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RESUMO

A periodontite € caracterizada por perda Ossea e apresenta relacdo bidirecional com a
diabetes. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da terapia fotodindmica antimicrobiana
(TFDa) com curcumina na reducdo da reabsorcdo 0ssea periodontal em ratos diabéticos por
meio da microtomografia computadorizada (micro CT). Foi realizado um estudo experimental
in vivo, utilizando 80 ratos machos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, com idade
entre 60 e 90 dias e massa entre 250-350 gramas. Os animais foram divididos em dois grupos:
40 normoglicémicos (NG) e 40 diabéticos (DM), sendo subdividos em 4 grupos a depender
do tratamento: GI: terapia periodontal ndo-cirdrgica (GI-TPNC); GIl: TPNC + gel de
curcumina 2% (5min sem iluminacdo direta) (GII-CURC); GlII: TPNC + LED (KaVo poly
600, 450-460nm, 400—600w/cm?, 3,3W, 60 segundos) (GlII-LED); GIV: TPNC + TFDa
(GIV-TED). A diabetes foi induzida quimicamente atraves da injecdo intraperitoneal de uma
Unica dose de 50mg/kg de estreptozotocina. Os animais que apresentaram em todas as etapas
alteracdo no indice glicémico (glicemia > 250mg/dL), foram selecionados para o grupo com
diabetes. A periodontite foi induzida com ligadura ao redor do primeiro molar inferior por 7
dias. Ao final do tempo de intervencéo, cinco animais de cada grupo foram eutanasiados aos 7
e 14 dias e as hemi-mandibulas removidas para analise da perda 0ssea alveolar por micro CT,
através da analise quantitativa por meio de medidas lineares e volumétricas com uso do
software DataViewer® (SkyScan®). Para a avaliacdo intragrupo foi utilizado o ANOVA two
way e o teste t para amostras independentes. Os resultados das medidas de perda 6ssea linear
nos animais NG e DM evidenciaram que ndo houve diferenca entre os tratamentos. Na analise
intragrupo houve diferenca significativa com o GII-CURC nos NG com relagdo a perda 6ssea
na regido de furca aos 14 dias (1.357,68 para 795,74) e para os DM na face vestibular com
aumento da perda dssea (788,70 para 1.487,22). Com relacdo a analise volumétrica dos NG,
0s menores valores relacionados a remodelacdo Ossea foram registrados no GIV-TFD e na
analise intragrupo, as diferencas significativas foram para GII-CURC com menor volume
tecidual aos 14 dias (1,69 para 0,87), apesar de mostrar aumento no namero trabecular (1,68
para 4,16) e diminuicdo na separacdo do mesmo (0,59 para 0,25). Nos DM, ndo houve
diferenca entre os tratamentos com 7 e 14 dias. Apresentaram diferencas significativas na
analise intragrupo, os grupos GIII-LED e GIV-TFD com aumento da area de superficie dssea
(2,17 para 10,84 e 3,97 para 8,66, respectivamente) e da espessura trabecular aos 14 dias (0,07
para 0,11 e 0,08 para 0,11, respectivamente). Na comparagdo entre DM e NG, com relacdo as

medidas lineares, GII-CURC apresentou maior perda 6ssea na regido interproximal aos 7 dias



nos NG e aos 14 dias nos DM. Quanto as medidas volumétricas, houve diferencas em alguns
parametros em ambos os tempos, sem preferéncia por NG nem DM. Pode-se sugerir que para
0s NG, as terapias complementares podem levar a um beneficio adicional pelo mecanismo de
acdo contra as bactérias e a favor da remodelacdo 6ssea pela imunomodulacéo da resposta do
hospedeiro. Para os DM, pode-se sugerir um tratamento periodontal que seja iniciado com a
TFDa e curcumina e manutengdo com repeticdo de sessdes de TFDa, LED ou apenas com a
RACR. Na comparacdo entre NG e DM, embora ndo tenha ocorrido uma predominancia de
um melhor tratamento, na andlise volumétrica, observou-se uma tendéncia a melhor resposta
com GIII-LED e GIV-TFD. A condi¢do sistémica ndo foi determinante para a maior

reabsorcdo dssea, mas pode direcionar uma melhor escolha terapéutica.

Palavras-chaves:  Curcumina. Ratos. Doencas  periodontais.  Microtomografia

computadorizada. Fotoquimioterapia.
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ABSTRACT

Periodontitis is characterized by bone loss and has a bidirectional relationship with diabetes.
The aim of this study was to evaluate the effect of antimicrobial photodynamic therapy
(@PDT) with curcumin on reducing periodontal bone resorption in diabetic rats using
microcomputed tomography (micro CT). An in vivo experimental study was conducted using
80 male rats from the Rattus norvegicus species, class Mammalia, order Roedentia, Wistar
lineage, aged 60-90 days and mass of 250-350 grams. Animals were divided into two groups:
40 normoglycemic (NG) and 40 diabetic (DM), being subdivided into 4 groups according to
treatment: GI: non-surgical periodontal therapy (GI-NSPT); GIl: NSPT + curcumin gel 2%
(GHI-CURC); GlII: NSPT + LED (GIII-LED); GIV: NSPT + aPDT (GIV-PDT). Diabetes was
chemically induced by intraperitoneal injection of a single dose of 50mg/kg of streptozotocin.
Animals that presented alterations in the glycemic index in all stages (glycemia > 250mg/dL)
were selected for the diabetes group. Periodontitis was induced with ligation around the first
lower molar for 7 days. At the end of interventions, five animals from each group were
euthanized at 7 and 14 days and the hemimandibles were removed for analysis of alveolar
bone loss, by microCT through quantitative analysis of linear and volumetric measurements
using DataViewer® software (SkyScan®). For intragroup evaluation, two-way ANOVA and
the t test for independent samples were used. The results of measurements of linear bone loss
in NG and DM animals showed that there was no difference among treatments. In the
intragroup analysis, GII-CURC showed in NG rats less bone loss in the furcation region at 14
days (1,357.68 to 795.74) and for DM rats on the vestibular face show increase in bone loss
(788.70 to 1,487.22) with significant difference was observed when compared to the group
with 7 days of treatment. Regarding the volumetric analysis of NG rats, the lowest values
related to bone remodeling were recorded for GIV-PDT, and in the intragroup analysis,
significant differences were for G-1I with lower tissue volume at 14 days (1.69 to 0.87),
despite showing increase in the trabecular number (1.68 to 4.16) and decrease in its separation
(0.59 to 0.25). In DM rats, there was no difference between treatments with 7 and 14 days.
GIII-LED and GIV-PDT groups showed significant differences in the intragroup analysis,
with increased bone surface area (2.17 to 10.84 and 3.97 to 8.66, respectively) and trabecular
thickness at 14 days (0.07 to 0.11 and 0.08 to 0.11, respectively). In the comparison between
DM and NG animals with respect to linear measurements, GI1-CURC showed greater bone
loss in the interproximal region at 7 days in NG rats and at 14 days in DM rats. As for

volumetric measurements, showed differences in some parameters at both times, with no



preference for NG or DM rats. It could be suggested that for NG rats, complementary
therapies could lead to additional benefits by the mechanism of action against bacteria and in
favor of bone remodeling by immunomodulating the host response. For DM rats, periodontal
treatment could be suggested, starting with aPDT and curcumin and maintenance with
repetition of aPDT, LED or NSPT sessions. In the comparison between NG and DM rats, the

systemic condition did not have much influence on periodontal bone loss.

Keywords: Curcumin. Rats. Periodontal diseases. Microcomputed tomography.
Photochemotherapy.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

A doenca periodontal (DP) é uma condicdo inflamatéria que afeta os tecidos de
suporte e protecdo dos dentes, podendo levar a destruicdo do osso alveolar e do ligamento
periodontal. Sua prevaléncia e gravidade sdo altamente variaveis em diferentes populacdes,
mas estima-se que 35 a 60% da populacdo seja afetada pela gengivite e 15 a 20% dos
individuos adultos sejam afetados pela periodontite (ZAMBRANO et al., 2018), sendo uma
das principais causas de perda dentéria e afetando a qualidade de vida das pessoas em termos
de capacidade funcional reduzida, autoestima e relagGes sociais (FILIPINI et al., 2019).

O desenvolvimento de tal condi¢cdo € iniciado pelo biofilme microbiano oral,
particularmente anaerdbios gram-negativos e seus produtos metabolicos, como a liberagédo de
lipopolissacarideo (LPS) ou endotoxina que desempenham papel importante na resposta
imune envolvendo a producao de mediadores inflamatdrios, dentre eles, interleucina 6 e 1P
(IL-6 e IL-1PB), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Esses mediadores regulam
positivamente a producdo e ativacdo de metaloproteinases (MMPS) e prostandides, bem como
a expressdao do ativador de receptores do fator nuclear kappa-B ligante (RANKL) que
promove a osteoclastogénese e aumenta a reabsorcdo Ossea mediada por osteoclastos
(ELBURKI et al., 2017).

Além disso, a destruicdo do colageno e do tecido conjuntivo é em grande parte
mediada pela resposta do hospedeiro (ELBURKI et al., 2017; THEODORO et al., 2017),
sendo influenciada por fatores genéticos, epigenéticos, ambientais (IVANAGA et al., 2019).
Portanto, sua patogénese é considerada um processo disbidtico resultante de um desequilibrio
entre os microrganismos do biofilme e as respostas do hospedeiro (ELBURKI et al., 2017;
ZAMBRANO et al., 2018).

E importante ressaltar que a DP destrutiva é uma condicdo especifica local que
frequentemente afeta um numero limitado de dentes (ZAMBRANO et al., 2018). Apesar de
ser uma condigdo sitio-especifica, a infeccdo periodontal também pode ter implicacfes sobre a
salde sistémica (PARK et al., 2017), particularmente diabetes mellitus (DM) (ELBURKI et
al., 2017; FILIPINI et al., 2019).

DM é um distarbio metabdlico cronico caracterizado por um quadro hiperglicémico,
ou seja, niveis elevados de glicose no sangue por uma deficiéncia de insulina (IVANAGA et
al., 2019) e também est4 associado a ativagdo da resposta imune, caracterizada por niveis

aumentados de mediadores inflamatérios (ELBURKI et al., 2017). Essa condicdo tem alta
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prevaléncia na populagdo e uma previsdo de atingir 642 milhdes de pessoas em 2040
(FILIPINI et al., 2019).

Esse estado de hiperglicemia crénica leva a respostas imunoinflamatérias exacerbadas
com a formacdo e acumulo de produtos finais da glicosilacdo avancada (AGES) que interage
com seu receptor RAGE, ativando multiplas vias de sinalizagdo que estdo associadas a
expressdo de vérias citocinas pro-inflamatorias e com a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) que podem ser ativadores de pr6o-MMPs. Destarte, essa interacdo é o
principal mecanismo mediador de complicacfes diabéticas, considerando ainda a
possibilidade de antigenos bacterianos também ativar esse receptor, amplificando a
inflamacdo em condigdes infecciosas em diabéticos (ELBURKI et al., 2017; IVANAGA et
al., 2019).

As evidéncias disponiveis indicam que as doencas periodontais sdo causalmente
ligadas ao diabetes e que existe uma associacdo entre inflamacdo periodontal, estado
glicémico e complica¢es do diabetes. Os estudos confirmam que a diabetes aumenta 0s
eventos inflamatdrios no tecido periodontal, prejudicando a neoformacéo dssea e aumenta a
expressdao de RANKL em resposta a um desafio induzido por bactérias. Estudos em animais
sugerem que existem varios mecanismos afetados pelo diabetes que afetam um grande
namero de tipos celulares como as células do ligamento periodontal, osteoblastos e ostedcitos
(GRAVES, DING, YANG, 2020), com efeito importante sobre o aumento da
osteoclastogénese (LLAMBES, ARIAS-HERRERA, CAFFESSE, 2015).

Uma vez que o desequilibrio da resposta imune-inflamatoria € o ponto chave para
destruicdo dos tecidos associado a DP, existe um vasto beneficio em estratégias terapéuticas
moduladoras do hospedeiro. Entretanto, apesar do conhecimento sobre 0s mecanismos
bioldgicos da patogénese, o tratamento periodontal ainda se baseia principalmente na terapia
periodontal ndo cirargica (TPNC) por meio da remoc¢do mecanica de raspagem e alisamento
corono-radicular (RACR), embora seja uma conduta limitada, principalmente quando envolve
areas de furca, invaginagdes, concavidades e bolsas profundas (DE OLIVEIRA et al., 2016;
BARIN et al., 2017; BELINELLO-SOUZA et al.,, 2017; THEODORO et al., 2017;
ZAMBRANO et al., 2018; IVANAGA et al., 2019; PERON et al., 2019).

Em razéo dessas limitagdes, mecanismos alternativos da terapia antimicrobiana, como
antibidticos locais e sistémicos, tém sido propostos em casos inobstantes ao tratamento
convencional. No entanto, especialmente quando se refere ao uso de antibidticos sistémicos,

além do aparecimento de efeitos colaterais indesejaveis, desenvolve a resisténcia bacteriana as
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drogas pelo uso abusivo ou impasse de seguir o protocolo medicamentoso (DE OLIVEIRA et
al., 2016; BARIN et al., 2017; BELINELLO-SOUZA et al., 2017; PERON et al., 2019).

O sucesso da terapia periodontal baseia-se no controle quantitativo e qualitativo dos
microrganismos responsaveis por estabelecer e perpetuar a doenca, bem como por reducao de
sinais inflamatérios (DE OLIVEIRA et al., 2016), resultando na diminui¢cdo da progressdo da
doenga.

Diante desse contexto, novas abordagens terapéuticas como a terapia fotodindmica
antimicrobiana (TFDa) como monoterapia (THEODORO et al., 2017) ou adjunta ao
tratamento mecénico (IVANAGA et al., 2019), surgem como uma proposta promissora.

Essa modalidade é indicada como um método alternativo e/ou complementar para
reduzir os periodontopatdgenos, por destruicdo seletiva. Sdo necessarios trés componentes
principais: um fotossensibilizador (FS) ndo-toxico, que € uma substancia fotoativavel que se
liga as células; uma luz visivel indcua e de baixa intensidade, com comprimento de onda
especifico e moléculas de oxigénio para formar os radicais livres que sdo prejudiciais aos
microrganismos. Apresenta as vantagens de ser uma terapia localizada e né&o-invasiva,
especificidade para as células-alvo, incapacidade de desenvolver resisténcia bacteriana,
tornando possivel a sua repeticdo, ndo induz efeitos colaterais, remocdo de bactérias
patogénicas em um curto espago de tempo, sem risco de lesdo do tecido circundante do
hospedeiro, risco muito baixo de inducdo de mutagdes, atinge sitios inacessiveis, preservacao
da flora microbiana normal na cavidade oral (GHANBARI et al.,2015; DE OLIVEIRA et al.,
2016; NAJAFI et al., 2016; BARIN et al., 2017; BELINELLO-SOUZA et al., 2017; DE
MORAES et al., 2017; PILLUSKY et al., 2017; THEODORO et al., 2017; PAL et al., 2019).

A reacdo fotoquimica na TFDa ocorre através da absorcdo pelo FS de fotons (energia)
diretamente da fonte de luz para sua excitacdo, digo, para a sua transformacdo em uma
molécula instavel. Essa energia ou esses elétrons sdo transferidos para uma molécula de
oxigénio no estado fundamental, resultando na formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (reacdo de tipo 1) e oxigénio singleto (reacdo do tipo Il) que sdo toxicos para as
células microbianas, causando danos irreversiveis a membrana citoplasmatica da célula ou
acido desoxirribonucléico (DNA), que culmina na morte celular bacteriana, sem promover
resisténcia (DE OLIVEIRA et al., 2016; BARIN et al., 2017; BELINELLO-SOUZA et al.,
2017; DE MORAES et al., 2017; THEODORO et al., 2017; PAL et al., 2019).

Outro método alternativo para o tratamento das doencas periodontais € encontrar
substancias, com efeito antibiofilme que possam inibir a reproducdo bacteriana (NAJAFI et
al., 2016).


https://www.sinonimos.com.br/inocua/
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A curcumina é um composto fendlico que corresponde a um componente popular do
Acafrao-da-india, que é extraido do rizoma da Curcuma longa e apresenta propriedades anti-
inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, imunomoduladora e cicatrizante, 0 que a torna
favoravel para essa finalidade terapéutica (ZAMBRANO et al., 2018; DE ALMEIDA
BRANDAO et al., 2019).

