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RESUMO

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito da Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana, com uso de azul de metileno como fotossensibilizador, sobre os
fatores de patogenicidade de Candida spp. Um ensaio in vitro foi realizado sobre a
concentracdo celular em espectrofotrémetro, morfologia fungica quantificada pelas
dimensdes de area, densidade cromatica e numeros de brotos reprodutivos, ruptura
com o ciclo de regeneracéo da parede celular, bem como a interagéo dos tratamentos
com o Ergosterol, constituinte natural da membrana plasmatica dos fungos. A partir
da suspensdo de Candida albicans, tropicalis e krusei, representados por isolados
clinicos de pacientes com Leucemia Linfocitica Aguda e por estirpes ATCC e CBS,
foram preparados in6culo na concentracdo de 1 x 10° e submetidos aos seguintes
grupos: G1 - Controle de Crescimento; G2 - Irradiacdo Vermelha; G3 - Azul de
Metileno com exposicao de 20 minutos; G4 - TFDa com Tempo de Pré-Irradiacéo de
15 minutos; G5 - TFDa com TPI de 20 minutos; G6 - Associacao de Nistatina e TFDa
com TPI de 15 minutos; G7 - Associacao de Nistatina e TFDa com TPI de 20 minutos;
G8 - Nistatina. A fonte de luz utilizada foi o Laser InGaAIP, com comprimento de onda
de 660 nm, densidade de poténcia de 3,57 W/cm? e com energia de 5,0 J e densidade
de energia de 178,5 J/cm2. A concentracdo do Azul de Metileno foi de 0,1%. Os
resultados dos ensaios de imagens foram processados no programa ImageJ (1.51p)
e, posteriormente, analisados estatisticamente no Software SPSS (versao 18), assim
como o produto dos demais testes. A andlise estatistica foi realizada com o teste
paramétrico One-way ANOVA e Two-way ANOVA, com um nivel de significancia de
5%. Em todos experimentos, 0s microrganismos clinicos apresentaram maior
potencial de resisténcia aos tratamentos submetidos, quando comparado aos
padronizados, justificado pela constante exposicéo cliclica a farmacos e recursos
imunolégicos do hospedeiro. Quanto a concentracdo celular, Candida krusei
expressou as maiores densidades cromaticas entre as microbiotas clinicas tratadas,
sendo os Unicos microrganismos a apresentarem-se na forma de hifas. Candida
tropicalis foi a espécie com maior potencial de manutencédo do ciclo de recuperacdo
da parede celular. A TFDa foi o tratamento mais efetivo entre os grupos, indicando os
menores indices de concentracao celular, area, densidade cromatica e formacao de

brotos reprodutivos em cepas clinicas. A Nistatina obteve efeitos antimicrobianos



insatisfatérios quanto aos fatores analisados, principalmente em microrganismos
clinicos, entretanto, sendo a Unica terapéutica a ligar-se ao Ergosterol sintético,
podendo desenvolver acdo na membrana plasmatica do fungo. Espera-se que 0s
resultados apontados pelo estudo auxiliem na consolidacédo da TFDa como tratamento
efetivo para candidose oral e, que sua associa¢do a méetodos alopéaticos possibilitem

uma maior reducdo microbiana perante as vias microbioldgicas de Candida spp.

Palavras-chave: Candida. Terapia com Luz de Baixa Intensidade. Farmacos

Fotossensibilizantes. Azul de Metileno.



ABSTRACT

This research aimed to evaluate the effect of Antimicrobial Photodynamic Therapy,
using methylene blue as a photosensitizer, on the pathogenicity factors of Candida
spp. An in vitro assay was performed on cell concentration in a spectrophotometer,
fungal morphology quantified by area dimensions, chromatic density and numbers of
reproductive shoots, rupture with the cell wall regeneration cycle, as well as the
interaction of treatments with Ergosterol, a constituent of the plasma membrane of
fungi. From the suspension of Candida albicans, tropicalis and krusei, represented by
clinical isolates from patients with Acute Lymphocytic Leukemia and by ATCC and
CBS strains, inoculums were prepared at a concentration of 1 x 106 and submitted to
the following groups: G1 - Growth Control; G2 - Red Irradiation; G3 - Methylene Blue
with 20 minutes exposure; G4 - PDTa with a pre-irradiation time of 15 minutes; G5 —
TPDa with TPI of 20 minutes; G6 - Association of Nystatin and PDT with 15-minute
TPI; G7 - Association of Nystatin and PDTa with TPI of 20 minutes; G8 - Nystatin. The
light source used was the InGaAIP laser, with a wavelength of 660 nm, a power density
of 3.57 W/cm? and an energy of 5.0 J and an energy density of 178.5 J/cm2. The
concentration of Methylene Blue was 0.1%. The results of the image tests were
processed in the ImageJ program (1.51p) and, later, statistically analyzed in the SPSS
Software (version 18), as well as the product of the other tests. Statistical analysis was
performed using the One-way ANOVA and Two-way ANOVA parametric test, with a
significance level of 5%. In all experiments, the clinical microorganisms showed greater
resistance potential to the treatments submitted, when compared to the standardized
ones, justified by the constant cyclical exposure to drugs and immunological resources
of the host. As for cell concentration, Candida krusei expressed the highest color
densities among the clinical microbiota treated, being the only microorganisms to
present in the form of hyphae. Candida tropicalis was the species with the greatest
potential to maintain the cell wall recovery cycle. PDTa was the most effective
treatment among the groups, indicating the lowest indices of cell concentration, area,
color density and formation of reproductive buds in clinical strains. Nystatin had
unsatisfactory antimicrobial effects regarding the analyzed factors, mainly in clinical
microorganisms, however, being the only therapy to bind to synthetic Ergosterol, which
can develop action on the plasma membrane of the fungus. It is expected that the

results pointed out by the study help in the consolidation of PDTa as an effective



treatment for oral candidiasis and that its association with allopathic methods enable a

greater microbial reduction in the microbiological pathways of Candida spp.

Keywords: Candida. Low-Level Light Therapy. Photosensitizing Agents. Methylene
Blue.
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1 INTRODUCAO

As infecgOes fungicas apresentam-se como um fator de agravamento em sadde
com repercussdes globais, expressando ascensdo em territdrios heterogéneos,
inclusive quanto a patamares socioeconémicos (CULLEN; EDGERTON, 2016;
HSIEH, 2019; PIRRONE; PINCIROLI; BERRA, 2016). Estima-se que, de cinco
milhdes de espécies presentes no meio ambiente, trezentas séo capazes de
estabelecer doencas em hospedeiros mamiferos. Em humanos, infeccbes
ocasionadas por microrganismos fangicos determinaram a morte de 1,5 milh6es em
todo o mundo (SHARMA et al., 2019).

A candidose é a enfermidade fangica mais comumente relatada na area
médica, ocasionando infec¢cdes nas mucosas vaginal, gastrointestinal e oral, bem
como na pele. Provocada por microrganismos Candida, a doenca gera processos
infecciosos com intensidades variadas, podendo causar complicacdes sistémicas
(COLLINA et al., 2018; FRIEDMAN; SCHWARTZ, 2019; SHI et al., 2021).

A candidose oral é a denominagdo empregada quando a doenca atinge esse
respectivo sitio anatdbmico. Compreende-se que o fungo, essencialmente
asporogénico, comporta-se como um agente comensal na cavidade oral de
hospedeiros humanos, desenvolvendo sua patogenicidade apenas em situacdes de
ruptura de homeostasia local (ALVES et al., 2018; COLLINA et al., 2018; HSIEH,
2019).

Mais de 40 espécies Candida podem ser identificadas na estrutura oral, sendo
Candida albicans correspondente a 60,8% dos fungos presentes. No entanto, outras
espécies atuam com maior potencial de dano na etiopatogenia da doenca, mesmo
sendo quantitativamente reduzidas no meio, como Candida tropicalis, krusei,
parapsilosis e glabrata, que maximizam sua a¢do ao associarem-se para a formacéao
de biofilme (HSIEH et al., 2019; JAMIU et al., 2021; SHARMA et al., 2019; WHALEY
et al., 2017).

Visando essa diversidade morfoldgica e o potencial de dano das espécies, as
drogas antifingicas atuaram, durante anos, de modo eficaz no combate & candidose
oral, tornando-a reconhecidamente como uma doenca de facil cura. No entanto, essa
perspectiva tem mudado a medida que a prescricdo e utilizacdo desordenada de

medicamentos, aliada a escassa diversidade farmacéutica disponivel no mercado,
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desencadearam a deficiéncia dos atuais tratamentos tradicionalmente aplicados
(HSIEH et al., 2019; SHI et al., 2021).

Os farmacos comerciais que agem sobre microrganismos fungicos séo
classificados em azois, equinocandinas, polienos e flucitosinas. Os trés primeiros
grupos agem especificamente sobre a integridade da membrana plasmatica celular
do fungo, enquanto que as flucitosinas sdo o0s Unicos medicamentos que exercem
atividade sobre a biossintese do DNA e RNA (HSIEH et al., 2019; RICHARDSON;
JONES, 2007; SHARMA et al., 2019). Esses grupos medicamentosos estao
disponiveis de forma sistémica ou local (tépica). As drogas de uso sistémico como
triazaois, fluconazol e itraconazol, sdo amplamente prescritas, embora possuam pouca
efetividade contra Candida ssp e, interacdo medicamentosa consideravel. Ja
medicamentos tépicos como a Nistatina, Miconazol e Clotrimazol possuem indicacao
prioritaria na Odontologia, especialmente em casos de infec¢bes orais mais leves
(LYU et al., 2016).

A Nistatina, um macrolito polieno isolado a partir da estirpe bacteriana
Streptomyces noursei, € um medicamento popular na area, devido a fatores como
aplicabilidade e custo-beneficio (LYU et al., 2016). No entanto, a falta de consenso
técnico sobre a formulagdo, dosagem e periodo ideal de tratamento, além de
constantes relatos quanto a resisténcia a penetracdo e efeito da droga, tém sido
obstaculos veementes no processo de cura mediante a prescricdo desse farmaco
(NIIMI; FIRTH; CANNON, 2010; SHARMA et al., 2019; WILLIAMS et al., 2011).

Os episbdios de resisténcia farmacologica sdo agravados quando a doenca
acomete individuos imunocomprometidos que, habitualmente, manifestam sinais e
sintomas da candidose oral de forma mais frequente e relevante. Dessa forma,
guadros tipicos de unidades de tratamento intensivo (UTI), bem como estados criticos
como pneumonia, asma, tuberculose, doencas autoimunes, infeccdo por HIV e
neoplasias sao, corriqueiramente, associados a candidose oral e, por isso, ao declinio
de condic¢des de saude dos pacientes. Nesses casos, situacdes de septicemia fungica
por via sanguinea, denominadas de candidemia, tem tornado os indices de
mortalidade mais alarmantes (HSIEH, 2019; PIRRONE; PINCIROLI; BERRA, 2016;
SHARMA et al., 2019; SHI et al., 2021).

Essas circunstancias sdo mais evidentes quando distirbios que alteram o
sistema imunolégico acometem individuos de baixa faixa etéaria, visto a natureza da

doenca, a agressividade dos tratamentos recebidos e a vulnerabilidade prépria do
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sistema bioldgico infantil. A Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) é um exemplo desse
agravamento, designando-se como a leucemia mais comum em criancas, sendo
responséavel por 25% de todas as neoplasias malignas infantis (BHOJWANI; YANG;
PUI, 2015; PUCKETT; CHAN, 2021; WARD et al., 2014).

Doencas imunossupressoras, como a LLA, podem deliberar repercussdes na
saude bucal com complicacbes como doenca periodontal, mucosite, disgelsia, dores
articulares, osteorradionecrose e candidose oral. Devido a fatores como alteracao do
sistema imunoldgico, hipossalivacao e condicdes precarias de higiene oral, a elevada
disseminagdo fungica determina factuais riscos a manutencdo da vida por parte
daqueles acometidos por essa condicao (BABU et al., 2016; PUCKETT; CHAN, 2021,
RIBEIRA; ORIOL, 2009).

Dessa forma, a busca por terapéuticas alternativas que apresentem eficacia no
tratamento da candidose oral, inclusive em pacientes imunocomprometidos, € o
desafio de diversos estudos laboratoriais e clinicos da area. A Terapia Fotodinamica
(TFD) é um tratamento alternativo promissor reconhecido contra neoplasias, sendo
também direcionado para fins antimicrobianos, denominado, assim, de Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana (TFDa). Esse tratamento tem se apresentado dentro dos
critérios antifingicos acima expostos, com ac¢do imediata e especifica sobre os
microrganismos, afora os recentes indicios de superacao dos obstaculos encontrados
pelos tratamentos alopaticos convencionais, inclusive, quanto ao estimulo a
resisténcia pelo uso da propria terapéutica (ASNAASHARI et al., 2016; ESLAMI, 2019;
HSIEH et al., 2019; NIIMI; SHARMA et al., 2019; SHI et al., 2021).

A TFDa consiste na aplicacao de irradiacao laser de baixa poténcia sobre um
fotossensibilizador (FS). Nesse caso, 0 agente quimico € um mediador critico para o
sucesso do tratamento ao absorver a energia liberada pelo aparelho e, ao tornar-se
excitado, libera-la para biomoléculas presentes nos tecidos (ALVES et al., 2018;
ASNAASHARI et al., 2016; WILSON; ESLAMI, 2019).

Assim, produtos citotoxicos sdo formados por meio de duas reacdes distintas.
A primeira (tipo 1) produz radicais livres que promovem o estresse oxidativo fungico,
comprometendo a patogenicidade do microrganismo ao prejudicar a aderéncia das
células & mucosa do hospedeiro, bem como a formagé&o de biofilme. Na reagéo do tipo
I, a energia € aplicada sobre oxigénios locais, tornando-os ativos, portanto,
denominados de oxigénios singletos (ROS). Estudos preliminares apontam que 0s

ROS séao, supostamente, capazes de alterar a permeabilidade seletiva da parede
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celular do fungo, causando danos as estruturas intracelulares e, por essa via,
erradicando os microrganismos (FREIRE, 2016; HSIEH et al., 2019; LI et al., 2016;
SHl et al., 2021; STAJER et al., 2020).

A Food and Drug Administration (FDA), agéncia federal americana responsavel
pela protecdo da saude publica aprovou o uso de FS como as porfirinas, levulan,
metvix e visudyne. Outras substancias como o azul de toluidina, hipocrelina, B:La**,
verde de malaquita, violeta de genciana, azul de metileno, curcumina, eritrosina e
rosa-bengala tém sido utilizadas para a obtencéo de FS nao téxicos, especificos para
cada tipo de microrganismo e com diluicéo ideal em meio aquoso durante a aplicacao
da TFDa (HSIEH et al, 2019; TROBOULSI et al, 2011).

O Azul de Metileno (AM) € comumente usado como FS em casos clinicos de
candidose oral. Essa eleicao é justificada pela estabilidade e compatibilidade de suas
propriedades quimicas e bioldégicas no organismo humano, além de demonstrar larga
excitacao para a reducédo de leveduras (TROBOULSI et al., 2011).

A associacdo dessas caracteristicas ao carater emergencial de uma terapéutica
eficaz para a candidose oral, torna a TFDa um recurso elegivel dentro dos parametros
da Odontologia moderna, principalmente em localidades com recursos financeiros e
tecnoldgicos limitados, em razdo do favoravel custo-beneficio do aparelho. No
entanto, apesar da gradativa popularizacéo do uso clinico da TFDa e da compreensao
adquirida sobre os mecanismos microbiologicos ativados no hospedeiro, ainda ndo ha
um dominio concreto sobre o impacto da terapéutica nos fatores de patogenicidade
dos microrganismos, como a promoc¢do de dano a parede celular e membrana
plasmatica de Candida ssp, distinguindo assim da acdo de medicamentos alopaticos
tradicionais, como a Nistatina (AZIZI et al., 2016; EDUARDO et al., 2015; FREIRE,
2016).

Além disso, é importante ressaltar que os protocolos da TFDa ainda estdo em
discusséo na literatura cientifica. Dentre esses itens, esta o tempo de repouso do FS
antes da aplicacdo da irradiacdo, chamado de tempo pré-irradiacao (TPI). Essa etapa
€ crucial para o sucesso do tratamento devido ao contato fisico do FS com os tecidos
e, assim, a difuséo deste nas estruturas dos microrganismos (AMARAL et al., 2010;
AZIZl et al., 2016; EDUARDO et al., 2015; FREIRE, 2016; GONDIM et al., 2021).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo analisar, in vitro, o efeito

da TFD sobre os fatores de patogenicidade de Candida spp. Espera-se, assim, que
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os subsidios cientificos gerados evidenciem protocolos técnicos satisfatérios para a
aplicacao clinica da terapéutica, além de sugerir os mecanismos da TFDa perante as
habilidades de dano e autodefesa aprimorados, constantemente, pelos fungos em

guestéao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar, in vitro, o efeito da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana, com uso de
azul de metileno como fotossensibilizador, sobre os principais fatores de

patogenicidade de Candida spp.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar a concentracdo celular das cepas padrao e clinicas dos grupos;

e Avaliar a morfologia celular pela area e densidade cromatica flngica;

e Examinar a inibicdo da reproducéo assexuada por brotamento dos fungos;

e Analisar a integridade da parede celular fungica pela propor¢éo de quitina;

e Detectar a acao das terapias na membrana plasmatica pelo uso de Ergosterol;

e Investigar o protocolo de tratamento mais eficaz na inativacdo de Candida spp;
e Distinguir as cepas padréo e clinicas com possivel resisténcia aos tratamentos;

e Verificar o efeito das terapéuticas associadas perante 0s grupos estabelecidos.



3 METODOLOGIA

3.1 Delineamento do estudo

Um ensaio laboratorial experimental in vitro, com abordagem indutiva e técnica
de documentacéo direta foi realizado sobre o efeito da TFDa frente a patogenicidade
de Candida spp (HOCHMAN et al., 2005; MARCONI; LAKATOS, 2011). Uma analise

estatistica comparativa foi aplicada aos resultados das etapas metodologicas

descritas no fluxograma a seguir (Figura 1):

Figura 1 - Etapas Metodolégicas do Estudo
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! 3.1 Parede Celular Fungica
i 3.2 Membrana Plasmatica Flngica

Fonte: Elaborada pelo autor
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3.2 Local do estudo

Os testes laboratoriais foram realizados no Laboratério de Farmacologia
Experimental e Cultivo Celular (LAFECC) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) e
no Laboratério de Cultivo e Andlise Celular (LACEC) da Escola Técnica de Saude

(ETS), ambos pertencentes a Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

3.3 Microrganismos

Os experimentos foram realizados com microrganismos Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida krusei. As cepas utilizadas foram representadas por
isolados clinicos retirados de pacientes em fase de quimioterapia para tratamento de
LLA e por estirpes de referéncia do tipo American Type Culture Collection (ATCC) e
Dutch Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS).

O processo de identificacdo da microbiota clinica foi realizado em estudo
anterior (ARAUJO et al., 2005). Essa avaliacdo efetivou-se por meio de impresséo
digital molecular, pela Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) com o Kit
PureLink TM Genomic DNA (Invitrogen, Waltham, MA, USA), e pelo método
cromégeno CHROMagar Candida™ (BD™ CHROMAGAR™ Candida, Paris, Franca).
O método de PCR detectou a identidade de Candida albicans e Candida néao albicans
por meio de primer ACT1-f/ACT1-r e HWP1-f (MONTEIRO et al., 2019).

