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RESUMO

Nunes IAM. Agdo antimicrobiana da &gua ozonizada associada a
terapia fotodinamica com eritrosina em canais infectados com
Enterococcus faecalis [dissertagdo]. Sdo Luis. Universidade CEUMA;
2020.

RESUMO

O principal objetivo do tratamento endoddntico é erradicar ou reduzir
substancialmente a carga microbiana no canal radicular. Portanto,
novos protocolos sdo constantemente testados na busca da completa
desinfeccdo dos canais radiculares. Este trabalho avaliou o efeito
antimicrobiano da agua ozonizada associada a terapia fotodinAmica
(TFD), além da acdo do Sonic, no combate de Enterococcus faecalis
em canais radiculares Métodos: 70 canais unirradiculares de dentes
de humanos foram preparados e contaminados com E. faecalis por 21
dias. Os dentes foram divididos em seis grupos de tratamento
experimentais (n=10): agua ozonizada sem sonic (O+S-), agua
ozonizada com sonic (O+S+), TFD sem sonic (TFD+S-), TFD com
sonic (TFD+S+), TFD + 4gua ozonizada sem sonic (O+TFD+S-), TFD
+ 4gua ozonizada com sonic (O+TFD+S+) e dois grupos controle:
positivo (n=5) e negativo (n=5). Foram realizadas coletas microbianas
antes e apo6s o tratamento, contadas em log das unidades formadoras
de coldnias (log UFC mL™?) e testado se havia diferenca significativa
entre essas contagens (teste T de Student). O teste Anova two way,

com post hoc de Tukey, foi empregado para avaliar a redugdo



microbiana nos grupos tratados com Ozdnio, TFD e na associa¢ao
Oz6nio+TFD e para determinar se o emprego do Sonic alterou a
reducdo de microrganismos. Resultado: Em todos os protocolos
houve reduc@o microbiana consideravel (p=0,025), sendo que nos
grupos em que foram empregados o Sonic a redu¢do microbiana foi
significativamente maior (p=0,001). Conclusdo: Os tratamentos
foram capazes de reduzir significativamente a quantidade de
microrganismos nos canais radiculares. O emprego do Sonic ajudou

a aumentar a reducéo microbiana de canais radiculares infectados.

Descritores:  Agua  ozonizada. Terapia  Fotodinamica.
Enterococcus faecalis.



ABSTRACT

Nunes IAM. Antimicrobial action of ozonated water associated with
photodynamic therapy with erythrosine in canals infected with
Enterococcus faecalis [dissertation]. S8o Luis. CEUMA University;
2020.
ABSTRACT

The main objective of endodontic treatment is to eradicate or
substantially reduce the microbial load in the root canal. Therefore,
new protocols are constantly being tested in the search for complete
disinfection of root canals. This work evaluated the antimicrobial effect
of ozonized water associated with photodynamic therapy (PDT) on
root canals infected with Enterococcus faecalis. Methods: 70
uniradicular canals of human teeth were prepared and contaminated
with E. faecalis for 21 days. The teeth were divided into six treatment
groups (n = 10): ozonized water without sonic (O + S-), ozonized water
with sonic (O + S +), TFD without sonic (TFD + S-), TFD with sonic (
TFD + S +), TFD + ozonized water without sonic (O + TFD + S-), TFD
+ ozonized water with sonic (O + TFD + S +) and two positive (n = 5)
and negative (n = 5) control groups. Microbial collections were
performed before and after treatment, counted in the log of colony-
forming units (log UFC mL-1) and tested if there was a significant
difference between the microorganism counts (Student's t-test). The
two-way Anova test, with Tukey's post hoc, was used to evaluate the
microbial reduction in the groups treated with Ozone, TFD and in the

Ozone + TFD association and to determine whether the use of sonic



alters the reduction of microorganisms. Result: In all protocols there
was a considerable microbial reduction (p = 0.025), and in the groups
in which sonic was used, the microbial reduction was significantly
greater (p = 0.001). Conclusion: The treatments were able to
significantly reduce the amount of microorganisms in the root canals.

Keywords: Ozonated water. Photodynamic Therapy.

Enterococcus faecalis.
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Nunes IAM. Agdo antimicrobiana da &gua ozonizada associada a
terapia fotodinamica com eritrosina em canais infectados com
Enterococcus faecalis [dissertagdo]. Sdo Luis. Universidade CEUMA;
2020.

