim sendo, segundo Xhevdet et al. (1) o curto tempo de
irradiacdo pode dificultar a completa eliminagdo das bactérias, e a
baixa concentracédo de ROS atrapalha a difusdo do fotossensibilizador
nos tubulos dentinérios, ao mesmo tempo que o E. faecalis em forma
de biofilme é um fator de persisténcia bacteriana apds tratamento
endodontico (20).

Outro fato que deve ter contribuido para ndo eliminacédo total
dos microrganismos € que a eliminacédo de E. faecalis em forma de
biofilme é mais dificil, pois existe uma diferenca significante entre
bactérias plancténicas e em forma de biofilme bacteriano. As
primeiras flutuam livremente, enquanto o biofilme, € uma estrutura

altamente organizada onde as bactérias ficam aderidas em uma
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superficie, e os microrganismos apresentam um fenotipo alterado em
relacdo ao seu crescimento (20) o que dificulta a sua eliminacgéao.

Existe na literatura uma grande variacdo em relacédo ao tempo
de pré-irradiacédo do FS, ou seja, 0 tempo em que o canal radicular
fica inundado pela solucéo antes da aplicacéo da luz, variando entre
1 a 10 minutos (21-25).

No presente estudo, o tempo pré-irradiacdo, do AM foi de 5
minutos. Mesmo tempo foi utilizado por Garcez et al. (12), Souza et
al. (26) e Fontana et al. (27), pois, acredita-se que esse tempo é
necessario para permitir a penetracdo do AM por meio dos tabulos
dentinarios e interacdo com a parede bacteriana (28).

Em relacédo a concentracdo do AM, Garcez et al. (29) utilizou
50, 100, 150 e 300 uM e os resultados mostraram que uma
concentragéo de 50-100 pyM deveria ser as mais indicadas para uso
da TFD com AM. Por outro lado, os estudos de Wainwright et al. (30)
e Usacheva et al. (31) o AM foi utilizado em concentragdes que variam
de 42uM (15,7ug/ml) a 100uM (37,4ug/ml) para atingir o efeito
bactericida em biofilme de E. faecalis in vitro, chegando a concluséo
gue quando maior a concentracao do FS, maior era o fluxo de energia,
elevando a efetividade da TFD.

Oliveira et al. (32) avaliaram, em vitro, o efeito antimicrobiano
da TFD usando AM, na concentracao de 50uM, e laser de baixa
poténcia contra C. albicans, P.aeruginosa, E. faecalis e S.aureus. A
irradiacdo do laser na presenca do AM eliminou 74,90% da C.

albicans, 72,41% para da P. aeruginosa, 95,42% para S. aureus e
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96,44 para E. faecalis mostrando diferencas estatisticamente
significativas entre os diferentes grupos.

Segundo Komine et al. (33) a concentragao inicial ideal para
gerar oxigénio singleto e atingir o efeito bactericida da TFD, utilizando
AM para a eliminacéo de E. faecalis, é de 35,2 uymol/L. Neste estudo,
foram testadas as concentracfes de 50, 100, 200 uM para observar
se havia uma relacéo linear entre 0 aumento da concentracdo do FS
com o aumento da reducdo microbiana. Percebeu-se que, em média,
houve um aumento da reducdo com o aumento da concentracdo, no
entanto, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa. A falta
de correlacdo provavelmente foi devido a dispersdo dos valores de
reducdo ao redor da média em cada concentracdo. O carater
multifatorial, como demonstrado por Soares et al. (19), da atividade
antimicrobiana da TFD, provavelmente foi responséavel pela dispersao
dos valores de reducéo microbiana.

Nossos achados sugerem que o AM, nas concentragdes
utilizadas neste estudo, tem o potencial de reduzir significativamente
E. faecalis em forma de biofilme em canais radiculares, no entanto, h&
necessidade de outros estudos no intuito de estabelecer um protocolo
adequado com um tempo maior de aplicacdo da luz, assim como,
avaliar a efetividade dessas mesmas concentracbes diante de
diferentes cepas bacterianas causadoras de insucesso do tratamento

endodontico.

5 CONCLUSAO
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A utilizacdo da terapia fotodinamica utilizando Laser de baixa
intensidade e azul de metileno, nas concentracdes de 50, 100 e 200
MM durante 1 minuto, mostrou-se eficaz na reducéo de E. faecalis na
forma de biofilme bacteriano em canais radiculares de dentes

humanos.
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Anexo 1. Metodologia detalhada

ANEXOS

41



1.1 Selecédo e Padronizacédo dos espécimes utilizados

Este estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Universidade Ceuma (Sao Luis, Brasil) sob o nimero de
parecer 2.868.372 (anexo 2). Foi dispensada a apresentacdo do
Termo de Doacé&o dos Dentes.