Para o0 isolamento em meio nutritivo cromogénico padronizado com
CHROMagar Candida™, coldnias crescidas e com aspecto de fungos leveduriformes
foram cultivadas. Esse sistema avaliou a espécie de Candida spp conforme a
coloracdo e o morfotipo, sendo assim, a identificacdo presuntiva realizada conforme
as coloragcbes e rugosidades das coldnias existentes nas placas apos 48h de
exposi¢cdo ao meio cromogénico. A tonalidade verde da col6nia indicou a presenca de
Candida albicans, a azul metélica de Candida tropicalis e a rosa com aspecto de
rugosidade como Candida krusei (ARAUJO et al., 2005; BAYONA et al., 2020).

Apés a identificacdo das espécies Candida spp, 0os microrganismos clinicos
foram semeados em placas, e estas armazenadas em meio refrigerado, com as
estirpes padrdo ATCC E CBS. Assim, as culturas de células microbianas foram

estocadas e disponibilizadas para os exames experimentais da presente pesquisa.
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3.4 Consideragdes éticas

Para a coleta dos microrganismos clinicos Candida spp, o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da UFPB aprovou a proposta submetida, com registro na Plataforma
Brasil sob nimero CAAE 30267814.2.0000.5188 e parecer 706.409 (MONTEIRO et
al., 2019).

3.5 Preparo dos in6culos para os experimentos

3.5.1 Subcultura dos microrganismos

As subculturas (repiques) dos microrganismos foram realizadas na etapa inicial
dos experimentos. Nesse processo, cinco colbnias com diametro de ~1mm foram
escolhidas das placas armazenadas e suspensas em 5 mL de Caldo Sabouraud
Dextrose (CSD) (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil), sendo submetidas ao agitador de vortex
(Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) durante 15 segundos e, posteriormente, incubado a 35°C
por 24 horas (CLSI, 2002).

Apbs esse periodo, o concentrado de microrganismos foi inserido por friccao
em placa petri com meio de Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (Kasvi, Curitiba, PR,
Brasil). As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas para, assim, serem utilizadas

nos experimentos.

3.5.2 Viabilidade dos microrganismos

A viabilidade celular foi analisada para dispor do potencial de patogenicidade
das cepas fungicas, para posterior utilizagdo nos experimentos. Dessa forma, uma
aliquota de cada microrganismo foi removida das placas de subcultura e suspensa em
1 mL de CSD, sendo em seguida, agitados em voértex. Em microplaca de
microtitulacdo estéril de 96 pocos (CRAL artigos para laboratorio LTDA, Cotia, SP,
Brasil), fundo chato, foi adicionado 300 uL da aliquota e incubada a 35°C por 24 horas.
Apés esse periodo, as placas foram visualmente avaliadas, observando se havia
atividade celular expressa por crescimento fungico (turbidez) em fundo de placa
(CLSI, 2002) (Figura 2).
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Figura 2 - Viabiliadade Celular demonstrada por Turbidez em Fundo de Placa

Fonte: Elaborada pelo autor
3.5.3 Concentracao dos indculos

Os indculos preparados para os experimentos foram realizados em triplicata.
Dessa maneira, cinco colénias com diametro de ~1mm foram escolhidas das placas
de subcultura e suspensas em 5 mL de CSD estéril. ApOs esse processo, as triplicatas

suspensas foram agitadas em vértex durante 15 segundos (CLSI, 2002) (Figura 3).

Figura 3 - In6culos Preparados em Triplicata
g

v

Fonte: Elaborada pelo autor

Em seguida, a densidade celular foi ajustada em espectrofotdmetro (Kasvi,
Curitiba, PR, Brasil) com comprimento de onda ajustado em 530 nm, acrescentando
CSD a suspensao recém preparada até obter a transmitancia equivalente de uma
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solucdo-padrao da escala de McFarland 0,5. Para essa finalidade, a absorbancia
referéncia indicada no espectrofotometro para o inéculo deveria ser de 0,08 a 0,13
(Figura 4), obtendo, assim, uma suspenséo padrdo de levedura de 1 x 10° células por
mL, concentragcdo essa ideal para os testes de atividade antimicrobiana do presente
estudo (CLSI, 2002).

Figura 4 - Grau de Absorbancia para Suspenséo de 1 x 108 células/mL

Fonte: Elaborada pelo autor

3.6 Grupos experimentais e controles

A partir das suspensdes padronizadas de Candida spp, foram realizados
ensaios de acordo com 0s grupos experimentais e controles descritos no Quadro 1.
Além desses, os experimentos foram submetidos a um controle de esterilizacéo,

composto por meio nutritivo de CSD.

Quadro 1 - Grupos Experimentais e Controles do Estudo

Grupo Intervencéao Tipo Descricéo
1 Controle Negativo Controle de Crescimento
2 Experimental Laser Irradiacdo Vermelha
3 Experimental AM Exposicdo de 20 minutos
4 Experimental TFD Pré-Irradiagéo de 15 minutos
5 Experimental TFD Pré-Irradiagcao de 20 minutos
6 Experimental Associacdo Nistatina + TFDa (Pré-Irradiacdo de 15 minutos)
7 Experimental Associacéo Nistatina + TFDa (Pré-Irradiacdo de 20 minutos)
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8 Controle Positivo Nistatina

Fonte: Elaborada pelo autor

A fonte de luz utilizada foi o Laser InGaAIP Therapy XT (DMC Importacéao e
Exportacédo de Equipamentos Ltda, S&o Carlos, SP, Brasil), no feixe de irradiagéo
.vermelha. Segundo informacdes do fabricante, o comprimento de onda (A) utilizado
foi de 660 nm = 10 nm, incidido com poténcia util de 100 mW + 20%, com diametro da
ponteira do aparelho (area de spot) correspondendo a 0,028 cm? (DMC, 2016). A
densidade de poténcia utilizada foi 3,57 W/cmz2, com energia 5,0 J, resultando numa

densidade de energia (dose) de 178,5 J/cm? durante a aplicacdo (Quadro 2).

Quadro 2 - Parametros Energéticos e Técnicos com Uso do Laser Diodo de Baixa
Poténcia

Parémetros Técnicos
Composicéao InGaAIP
Energia 5,0J
Poténcia 100 mW + 20%
Comprimento de Onda 660 nm £+ 10 nm
Modo de Acao Continuo
Diametro da Ponteira 0,028 cm?
Densidade de Poténcia 3,57 W/cm?
Densidade de Energia 178,5 J/cm?
Tempo 50s
Modo de Aplicacéo Perpendicular a Microplaca

Fonte: Elaborada pelo autor

A emissao do laser foi continua e com modo de operag&o pontual, cuja ponteira
do equipamento foi posicionada perpendicularmente a microplaca, no diametro de

abertura de cada poco (Figura 5).
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Figura 5 — Modo de Aplicacéo da Irradiacdo Laser

Fonte: Elaborada pelo autor

Para os testes de patogenicidade, o laser foi incidido sobre microplacas estéreis
de 96 pocos, conforme 0s grupos experimentais e controles pré-estabelecidos.
Ressalta-se que, de acordo com a espécie do microrganismo estudado, 0s ensaios
laboratoriais foram realizados em microplacas distintas, com o objetivo de manter a
especificidade e pureza de cada cepa (Figura 6).

Figura 6 - Microplaca com Grupos Exclusivos de Candida tropicalis Padréo
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Além disso, espacamentos fisicos entre grupos experimentais e controles de
um mesmo microrganismo foram preconizados na microplaca (Figura 8 e 9), sendo
também confeccionados anteparos de silicone preto (TEKBOND, Sdo Paulo, SP,
Brasil) para isolar os pogos que receberam carga energética. Esse material que,
segundo o fabricante, € capaz de resistir a altas temperaturas (-54 a 232°C) como de
esterilizacdo, foi utilizado para criar estruturas de borrachas moldadas a partir dos
pocos da microplaca. Posteriormente, esses anteparos foram inseridos nos pogos
adjacentes as triplicatas que receberam irradiacao laser, isolando-as (Figura 7). Dessa
forma, evitou-se a possibilidade de sobreposi¢cdo de irradiagdo entre 0S grupos

submetidos ao laser, como também qualquer absor¢cdo minima pelos demais.

Figura 7 - Anteparos Isolando Pogos de Triplicatas Irradiados. Fabricacéo Propria.

Fonte: Elaborada pelo autor

Ressalta-se que as analises foram realizadas em triplicata para todos os grupos
estabelecidos no estudo, conforme indicado na Figura 7 e, que cada po¢o recebeu
inoculo oriundo de reativagao distinta dos demais pocos da triplicata.

O AM, FS aplicado para sensibilizagdo de Candida spp pela TFD, foi
manipulado por farmacia de manipulacdo local e utilizado na concentracao de 0,1%
(Dilecta, Jodo Pessoa, PB, Brasil). A ambientacéo escura foi preconizada como meio

para manuseio e o TPl do FS, bem como para aplicacéo da irradiacao laser. Destaca-
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se que o TPI da pesquisa foi de 15 e 20 minutos, a depender do grupo pré-
estabelecido (HOSSEINI et al, 2016).

A Nistatina, utilizada como controle positivo (Roval, Jodo Pessoa, PB, Brasil),
foi diluida em Dimetilsulfoxido (DMSO) (Amresco, Northfield, OH, EUA) com DMSO e
Agua Destilada estéril, resultando numa concentracdo inicial de 1,0 mg/mL. No
entanto, antes da utilizacdo do medicamento nos experimentos, a Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) foi realizada com o objetivo de promover concentracdes
especificas de Nistatina para cada microrganismo padréo e clinico. Destaca-se que,
durante os ensaios de patogenicidade, as microplacas dos grupos contendo Nistatina,
aplicada na CIM ideal, foram incubadas a 35°C por 24 horas, condicdo habil para
ocorrer a acdo maxima do medicamento.

O quadro 3 demonstra o volume das substancias empregadas nos pog¢os dos
testes de concentracdo celular, morfologia celular e estruturas de suporte, de acordo

com 0s grupos experimentais e controles do estudo.

Quadro 3 - Volume das Substéncias Empregadas por Grupos Experimentais e
Controles

Grupo Descricéo Volume das substancias (300uL)
1 Controle de Crescimento 100pL de Inéculo + 200puL de CSD
2 Irradiacdo Vermelha 100uL de Inéculo + 200uL de CSD
3 Exposicdo de 20 min 100pL de Inéculo + 100uL de AM + 100uL de CSD
4 Pré-Irradiacdo de 15 min 100uL de Inéculo + 100uL de AM + 100uL de CSD
5 Pré-Irradiagdo de 20 min 100pL de Inéculo + 100pL de AM + 100uL de CSD

6 Nistatina + TFDa (Pl de 15 min)  100uL de Inéculo + 100uL de AM + 100uL de Nistatina
7 Nistatina + TFDa (Pl de 20 min)  100uL de Inéculo + 100uL de AM + 100uL de Nistatina
8 Nistatina 100uL de Indculo + 100uL de Nistatina + 100uL de CSD

Fonte: Elaborada pelo autor

3.7 Concentracéo inibitoria minima de Nistatina

O método de Microdiluicdo em Caldo foi empregado para obter a CIM da
Nistatina, perante cada cepa utilizada (CLSI, 2002). Inicialmente, o indculo foi
preparado na concentracdo de 1 x 108 células por mL e a Nistatina na concentragdo
de 1,0 mg/mL.
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A CIM foi realiza em triplicata sendo, primeiramente, inserido 100 uyL de CSD
em todos os pogos da microplaca. Entdo, 100 uL de Nistatina foi adicionado ao
primeiro pogo, dando seguida a microdiluigdo, com transferéncia de 100 uL do
contetdo do poco inicial para o adjacente, sendo repetido até o ultimo pogo da
microplaca. ApOs a conclusédo dessa etapa, inseriu-se 100 pyL do inéculo especifico
em todos os pocos, resultando numa concentracédo final de 60 a 0,4 uyL/mL do
medicamento, respectivamente, do primeiro ao Ultimo poco.

As placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C, periodo este necessario para
a Nistatina atinguir sua acdo antimicrobiana maxima. A obteng¢do dos resultados
ocorreu por observacéao visual de agregados de células no fundo dos pocos (LEITE et
al., 2014).

3.8 Analise da concentracao celular

A analise da Concentracdo Celular foi realizada em triplicata, por meio de
espectrofotometro, com o0 objetivo de quantificar os microrganismos apos 0s
tratamentos aplicados. Primeiramente, o inoculo foi preparado na concentracdo pré-
estabelecida e o medicamento controle na CIM e, em seguida, as microplacas foram
preenchidas segundo os grupos e os tratamentos aplicados.

Para a leitura de absorbancia dos grupos contendo AM, o aparelho foi zerado
com uma cubeta contendo AM e CDS, na proporc¢ao 1:3, a mesma proporc¢éo utilizada
nos poc¢os dos referidos grupos. Ja para grupos nao constituidos por AM, a cubeta de
referéncia (branca) para zeragem do aparelho foi preenchida apenas com CSD. Essa
diferenciacdo no processo de tara, para posterior leitura da concentracao celular,
tornou a comparacao dos resultados possivel, excluindo assim 0s meios presentes e

evidenciando apenas 0S microrganismos.
3.9 Avaliacdo da morfologia celular
3.9.1 Preparo laboratorial das [aminas e visualizagdo em microscopio
Apods os indculos padronizados serem preparados na concentragdo de 1 x 108

células por mL e os tratamentos realizados, 150 uL de cada triplicata foram removidos

e centrifugados por 15 minutos, na velocidade de 1500 rpm (Daiki, Presidente
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Prudente, SP, Brasil). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e duas etapas de
limpeza foram promovidas, com a adigao consecutiva de 75 uL e 30 uL de solugao
salina (NaCl), sendo o composto centrifugado por 10 minutos e removido o
sobrenadante apds cada uma dessas etapas. Por fim, 50 yL de NaCl foram
adicionados, e a solugédo centrifugada por 10 minutos com o intuito de formar um
volume que dispusesse 10uL de volume, removidos preferencialmente do fundo do
recipiente. Assim, esse volume foi aplicado sobre Iamina de vidro que, em seguida, foi
selada com laminula, ambas higienizadas por imersdo em &lcool isopropilico e xileno
antes do uso (Figura 8) (LAFFEY; BUTLER, 2005).

Figura 8 - Laminas Preparadas em Triplicata por Grupo
N B Taa 1 Ty

751 b . . . .’
é , .

Fonte: Elaborada pelo autor

As laminas foram visualizadas no Microscopio Digital Invertido EVOS FL (AMG,
Bothell, WA, EUA) sob campo claro (BF), com ampliacéo de 40x e intensidade de luz
de 20%. Por meio das imagens geradas, pode-se observar a area e densidade
cromética das células fungicas, bem como a presenca de brotos (Figura 9).
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Figura 9 - Controle de Crescimento de cepas clinicas (A) e submetidas a TFDa com
TPI de 15 minutos (B) de Candida krusei. Imagens em BF de Microscopio EVOS.

Fonte: Elaborada pelo autor

3.9.2 Analise da area, densidade cromatica e reproducdo assexuada por

brotamento

O programa Image J, versdo 1.5n1, foi utilizado para o processamento das
imagens em BF obtidas pelo Microscopio Digital Invertido. Para as analises da éarea,
densidade cromética e incidéncia de reproducdo assexuada, a imagem foi,
primeiramente, formatada para se obter uma imagem binaria. A funcdo Analyze
Particles foi acionada para proporcionar o contorno, isolamento e enumeracao das
células da imagem, excluindo possiveis ruidos que estivessem presentes. Durante o
processamento também foi possivel realizar a correcdo manual, caso alguma célula
se apresentasse com contornos delineados inadequadamente (HANNICKEL, 2012).

Os resultados disponibilizados pelo programa foram obtidos apés a selecéo da
opcdo Measure. Para os dados de area (Area), expressos em pixels quadrados, 100
células fungicas foram escolhidas de cada lamina, com o propoésito de verificar se
houve dano estrutural pela reducédo de area celular apos as terapias aplicadas. Além
desse parametro, a variacdo de densidade cromatica também foi mensurada como
indicadora de deterioracéo celular. Para isso, os valores de Integrated Density foram
coletados de 100 células de cada lamina, com area fixa em 400 pixels?, de modo que
interferéncias pela variagdo de area dos fungo fossem evitadas. J& o potencial de

inibicdo de reproducao propiciado pelos tratamentos foi aferido pelo quantitativo de
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brotos nas imagens. Esse estudo realizou-se pela propor¢do do niumero de brotos

presentes na lamina para cada 100 células fangicas totais (Figura 10).

Figura 10 - Controle de Crescimento de Cepas Clinicas de C. tropicalis
quantificadas quanto a Area (Area), Densidade (Integrated Density) e Brotos

(Area até 100 pixels)

12000000 pants. B4 (mvwring LUTL § 28 o T B mege Moocess dostae Mg Wndow Mg
\ 0 Yoo 0 o B cialolsaliisAlain g crod 218 2
| (]
o .' F] [ ] L |
| ¢ » o fie {0 Pt Fewdte
) o Qe o 5 I — o |
Mo o , 0 %0 , » " ow
1Y ‘ @ ) 1-‘. ‘: ’
‘ ’ ¥ raey
. .. ‘ o N 4 " s o1
L o I wom
N " Nk T e -
o LY ? .'. ": Tes | "1
‘ i N)t';. Afl
1®e 4 » ° i
'; . - . ' -~ TN oM
| . . . " :’..f ;‘)Z» "
| ¢@ ® o3 N o o e
1] @ ' .e ‘ " a o0 \
1 c® ¥ v - odl p , ..
I -. . ~ . ° -\ N "
ot ¢ ® * > -
A M

d g oo

— . -

| - =
Fonte: Elaborada pelo autor

B — )

e
14T0 am
MmN (AR
1"

Assim, a contagem de brotos (gémulas), indicando reproducéo assexuada por

brotamento, foi realizada pelo programa que indicou o niumero de células com area

mensurada até 100 pixels quadrados, valor correspondente a 25% do tamanho médio

dos fungos encontrados nas laminas, que foi de 400 pixels quadrados. (Figura 11)

(POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2014; TORTORA et al, 2004).

Figura 11 - Presenca de Brotos sugerindo Reproducéo Ativa em Controle Negativo

Fonte: Elaborada pelo autor
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3.10 Avaliacéo da estrutura de suporte

3.10.1 Parede celular fungica

3.10.1.1 Preparo laboratorial das laminas e visualizagdo em microscopio

Da mesma forma que realizado para a avaliacdo da morfologia celular, os
indculos padronizados foram preparados na concentragdo de 1 x 108 células por mL e
os tratamentos executados. Em seguida, 150 uL de cada triplicata foram removidos e
centrifugados por 15 minutos, na velocidade de 1500 rpm. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e duas etapas de limpeza foram promovidas, com a
adicao consecutiva de 75 uL e 30 pL de NaCl, sendo o composto centrifugado por 10
minutos e removido o sobrenadante apés cada uma dessas etapas.