Além de seus efeitos diretos, a curcumina também pode ser usada como FS para a
TFDa, com um pico de absor¢do na faixa de 300 a 500nm (méximo em 430-435nm),
tornando-o compativel com a luz azul, mais especificamente com diodo emissor de luz
(LED), e ndo mostra efeitos toxicos in vivo e in vitro (NAJAFI et al., 2016; THEODORO et
al., 2017; SAITAWEE et al., 2017; POURHAJIBAGHER et al., 2018).

Apesar dos efeitos benéficos, a curcumina tem grandes limitacGes, incluindo baixa
solubilidade, falta de biodisponibilidade sistémica e rapida disposicdo metabdlica. Dessa
forma, sdo necessarias doses elevadas do composto, embora com a obtencdo de baixos niveis
séricos, limitando sua aplicacéo clinica (ZHANG et al., 2012; ELBURKI et al., 2017).

Por sua caracteristica hidrofébica, a mesma é soltvel em dimetilsulfoxido (DMSO),
acetona, etanol e 6leos (POURHAJIBAGHER et al., 2018), mas diferentes técnicas foram
desenvolvidas para melhorar a sua eficacia, por meio de uma modificacdo quimica
(ELBURKI et al., 2017), inclusive utilizando vérios dispositivos de distribuicdo locais como
fibras, tiras, géis, microparticulas, peliculas e nanoparticulas (ANURADHA et al., 2015).

A curcumina também pode ser usada em combinacdo com a luz, potencializando seus
efeitos terapéuticos, podendo levar a resultados promissores (NAJAFI et al., 2016;
SAITAWWEE et al., 2018; IVANAGA et al., 2019).

Para avaliar a eficacia dos métodos terapéuticos da doenca periodontal, as ferramentas
tradicionais de investigacdo clinica para exames periodontais de rotina sdo a sondagem
utilizada para avaliar o ganho de insercdo clinica periodontal e a radiografia convencional
(periapical, interproximal) rotineiramente utilizada para avaliar perda Ossea alveolar
interproximal. Pesquisas evidenciam que tais exames complementares podem subestimar a
quantidade de perda dssea e sugerem, em estudos experimentais, o uso de abordagens para
quantificar o osso alveolar como a histomorfometria e a microtomografia computadorizada
(micro CT). Esse altimo método corresponde a uma técnica nao-destrutiva com alto poder de
resolucdo (até 10um), especialmente para imagens em tecidos duros, podendo medir a
densidade dssea quantitativa e tridimensional (3D) (WANG et al., 2014; PARK et al., 2017).

Portanto, com base nessa exposicdo prévia que demonstra uma possivel relacao

bidirecional da DP e da DM e por ambas apresentarem mecanismos que podem estar


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pourhajibagher%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30090117
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pourhajibagher%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30090117

30

associados, o presente estudo buscou avaliar o efeito da TFDa com curcumina na reabsorcéo
Ossea periodontal em ratos diabéticos, por meio da microtomografia computadorizada (micro

CT), com o intuito de subsidiar estratégias terapéuticas para essa condi¢do patoldgica.

OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da terapia fotodindmica antimicrobiana com curcumina na reabsorgéo

Ossea periodontal em ratos diabéticos por meio da microtomografia computadorizada.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar o efeito da terapia fotodindmica antimicrobiana com curcumina em relagdo as
demais terapias na reabsorcdo 0ssea periodontal;

- Comparar a reabsor¢do 0ssea periodontal em animais diabéticos e ndo diabéticos.
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3 METODOLOGIA
3.1 DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo experimental in vivo, para avaliar o efeito da terapia
fotodindmica antimicrobiana com curcumina na reducdo da reabsorgcdo Ossea periodontal em

ratos diabéticos por meio da microtomografia computadorizada.

3.2 CONSIDERACOES ETICAS

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento (CESED) de Campina Grande/PB (n° de
protocolo: 008014122018) e seguiu 0s preceitos da Lei Brasileira n°® 11.794 de 8 de outubro
de 2008, assim como as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). (Anexo A).

3.3 LOCAL DA PESQUISA

A fase experimental foi conduzida no Biotério da FACISA, localizado em Campina
Grande, Paraiba, Brasil. A etapa de aquisicdo e avaliagdo por microtomografia
computadorizada (micro CT), foi desenvolvida no Laboratorio de Microscopia e Imagem
Bioldgica da Universidade Federal da Paraiba (LAMIB-UFPB), localizado em Jodo Pessoa,
Paraiba, Brasil.

3.4 FASE EXPERIMENTAL
3.4.1 Animais

Foram utilizados 80 ratos machos, da espécie Rattus norvegicus, classe Mammalia,
ordem Roedentia, linhagem Wistar, com idade entre 60 e 90 dias, massa entre 250 e 350
gramas, provenientes do Biotério da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Foram utilizados ratos machos para evitar a influéncia das variagdes hormonais sobre
0 processo de reparo 0sseo. Estes animais foram acondicionados no Biotério da UNIFACISA

e mantidos em gaiolas plasticas durante o experimento, com no maximo cinco animais,
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separados de acordo com o0s grupos e periodos de tratamentos, sob um regime de 12/12h de
ciclo dia/noite e recebendo racio padréo (Supralab®, S&o Leopoldo, Brasil) e 4gua ad libitum.

Antes dos procedimentos cirargicos, 0s animais passaram por um periodo de 5 dias
para aclimatagio ao ambiente de laboratdrio a uma temperatura de 22 a 24 C. Foram incluidos
no estudo os animais que se apresentaram em condicdes saudaveis e aptos a se submeterem
aos procedimentos operatérios.

Os 80 animais foram alocados por meio de randomizagdo simples em dois grupos:
normoglicémicos (NG) e diabéticos (DM). Cada grupo foi subdividido em quatro subgrupos,
de acordo com o tratamento a que foi submetido (FIGURA 1).

80 ANIMAIS
40 40
COM DpP COM DP E DM
1
I 1
Gl GII GIII GIV Gl GII GIII GIV
TPCN TPNC TPNC TPNC TPCN TPNC TPNC TPNC
(n=10) + + + (n=10) + + L
CURC LED TFD CURC LED TFD
(n=10) | | (=10 (n=10) (n=10) | |(n=10) (n=10)
| J
1
Eutanisia

7 dias: n = 40 (5 de cada)
14 dias: n =40 (5 de cada)

Figura 1. Fluxograma do estudo.
3.4.2 Inducéo da Diabetes

Antes da inducdo da diabetes tipo I, os animais foram submetidos a um jejum prévio
de 12 horas para dieta solida. O método utilizado foi a inducdo quimica por meio da aplicacdo
intraperitoneal, de acordo com Filipini et al. (2019), com uma Unica dose de 50mg/kg de
estreptozotocina (Cayman®, Ann Arbor, Estados Unidos) dissolvida em solucdo de tampé&o
citrato, com pH 4,5, na concentracdo de 0,01M, na proporcdo de 1mL/kg. Apds 2 horas do
procedimento, os animais receberam alimento solido e liquido normalmente, sendo mantidos
no biotério com acompanhamento diario da evolucéo do quadro clinico.

A glicemia foi verificada com a retirada de sangue da veia caudal no dia da indugdo da
diabetes, para descartar a possibilidade de diabetes pré-existentes, trés dias depois, para a

confirmacdo da efetividade do procedimento e nos dias de tratamento e da eutanasia com o
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uso do glicosimetro (On Call Plus®, San Diego, Estados Unidos). Os animais que
apresentaram em todas as etapas alteracdo no indice glicémico (glicemia > 250mg/dL), foram

selecionados para o grupo com diabetes e os demais foram excluidos.

3.4.3 Inducéo da Periodontite

Antes da inducdo da doenca periodontal pelo método da ligadura, os animais foram
pesados em uma balanca analitica (Shimadzu®, Sdo Paulo, Brasil) para o calculo da correta
dosagem do anestésico geral a ser administrado. Foi utilizada uma associacdo anestésica de
70mg/kg de cetamina (Dopalen®, Sdo Paulo, Brasil) e 6mg/kg de xilazina (Anasedan®, S&o
Paulo, Brasil).

Constatado o plano anestésico profundo, os animais foram posicionados em um
aparato previamente confeccionado para que 0s maxilares fossem mantidos abertos por meio
de bandas elasticas presas aos incisivos e facilitando o acesso aos dentes posteriores da
mandibula.

Um sonda exploradora de Odontopediatria foi introduzida entre o primeiro e segundo
molar inferior para obtencdo de um espaco entre os dentes e, em seguida, com a ajuda de um
porta-agulha um fio de sutura de seda 3-0 (Procare®, Rio de Janeiro, Brasil) que foi
introduzido na posi¢do subgengival do primeiro molar e mantido atraves de dois nos
cirargicos simples voltados para mesial, por 7 dias, de acordo com Belinello-Souza et al.,
2017; De Moraes et al., 2017; Pillusky et al., 2017; Theodoro et al., 2017; Filipini et al.,
2019) (FIGURA 2).

Figura 2. Insercéo do fio de sutura para inducgéo da periodontite.

Fonte: Arquivo pessoal.

Decorridos 7 dias da inducéo da periodontite experimental, os fios foram removidos e

0s animais foram divididos randomicamente, de acordo com o tratamento periodontal.
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3.4.4 Tratamentos

Grupo I: Terapia periodontal ndo-cirargica (GI-TPNC)

Apobs o periodo de inducdo da condicdo patoldgica, os fios foram removidos e 0s
animais submetidos a procedimentos de RACR com cureta de Gracey mini-five 5-6 (Trinity®,
S&o Paulo, Brasil) ao redor de todo o dente, por meio de 10 movimentos de tracdo distal-
mesial nos sitios vestibular e lingual e com movimentos de tracdo cérvico-olcusais nas areas
de furca e interproximal, de forma que todo depdsito de biofilme e/ou célculo fosse removido.
(Quadro 1).

Grupo Il: Terapia periodontal ndo-cirdrgica + gel de curcumina a 2% (GII-CURC)

Apobs o periodo de inducdo da condicdo patoldgica, os fios foram removidos e 0s
animais submetidos a procedimentos de RACR e, em seguida, o gel de curcumina foi inserido
lentamente no interior do sulco gengival, na face vestibular e lingual dos primeiros molares
inferiores, utilizando uma seringa com a ponta direcionada para o interior da bolsa periodontal
sendo mantido por 5 minutos, sem qualquer iluminacéo artificial direta.

O gel de curcumina foi formulado no Laboratério Dilecta (Jodo Pessoa, Paraiba,
Brasil), conforme preconizado por Hosadurga et al., 2014. Inicialmente foi preparado um gel
de carbopol 2% que consistiu no aquecimento de nipagin (0,18%) em agua purificada. Apos
seu resfriamento, houve a dispersdo do carbopol em &gua, passando por uma hidratacdao de 4
horas. Em seguida, essa mistura foi levada ao agitador magnético para homogeneizagdo. Foi
adicionada a trietanolamina (1,7%) até atingir o pH 6,0 e acrescentado o propilenoglicol
(25%). Por fim, a Curcuma Longa 2% (Valdequimica®, Caxingui, Sdo Paulo, Brasil) foi
incorporado ao gel de carbopol g.s.p 50g, homogeneizado e verificado o pH final de 5,8,
coloracéo laranja e consisténcia conforme (Anexo B). (Quadro 1).

Grupo Il1: Terapia periodontal ndo-cirurgica + irradiagdo com LED (GIII-LED)

Apos o periodo de inducdo da condicdo patologica, os fios foram removidos e 0s
animais submetidos a procedimentos de RACR e, em seguida, a irradiagdo com LED azul
(KaVo Poly 600®), com comprimento de onda de 450-460nm, poténcia radiada maxima 400-
600mW/cm?, poténcia minima 3,3W, durante 60 segundos, com irradiacdo localizada e em

contato com a area, no modo continuo (FIGURA 3). (Quadro 1).
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Figura 3. Modelo de LED azul utilizado na pesquisa.
(Google, 2020).

Grupo IV: Terapia periodontal ndo-cirurgica + gel de curcumina a 2% + irradiagdo com LED
(GIV-TFD).

Apos o periodo de inducdo da condicdo patologica, os fios foram removidos e 0s
animais submetidos a procedimentos de RACR e, em seguida, a aplicacdo do gel de
curcumina a 2% (conforme GCURC). Decorrido o tempo de pré-irradiacdo, o excesso de gel
foi removido com o auxilio de um algodé&o estéril e logo ap6s a regido foi irradiada com com

LED (conforme parametros mencionado no GLED). (Quadro 1).



Quadro 1. Descri¢do dos grupos de tratamento
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SUBGRUPO POR DESCRICAO
GRUPO
TRATAMENTO
Gl- TPNC Sem diabetes + terapia periodontal
(n=10) ndo cirdrgica.
Sem diabetes + terapia periodontal
Gll- CURC L o
ndo cirargica + aplicacdo do gel de
(n=10) .
curcumina 2%.
Sem diabetes + terapia periodontal
NG (n=40) Glll- LED o o
ndo cirdrgica + irradiacdo com
(n=10)
LED.
Sem diabetes + terapia periodontal
GIV- TFD ndo cirurgica + aplicacdo do gel de
(n=10) curcumina 2% + irradiagdo com
LED.
Gl- TPNC Com diabetes + terapia periodontal
(n=10) ndo cirdrgica.
Com diabetes + terapia periodontal
GlI- CURC o _
néo cirdrgica + aplicagdo do gel de
(n=10) )
curcumina 2%.
Com diabetes + terapia periodontal
DM (n=40) Glll- LED L o
ndo cirdrgica + irradiacdo com
(n=10)
LED.
Com diabetes + terapia periodontal
GIV- TFD ndo cirdrgica + aplicacdo do gel de
(n=10) curcumina 2% + irradiagdo com
LED.

3.4.5 Eutanasia

ApoOs o tratamento, 5 animais de cada subgrupo foram eutanasiados aos 7 e 14 dias,

com a observancia da glicemia para confirmacdo do estado diabético. A eutanasia foi

realizada por anestesia inalatoria com isoflurano (Cristalia®, S&o Paulo, Brasil) e depois de
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constatada a morte do animal a mandibula foi removida, separada em sua sinfise com o
auxilio de uma tesoura metzembaum que era colocada entre os incisivos inferiores. Cada
hemi-mandibula foi colocada em frasco contendo formol 10% tamponado, para posterior

analise da reabsorgdo dssea por microtomografia computadorizada (FIGURA 4).

e S, Vs Ve -,
i i BASELINE / :
INDUCAO DM INDUCAOQ DP TRATAMENTO EUTANASIA
- 10 DIAS - 7 DIAS g Dml 7E 14 DIAS

Figura 4: Delineamento experimental do estudo.

3.5 FASE LABORATORIAL

Apbés a eutdnasia, a hemi-mandibula foi submetida ao escaneamento por
microtomografia computadorizada (micro CT) e posteriormente analisadas no Laboratério de

Microscopia e Imagem Bioldgica (LAMIB) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

3.5.1 Método da Microtomografia Computadorizada (micro CT)

A microtomogradia computadorizada (micro CT) é uma versdo em miniatura da
técnica da tomografia computadorizada e vem sendo usada em analise experimental. Trata-se
de um método de diagnostico que permite a visualizagdo de um objeto de forma ndo-
destrutiva e o principio do seu funcionamento baseia-se na propriedade dos materiais
absorverem esta radiacdo de forma diferenciada, dependendo de sua composi¢do quimica e
densidade.

Essa técnica diagnostica divide virtualmente o objeto do estudo em ““fatias” nas quais
sdo mapeados parametros fisicos como a densidade e a porosidade de cada regido interna do
objeto, apresentadas na forma de imagens bidimensionais que podem ser compostas de modo
a obter objetos virtuais tridimensionais (3D), por meio de algoritmos computacionais.

A obtencdo de imagens tomograficas (seccdes transversais) € realizada em duas
etapas: a primeira consiste na aquisicdo das imagens radiograficas de diversas projecoes

angulares da amostra ao longo de uma rotagdo de 180° ou 360° com passos de rotagdo muito
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precisos; e a segunda permite a reconstrucdo das imagens das sec¢des transversais a partir das
imagens das projec6es angulares por meio do algoritmo de reconstrucdo de feixe conico de
Feldkamp modificado que rota no cluster de computadores.

O uso de imagens para a analise da estrutura 6sse apresenta algumas vantagens:
método imparcial, permite a mensuracdo da estrutura tridimensional das trabéculas, sua
conectividade e orientagdes arbritarias, possibilidade de ser automatizado, dispensa métodos
especificos para a preparacdo das amostras, realiza maltiplas simulacBes sem destruir a
amostra e reduzindo o nimero de animais utilizados. Por outro lado, esse tipo de analise dssea
ndo fornece informagdes sobre a atividade celular ou sobre a dindmica do processo de

mineralizacéo.