Ap0s aprovacao, foram selecionados 50 dentes extraidos de
humanos unirradiculados (incisivos e caninos superiores). Todos
possuiam canais retos, sem obturagdo endododntica, fratura ou
reabsorcgoes internas ou externas. Os dentes foram esterilizados em
autoclave a 121°C por 20 minutos. Suas coroas foram seccionadas
por maquina de precisdo de corte Isomet 1000 (Buehler Ltda, Lake
Bluff, IL, EUA), estabelecendo um comprimento de raiz padronizado

em 13mm .
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Figura 3 - maquina de precisdo de corte Isomet
Figura 4 — corte do dente na maquina

Com o objetivo de confirmar a paténcia apical, foi realizada a
exploracdo do canal radicular com uma lima tipo K #10 (Dentsply-

Maillefer, Ballaigues, Suica), até o comprimento real de trabalho
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(CRT), que ficou em 12mm para todos os dentes.

Figura 5 — verifica paténcia apical

Figura 6 — CRT

A instrumentacao dos canais radiculares foi realizada com
o sistema rotatério Reciproc® (VDW, Munich, Germany) com uso

da lima R40.
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Figura 8 — calibracéo lima R40

Figura 9 — instrumentacao com rotatério
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Figura 10 — padrdo de instrumentacdo

Para a irrigacao foram utilizados 2mL de hipoclorito de sédio a
2,5%, e a aspiracao realizada por meio de pontas NaviTip® (Ultradent,
South Jordan, UT, EUA) utlizando Kit de irrigacdo-aspiracao
Ultradent® (Ultradent, South Jordan, UT, EUA). Terminada a
instrumentacdo, os canais radiculares foram irrigados com 1mL de
EDTA a 17% (Biodinamica, lbipora, PR, Brasil), agitado com auxilio
de uma lima manual por 3 minutos, e ao final do preparo utilizou-se
3mL de soro fisioldgico para a irrigacao do canal radicular.
Os dentes foram mantidos em soro fisiol6gico estéril com trocas
diarias durante 5 dias para remocédo de hipoclorito de sédio residual.
Apbs 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.
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1.2 Cultura de Enterococcus faecalis

Os procedimentos microbiolégicos foram realizados em ambiente
asseptico, dentro da camara 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, Ml,
EUA) e incubadas em microaerofilia a 37°C por 24 horas, formando
uma suspensdo bacteriana preparada em solucdo fisioldgica
esterilizada, com concentracdo equivalente a 108 bactérias/mililitro,
esse ajuste da densidade Optica da suspensao foi realizado por meio

da Escala de Macfarland 0,5.

Figura 11 — Capela de lamina de fluxo
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Figura 12 — coleta de E. faecalis

Figura 14 — comparativo da densidade com Escala de Macfarland
0,5
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1.3 Metodologia para formacédo de biofilme de Enterococcus
faecalis

A formacdo do biofiime foi realizada pela aplicacdo da
suspensao bacteriana pura de E. faecalis em meio de cultura TSb até
preencher completamente o canal radicular utilizando seringa
descartavel de 0,5mL (Becton Dickinson, Campinas, SP, Brasil). A
cada 48 horas e durante 21 dias, o meio de cultura foi reinoculado nos
espécimes para formacéao do biofilme.

A cada reposicdo 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.

LR

Figura 15 — bolinha de algodéao
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Figura 16 — jarra utilizada para ambiente
microaerdfilo

Figura 17 — estufa bacteriologica a 37°C

1.4 Distribuicdo dos grupos experimentais

Como agente fotossensibilizador, foi utilizado o azul de
metileno (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA)

Os dentes foram divididos em cinco grupos (n=10): Irradiacdo
com Laser somente (L+AM-), Laser com AM 50uM (L+AM50), Laser

com AM 100uM (L+AM100), Laser com AM 200uM (L+AM200), e
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grupos positivo (n=5) e negativo (n=5). Os espécimes foram divididos
aleatoriamente em grupos de acordo com o quadro abaixo:

Quadro 1. Formacao dos grupos experimentais de acordo com
a aplicacdo de Laser e fotossensibilizador.

Grupos Tratamento Amostra
L+AM- Apenas Laser 10
L+AM50 TFD com Laser e AM 50 pM 10
L+AM100 TFD com Laser e AM 100 uM 10
L+AM200 TFD com Laser e AM 200 uM 10

Fonte: desenvolvido pelo mestrando.

1.5 Grupos Controle
No Controle Positivo (n=5), os espécimes receberam

apenas a contaminacédo pela suspenséo de E. faecalis, enquanto que
o Controle Negativo (n=5), receberam meio de cultura estéril.
1.6 Metodologia de aplicacdo do Laser, tempo de pré-irradiacao
e agente fotossensibilizador

Para a realizacdo da TFD, um mesmo operador utilizou como
recurso fotodindmico um laser de baixa poténcia, com comprimento
de onda do laser vermelho: 660nm + 10nm (LASER THERAPY XT-
DMC, Séo Carlos/SP, Brasil.), ajustado na poténcia de 6J/Min. Com o
objetivo de permitir a difusdo da luz por toda a extensdo do canal

radicular, foi acoplada ao dispositivo, uma fibra 6ptica de 50mm de
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comprimento com diametro da ponta de 0,30mm e conicidade de
0,02mm/mm.