O corante Calcofluor White (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utilizado
para detectar a proporcao de quitina nos microrganismos, indicando assim, o estado
de integridade da parede celular apds os tratamentos aplicados. Para melhor
visualizacdo do efeito do Calcofluor White nas imagens, o produto foi diluido em agua
estéril, na proporgdo de 1:10, a partir da concentracéo original de 1 g/L. Assim, 50 uL
da solucéo diluida do corante foram adicionados ao composto e esse centrifugado por
mais 10 minutos, a temperatura ambiente, para que 10 pL fossem removidos,
preferencialmente do fundo do recipiente. Essa quantidade foi aplicada sobre lamina
de vidro que, em seguida, foi selada com laminula, ambas higienizadas por imersao
em alcool isopropilico e xileno antes do uso (Figura 12) (LAFFEY; BUTLER, 2005).
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Figura 12 -Triplicatas com Calcofluor White (A) e Células Fungicas Decantadas Apos
Centrifugacéao (B)

Fonte: Elaborada pelo autor

As laminas foram visualizadas no Microscopio Digital Invertido EVOS FL com
filtro DAPI, com ampliacdo de 40x e intensidade de luz de 20%, em ambiente
laboratorial escurecido (Figura 13). A fluorescéncia apresentada pelas células foi o
parametro utilizado para avaliar a propor¢do de quitina na parede celular. Dessa
forma, quanto maior a fluorescéncia, maior seria a concentracdo de quitina,
demonstrando integridade do ciclo de recuperacdo da parede celular fungica (BRASIL;
PINHEIRO; PIMENTEL, 2003; CERNAKOVA; STANISLAVA; BUJDAKOVA, 2017,
DELGADO et al. 2014; HAGEAG; HARRINGTON, 1989; HALDANE; ROBART,1990).
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Figura 13 - Imagem em BF e DAPI do Controle de Crescimento (A) e TFDa com TPI
de 15 minutos (B) de cepas clinicas de Candida albicans.

Fonte: Elaborada pelo autor

3.10.1.2 Presenca de quitina na parece celular dos microrganismos

O programa Image J, versao 1.5n1, foi utilizado para formatar as imagens em
8 bits, obter as variantes binarias e analisar as particulas, dando contorno e
numeracao as células. Visto que o tamanho médio das unidades fungicas do estudo
foi de 400 pixels quadrados, utilizou-se 100 células com essas dimensdes para
determinar intensidade de fluorescéncia, de modo que os resultados de Integrated
Density ndo tivessem interferéncia pela variagdo de area dos fungos (Figura 14)



42

Figura 14 - Cepas clinicas de Candida albicans por DAPI analisadas em Software
Image J
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Fonte: Elaborada pelo autor

3.10.2 Membrana plasmatica fungica

3.10.2.1 Inéculos preparados com Ergosterol

A acdo das terapéuticas na degradacdo da membrana plasmatica fangica foi
avaliada por meio de ensaio com Ergosterol (SigmaAldrich, Sdo Paulo, Brasil) (Figura
17). Para isso, in6culos foram preparados na mesma concentracdo de
microrganismos dos demais testes (1 x 10° células por mL), diferindo entre si apenas
pela presenca ou auséncia de Ergosterol exdgeno. No caso dos pogos das triplicatas
destinados a receber o produto, a concentracéo ideal do Ergosterol foi de 400 pug/mL
dentro do poco, imersos por meio dos 100 uL do inéculo depositado.

Os grupos do experimento foram constituidos pelos mesmos volumes e
composicdes evidenciados nos demais testes (Quadro 3). Da mesma forma, a
Nistatina foi empregada na CIM padronizada, anteriormente, para Candida albicans
ATCC 90028 e Clinica PLLA 01, no caso, Unicas cepas utilizadas no presente

experimento.
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3.10.2.2 Microdiluigdo e contagem das Unidades Formadoras de Col6nias

Apds os tratamentos aplicados, o0 ensaio deu sequéncia utilizando a técnica de
microdiluicdo, com o objetivo de gerar diluicées seriadas em 103, 10, 10, 10 e 10
" para posterior plagueamento. Dessa forma, 100 uL do pogo de cada triplicata foram
removidos e imersos em tubos de ensaio contendo 900 uL de CSD, resultando numa
diluicdo de 10-3. Em seguida, 100 pL da solugédo formada foram adicionados a 900 pL
de CSD, gerando a diluicdo de 104, sendo, entédo, esse processo repetido até a lltima
diluicdo proposta (Figura 15).

Flgura 15 - Dilui¢do para Plagueamento em 103, 104, 10°, 10 e 10”7

Fonte: Elaborada pelo autor

Placas foram anteriormente preparadas, de modo que 24 mL de ASD fossem
distribuidos homogeneamente em todas as unidades. A partir das diluicbes
mencionadas, 50 uL foram retirados e distribuidos nas respectivas placas
padronizadas e incubadas a 35 °C por 24 horas (FREIRES et al., 2014; LIMA et al.,
2013).

De acordo com o crescimento de coldnias apresentado pelas placas incubadas,
a diluicdo escolhida para contagem das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) foi
de 10-°, por critérios de praticidade e confiabilidade (Figura 16).
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Figura 16 - Crescimento de Coldnias em Diluicdo de 10-° perante demais diluices

Fonte: Elaborada pelo autor

Assim, nos grupos em que o tratamento tem potencial efeito deletério sobre a
membrana plasméatica do fungo, as placas com presenca de Ergosterol exdégeno
obtiveram um maior crescimento de UFCs que nas placas com o produto ausente
(Figura 17). Esse resultado é esperado devido a ligacdo do tratamento ao esterol,
composto estruturante natural da membrana plasméatica de Candida (ELLEPOLA,;
SAMARANAYAKE, 2014).

Figura 17 - UFCs de Candida albicans na auséncia (A) e presenca (B) de Ergosterol
(10°)

Fonte: Elaborada pelo autor
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3.11 Anélise dos dados

Os dados referentes aos experimentos de Concentragao Celular e de Estrutura
de Suporte com uso de Ergosterol (Membrana Plasmatica) foram inseridos em
planilhas do Microsoft Excel e analisados no Software Estatistico SPSS (verséo 18).
Nesses mesmos programas também foram avaliados os resultados obtidos dos
ensaios de Morfologia Celular e de Estrutura de Suporte com Calcofluor White (Parede
Celular), ap0s o processamento das imagens no Software ImageJ (1.51p).

A andlise estatistica foi, primeiramente, realizada com a transformacéo
logaritmica dos dados, seguida pela comparacao de mais de dois grupos com o teste
paramétrico One-way ANOVA e, nas compara¢cdes multiplas com o Two-way ANOVA.

Para todas as analises adotou-se um nivel de significancia de 5%.
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4 ARTIGOS |

Apresentacédo do Artigo |

Apés as devidas consideracdes da banca avaliadora sobre esse trabalho, o
artigo sob titulo “Efeito da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana sobre a morfologia de
Candida spp padréo e isolados de pacientes imunocomprometidos.” sera submetido
ao periodico Photodiagnosis and Photodynamic Therapy (ISSN: 1572-1000; Fator de
Impacto: 3.631; Qualis Odontologia A2), cujas normas para submissdo de trabalhos

encontram-se no Anexo A.
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Resumo

Antecedentes: O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana sobre a morfologia de Candida spp padréo e isolados de pacientes
imunocomprometidos.

Métodos: Experimentos in vitro foram realizados com Candida albicans, tropicalis e
krusei, representados por isolados clinicos de pacientes com LLA e por estirpes ATCC
e CBS. A Concentracao Inibitéria Minima da Nistaina foi realizada para posterior
andlise de concentracdo e morfologia celular. Os grupos no estudo foram: G1 -
Controle de Crescimento; G2 - Irradiacdo Vermelha; G3 - Azul de Metileno com
exposicao de 20 minutos; G4 - TFDa com Tempo de Pré-Irradiacéo de 15 minutos; G5
- TFDa com TPI de 20 minutos; G6 - Associacao de Nistatina e TFDa com TPI de 15
minutos; G7 - Associacao de Nistatina e TFDa com TPI de 20 minutos; G8 - Nistatina.
A fonte de luz utilizada foi o Laser InGaAlP, com comprimento de onda de 660 nm,
densidade de poténcia de 3,57 mW/cm?2 e com energia de 5,0 J e densidade de
energia de 178,5 J/cm2. A concentragdo do Azul de Metileno foi de 0,1%. Os testes
foram processados no sofware Image J e SPSS Anova, com significancia de 5%.
Resultados: Cepas clinicas de Candida krusei obtiveram a concentracao mais elevada
apos os tratamentos (p<0,001). A TFDa foi mais efetiva que o tratamento com
Nistatina para microbiotas clinicas, reduzindo a concentragdo, area, densidade
cromatica e reproducéo assexuada.

Conclusdo: A TFDa apresentou-se como um recurso relevante para tratamento, in

vitro, de fungos resistentes a terapéuticas convencionais.

Palavras-chave: Terapia fotodinamica, Candida, Azul de metileno, Patogenicidade.
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1. Introducgéo

Estima-se que, de cinco milhdes de espécies de fungos presentes no meio
ambiente, trezentas sdo capazes de estabelecer doencas em hospedeiros mamiferos.
Em humanos, infecgcdes ocasionadas por esses microrganismos determinaram a
morte de 1,5 milhdes em todo o mundo [1].

Considerados patdgenos oportunistas, leveduras do género Candida podem
ser encontradas nas mucosas vaginal, gastrointestinal e oral, bem como na pele. Em
situacOes que ocasionam doencgas, podem se manifestar com intensidades variadas,
atingindo até mesmo risco de morte por complicacdes sistémicas, principalmente em
pacientes imunocomprometidos [1,2-5].

Entre outras repercussdes, a vulnerabilidade imunolégica propicia a ruptura
com a hemostasia corporea e, assim, 0 aparecimento de sinais e sintomas clinicos de
candidose que, quando localizada no sistema estomatognatico, denomina-se de
candidose oral. Nesses casos, estruturas anatdmicas como o epitélio superficial da
mucosa do palato e dorso da lingua s&o os sitios orais mais acometidos [1,4,5].

Visando o potencial de dano das espécies Candida, as drogas antifungicas
atuaram durante anos de modo eficaz no combate a candidose oral, tornando-a
reconhecidamente como uma doenca de facil cura. No entanto, essa perspectiva tem
mudado a medida que a prescricdo e utilizacdo desordenada de medicamentos, aliada
a escassa diversidade farmacéutica disponivel no mercado, desencadearam a
deficiéncia dos atuais tratamentos tradicionalmente aplicados [6-8].

A Nistatina, um macrolito polieno isolado a partir da estirpe bacteriana
Streptomyces noursei, € um medicamento popular na area, devido a fatores como
aplicabilidade e custo-beneficio [9]. No entanto, a falta de consenso técnico sobre a
formulacdo, dosagem e periodo ideal de tratamento, além de constantes relatos
guanto a resisténcia a penetracéo e efeito da droga, tém sido obstaculos veementes
no processo de cura mediante a prescricao do farmaco [1,6,7,10].

Essa condicdo € maximizada quando a candidose oral atingue individuos em
estados criticos de salde como acometidos por pneumonia, asma, tuberculose,
doencas autoimunes, infec¢do por HIV ou neoplasias [1,6,8,11,12]. Além disso, as
complicacbes fangicas sdo mais evidentes quando os  distarbios
imunocomprometedores expressam-se em pacientes com baixa faixa etaria, como

ocorre na Leucemia Linfocitica Aguda (LLA). Fatores como natureza da doenca,
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agressividade dos tratamentos recebidos e vulnerabilidade prépria do sistema
biolégico infantil, elucidam o alto impacto da candidose nesses individuos [13,14].

Enfermidades imunossupressoras, como a LLA, podem deliberar repercussoes
na saude bucal com complicacbes como doenca periodontal, mucosite, disgelsia,
dores articulares, osteorradionecrose e candidose oral. Devido a fatores como
alteracdo do sistema imunologico, hipossalivacdo e condi¢des precérias de higiene
oral, a elevada disseminacéo flungica determina factuais riscos a manutencao da vida
por parte daqueles acometidos por essa condicdo [14-16]. Dessa forma, a busca por
terapéuticas alternativas que apresentem eficacia no tratamento da candidose oral,
inclusive em pacientes imunocomprometidos, é o desafio de diversas pesquisas
laboratoriais e clinicas da area. A Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDa) tem
se apresentado dentro desse critério, com acdo imediata e especifica sobre o0s
microrganismos, demonstrado pela alta susceptilidade a terapéutica, embora os
protocolos energéticos ainda sejam objetos atuais de estudo [1,7,8,17,18].

A TFDa consiste numa fototerapia composta por uma luz visivel nédo toxica,
com um comprimento de onda especifico (vermelho), aplicado sobre um agente
guimico fotossensibilizador (FS) que, por sua vez, atuar4 sobre biomoléculas e
oxigénios locais, ocasionando possivel erradicagdo dos microrganismos presentes
[19].

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo analisar, in vitro, o efeito da
TFDa sobre a morfologia de Candida spp. padrdo e isolados de pacientes com

Leucemia Linfocitica Aguda.

2. Materiais e Métodos

2.1 Microrganismos

Os experimentos foram realizados com microrganismos Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida krusei. As cepas utilizadas foram representadas por
isolados clinicos retirados de pacientes em fase de quimioterapia para tratamento de
LLA e por estirpes de referéncia do tipo American Type Culture Collection (ATCC) e
Dutch Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS). O processo de identificacdo da
microbiota clinica foi realizado em estudo anterior [20]. Essa avaliacdo efetivou-se

por meio de impressao digital molecular, pela Reacdo em Cadeia de Polimerase
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(PCR) com o Kit PureLink TM Genomic DNA (Invitrogen, Waltham, MA, USA), e pelo
método cromégeno CHROMagar Candida™ (BD™ CHROMAGAR™ Candida, Paris,
Franca) [21].

2.2 Viabilidade dos Microrganismos

A viabilidade celular foi analisada para dispor do potencial de patogenicidade
das cepas fungicas, para posterior utilizagdo nos experimentos. Dessa forma, uma
aliquota de cada microrganismo foi removida das placas de subcultura e suspensa em
1 mL de CSD, sendo em seguida, agitados em voértex. Em microplaca de
microtitulacdo estéril de 96 pocos (CRAL artigos para laboratorio LTDA, Cotia, SP,
Brasil), fundo U, foi adicionado 300 pL da aliquota e incubada a 35°C por 24 horas.
Apés esse periodo, as placas foram visualmente avaliadas, observando se havia

atividade celular expressa por crescimento fungico (turbidez) em fundo de placa [22].

2.3 Concentracao dos Indculos

Os in6culos preparados para os experimentos foram realizados em triplicata.
Dessa maneira, cinco colénias com diametro de ~1mm foram escolhidas das placas
de subcultura e suspensas em 5 mL de CSD estéril. ApOs esse processo, as triplicatas
suspensas foram agitadas em vértex durante 15 segundos [22]. Em seguida, a
densidade celular foi ajustada em espectrofotdbmetro (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) com
comprimento de onda ajustado em 530 nm, acrescentando CSD a suspensao recém
preparada até obter a transmitancia equivalente de uma solucédo-padréo da escala de
McFarland 0,5. Para essa finalidade, a absorbancia referéncia indicada no
espectrofotdmetro para o inéculo deveria ser de 0,08 a 0,13, obtendo, assim, uma
suspensédo padrdo de levedura de 1 x 108 células por mL, concentracdo essa ideal

para os testes de patogenicidade do presente estudo [22].
2.4 Grupos Experimentais e Controles
A partir das suspensdes padronizadas de Candida spp, foram realizados

ensaios de acordo com 0s seguintes grupos experimentais e controles: G1 - Controle

de Crescimento; G2 - Irradiagcdo Vermelha; G3 - Azul de Metileno com exposicéo de
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20 minutos; G4 - TFDa com Tempo de Pré-Irradiacao (TPI) de 15 minutos; G5 - TFDa
com TPI de 20 minutos; G6 - Associacao de Nistatina e TFDa com TPI de 15 minutos;
G7 - Associacdo de Nistatina e TFDa com TPI de 20 minutos; G8 - Nistatina. Além
desses, os experimentos foram submetidos a um grupo controle de esterilizagéo,

composto por meio nutritivo de CSD.

2.5 Terapia Fotodinamica

A fonte de luz utilizada foi o Laser InGaAIP Therapy XT (DMC Importacéao e
Exportacdo de Equipamentos Ltda, Sado Carlos, SP, Brasil), no feixe de irradiacao
vermelha. Segundo informagdes do fabricante, o comprimento de onda (A) utilizado foi
de 660 nm £ 10 nm, incidido com poténcia util de 100 mW + 20%, com diametro da
ponteira do aparelho (area de spot) correspondendo a 0,028 cm? [23]. A densidade de
poténcia utilizada foi 3,57 mW/cmz2, com energia 5,0 J, resultando numa densidade de
energia (dose) de 178,5 J/cm? durante a aplicacao. A emissao do laser foi continua e
com modo de operacdo pontual, cuja ponteira do equipamento foi posicionada
perpendicularmente & microplaca, no diametro de abertura de cada pogco. O AM, FS
aplicado para sensibilizacdo de Candida spp pela TFD, foi manipulado por farmacia
de manipulacéo local e utilizado na concentracao de 0,1% (Dilecta, Jodo Pessoa, PB,
Brasil). A ambientacdo escura foi preconizada para manuseio do AM, tanto no TPI
como na aplicagéo da irradiagdo laser [24].

2.6 Triplicatas e Anteparos

Para os testes de patogenicidade, os experimentos foram realizados em
triplicata para todos os grupos estabelecidos. Além disso, espagcamentos fisicos entre
grupos experimentais e controles de um mesmo microrganismo foram preconizados
na microplaca, sendo também confeccionados anteparos de silicone preto
(TEKBOND, S&o Paulo, SP, Brasil) para essa funcédo. Essas borrachas foram
inseridas nos pocos adjacentes as triplicatas que receberam irradiacédo laser, dessa

forma, evitou-se a possibilidade de sobreposi¢éo de irradiagao.
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2.7 Concentracdo Inibitéria Minima de Nistatina

O método de Microdiluicdo em Caldo [22] foi empregado para obter a CIM da
Nistatina, perante cada cepa utilizada. Inicialmente, o in6culo foi preparado na
concentracdo de 1 x 108 células por mL e a Nistatina na concentracéo de 1,0 mg/mL.
A CIM foi realiza em triplicata sendo, primeiramente, inserido 100 uL de CSD em todos
0s pocgos da microplaca. Entdo, 100 uL de Nistatina foi adicionado ao primeiro poco,
dando seguida a microdiluicdo, com transferéncia de 100 yL do conteudo do pogo
inicial para o adjacente, sendo repetido até o ultimo pogo da microplaca. Apds a
conclusao dessa etapa, inseriu-se 100 pyL do indculo especifico em todos os pocos,
resultando numa concentracdo final de 60 a 0,4 pL/mL do medicamento,
respectivamente, do primeiro ao ultimo poco. As placas foram incubadas por 24 horas
a 35 °C, de modo que o periodo necessario para a Nistatina atingir seu efeito maximo
foi respeitado. A obtencéo dos resultados ocorreu por observacgdao visual de agregados

de células no fundo dos pocos [25].