RESUMO

O principal objetivo do tratamento endodéntico é erradicar ou reduzir
substancialmente a carga microbiana no canal radicular. Portanto,
novos protocolos sdo constantemente testados na busca da completa
desinfeccdo dos canais radiculares. Este trabalho avaliou o efeito
antimicrobiano da agua ozonizada associada a terapia fotodinamica
(TFD), além da ac&o do Sonic, no combate de Enterococcus faecalis
em canais radiculares Métodos: 70 canais unirradiculares de dentes
de humanos foram preparados e contaminados com E. faecalis por 21
dias. Os dentes foram divididos em seis grupos de tratamento
experimentais (n=10): agua ozonizada sem sonic (O+S-), agua
ozonizada com sonic (O+S+), TFD sem sonic (TFD+S-), TFD com
sonic (TFD+S+), TFD + 4gua ozonizada sem sonic (O+TFD+S-), TFD
+ 4gua ozonizada com sonic (O+TFD+S+) e dois grupos controle:
positivo (n=5) e negativo (n=5). Foram realizadas coletas microbianas
antes e apo6s o tratamento, contadas em log das unidades formadoras
de coldnias (log UFC mL™?) e testado se havia diferenca significativa
entre essas contagens (teste T de Student). O teste Anova two way,
com post hoc de Tukey, foi empregado para avaliar a redugdo
microbiana nos grupos tratados com Ozdnio, TFD e na associa¢éo
Oz6nio+TFD e para determinar se o emprego do Sonic alterou a

reducdo de microrganismos. Resultado: Em todos os protocolos



houve reduc@o microbiana consideravel (p=0,025), sendo que nos
grupos em que foram empregados o Sonic a redugdo microbiana foi
significativamente maior (p=0,001). Conclusdo: Os tratamentos
foram capazes de reduzir significativamente a quantidade de
microrganismos nos canais radiculares. O emprego do Sonic ajudou

a aumentar a reducé@o microbiana de canais radiculares infectados.

Descritores:  Agua  ozonizada. Terapia  Fotodinamica.
Enterococcus faecalis.



INTRODUCAO

O principal objetivo do tratamento endoddntico é erradicar ou
reduzir substancialmente a carga microbiana no canal radicular (1-4),
no entanto, a presenca do biofilme bacteriano dentro dos canais
radiculares € uma importante preocupagdo na endodontia e esta
diretamente relacionada ao indice de sucesso dos tratamentos
endodonticos (5,6). Nesse sentido, o Enterococcus faecalis (E.
faecalis) causa até 70% das falhas endoddnticas devido a sua
capacidade de formar biofilmes, bem como sua alta resisténcia aos

irrigantes endodonticos (7-9).

Os irrigantes endoddnticos devem exibir uma poderosa
atividade antimicrobiana, fornecerem desinfecgdo suficiente do canal
radicular, bem como um efeito de dissolver remanescentes dos
tecidos orgénicos, e ndo terem nenhum efeito citotoxico nos tecidos
perirradiculares (10,11). O hipoclorito de sodio (NaOCI) é o irrigante
de escolha devido aos seus grandes efeitos antibacterianos e a
dissolugdo de tecidos (12,13), mas o NaOCI é téxico em altas
concentracdes (14), além de enfraquecer a dentina, reduzindo sua
resisténcia flexural e resiliéncia, tornando o dente mais suscetivel a
deformagédo e possivelmente fraturas (15-17). Assim, a procura por
métodos alternativos que promovam a completa desinfeccdo dos

canais radiculares sem diminuir a essa resisténcia &€ uma constante.



Ha que se considerar que muitas vezes sO 0 preparo quimico-
mecéanico ndo parece ser eficiente na remog¢do de remanescentes
organicos e inorganicos dos canais radiculares. Dessa forma, durante
a modelagem do canal radicular, a limpeza pode ser complementada
por técnicas de agitagdo da solucao irrigadora, como irrigagao passiva
ultrassénica e irrigagdo sénica (18). Segundo Ahmad et al. (1997)
(19), uma maneira adequada de limpeza é a irrigacdo sOnica, que
opera numa frequéncia mais baixa (1-6 KHz) e produz menores

tensBes de cisalhamento numa alta amplitude.