A fibra éptica foi introduzida no canal radicular, com o Laser
acionado até o comprimento real de trabalho, com uma frequéncia de
aproximadamente 10 introducdes/retiradas por minuto, 6 ciclos de 10
segundos, totalizando 1 minuto, 6J/min. Como agente
fotossensibilizador, foi utilizado o azul de metileno (Sigma Aldrich, St
Louis, MO, EUA), com o tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos.

1.7 Coletas e analise microbiolégica

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

1.8 Fluxograma

50 dentes humanos preparados endodoticamente

LASER LASER+AM LASER+AM LASER+AM
10 dentes 50uM 100pM 100uM
ente: 10 dentes 10 dentes 10 dentes

TN TN TN N TN TN NSNS N NN
(oe ) (10 [ 10a ) [ 100 ) [ 102 ) [ 100 ) (1o ) {102 ) 100 ) (1o ) (10 )( 10 )
‘\ /-‘ ‘-(\ /,-‘ ‘\ /: \\ /; ./ \\ /; NN AN AN ANY
Pés tratamento Pos tratamento Pés tratamento Pos tratamento
AN TN TN N N N N NN NN N
(o) (100 ) (100 ) (0o ) (n0e ) (0o ) (oo ) (w00 ) (00 ) (ior ) (n0e ) (02 )
N AN AN R AN AN N A N N NS

Figura 18 - Detalhamento da coleta microbioldgica.
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Em cada grupo, os espécimes sofreram duas coletas em
triplicata. As diluicbes foram em 10-1, 10-2 e 10-3.

Cada grupo de tratamento, com 10 espécimes, apresentava
uma diluicdo diferente do AM: Laser+AM 50 uM, Laser+AM 100 uM,
Laser+AM 200 uM e o grupo tratado somente com o Laser. Os grupos

controle tinham 5 espécimes.

Figura 19 — preenchimento do canal radicular com o
fotossensibilizador (azul de metileno).

Apbs a colocacdo do AM, o tempo de pré-irradiacdo foi de 5

minutos.
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Figura 20 — aplicacao da fonte de luz

Laser de baixa intensidade aplicado na cervical dos dentes.
Feitas 6 aplicacbes delO 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 (Sao Paulo/SP, Brasil) com 1,5mL de solucédo salina

estéril e agitados (Vortex AP 56, Phoenix, EUA) durante 1 minuto.
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Figura 22 — colocacao dos cones no tubo eppendorf

Figura 23 — Vortex AP 56

Posteriormente, foram realizadas diluicdes decimais seriadas e
semeadas em placas de petri com meio TSa (Difco, Detroit, MI, EUA)

em triplicata.

Figura 24 — tubos de ensaio numerados e placas de petri
especificadas
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O tubo de ensaio n° 1 corresponde a placa com a diluicdo 10-
1, 0 tubo n° 2 corresponde a placa com a diluicdo 10-2 e o tubo n°® 3

corresponde a placa com a diluicdo 10-2.

4 ane, Y

IR ™ ‘_
< /‘. _/"

Figura 26 — diluicdo nos tubos de ensaio
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Figura 29 — desenho da placa.
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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).

Figura 30 — contagem das UFCs.

1.9 Andlise estatistica

ApoOs a constatacdo que os dados apresentavam distribuicdo
normal (Shapiro wilk, p>0,01), o teste T de Student para amostras
pareadas foi empregado para testar se havia diferenca significativa
dentro dos grupos entre a contagem de microrganismo inicial e apés
o tratamento. O teste Anova one way foi utilizado para testar se houve
diferenca significativa das reducdes entre 0s grupos.

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

NY, USA). O nivel de significancia estabelecido foi de 5%.
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Subsoribers. may repreduce tables of contents or prepare lsts of articles including albsirads for infermal
circuliation within thelr instRutions. Permission of the Publisher & nequined for resale or distribution
owutside the instbution and for all other derfvative works, induding compiations and transations. 1F
eWCerpts from othesr copyrighted works are inchsded, the authons) mast obEain written psnmission
fromi the coapyright owmers and credit the source(s) In the article. Bisevier has preprinbed forms for
use by awthors in these cases.

For gold open access artides: Upon acoeptance of an article, authors wil b= asked to complete an
'Exclusive Loense Agresment’ [maore information). Permited third pary reuse of godd open acoess
artiches |5 determaned by thie author's choloe of user [lKerse.