2.8 Andlise da concentracao celular

A analise da Concentracdo Celular foi realizada em triplicata, por meio de
espectrofotdometro, com o objetivo de quantificar os microrganismos apos 0s
tratamentos aplicados. Para a leitura de absorbéancia dos grupos contendo AM, o
aparelho foi zerado com uma cubeta contendo AM e CDS, na proporc¢éo 1:3, a mesma
proporcao utilizada nos poc¢os dos referidos grupos. Ja para grupos nao constituidos
por AM, a cubeta de referéncia (branca) para zeragem do aparelho foi preenchida
apenas com 1 mL de CSD. Essa diferenciagcdo no processo de tara, para posterior
leitura da concentracdo celular, tornou a comparacdo dos resultados possivel,

excluindo assim 0s meios presentes e evidenciando apenas 0s microrganismos.

2.9 Analise da Morfologia Celular

2.9.1 Preparo laboratorial das laminas e visualizagdo em microscopio

Apods os inéculos padronizados serem preparados na concentragdo de 1 x 108

células por mL e os tratamentos realizados, 150 uL de cada triplicata foram removidos



54

e centrifugados por 15 minutos, na velocidade de 1500 rpm (Daiki, Presidente
Prudente, SP, Brasil). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e duas etapas de
limpeza foram promovidas, com a adicdo consecutiva de 75 pyL e 30 pL de solugao
salina (NaCl), sendo o composto centrifugado por 10 minutos e removido o
sobrenadante ap0s cada uma dessas etapas. Por fim, 50 pL de NaCl foram
adicionados, e a solucédo centrifugada por 10 minutos com o intuito de formar um
volume que dispusesse 10uL de volume aplicados sobre lamina de vidro [26]. As
laminas foram visualizadas no Microscopio Digital Invertido EVOS FL (AMG, Bothell,

WA, EUA) sob campo claro (BF), com ampliacdo de 40x e intensidade de luz de 20%.

2.9.2 Andlise da area, densidade cromatica e reproducédo por brotamento

O programa Image J, versédo 1.5n1, foi utilizado para o processamento das
imagens em BF obtidas pelo Microscépio Digital Invertido. Para as analises da area,
densidade cromatica e incidéncia de reproducdo assexuada, a funcdo Analyze
Particles foi acionada para proporcionar o contorno, isolamento e enumeracao de
todas células da imagem, excluindo possiveis ruidos que estivessem presents [27].
Para os dados de area (Area) e densidade cromética (Integrated Density), expressos
em pixels quadrados e pixels, respectivamente, 100 células fungicas foram escolhidas
de cada lamina, com o propdsito de verificar se houve dano estrutural apés as terapias
aplicadas. Afim de evitar interferéncias nos resultados quanto a densidade cromética,
o tamanho dos fungos analisados foram fixados em 400 pixels quadrados, dimenséo
médias das unidades celulares encontradas nas imagens. J4 o potencial de inibicdo
de reproducédo propiciado pelos tratamentos foi aferido por meio do quantitativo de
brotos nas imagens. Esse estudo realizou-se pela propor¢cdo do numero de brotos

presentes na lamina para cada 100 células fangicas totais.

2.10 Analise de dados

Os dados referentes aos experimentos de Concentragdo Celular foram
inseridos em planilhas do Microsoft Excel e analisados no Software Estatistico SPSS
(versdo 18). Nesses mesmos programas também foram avaliados os resultados
obtidos dos ensaios de Morfologia Celular, ap0s o0 processamento das imagens no

Software Image J (1.51p). A analise estatistica foi, primeiramente, realizada com a



55

transformacéo logaritmica dos dados, seguida pela comparacdo de mais de dois
grupos com o teste paramétrico One-way ANOVA e, nas comparacdes multiplas com
o Two-way ANOVA. Para todas as analises adotou-se um nivel de significancia de
5%.

3. Resultados

A andlise da Concentragdo Inibitéria Minima da Nistatina foi realizada para a
posterior utilizacdo das concentracdes especificas nos experimentos da pesquisa,

conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela. 1 Concentracao Inibitéria Minima da Nistatina de acordo com as Espécies de Candida (ug/mL).

CIM
PADRAO CLiNICO
Candida albicans 7,50 3,75
Candida tropicalis 3,75 3,75
Candida krusei 7,50 3,75

A quantificacdo de microrganismos dos grupos experimentais e controles
foram avaliados pela Concentracdo Celular em espectrofotdmetro. Dessa forma,
Candida krusei obteve a concentracédo mais elevada entre as cepas clinicas e padrao,
apos os tratamentos aplicados, seguido, respectivamente, por Candida tropicais e
Candida albicans, com diferenca significativa (p<0,001). Além disso, observou-se que
a concentracao total de fungos foi maior entre as cepas clinicas que padrao (Tabela
2).
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Concentracdo Celular em Espectrofotémetro.

CONCENTRACAO CELULAR

PADRAO CLINICO
MEAN p-Value MEAN p-Value
Candida albicans 0,47 0,65
Candida tropicalis 0,65 < 0,001 0,73 < 0,001
Candida krusei 0,77 0,93
Total 1,89 2,31

Perante 0 mesmo experimento, cepas padrao e clinicas apresentaram resultados

semelhantes ap0s os tratamentos especificos. Dessa forma, os grupos com aplicacéo

da TFDa obtiveram as menores concentracdes de microrganismos, nao havendo

diferenca significativa pela variacdo do TPI ou associacdo com Nistatina (p = 1,00)

(Tabela 3). De modo geral, o uso da Nistatina isolada apresentou reducdo de

concentracéao inferior e sucessiva a TFDa (p<0,001), diferindo apenas em Candida

albicans padréo, cujo efeito do farmaco foi relevante (Fig. 1)

Tabela. 3 Comparacao Multipla: Grupos com uso de TFDa como referéncia (p-Value/Bonferroni).

CONCENTRACAO CELULAR

PADRAO CLiNICO
TIPO DE MEAN p-Value MEAN p-Value
TRATAMENTO
cC 1,23 < 0,001 1,56 < 0,001
LASER 1,19 < 0,001 1,45 < 0,001
AM 0,80 < 0,001 1,08 < 0,001
TFD 15 0,37 1,00 0,34 1,00
TFD 20 0,35 1,00 0,34 1,00
TFED 15+N 0,30 1,00 0,31 1,00
TFD 20+N 0,32 1,00 0,33 1,00
NISTATINA 0,48 < 0,001 0,78 < 0,001
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Fig. 1 Concentragdo Celular de Microrganismos Padréo.

Por meio da avaliagédo da Morfologia Celular pode-se examinar a redugao de
area, densidade cromatica e reproducdo assexuada de Candida, bem como a forma
celular das cepas. Nas imagens formadas em campo claro (BF) (Fig.2), Candida
albicans e tropicalis apresentaram-se como blastoconideos e pseudo-hifas, enquanto
Candida krusei, que além de expressarem-se nas morfologias anteriormente citadas,

apresentaram-se também como hifas.
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Fig. 2 Controle de Crescimento de Candida albicas (A), Candida tropicalis (B) e Candida krusei (C)
demonstrando a Morfologia Celular. Analise quanto a Area, Densidade cromatica e Reproducédo de
Candida krusei ap0s aplicacdo de TFD com TPI de 15 minutos (D). Imagens de cepas padao em BF.

Quanto aos demais fatores avaliados pelo teste, a espécie albicans clinica
indicou as maiores proporc¢des apresentadas quanto a area e densidade cromatica,
sucedida por Candida tropicalis e Candida krusei (p<0,001). J4 os resultados em
cepas padréo foram diferentes destes, sendo Candida krusei os maiores valores
(p<0,001) (Tabela 4).



59

Tabela 4 Mdltipla Concentracdo de Area e Densidade Cromética de Cepas Clinicas (Post Hoc
Tests/Bonferroni).

PADRAO CLiNICO
AREA DENSIDADE V;Ilje AREA  DENSIDADE  p-Value
Candida albicans 200,9 43033 386,4 97643
Candida tropicalis ~ 308,1 70363 <0001 3794 51282 <0.,001
Candida krusei 410,9 94722 241,1 60787

A reducéo de Area também foi analisada de acordo com aos grupos propostos.
As TFDa expressaram os valores mais baixos quanto a Area, sendo a Associacdo de
Nistatina e TFDa com TPI de 20 minutos, o tratamento mais pertinente contra cepas
padrdo (p<0,001), seguido pelos resultados equivalentes de Nistatina isolada e
demais grupos com aplicacdo de TFDa (p>0,05). No que concerne aos
microrganismos clinicos, a Nistatina apresentou efeito semelhante a aplicacdo do
laser isolado (p=1,00), sendo este acentuadamente inferior ao dos tratamentos com
utilizacdo de TFDa (p<0,001) (Tabela 5) (Fig.3).

Tabela 5 Comparacao Mdltipla: Grupos com uso de Nistatina como referéncia

AREA
PADRAO CLINICO
TIPO DE MEAN p-Value MEAN p-Value
TRATAMENTO

CcC 592,1 < 0,001 574 0,01

LASER 459,8 < 0,001 502,2 1,00

AM 330,2 1,00 373,8 0,03
TFD 15 240,6 1,00 219,6 < 0,001
TFD 20 203,6 0,38 183,7 < 0,001
TFD 15+N 193,7 0,20 196,1 < 0,001
TFD 20+N 128,3 < 0,001 165,8 < 0,001

NISTATINA 304,8 469,4




60

Estimated Marginal Means of Area

700,00 Microrganismo

- C. albicans clinico
— C. tropicalis clinico

600,00 C _krusei clinico

500,00

400,004

300,007

Estimated Marginal Means

200,007

100,007

Jose)
Wiy
§1041
02041
N+51041]
N+0Za4 1]
eune|siN|

OUBLUISEI B|0N U0

Tipo_tratamento

Fig. 3 Efeito Similae entre Nistatina e 0 uso de Laser isolado em cepas clinicas.

Quanto densidade cromatica de microrganismos Candida, os grupos tratados
com TFDa obtiveram os resultados mais baixos e relevantes, independente do TPl e
da associacdo com o medicamento controle (p>0,05). Entretanto, em cepas padrao,
a Nistatina apresentou efeito semelhante as TFDa (p>0,05), sendo esse resultado
diferenciado da densidade cromética expressa por cepas clinicas tratadas com o
farmaco, cujos valor foi inferior apenas ao Controle de Crescimento e com uso do
Laser isolado (p<0,001) (Tabela 6).

Tabela 6 Comparacao Mdltipla: Grupos com uso de TFDa como referéncia (p-Value/Bonferroni)
DENSIDADE CROMATICA

PADRAO CLINICO
TIPO DE MEAN p-Value MEAN p-Value
TRATAMENTO
cC 139268 < 0,001 146262 < 0,001
LASER 112375 < 0,001 127563 < 0,001
AM 81912 < 0,001 56541 0,01
TFD 15 57879 > 0,05 40979 1,00
TFD 20 43581 > 0,05 37088 1,00
TFD 15+N 38107 >0,05 37486 1,00
TFD 20+N 27490 > 0,05 32249 1,00

NISTATINA 54367 > 0,05 81068 < 0,001
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Acerca da intervenc¢ao dos tratamentos no ciclo de reproducéo assexuada dos
fungos, os grupos com TFDa apresentaram a menor proporcao de brotos, sendo o
resultado semelhante com TPI variado e com a associagdo com a Nistatina (p=1,00).
Em sintese, os grupos de Nistatina, AM, Laser e Controle de Crescimento foram

numericamente consecutivos as TFDa, para cepas padréo e clinicas (Fig. 4 e 5).
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Fig. 4 Reproducdo Assexuada de Cepas Padréo.
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Fig. 5 Reproducao Assexuada de Cepas Clinicas.
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3. Discussao

A TFDa apresentou os resultados mais relevantes do estudo quanto a reducéo
de concentracao celular e potencial de dano as estruturas morfolégicas de Candida
albicans, tropicalis e krusei. Esses dados foram consolidados tanto no tratamento de
cepas padrdao ATCC e CBS como de espécies oriundas de pacientes
imunocomprometidos, ndo dependendo de variacdo no TPl ou associagcdo com
medicamentos alopaticos para expressar a efetividade da terapéutica.

Do mesmo modo, a Nistatina foi avaliada perante os fatores mensionados e
demonstrou capacidade inferior de agressao aos microrganismos quando comparado
a TFDa, principalmente nos experimentos com cepas clinicas.

Sabe-se que, a habilidade do fungo de desenvolver quadros patolégicos varia
de acordo com a interacdo com o hospedeiro. Considerada uma microbiota comum
na cavidade oral, Candida spp beneficia-se do conhecimento biolégico adquirido
durante a fase comensal para tornar-se prejudicial e adaptavel as defesas
imunolégicas humanas, em situacdes de quebra de hemostasia corporea [28,29].
Além disso, a patogenicidade do microrganismo é influenciada por mutagcdes do seu
proprio genoma, sendo esses eventos decorrentes das ciclicas infec¢cdes em
mamiferos e da atuacdo de estressores ambientais, como as drogas antifungicas
[30,31].

Dessa forma, o alto nivel de plasticidade do genoma proporciona as espécies
clinicas um maior potencial de defesa contra tratamentos, bem como a manutencéo
da propria resisténcia adquirida [32]. Essa prerrogativa, possivelmente, fundamenta
as divergéncias encontradas entre cepas padrao e clinicas no teste de concentracao
celular da pesquisa, sendo essas Ultimas numericamente mais elevadas apos as
terapéuticas aplicadas.

Ademais, as manifestacbes de patogenicidade de microrganismos Candida
também dependem da prevaléncia e do potencial de dano das espécies presentes.
Apesar de Candida albicans ser guantitativamente majoritaria em quadros clinicos
comuns de candidose, outras espécies demonstram atual importancia na severidade
da infeccdo. Essa mudanca tem sido associada a fatores como prescricoes
medicamentosas e a ascensao quantitativa de imunocomprometidos [33].

Estudos anteriores [34,35] classificaram as espécies Candida de acordo com a

incidéncia em quadros clinicos sistémicos e o potencial de patogenicidade,
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representado pela capacidade de dano e resisténcia a tratamentos. Assim, trés grupos
foram estabelecidos, cujas espécies albicans e tropicalis apresentaram-se com
incidéncia e patogenicidade mais elevadas, seguidas por glabrata e parapsolosis e,
por fim, por Candida krusei, presente em apenas 4% das infeccOes. Esses dados
coincidem com os achados dos experimentos de morfologia celular, nos quais estirpes
clinicas de Candida albicans foram resistentes aos tratamentos ao ndo expressarem
repercussdes relevantes quanto a sua integridade celular, retratadas pelos valores
mais avangados quanto a area e densidade croméatica da estrutura celular.

Embora Candida krusei apresente-se, na classificacéo [34,35] com uma das
cepas com menor potencial de patogenicidade, a estirpe expressou 0s patamares
mais elevados quanto a concentracdo de cepas padrdo e clinicas, ap0s o0s
tratamentos da presente pesquisa. Além disso, as estirpes clinicas krusei
apresentaram resultados superiores a Candida tropicais quanto a densidade
cromatica da estrutura celular, indicando uma modificacdo efetiva no volume do
conteudo citoplasmatico. A justificativa para essa atuacao distinta de Candida krusei,
respalda-se no fato da classificacdo retratar o comportamento de cepas em individuos
com imunidade regular, enquanto que o experimento utilizou microbiotas provenientes
de estados de imunocomprometimento, cuja predominancia da espécie em infec¢des
de pacientes com neoplasia chega a 90% dos casos [34,36], inclusive com maior
resisténcia a tratamentos convencionais [35,37].

A elevada patogenicidade de Candida krusei em pacientes
imunocomprometidos também foi endossada pela forma celular que os
microrganismos se apresentaram nas imagens em campo claro. De modo geral,
espécies Candida podem identificar-se na forma de blastoconideos, pseudo-hifas e
hifas, tendo cada morfologia uma importancia especifica nas etapas e, assim, na
intensidade da infeccdo em humanos. Nas imagens referidas, estirpes de Candida
krusei mostraram-se presentes em todas as formas, determinando a possibilidade de,
perante as morfologias respectivamente citadas, iniciar a fixacdo e disseminacdo em
estruturas corporeas, introduzir a formacao de biofilmes fungicos e, por fim, agravar
estados clinicos pela penetracdo em profundidade nos tecidos, além de intensificar as
etapas anteriores [37,38]. No que se referem as formas morfolégicas das demais
espécies estudadas, Candida albicas e tropicalis expressaram-se de modo limitado,
apenas como blastoconideos e pseudo-hifas, sem o potencial de agravamento de

infeccdes proprias de hifas.
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Afora as informacfes desenvolvidas pelo estudo sobre as caracteristicas de
espécies Candida, resultados relevantes sobre os tratamentos aplicados também
foram obtidos. Desse modo, o teste de concentragcédo celular foi determinante para
avaliar o poder de destruicdo flngica de cada tratamento, enquanto que, as analises
de morfologia celular indicaram o impacto que as terapéuticas incidiram sobre a
integridade celular e o ciclo de reproducao dos fungos.

Considerada uma técnica rapida e de baixo custo, a andalise de concentracdo
celular em espectrofotometro tem sido utilizada para quantificar diversos
microrganismos em meio laboratorial, de modo preciso e simples [39]. Nessa
instancia, o método determinou a concentracdo de cepas existentes apdés 0s
tratamentos propostos. Assim, a TFDa apresentou a menor densidade celular dentre
0s grupos, sendo o tratamento mais eficaz para a morte de microrganismos padrdo e
clinicos de Candida spp do estudo.

Em sequéncia de efetividade, a Nistatina exibiu resultados superiores aos
demais grupos, mas nao compativeis com os patamares alcancados pela TFDa. A
Unica cepa em que o farmaco obteve resultados satisfatorios e superiores a TFDa foi
Candida albicans padrao, ndo ocorrendo 0 mesmo com as cepas clinicas da espécie.
A resisténcia de cepas provenientes de pacientes imunocomprometidos,
especialmente em intercurso de tratamentos antineoplasicos, sao citados na literatura
[40], inclusive em publicacbes anteriores que utilizaram as cepas clinicas do presente
experimento [20].

Quanto as andlises de area e densidade cromatica da estrutura celular dos
microrganismos, a mensuracdo desses dados foi o meio utilizado para aferir as
repercussbes das terapéuticas em relacdo a sugestiva modificacdo do volume
citoplasmatico por extravasamento de estruturas. Dessa forma, tratamentos com
Nistatina e TFDa apresentaram os valores mais reduzidos de area e densidade em
cepas padrdo, sendo assim, as terapéuticas mais nocivas a integridade de Candida
spp, ndo havendo diferenca estatistica entre as mesmas.

No entanto, fundamentado na prerrogativa que microrganismos padrdo séo
mais susceptiveis a antifungicos que microbiotas de ambientes orais, principalmente
de imunocomprometidos, os resultados acima citados foram discrepantes com 0s
dispostos por cepas clinicas, cuja TFDa foi o tratamento mais promissor e a Nistatina

pouco efetivo. Assim, a eficacia do medicamento equiparou-se ao desempenho do
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laser isolado, em analise de éarea, e superior apenas ao AM isolado, quanto a
densidade cromatica.