A TFD tem se tornado um método alternativo para
potencializar a desinfeccao de canais radiculares (5,20,21). A TFD
alcanca resultados positivos utilizando um agente fotossensibilizador
(FS) nao-toxico, sensivel a um comprimento de luz especifico, que
produz oxigénio reativo citotoxico a algumas espécies de
microrganismos, e promove eficiente redugdo microbiana (22,23). No
entanto, para que a TFD seja efetiva, é imprescindivel que a fonte de
luz interaja com o agente FS. Por tanto, a escolha da fonte de luz

depende especialmente do FS que sera utilizado.

Nesse sentido a eritrosina é um agente FS bastante utilizado
devido a sua baixa toxicidade, efetividade para inibir a atividade de
microrganismos orais Gram-positivos e Gram-negativos, aprovada
pela FDA (Food e Drug Association) para uso em produtos

alimenticios e também aprovada para uso em odontologia, 0 que



facilita sua aplicacéo clinica (24,25). Além disso, apresenta um pico
de absor¢@o muito proximo da emissé@o das fontes de luz utilizadas
em consultérios odontoldgicos (fontes de luz LED ou halogénio com
comprimentos de onda entre 500-550 nm), permitindo inclusdo dessa

pratica no contexto odontolégico (26).

Por outro lado, o 0zénio (O3) € um poderoso agente oxidante
(11) usado na industria da agua para eliminar bactérias. A terapia com
0zdnio baseia-se no pressuposto de que o ozénio (Os) se dissocia
rapidamente na 4gua e libera uma forma reativa de oxigénio que pode
oxidar as células, apresentando eficacia antimicrobiana sem induzir a

resisténcia aos irrigantes (27).

Além disso, uma das propriedades cruciais do 0zénio aquoso
€ a sua nédo toxicidade para células orais in vitro, e € menos toxico do

que todos os outros irrigantes conhecidos (28).

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a agao
antimicrobiana da agua ozonizada associada a terapia fotodinamica
com eritrosina em canais radiculares infectados por Enterococcus

faecalis utilizando ativagdo sonica.

MATERIAIS E METODOS

Selecédo e Padronizacdo dos espécimes utilizados



Ap6s aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade CEUMA (UNICEUMA), sob Parecer de n° 2.868.372,
foram utilizados 70 dentes unirradiculados extraidos de humanos
(incisivos e caninos), obtidos através do termo de doac&o de dentes.

Todos possuiam canais retos, sem obturagdo endoddntica,
fratura ou reabsorcdes internas ou externas e 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 13 mm.

Com o objetivo de confirmar a paténcia apical, foi realizada a
exploragdo do canal radicular com uma lima tipo K #10 (Dentsply-
Sirona, 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
irrigacdo foram utilizados 2 mL de hipoclorito de sodio a 2,5%, e a
aspiracdo realizada por meio de pontas NaviTip® (Ultradent, South
Jordan, UT, EUA) utilizando Kit de irrigacdo-aspiragdo (Ultradent,
South Jordan, UT, EUA). Terminada a instrumentacdo, os canais
radiculares foram irrigados com 1 mL de EDTA 17% (Biodinamica,
Ibipord, PR, Brasil) agitado com auxilio de uma lima manual por 3
minutos, e ao final do preparo, o canal foi novamente irrigado com 3

mL de soro fisioldgico.



Ap6s isso, todos os dentes foram mantidos em soro fisiol6gico
estéril com trocas diarias durante 5 dias para remog¢é&o do hipoclorito
de sodio residual. Apés este periodo, os dentes foram vedados
apicalmente com resina composta fotopolimerizavel Opallis® (FGM
Produtos  Odontolégicos Ltda, Joinville, SC, Brasil) e
impermeabilizados externamente com duas camadas de esmalte de
unha (Procosa Produtos de Beleza Ltda., S&o Paulo/SP, Brasil). 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 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 suspensédo bacteriana preparada em solucdo
fisiologica esterilizada, com concentragdo equivalente a 108
bactérias/mililitro, esse ajuste da densidade 6ptica da suspensao foi

realizado por meio da Escala de Macfarland 0,5.

Metodologia para formagéo de biofilme de Enterococcus

faecalis



A formac@o do biofime 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¢cdo do meio de
cultura, uma bolinha de algodéo estéril, foi colocada na entrada do
canal radicular. Todos os espécimes foram mantidos fechados em

ambiente microaerofilo e em estufa a 37° C.