Aurthor Fights
AZ an author you {or your employer or instRution) hawve coriain rights to reuse your waork, Hore
Irformeation.

Elsgvier SUpparts responsibie shanimg
Fimed st how you cain share your research published in Elsevier joumals.

oot It

You ane requested o dentily who provided finsncal suppost for the comduct of the research andfor
preparation of the artide snd o briefly desoribs the role of the sponsar{s], I any, in study deskon; In
thiz codlection, analysis and Interpretation of data; in the wariting of the report; and @ the decision o
submit the artide for publication. If the funding source(s) had o sudh involvement then this should
b gtabEdl

Funding body Agreements and Sohices

Elzpvier has established a number of agreemsents with funding bodies which alow suthors to compdy
with thieir funder's open acoess pollcess. Somee funding Godies will nesmburse the suthor for the gold
open aooess publication fes. Detalls of exising agreements are avallabde online-

After scceptance, open acoess papers will be pubdshed under 3 noncommerdal boense. For suthors
reguiring a commerdal CC BY lioense, you can apply after your manuscript & accepied for publication.

1 SO0

'I-'I:|Hr j-uuruinlil!er: authors @ choice in publishéng their research:

Subscripdion

« Articies are mace 3vallable to subsonbers 35 well 35 developing coundries and patieEnt groups throughi
DuUr unieErsal »O0ess programs.

w N0 DN aooess pubikcation fee payyabile by authiors.

& Thee Austheor ks entlthed to post the sccepted manosoript In el Instfution™s reposibory and make this
public after an embargo perkod {known as gresn Opssn Access ). The publisted joumal articke canmnot be
shared publicly, for example on ResearchiBabe or Academia.edu, to ensure the sustainabilty of per-
reviewed neseandh Im jounal publications. The emibargo period for this journal can be found Eshon.
Gold opan Booess

= Artkcles are freely availlable o both sutscribers and the wider public with permitted reuse.

+ A gold opsn acoess publication fes is payable by authors or on their Behall, e.g. Oy their resesnch
Funiesr or Instfstion.

Regardiess of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
criveria and acceptance standards.

For gold open »ocess artickes, pemitied third party (rejuse I defined by the Tollewing Creative
Commeans user losnses:
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Creative Commons Aftributin-WonCommercis-ivoDerdvs (00 EV-NC-NO)

For mon-cammercial purposes, bets others distribute and copy the arthche, and o incluids in a collective
work {swch as am anthology ), as lomg a5 they credit the authorns) and provided they do not alter or
maodify the article.

The gold open access publication fee for this jowmnal & WD 2500, exduding taxes. Learn more about
Elzevier's pridrn] policy: hitps:s)wew . elseviercomfopenacoessprcing.

rEEn T SCCRES

Authoas can share thelr research in 2 variety of different ways and Blsevier has 3 rsmbssr of gresn apen
aocess options avallable. We recommend authors see our open acoess page for further Bnformnaticn.
Authors cam also self-archive thedr manusoipts iImmediately and enabile public aocess froen theeer
InstRution™s reposiory afer am embarmgo perod. This Is the werskon that has besn accepted for
publication and which typlcally Indudes suthor-incorporated changes suggestesd during submission,
peotr resdew and in oedibor-author comimunications. Embargo period: For subsodption artides, an
appropriate amount of ime & nesded for joumnals to dellver value fo subsoibing customers Defons
an articke beoomes freely avallable to the public. This is the embargo period and & begins from the
diate the artide k& formally pubdished onlires in ks final and fully deable form. Ard oot mone.

This joumal has an embarge period of 12 months.

Elzevier Researoher ACIemy

Researcher Academy IS & free e-lesmning platform deskgnesd bo suppost early snd mid-caness
researchers throughout their resesnch jowrney. The “Lesmn® anvinonmesnt ab Researcher Acsdemy
offers several infberactive modules, webinars, downioadable guides and nemsunces to guide you thinough
thi process of wriking for research and going throwgh pesr review. Feel free to use these Fres nesowes
to improve your subimission and navigate the publication process with ease.

Language [uzage and aditheg senvices )

Flzase write your test in goo=d English {American or British usage Is acospted, but not a mixture of
these). Authors wha fesl their English language manuscript may requine sditing to eliménate possibde
grammatical or speling ermors and to conform o cormect sdentifc English may wish to e the English
Lamguage Editing serdce avallable from Blsevier's WebShop.

Cwr onling submission oystem guides you stepwise thirough the process of entering your aricks
details and wunloading your fles. The system comwerts your article flles B0 2 single PDF file used In
the peer-review process. Editable flles (2.0, Word, LaTeX) arne nequired to fypesst your article for
final publication. All correspondence, induding ratification of the Editors dedsion and requests for
revision, is sent Oy e-mail.