Os corantes fenotiazinicos, grupo ao qual o AM esta inserido, sdo utilizados
para fins medicinais ha mais de um século, sendo o AM inicialmente aplicado para
reestabelecer estados de malaria [41]. No entanto, devido a sua atividade
antimicrobiana reduzida, o emprego da substancia isolada foi desestimulado pela
descoberta de antibiéticos e antifiingicos [42]. A atual reinsercdo do AM no mercado,
agora com funcao fotossensibilizadora, déu-se pela popularizacdo da TFDa como
recurso contra microbiotas resistentes aos farmacos mencionados. Dessa forma,
compreende-se que o0 uso isolado do AM nado expressa eficacia antifungica
semelhante a TFDa e, remetendo aos resultados da pesquisa, demonstra a acao
insatisfatdria da Nistatina quanto tratamento, que, em termos de perda de integridade
do arcabouco, foi inferior aos resultados do AM isolado em microrganismos clinicos.

Além desses indicios, a resisténcia de cepas clinicas de Candida spp a
Nistatina foi evidenciada pelo efeito semelhante da droga e do laser isolado perante a
mensuracao de area fangica. Tema ainda em discusséo na literatura, a aplicacéo do
laser de baixa poténcia, sem a presenca de um FS, tem demonstrado atuacgéo
estimuladora positiva e até nula sobre o metabolismo de microbiotas e, portanto, sobre
o crescimento e reproducéo celular [43]. Em estudos in vitro, terapéuticas com uso de
laser isolado tendem a apresentar efeito semelhante ao do controle de crescimento,
ou seja, nulo, devido a auséncia de cromoéforos no meio [44]. Resultado similar a esse
foi encontrado no presente trabalho, cujo efeito do laser isolado n&o gerou modificagéo
guanto as dimensdes do fungo, sendo similares aos parametros encontrados no
controle de crescimento. Embora esses resultados sejam esperados, o diferencial
encontrado foi a similaridade quantitativa dos dados da Nistatina quanto ao laser
isolado, demonstrando o baixo potencial do medicamento em promover reducao de
area no arcabouco fungico.

Com base no reconhecido mecanismo de atuacdo da Nistatina, que gera a
morte dos fungos pela permeabilizacdo da membrana plasmatica e sequestro de
Ergosterol [45] e diante dos valores de reducao de concentracao celular pela aplicacao
do farmaco no estudo, infere-se que a Nistatina foi eficaz na debelacdo de Candida
ssp. No entanto, as cepas clinicas que resistiram ao tratamento pareceram nao sofrer

repercussfes em sua integridade celular, fato ndo remetido a TFDa que, além de
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ocasionar elevada reducédo de concentragdo celular, gerou danos a morfologia celular
dos microrganismos.

No que se refere a ruptura do ciclo de reproducao celular, a TFDa apresentou
a acdo mais efetiva contra Candida ssp, representado pelo menor nimero de brotos
presentes nas imagens. De modo geral, a variacdo no TPl e a associagdo com
Nistatina ndo determinaram diferencas estatisticas entre os grupos com aplicacéo de
TFDa, seja na reproducédo assexuada do fungo ou em qualquer outro resultado do
estudo.

Dessa forma, a aplicagdo do FS com um TPI reduzido pode beneficiar o
atendimento clinico, tornando-o mais rapido, sem comprometer a eficacia da
terapéutica. Além disso, nos testes em que 0S grupos com associacao terapéutica
obtiveram efeito estatisticamente similares a TFDa isolada e superiores a Nistatina, a
atribuicdo desses resultados deve ser vinculada as propriedades antimicrobianas
comprovadas da prépria TFDa [46], cujo desempenho mostrou-se pontual frente a
erradicacdo de Candida spp, bem como na fragilizacdo na integridade celular de

microrganismos resistentes.

4. Conclusao

Considerado um meétodo inovador, a TFDa evidenciou ser um tratamento
relevante ao atuar sobre cepas clinicas e padrédo de Candida albicans, tropicais e
krusei. Perante as terapéuticas utilizadas no estudo, a TFDa apresentou o resultado
mais efetivos na reducdo de concentracdo celular, area, densidade cromética e
formacdo de brotos reprodutivos. Em contraste, a Nistatina expressou efeitos
insatisfatérios sobre parametros de morfologia, principalmente em microrganismos

provenientes de imunocomprometidos.
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5 ARTIGO II

Apresentacédo do Artigo Il

Apés as devidas consideracdes da banca avaliadora sobre esse trabalho, o
artigo sob titulo “Estruturas de Suporte de Candida spp padréo e isolados de pacientes
com imunocomprometidos apds uso de Terapia FotodinAmica Antimicrobiana” sera
submetido ao periédico Laser in Medical Science (ISSN: 1435-604X; Fator de Impacto:
3.161; Qualis Odontologia A2), cujas normas para submissao de trabalhos encontram-

se no Anexo B.
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Resumo

O estudo teve como objetivo analisar, in vitro, o efeito da Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana sobre estruturas de suporte de Candida padrdo e isolados de
imunocomprometidos. Os testes laboratoriais foram realizados com Candida albicans,
tropicalis e krusei, representados por isolados de pacientes com LLA e por estirpes
ATCC e CBS. Para posterior analise da acdo na Parede Celular e Membrana
Plasmatica, a Concentracdo Inibitéria Minima da Nistatina foi realizada. Os grupos
estabelecidos foram: G1 - Controle de Crescimento; G2 - Irradiacdo Vermelha; G3 -
Azul de Metileno com exposicdo de 20 minutos; G4 - TFDa com Tempo de Pré-
Irradiacdo de 15 minutos; G5 - TFDa com TPI de 20 minutos; G6 - Associagéo de
Nistatina e TFDa com TPI de 15 minutos; G7 - Associagédo de Nistatina e TFDa com
TPI de 20 minutos; G8 - Nistatina. A fonte de luz utilizada foi o Laser InGaAIP, com
comprimento de onda de 660 nm, densidade de poténcia de 3,57 mW/cm? e energia
de 5,0 J, com densidade de energia de 178,5 J/cm2. A concentragdo do Azul de
Metileno foi de 0,1%. Os testes foram processados nos sofwares ImageJ e SPSS,
com significancia de 5%. A TFDa foi o tratamento mais efetivo para romper a
recuperacao da parede celular de cepas padréo e clinicas. Nesse experimento, a
Nistatina ndo apresentou resultados satisfatorios, jA na membrana plasmatica, foi o
anico grupo que estabeleceu ligacdo com o Ergosterol sintético. Assim, a associacao

da TFD e Nistatina € indicada como tratamento efeticaz contra Candida spp.

Palavras-chave: Terapia fotodinamica; Candida; Azul de metileno; Patogenicidade.
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Introducéo

Nas ultimas décadas, as infec¢des fungicas apresentaram-se como um fator de
agravamento em saude com repercussfes globais, expressando ascensdo em
territérios heterogéneos, inclusive quanto a patamares sociais e econémicos [1,2].

Entre essas manifestacfes, a candidose é a enfermidade fungica mais
comumente relatada na area médica, ocasionando infecgbes nas mucosas vaginal,
gastrointestinal e oral, bem como na pele. Provocada por microrganismos Candida a
doenca gera processos infecciosos com intensidades variadas, atingindo até mesmo
a possibilidade de complica¢des sistémicas [3-5].

A candidose oral é a denominagcdo empregada quando a doenca atinge esse
respectivo locus anatdbmico. Compreende-se que o0 fungo, essencialmente
asporogénico, comporta-se como um agente comensal na cavidade oral de
hospedeiros humanos, desenvolvendo sua patogenicidade apenas em situacdes de
ruptura com a homeostasia local [2,3,6].

Mais de 40 espécies Candida podem ser identificadas na estrutura oral, sendo
Candida albicans correspondente a 60,8% dos fungos presentes. No entanto, outras
espécies atuam com maior potencial de dano na etiopatogenia da doenca, mesmo
sendo quantitativamente reduzidas no meio, como Candida tropicalis, krusei,
parapsilosis e glabrata, que maximizam sua acao ao associarem-se em estruturas
[2,7,8].

Os farmacos comerciais que agem sobre microrganismos flngicos sao
classificados em azois, equinocandinas, polienos e flucitosinas. Os trés primeiros
grupos agem especificamente sobre a integridade da membrana plasmatica celular
do fungo, enquanto que as flucitosinas sdo os Unicos medicamentos que exercem
atividade sobre a biossintese do DNA e RNA [2,7,9].

Esses grupos medicamentosos estdo disponiveis de forma sistémica ou local
(tépica). As drogas de uso sistémico como triazdis, fluconazol e itraconazol, sao
amplamente prescritas embora possuam pouca efetividade contra Candida ssp e,
interacdo medicamentosa consideravel. J& medicamentos topicos como a Nistatina,
Miconazol e Clotrimazol possuem indicacdo prioritaria na Odontologia, especialmente
em casos de infeccdes orais mais brandas [10].

No entanto, a resisténcia farmacologica de antifungicos tem sido

constantemente relatada, como no uso de Nistatina. Essa dificuldade é potencializada
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guando a doenca acomete individuos imunocomprometidos que, habitualmente,
manifestam sinais e sintomas da candidose oral de forma mais frequente e relevante.
Nesses casos, situacfes de septicemia fungica por via sanguinea, denominadas de
candidemia, tem tornado os indices de mortalidade mais alarmantes [2,5,7].

A Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) é um exemplo desse agravamento,
designando-se como a leucemia mais comum em criancas, sendo responsavel por
25% de todas as neoplasias malignas infantis [11,12]. Devido a fatores como
imunossupressao, hipossalivacao e condicdes precéarias de higiene oral, a elevada
disseminagdo fungica determina factuais riscos a manutencdo da vida por parte
daqgueles acometidos por debilidades sistémicas [12-14].

Dessa forma, tratamentos alternativos como a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana (TFDa) sdo, atualmente, propostos como meios eficazes no cuidado
de imunocomprometidos. Propriedades como custo moderado e baixa ou inexistente
resisténcia que a TFDa promove ao tratar e erradicar patdbgenos com alta capacidade
de adaptacdo ao ambiente em que vivem, sdo as justificativas para a crescente
popularizagéo da técnica nas ultimas décadas [2].

Ensaios clinicos publicados tem demonstram o efeito fungicida da TFDa sobre
Candida, relacionando o fotossensibilizador (FS) Azul de Metileno (AM) a irradiagcédo
de baixa intensidade. No entanto, € importante ressaltar que tanto os padrbes
energéticos como os protocolos técnicos da TFDa ainda estdo em discussao na
literatura cientifica. Dentre esses itens, estd o tempo necessario de repouso do FS
antes da aplicacdo da irradiacdo, chamado de tempo pré-irradiacao (TPI), que é
crucial para resultados satisfatorios do tratamento [15-17].

Sabe-se que apesar da compreensdo adquirida sobre 0s mecanismos
microbiolégicos ativados pela TFDa no hospedeiro, ainda ndo h4 um dominio concreto
sobre o impacto da terapéutica nos fatores de patogenicidade dos microrganismos,
como a promogdao de dano a parede celular e membrana plasmética de Candida ssp,
distinguindo assim da acédo de medicamentos alopaticos tradicionais, como a Nistatina
[15-17].
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Métodos

Microrganismos

Os experimentos com Ergosterol foram realizados com microrganismos
Candida albicans, enquanto que os ensaios de presenca de Quitina com Candida
albicans, Candida tropicalis e Candida krusei. As cepas utilizadas foram
representadas por isolados clinicos retirados de pacientes em fase de quimioterapia
para tratamento de LLA e por estirpes de referéncia do tipo American Type Culture
Collection (ATCC) e Dutch Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS). O processo
de identificacdo da microbiota clinica foi realizado em estudo anterior [18]. Essa
avaliacado efetivou-se por meio de impressao digital molecular, pela Reacdo em
Cadeia de Polimerase (PCR) (Invitrogen, Waltham, MA, USA), e pelo método
cromégeno CHROMagar Candida™ (BD™ CHROMAGAR™ Candida, Paris, Franca)
[19].

Viabilidade dos Microrganismos

A viabilidade celular foi analisada, dessa forma, 300 yL da aliquota de cada
microrganismo foi aplicada em microplaca de microtitulacéo estéril de 96 pocos (CRAL
artigos para laboratério LTDA, Cotia, SP, Brasil), fundo U, e incubada a 35°C por 24
horas. ApOs esse periodo, as placas foram visualmente avaliadas, observando se
havia atividade celular expressa por crescimento fungico (turbidez) em fundo de placa
[20].

Concentracao dos Inéculos

Os in6culos preparados para os experimentos foram realizados em triplicata.
Dessa maneira, cinco colénias com diametro de ~1mm foram escolhidas das placas
de subcultura e suspensas em 5 mL de CSD estéril. ApOs esse processo, as triplicatas
suspensas foram agitadas em vértex durante 15 segundos [20]. Em seguida, a
densidade celular foi ajustada em espectrofotbmetro (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) com
comprimento de onda ajustado em 530 nm, acrescentando CSD a suspensao recém
preparada até obter a transmitancia equivalente de uma solucédo-padréo da escala de

McFarland 0,5. Para essa finalidade, a absorbancia referéncia indicada no
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espectrofotdmetro para o inéculo deveria ser de 0,08 a 0,13 (Figura 6), obtendo,
assim, uma suspensdo padrédo de levedura de 1 x 108 células por mL, concentracédo

essa ideal para os testes de patogenicidade do presente estudo [20].

Grupos Experimentais e Controles

A partir das suspensdes padronizadas de Candida spp, foram realizados
ensaios de acordo com 0s seguintes grupos experimentais e controles: G1 - Controle
de Crescimento; G2 - Irradiagcao Vermelha; G3 - Azul de Metileno com exposi¢cao de
20 minutos; G4 - TFDa com Tempo de Pré-Irradiacdo (TPI) de 15 minutos; G5 - TFDa
com TPI de 20 minutos; G6 - Associacao de Nistatina e TFDa com TPI de 15 minutos;
G7 - Associacdo de Nistatina e TFDa com TPI de 20 minutos; G8 - Nistatina. Além
desses, os experimentos foram submetidos a um grupo controle de esterilizacao,

composto por meio nutritivo de CSD.

Terapia Fotodinamica

A fonte de luz utilizada foi o Laser InGaAIP Therapy XT (DMC Importacéao e
Exportacdo de Equipamentos Ltda, S&o Carlos, SP, Brasil), no feixe de irradiacéo
vermelha. Segundo informagdes do fabricante, o comprimento de onda (A) utilizado foi
de 660 nm £ 10 nm, incidido com poténcia util de 100 mW + 20%, com diametro da
ponteira do aparelho (area de spot) correspondendo a 0,028 cm? [21]. A densidade de
poténcia utilizada foi 3,57 mW/cmz2, com energia 5,0 J, resultando numa densidade de
energia (dose) de 178,5 J/cm? durante a aplicacao. A emissao do laser foi continua e
com modo de operacdo pontual, cuja ponteira do equipamento foi posicionada
perpendicularmente & microplaca, no diametro de abertura de cada pogco. O AM, FS
aplicado para sensibilizacdo de Candida spp pela TFD, foi manipulado por farmacia
de manipulacéo local e utilizado na concentracao de 0,1% (Dilecta, Jodo Pessoa, PB,
Brasil). A ambientacdo escura foi preconizada como meio para manuseio e o TPI do

FS, bem como para aplicagdo da irradiagéo laser [22].
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Triplicatas e Anteparos

Para os testes de patogenicidade, os experimentos foram realizados em
triplicata para todos os grupos estabelecidos. Além disso, espacamentos fisicos entre
grupos experimentais e controles de um mesmo microrganismo foram preconizados
na microplaca, sendo também confeccionados anteparos de silicone preto
(TEKBOND, Séao Paulo, SP, Brasil), isolando os pocos e evitando a sobreposicéo de
irradiacdo entre os pocos submetidos ao laser, como também qualquer absorgéo

minima pelos demais.

Concentracdo Inibitoria Minima de Nistatina

O método de Microdiluicdo em Caldo [20] foi empregado para obter a CIM da
Nistatina, perante cada cepa utilizada. Inicialmente, o inoculo foi preparado na
concentracdo de 1 x 108 células por mL e a Nistatina na concentragéo de 1,0 mg/mL.
Apés a microdiluicdo, a concentracdo da Nistatina era de 60 a 0,4 pL/mL
respectivamente, do primeiro ao ultimo pogo. As placas foram incubadas por 24 horas
a 35 °C, de modo que o periodo necessario para a Nistatina atingir seu efeito maximo
foi respeitado. A obtencéo dos resultados ocorreu por observacgao visual de agregados

de células no fundo dos pogos [23].

Andlise da Parede Celular Fungica

In6éculos padronizados foram preparados na concentracdo de 1 x 108 células
por mL, e os tratamentos executados. Em seguida, 150 yL de cada triplicata foram
removidos e centrifugados por 15 minutos, na velocidade de 1500 rpm. O FS
Calcofluor White (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utilizado para detectar a
presenca e proporcao de quitina nos microrganismos, indicando assim, o estado de
integridade da parede celular ap6s os tratamentos aplicados. Para melhor
visualizacdo do efeito do Calcofluor White nas imagens, o produto foi diluido em agua
estéril, na proporcado de 1:10, a partir da concentracdo original de 1 g/L. Assim, 50 uL
da solucéo diluida do corante foram adicionados ao composto e esse centrifugado por
mais 10 minutos, a temperatura ambiente, para que 10 pL fossem removidos,

preferencialmente do fundo do recipiente. Essa quantidade foi aplicada sobre lamina
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de vidro e visualizadas no Microscépio Digital Invertido EVOS FL com filtro DAPI, com
ampliacdo de 40x e intensidade de luz de 20% [24]. O programa Image J, verséo
1.5n1, foi utilizado para dar contorno e numeragdo as células. Visto que o tamanho
médio das unidades fungicas do estudo foi de 400 pixels quadrados, utilizou-se 100
células com essas dimensdes para determinar intensidade de fluorescéncia, de modo
gue os resultados de Integrated Density ndo tivessem interferéncia pela variagdo de

area dos fungos.

Avaliacdo da Membrana Plasmatica Fungica

Inéculos foram preparados na mesma concentracdo de microrganismos dos
demais testes (1 x 10° células por mL), diferindo entre si apenas pela presenca ou
auséncia de Ergosterol exdgeno. No caso dos pocos das triplicatas destinados a
receber o produto, a concentracdo ideal do Ergosterol foi de 400 ug/mL dentro do
poco, imersos por meio dos 100 uL do in6culo depositado.

Apos os tratamentos aplicados, o ensaio deu sequéncia utilizando a técnica de
microdiluicdo, com o objetivo de gerar diluicdes seriadas em 103, 104, 105, 10 e 10
" para posterior plagueamento. Dessa forma, 100 L do pogo de cada triplicata foram
removidos e imersos em falcons contendo 900 pyL de CSD, resultando numa diluigao
de 103. Em seguida, 100 pL da solugdo desse falcon foram adicionados a 900 uL de
CSD, gerando a diluicdo de 104, sendo, entdo, esse processo repetido até a Ultima
diluicdo proposta. Placas contendo ASD foram anteriormente preparadas, de modo
que 24 mL de Agar fossem distribuidos homogeneamente em todas as unidades. A
partir das diluicbes mencionadas, 50 uL foram retirados e distribuidos em placas
nutridas com Agar e incubadas a 35 °C por 24 horas para contagem das Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) [25,26].