Distribui¢cdo dos grupos experimentais

Os espécimes foram divididos aleatoriamente em grupos de
acordo com as variaveis de interesse. Grupo de tratamento (Oz6nio,
TFD, Oz6nio+TFD) e a utilizagdo ou ndo do Sonic. A distribuicdo foi

realizadas de acordo com a na tabela 1.

Tabela 1. Divisdo dos grupos de acordo com 0s grupos experimentais.

Ozbnio TFD Oz6nio+TFD

Sem Sonic Com Sonic Sem Sonic Com Sonic Sem Sonic Com Sonic

10 10 10 10 10 10

Grupos controles



Para o controle positivo (n=5) foi utilizado 2,5 % de NaOCI,
enquanto para o controle negativo (n=5) os espécimes receberam

apenas a contaminacgéo pela suspensao de E. faecalis.

Metodologia de aplicacédo do LED, tempo pré-irradiacéo e
agente fotossensibilizador

Para a realizac@o da TFD, um mesmo operador utilizou o LED
de alta intensidade (Valo, Ultradent, UT, EUA), com comprimento de
onda entre 500 e 550 nm, ajustado na poténcia Xtra Power (3200
mW/cm?), posicionado e acionado na entrada do canal, regido cervical
do dente, e foram realizadas 20 aplica¢gBes seguidas de 3 segundos
cada, totalizando 1 minuto.

A eritrosina B (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA), na
concentracdo de 200 pM, foi utilizada como agente

fotossensibilizador, com tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos.

Producéo de 4gua ozonizada

Foi utilizado um gerador de ozbnio (Medplus MX, Philozon
Eletroterapia, SC, Brasil). Para producdo da &gua ozonizada, foi
utilizada 250 mL de &gua destilada autoclavada em um sistema com
tubo de vidro acoplado ao gerador de 0zénio, no qual foi borbulhado

0 gés na 4gua, produzindo assim 40 ppm de 4gua ozonizada.

Aplicacdo do Sonic



Para a aplicacdo do Sonic, um mesmo operador utilizou o
EndoActivator (Dentsply-Sirona, Ballaigues, Sui¢a), no modo High,
com uma ponta 25/04 (medium). Apds o preenchimento do canal
radicular com solucdo aquosa de 0zOnio ou eritrosina estes eram
agitados com vibrac@o sbnica com movimentos de vai-e-vem até 2
mm do comprimento de trabalho, sendo que foram realizadas duas

aplica¢Bes de 30s cada, totalizando 60s de aplicacéo.

Coletas e anélise microbiologica
Em todos os grupos foram feitas duas coletas para avaliacao

microbiolégica. A primeira foi realizada antes do tratamento e a
segunda imediatamente ap6s o0s tratamentos. Ambas foram
realizadas utilizando dois cones de papel absorventes estéreis #40
(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica) ap6s os canais radiculares
terem sido previamente preenchidos com solucdo salina estéril. Os
cones utilizados 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, sendo, posteriormente, realizadas diluicdes 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 col6nia por mL (UFC mL-1) e transformados em

logaritmo (log10 UFC/mL).



Analise estatistica

Ap0s a constatacdo que os dados apresentavam distribuicdo
normal (Shapiro Wilk, p>0,05), o teste T de Student foi empregado
para testar se havia diferenca significativa dentro dos grupos entre as

contagens de microrganismos inicial e apds o tratamento.

Os valores de redugcdo microbiana foram calculados
diminuindo os valores iniciais dos valores finais de contagem
microbiana e o teste Anova two way, com post hoc de Tukey, foi
empregado para avaliar se havia diferenca significativa na reducéo
microbiana entre os grupos (Ozdnio, TFD e associagdo Oz6nio+TFD)
e para determinar se o emprego do Sonic alterava a reducdo de

microrganismos.

O programa estatistico utilizado foi o SPSS 26.0 (IBM,

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

RESULTADOS

A Tabela 2 mostra os valores médios (desvio padrédo) de log
de UFC/mL dos grupos obtidos nos dois momentos de avaliagéo.
Houve diferenca significativa entre os valores iniciais e finais da
quantidade de microrganismos nos canais radiculares (log UFC/mL)

em todos 0s grupos.