Referass
Referoes

Flease submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mall addresses of thnes pobontisl
referses whic are wiling to review the artice (plesse obtain condfirmation from the referees Defore
submitting yoisr masnuscript). Note that the editor retains the sole right o deckde whether or nob the
suggesied reviewers ane used.

Rewisad wversian of Hae manusorpd

On the basis of the commeents of the referees and editors, Authors may b asked (0 revise e
manuscript. [n order bo Facllitate the evaluxtion of the revisions by the referees and edfbors, upon
rewiskon, Authors are asked:

# o indicate 3l Changes o the original manuscript by mezns of ‘tack chamges

+ to acd a leiter for the referess, explaining how they dealt wih all of the recommeendations and
guestions froam the refersss Authors showld submet thedr revissd verslion no later than @ moanths after
thizy wesne Infonmed abowut the dedskon that the mamuscript nessds revision. I mo revised manuscript
Iz received 9 maonths after the deckslon, the manusoipt will be consloened as rejeched.

PREPARATION
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Fliease use mo abbrewlations. Headlimes and Subiheadliness should be Bberally employesd Imothee
Methods, Results, and Disossion sections. Use short paragraphs whenever possible. Clarity of

expresshon, good Syntax and the avoidance of medical jargon will b2 appreciabed by the ediors,
reviessers and readers.

Referances

There are no strict requirements on reference fomatting at submizson. References cam be in any
stybe or Format xs bong 2 the style & consistent. Where applicalble, suthor(s) name(s), jousmnal bitef
bk bl chapter tilefartice title, vear of publication, volume numberbook chapier amd the article
MUMGEr or pEginatkan must be present. Use of DO & highly encouraged. The refensnce style used by
thie journal will be appled o the acoepted srticke by Ekesvler at the prool stage. Nobe that missing
data will be highlighted at proof stage for the awthar to cormedt-

| & T

Tk | pperates a single blind review process. All contributions will be Indtally assessed by the
edior for sukability tor the journal Fapsrs deemesd sultable are then bypkcally sent o 2 minimem of
oine indepsndent expsrt reviewer D assess the soentific guality of the paper The EdRor IS responsible
far the final decision regarding acosptance or rejection of artickes. The Editor's decision i final. More
Irdormiztion on types of peer revkes.

Thils jousmal offers authors teea choloes to publish thesr research;

L. Open Access

o Arthcles. are freely availlable o both subscribers amd the wider public with permiBted reuse

o AN ofssn aocecs publication fes i pyyabile by authors or thelr reseasnch funder

Z. Suherrinbion

o Arfickes are made availabdes to subscribers as well 25 developing cowntries and patient groups thirough
DUr 3oCess programs [hibps:Afeww elsedercomy/access)

o Mo open aicess publication Tee

All articles published open access will be Immeediatedy and permanently free for everyone o read
aind download. Permited reuse i defimed by yousr choloe of cne of the followineg Creatise Commeons
s BoEnses:

Creatfive Commans Altribution-NonCommercha-MoDerfvs  [OCC-EF-MC-MD)C  for  mon-comemencial
purposes, lets obthers distribube and copy thie artkcle, amd bo indude in 3 collectiee work {such as am
anthology), as long as they credit the suthor(s) and provided they do mot alter or madihy the article.

Elzgvier has establiEbed agreemeents with funding bodies. This ensures authors can oamply with
fungiing body ofEn aCCess requirements, inclisding specific user Bcenses, such as CC-BY. Some suthors
may alzo be reimbursed for assciated publication fess. hiips: ffaww elsevieroom/fundingbodies

IF yous resid o Compdy with your Tundineg body policy you can apply for the OC-BY oense afher your
manuscript s accepted for publication.

To provide open acoess, this jownnal has a pubkcation fee which needs to be met by the authors or
thelr research fumders for each article publikhsd open aicess. Your publication chakce will have no
effect on the poir review Drocsss of scoeptanoe of submitted arickes.

Thie open HCoess pubilication fes for this joumal s $USD 2,500 excheding Tames.

Learm mere abowut Elseviers pricing policy htips: ffswe. elzeyier comyfopenaccesspricing

 the manuscript into the following sections: Tile page, Structured Abstract, Key words [3-6),
Irfroduction, Materials and Methods, Resulks, Discussion, Acknowled gments, References. The editors
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# Thtle. Concke snd informatke. Tibles are often used In information-retrieval systems. Aaold
abbreviations and formulae where possibbe.

« Author names and affiliations. Flease dearly indicate the given name(s) and family name|{s}
of eadh auwther and chieck that all names are accwrately spelled. You can add your name bebween
parentheses In your own Script befing the English trancliteration. Present the suthors” affltion
addresses (where the actual work was done) Delow the names. Indicabe all affillations wih & oweer-
cane superscript ketter Immesdistely after the author's namse and in front of the agpropriate address.
Prowicte the full postal address of esch affillation, Including the country name and, B avallable, the
e-mail address of each author

« Corresponding swbhor. Dearly indicate who will handle correspandence at all stages of refereeing
aind publkcation, also post-publication. This responsibility inclsdes answering any future quesrkes about
Methodology and Materisls. Emsuwre that the o-maill address i given and that contact detaiks
are kept up o date by the corresponding awthor.