Anélise de Dados

Os dados referentes aos experimentos de Estrutura de Suporte com uso de
Ergosterol (Membrana Plasmatica) foram inseridos em planilhas do Microsoft Excel e
analisados no Software Estatistico SPSS (versao 18). Nesses mesmos programas
também foram avaliados os resultados obtidos dos ensaios de Estrutura de Suporte

com Calcofluor White (Parede Celular) ap6s o processamento das imagens no
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Software ImageJ (1.51p). A andlise estatistica foi realizada pela comparacédo de mais
de dois grupos com o teste paramétrico One-way ANOVA e, nas comparacdes
multiplas com o Two-way ANOVA. Para todas as analises adotou-se um nivel de
significancia de 5%.

Resultados

A avaliacdo da Concentracao Inibitéria Minima da Nistatina foi realizada para

gue concentracdes especificas fossem utilizadas nos experimentos do estudo (Fig. 1).

PADRAO CLIiNICO

MIC MIC
Candida albicans 7,50 3,75
Candida tropicalis 3,75 3,75
Candida krusei 7,50 3,75

Fig. 1 Concentracao Inibitéria Minima da Nistatina de acordo com as Espécies (ug/mL).

A capacidade de recuperacéo da parede celular do fungo foi analisada por meio
da quantificacao da fluorescéncia nas imagens geradas em filtro DAPI (Fig. 2). Assim,
microrganismos tropicalis apresentaram, respectivamente, maior fluorescéncia que
Candida albicans e Candida krusei (p<0,001). Além disso, as cepas clinicas
apresentaram valores de fluorescéncia superiores quando comparadas as cepas

padréo (Fig. 3).
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Fig. 2 Imagem em BF e DAPI do Controle de Crescimento (A) e TFDa com TPI de 15 minutos (B) de
cepas clinicas de Candida albicans.

PAREDE CELULAR
PADRAO CLIiNICO
MEAN p-Value MEAN p-Value
Candida albicans 17004 22543
Candida tropicalis 27718 < 0,001 26649 < 0,001
Candida krusei 9353 19103

Fig. 3 Mdltipla Concentracdo de Fluorescéncia (Post Hoc Tests/Bonferroni).
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Segundo o mesmo experimento, cepas padrdo e clinicas apresentaram
resultados semelhantes apds cada tratamento especifico. Dessa forma, 0s grupos
com aplicagdo da TFDa obtiveram os menores graus de fluorescéncia da parede
celular, ndo havendo diferenca significativa pela variagcdo do TPI ou associagdo com
Nistatina (p = 1,00) (Fig.4). No entanto, os efeitos proporcionados pela Nistatina
isolada na ruptura do ciclo de recuperacao da parede celular, foram semelhantes ao

uso do laser isolado e do controle de crescimento (p=1,00) (Fig. 5 e 6).

PAREDE CELULAR

PADRAO CLINICO
TIPO DE MEAN p-Value MEAN p-Value
TRATAMENTO
CcC 38988 < 0,001 46465 < 0,001
LASER 31841 < 0,001 43828 < 0,001
AM 12425 < 0,001 21228 < 0,001
TFD 15 6235 1,00 7778 1,00
TFD 20 6416 1,00 6573 1,00
TFD 15+N 7292 1,00 5765 1,00
TFD 20+N 6749 1,00 5268 1,00
NISTATINA 34253 < 0,001 45270 < 0,001

Fig. 4 Comparacgao Mdltipla: Grupos com uso de TFDa como referéncia (p-Value/Bonferroni).
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O ensaio laboratorial com Ergosterol determinou a possivel acdo dos
tratamentos na membrana plasméatica dos fungos. A razdo entre a quantidade de
UFCs formadas nas placas com a presenca e auséncia de Ergosterol, indicou o nivel
de crescimento de microrganismos em cada grupo. Assim, pela comparagdo multipla
entre os grupos do estudo, a Nistatina isolada expressou a maior razao (>0,001)

perante os demais, tendo estes resultados inferiores e semelhantes (p=1,00) (Fig. 7).

MEMBRANA PLASMATICA

Candida albicans (Padréo) Candida albicans (Clinico)
TIPO DE AUSENTE PRESENTE RAZAO p-Value AUSENTE PRESENTE RAZAO  p-Value
TRATAMENTO  UFC 10° UFC 10°® UFC 10°® UFC 10°
cC 1055 1055 1 1,00 23800 23800 1 1,00
LASER 1043 1386 1,32 1,00 6106 7086 1,2 1,00
AM 142 356 2,51 1,00 3015 3926 1,3 1,00
TFD 15 973 6653 6,83 1,00 1190 4953 4,1 1,00
TFD 20 240 1198 4,99 1,00 63 2046 32,4 1,00
NISTATINA 1 546 546 < 0,001 1 957 957 < 0,001

Fig. 7 Comparacédo entre as Razdo com uso de TFDa como referéncia (p-Value/Bonferroni).

Discussao

A TFDa foi o tratamento mais promissor no processo de ruptura do ciclo de
regeneracao da parede celular fungica. Ja o desempenho demonstrado pela Nistatina
foi irrelevante quanto a acdo nessa estrutura, embora tenha sido o Unico grupo a
apresentar acao satisfatoria no experimento com Ergosterol e, portanto, na membrana
plasmética do fungo.

O constante aperfeicoamento de Candida spp tem tornado o microrganismo
capaz de adaptar-se a condi¢Oes diversas do hospedeiro, sendo essa habilidade
denominada de fatores de patogenicidade [15,27]. Nesse processo, o arcabouco
fungico possui caracteristica quimico-biolégicas que beneficiam e aumentam essa
patogenicidade [28].

Sabe-se que o arcabouco fungico é formado pela parede celular e, mais

internamente, pela membrana plasmatica. No que se refere a parede celular,
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substancias como B-glucano, quitina e manoproteinas sdo responsaveis por sua
composicao, dando ao microrganismo protecao contra forcas mecanicas, estabilidade
osmatica, poder de adesao e manutencdo da morfologia celular [29,30].

De modo particular, a quitina é o principal constituinte vinculado ao processo
de reparo da parede celular fungica, sobretudo quando exposta a agressodes
estruturais causadas pelo sistema imunolégico humano ou por farmacos. Assim, o
ciclo de recuperacéo da integridade da parede celular ocorre por transducao de sinal,
indicando a ativacao das proteinas Quinase C (PKC) e Quinase Ativada por Mitbgeno
(MAPKs). Essas substancias catalizadoras promovem a regeneracdo da parede
celular por modificacdo do seu equilibrio estrutural, tornando a quitina presente
hiperacumulada e esta, por sua vez, restituindo a prépria parede [31].

Portanto, estima-se que, a presenca abundante de quitina na parede celular
indicaria seguridade na regeneracéo dessa estrutura, enquanto que sua excassez
pode evidenciar o sucesso de um tratamento antifingico, pelo rompimento do ciclo de
regeneracdo do microrganismo. A partir disso, estima-se que a acao terapéutica da
TFDa no experimento foi efetiva quanto a capacidade de romper a reestruturacao da
parede celular de cepas padrao e clinicas de Candida spp, repercutido pela acentuada
reducéo de fluorescéncia nas imagens analisadas, estatisticamente menor que a dos
demais grupos. Essa densidade cromatica foi promovida pelo corante CalcoFluor
White, marcador de quitina em luz ultravioleta, indicando o grau de presenca da
proteina pela intensidade de fluorescéncia exposta [32].

Em contraste com esses resultados, estirpes padréo e clinicas tratadas apenas
com o medicamento Nistatina expressaram intensa fluorescéncia nas imagens obtidas
em Microscopio Invertido, sendo estas compativeis em cromaticidade com os
microorganismos irradiados apenas com laser, bem como com estirpes que
compuseram o Controle de Crescimento, ndao havendo diferenga signicativa entre
esses grupos. Dessa forma, compreende-se que a acdo do farmaco na parede celular
apresentou-se ineficaz, compativel com diversos trabalhos da literatura, em que o
efeito da irradiacdo laser de baixa poténcia sobre a reducdo da microbiota é
praticamente nula [33].

Pela andlise de densidade, realizada pelo software Image J, também se
observou a relagdo quantitativa entre cepas de origem clinica e padronizada. Nessa
perspectiva, fungos clinicos apresentaram-se superiores em fluorescéncia que

estirpes padrao, determinado um maior porcentual de quitina em sua estrutura, sendo
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esses dados embasados por diferencas estatisticas. Esse resultado corrobora com o
atual conceito que microrganismos de ambientes orais de imunocomprometidos, que
passaram por infec¢des ciclicas e foram submetidos ao constante contato com
antifangicos, podem tornar-se mais resistentes a tratamentos, inclusive quanto a sua
alta capacidade de manter a estabilidade do arcabougo fungico pela manutencéo do
ciclo de recuperacao da parede celular [34,35]. Assim, cepas clinicas apresentaram
grau de fluorescéncia superior as padronizadas, determinado um maior porcentual de
quitina em sua estrutura.

Achados do presente estudo também relacionaram os efeitos das terapéuticas
frente ao potencial de patogenicidade de cada espécie Candida. Assim, perante a
resisténcia apresentada na mantencdo estrutural da parede celular apds os
tratamentos, Candida tropicalis apresentou menor dano ao suporte celular, com
fluorescéncia acentuada em relagcéo a Candida albicans e krusei, respectivamente.
Ao analisar os trabalhos publicados sobre a patogenicidade das espécies Candida,
uma observacéo extensa faz-se necessaria perante a diversidade dos apontamentos
encontrados. Em situagdes clinicas comuns, Candida albicans e tropicalis aparentam
maior incidéncia e patogenicidade em infec¢bes cotidianas, sendo essa vertente
modificada em casos de imunocomprometimento, cuja cepa krusei € referenciada com
destaque [36,37]. Além disso, o estado geral do paciente com fragilidade imunitaria
parece influenciar e diferenciar a acdo de espécies Candida, cuja estirpe tropicalis é
potencializada em situacdes de agravamento sistémico [2].

Embora o experimento sobre a acdo das terapéuticas na parede celular do
fungo nado possa inferir a incidéncia e nem concluses sobre os aspectos globais de
patogenicidade do fungo, Candida tropicalis foi a espécie que apresentou maior
resisténcia contra dano ao ciclo de recuperacéo da parede celular, podendo ser este
um indicio sobre o estado avancado da doenca sistémica nos individuos, cujas cepas
foram coletadas, bem como um indicativo do comportamento particular da espécie
referida.

No que concerne ao experimento sobre o efeito dos tratamentos sobre a
membrana plasmética fungica, andlises de compara¢cdes mdltiplas compuseram
informagdes tendo como referéncia o uso de TFDa e Nistatina. Assim, microrganismos
submetidos a TFDa nédo evidenciaram diferenca estatistica com os demais grupos,

exceto com a Nistatina que expressou os melhores resultados de interacdo com a
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estrutura celular. Portanto, o medicamento de referéncia foi o Unico com resultados
satisfatério no processo de ligacdo ao Ergosterol.

Sabe-se que a membrana plasmatica de Candida spp é composta,
principalmente, por Ergosterol, um esterol responsavel por manter a integridade e
func@o celular. A atividade da Nistaina esta vinculada & interacéo hidrofobica com
esse composto, reduzindo sua presenca na membrana plasmética e, assim, atuando
no declinio da barreira fisica e na morte microbiana [38]. No experimento, a conexao
entre o farmaco e o Ergosterol sintético foi predominate, ndo sendo esse mecanismo
de acéo atribuido & TFDa que, embora tenha apresentado atividade com o inéculo
contendo o esterol, obteve limiares estatisticos semelhantes ao Controle de
Crescimento.

A efetividade da TFDa tem sido tema de discussao e, portanto, evidenciada por
reconhecidos estudos da literatura [39]. Dessa forma, a diversidade de atuagéo da
Nistatina e da TFDa pode sugerir que a aplicagdo concomitante das terapéuticas
possibilita um maior efeito degenerativo sobre o microrganismo, inclusive em espécies
resistentes a antifungicos sistémico [40].

Além disso, a variagdo do TPI na TFDa, nos testes de parede e membrana
plasméatica celular, ndo modificou o resultado apresentado. Esses dados séao
importantes para o cotidiano clinico, cujo tempo de operacdo do protocolo tem a

possibilidade de ser reduzido, sem comprometer a efetividade da terapéutica.

Conclusao

Perante essas evidéncias, a associacao de terapéuticas com uso de Nistatina
e TFDa é sugestiva para potencializar processos de erradicacdo de Candida spp,
inclusive em pacientes imunocomprometidos. Diante das diferentes formas de
interacdo celular das terapias utilizadas, uma vez que a TFDa agiu eficazmente sobre
a parede celular e a Nistatina sobre a membrana plasmatica, protocolos clinicos
associados podem ser embasados, nos quais a agressao ao microrganismo

desenvolva-se de modo simultaneo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Por meio da analise dos resultados encontrados dos testes laboratoriais do

estudo, pode-se concluir que:

A aplicacdo da TFDa na microbiota clinica propiciou a menor quantificacdo de
concentracao celular, perante os demais grupos do estudo;

Os experimentos de morfologia celular demonstraram que cepas clinicas
submetidas & TFDa obtiveram a reducdo mais prevalente quanto a area e
densidade cromatica, inclusive em relacdo a Nistatina, que expressou resultados
insatisfatorios;

A reproducédo assexuada de fungos Candida foi retraida pelo uso da TFDa, que
apresentou o menor numero de brotos das imagens geradas;

A ruptura do ciclo de recuperacdo da parede celular foi obtida pela aplicacdo da
TFDa em cepas clinicas, demonstrando elevada efetividade. Nesse aspecto, a
Nistatina ndo demonstrou resultados adequados como terapéutica;

O grupo com aplicacdo de Nistatina foi o Unico que obteve ligagcédo efetiva com o
Ergosterol sintético, demonstrando acdo na membrana plasmatica do fungo;

A variacdo do TPI, em 15 e 20 minutos, ndo infuenciou os resultados obtidos,
justificando a utilizacdo de protocolos clinicos mais curto;

A espécie krusei apresentou a mais elevada concentracdo celular apds os
tratamentos, além de ter sido a Unica cepa a se expressar como hifa,
demonstrando maior potencial de dano. Candida tropicalis indicou a maior
capacidade em restabelecer a parede celular fungica;

A associagdo entre a TFDa e a Nistatina pode ocasionar métodos celulares

diferenciados para erradicar ou, ao menos, fragilizar microrganismos resistentes.
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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 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
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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.

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 anonymized 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. Editors
are not involved in decisions about papers which they have written themselves or have been written
by family members or colleagues or which relate to products or services in which the editor has an
interest. Any such submission is subject to all of the journal's usual procedures, with peer review
handled independently of the relevant editor and their research groups. More information on types
of peer review.

Open access

This journal offers authors two choices to publish their research;

1. Open Access

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

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

2. Subscription

o Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our access programs

o 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 an
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 lower-
case 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.

* 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.
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Figures should ideally be submitted in high-resolution TIF format, or alternatively in GIF, JPEG/IPG,
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. AI631510 , AI631511 , AI632198, 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

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 x
13 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 theirimages
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, yyyy];
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, 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.
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* 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.

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 DOI 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/10.1029/20011B000884.
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.

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,
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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 plug-
ins 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:

[1] J. van der Geer, J.A.]. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci. Commun.
163 (2010) 51-59. https://doi.org/10.1016/j.5¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

[2] 3. van der Geer, J.A.). 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, v1, 2015. https://doi.org/10.17632/
xwj98nb39r.1.

Reference to software:

[7] E. Coon, M. Berndt, A. Jan, D. Svyatsky, A. Atchley, E. Kikinzon, D. Harp, G. Manzini, E. Shelef,
K. Lipnikov, R. Garimella, C. Xu, D. Moulton, S. Karra, S. Painter, E. Jafarov, S. Molins, Advanced
Terrestrial Simulator (ATS) v0.88 (Version 0.88), Zenodo, March 25, 2020. https://doi.org/10.5281/
zenodo.3727209.

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.
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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 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 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.editorialmanager.com/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.
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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, 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.

© Copyright 2018 Elsevier | https://www.elsevier.com
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Plesae soe the relevant sectxurs in the spbenmssion guidedings Tor Turther informabon a5 well as vieious eaamples of
wording. Plese reviseicustonuze the sample statemenss aocoeding 10 your own needs,

Bokiowe ?

Text

Text Formatting

Masescripts should be sehaniited in Waonl,
¢ Use nooemal, plam font (e.g. | 0-point Times Roman) for text,
o U tahics Toe eonphasis

o Use the aumane page seenbering e tion o number te pages,
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Do not wsaz Beld functions.

st st of ofher comands foe indems, not the space har,

Lse the wble fancuon, no spesadshects, 1o pake tbles.
o LUse the equation edicor or MathType for equations.
* Save your fide in docx format { Word 2007 oc higher) or doc foemat {older Woed versions).
Masssceripts with mathensatical content con also be submitted in LaTeX,
LateX mucro pocknge (Doenioad zip, 190 ki) ¥
Headings
Plerse use oo mare than theee levels of displayed headings.
Abbreyiations
Abtwoviations shonkl he defimed at first maentivn and wsel coasistontly thereafier.
Foolmotes

Footnotes can be vesed (o give addibomal information. which may mlude the citation of a reference meluded m the
reference Bsl. They should not consist solely of 3 referomce citation, snd they should never incledy the
hibliographac desuds of aoreferenos, They should also nol costaie any Fgeees or tahles

Fuootnoges 1o the teatare numbered cosseoutively: those o thles shosk! be indicased by superscripe kiwer—cas:
letiers (ar astensks for slgnificance vaioes and ocher stasistical datn). Foonates wo the tile of the authors of the
anticle are not given reference symbols

Always use footnotes instead of cadnotes.
Acknowledgments

Acknow ledgonts of people, grants, funds, eti, sl bo placed in x sepsesde sectxm om the e page. The mimes
of Tunding organizatoess showdd be witias m full

Back o we T
Scientific style

Genene names of drugs and pesticides are peoforred: 1f trade naencs are used, the genene name should be given ot
fine mention

Ulnnits s abbirevistions
o Please afhere 10 intensationally sgreed standands such as those adopied by the commisshon of the
lntersatiosal Union of Pare and Applied Physics {IUPAP) o defined by the lsermational Organizatwn of

Stundardization (150). Metrke S units shoukl be used throughout except where non=S| units are mare
comumon [e g dure (1) fur volume).
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o Abbrevianons (ol sandsedized ) should be defmed st firsd mantion in the sbsaract and again in the mam body
Of the 1eat amd esaxd consistently therenller,

Drugs

o When drugs are mentioned, the imemational (generic) neme should be wsed. The propnetary same, chemicol
compesition. and manufncvacer should be stased in full in Motenals and methods.