3.5.2 Andlise por Microtomografia Computadorizada (micro CT)

Para a realizacdo da analise microtomogréfica, foi utilizado o aparelho SkyScan®
1172 (Bruker, Kontich, Bélgica), conforme adaptacdo do protocolo de Fernandes, 2014. As
amostras de hemi-mandibula foram escaneadas em trés planos espaciais padronizados com
um tamanho de voxel isotropico de 9um, 60kV, 165uA em 180°, com um angulo de rotacédo
de 0,4°, no tempo de exposicao de 0,5 segundos utilizando um filtro de aluminio de 0,5mm.

As pecas foram posicionadas e fixadas no porta-amostra apropriado para o
equipamento, com uma cera utilidade, possibilitando a estabilizacdo a fim de prevenir
qualquer tipo de movimentacdo durante o escaneamento. As imagens de cada amostra foram
reconstruidas a partir do &pice da coroa, incluindo o processo do osso alveolar com o software
especifico NRecon® (v 1.6.3.3) em cerca de 100 fatias, de acordo com os parametros
anatébmicos adotados, para gerar a imagem tridimensional. Os softwares CTAn® (v 1.10.11.0),
Data Viewer® (v 1.4.3) e CTvox® (v 2.0.0.0) foram utilizados para a visualizacdo
tridimensional e a anélise qualitativa e quantitativa da anatomia interna e externa do 0sso
alveolar.

O programa Data Viewer® foi utilizado para visualizagdo e avaliagio bidimensional
(medidas lineares) dos eixos coronal, transaxial e sagital, bem como a definicdo da distancia
da juncdo cemento-esmalte (JCE) a crista 0ssea (CO) nos aspectos vestibular e lingual dos
dentes, e da regido interproximal e de furca. A posicdo da crista dssea alveolar foi
determinada como o primeiro contato do osso com a superficie radicular.

As andlises lineares foram realizadas ap6s o estabelecimento de uma posicéao ideal,

determinada pelo examinador. Tal posicdo era representada quando, no plano sagital, era
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possivel visualizar, nitidamente, o primeiro e segundo molares, enaquanto que no plano
coronal, as raizes estavam completamente separadas. A medicdo na regido de furca foi
realizada na imagem existente no eixo sagital, ao passo que a quantificacao de perda dssea por
vestibular, lingual e interproximal foi feita nas imagens no eixo transaxial. Para avaliar a
perda dssea alveolar, as distancias da juncdo cemento-esmalte (JCE) a crista dssea (CO)
alveolar foram medidas em pum em quatro locais distintos: na face vestibular e lingual, na area

de furca e na interproximal (FIGURA 5).

Figura 5. llustracdo das medidas lineares.

Fonte: Arquivo pessoal.

- Regido de furca: distancia do teto da furca até a CO interradicular;
- Regido interproximal: distancia do ponto de contato até a CO interproximal,
- Face vestibular: distancia linear entre a JCE até a crista dssea vestibular (COV);

- Face lingual: distancia linear entre a JCE até e a crista 6ssea lingual (COL)

As medicbes volumétricas foram realizadas apos a selecdo de uma regido de interesse
(ROI) (coronal) e utilizando o CTAN. A ROI foi delimitada a partir da raiz mesial do primeiro
molar até a raiz mesial do segundo molar, servindo como bordas de ponto final, pois a doenca
periodontal experimental e a maxima perda déssea foram evidentes no primeiro molar, na
regido de furca e na area interproximal entre o primeiro e segundo molar.

O objetivo das andlises volumétricas foi quantificar o volume de 0sso alveolar em
duas regides distintas: interproximal entre primeiro e segundo molar e furca do primeiro
molar. Para tanto, foi selecionado como ponto de partida o corte (slice) em que as quatro
raizes do primeiro molar inferior do animal foram visualizadas nitidamente e o ponto final foi
determinado como a posi¢cdo em que ndo era mais possivel visualizar o 0sso interradicular,

resultando na inclusdo minima das raizes dos dentes e quantificagdo maxima do 0sso alveolar.
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Apo6s a delimitacdo dessas referéncias e com desenho da ROI, guiado por pontos de
referéncia morfoldgicos, os contornos foram tragados em intervalos regulares com um método
baseado em fatias, a cada 10 planos, estabelecendo-se 100 cortes para analise. Todos o0s
contornos foram tracados comecando imediatamente abaixo da juncdo cemento-esmate e
deslocando-se 1,5mm na direcéo apical. Assim, toda a area 0ssea da regido interproximal e a
area de furca do primeiro molar foi envolvida pela ROI.

Apos a interpolacdo dos ROIs (coronal, sagital e transaxial), unidos em uma s6
estrutura, foi realizado o processamento da imagem e, por fim, a geracdo dos dados
volumétricos, através do aplicativo CTANn® com selecionamento prévio dos parametros de
interesse para a posterior confec¢do das imagens em 3D da area de interesse, bem como da

area total da amostra, com a utilizacédo do aplicativo CTVox® (FIGURA 6).

Figura 6. Medicdo das medidas volumétricas na regido de interesse atraves dos eixos
de orientacdo anatémica.

Fonte: Arquivo pessoal.

Com o CTAnfoi possivel definir a area de interesse para a avaliagdo tridimensional e
ele permite analisar e medir a imagem de acordo com as escalas de cinza (thershould),
possibilitando obter o volume de osso formado nos alvéolos em reparacéo.

Por meio de segmentacdo foi possivel diferenciar voxels que correspondem a
diferentes tecidos, tais como, tecido 6sseo, esmalte, dentina e tecidos moles; existiam também
voxels que ndo representavam tecidos e sim outras substancias como agua ou ar. Voxels mais
claros significam alta quantidade de célcio (alta densidade Ossea), 0s voxels escuros
representam tecidos moles ou menor quantidade de célcio. Durante a segmentacdo estes

voxels foram descartados.
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Para a obtencdo do volume 6sseo foram eliminados, pelo processo de segmentagdo, a
coroa e raiz dentaria do primeiro molar, bom como a raiz do incisivo que passa por baixo
desta unidade dentéaria. Para esse processo escolheu-se o threshold que determinou e
diferenciou o tecido 6sseo dos demais materiais €, a partir de entdo, procedeu-se a correcao
manual de pixels em cada fatia 2D para a seguir obter a reconstrucdo 3D do 0ssoO
remanescente sem a unidade dentaria.

Dentre os parametros investigados estdo: o volume 6sseo (VO), volume tecidual (VT)
e a relagdo entre eles (VO/VT), além da area de superficie dssea (SO) e sua relagdo com o
volume tecidual (SO/VT) e analise trabecular quanto a espessura (ESP.TRB), numero
(NUM.TRB) e separacdo trabecular (SEP.TRB). Durante o apareciemnto de condicOes
patolégicas com envolvimento 6sseo como no caso da periodontite, as trabéculas dsseas sdo
perfuradas e a conectividade entre elas é parcialmente dissolvida.

Todos os célculos sdo realizados sobre a regido e/ou volume de interesses (VOI)
selecionados e este, por sua vez, refere-se a soma de todos os ROIs coletivos sobre um
conjunto contiguo de fatias de imagem de seccdo transversal, representando um volume 3D

selecionado. Dessa forma, as analises morfométricas em 3D sdo realizadas em um VOI.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram organizados em um banco de planilha Excell e posteriormente
transferidos para o programa IBM SPSS Statistics (versdo 25.0; IBM Corp., Armonk, NY,
USA), para realizacdo das andlises estatisticas. Os resultados foram expressos como média e
desvio-padrdo dos grupos experimentais em cada periodo, para os parametros lineares e
volumétricos, considerando cada hemi-mandibula como uma unidade experimental. Os dados
foram analisados intragrupo considerando os diferentes ponto de tempos e intergrupo, a cada
intervalo de tempo.

Para a selecdo dos testes estatisticos, foram realizados testes de homogeneidade e
homocedasticidade, através do Teste Z (p <1,96). Os testes paramétricos, analise de variancia
(ANOVA Two Way) e pos-hoc de Bonferroni, foram utilizados para a avaliacdo intergrupo de
perda Ossea e microarquitetura 0ssea. O teste t para as amostras independentes foi realizado
para obter a avaliagdo intragrupo nos tempos experimentais de 7 e 14 dias. Para todas as
andlises estatisticas, foi adotado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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4 ARTIGO
4.1 APRESENTACAO

O projeto de pesquisa foi desenvolvido e aprovado em qualificagédo pelo Programa de
P6s-Graduacdo em Odontologia da UEPB. Mediante execucdo desse projeto, um artigo é
apresentado nesta tese: “Terapia Fotodindmica Antimicrobiana com curcumina na
reabsorcéo 0ssea periodontal em ratos diabéticos”.

O artigo serd submetido ao periédico Photodiagnosis and Photodynamic Therapy
(ISSN: 1572-1000; Fator de impacto: 2.894; Qualis Odontologia/Referéncia Al), cujas

normas para submisséo de trabalhos séo apresentadas no ANEXO C.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDa) com curcumina a
2% na reabsorcdo 6Ossea periodontal em ratos diabéticos. Método: Estudo experimental in
vivo, com 80 ratos machos, divididos em 2 grupos: 40 normoglicémicos (NG) e 40 diabéticos
(DM), sendo subdividos em 4 grupos a depender do tratamento: Gl - terapia periodontal néo
cirurgica (GI-TPNC); GIl — TPNC + gel de curcumina 2% por 5 minutos e sem iluminacao
direta (GII-CURC); GIIl — TPNC + LED (KaVo poly 600, 450-460nm, 400—600w/cm?,
3,3W, 60 segundos) (GIII-LED); GIV — TPNC + TFDa (GIV-TFD). A diabetes foi induzida
com estreptozotocina e a periodontite com ligadura no primeiro molar inferior. Apés a
intervencgéo, 7 e 14 dias depois, cinco animais de cada grupo foram eutanasiados e as hemi-
mandibulas removidas e encaminhadas para analise da microarquitetura 6ssea trabecular por
microtomografia computadorizada, através das medidas lineares e volumetricas. Foram
utilizados os testes analise da variancia (ANOVA two-way) para analise intragrupo e o teste t
para amostras independentes. Resultados: As medidas de perda 6ssea linear nos animais NG
e DM evidenciaram que ndo houve diferenca entre os tratamentos nos dois tempos. Na analise
intragrupo, o GII-CURC apresentou diferenca significativa para os NG com menor perda
0ssea na regido de furca aos 14 dias e para os DM, na face vestibular, um aumento da perda
6ssea. Com relacdo a andlise volumétrica, nos NG a menor remodelagdo dssea foi registrada
no GIV-TFD e na analise intragrupo, as diferencas significativas foram para GII-CUR com
menor volume tecidual aos 14 dias, embora tenha apresentado aumento no numero trabecular
e diminuicdo na separacéo trabecular. Nos DM néo houve diferenca entre os tratamentos com
7 e 14 dias, mas na andlise intragrupo, GIII-LED e GIV-TFD apresentaram diferenca
significativa com aumento na area de superficie 0ssea e espessura trabecular aos 14 dias. Na
comparacdo entre DM e NG, as diferencas significativas ndo priorizaram nenhum grupo e
nenhum tratamento especifico. Conclusdo: Em animais NG ou DM, as terapias
complementares podem promover um beneficio adicional com o decorrer do tempo,
principalmente em regido de dificil acesso. Para os DM, sugere-se um tratamento periodontal
que seja iniciado com a TFDa ou curcumina e manutencao com repeticdo de sessbes de TFDa,
LED ou apenas com a TPNC, para que a eficicia seja garantida evitando a perda Ossea
gradativa. Na comparacdo entre NG e DM, a condic¢éo sistémica néo teve grande influéncia na
perda Ossea periodontal. Palavras-chaves: Curcumina; Ratos, Doencas periodontais;
Microtomografia Computadorizada; Fotoquimioterapia.

Introducéo
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A doenca periodontal (DP) é uma condicdo inflamatéria que afeta os tecidos de
suporte e protecdo dos dentes, podendo levar a destruicdo do osso alveolar e do ligamento
periodontal, sendo a periodontite uma das principais causas de perda dentaria, afetando a
qualidade de vida das pessoas em termos de capacidade funcional reduzida, autoestima e
relacdes sociais (ZAMBRANO et al., 2018; FILIPINI et al., 2019).

O desenvolvimento de tal condi¢cdo € iniciado pelo biofilme microbiano oral,
particularmente anaerobios gram-negativos e seus produtos metabolicos que desempenham
papel importante na resposta imune do hospedeiro. Portanto, sua patogénese é considerada um
processo disbidtico resultante de um desequilibrio entre os microrganismos do biofilme e as
respostas do hospedeiro (ELBURKI et al., 2017; ZAMBRANO et al., 2018).

De acordo com a nova classificacdo das doencgas periodontais, existem doencas
sisttmicas comuns, como 0 DM néo controlado, com efeitos variaveis que modificam o curso
da periodontite. Estes efeitos parecem fazer parte da natureza multifatorial de doencas
complexas como a periodontite e estdo incluidos como um descritor no processo de
estadiamento e graduacdo (CATON et al., 2018).

E importante ressaltar que a DP destrutiva é uma condicdo especifica local que
frequentemente afeta um numero limitado de dentes e, apesar de ser uma condicdo sitio-
especifica, a infeccdo periodontal também pode ter implicacbes para a salde sistémica,
particularmente diabetes mellitus (DM) (ELBURKI et al.,, 2017; (PARK et al.,, 2017,
ZAMBRANO et al., 2018; FILIPINI et al., 2019).

A diabetes ¢ uma condicdo patologica, com alta prevaléncia na populacéo,
corresponde a um disturbio metabolico cronico caracterizado por um quadro de hiperglicemia
em funcgdo da deficiéncia de insulina e também est4 associado a ativacdo da resposta imune,
caracterizada por niveis aumentados de mediadores inflamatérios (ELBURKI et al., 2017;
IVANAGA et al., 2019).

No principio acreditava-se que a periodontite representava uma complicacdo da
diabetes, mas atualmente considera-se que as duas condigdes tém relagdo bidirecional e,
embora a diabetes ndo desencadeia a periodontite, é considerada um grande fator de risco e
preditor (CORLAN PUSCU et al., 2016).

Esse estado de hiperglicemia cronica leva a respostas imunoinflamatorias que também
pode ser ativada por antigenos bacterianos, amplificando a inflamagdo em condigdes
infecciosas em diabéticos (ELBURKI et al., 2017; IVANAGA et al., 2019). Além disso, a
diabetes tem um efeito importante sobre 0 aumento da osteoclastogénese e da apoptose de
osteoblastos (LLAMBES, ARIAS-HERRERA, CAFFESSE, 2015).
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Uma vez que o desequilibrio dessa imunomodulagéo é o ponto chave para destruicdo
dos tecidos associados a periodontite, existe um grande interesse em estratégias terapéuticas
moduladoras do hospedeiro. Embora seja preconizado a terapia periodontal ndo cirlrgica
(TPNC), por meio da raspagem e alisamento corono-radicular (RACR), devido suas
limitacOes técnicas, novas alternativas a exemplo da terapia fotodindmica antimicrobiana
(TFDa) tem se mostrado promissora como alternativa ou complementar (DE OLIVEIRA et
al., 2016; BARIN et al., 2017; BELINELLO-SOUZA et al., 2017; THEODORO et al., 2017;
ZAMBRANO et al., 2018; IVANAGA et al., 2019; PERON et al., 2019).

Outro método alternativo para o tratamento é a busca por substancias, com efeito,
antibiofilme e a curcumina, composto fendlico extraido do rizoma da Curcuma longa, por
suas  propriedades  anti-inflamatdria, antioxidante, antimicrobiana,  cicatrizante e
imunomoduladora, tornou-se favoravel para essa finalidade terapéutica (ZAMBRANO et al.,
2018; DE ALMEIDA BRANDAO et al., 2019). Além de seus efeitos diretos, a curcumina
também pode ser usada como fotossensibilizador (FS) para a TFDa, com um pico de absor¢éo
na faixa de 300 a 500nm (méximo em 430-435nm), tornando-o compativel com a luz azul,
mais especificamente com diodo emissor de luz (LED) (NAJAFI et al., 2016; THEODORO et
al., 2017; SAITAWWEE et al., 2017; POURHAJIBAGHER et al., 2018).

Para avaliar a eficacia dos métodos terapéuticos, a microtomografia computadorizada
(micro CT) tem se mostrado um método fidedigno, em funcdo do alto poder de resolugéo e
por possibilitar uma imagem tridimensional (WANG et al., 2014; PARK et al., 2017).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da TFDa com curcumina a 2% na
reabsorcdo Ossea periodontal em ratos diabéticos, por meio da micro CT, com o intuito de
subsidiar estratégias terapéuticas para essa condicao patolégica.