A figura 1 representa um gréfico de linhas evidenciando os
valores médios de redugdo microbiana, em log de UFC/mL,
juntamente com seus respectivos intervalos de confianca de 95%, de

acordo com os grupos avaliados e o emprego ou ndo do Sonic.

O resultado da Anova Two way mostrou que houve diferenga
entre os grupos (p=0,025) e o emprego do Sonic fez com que 0s
valores médios de reducdo microbiana  aumentassem
significativamente (p=0,001). No entanto, as intera¢des (Grupo de
tratamento e o emprego do Sonic) ndo foram significativas (p=0,220),
ou seja, os fatores agiram de forma independentes sobre a reducéo

dos microrganismos.

Na comparagdo dois a dois entre 0os grupos, constatou-se
que, enquanto o grupo Ozdnio+TFD foi diferente significativamente do
grupo do TFD (p<0,05), este ndo apresentou diferenca para o grupo

de Ozbnio (p>0,05).

Tabela 2. Valores médios (desvio padréo) de log UFC/mL nos diferentes grupos nos
dois momentos de avaliagdo.

O+S- O+S+ TFD+S- TFD+S+ O+TFD+S- O+TFD+S+

Inicial 4,71 (0,15) 4,86 (0,12) 4,40 (+0,18) 4,51 (+0,19) 4,64 (£0,12) 4,93 (£0,39)
Pés-tratamento 2,57 (+0,52) 2,39 (+0,54) 2,48 (+0,29) 2,16 (¥0,33) 2,62 (+0,80) 2,01 (0,85)

p-valor 0,001 0,002 <0,001 <0,001 0,036 0,031

0=0z06nio, TFD=Terapia Fotodinamica, S= Sonic, + =Presenga, - =Auséncia.
P<0,05 = diferenga estatistica significativa entre os valores médios iniciais e pds-tratamento
dentro de cada grupo.



Médias da redugéo microbiana * IC95%

Figura 1 - Comportamento dos valores médios (intervalo de confianca de
95%) de reducdo microbiana expressa em log UFC/mL de acordo com 0s

grupos avaliados e o emprego ou nao do sonic.

Sonic

== Auséncia Sonic
== Presenga Sonic

TFD Qzédnio Ozbnio+TFD



DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a a¢do antimicrobiana da &gua
ozonizada associada a terapia fotodindmica com eritrosina em canais
radiculares infectados por Enterococcus faecalis utilizando ativagao
sbnica. Todos o0s grupos conseguiram uma redugcdo microbiana
significativa, porém em nenhum dos grupos houve a completa

eliminacgéo.

Embora se saiba que a infeccdo de um canal radicular é
muitas vezes caracterizada por um biofilme de multiplas espécies, foi
utilizado nesse estudo um biofilme de E. faecalis, principalmente, por
ser o principal patégeno responsavel pela falha do tratamento
endoddntico (29) e pela sua capacidade de penetrar nos tdbulos
dentinarios e colonizar o sistema de canais radiculares e formar
biofilme (30).

O periodo de 14 ou 21 dias, € um tempo suficiente para a
formacéo de biofilme de E. faecalis no substrato dentinario (31), por
esse motivo foi adotado um periodo de cultura de 21 dias, permitindo
0 crescimento bacteriano e garantindo que os protocolos de
descontaminacéo pudessem ser testados.

A terapia endoddntica tradicional ndo é capaz de promover a
esterilizagdo do sistema radicular (32). Neste estudo, foram utilizadas
duas terapias complementares na tentativa de encontrar um protocolo
eficaz no combate a infec¢bes endodoénticas causadas pelo E.

faecalis. A TFD foi realizada com a aplicacdo da eritrosina (200 pM),



como FS, sensibilizada com LED de alta intensidade com
comprimento de onda entre 500 — 550 nm, faixa de maior absor¢&o
da eritrosina (33). O LED foi utilizado em sua poténcia maxima (3200
mW/cm?2), durante 60 segundos. Apesar da TFD ter apresentado
resultados significativos para reducéo bacteriana do canal radicular,
esta ndo conseguiu zerar o crescimento microbiano. Diferentemente,
Borba et al. (2017) (34) conseguiram uma reducdo de 100% do E.
faecalis usando um LED de alta poténcia e eritrosina. Tal resultado
discordante provavelmente deve-se as diferencas metodol6gicas
entre os estudos. Enquanto Borba et al. (2017) (34), utilizou E. faecalis
em forma planctdnica e um tempo de exposicdo de 120 segundos,
neste estudo foi utilizado o microrganismo em forma de biofilme e um
menor tempo de exposicao.