Dok to toe 7
References
Citation

Reference cxations 0 the vext should be identifsed by mimbers in square brackets. Some examples:
1. Negonanon resesrch spans many decyplnes [3]

2. This result wig lager contrudicred by Beoker sed Sclapoun [S)

3. This effecs has been widely sudind [ 1-3. 7],

Reference list

The lest of references should only include works that are cad 1 (e text 3od that have heen publishod o meepted
foa publicatikm, Personal comsmemications and snpublsshed works should coly be mestioned i the rext,

The emries in the list shouk] be numbered consecutively.
I available. please always imclude DOIs as full DOI Links in your referonce list (.. “hitps:doongfabc™).
o Joumal srticle
Gamelin FX, Bageet G, Berthom S, Thesenet D, Nourry C, Notiin S, Bosqust L (2009) Effect of high
inteesity Intemuitioos teainiog o heart rate varisdility i peepobescent dakiien, Ese ) Appl Phassal 108:731-
TAK harpecdoioen T 100042 |00s 95 58

Ideally, the names of all mnhors shoakd be provided, but the usage of et al” in long auhor lses will also be
accepred:

Smich J. Joncs M Jr. Hooghton L ex al (1999) Futore of bealth insurance. N Engi J Med 965:325-320
« Article by DOI

Sthifks MK, Whitton JT (2000} Chinical ingpdications of dvsregulaced cviokine prodoctioe. J Mod Med,
Bt o g O LI /0 T EEHHRNNIES

* Book
South J, Blass 1 (2001 ) The futwe of medens genomics. Blackwell, Loedon
* Book chapier

Bromn B, Awon M (2001) The poditics of mutune, b Smsth J (od) The nse of modern genomes, 3rd edn,
Wiley, New York, pp 230057
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* Ondine docamen!

Caerwright J(2007) Bag stars have westher 100, [OP Publishasg PhysicsWeb,
hnpphysacsweh oeg atcles news TN IAT, Accessad 26 June 2007

o Dessenation
Treoe JW (1975} Experimental acute renal faibare. Dessertation, Unaversity of Califoenia

Always use the standarnd sbbeeviation of a youmal’s name sccordmg to the 1SSN List of Title Word Abbrevistions,
soe

[T you are wesare, please use the full youmal fitk,

Awthors peeparing ther manuscript in LaTeX can use (he bebeex File sphasic bt which is included in Springer's
LaTeX macro packaps.

Hakwwe *
Tables

ATl tabdes wre 1 be numbered using Arabic ssmerils

Tabdes should always be cited in text In coasecstive numencal onder,

For each table, phease supply o tabie caption (titk) explaining the compouents of she lahle.

Idemify any previcusly published matenal by giving the angnal source in the form of a reference at the end
of the table caption.

Footnotes 10 tables sbould be indicated by superscoipt fower<ase Jetrers {or asiensks for sigmificance values
and other satistical data) and mcluded beneath the table body.

Bkiohe *
Artwork and Hustrations Guidelines

Electronic Figure Sobmission

Supply all Agures clectroneally,

Indicate what gragdocs program was used fo crcate the ek,

For vecsor graphacs, the prefiémed format is EPS, for halttoees, please swse TIFF format. MSOffice files are
also neceptahle. |

Vector graphics comtuneg fonts must dave the fonts emmbedded m the files,

Nume your figare files with “Fig" and the figure oumber, ¢.g.. Figl.ops.

Line At
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100

—&- - Amaboid mioroglia
& Ramified microgha

M0+ @

A

 — A

Microglial cell-Gens Xy [cella/mm ')
>
§
;

TRAROVA: Fubin © ssch

SANCYA: Pt

OLPFC  ACC Ll ~NO

o Dufinition: Black am) white graphic with oo shading.

o o pot ese Bainr Simes andor Reitering amd check it all boes sed lettering wathin the figures are legible af
Il size

o Alllines shookd be ar least 000 s (0,5 pr) wade,

o Scannad fine drawings andd line Srawings o batmep format shoedd Bave a minmosm resolution of 1200 g

o \Neosor graphics containisg fonts must Bive the fonts embedded i the files

Halftene Ant

* Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, e,

o [famy omgnificotion is wsed in the phosographs, indicate this by using scale hars within the frgeres
themeselves

o Holfiomes <eoold bave o minimwen cesoluton of 300 g
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Combination Art

1
* wGade T "
! BEi100 0 S— —

| wiate 44444 s [T
“ i TN -
* wiie 4 0h 0 —
- sl 40001 —
“stwe T Biiiiiim L
e 1400001 — L
i i~ - h ) —
* sade | o %

o Delinition:  combimtion of hadftone and lee st c.g., Talfionex containing ling drnwing, extensive keftering,
Coloe dingrams, e1¢,
o Combination setwork shoehd bave i e resolution of 600 dpi,

Calor Art

o Color an bs free of charge for onlise publicatcn

o 1S black med white will be shomm i the print version, make sure that the main infoemation will sull be
visible. Many colors are not distinguishable from coe another when converted 1o black and white. A simple
way tn check this is to make a xerographic copy 10 see if the necessary distinctioes between the differem
colors e still apparoet.

o | the figures will be printed m black and white, do mot refer to color in the captions.

o Color illustsations should be sebenitted as RGH (8 bits per channel)

Flyure Lettering

o To ubd lenering, it is best 1o use Helvessea ar Anisd (safs senlf fons)

o Keep bettering consistently sized throughout your fealssized stwork, waully abou 2=5 mm (312 pe).

o \uriance of rype size within an dlustratson shokd be minemal. ¢.g., do noc wse $=pt type om un axis and 20pe
type for the avis label.

o Avaid effects such s shading, cutline letters, etc.

¢ Do not mclude tithes or capeions within your illustrations.

Figure Nombering

o Al figeres are to be numbered wsing Arebec numerals.

o Figures shoald olways be aned in tex! in consecutive mumenical order.

o Figure pares shoukl be denoted by lowercase Jetters {a, b, ¢ elc ),

o 7w appendes appenms m vour stscle and it contuins ane o more figures, cootm the consiscutivg
membeering oF the main 1ext, T oot mumber the ppendix figures,"A1, AZ, A, ¢e." Figures in onbme
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appendices [Supplesentary Infoemation (S1)] should, however, be numbered separately

Figure Captions

» Each figure should have o concise caption describing socurately what the figune depicts. Include the captions
in the text file of the mamescript, nol in the Ggure Gie

o Figure captaons begin with the e Fig, in bold type, followod by the Ggure number, 830 in bokl typs.

o NoO putictiation i3 10 he scluded affer the aumber, moe 15 any punctution 10 be placad at the end of the

caption.

o Idenrity all elements Tound in the fgare in the flyure capoon; and use boxes, circles, et as coondinate
poimts in

o ldemify previously published material by giving the original source m the form of a reference citation at the
end of the figure captice.

Figure Placement and Stz

o Figures should be submined separately From the 1eat, IF possible

* When peegaring your figures, size figures o £t in the column widih,

» For laege=sizad journals the figures should be 84 mm | for donsbecolusnn text arces ), or 174 anm { for single-
colunu rext areas) wide and not higher than 234 mm.

* For smalbsized pumals, the fhgares should be 119 mm wide and not higher than 198 mm,

Permissions

U you incliwde figures that have abready boen published dlsewhere, you must obaain pemsssion trom the copyright
awzeris) for both the pramt and ooline foemmat. Phease be aware that seae publishers do not grant electronic nghts
tor free and thae Springer will not be able 1o refimd any costs that may have occurred %o Teceive these permissicos.
I soch cases, materiad from other sources shoukd be used.

Accessihlliny
Io oenler b vy poogsie o all abilicies g disebnlities scoess by the content oF vome fgunes, plesss make surg s

o Al Hgares Tave desenpeive captons (bl users could then wse o texi-tosspecod softwere o o lext-to-Hoslie
rardware)

* Patioms are uved nstead of or in addition 10 codoes for conveying information (colorbiind wsers would then
be able to detinguish the visual elements)

* Apy figure lettermg s n contrast ratio of of least 4 52
Buckwwo ¥

Supplementary Information (S1)

Speinger sccepts electronic maltimedia files (aninmticos, movies, o, ete.) and ether supplementary files o be
published online along with 2 articke or a book chaprer. This feature can add dimension to the authed’s articke, s
certam mformation cannot be printed o is moee convensent in electranic form.

Hefore ssbemitiing research datmsets as Supplementary Informaton, authors should read the journal’s Research dat
policy. We encoursge resaarch dista 1o b archived in dota repositorses wherever possihle.

Suhmission
TR S SN O T e BV AN ek 1vm
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Supply all supplementiary matersl o standond file formans,

Pless inchode i cach B the fodkowang mlvemation: stele iy, jourmal mame, wuthor ssimees; a7 lalon wnd
=il address of the corresponding s,

To sccommodute wser dowekuads, plesse kaep in mind tiat lgessized Oles may requare very kong domnios!
times and that some wers may experience other problems during dowskoading.

High resolution (sireamable quality) videos can be sebenitted wp 0 a maximum of 29GE; low resolution
videos should not be larger than 5GB.

Auddie, Video, and Anineatioe

Aspoct mtio: 169 oc 335

Maximwam fie size: 28 GB for high resolution files: $ GIB foe low resolutson fikes

Minimum video duration: | sec

Supporsed file foemats: avy, won, mpd, moy, m2p, mpl. wog, mpeg, v, mxd, mis, mly, 3gp

Text and Presentations

. . .

o Submit your muserial in PDF foemat, doc or ppe files are oot sudtabie for long=erm viebility.
o A collectson of figures muy also be combssed in & FDF file

Sprvadshects
o Spreadshects shiuld he sabenittod as .csv or xlsy files (MS Eacel).
Specinlized Formats

¢ Specinlized formsat such as .pdb {chemical), wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook |, and tex can akso be
suppliod

Collecting Multiple ¥Files
o [t s possible 10 collect multiphe files in 2 xip or gz fike
Numbhering
o 1T supplying sey sopedemmmisey mascrial, Ihe 51 st make spevitic mention of the ssitenal @3 & citgtion,
Similar 30 st of fyures sond tables,
o Refer w e supplemetsary flies s “Onling Resosrce™, ¢.g., "... & shomu i the sssmation (Online Resouece
3y, addonal duta are given in Oaline Resource 47,
o Name the files consecutively, e g “ESM_Smpg”, "ESM_a pdt”,
Captions
o For each supplementary material, please supply o concise caption describong the comsent of the fife.
Processing of supplementary Gl

* Supplementary Information | $1) will be publshed as roceived from the muthar without any converson,
cditing. or reformatting.
Acvessiliiliny
L L T T R 1 T L G T W
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lo oeder to grve people of all abilites and disabalities acoess 10 the content of yoee supplementary fides, please maky
sure that

o The mumescr it containg 9 descrptive capion for cach supplementary muerinl

o Video files do not comeain anything that Mashes more thae three tmnes per secoed (50 that users prose (o
seizures caused by such effects are noc pet at risk)

Hakown ?
Ethical Responsibilities of Authors

This journal & commitied o upholding the integrity of the scientific reccrd. As 2 member of the Committee on
Publscation Ethics (COPE) the jourmal will foltow the COPE guidelnes on how 1o denl with poteatial acts of
miscandoct.

Authors should refram from mistepresenting research results which could demage the trust in the journal, the
professtonsfism of seiemific authorship, and ultamately (he entue soentific endeavour. Maintaining integnty of the
rescarch and is presentation s hefped by folkowing the rules of good sceniific practice, whaeh inchsk™:

o The mamescoipt should oot be sahmitted 1o more than one jeurnal for simultaneoes considesutian.

o The submined wark should be arsgmal and should not have been published elsewhere in any form or
lenguage (partially or in fdl), unkess the new work comcems an expassion of previcas work. (Plaase peovide
transpacency on the ne=use of materal to avoid the concerns about textnecycling (*self=plagiansm').

o A singhe stady should mot be split wp mdo severs| parts to mercise the quantity of subemissions wd ssbenitiod
10 varions journals or (o one joomal over e (e “salans=sdicimg pebishing ),

o Concutrent or secondary publication & sometimes pessifiable, provaded censen conditivos are met. Examples
inchade; tramslitwas oo a manuscope that & inteaded for o diffevent group of resders,

o Results should be peesented cleady, honestly, sad without fabncation, fulsification oc mappeopriate dasa
manipahitioa (incloding image based manipulation). Authors should adhere 1o discipline=specific rakes for
acquining, sclecting and processing data,

» No dutn, text. oc theories by others are presented as of they were the author's own (“plagiarsm’). Proper
ackoow ledgements o other works must bo given (this iecludes material that s clossly copied (meae
verbutam), ssevemarized sondior prraphrasod ), quosation marks (80 indicare woeds taken From another source)
are Used Toe verbatim cogmg of materinl, aod penmissions secured Ry matenal that 15 copyvrighted,

Tsportant nede: the jowrnal may ese software o sereca for plagiarism,
o Authors should make sure they have peemissions for the wse of software, questioamaires{web) surveys und
scales in thewr studses (iF appropaaie).

» Rescarch artiches and nom=rosearch articles (o2 Opinico, Beview, and Commontary artichest must cite
approprte and rebevant iemture in support of e chums made. Excesive ond imappropmate sel =atation or
coordinated elMorts ameng several anthons s collectively sel&cine is trongly discouraged,

o Authoes should avoid umtree Sttesents obout an entity (who cas Be an skl persos o & company) of
desergeions of Beir heliavinr or setions Bt could poteatially be soen s persomal atacks of afleymtions sbout
that persom,

RS S LA e N ETT A R T A N e 1wn



e Lones v Mool Somren | Subewsmion guesidnes
o Hesesech that may be smsapphicd (o pose a threst to public heaslth oc matsomal secunity should be clesdly
whentilied in the manuserapt de. g dual e of resesrch) Examples melude cossition of harmful consoquences
Of Beodogacal agents of Kocing, diseuption of anmunity of vaceines, unuaial Bazands in the use of chamxals,
wesponezation of reseaechicchnology famongst othens )

o Authoes ure strongly advised W casure che author group, the Coarespooding Author, and the cader of authoes
are ull coorect ot submission. Adding asd'or deleting authors during the revisson stages is gewerally not
permitted, but in some cases may be wamrsated. Reasons for chasges in suthorship should be explained
detail. Please note that changes to suthnrship cannct be made alter acceptance of a nsmnsonpt.

*All of the above are gasdelsnes and authors need 10 make sure 1o respect third parties nghts such 25 copynghs
sed'or mocal rights.

Upom roguest mithars shoukd be prepared 1o send refevamt documentation or dists = oeder to venify the valadity of
the results presented. This could be m the form of raw data, samples. records, ete. Sensitive infoemation in the form
of confidential or proprictary data ix excluded,

11 there is suspecion of snlsbedavior o alleged G the Journad andior Publisker will <oy oul an snvestigilion
following COPE gudelines. 15 afier investigathon, here are valid coacerns, the anthoo(s ) concemisd will be
contacsed unider their given e-mall address sad given s oppormunity t address the tssue. Depending on the
sltuamion, this may result in the Journal's asd'or Publishes s implementation of the following measures, wcluding,
but not lemited to:
o |f the manuscrigr is still under consideration, it may be rejectod and returned to the sathor.
o Ifthe article hiss already been published coline, dependmy on the nature and severity of the infraction:
= an cermium'comacton may be pliced with the anicle
= an expressaan of comeenm may te placed wah the anticks
=00 In severe cases retraction of the amicle may oo,
The reasom will be grven in the published ermtum correction. expression of concern or retraction oote, Please note
that retraction means that the article is maintained on the platform, nutennarked “reercted” and the explasation
for the retraction is provided m o note linked to the watermarked artscle.
o The asthor’s insiation may be infomed

o A ootice of suspected transgresshon of ethical stmdads in the peer revew system may be inchaded & pan of
the author s snd antlede’s Bibliographic secoed

Fundamental ervers

Authors bave un obligagion $0 correet mistakes opee they discoves 3 sgnaficant e of maccuracy in thes
published anicle. The authon(s) is'are raquestiad o contect te jourmal and explain in what sense the emor &
lmpacting the procle, A deciian on bow o conrect the literature will depend oo (e nacure of the eerar. This may be
& comectaon o retractioe. The retraction note should provide transparsscy which parts of the article are Impocted
by the emor.

Segpesting | excluding reviewers

Authors are welcome w0 sngpest susable reviewers andior request the eaclusion of certam sndividuals whaen they
submin gherr mamescripts, When sugpesting reviewens authons shoukd make surg they are otally edepandent aod
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not commected to the work in sy wiry, 1t is srongly recommended 1o suggest 3 mix of reviewers from different
oountries aod deflecent metimines. When suggesting reviewers, the Comesponding Authoe must provids un
insteutionsl cosail mddress [oe cach sagrecsted reviewes, of, of this 5 001 possilie 10 inclods other mesas of venfying
the identiy soch s & Lk s a personnl hamepags, o link 1o the poblication record oe & resenrcher of author 18 in
the subenission lener, Plesse note that the Journal psay not use che suggestions, but suggestions sre appreciated sl
may Belp facilitate the peet review peocess.

Bakwwe *
Authorship principles

These guidelines deseribe authorship prowiples sed good nuthardup peoctices 10 whach prospective uuthors shoald
adbere 1o,

Authorship clarified

The Journal and Publsber assume ol authors agreed with the content aed that all geve explicit consent 1 submit
and that they obtaimed comsent from the responsible ahoritics of the institate/'orgasization where the woek has
been carried o, hefore the work is submatiod.

The Pablisher does sot presenibe the kinds of contributioes that warrant suthorship, 10 s recommenided that suthors
adlere 10 the gaidefues for authondup that are spplicable in thesr specific research Gedd In absenios of specilic
guidelings & s recommended 1o adbere o the Tolsoming gusdelines

All sschors whose pames appear on the subimession

1)y made substancal contribumions 1o the conceptxoa or destien of the woek: or the acguasition, malysis. oc
interpeetaton of data: o the creation of sew software used = the wark:

2) drafted the work or revesed it criticalfy foc important swclbectual coment;
R approved the version to be pubbsbed; and

4 agree 50 be acoonpeabie Toe wll sspects of the woek n erpuneg Bl questions relatad 50 the acvumcy of inlegnay
ofany past of the work are appropeissely svestigaad and resolved.

All amthors are requested to include mfermation regarding sources of funding, fmncial o non-financial interests,
study=spevific approval by the appropeiate ethics committoe for reszarch mvalving homans sod‘or animals,
infommed consent if the resenrch involved humssn participasts, sod o sistement on welfaee of mmimals i§ e rosearch
involved animals (48 appropeisee),

The decisson whether such mfrmacion shauld be includad & ot only dependent on the scope of the joursal, but
250 the scope of the artick. Work setwnitted for poblicatos way have Implscations foe public health or genemal
welfare and in those caves 7 is the responsibiliey of all sethors to mclude the appropime disclosures and
declurations,
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Data tramsparency

All sathors are requested to make sure that all dots ond materials as well as software application or castom code
support thor published chyims and comply with field standards. Please note that journals may have indinvidal
policies oe (sharing ) research dits m concordamce with desciplmary nooms and expectatioos

Rele of the Corresponding Author

One author is assigned us Corresponding Author and acts on behalf of oll co~muhors and cnsures that questions
related to the mcvunsy of integnty of any pan of the work e approprately sddressed.