Materiais e métodos

No presente estudo experimental pré-clinico in vivo, foram utilizados 80 ratos Wistar
machos (Rattus norvegicus), com 2 a 3 meses de idade e pesando aproximadamente 250 a
3509, provenientes do Biotério da UFPE (Universidade Federal de Pernambuco). Estes
animais foram acondicionados no Biotério da UNIFACISA e mantidos em gaiolas plasticas
durante o experimento, com no maximo cinco animais, separados de acordo com 0s grupos e
periodos de tratamentos, sob um regime de 12/12h de ciclo dia/noite e recebendo racdo padrao

(Supralab, Sao Leopoldo, Brasil) e d4gua ad libitum. Foram incluidos no estudo os animais que


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pourhajibagher%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30090117
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se apresentaram em condi¢fes saudaveis e aptos a se submeterem aos procedimentos

operatorios.

Aspectos Eticos

O presente estudo foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento (CESED) de Campina Grande/PB e aprovado
sob 0 n° 008014122018 (ANEXO A). Todo 0 experimento seguiu 0s preceitos da Lei n°
11.794 de 88 de outubro de 2008, no Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009 e das normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

Inducéo da diabetes

Antes da inducgdo da diabetes tipo I, 0os animais foram submetidos a um jejum prévio
de 12 horas para dieta s6lida. O método utilizado foi a inducdo quimica por meio da aplicacdo
intraperitoneal de uma Unica dose de 50mg/kg de estreptozotocina (Cayman®, Ann Arbor,
USA) dissolvida em solucdo de tampdo citrato na concentragdo de 0,1M mg/mL e na
proporcdo de 1mL/kg com pH de 4,5. Apo6s 2 horas do procedimento, os animais receberam
alimento solido e liquido normalmente, sendo mantidos no biotério com acompanhamento
diario da evolucédo do quadro clinico.

A glicemia foi verificada com a retirada de sangue da veia caudal no dia da inducédo da
diabetes, para descartar a possibilidade de diabetes pré-existentes, trés dias depois para a
confirmacédo da efetividade do procedimento e nos dias de tratamento e da eutandsia com o
uso do glicosimetro (On Call Plus®, San Diego, Estados Unidos). Os animais que
apresentaram em todas as etapas alteracdo no indice glicémico (glicemia > 250mg/dL) foram

selecionados para o grupo com diabetes e os demais foram excluidos.

Inducéo da periodontite

Antes da inducéo da periodontite pelo método da ligadura, os animais foram pesados
em uma balanca analitica (Shimadzu®, S&o Paulo, Brasil) para o calculo da correta dosagem
do anestésico geral a ser administrado. Foi utilizada uma associacao anestésica de 70mg/kg de
cetamina (Dopalen®, S&o Paulo, Brasil) e 6mg/kg de xilazina (Anasedan®, Sdo Paulo, Brasil).

Constatado o plano anestésico profundo, os animais foram posicionados em um aparato
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previamente confeccionados para que os maxilares fossem mantidos abertos por meio de
bandas elasticas presas aos incisivos e facilitando o acesso aos dentes posteriores da
mandibula.

Um sonda exploradora de Odontopediatria foi introduzida entre o primeiro e segundo
molar inferior para obtencdo de um espaco entre os dentes e, em seguida, com a ajuda de um
porta-agulha um fio de sutura de seda 3-0 (Procare®, Rio de Janeiro, Brasil) que foi
introduzido na posicdo subgengival do primeiro molar e mantido através de dois nos
cirrgicos simples voltados para mesial, por 7 dias. Ndo foram administrados anti-

inflamatorios nem antibidticos para ndo influenciar o resultado do estudo.
Tratamentos
Apo6s o periodo de inducdo das condigdes patoldgicas, os animais foram divididos em

dois grupos: normoglicémicos (NG) e diabéticos (DM) e subdivididos de acordo com o

tratamento ao qual foi submetido.
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Quadro 1. Descri¢édo dos grupos de tratamento

SUBGRUPO DESCRICAO
GRUPO POR
TRATAMENTO
Gl - TPNC Sem diabetes + terapia periodontal ndo cirdrgica.
(n=10)
Gll - CURC Sem diabetes + terapia periodontal ndo cirdrgica +
NG (n=10) aplicagdo do gel de curcumina 2%.
(n=40) Glll - LED Sem diabetes + terapia periodontal ndo cirargica +
(n=10) irradiagdo com LED.
GIV -TFD Sem diabetes + terapia periodontal ndo cirargica +
(n=10) aplicacéo do gel de curcumina 2% + irradiagdo com LED.
Gl - TPNC Com diabetes + terapia periodontal ndo cirdrgica.
(n=10)
Gll - CURC Com diabetes + terapia periodontal ndo cirdrgica +
DM (n=10) aplicacéo do gel de curcumina 2%.
(n=40) GllI- LED Com diabetes + terapia periodontal ndo cirurgica +
(n=10) irradiacdo com LED.
GIV -TFD Com diabetes + terapia periodontal ndo cirurgica +
(n=10) aplicacgdo do gel de curcumina 2% + irradiacdo com LED.

Grupo |: Terapia periodontal ndo cirurgica (GI-TPNC)

Apos o periodo de inducdo da condicdo patologica, os fios foram removidos e 0s
animais submetidos a procedimentos de RACR com cureta de Gracey mini-five 5-6 (Trinity®,
S&o Paulo, Brasil) ao redor de todo o dente, por meio de 10 movimentos de tracdo distal-
mesial nos sitios vestibular e lingual e com movimentos de tracdo cérvico-olcusais nas areas

de furca e interproximal, de forma que todo depdsito de biofilme e/ou calculo fosse removido.

Grupo 2: Terapia periodontal ndo cirargica + gel de curcumina a 2% (GI11-CURC)

Apos o periodo de inducdo da condigcdo patoldgica, os fios foram removidos e 0s

animais submetidos a procedimentos de RACR e, em seguida, o gel de curcumina foi inserido
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lentamente no interior do sulco gengival, na face vestibular e lingual dos primeiros molares
inferiores, utilizando uma seringa com a ponta direcionada para o interior da bolsa periodontal
sendo mantido por 5 minutos, com duas trocas, sem qualquer iluminacdo artificial direta.

O gel de curcumina foi formulado no Laboratério Dilecta (Jodo Pessoa, Paraiba,
Brasil), conforme preconizado por Hosadurga et al., 2014. Inicialmente foi preparado um gel
de carbopol 2% que consistiu no aguecimento de nipagin (0,18%) em agua purificada. Apos
seu resfriamento, houve a dispersdo do carbopol em agua, passando por uma hidratacédo de 4
horas. Em seguida, essa mistura foi levada ao agitador magnético para homogeneizacdo. Foi
adicionada a trietanolamina (1,7%) até atingir o pH 6,0 e acrescentado o propilenoglicol
(25%). Por fim, a Curcuma Longa 2% (Valdequimica®, S&o Paulo, Brasil) foi incorporado ao
gel de carbopol g.s.p 50g, homogeneizado e verificado o pH final de 5,8, coloracédo laranja e

consisténcia conforme.

Grupo 3: Terapia periodontal ndo cirurgica + irradiacdo com LED (GII1-LED)

Apos o periodo de inducdo da condicdo patologica, os fios foram removidos e 0s
animais submetidos a procedimentos de RACR e, em seguida, a irradiacdo com LED azul
(KaVo Poly 600%), com comprimento de onda de 450-460nm, poténcia radiada maxima 400-
600mW/cm?, poténcia minima 3,3W, durante 60 segundos, com irradiagio localizada e em

contato com a area, no modo continuo

Grupo 4: Terapia periodontal néo cirurgica + gel de curcumina a 2% + irradiacdo com
LED (GIV-TFDa)

Apos o periodo de inducdo da condicdo patologica, os fios foram removidos e 0s
animais submetidos a procedimentos de RACR e, em seguida, a aplicacdo do gel de
curcumina (conforme GII-CUR). Decorrido o tempo de pré-irradiacdo, o excesso de gel foi
removido com o auxilio de um algodao estéril e logo apos a regido foi irradiada com LED

(conforme parametros mencionado no GIII-LED).

Eutanasia

Ao final do experimento, 5 animais de cada grupo foram sacrificados aos 7 e 14 dias,

via dose letal de isoflurano (Cristalia® S&o Paulo, Brasil). As hemi-mandibulas foram
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removidas e fixadas em formaldeido a 10% tamponado para posteriormente serem submetidas

a andlise de microtomografia computadorizada.

Andlise por microtomografia computadorizada (micro CT)

Apls a eutanadsia, a hemi-mandibula foi submetida ao escaneamento em
microtomografia computadorizada (micro CT) e posteriormente analisadas no Laboratorio de
Microscopia e Imagem Biol6gica da Universidade Federal da Paraiba. As amostras de hemi-
mandibula foram escaneadas no aparelho SkyScan 1172 (Bruker, Kontich, Bélgica) em trés
planos espaciais padronizados com um tamanho de voxel isotrépico de 9 um, 60 kV, 165 YA,
em 180°, angulo de rotag@o de 0,4, com um tempo de exposi¢ao de 0,5 segundos e utilizando
um filtro de aluminio de 0,5mm. Em seguida, todas as imagens foram salvas em cortes
sagitais e reconstruidas com o auxilio de um software especifico NRecon (Bruker micro CT).

As medidas lineares foram produzidas por meio do software DataViewer® (Bruker
micro CT), utilizando como marco anatdmico a juncdo cemento-esmalte (JCE), as cristas
Osseas (CO) de cada face, onde é possivel a visualizacdo de trés eixos (sagital, coronal e
transaxial) para mensuragédo na face vestibular (da JCE para a CO vestibular), na face lingual
(da JCE para a CO lingual), na interproximal (do ponto de contato para a CO interproximal) e
na regido de furca (do teto da furca para a CO interradicular).

As medicbes volumétricas foram realizadas utilizando um programa especifico de
analise 3D (CTAnN), apos a selecdo de uma regido de interesse (ROI) (coronal), delimitada a
partir da raiz mesial do primeiro molar até a raiz mesial do segundo molar, servindo como
bordas de ponto final, pois a doenca periodontal experimental e a méxima perda 6ssea foram
evidentes no primeiro molar, na regido de furca e na area interproximal entre o primeiro e
segundo molar.

Apo6s a delimitacdo dessas referéncias e com desenho da ROI, guiado por pontos de
referéncia morfoldgicos, os contornos foram tracados em intervalos regulares com um método
baseado em fatias, a cada 10 planos, estabelecendo-se 100 cortes para analise. Todos 0s
contornos foram tragados comecando imediatamente abaixo da JCE e deslocando-se 1,5mm
na direcdo apical. Assim, toda a area éssea da regido interproximal e a area de furca do
primeiro molar foi envolvida pela ROI.

Apos a interpolacdo das ROIs (coronal, sagital e transaxial), unidos em uma s
estrutura, foi realizado o processamento da imagem e, por fim, a geracdo dos dados

volumétricos, através do aplicativo CTAn® com selecionamento prévio dos parametros de
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interesse, para a posterior confeccdo das imagens em 3D da &rea de interesse, bem como da
area total da amostra, com a utilizacdo do aplicativo CTVox®.

Dentre os parametros investigados estdo: o volume 6sseo (VO), volume tecidual (VT)
e a relagdo entre eles (VO/VT), além da area de superficie dssea (SO) e sua relagdo com o
volume tecidual (SO/VT) e analise trabecular quanto a espessura (ESP.TRB), numero
(NUM.TRB) e separacéo trabecular (SEP.TRB).

Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram organizados em um banco de planilha Excell e posteriormente
transferidos para o programa IBM SPSS Statistics (verséo 25.0; IBM Corp., Armonk, NY,
USA), para realizacdo das analises estatisticas. Os resultados foram expressos como média e
desvio-padrdo dos grupos experimentais em cada periodo, para os parametros lineares e
volumeétricos, considerando cada hemi-mandibula como uma unidade experimental. Os dados
foram analisados intragrupo considerando os diferentes ponto de tempos e intergrupo, a cada
intervalo de tempo.

Para a selecdo dos testes estatisticos, foram realizados testes de homogeneidade e
homocedasticidade, através do Teste Z (p <1,96). Os testes paramétricos, analise de variancia
(ANOVA Two Way) e pos-hoc de Bonferroni, foram utilizados para a avaliagéo intergrupo de
perda Ossea e microarquitetura 0ssea. O teste t para as amostras independentes foi realizado
para obter a avaliacdo intragrupo nos tempos experimentais de 7 e 14 dias. Para todas as

analises estatisticas, foi adotado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

Resultados

Os resultados das medidas de perda dssea linear nos animais normoglicémicos, por
meio da analise de variancia, evidenciaram que ndo houve diferenca entre os tratamentos com
7 e 14 dias (p>0,05). Aos 14 dias, todos os grupos apresentaram diminuicdo na perda 6ssea na
regido de furca, com exce¢do do GI-TPNC (481,64 para 807,00) e, em contrapartida, aumento
na perda éssea interproximal, com exce¢do do GIV-TFD (2.119,60 para 1.760,46), embora
sem diferenca estatistica. Na analise intragrupo, o GII-CURC apresentou menor perda 6ssea
na regido de furca com 14 dias de tratamento (795,74), com diferenca significativa (p<0,05),

quando comparado ao grupo com 7 dias de tratamento (1.357,68) (Tabela 1).
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Na comparacao dos tratamentos com relagcdo aos parametros volumétricos em animais
normoglicémicos (Tabela 3), observou-se que os valores menos favoraveis a remodelacédo
Ossea foram registrados no GIV-TFD, com diferenca significativa para o volume tecidual
(VT), o volume 6sseo (VO), a area de superficie Ossea (SO) e a espessura trabecular
(ESP.TRB) quando comparados aos grupos GI-TPNC e GII-CURC (p<0,05) e na relacéo
entre 0 volume 0sseo e 0 volume tecidual (VO/VT) em comparagdo ao GI-TPNC (p<0,05).
Na analise intragrupo, houve aumento nas medidas em todos os grupos aos 14 dias em
comparacao com 7 dias de tratamento para as medidas de volume 6sseo (VO), relacdo entre
volume 06sseo e volume tecidual (VO/VT), area de superficie 6ssea (SO), a relagdo entre a
area de superficie 6ssea e o volume tecidual (SO/VT) e o nimero de trabéculas (NUM.TRB).
Houve diferenca estatisticamente significativa apenas para GII-CURC que apresentou menor
volume tecidual (VT) aos 14 dias (0,87) quando comparado aos 7 dias (1,69), entretanto,
apresentou aumento no namero trabecular (NUM.TRB) (1,68 para 4,16) e diminuicdo na
separacdo trabecular (SEP.TRB) com 14 dias de tratamento (0,25), quando comparado aos 7
dias de tratamento (0,59) (p<0,05).

Os resultados das medidas de perda 6ssea linear nos animais diabéticos, por meio da
analise de variancia, evidenciaram que ndo houve diferenca entre os tratamentos com 7 e 14
dias (p>0,05). Aos 7 dias, as menores medidas de perda 6ssea foram registradas no GIV-TFD,
com excecdo da face vestibular. A maior perda na regido de furca foi para o GI-TPNC
(919,66) e na interproximal foi para o GII-CURC (1.953,42), sem diferenca estatisticamente
significativa. Aos 14 dias, todos os parametros de perda 6ssea aumentaram para GI1-CURC e
GIV-TFD, mas com diferenca significativa (p<0,05) apenas para 0 GII-CURC com relacgdo a
face vestibular (1.487,22) em comparagdo com 7 dias (788,70), na analise intragrupo. Nesse
periodo de 14 dias, houve aumento da perda 6ssea na regido interproximal para todos os
grupos e para a regido de furca, exceto o GI-TPNC que apresentou reducdo (919,66 para
508,42), mas sem relevancia em termos estatisticos (Tabela 2).