« Prasant/permanent address. [ an suthor hes moved since the work described in the article was
dane, of was wisiting at the time, 3 'Present address’ (or 'Permanent sddress') may b indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the suthor aciually did the work must be
retained as the main, afilistion acdress. Superscript Arsbic numerals ane wsed for such footnotes.

The Strsctured Abstract; of mo more than 50 words, showld b writien wikth particular cane Sinoe
thizs will be the only part of the armicke studied by some readers. The prefemed subbeadings ane:
Background, Methads, Resuks and Conclusions.

Thie Introdwction should be Drket and set out the purposes for which the study has been perfanmeed
aliong with relevant previous studies anly where essential.

The Materials and Methods should be sufficently detalled so that readers and reviewers can
understand precisely what has been dore without studying the references dinectly. The desoripsion
miay be abfrevisted when well socepbed technlgues sne e

The Results showld be presented precisely. Keep discussion of thedr importamoe bo 2 minimsumi in this
section of the manusonipt.

The Discussion Should drectly relabe to the study being reporied. Do not Include 3 gensral review
of thie fopbc

Tables chould b= typed wih double spacing and each should b on & separate sheet. They should
ke mumisiered consecuthesly with Arabic rumesrals, and contain only horizontal lres. Provioe 3 short
descrigtive heading abowe each table with footnotes and/or explanations underneath.

Flgures chould ideally be nsibmitted in high-rescdstion TIF formad, or akernathely in GIF, JPEGSIPG,
o EFS format. Thes figunes should B2 placed in separabe flles, nameed punely with the fgure numbers
(2.g- "Figurel .t} The cost of colour figures will B2 paid by The authar,

Legesnds for Fgures should be typsd with double-Spacing on & separahe shaet.

Gene Acoession Mumbers

For each and every gene accession number dited in am articks, suthors should type the acoession
mumber B Dold, underlined teat. Letters inothe accesslon mumiber showld always be capialized.
Exampde: {GenBank acoession nos. AIS3IAIS10, AIG31S511  Al1S32198, and BF22ZZIE |, a B-cell bumor
from a chicnic lpmphatic keukemia [GenBank aooeszian no. BEETSO04E ), and & T-cell kemphaoma
(GEnBank sccession no. AAS5111T ).

Supplementary data

The jourmal accepts electronic supplementary material to support and snhamce your sckEntific
research. Supplementary flles offer the author additicnal possibiiRies o publish supposting
applications, movies, animation seguences, high-resolution images, background dataseis, sound clins
aind mone. Supplementary flles supplied will b2 publizhed ondire alongside the ebsctronic verskon of

your artiche im Elsevier web products, indluding Scencelirect: hitp://wew.sdencedirect.com
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Highlights are mandabery for this journal. They consikt of a short colection of bullet points that
convey the cone findings of the articke and should be submitted In 2 sepamte editable fle in the
onling submiscion System. Flease use "Highlights® ini the file name amd incisde 3 to 5 Gullet poinks
{maximum 85 characters, including spaces, per bullet podnt). You can view examiple Highlights om
owr infarmation site.

ranhica) absiract

Altnough a graphical abstract is optional, Rs use i encouraged as kK daws more attention o the onlins
articke. The graphical atxtrac should summarize the conbents of the artick in a condse, pictorial form
designeed to capture the atffention of & wide readership. Graphécal absiracts should be cubmitted 2z 2
separate file in the onlimes submisshan system. Image sive: Plesse provide an image with a minimam
of 531 = 1328 pkels {h = w) or proporticnally maore. The image should be readabde ot a size of 5 =
13 cm using a regular sonsen resolution of S5 dpl. Freferred file typesc TIFF, EFS, FOF or S Offlce
files. You cam view Example Graphical Abhstracts on our infoematon shhe.

Authors cam make use of Ekevier's lllusiration Services to ensure the best presentation of their Images
aind Ini accordance wikh all technkcal requiremessnts.

Formatiing of funding souroes
List fumding soisnces In this standard way to fadlitate compliance o funder's requlrements:

Funding: This work was supporied by the National Institutes of Health [grant numbers oo, wyy]:
thiz Bl B Melinda Gates Foumdation, Sextthe, WA [ grant mumber rrez)); snd the Unibed States [nsttutes
of Feace [grant nismbsr aaaa).

It ks niot necessary bo include detalled descriptions on the mrogram or bype of grants and awards. When
funding ks from a bleck grant or other resowces avallable to @ university, college, or other resesrch
Instution, submit the name of the instibute or cnganization that provicded thie funding.