O ozénio foi sugerido para o tratamento endodéntico devido
sua alta acéo antimicrobiana (35,36) e por apresentar um decréscimo
significativo na citotoxicidade para células de mucosa oral em
comparagdo com solucdes irrigantes de NaOCl a 2,25% e de
clorexidina a 2% (37,38). Embora a reducdo bacteriana tenha
alcancgado niveis significativos com o 0z6nio, ndo foi capaz de produzir
resultados semelhantes aos de Silva et al. (2020) (39), que utilizou
uma concentracao de 16 ppm de solucéo aquosa de oz6nio ativada
com técnica de irrigacao ultrassénica, o qual e alcangou uma reducéo

de 100%. Possivelmente a diferenca entre os resultados se deve ao



tempo de aplicagéo utilizado. Enquanto Silva et al. (2020) (39) utilizou

o tempo de 180s, neste estudo foi utilizado 60s.

A associacdo TFD + ozonioterapia alcangou os maiores
valores médios de reducdo apresentando-se superior a terapia de
0z6nio somente. No entanto, em nenhum grupo houve a redugdo

completa do E. faecalis.

Quando foi empregado o Sonic, 0os grupos alcancaram
maiores valores médios de reducéo microbiana. Esse resultado esta
de acordo com o estudo de Eggmann et al. (2020) (40) que
constataram um impacto significante da irrigagdo sbnica sobre a
reducdo microbiana em canais infectados com E. faecalis, Candida
albicans, Streptococcus gordonii e Actinomyces oris. Plotino et al.
(2019) (41) avaliaram a eficacia dos sistemas sénico e ultrassonico e
concluiram que o sistema ultrassénico foram mais eficazes na
remocédo de restos de tecido pulpar e dentina que o sistema sdnico,
porém, deformavam o canal radicular. Por esse motivo optou-se usar

0 método soOnico, evitando o risco de deformacéo do canal radicular.

Embora diversos estudos mostraram a eficacia do uso da TFD
(42,43) e da ozonioterapia (32), em nenhum foi avaliado o efeito da
associagdo entre essas técnicas. O presente estudo mostrou que a
associagdo TFD e ozonioterapia pode ser uma alternativa em um

tratamento endodontico.



Este estudo mostrou que os protocolos utilizados foram capazes
de reduzir a contagem microbiana, no entanto recomenda-se que
outros parametros em relagdo a propriedade da luz empregada,
tempo de exposicéo, fotossensibilizadores, concentracdo de ozénio e
da técnica de aplicacdo sejam testados para buscar resultados mais
satisfatorio tanto da TFD utilizando eritrosina quanto da agua

ozonizada.

CONCLUSAO

Todos os tratamentos testados foram capazes de reduzir
significativamente a quantidade de microrganismos nos canais
radiculares, especialmente quando utilizado o Sonic. A associagao
0z0nio + terapia fotodinamica com eritrosina a 200 uM atingiu 0 maior

valor médio de reducéo microbiana.
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ANEXOS

ANEXO 1 - METODOLOGIA DETALHADA
1.1 - Selecé&o e Padronizagao dos espécimes utilizados

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

Termo de Doacéo dos Dentes.

Ap6s aprovacdo, foram selecionados 70 dentes humanos
unirradiculares extraidos (incisivos e caninos superiores). Todos
possuiam canais retos, sem obturacdo endod6ntica, 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.




Figura 2 - maquina de precisdo de corte Isomet
Figura 3 — 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 4 — verificacdo da paténcia apical
Figura 5 - CRT

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

lima R40.
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Figura 6 - Sistema Rotatério Reciproc® (VDW, Munich, Germany)

Figura 7 — calibracéo lima R40



Figura 8 — instrumentag&o com rotatério

Figura 9 — padrao de instrumentacéo

Para a irrigacéo foram utilizados 2 mL de hipoclorito de s6dio
a 2,5%, e a aspiracdo realizada por meio de pontas NaviTip®
(Ultradent, South Jordan, UT, EUA) utilizando Kit de irrigacé@o-
aspiracdo Ultradent® (Ultradent, South Jordan, UT, EUA). Terminada
a instrumentacao, os canais radiculares foram irrigados com 1 mL de
EDTA a 17% (Biodinamica, Ibipora, PR, Brasil), agitado com auxilio
de uma lima manual por 3 minutos, e ao final do preparo utilizou-se 3

mL de soro fisioldgico para a irrigacéo do canal radicular.