Na comparacao dos tratamentos com relagdo aos parametros volumétricos em animais
diabéticos, ndo houve diferenca entre os tratamentos com 7 e 14 dias (p>0,05). Na analise
intergrupo de 7 dias, os piores resultados para a reparacdo Ossea foram para o GlII-LED,
enquanto o GII-CURC apresentou os melhores resultados, exceto para o volume tecidual
(VT). Em contrapartida, aos 14 dias, o GIII-LED apresentou os melhores resultados, exceto
para a relacdo entre volume dsseo e tecidual (VO/VT) e a area de superficie 0ssea e volume
tecidual (SO/VT) e o GII-CURC, nesse mesmo periodo, ndo apresentou bons resultados em

termos de remodelacao da arquitetura 6ssea periodontal, mas com diferenca significativa para
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a espessura trabecular (ESP.TRB) (0,09 para 0,06). Apresentaram diferencas significativas na
analise intragrupo, os grupos GIII-LED e GIV-TFD com relagdo ao aumento na area de
superficie 6ssea (SO) (2,17 para 10,84 e 3,97 para 8,66, respectivamente) e na espessura
trabecular (ESP.TRB) (0,07 para 0,11 e 0,08 para 0,11, respectivamente) aos 14 dias quando
comparado aos 7 dias de tratamento (p<0,05), mas com aumento em todos 0s parametros
favoraveis a remodelacéo, inclusive no GI-TPNC (Tabela 4).

Na comparacdo entre os diabéticos e normoglicémicos, com relacdo as medidas
lineares aos 7 dias, verificou-se que os normogligémicos do GII-CURC e GIV-TFD
apresentaram maior perda éssea nas regides de furca (p=0,007 e p=0,04, respectivamente) e
interproximal (p =0,05 e p=0,02, respectivamente) em relacdo aos diabéticos. Nao foram
observadas diferencas estatisticas nos grupos GI-TPNC e GlII-LED (p>0,05), assim como na
comparacdo intergrupos (Tabela 5). Aos 14 dias, a analise comparativa revelou diferenca
significativa (p=0,009) com maior perda 6ssea na regido de interproximal para o GII-CURC
dos diabéticos (2.105,48) em comparacdo aos normoglicémicos (1.528,10) (Tabela 6).

Na tabela 7, na comparacéo entre normoglicémicos e diabéticos aos 7 dias com relagdo
as medidas volumétricas, observou-se com diferenca estatistica que GI-TPNC (p=0,03) e GlI-
CURC (p=0,001) apresentaram maior volume tecidual (VT) em animais normoglicémicos. No
GII-CURC, verificou-se maior percentual na relagdo VO/VT (p=0,03), na relacdo SO/VT
(p=0,01) e namero trabecular (NUM.TRB) (p=0,01) em ratos diabéticos, embora nesse grupo,
a maior separacao trabecular (SEP.TRB) (p=0,001) foi em ratos normoglicémicos.

Nessa mesma comparacao aos 14 dias (Tabela 8) foi possivel observar que o Gl-
TPNC apresentou maior volume tecidual (VT) em ratos normoglicémicos (p=0,04). Ja o GllI-
CURC apresentou maior volume dsseo (VO) (p=0,03) e maior espessura trabecular
(ESP.TRB) em normoglicémicos (p=0,003). Porém, no GIV-TFD, a espessura trabecular
(ESP.TRB) foi maior em diabéticos (p=0,02).

Discussao

O tratamento mais difundido para a periodontite envolve a terapia periodontal nao
cirargica com remocdo fisica/mecanica do biofilme por meio da raspagem e alisamento
corono-radicular com 0 uso de instrumentos manuais ou ultrassonicos, podendo estar
associado ao uso de agentes antimicrobianos. Clinicamente, é dificil determinar a eficacia
desse procedimento, especialmente onde houve grande perda de tecido, com bolsas

periodontais profundas e em regides de furca e é provavel que pequenas quantidades de
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bactérias sejam mantidas, com efeito significativo de degradacdo continua do tecido (Pal et
al., 2019). Esse estudo parte do principio de que o tratamento mecanico continua sendo
padrdo-ouro e por isso é utilizado como grupo controle e as demais terapias complementares
foram introduzidas com o intuito de avaliar os beneficios adicionais.

Por essas razfes, a comunidade cientifica busca um método alternativo e/ou adjuvante
que seja ideal para remover as bactérias periodontais, sem efeitos colaterais negativos
indesejados (De Oliveira et al., 2016; Pillusky et al., 2017). Nesse sentido, diversas
modalidades de tratamento tém sido propostas como monoterapia ou em associagdo ao
tratamento convencional, a exemplo da antibioticoterapia, fototerapia/fotobiomodulacéo,
fitoterapia e terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDa). Na presente pesquisa, foi feita um
comparativo dessas modalidades terapéuticas, sempre em associacdo ao tratamento mecanico
e essas terapias isoladas ou associadas, como é o caso da terapia fotodindmica.

Pesquisas mais recente avaliaram e comprovaram a eficacia da TFDa, tanto em
animais (De Oliveira et al., 2016; Gualberto et al., 2016; Pillusky et al., 2017; Theodoro et
al., 2017; Garcia et al., 2018; Filipini et al., 2019; Longo et al., 2019; Macedo et al., 2019)
guanto em humanos (Martins et al., 2016; Cadore et al., 2019; Ivanaga et al., 2019; Anselmo
et al., 2020; Derikvand et al., 2020; Niazi et al., 2020) e sugerem seu uso como adjuvante a
terapia mecanica no tratamento da periodontite. No presente experimento, optou-se pelo uso
de animais em virtude do baixo custo e por ser considerado uma opg¢éo de avaliacdo da
eficicia de modalidade de tratamento.

Com relacdo aos resultados promissores da TFDa, os estudos mais atualizados
mencionam seus efeitos na reducdo da viabilidade microbiana (Najafi et al., 2016; Theodoro
et al., 2016; Pourhajibagher et al., 2018; Saitawwee et al., 2018; Longo et al., 2019; Zhang et
al., 2019; Kumbar et al., 2020) do processo inflamatério (Garcia et al., 2014; Bakir et al.,
2016; De Oliveira et a., 2016; Gualberto et al., 2016; Elburki et al., 2017; Theodoro et al.,
2017; Filipini et al., 2019; Zhang et al., 2019) e da reabsorcdo 6ssea (Garcia et al., 2014; De
Oliveira et al., 2016; Gualberto et al., 2016; Belinello-Souza et al., 2017; Theodoro et al.,
2017; Garcia et al., 2018; Longo et al., 2019; Filipini et al., 2019; Zhang et al., 2019). Com o
uso do fotossensibilizador (curcumina) e da fonte de luz utilizada (LED azul) na pesquisa em
questdo, pretendia-se uma reducdo microbiana, anti-inflamatdria, antioxidante, assim como
uma reducdo na reabsorcao dssea.

Peron et al. (2019) por meio de uma revisdo sistematica abordando o assunto da
erradicacdo de microrganismos com a TFDa, afirmam que, embora os resultados sugiram

acao antimicrobiana, principalmente em bactérias na fase plancténica, a falta de uniformidade
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nos protocolos leva a considerar que a eficacia bactericida contra periodontopatogenos
permanece obscura. Além do que, na analise da eficacia dessa terapia em alguns estudos
experimentais, algumas condicgdes sistémicas também podem estar associadas a exemplo dos
estudos que avaliaram animais sob efeito da nicotina (Gualberto et al., 2016; Garcia et al.,
2018), submetidos a quimioterapia (Theodoro et al., 2017; Longo et al., 2019) a
ovariectomia/deficiéncia de estrogénio (Garcia et al., 2013; Garcia et al., 2018) e diabetes
(Almeida et al., 2008; Gu et al., 2013; Elburki et al., 2017; Filipini et al., 2019; Pimentel et
al., 2020). Em virtude de algumas lacunas de estudos anteriores e com a impossibilidade de
afirmar algum beneficio adicional, esses questionamentos levaram ao desenvolvimento do
trabalho em questdo, envolvendo também um comprometimento sistémico, no caso a
diabetes.

Alguns trabalhos mostraram que a TFDa forneceu estimulo positivo para a reparacao
Ossea representado pela menor imunomarcacdo de RANKL ou da menor relacdo
RANKL/OPG (Garcia et al., 2014; De Oliveira et al., 2016; Gualberto et al., 2016; Theodoro
et al., 2017; Garcia et al., 2018; Longo et al., 2019; Zhang et al., 2019) e menor nimero de
células positivas para TRAP (Garcia et al., 2014; Oliveira et al., 2016; Theodoro et al., 2017;
Garcia et al., 2018). Ao contrario da andlise realizada por esses estudos que buscam um
entendimento da dindmica de reparo Gsseo, o presente estudo buscou uma anélise da
microaquitetura éssea, tanto em termos lineares quanto volumétricos.

Alberton Nuernberg et al. (2019) realizaram uma revisao sistematica com metanalise
utilizando apenas estudo com animais para avaliar a influéncia da TFDa como adjuvante da
RACR na perda 6ssea alveolar em DP, com ou sem envolvimento sistémico, e descobriram
que, em geral, demonstraram eficacia, embora com divergéncia de protocolos. Enquanto que
as revisdes sistematicas, envolvendo ensaios clinicos, de Akram et al. (2016) e Pal et al.
(2019) comparando a eficacia da TFDa como adjuvante ou apenas o tratamento mecéanico
isolado ou comparando a TFDa e o0s os antibidticos sisttmicos associados a TPNC,
respectivamente, ao final ambos ndo puderam fazer nenhuma inferéncia sobre a melhora no
resultado clinico. Sabe-se que as revisdes sistematicas apresentam as maiores evidéncias e,
mesmo assim, as mencionadas anteriormente nao trazem nenhuma elucidacdo quanto a
superioridade dos tratamentos propostos o que tambem pode ser evidenciado pela diversidade
de parametros utilizados nos estudos, o que dificulta uma comparacéo direta.

Com relagcdo aos protocolos, grande parte dos estudos mais recentes em animais
realiza apenas uma sessao da TFDa (Gualberto et al., 2016; Theodoro et al., 2016; Barin et
al., 2017; Pillusky et al., 2017; Theodoro et al., 2017; Garcia et al., 2018; Filipini et al., 2019;
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Zhang et al., 2019). Os trabalhos de Garcia et al. (2013) e Longo et al. (2019) comparam a
eficacia da TFDa em sessdo Unica e multipla e essa questdo ainda é controversa. Em virtude
das limitacdes impostas pelo experimento e da divergéncia quanto aos beneficios com relacédo
ao aumento do numero de sessdes, optou-se, nessa pesquisa, por fazer apenas uma Unica
intervencéo.

Outros fatores também podem interferir na eficacia da TFDa como o FS, sua
concentracdo e tempo de pré-irradiacdo, a fonte de luz e os parametros de irradiacdo (lvanaga
et al.,, 2019). A luz terapéutica corresponde a uma pequena parcela da radiacédo
eletromagnética total com comprimentos de onda do visivel ao infravermelho, de 300 a 1100
nm (Peron et al., 2019). A maioria dos trabalhos em animais utilizaram laser (Gualberto et al.,
2016; Theodoro et al., 2016; Barin et al., 2017; Pillusky et al., 2017; Theodoro et al., 2017;
Garcia et al., 2018; Filipini et al., 2019; Longo et al., 2019; Zhang et al., 2019) e outros LED
(Carvalho et al., 2011; Chang et al., 2013; De Oliveira et al., 2016; Belinello-Souza et al.,
2017, Theodoro et al., 2017; Macedo et al., 2019), em associacdo ao tratamento mecanico
convencional atuando como terapia de fotobiomodulagcéo (De Oliveira et al., 2016; Gualberto
et al., 2016; Theodoro et al., 2017; Garcia et al., 2018) ou como TFDa (De Oliveira et al.,
2016; Gualberto et al., 2016; Barin et al., 2017; Pillusky et al., 2017; Theodoro et al., 2017,
Garcia et al., 2018; Filipini et al., 2019; Longo et al., 2019) ou ainda como monoterapia
(Carvalho et al., 2011; De Oliveira et al., 2016; Theodoro et al., 2016; Belinello-Souza et al.,
2017; Zhang et al., 2019; Macedo et al., 2019). Na realizacdo dessa pesquisa, optou-se pelo
uso da curcumina, em funcgéo das suas propriedades e, em virtude dessa escolha, utilizou-se a
luz LED azul por corresponder ao comprimento de onda que € mais bem absorvido por esse
fotossensibilizador.

Cada comprimento de onda ird determinar a cor da fonte luminosa e seu efeito
bioldgico. A luz azul (LED A 405nm), por exemplo, na dose bactericida pode atuar com
eficacia e seguranca na desinfecgdo oral e seu uso ainda € limitado como tratamento
periodontal de suporte (GIANNELLI, LASAGNI, BANI, 2019).

E pertinente mencionar que a terapia LED oferece efeitos fotobiomoduladores o que
pode ser benéfico para o processo de reparo do tecido, por mecanismos celulares que
contribuem na cicatrizagcdo e com acédo anti-inflamatorias. Para tanto, acredita-se que existe
uma “resposta a dose bifasica” para que haja o efeito desejado e, quando a dose excede o
valor ideal, desencadeia um efeito oposto (HAMBLIN et al., 2017; IVANAGA et al., 2019).

No estudo de Chang et al. (2013) a emissdo dos LEDs (AL 600nm e 10 J/cm?)

associada a terapia convencional para tratamento da periodontite em ratos foi eficaz na
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reducdo da inflamacéo, na proliferacdo de fibroblastos e nova formacdo Ossea, da mesma
forma que Theodoro et al. (2017) (A 465-485nm e 15 J/cm?2) e Macedo et al. (2019) (A 590nm
e 34,10 J/cm?) também observaram biomodulacéo do reparo 6sseo apds um periodo agudo de
infeccdo, mesmo sem associagcdo com a terapia mecénica. Em contrapartida, o estudo de
Carvalho et al. (2011) usando o LED (A 440-480 nm) n&o reduziu significativamente a perda
6ssea alveolar quando usado como um tratamento adjuvante ao tratamento convencional. Na
presente pesquisa, nos animais diabéticos 0 uso do LED em associa¢do a TPNC com o passar
do tempo apresentou um ganho em termos de remodelacdo 6ssea 0 que pode sugerir seu efeito
fotobiomodulador.

Dentre os fotossensibilizadores, 0s mais utilizados sdo os fenotiazincos a exemplo do
azul de metileno (Garcia et al., 2014; Barin et al., 2017; Pillusky et al., 2017; Jiang et al.,
2019; Filipini et al., 2019; Longo et al., 2019) e o azul de toluidina (Garcia et al., 2013;
Garcia et al., 2014; Theodoro et al., 2016; Zhang et al., 2019). No entanto, novos
fotossensibilizadores tém surgido como a hipericina-glucamina (Macedo et al., 2019),
eritrosina (De Oliveira et al., 2016), protoporfirina (Belinello-Souza et al., 2017) e curcumina
(Gu et al., 2013; Elburki et al., 2014; Elburki et al., 2017; Theodoro et al., 2017; Curylofo-
Zotti et al., 2018; Zambrano et al., 2018; Ivanaga et al., 2019; Guimaraes-Stabili et al., 2019;
Wang et al., 2019).

Como FS, a curcumina foi avaliada em alguns estudos, seja na forma natural (Bakir et
al., 2016; Theodoro et al., 2017; Guimardes-Stabili et al., 2019, Pimentel et al., 2020),
modificada quimicamente (Gu et al., 2013; Elburki et al., 2014; Elburki et al., 2017;
Curylofo-Zotti et al., 2018; De Almeida Brandéo et al., 2019; Wang et al., 2019) ou ainda
comparando ambas (Gu et al., 2013; Curylofo-Zotti et al., 2018; Wang et al., 2019); nas
formulacdes de solucdo, seja diluida em etanol ou DMSO (Bakir et al., 2016; Theodoro et al.,
2017; Guimaraes-Stabili et al., 2019) ou formulacdes de veiculos alternativos como gel
(Hosadurga et al., 2014), micelas poliméricas, nanoparticulas (Zambrano et al., 2018), seja
por administracdo oral (Bakir et al., 2016; Elburki et al., 2014; Curylofo-Zotti et al., 2018;
Guimaraes-Stabili et al., 2019) ou sistémica (Guimardes et al., 2011). No experimento em
questdo, foi utilizada a curcumina na formulacdo em gel com o intuito de aumentar sua
biodisponibilidade e facilitar sua permanéncia no sulco gengival uma vez que na cavidade
oral tem a presenca de diversos fluidos como sangue, saliva e fluido crevicular que tendem a
diluir o produto e diminuir sua eficacia.