IF n funding has bsen prowided for the research, pleaze induce the following ssnbenos:

This research did not recelse any specific grant from funding agendes in the pulblic, commercial, or
mot-for-prof it sechors.

Ehectronic artori

eneral podlnts

& Make e you uss uniform lettering ard sizing of your orkginal artwirk.

&« Embs=d thie used Fonks I the application prowides that option.

& ANT b0 ume the foliovwing Fonts in your llustrations: Arnial, Courksr, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that loodk simmilsr

« Numiber the Mustrations soording to their sequsnoe in the test.

« Uice 3 logical naming codmweEntian for yousr artaoek flles.

= Prowkde captions to llusirations separately.

= Sire the llusbtrations close to the desired dimeenshons of the published vershan.

&« Submit each Mustration as 3 separate fke.

A detalled guice on electronic artwaork 1 avallable.

You ane urged to visit this site) some excenpis from the detailed information ane glwen hene.
Formmars

If yousr elecironic arbwork i created in a Microsoft Office application (Word, FowerPaint, Exced) them
phesxte sUnnly '35 157 In the nathve document formeat.

Regardiess of the application used other tham Mionozoft Office, when your elecronic arteork is
finalized, pheane 'Save a2’ or convert the images to ane of the following formats (nobe the resolution
reguirements for line drawings, halftones, and Inefhalftors combdnaticns glsen below):

EPS [or FOF): Vecor drawings, embed all ussd fonks.

TIFF {ar IFEG): Codor or grayscale photograghs [halfones), kesp to 3 minémusm of 200 dpl.

TIFF {or JPEG): Bitmapped {pure biack B white pleelks] lire drvsimgs, keep b0 3 minimam of 1000 dpi.
TIFF [or JFEG): Combdnaticns bmapped linefhalf-tors (color or grayscale), Hesep to 3 minémiusm of

= Supply files that are optimized for screen use {&.g9., GIF, BHEF, FICT, WPG); these typically have 3
It meumider of plaels and limited set of colors;
&« Supply Mles that are too loaw Im resodution;
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« Sunmit graphics that are disproportionately large for the content.

Codor arhwork

Flizaze make sure that arteork fles ane in an accepiable format {TIFF [or JFEG), EPS {or FOF) or
MS Office files) and with the cormect resolution. If, fogether with your accepted article, you submit
usabde color figures then Elzevier will ensure, a3t no sdditional charge, that these figures will appeasr
Ini cobor online (£.3., Sclencelrect and other sites) In adoitlon to colar reprocduction in grent. Further
Imformation on the preparation of slecironkc arwork.

Referance Bnks

Imcreassd discowerabiity of research and hégh quality peer review ane ensured by onling Enks o
the sources cted. In arder o allow = to create Bnis o absimaciing and Indexing services, such as
Scopus, CrossRel and PubMed, please snoure that data prosided in the refersnces are cormeci. Please
meote that incormect surmames, journal/book tides, publication year and pagination may prewent ink
creaticn. When copying references, please be cansful 2 they may already contain ermors. Use of the
0L I highly emnoouraged.

A DOl s guaraniesd never o change, S0 you Can use |t a5 a permanent Bnk to any electronic article.
An example of 3 ctation using DOT for an articke not yef @0 &n Esue & VanDecar 1.C., Russo BLM,,
James DLE., Ambeh W.E., Franke M. {2003). Azeismic continuation of the Lesser Antilles dab beneath
raribeasten Venezuela. Joumal of Geophiysical Reseanch, hittpss/fdoi.omgfi0. 1029/3001 18000884,
Fleaze note the Format of such clitations should b in the same style a2 all othesr refsrences in the paper.

Doty referenoes

This journal snmursJdes you to ote underlying or nebevant datassts in yousr manusript by oting them
Im waour text and inchsding a data reference in your Referenoe List. Data references showld include the
folowing ekements: author nasmeds), dataset tkle, data repository, version (where awvaillable), year,
and global persistent kdentifier. Add | datazet) immeediately before the reference so we can propsry
Identify it a5 3 data refensnoe. The [datzcet) [dentifier will not appear in your published articks.

Referance management soffvane

Most Elsewier journals have thelr reference template avallable Inmangy of the most popular refenenos
management software products. These Imclude all products that support Ctatian Siyie Language
stylbes, such as Mendeley. Using citxticn plug-ing from these produds, authors only resd to select
the appropriate journal tempdate when preparing their articke, after wihich citations aind biblicgraphies
will b automatically formetied in the journal’s style. IF mo template is yel avaidable for this joumal,
plexce follow the format of the sasmple references and citations as shown @0 this Guede. 1T you use
refersnce mansgement software, please ensure that you remowss all field codes before submikting
the slectmonic manusonipt. HMore information on how © remove feld codes from different refenence
management softeane.