Os dentes foram mantidos em soro fisiolégico estéril com
trocas diarias durante 5 dias para remogédo de hipoclorito de sédio
residual. Apds este periodo, os dentes foram vedados apicalmente
com resina composta fotopolimerizavel Opallis® (FGM Produtos
Odontolégicos Ltda, Joinville, SC, Brasil) e impermeabilizados
externamente com duas camadas de esmalte de unha (Procosa
Produtos de Beleza Ltda., S&o Paulo/SP, Brasil). Os dentes foram

novamente esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos.



1.2- Cultura 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 suspensédo bacteriana preparada em solucdo
fisiol6gica esterilizada, com concentragdo equivalente a 108
bactérias/mililitro, esse ajuste da densidade 6ptica da suspensao foi

realizado por meio da Escala de Macfarland 0,5.

!

Figura 10 — Capela de 1amina de fluxo

Figura 11 — coleta de E. faecalis

Figura 12 — ajuste da densidade 6tica

Figura 13 — comparativo da densidade com Escala de Macfarland 0,5



1.3 - Metodologia para formagdo de biofilme de Enterococcus
faecalis

A formacé@o 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 formagao 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 microaerdfilo e em

estufa a 37° C.

oe— 4
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Figura 14 — bolinha de algodéo

Figura 15 — jarra utilizada para ambiente microaerofilo

..4

Figura 16 — estufa bacteriol6gica a 37°C



1.4 - Distribuicdo dos grupos experimentais

Os espécimes foram divididos aleatoriamente em grupos de
acordo com a tabela 1.

Tabela 1. Divisdo dos grupos de acordo com os grupos experimentais.

Oz6nio TFD Oz6nio+TFD
Sem Com Sem Com Sem Sonic Com Sonic
Sonic Sonic Sonic Sonic
10 10 10 10 10 10

1.5 - Grupos controles
Para o controle positivo (n=5) foi utilizado 2,5 % de NaOClI,

enquanto para o controle negativo (n=5) os espécimes receberam
apenas a contaminagéo pela suspenséo de E. faecalis.
1.6 - Metodologia de aplicagdo do LED, tempo pré-irradiacdo e
agente fotossensibilizador

Para a realizagcdo da TFD, um mesmo operador utilizou o LED
de alta intensidade (Valo, Ultradent, UT, EUA), com comprimento de
onda entre 500 e 550 nm, ajustado na poténcia Xtra Power (3200
mW/cm?), posicionado e acionado na entrada do canal, regiéo cervical
do dente, e foram realizadas 20 aplicagBes seguidas de 3 segundos
cada, totalizando 1 minuto.

A eritrosina B (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA), na
concentragcdo de 200 uM, foi utiizada como agente

fotossensibilizador, com tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos.



Figura 17— preenchimento do canal radicular com eritrosina.

Figura 18 — aplicacéo da fonte de luz

Producédo de agua ozonizada

Foi utilizado um gerador de ozbdnio (Medplus MX, Philozon
Eletroterapia, SC, Brasil). Para producdo da &gua ozonizada, foi
utilizada 250 mL de &gua destilada autoclavada em um sistema com
tubo de vidro acoplado ao gerador de 0zénio, no qual foi borbulhado
0 gas na agua, produzindo assim 40 ppm de agua ozonizada

(concentracédo do 0z6nio).

Figura 19 — producéo da 4gua ozonizada.

Figura 20 — preenchimento do canal radicular com agua ozonizada.



Aplicacdo do Sonic

Para a aplicagdo do Sonic, um mesmo operador utilizou o
EndoActivator (Dentsply-Sirona, Ballaigues, Sui¢a), no modo high,
com uma ponta 25/04 (medium). Apés o preenchimento do canal
radicular com solucéo aquosa de 0zénio e/ou eritrosina estes eram
agitados com vibragdo sénica com movimentos de vai-e-vém até 2
mm do comprimento de trabalho com duragdo de 60 s, sendo que,
apo6s os 30 s iniciais o canal radicular era novamente preenchido com

a solugdo aquosa de ozénio e/ou eritrosina.