Alguns grupos de pesquisa relataram que a administracdo de curcumina, seja oral ou

sisttmica, isolada ou associada a luz, inibia os fatores de sinalizacdo associados ao processo
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inflamatorio, como interleucinas (Guimardes et al., 2012; Gu et al., 2013; Zhou et al., 2013;
Elburki et al., 2014; Elburki et al., 2017; Theodoro et al., 2017; De Almeida Brand&o et al.,
2019; Wang et al., 2019; Pimentel et al., 2020), MMPs (Gu et al., 2013; Elburki et al., 2014;
Elburki et al., 2017; Wang et al., 2019), TNF-a (Guimarées et al., 2012; Gu et al., 2013; Zhou
et al., 2013; Elburki et al., 2017; De Almeida Brandao et al., 2019; Wang et al., 2019;
Pimentel et al., 2020), MAPKs (Elburki et al., 2017; Zambrano et al., 2018), TRAP
(Theodoro et al., 2017; Curylofo-Zotti et al., 2018) e a inativacdo de NF-kB (Guimardes et
al., 2012; Gu et al., 2013; Elburki et al., 2017; Zambrano et al., 2018; Guimarées-Stabili et
al., 2019) e, consequentemente, suprimia a expresséo de RANKL/RANK/OPG (Zhou et al.,
2013; Theodoro et al., 2017; Pimentel et al., 2020), inibindo assim a perda 0ssea durante a
periodontite experimental (Elburki et al., 2014; Bakir et al., 2016; Zambrano et al., 2018;
Guimardes-Stabili et al., 2019). Em contraste, Guimarées et al. (2011) com administracéo oral
e Hosadurga et al. (2014) com aplicacdo topica em gel relataram que a reabsorcdo 6ssea ndo
foi significativamente diferente entre os grupos testados e ndo tratados com curcumina.
Curylofo-Zotti et al. (2018) e Wang et al. (2019) comparando curcumina natural e modificada
(CMC 2.24), verificaram gque ambas diminuiram a resposta inflamatoria local, mas apenas a
curcumina quimicamente modificada atenuou a reabsorcdo Ossea. Acredita-se que a
curcumina isolada j& apresente uma determina resposta satisfatoria na doenca periodontal e
que suas acOes benéficas podem ser potencializadas com a associacdo com a luz na terapia
fotodinadmica.

Por suas propriedades anti-inflamatorias, anti-reabsortiva, imunomoduladora e
antioxidantes, a curcumina tem sido considerada como uma opgao terapéutica promissora
para periodontite associada com alteragGes sistémicas, a exemplo da diabetes, de modo
isolado (Gu et al., 2013; Elburki et al., 2017, Ivanaga et al., 2019) ou associado a luz na
TFDa (De Almeida et al., 2018; Evangelista et al., 2015; Barbosa et al., 2018; Filipini et al.,
2019; Mirza et al., 2019; Elsadek et al., 2020).

Estd bem estabelecido que o diabetes seja um fator modificador importante de
periodontite, uma vez que a hiperglicemia crénica promove o aumento do nivel de AGEs, que
podem interagir com seus receptores RAGEs, alterando a funcdo celular e aumentando os
niveis de citocinas pro-inflamatdrias. Esses mecanismos podem prejudicar a reparacdo dos
tecidos, interferindo com o desequilibrio da razdo RANKL/OPG, aumentando a destruicdo
6ssea e diminuindo a diferenciacdo dos osteoblastos (Ivanaga et al., 2019). Nessa perspectiva,
Elburki et al. (2017) e Pimentel et al. (2020) analisando a inter-relacdo dessas duas condi¢cfes

patoldgicas em animais com curcumina quimicamente modificada e curcumina natural
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associado a insulina, respectivamente, observaram reducdo da perda Ossea alveolar,
modulando favoravelmente a resposta osteoinflamatoria do hospedeiro. Essa pesquisa
também buscou avaliar a inter-relacdo entre a diabetes e periodontite com relacdo a perda
6ssea alveolar com curcumina natural na formulacdo em gel na concentracdo 2% isolada ou
em associa¢do com uma fonte de luz.

Varios métodos estdo disponiveis para avaliar a evolugdo da doenca periodontal
incluindo o uso da imuno-histoquimica para avaliar marcadores, em destaque para
RANKL/OPG elou TRAP, que determinam o mecanismo de acdo da reabsorcdo ou
neoformacdo 6ssea (Zhou et al., 2013; Garcia et al., 2014; De Oliveira et al., 2016; Gualberto
et al., 2016; Theodoro et al., 2017; De Almeida Brand&o et al., 2019; Longo et al., 2019;
Macedo et al., 2019; Zhang et al., 2019), enquanto outros realizaram analise histomorfolégica
(De Almeida et al., 2007; Carvalho et al., 2011; Zhou et al., 2013; Gualberto et al., 2016;
Zhang et al., 2019; Park et al., 2017) ou histomorfométrica (De Almeida et al., 2008; Zhou et
al., 2013; Garcia et al., 2014; Elburki et al., 2014; Bakir et al., 2016; De Oliveira et al., 2016;
Gualberto et al., 2016; Barin et al., 2017; Theodoro et al., 2017; Longo et al., 2019; Macedo
et al., 2019) ou mesmo radiogréficas (De Almeida et al., 2007; Elburki et al., 2017) para
medicédo da perda dssea alveolar.

Atualmente, as técnicas tridimensionais sdo amplamente aplicadas na pratica
odontoldgica, a exemplo da microtomografia computadorizada (Elburki et al., 2014; Park et
al., 2017; Curylofo-Zotti et al., 2018; Zambrano et al., 2018; De Almeida Branddo et al.,
2019; Guimaraes-Stabili et al., 2019; Macedo et al. (2019).

No estudo de Park et al. (2017), comparando a histologia e dois metodos 3D (micro
CT e TCO) como auxiliares de diagnostico, os autores concluiram que TCO foi capaz de
gerar imagens de alta resolucdo, mas alguns detalhes ndo eram visiveis em virtude da baixa
penetracdo, sO sendo possivel evidenciar alguns marcos anatdmicos pela micro CT. Essa
visualizacdo detalhada de tecidos biol6gicos com técnicas ndo invasivas e in vivo permite a
deteccdo precoce da doenga periodontal ativa ou a identificagdo de fatores causais, antes
mesmo que ocorra a perda dssea alveolar significativa, assim como servem de registro
permanente para futuras comparacGes com informacBes valiosas para diagndstico e
manutencdo da terapia periodontal. Por ser considerada uma técnica destinada a estudos
experimentais, nesse trabalho com animais, definiu-se seu uso por se tratar de uma tecnica
ndo-invasiva e tridimensional que mantém a amostra intacta para futuras anélises.

Dos estudos que abordaram a andlise por micro CT, Elburki et al. (2014), Curylofo-
Zotti et al. (2018), Zambrano et al. (2018), De Almeida Brand&o et al. (2019); Guimaraes-
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Stabili et al. (2019) o uso da curcumina, em destaque para a modifica quimicamente ou
nanoparticulada, sem a associacdo com LED, proporcionou uma diminui¢cdo da inflamacéo
e/ou da reabsorcdo dssea alveolar.

Os resultados da presente pesquisa, com relacdo a analise da reabsorcdo Gssea por
micro CT, sugerem que, em animais Sem comprometimento sistémico, as terapias
complementares, com destaque para curcumina ou a TFDa, levam a um beneficio adicional
com o passar do tempo, como melhor reparo, menor infeccdo e inflamacdo tecidual
especialmente em areas de dificil acesso como na regido de furca, como pdde ser observado
com melhorias em alguns parametros aos 14 dias, no entanto, com reduzido ganho dsseo.

Em se tratando de animais diabéticos, os resultados sugerem um tratamento
periodontal que seja iniciado com a curcumina ou TFDa, potencializando sua acéo
antimicrobiana e anti-inflamatoria, tornando-se imprescindivel um protocolo de manutencgéo
periddica seja com associacdo de técnicas complementares ou com repeticdo de sessdes de
TFDa e ainda usando o LED atuando na fotobiomodulagéo, como forma de estagnar a perda
Ossea que tende a ser gradativa com o passar do tempo.

Considerando as limitacdes da pesquisa com relacdo ao tamanho amostral e ao proprio
modelo experimental, sugere-se associar a compreensao da perda 0ssea da periodontite com o
método imuno-histoquimico, assim como avaliagcdo do componente inflamatorio para melhor

compreensdo do mecanismo de agao das terapias propostas.
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Tabela 1. Distribuicdo das avaliagdes quantitativas quanto a perda 6ssea linear em ratos normoglicémicos.

ANIMAIS NORMOGLICEMICOS

7 dias 14 dias

FURCA INTERPROXIMAL VESTIBULAR LINGUAL FURCA INTERPROXIMAL VESTIBULAR LINGUAL

M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP)
GRUPOS
GI-TPNC 481,64 (115,8)" 1.542,14 (756,0)A2 1.118,28 (329,4)" 1.463,2 (286,0)" 807,00 (595,8)A 1.711,18 (801,2)" 1.207,00 (268,0)A 1.383,00 (350,8)A
GII-CURC  1.357,68 (438,2)"  1.298,54 (233,0)" 1.067,54 (404,5)"2 1.332,30 (211,1)" 795,74 (341,5)7 1.528,10 (285,7)A 1.249,20 (341,1)"2 1.091,48 (289,23)A2
GIII-LED 678,84 (408,5)" 1.337,94 (301,4)A2 747,84 (366,4)A 1.130,92 (101,2)A 604,2 (286,9) 1.864,70 (601,0)A2 822,50 (334,2)A 1.085,86 (241,5)"
GIV-TFD  1.063,30 (524,7)"  2.119,60 (358,8)" 1.063,34 (422,1)A  1.192,88 (193,9)" 801,36 (292,1)A 1.760,46 (652,8)"2 1.353,44 (903,2)A 1.166,14 (416,4)A

Nota. M = média; DP = desvio-padréo; Letras diferentes denotam resultados estatisticamente significativos (p<0,05); ) Letras maitsculas comparam valores na vertical (avaliagio intergrupo,

Gl vs Gll vs Glll vs GIV); @ Letras mintsculas comparam valores na horizontal (avaliagio intragrupo, 7 dias vs 14 dias).



Tabela 2. Distribuicdo das avaliagdes quantitativas quanto a perda 6ssea linear em ratos diabéticos.
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ANIMAIS DIABETICOS

7 dias 14 dias

FURCA INTERPROXIMAL VESTIBULAR LINGUAL FURCA INTERPROXIMAL VESTIBULAR LINGUAL

M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP)
GRUPOS
GI-TPNC 919,66 (489,9)A 1.583,02 (366,2)"a 899,9 (146,6)"2 1.245,00 (418,9)"2 508,42 (571,7)"a 1.702,72 (638,8)" 1.026,70 (372,3)"2 1.077,40 (346,6)"
GII-CURC 529,56 (352,1)A 1.953,42 (612,2)A 788,70 (284,4)A° 1.280,18 (239,0)A 894,32 (438,2) 2.105,48 (249,9)"a 1.487,22 (275,9)A 1.346,40 (353,8)A
GIlII-LED 754,90 (439,2)%2 1.704,12 (708,6)"2 2.847,84 (4.631,3)"2 1.298,52 (321,2)"2 792,92 (288,5)"2 1.836,52 (143,8)"2 942,20 (261,3)"2 1.352,04 (312,4)A2
GIV-TFD 385,90 (346,8)" 1.546,38 (296,1)"2

923,88 (251,9)"

1.167,52 (315,5)%

518,28 (366,9)"

2.042,14 (570,1)A

1.014,02 (373,7)

1.383,02 (185,6)*

Nota. M = média; DP = desvio-padréo; Letras diferentes denotam resultados estatisticamente significativo (p<0,05); V) Letras maitsculas comparam valores na vertical (avaliacdo intergrupo,

Gl vs Gll vs GllI vs GIV); @ Letras mintsculas comparam valores na horizontal (avaliagdo intragrupo, 7 dias vs 14 dias).



Tabela 3. Avaliacdo dos pardmetros volumétricos na regido de furca dos grupos experimentais com tempo de eutanasia de 7 e 14 dias

de animais normoglicémicos.

ANIMAIS NORMOGLICEMICOS

7 dias 14 dias

VT (mm?®) VO (mm?) VO/VT (%) SO (mm?) VT (mm?) VO (mm?) VO/VT (%) SO (mm?)

M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP)
GRUPOS
GI-TPNC 1,08 (0,41)% 0,22 (0,20)A 26,67 (27,76)" 7,87 (5,37)% 1,04 (0,39)% 0,50 (0,39)A 48,11 (23,82)" 11,57 (6,94)
GII-CURC 1,69 (0,30)" 0,32 (0,23)A 19,51 (13,05)Aez 10,91 (5,72)% 0,87 (0,44)A° 0,42 (0,26) 49,25 (27,96)AB2 11,43 (5,78)"
GII-LED 0,69 (0,35)A% 0,17 (0,13)A% 26,67 (22,71)AB2 5,55 (3,19)ABa 0,69 (0,24)AB2 0,19 (0,16)A82 28,13 (19,37)AB2 6,63 (4,13)A8
GIV-TFD 0,59 (0,13)%2 0,03 (0,009) 6,99 (3,08)8° 2,45 (0,78) 0,58 (0,13) 0,10 (0,14)8 16,12 (19,82)82 3,74 (4,71)B

Nota. M = média; DP = desvio-padréo; Letras diferentes denotam resultados estatisticamente significativos (p<0,05); ® Letras maitisculas comparam valores na vertical
(avaliago intergrupo, Gl vs Gll vs Gl vs GIV); @ Letras mindsculas comparam valores na horizontal (avaliagio intragrupo, 7 dias vs 14 dias).
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Tabela 3 (Continuacao). Avaliacdo dos parametros volumétricos na regido de furca dos grupos experimentais com tempo de eutanésia

de 7 e 14 dias de animais normoglicémicos.

ANIMAIS NORMOGLICEMICOS

7 dias 14 dias

SONT ESP.TRB NUM.TRB SEP.TRB SONT ESP.TRB NUM.TRB SEP.TRB

(L/mm) (mm) (1/mm) (mm) (L/mm) (mm) (1/mm) (mm)

M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP)
GRUPOS
GI-TPNC 9,26 (8,06)"2 0,10 (0,01)" 2,48 (2,29)" 0,37 (0,24)"2 11,68 (4,57)" 0,13 (0,02)" 3,54 (1,50)" 0,23 (0,15)"
GII-CURC 6,46 (3,09)" 0,10 (0,02)Aa 1,68 (0,92)" 0,59 (0,07)A2 13,87 (7,40)" 0,11 (0,01)A2 4,16 (2,26)*° 0,25 (0,21)A¢
GlII-LED 8,34 (439,2)" 0,10 (0,02)Aba 2,37 (1,53)" 0,31 (0,15)" 9,60 (5,11)" 0,09 (0,01)"B2 2,78 (1,69)" 0,32 (0,15)"
GIV-TFD 4,56 (2,40)"e 0,06 (0,01)Ba 1,06 (0,60)"@ 0,40 (0,10)"2 5,87 (6,27)" 0,07 (0,02)B2 1,66 (1,92)" 0,38 (0,17)"

Nota. M = média; DP = desvio-padrio; Letras diferentes denotam resultados estatisticamente significativos (p<0,05); ) Letras maitisculas comparam valores na vertical (avaliagio
intergrupo, Gl vs Gll vs GllI vs GIV); @ Letras mintsculas comparam valores na horizontal (avaliagéo intragrupo, 7 dias vs 14 dias).
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Tabela 4. Avaliacdo dos parametros volumétricos na regido de furca dos grupos experimentais com tempo de eutanasia de 7 e 14

dias de animais diabéticos.

ANIMAIS DIABETICOS

7 dias 14 dias
VT (mm?) VO (mm?) VO/VT (%) SO (mm?) VT (mm?) VO (mm?) VO/VT (%) SO (mm?)
M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP)

GRUPOS

GI-TPNC 0,49 (0,06)% 0,11 (0,14)% 22,17 (27,11)" 3,55 (3,41)" 0,55 (0,13)A 0,18 (0,11)" 37,56 (24,70)"2 6,26 (3,26)"
GII-CURC  056(0,12)% 0,20 (0,050 39,07 (11,76)" 8,05 (1,99)"2 0,57 (0,11)" 0,10 (0,09)% 19,92 (20,15)"2 6,10 (4,13)A
GII-LED  045(0,06)%  0,05(0,10)% 14,04 (24,94 2,17 (3,04 0,91 (0,43)A 0,40 (0,33)% 38,21 (21,47)" 10,84 (7,46)°
GIV-TFD 057 (0,09  010(0,13)" 2121 (2873)* 3,97 (2,60)" 0,66 (0,04)"2 0,25 (0,09)% 38,27 (11,71)" 8,66 (3,26)"

Nota. M = média; DP = desvio-padrio; Letras diferentes denotam resultados estatisticamente significativos (p<0,05); @ Letras maitisculas comparam valores na vertical
(avaliagdo intergrupo, Gl vs Gll vs GllI vs GIV); @ Letras mintsculas comparam valores na horizontal (avaliagio intragrupo, 7 dias vs 14 dias).