Usgrs of Mendelsy Desktop can e2ily install the refsnenoe style for this jounnal by cicking the folicvwing
Il

hittp: flopen. meEndeley . comyfuse-ctatior-siy e/ photodiag nos k-an d- phabodynamic-therapry

‘Whizn prepaning your manuscrigt, you will then be able o seect this style using the Mendeley plug-
Ines for Microsoft 'Word ar LibreDffice.

Reference formariing

There are no sbrict requirements on reference foematting at submisdon. References can De In any
style or format 2 kang 2 the style i consistent. Where applicable, suthor(s) nameds), joumnal el
Eszenik; Eitde:, chapter tidefartics tRle, yvear of publication, volume numberfbook chapber amnd the articke
reumiber or pegination must be present. Use of DOI & highly encouraged. The refersnce style used by
thi journal will be appleed to the accepted artide by Elkevier at the proof stage. Note that missing data
will b= highlighted at prool stage for the suthor to corredt. IF you do wish o format the references
yourself they showld be arranged according to the follvwing examples:

Reference chyie

Tewt: Indicate references by mumbsn{s] In square brackess in Bmee with the text. The actual authors
can be refemred to, but the reference numbens) must always be glven.

Exampde: ... &t demanstrated [3,6). Bamnaby and dones [E] obtained a diferent resdt "

Ligh: Nusmbssr the references (numiBers In squsne Drackets ) &n the kst in the order in which they appssar
Ini thie bext.

Examphes:

Reference o a journal pubdcatisn:
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[ 1) 1. van der G, 1.4.]. Hanraads, R.A Lupbon, The ar of writing a sclentific artide, 1. S, Commisn.
153 {2010) 51-59. kttps:f/dod ong/10. 1016).5c. 3010.00372.

Reference to a journal publication with am article numiber:

[ 2] Wan der Gesr, 1., Hanraads, 1.8 0 Lugton, RUA., Z0LE. The art of writing a scentific article . Helhyaoan.
19, e00205. hitps:/fdoi.orgf10. 1006/ hellvon_2008. =00305.

Reference o 8 baook:

[3] W, Strunk I, E.B. White, The Elements of Style, fourth e, Lomgman, Mew York, 2000.
Reference o a chapier in am edited Dook:

[4) G.R- Mestam, L.B. Adams, How o prepane an ekectronic wersion of your article, im: B.S. Jones, R.Z.
Smith [Eds. ), Infroduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc . New York, 2009, pp. 281-304.
Reference to a webshe:

[5) Camcer Resparch UK, Comcer statistics reporis for the UK. hitp:/fwees.cancerreseanchok. ong’
aboutcancerfstatistics/rancerstatereportf, 2003 (acoessed 13 March 23003,

Reference to a datacet:

[dataset] [E6] M. Oguro, 5. Imahiro, 5. Sako, T. Nakxchizuka, Morality dats for lapanese oak wilt
dizeaze and surrounding forest compasitions, Mendeley Data, w1, 2015, hitps:ffdol.orgd 1001 7633F
WW]SEnE3gr 1.

Dty wisuaiza Lo
Imcluite interactive data vizuall=tons In your pulilication amd ket yousr readsrs interac and sngages
more clasely with yoisr research. Follow the nstructions here to fimd owt about avallable oats

visuallzation options and how to Indude thesm with wour artide.

Thi journal encourages and enables you o share data that supports your resesrch publication
wihere appropriate, and enables you to inberlink the data with your published artickes. Research data
refers to the resuls of observations or experimentation that valicathe research findings. To fadlitats
reproducibility and data neuse, this journal also snoourages you to shane your soffbware, code, models,
aligorithims, protocods, methods and other wsehul matenals related o the project.

Below are a number of Ways In whilch you can associate data with your artice or make a3 stabement
abaut the avallabiliy of yousr data when submiting your manusoipt. If you ane shaaing data in one of
these ways, you are snoureded to che the data in yousr manuscript and reference list. Plexce refer to
the "References” section for more infarmation about dats ditation. For mare information on depositing,
sharing and using research data and other relevant ressarch materals, wvisit the research data page.

Dty Bnking

IF wou have made your research data avallable in a data reposiony, you can link your aiicde dinectly o
thie dataset. Elsevier collaborates with a nusmber of reposibories to link artides on ScienoeDnect with
relevant reposiborkes, givinegg resders SI0ess o wnderlying cata that ghes them a better undersanding
o thie research described.

There ane diferent ways to link your datasets to your articke. Wihen avallable, you can directly link
wowur dataset to yousr articke by providing the relevant Information i the submission Syshem. For mone
Information, wislt the database linking page.

For supported data repositonies a repoastory banner will avtomatically appear next to youwr publizhed
artiche on ScienceDinsct.

In additican, you can link to relevant data or entliies through Edentifiers wihin the text of your
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charge, papsr offprinis can be ordered wiia the offprint order form which s sent once the article is
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