Figura 21 — aplicacéo do sonic por 60s.

1.7 - Coletas e analise microbiolégica

Em todos os grupos foram feitas duas coletas para avaliagdo
microbiol6égica. A primeira foi realizada antes do tratamento e a
segunda imediatamente ap6s os tratamentos. Ambas foram
realizadas utilizando dois cones de papel absorventes estéreis #40
(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica) ap6s os canais radiculares

terem sido previamente preenchidos com solugdo salina estéril.



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 Mixer XH-C, Santo André, Brasil)

durante 1 minuto.

Figura 22 — coleta da cultura nos espécimes

Figura 23 — colocacao dos cones no tubo eppendorf

Figura 24 — Vortex Mixer



Posteriormente, foram realizadas diluicdes decimais seriadas e

semeadas em placas de petri com meio TSa (Difco, Detroit, MI, EUA)

em triplicata.

Figura 25 — coleta de 1ml do material apds o vortex

Figura 26 — dilui¢c&o nos tubos de ensaio

O tubo de ensaio n° 1 corresponde a placa com a dilui¢do 10-%, o tubo
n° 2 corresponde a placa com a diluigdo 10-2 e o tubo n° 3 corresponde

a placa com a dilui¢céo 10-2.

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

Figura 28 — deposigao da cultura de E. faecalis na 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 - Analise estatistica

Ap0s a constatacdo que os dados apresentavam distribuicdo
normal (Shapiro Wilk, p>0,05), o teste T de Student foi empregado
para testar se havia diferenca significativa dentro dos grupos entre as

contagens de microrganismos inicial e apds o tratamento.

Os valores de redugcdo microbiana foram calculados

diminuindo os valores iniciais dos valores finais de contagem



microbiana e o teste Anova two way, com post hoc de Tukey, foi
empregado para avaliar se a redu¢é@o microbiana, nos grupos tratados
com Ozodnio, TFD e a associacdo Oz6nio+TFD se diferenciaram
significativamente, e para determinar se o emprego do Sonic foi um

fator que alterou a reducéo de microrganismos.

O programa estatistico utilizado foi o SPSS 26.0 (IBM, Armonk, NY,

USA). O nivel de significancia estabelecido foi de 5%.
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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
editing text, you can also comiment on figunesftables and answer guestions from the Cogy Edibor
‘Web-based proofing provides a faster and less ermor-prone process by allowing you to dinectly bypes
your oonrections, «liminating the potential Enbroduction of ermors.

1 prederred, you can still choose bo anmotaie and upload your edits on the FOF version. all instroctions
far proofing will be given in the e-mall we send to authaors, iRCuding albematise methods to the online
werskon and FDF

We wlill do everything possible to get your article published guickly and accurately. Peeace use this
proaf only for checking the typesetting, editing, completeness and commectness. of the text, tables and
figures. Significant changes to the amide as accepted for pubkcation will only be consicensd a1 this
stage with permission from the BEdioc [t & imgortant to ensure that all cornections ane sent Dack
bo us i one communication. Please check carefully before replying, as Inclusion of ary subsequent
corrections cannat be guarantesd. Proofreading is solsly vour responsibiity.

The commesponding author will, 3t no cost, recelve a custamized Share Link prowiding 50 days fres
OCEss bo the final published version of the amticke on Scencelirect. The Share Link can be wsed for
sharing the articke via any communication channel, Induding emall and sodal media. For an extra
charge, paper offprinds can be ordered wis the offprint order formi which is sent once the article is
accepted for publication. Both cormesponding and co-authors may order offprints 2t any time via
Elzewier's Wetshop. Commesponding suthors who have published thedr article gold opesn access do
mot receive 3 Share Link as their final published version of the article |s available apen aCosss on
SchenceDinect and can e shared through the articks DO Enk.

AUTHOR INQUIRIES

Wisk the Elssvier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything fram
Frequently Asked Questions bo ways to get in touch.

¥oul cani alen check the status of your submithed article or find owt when your accepted artide will
be publiched.

i Copyrighe 7018 Elerddir | hinps: ffwwwdbiiredor oom