78

Tabela 4 (Continuacdo). Avaliacdo dos parametros volumétricos na regido de furca dos grupos experimentais com tempo de eutanésia de 7 e 14

dias de animais diabéticos.

ANIMAIS DIABETICOS

7 dias 14 dias
/ SONT ESP.TRB NUM.TRB SEP.TRB SO/VT ESP.TRB NUM.TRB SEP.TRB
(1/mm) (mm) (2/mm) (mm) (2/mm) (mm) (2/mm) (mm)
M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP)
GRUPOS
GI-TPNC 6,73 (6,30)A 0,08 (0,05)"a 1,83 (1,79)A 0,32 (0,19)A 12,17 (7,02)A 0,11 (0,01)A 3,31 (2,16)" 0,23 (0,17)A
GII-CURC 15,03 (4,61)" 0,09 (0,01)Aa 3,93 (1,18)"a 0,17 (0,10)A2 10,71 (8,23)" 0,06 (0,01)"° 2,66 (2,21)A2 0,25 (0,12)"e
GIII-LED 5,07 (7,60)" 0,07 (0,03)" 1,34 (2,17)"a 0,37 (0,16)"@ 11,45 (5,96)"2 0,11 (0,02)A® 3,47 (1,97)7 0,27 (0,14)7
GIV-TFD 7,39 (6,01)A 0,08 (0,02)"a 2,01 (2,00)A 0,29 (0,16)A 12,81 (4,49)A 0,11 (0,02)Ab 3,35 (1,31)A 0,20 (0,07)A

Nota. M = média; DP = desvio-padréo; Letras diferentes denotam resultados estatisticamente significativos (p<0,05); @ Letras maitisculas comparam valores na vertical
(avaliagdo intergrupo, Gl vs Gll vs GllI vs GIV); @ Letras minGsculas comparam valores na horizontal (avaliagdo intragrupo, 7 dias vs 14 dias).
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Tabela 5. Comparagéo das variaveis quanto a perda 6ssea linear em ratos diabéticos e normoglicémicos aos sete dias de tratamento.

7 DIAS DE TRATAMENTO

DIABETICOS NORMOGLICEMICOS

FURCA INTERPROXIMAL  VESTIBULAR LINGUAL FURCA INTERPROXIMAL  VESTIBULAR LINGUAL

M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP)
GRUPOS
GI-TPNC 919,66 (489,9) 1.583,02 (366,2) 899,94 (146,6) 1.245,00 (418,9)2 481,64 (115,8)2 1.542,14 (756,02 1.118,28 (329,4)? 1.463,28 (286,0)?
GII-CURC 529,56 (352,1) 1.953,42 (612,2) 788,70 (284,4) 1.280,18 (239,0)2 1.357,68 (372,0)° 1.298,54 (233,0)° 1.067,54 (404,5)? 1.332,30 (211,1)2
GII-LED 754,90 (439,2) 1.704,12 (708,6)? 2.847,84 (4.631,3)2  1.298,52 (321,2) 678,84 (408,5) 1.337,94 (301,4)? 747,84 (366,4) 1.130,92 (101,2)?
GIV-TFD 385,90 (346,8)? 1.546,38 (296,1) 923,88 (251,9)° 1.167,52 (315,5)2 1.063,30 (524,7)° 2.119,60 (358,8)° 1.063,34 (422,1)? 1.192,8 (193,9)

Nota. M = média; DP = desvio-padréo; Letras diferentes denotam resultados estatisticamente significativo (p<0,05); ® Comparagéo na horizontal (avaliacio intragrupo, diabéticos vs
normoglicémicos).
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Tabela 6. Comparagdo das variaveis quanto a perda 6ssea linear em ratos diabéticos e normoglicémicos aos quatorze dias de tratamento.

14 DIAS DE TRATAMENTO

DIABETICOS NORMOGLICEMICOS

FURCA INTERPROXIMAL  VESTIBULAR LINGUAL FURCA INTERPROXIMAL VESTIBULAR LINGUAL

M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP)
GRUPOS
GI-TPNC 508,4 (571,7) 1.702,72 (638,8)? 1.026,70 (372,3)? 1.077,40 (346,6)? 807,00 (595,8) 1.711,18 (801,2)? 1.207,00 (268,0)2 1.383,00 (350,8)?
GII-CURC 894,32 (438,2) 2.105,48 (249,9) 1.487,22 (275,9)2 1.346,40 (353,8)? 795,74 (341,5)2 1.528,10 (285,7)° 1.249,20 (341,1)? 1.091,48 (289,23)?
GII-LED 792,9 (288,5) 1.836,52 (143,8)2 942,20 (261,3) 1.352,04 (312,4)2 604,2 (286,9) 1.864,70 (601,0)? 822,50 (334,2)° 1.085,86 (241,5)
GIV-TFD 518,28 (366,9)° 2.042,14 (570,1)? 1.014,02 (373,7)2 1.383,02 (185,6)? 801,36 (292,1) 1.760,46 (652,8)? 1.353,44 (903,2)? 1.166,14 (416,4)

Nota. M = média; DP = desvio-padréo; Letras diferentes denotam resultados estatisticamente significativo (p<0,05); ® Comparagéo na horizontal (avaliacio intragrupo, diabéticos vs

normoglicémicos).



Tabela 7. Comparacgdo dos parametros volumétricos em animais diabéticos e normoglicémicos aos sete dias de tratamento.
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7 DIAS DE TRATAMENTO

DIABETICOS NORMOGLICEMICOS
VT (mm?®) VO (mm?) VO/VT (%) SO (mm?) VT (mm?) VO (mm?) VOIVT (%) SO (mm?)
M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP)

GRUPOS
GI-TPNC 0,49 (0,06) 0,11 (0,14) 22,17 (27,11) 3,55 (3,41) 1,08 (0,41)P 0,22 (0,20) 27,67 (27,76) 7,87 (5,37)?
GII-CURC 0,56 (0,12) 0,20 (0,05) 39,07 (11,76)° 8,05 (1,99) 1,69 (0,30)° 0,32 (0,23) 19,51 (13,05)° 10,91 (5,72)
GIlI-LED 0,45 (0,06) 0,05 (0,10) 14,04 (24,94) 2,17 (3,04) 0,69 (0,35)2 0,17 (0,13) 26,67 (22,7) 5,55 (3,19)
GIV-TFD 0,57 (0,09) 0,10 (0,13) 21,21 (28,73) 3,97 (2,60) 0,59 (0,13)2 0,03 (0,09) 6,99 (3,08) 2,45 (0,78)

Nota. M = média; DP = desvio-padréo; Letras diferentes denotam resultado estatisticamente significativo (p<0,05); @ Comparaco na horizontal (avaliagio intragrupo, diabéticos vs

normoglicémicos).
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Tabela 7 (Continuacéo). Comparagdo dos parametros volumétricos em animais diabéticos e normoglicémicos aos sete dias de tratamento.

7 DIAS DE TRATAMENTO

DIABETICOS NORMOGLICEMICOS

SO/VT ESP.TRB NUM.TRB SEP.TRB SO/NVT ESP.TRB NUM.TRB SEP.TRB

(2/mm) (mm) (2/mm) (mm) (/mm) (mm) (2/mm) (mm)

M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP)
GRUPOS
GI-TPNC 6,73 (6,30) 0,08 (0,05)2 1,83 (1,79) 0,32 (0,19)? 9,26 (8,06)? 0,10 (0,01)? 2,48 (2,29)2 0,37 (0,24)2
GII-CURC 15,03 (4,61) 0,09 (0,01)2 3,93 (1,18) 0,17 (0,10)? 6,46 (3,09)2 0,10 (0,02) 1,68 (0,92)° 0,59 (0,07)P
GII-LED 5,07 (7,60)2 0,07 (0,03)2 1,34 (2,17) 0,37 (0,16) 8,34 (4,53) 0,10 (0,02) 2,37 (1,56)2 0,31 (0,15)2
GIV-TFD 7,39 (6,01) 0,08 (0,02)2 2,01 (2,00) 0,29 (0,16) 4,56 (2,40)2 0,06 (0,01) 1,06 (0,60) 0,40 (0,102

Nota. M = média; DP = desvio-padréo; Letras diferentes denotam resultado estatisticamente significativo (p<0,05); @ Comparacio na horizontal (avaliagdo intragrupo, diabéticos vs

normoglicémicos).



Tabela 8. Comparagdo dos pardmetros volumétricos em animais diabéticos e normoglicémicos aos quatorze dias de tratamento.

14 DIAS DE TRATAMENTO

DIABETICOS NORMOGLICEMICOS
VT (mm?®) VO (mmd) VOIVT (%) SO (mm?) VT (mm®) VO (mm?) VOIVT (%) SO (mm?)
M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP)

GRUPOS
GI-TPNC 0,55 (0,13) 0,18 (0,11) 37,56 (24,70) 6,26 (3,26) 1,04 (0,39 0,50 (0,39) 48,11 (23,82) 11,57 (6,94)?
GII-CURC 0,57 (0,11) 0,10 (0,09) 19,92 (20,15)2 6,10 (4,13)? 0,87 (0,44 0,42 (0,26)° 49,25 (27,96)° 11,43 (5,78)?
GIlI-LED 0,91 (0,43) 0,40 (0,33) 38,21 (21,47) 10,84 (7,46)? 0,69 (0,242 0,19 (0,16) 28,13 (19,37) 6,63 (4,13)
GIV-TFD 0,66 (0,04) 0,25 (0,09) 38,27 (11,7) 8,66 (3,26)? 0,58 (0,13)2 0,10 (0,14) 16,12 (19,82) 3,74 (4,71)

Nota. M = média; DP = desvio-padréo; Letras diferentes denotam resultado estatisticamente significativo (p<0,05); ® Comparago na horizontal (avaliagio
intragrupo, diabéticos vs normoglicémicos).
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Tabela 8 (Continuacao). Comparagdo dos parametros volumétricos em animais diabéticos e normoglicémicos aos quatorze

dias de tratamento.

14 DIAS DE TRATAMENTO

DIABETICOS NORMOGLICEMICOS

SO/NVT ESP.TRB NUM.TRB SEP.TRB SO/NVT ESP.TRB NUM.TRB SEP.TRB

(2/mm) (mm) (2/mm) (mm) (2/mm) (mm) (2/mm) (mm)

M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP) M (DP)
GRUPOS
GI-TPNC 12,17 (7,02)2 0,11 (0,01)2 3,31 (2,16) 0,23 (0,17)2 11,68 (4,57) 0,13 (0,02) 3,54 (1,50) 0,23 (0,15)2
GII-CURC 10,71 (8,23) 0,06 (0,01)2 2,66 (2,21) 0,25 (0,12)2 13,87 (7,40) 0,11 (0,01)° 4,16 (2,26)? 0,25 (0,21)?
GIII-LED 11,45 (5,96) 0,11 (0,02)2 3,47 (1,97) 0,27 (0,14)2 9,60 (5,11) 0,09 (0,01) 2,78 (1,69) 0,32 (0,15)2
GIV-TFD 12,81 (4,49)2 0,11 (0,02)2 3,35 (1,31) 0,20 (0,07)2 5,87 (6,27) 0,07 (0,02)" 1,66 (1,92) 0,38 (0,17)?

Nota. M = média; DP = desvio-padréo; Letras diferentes denotam resultado estatisticamente significativo (p<0,05); ® Comparaco na horizontal (avaliagio
intragrupo, diabéticos vs normoglicémicos).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Para os animais normoglicémicos, os resultados das medidas lineares sugerem que, em
animais sem comprometimento sistémico, as terapias complementares promovem um
beneficio adicional com o tempo uma vez que, principalmente na regido de dificil acesso
como a furca, o modo de agdo possibilita atingir as bactérias periodontopatogénicas que
permanecem no local, mesmo apds a terapia convencional. Embora a TFDa tenha sido a
terapia complementar que proporcionou os melhores ganhos em trés parametros aos 14 dias,
apenas a curcumina apresentou diferenca significativa, podendo ambas ser uma escolha para a
manutencdo periodontal periddica.

Com relacdo as medidas volumétricas, os resultados sugerem que em animais
normoglicémicos, inicialmente, os beneficios podem ndo ser perceptiveis, mas pode haver um
estimulo na remodelagdo Gssea desses tratamentos adicionais que podem ser visualizados com
0 passar do tempo. A curcumina, inclusive, por ter acdo antimicrobiana e anti-inflamatoria,
pode eliminar os periodontopatdgenos, reduzindo a inflamacdo e consequentemente a perda
6ssea, assim como promovendo a imunomodulacdo na resposta do hospedeiro.

Para os animais com doenca periodontal e com comprometimento sistémico pela
diabetes, os resultados das medidas lineares da reabsor¢cdo 6ssea podem sugerir um tratamento
periodontal que seja iniciado com a TFDa. Por sua vez, a terapia de manutencdo pode ser
realizada com repeticdo de sessfes de TFDa ou apenas com a terapia mecanica, mas torna-se
imprescindivel, uma vez que a perda Ossea linear nas regibes mais criticas (furca e
interproximal) foram gradativas com o passar do tempo. Para tanto, recomenda-se que novos
estudos avaliem a continuidade destas terapias a fim de comprovar tal fato.

Com relacdo as medidas volumétricas, para os animais diabéticos, pode-se propor que
o tratamento periodontal seja iniciado com a curcumina como terapia complementar e 0
protocolo de manutencdo pode ser com LED, atuando como fotobiomodulador, ou com a

TFDa, potencializando a agao da curcumina.
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ANEXO A - Parecer da Comissao de Etica no uso de Animais (CEUA) do CESED

R cELA

PARECER

NUMERO DO PROJETO/ PROTOCOLO: 008014122018
CIAEP/CONCEA N*: 01.001.2012

DATA DO PARECER: 14/12/2018

1. Pesquisndor Responsivel: Maria Helena Chaves de Vasconcelos Catio
Titulo do Projeto: EFEITO DA TERAPIA FOTODINAMICA NA REDUCAO
DA RESPOSTA INFLAMATORIA, DO ESTRESSE OXIDATIVO E DA
REABSORCAO NA DOENCA PERIODONTAL EM RATOS

2. Consideragdes: Fste projeto envolve & produglio, manutengio e/ou utilizagdo de animais
pertencentes a0 filo Chordata, subfilo vertebrata (exceto © homem), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com 08 preceitos da lei o'
11.794 de 08 de outubro de 2008, do decreto o° 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal «
CONCEA, ¢ foi APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
CESED, em reunido de _14_/ 12_/ 2018 .

Vigtacia do Projeto | 01 de Dezembro de 2018 a 30 de Abril 2019
Espécie / linhagem | Rattus norvegicus | Wistar

N de animais 100

Peso / idade 200-250 g / 60-90 dias

Sexo Machos

l:o‘rigm, BIOTERIO CESED

1. Parceer Final: APROVAD




ANEXO B - Preparo do Gel de Curcumina 2%

dilecta

PRODUCAO: Gel de carbopol 2%

Agua destilada

71,12%
Carbopol 2%
Nipagin 0,18%
Propilenoglicol 25%
Trietanolamina 1,7%

Técnica de preparo do gel de carbopol 2%:
1-Levar ao aquecimento o nipagin em agua purificada;

2-Apos o resfriamento, dispersar o carbopol na dgua e deixar hidratando pelo menos 4
horas;

3-Levar ao agitador mecanico Gehaka ate a mistura ficar homogénea;
4-Adicionar a trietanolamina até o pH=6;
5-Acrescentar propilenoglicol e homogenizar;

6-Envasar e registrar o ph final 6 .

Preparo do gel de curcumia 2%

Incorporacao da Curcuma longa 2% ( Valdequimica®)em gel de carbopol 2% q.s.p. 50g,
homogeneizado e verificado o pH 5,8 , cor laranja , consisténcia conforme.

Dot el s
74 Farmaceutica
CRF - PB 04421

Farmacéutico responsavel
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ANEXO C - Normas para submissdo de artigos ao periédico Photodiagnosis and

Photodynamic Therapy
PHOTODIAGNOSIS AND PHOTODYNAMIC THERAPY (ISSN:1572-1000)
AUTHOR INFORMATION PACK

TABLE OF CONTENTS: Description, Audience, Impact Factor, Abstracting and Indexing,
Editorial Board, Guide for Authors

DESCRIPTION

Official Journal of the European Platform for Photodynamic Medicine

Affiliated with the International Photodynamic Association

Also affiliated with the British Medical Laser Association and the Polish Society for
Photodynamic

Medicine

INDEXED in MEDLINE/PubMed, SciSearch/Science Citation Index Expanded, Current

Contents/Clinical Medicine.

Aims and Scope:

Photodiagnosis and Photodynamic Therapy is an international journal for the dissemination
of scientific knowledge and clinical developments of Photodiagnosis and Photodynamic
Therapy in all medical specialties. The journal publishes original articles, review articles,
case presentations, "how-to-do-it" articles, Letters to the Editor, short communications and
relevant images with short descriptions. All submitted material is subject to a strict peer-

review process.

AUDIENCE
Professionals in all medical disciplines with an interest in medical and biological applications
of lasers and light sources, and photodiagnosis/photodynamic therapy in the treatment of

human disease.

IMPACT FACTOR
2019: 2.894 © Clarivate Analytics Journal Citation Reports 2020



99

ABSTRACTING AND INDEXING
Current Contents - Clinical Medicine
Journal Citation Reports - Science Edition
Science Citation Index Expanded

Scopus

ScienceDirect

PubMed/Medline

PubMed/Medline

EDITORIAL BOARD
Editor-in-Chief
R. Allison, 21st Century Oncology Greenville, Greenville, North Carolina, United States

Emeritus Editor
K. Moghissi, Yorkshire Laser Centre, Goole, United Kingdom

Associate Editors

H. Barr, Gloucester, United Kingdom

R. Boyle, Hull, United Kingdom

K. Dixon, Goole, United Kingdom

M. Eljamel, Lanark, United Kingdom

L. Freitag, Hemer, Germany

K. Furukawa, Tokyo, Japan

R. Hamblin, Boston, Massachusetts, United States
. Hopper, Bromley, United Kingdom

. Huang, Lakewood, Colorado, United States

C

z

H. Kato, Tokyo, Japan

T. Mang, Orchard Park, New York, United States
H. Moseley, Dundee, United Kingdom

L. Turnbull, Hull, United Kingdom

H. Walt, Zurich, Switzerland

H. Wolfson, Jacksonville, Florida, United States

Editorial Board
M. Adamek, Katowice, Poland



A. Akopov, St. Petersburg, Russian Federation
D. Allan, Manchester, United Kingdom

E. Allan, Knutsford, United Kingdom

P. Barber, Dundee, United Kingdom

A. Batlle, Buenos Aires, Brazil

K. Berg, Oslo, Norway

G. Downie, Mount Pleasant, Texas, United States
R Fekrazad, Tehran, Iran, Islamic Republic of
L. Gasparyan, Helsinki, Finland

G. Gasser, Zurich, Switzerland

P. Hillemanns, Hannover, Germany

T. Horvath, Brno, Czech Republic

S. Ibbotson, Dundee, United Kingdom

P. Jichlinski, Lausanne, Switzerland

A. Juzeniene, Oslo, Norway

N. Kashef, Tehran, Iran, Islamic Republic of
H. Kostron, Innsbruck, Austria

S. Lecleire, Rouen, France

M. Leroy, Suresnes, France

L. Li, Guangzhou, Guangdong, China

A. Makela, Helsinki, Finland

S. Mordon, Loos, France

T. Nakamura, Shimotsuga-gun, Japan

D. Robinson, Rotterdam, Netherlands

P Ross, Columbus, Ohio, United States

A. Sieron, Bytom, Poland

W. Stummer, Munster, Germany

I.B. Tan, Amsterdam, Netherlands

A. Thorpe, Leeds, United Kingdom

R. Waidelich, Munich, Germany

M. Wainwright, Liverpool, United Kingdom
X. Wang, Shanghai, China

A. Woong-Shick, Seocho-gu, Korea, Republic of

P. Ziolkowski, Wroclaw, Poland
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GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

Scope

Photodiagnosis and Photodynamic Therapy is an international journal for the dissemination
of scientific knowledge and clinical developments of Photodiagnosis and Photodynamic
Therapy in all medical specialities. The journal publishes original articles, review articles,
case presentations, "how-to-doit" articles, Letters to the Editor, short communications and
relevant images with short descriptions. All submitted material is subject to a strict peer

review process.

Types of manuscript

Research Papers should report original clinical studies or research not previously published
or being considered for publication elsewhere. Work in Progress may also be submitted. See
below for the standard layout. Submission of a manuscript to this journal gives the publisher
the right to publish that paper if it is accepted. Manuscripts may be edited to improve clarity

and expression.

Review articles, including institutional reviews of recent developments are welcome, and will

undergo peer review. Reviews should have an abstract of up to 250 words.

Editorials
Although most Editorials in the journal are commissioned, authors may contact the Editor-in-

Chief to request submission of their own Editorial.

Correspondence. Readers are encouraged to write about any topic that relates to
photodiagnosis or photodynamic therapy, clinical, scientific, educational, social or economic.
Letters should be no longer than 500 words and may include discussions on material
previously printed in the Journal.

Case report will be considered if formatted as a research letter with 2 figures maximum.
Maximum length is up to 1000 words with no headings and up to 6 references and 2 tables or

figures. An abstract of 150-200 words should also be provided.

Short Communications should not exceed 1000 words and should consist of a background
section (not to exceed 100 words), aims (not to exceed 50 words), methods (not to exceed 250

words), results (not to exceed 250 words) and conclusion (not to exceed 250 words). An
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abstract of 150-200 words should also be provided. The editorial team reserves the right to

decide which tables/figures submitted are necessary.

Submission checklist
You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the
journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more

details.

Ensure that the following items are present:
One author has been designated as the corresponding author with contact details:
* E-mail address

* Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

* Include keywords

* All figures (include relevant captions)

« All tables (including titles, description, footnotes)

* Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
* Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

* Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'

» All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Internet)

* A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing interests
to declare

» Journal policies detailed in this guide have been reviewed

* Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements.

For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN
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Ethics in publishing
Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal

publication.

Declaration of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential
competing interests include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid
expert testimony, patente applications/registrations, and grants or other funding. Authors must
disclose any interests in two places: 1. A summary declaration of interest statement in the title
page file (if double-blind) or the manuscript file (if single-blind). If there are no interests to
declare then please state this: 'Declarations of interest: none'. This summary statement will be
ultimately published if the article is accepted. 2. Detailed disclosures as part of a separate
Declaration of Interest form, which forms part of the journal's official records. It is important
for potential interests to be declared in both places and that the information matches. More

information.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information), that it is not under consideration
for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or
explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted,
it will not be published elsewhere in the same form, in

English or in any other language, including electronically without the written consent of the
copyrightholder. To verify originality, your article may be checked by the originality

detection service Crossref Similarity Check.

Preprints
Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing
policy. Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see

‘Multiple, redundant or concurrent publication’ for more information).

Use of inclusive language
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Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to
differences, and promotes equal opportunities. Content should make no assumptions about the
beliefs or commitments of any reader; contain nothing which might imply that one individual
is superior to another on the grounds of age, gender, race, ethnicity, culture, sexual
orientation, disability or health condition; and use inclusive language throughout. Authors
should ensure that writing is free from bias, stereotypes, slang, reference to dominant culture
and/or cultural assumptions. We advise to seek gender neutrality by using plural nouns
("clinicians, patients/clients™) as default/wherever possible to avoid using "he, she,” or
"he/she.” We recommend avoiding the use of descriptors that refer to personal attributes such
as age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health condition unless
they are relevant and valid. These guidelines are meant as a point of reference to help identify

appropriate language but are by no means exhaustive or definitive.

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting
their manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original
submission. Any addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list
should be made only before the manuscript has been accepted and only if approved by the
journal Editor. To request such a change, the Editor must receive the following from the
corresponding author: (a) the reason for the change in author list and (b) written
confirmation (e-mail, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or
rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation from
the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers
the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already
been published in an online issue, any requests approved by the Editor will result in a

corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement’ (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a ‘Journal Publishing Agreement' form or a
link to the online version of this agreement.
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Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for
internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale
or distribution outside the institution and for all other derivative works, including
compilations and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the
author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s)
in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to
complete na 'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of
gold open access articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights

As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work.
More information.

Elsevier supports responsible sharing

Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in
study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report;
and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such

involvement then this should be stated.

Open access

Please visit our Open Access page for more information.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher
Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to
guide you through the process of writing for research and going through peer review. Feel
free to use these free resources to improve your submission and navigate the publication
process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a

mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to
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eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English
may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's Author

Services.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your
article details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF
file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset
your article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's

decision and requests for revision, is sent by e-mail.

Referees
Referees
Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of three
potential referees who are willing to review the article (please obtain confirmation from the
referees before submitting your manuscript). Note that the editor retains the sole right to

decide whether or not the suggested reviewers are used.

Revised version of the manuscript

On the basis of the comments of the referees and editors, Authors may be asked to revise their
manuscript. In order to facilitate the evaluation of the revisions by the referees and editors,
upon revision, Authors are asked:

* to indicate all changes to the original manuscript by means of 'track changes'

* to add a letter for the referees, explaining how they dealt with all of the recommendations
and questions from the referees. Authors should submit their revised version no later than 9
months after they were informed about the decision that the manuscript needs revision. If no
revised manuscript

is received 9 months after the decision, the manuscript will be considered as rejected.

PREPARATION

Style

Please use no abbreviations. Headlines and Subheadlines should be liberally employed in the
Methods, Results, and Discussion sections. Use short paragraphs whenever possible. Clarity
of expression, good syntax and the avoidance of medical jargon will be appreciated by the

editors, reviewers and readers.
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References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in
any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s),
journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book
chapter and the article number or pagination must be present. Use of DOI is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by
Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the
author to correct.

Peer review

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed
by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a
minimum of one independent expert reviewer to assess the scientific quality of the paper. The
Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The

Editor's decision is final. More information on types of peer review.

Open access

This journal offers authors two choices to publish their research;

1. Open Access

e Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse

e An open access publication fee is payable by authors or their research funder

2. Subscription
e Atrticles are made available to subscribers as well as developing countries and patient
groups through our access programs

e No open access publication fee

All articles published open access will be immediately and permanently free for everyone to
read and download. Permitted reuse is defined by your choice of one of the following
Creative Commons user licenses:

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC-BY-NC-ND): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective
work (such as na anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not

alter or modify the article.
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Elsevier has established agreements with funding bodies. This ensures authors can comply
with funding body open access requirements, including specific user licenses, such as CC-
BY. Some authors may also be reimbursed for associated publication fees.
https://www.elsevier.com/fundingbodies

If you need to comply with your funding body policy you can apply for the CC-BY license
after your manuscript is accepted for publication.

To provide open access, this journal has a publication fee which needs to be met by the
authors or their research funders for each article published open access. Your publication
choice will have no effect on the peer review process or acceptance of submitted articles.

The open access publication fee for this journal is $USD 2,500 excluding taxes.

Learn more about Elsevier's pricing policy https://www.elsevier.com/openaccesspricing

Layout of manuscript

Divide the manuscript into the following sections: Title page, Structured Abstract, Key words
(3-6), Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Acknowledgments,
References. The editors will consider the use of other sections if more suitable for certain

manuscripts.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

« Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your
name between parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the
authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all
affiliations with a lowercase superscript letter immediately after the author's name and in front
of the appropriate address.

Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any
future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given

and that contact details are kept up to date by the corresponding author.
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* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address) may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used
for such footnotes.

The Structured Abstract, of no more than 250 words, should be written with particular care
since this will be the only part of the article studied by some readers. The preferred
subheadings are: Background, Methods, Results and Conclusions.

The Introduction should be brief and set out the purposes for which the study has been
performed along with relevant previous studies only where essential.

The Materials and Methods should be sufficiently detailed so that readers and reviewers can
understand precisely what has been done without studying the references directly. The
description may be abbreviated when well accepted techniques are used.

The Results should be presented precisely. Keep discussion of their importance to a minimum
in this section of the manuscript.

The Discussion should directly relate to the study being reported. Do not include a general
review of the topic.

Tables should be typed with double spacing and each should be on a separate sheet. They
should be numbered consecutively with Arabic numerals, and contain only horizontal lines.
Provide a short descriptive heading above each table with footnotes and/or explanations
underneath.

Figures should ideally be submitted in high-resolution TIF format, or alternatively in GIF,
JPEG/JPG or EPS format. The figures should be placed in separate files, named purely with
the figure numbers (e.g. "Figurel.tif".) The cost of colour figures will be paid by the author.

Legends for Figures should be typed with double-spacing on a separate sheet.

Gene Accession Numbers

For each and every gene accession number cited in an article, authors should type the
accession number in bold, underlined text. Letters in the accession number should always be
capitalised. Example: (GenBank accession nos. Al631510, Al631511, Al632198, and
BF223228), a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no.
BE675048), and a T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117).

Supplementary data
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The journal accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background datasets,
sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the
electronic version of your article in Elsevier web products, including ScienceDirect:

http://www.sciencedirect.com

Highlights

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your
article via search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the
novel results of your research as well as new methods that were used during the study (if any).
Please have a look at the examples here: example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system.
Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85

characters, including spaces, per bullet point).

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to
the online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a
concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical
abstracts should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size:
Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally
more. The image should be readable at a size of 5 x13 cm using a regular screen resolution of
96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example
Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of

their images and in accordance with all technical requirements.

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:
Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
yyyyl; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the
United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and

awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
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college, or other research institution, submit the name of the institute or organization that
provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

» Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

» Submit each illustration as a separate file.

* Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired color vision.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given

here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.
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Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically
have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

 Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF) or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) in addition to

color reproduction in print. Further information on the preparation of electronic artwork.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links
to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services,
such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are
correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and
pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may
already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged.

A DOl is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic
article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C.,
Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the
Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research,
https://doi.org/10.1029/2001JB000884.

Please note the format of such citations should be in the same style as all other references in

the paper.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by
citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references
should include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version
(where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the
reference so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not

appear in your published article.
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Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation
Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors
only need to select the appropriate journal template when preparing their article, after which
citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no
template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references
and citations as shown in this Guide. If you use reference management software, please
ensure that you remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More
information on how to remove field codes from different reference management software.
Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking
the following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/photodiagnosis-and-photodynamic-therapy
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plugins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in
any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s),
journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book
chapter and the article number or pagination must be present. Use of DOI is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by
Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the
author to correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged

according to the following examples:

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual
authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they
appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:


http://open.mendeley.com/use-citation-style/photodiagnosis-and-photodynamic-therapy
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[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci.
Commun. 163 (2010) 51-59. https://doi.org/10.1016/j.S¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

[2] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, 2018. The art of writing a scientific article.
Heliyon. 19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

[3] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

[4] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S.
Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York,
2009, pp. 281-304.

Reference to a website:

[5] Cancer Research UK, Cancer  statistics reports for the UK
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003 (accessed 13
March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] [6] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, vi1, 2015.
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Data visualization
Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and
engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about

available data visualization options and how to include them with your article.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research
data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To
facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your
software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to
the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are


http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1
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sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and
reference list. Please refer to the "References" section for more information about data
citation. For more information on depositing, sharing and using research data and other

relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article
directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on
ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives
them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly
link your dataset to your article by providing the relevant information in the submission
system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data
This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including

raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated
with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process,
after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant
datasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly accessible to
readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission.

This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to
access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the

submission process, for example by stating that the research data is confidential. The
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statement will appear with your published article on ScienceDirect. For more information,

visit the Data Statement page.

Process of submission

Online submission

Photodiagnosis and Photodynamic Therapy uses an online submission and review system.
Authors can upload their article via the Elsevier Editorial System at
https://www.evise.com/profile/api/navigate/PDPDT. By accessing the website Authors will be
guided stepwise through the uploading of the various files. Editable file formats are necessary.
We accept most wordprocessing formats, but Word, WordPerfect or LaTeX is preferred.
Figure files (TIFF, EPS, JPEG) should be uploaded separately. Always keep a backup copy of
the electronic file for reference and safety. Save your files using the default extension of the
program used. The system generates an Adobe Acrobat PDF version of the article which is
used for the reviewing process. Authors, Reviewers and Editors send and receive all
correspondence by e-mail and no paper correspondence is necessary.

For assistance please visit our Support Center.

AFTER ACCEPTANCE

Online proof correction

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with
their proof corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a
link to our online proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The
environment is similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on
figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a
faster and less error-prone process by allowing you to directly type your corrections,
eliminating the potential introduction of errors. If preferred, you can still choose to annotate
and upload your edits on the PDF version. All instructions

for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to
the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please
use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the
text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only
be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all

corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before replying,
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as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your

responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days
free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can
be used for sharing the article via any communication channel, including email and social
media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is
sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order
offprints at any time via Elsevier's Author Services. Corresponding authors who have
published their article gold open access do not receive a Share Link as their final published
version of the article is available open access on ScienceDirect and can be shared through the
article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything
from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article
will be published.
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