The Coerespouding Author is responsible for the following reguarcments:

o cosiiring that all Hered authors have approved the massscript hefore subimission, inchudeng the nemes and
ander of suthory;

o managing 2kl comumemscation between the Joumal and all coauthors, before 2nd after pubbication;*

o provideg transparency on re=ese of matersal and mention any unpublished material (for example mamuscripts
in press) inchaded in the manuscrpt in a cover lever to the Ednor:

o makmg sure duchossres, declintions and insesparency on Gits staements from all sethors sre inclodal in
e msanusaript a9 sppeopriate (see above)

* The requicesnent of masaging all commmanation hetwesn the jourma! and all co-authars dunsg subenission sl
preofing may be delegated w a Contact or Sebennting Author. 1o this case please make sure the Comesponding
Author is clearly indicated in the manuscrgt.

Author contributions

In shsonco of specific instroctions and in research fickls where it & possible %0 describe discrete effoets, the
Pubirsher recooenends suthons o ims iude sontribution statoments in the work that specifies the contribution of
every wnhor in onfer o promole tanspanensy . These coutributions should be listed s the separate it pagy.

Exumples of such statementls) are shown bebon .
* Free test

All sethors comtribused to the study concepeion and design. Material mmmn.thn collection and mmalysis were
pertommed by | full name], [full mame| and lfull name|. The first draft of the munuscript was written by {full name|
and all mthors commemed on previous yensions of the mamesscript, All ssthors reud and approved the final
muEwcTipl,

* Conceptustizat, [fall nae |, ... Methodidogy: [full nene), .. Formal anslysis -dmungmm. [ Pl naee |,
+ Writing - original deaft peeparation: [full name. .., Writing - review and edicng: |[full name], ... Fandmg
u:qummn. [full name], ...; Resources: [full name), ...; Sepervision: [full namel.....

For review articles where discrete statements are Jess apphicable a statement shoald be included who had the ides

for the article, who performed the hitersture search und dotn analysis, and who drafted and or critically revised the
work,
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For articles that are based primanity on the student™s dissertation or thesis, o is necommendod (hat the student is
wsuadly listed ax penecipal authar

The primury atfilsation for cach author shoald be ehe inststution where the majory of Shelr woek was done. 1f s
suhioe has subsequenaly moved, the current address may addivosally be staed. Addresses will not be updated o
chunged after pablication of the antick:.

Changes 16 suthorship

Authors are stromgly advised to ensure the carrect suthor group, the Comrespoadmg Author, and the onder of suthoes
o submission, Changes of suthoeship by adding or deketing authors, andloc danges m Coresponding Author,
‘or dsinges in the sequenes of autboes sre not accepiod after acceptance of b snusenpe

o Please note that suthor namses will be pabdished exactly &5 they appesr on the sccopted suhmission!

Please make sure that the numes of all authors are present aed correctly spelled, and that sddeesses and affilianons
& current.

Adding anid'or debeting outhors at revision stage are generally not permitted, but in soose cases it may be warrantod.
Reasvns for these chamges in suthorshap shoukd be exphiined. Approval of the change during revision is af the
discretion of the Editoe-in=Chief. Please note that jommals may bave mdivichnl pofscies on adding nnd‘or deleting
suthory duning revision stge.

Author identification

Authors are necommendid 10 nse their ORCED 1D when submiltmg an sticle for considerataon or scquire un
ORCID 1D vig the subimssion prooess.

Deceased or incapacituted authors

For cases in whach & co=author dies oc 1s incapecaared dunmg the witing, submission, of peer-review process. and
the co-authors feel it is upproprise to nclude the suthar, co<suthors shoukl obtae approval from a {kegal)
representative which could be a direct relutive.

Authorship issues or dispates

In the case of an authorship dispute dunng peer review o after acceptance and peblication, the Joumal will not be
In & position (o investigie or adpadocate. Authors will be asked to resolve the dispute themselves. If they are unable
the Josmmal reserves the right to withdraw a manuscrape from the editomal process or in case ofa published paper
raise the msue with the authors” institation{s) and abide by its guidelines.

Confidentinlity

Authors shoubd oreat all communicanos with the Journal as confldential which inchdes comesgondence with direct
represematives from the Journal such s Edsors-in-Chiel and'or Handling Editors and reviewers' reposts unless
expiicit consem has been recetved 10 share infoemation,
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Jack 1ot 4
Compliance with Ethical Stundurds

To ensure objectivity and transparency i rescarch and to ensure thas avcopied principles of ethocal and professional
cooduct Tove beun fofkowed, authors should inelude mformaton regarding sources of funding, podentnl confixts of
interest (Femncial o nop=financial), infoemed consent i the reseeech mvolved humeam garticiponts, sl § siaement
on welfsee of ammads iUy rescarch wolved semals

Authors should ineclude the following statesnents (1 applscable) in & separste section entigled “Compliance with
Ethical Sundurds™ when submitting & paper:

o Desclosare of putential conflicts of mterest
¢ Research mvalving Hsmman Participants and‘or Aniemals
o Infurmed comsent

Plesse note that standands conld vary shightly per jomal dependent on their peer revaew policies (e single o
double bind peer review) as well as per journal sbvect discipling. Before submiming your amicle check the
instructions fodknaeg this section carefully.

The comespomdiag author shoukd be prepared 10 collect documentation of compliance with ethical stasdards and
send if requested during peer review or after publication,

The Editors reserve the right to reject mamescripts that do not comply with the above-mentioned guidelines. The
puthor will be held responsable for falso statements or falure 1o Rl Gl the above-nentioned gusdelines,

b iy t

Conflicts of Interest / Competing Interests

Authors ure requesied to dssclose interests that ave divecaly o budirecaly refuned 20 the work submirted for
publicasson. loeresss wthin the Jast 3 years of beginning the woek (conducting the research and prepanng the work
for submissian) should be reparsed. Interests outside the J=year time frame must be dischosed if they could
ressomably be perceived as influencing the ssbenitted work, Disclossre of interests peovides 3 complete snd
transpareol process and helps resders form their own judgmuents of potentinl hiss. Thas is not meant to smply that a
Finantciad relationship with an ocganmeation that spossomad the resesrch or compensation reeeivix foe consulsincy
work s sppropeiale.

Teveresss That shoudd be coasidered and disclosed but mre mo linueed 1o the following:

Funding: Rescarch grants froen funding agencies (please give the research funder and the grant number| sed/ce
research support {including salanes, equpment. suppbes, reanbanement for atseading symposa, sad other
expenses) by organizations thal may gain or lose fimancally teough publication of this manusoript.

Employments Recent (while engaged m the ressarch projoct ), present or anticipabed crmployment by any
ongmization that may gan or lose financaally theough publicanos of this manmsenpt. This seludes multiphe
aflilistions (it applicable)

Finamcial interests: Stocks or shares in companies (e luding holdwgs of spouse andor chisdren) thar may gain or
lose fmancally eeough publicaton of this sanuscnpe; consultation fees or ather foems of remuneation from
anganizations tat may galn o lose flsancually: patents or puters applacations whose valoe nury be affected by

publicatson of this canuscript
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It is difficult 1o specify o threshold m whach o fisancial interest becomes significant. sny such fignre 1s necessarily
srhitrary, 50 oo passible practical guideline = the following: “Any undechmad Guancal isterest that could
conbarrass the anthor were 1w bevcene publicly knows afies the work was published ”

Non-fimancisl sterests: In additon, authors are reageested 10 disckoe uterests that go beyoad flnancial interests
tha could wnparn biss cm the work suboimed for publication such as protessional Interests, personal relationships o
pessonal beliefs tamongst others). Examgdes include. but are not lemited so: position on editorial beard. udvisory
huard or board of directars or other rype of management relationships: writing and ‘or cansulting for educatiooal
purposes: expert witness; mentonng relations: and so forth.

Primary resesrch artiches rogure 2 declosure stalemont. Review articles present am expent ssmtbests of evidence and
may b trastad a4 ae authoritative work om s subjoct, Review artiches therefoee tequine » Sesclostire statement Other
seticle typs such as editoriats, Dok reviews, commments (emangst others) may, dependent on Bheir coatent, require
& disclosure seatemend, 11 you are uncler whether your aricks type requires o disehose stseinent, please contat
the Edisosin=Chief,

Pleese note that. i additson 5o the above requiresnents, funding informuition | given that funding is & posential
coadlict of mterest {as mentioned above ) meeds 1o be disclosed upon submission of the mamescript in the peer
review sysserm. This mformation will autoematically be added to the Record of CrossMark, however 1t is not added
1o the manuscripd itself. Under “summary of requiretsents” {(see below) funding infarmativn should be incladed in
the ‘Declurations”’ scction,

Summary of requirements

The above should be ssmmanized in o staserment and placed in o *Declarations” section before the reference bt
under 3 headmg of “Funding” and'or ‘Comflicts of interests” "Competing interests”. Other declarations inchody
Fthics approval, Cossant, Dats, Material and've Code avadlabelity smd Authors” contribution stilements

Plesse see the various examples of wording below sed reviss/cusiomize the sample statemenss acasdiog 10 your
OWh scods

When all authors have the same (or no) conflicts and or funding i is satficient fo use one blanket statement.
Examples of stutements to be used when fusdiag has beem received:
o Partaal financial suppore was received from ||
* The resirch Iesdeng 00 thesw results roceived fundling from [, | under Grant Agreerent No[, ],
o Thus study was funded by ||
o I work was supported by || (Grant naombess |, Jand | ... |
Examples of statements to be used when there Is no fusding:
o The sathors did not recerve support from any ceganwation for the submitted work.
* No funding was recenved 1o assist with the preparstion of thes manuscripl.
o No funding was reveved foe conducting tes stindy.
o No funds, grants, o other suppar was received,

Exumples of stutemests to be used when there are intevests te declare:
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* Financial ntereses: Author A has receivax] rescarch support from Company A Author B s rocvival o
spesther hondrimmen rom Coospany Wand owns stock s Caompany X, Awthor C 53 consulsant o compasy Y,

Nes-fimencial interests: Asthor C & an unpuesd memsber of commities 7,
« Financlal bnterests: The authors declare they have no financial imerests.

Noa-fimancial Interests: Awthor A is on the board of directors of Y and receives no campensation ps
member of the board of distctors,

* Finuncial nterests; Author A recerved o spessking foe from Y for Z Author B receives 2 salaey from
assciation X X where s'he 15 the Exccutive Dyroctor

Noa-fisancial interesis: none

o Financial interests: Author A and B declare they have no finsscial interests. Author C has recenved speaker
and cosaltane Sosceania from Company M aad Company N. Dy, C has recerved speaker honorarium sod
research funding from Company M and Company O. Author D kas recervedd travel suppon fram Compamy O

Noa-fimancial interests: Author D has served on advisary bosnds for Company M, Company N and
Compay O,

Essmples of statements (0 be used when ssthers have nothing 1o declary;
o The sathony have no relevant financtal or soa=finsecinl imterests o disclose
o The mahors lave ne condlicts of Interest o declare tha are redevamt 10 the content of thes anticle.

o All authors certify that they have no affilistions with or mvalvement in aoy organwation or entity wich any
fmancial imserest or non-fisancaal interest n the subject matter or materials discussed m this marsescript,

o The mathors lusve no financial or proprictsry mecrests in any makerial discussed i thas article

Authors are responsablio for correcingss of e stataments providad m the mansseripl, Se¢ alsy Authorship
Principles The Editor=tn=Chiel reserves the rght 1o reject sigbonessions that do oot meet the gaidaimes describod m
this seetmm.

Lk owe *
Research involving human participants, their dara or biological material

Ethics approval

When reporing a snady thar involves! human parocspants, their duta or biodogecal maserial, authoes should inchade a
stiesment that coafirms that the sty was appenved (or gramsed exemptaon) by the appropriste institutiomal and‘or
natiomal research ethics committee (including the mame of the ethecs coanmittee) ond certify that tho sty was
performed in secoedamce with the ethical standards 2 Yaid down in the 1964 Declaration of Helsaks and its Sior
sevandmants or comparable ethicsl standards. M doubt exists whether the resenrch was cooductod m accordance
wilh the 1964 Helsinki Daeclantion or comperable ssandanls, the authoes must explain the rensons foe their
appcosch, and demansirate that an independeng ethacs coommimes oe inststutionsl review boand explictly sppeoved
the Soadetul aspects of the stedy, Ha study was granted exemption from reguaneg elics approval, s should abso
he detailod s the manaseript (including the ressons for the exemption),

Retrospective ethics npproval
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173 study Tas not been granted athics commitiee approval peior 0 commencmg, retrospective ethics approval
wsualy canment be obtiined and it may not be possabile 1o comsider the manuscrpt foe peer review . The decision o
whethes B peoceod B0 pece review i Aol cases is @ the Edinoe's discretian,

Ethics spproval for retrospective studies

Although retraspective stikhies sre comdectod oo alrendy aviilable dats o biological ssitersl (Toe which formal
cotsent may mot B needod o s Jificul 10 abtsn) cthics appeoval may be raquized depasdent on the Bw s the
nackonal ethical gudelines of a country. Authoes should check with thele Instation 10 make sure they e

complving with the specific requirements of thes cowtry,
Fihies approval for case studies

Case reports require ethics appeoval. Most instizstinns will have specific policaes on this sebeect, Authoes should
chock with their mstitation 10 make sure they are complying with the specific raguirements of their institation and
sovk ethics gpprova] where neaied. Authoes shoulid be aware w0 secare infoemed consest from the individund (or
et or guandsan (0 the pamicapant is & miner or incapable} See alsn soction ce Informed Cossent

Cell fines

I humm cells e wsal, duthors mest declaee in the msnusoript what cell Bmes were wad by deseribing the soeroe
ot the eell line, mcloding when and rom whsre i wis obined, whether the cell Tine i recentls bedn
surtenticared st by what method. 10cells were beaght froen a life science company the following noed 1o be given
In the manuserpd: nase of company (that providad the cells), cell type, mumber of cell line, and hasch of cells.

Iz is recommended that authors check the MO dambae for mesidentfication and comtamanation of humas cefl
lines, This stepy will alen authors (o possibie problems with the cell ling and may save considershle time and effort.

Further information s available from the Intemational Coll Ling Autheaticotivg Committes (ICLAC)
Authors sbould melude 3 stalement that comfirms tat sm mstitutonal oe independent ethics commiios (inchding

the reame oF e e s commmitiee ) apgmoy o the stwdy gd that mivemad consest wirs oblsmed Gom e donor oe
nest of kin,

Research Resowrce Identifiors (RRID)

Research Resource Sdentifiers (RRLD) are persisient unxque wdentifiers (effectively similar so a DOI) foe rescarch
resources. This joural encourages authors 1o adope RIREDs when reparting key biological resources (amtibodies,
cell bines, model organisms and toals) in thear mamiscripts.

Examples:

Organism: Fifip /M WAONPITN pRID: MMRRC_855641-UCD

Cell Line: RSTH07 cell hoe RRIDACYCL_C321

Antihedy: Luciferuse antbedy DSHH Cat LUC-Y RRID:AB 2722109

Plasmdd: miuby 3 plasmid RRID: Addgene_1 04005

Software: mage) Version | 24 RRID;SCR_D03070
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RRIDs are provided by the Resource IdemiGotion Poetal. Masy commanly usaxd reseanch resources alrenly have
desigratid] RRIDs, The portal also provades authors Sinks 0 that they can quickly ropisier 3 new roaesie jond
obtsin an RRID,

Clinical Trial Registration

The Work) Healih Ospsseasdion {WHO) defimtion of @ <Bmcal tniad is "uny rescurch study this prospectively
g human partcipants of groups oF humans o ote of more Bealibelated interventions w evabsate the efTeats
00 haalth outcame". The WHO defines Bealth imervemions & “A health intervention s an sy perfomsed foe, with
ar o behalfl of a person or populatsn whose prurpose is 10 fsess, Emprove, mameain, peamote o modify health,
functioning oc health conditions”™ und a heakth-related outcome is gencrally defined as x change in the Bealth of o
person or popelinoa as & result of an intervention.

To ensure the -ngmy of the reporting of mnlmwml trials, outhors must register prospectrve clinical trials
(phaase 1810 IV trinls) m suitable publ-cly available repositories. For example www clinigalinials poav or any of the
primary registrivs that participate in the WHO lnterraticenl Chinical Trols Ropistey Phatform,

The trinl registrstion number [TRN) swead Gate of registrmtion should be incloded as the st line of the mmwsripl
abetmit

For climical trials that have 5ot heen registened prospectively, suthoes are enooumped 1o regeter retrospectively o

ensire the complete publication of all resules. The triad registration mamber { TRN), date of registration and the
wands retrospectively registered” should be incloded as the last lee of the mamuscript abstract.

Standards of reparting

Springer Natwre advocaes compbete snd trassparent reporting of iomalscal and biobogwal rescarch s cesarch
with biological apphications. Authors e recommoendod i adhere 10 the smmimum reponting guidelings Bossad by
the EQUATOR Neguveh when prepaniog heir masuscrip,

Exact requirements may vary depending om the journal, pletse refer to the jourmal’s lestnections for Authors.
Checklests are avalable for o menber of stady designs, including:

Rundommised sals (CONSORT | amd Studdy protocols JSEIRIT)

Obrervatwomal stadies |STRORE)

Systematic reviews amd meto=anatyses (ERISMAL pod peotocols (PosmeP)

Dizgnostss prognasite studies (STARDS and CIRIPOD)

Case repocts (ILARE)

Clacal practice guidelines (AGREEY amd (RIGHT

Qualitative rescarch (SROR ) snd {COREQ |

Animal pro=clinicad stidics (ARRIVE)

Qualicy impronement studies 1SOLIRE)

Economic evalustions (CHELRS)

Summary of roquirements
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The obove should be semmanzal m o stserment sed pEaced in o *Declamutions” section before the reference 1
nnder » Beadmg of ' Edvics approsal”

Exampies of stageinents 1o be ssed when ¢thics approval lues heen obeained,

+ M procedures performad i stodies snotving heevan patscipants were @ occardance with the ethical standands
of the nstitutionnl smd'oe national rescarch comumintos and with the 1964 Helsenki Declaration and its later
amendments or comparable ethical standands, The study wis approved by the Bioeshics Committee of the Medical
University of A (No. ..}

* Thas stuily was performed in bee with the principles of the Declaration of Helsinki, Approval was granted by the
Ethics Comminke of Univensty B (Dule. No. ).

* Approvad wis ohtasocd from the sshics cammimes of Umverssy C, The procoderes wsed in thas study adhere 1w
the senets of the Declanation of Helsinki

* The questionnaire amd meshododogy foe this study wes approved by the Human Reseasch Exhics commitee of the
University of D (Ediics appeoval samber: .0

Examples of statements (o be wsed for n retrospective seacdy:

* Exbical sppeuval wis waived by the local Erfies Commiltee of Umiversily A in view of the retroespective mirturg of
the stikdy and all the procedures being perfoemex) were paet of the rouline cane,

* Thoes resczireh study was comducted retrospevtively hom dees obtainad o clhsseal purposes, We consulied
extenstvely with the IRE of XYZ who desermined that our study did not need ethical apguwoval. An IRB official
waiver of eehical appenval was grantod from the IRB of XYZ

* Thiss retrospective chant review study mvolying human participants was in accordance with the ethcal standards
of the institutional and national research coemmittes and with the 1964 Helsinki Declaration and its later
emendments ar comparable ethical sandards, The Human Investigation Commattee {IRB) of University B
sppeoved this study.

Esamuples of staements iy bo ssed when oo ethical sppeovad is requiraliexempeion granial

* Thas by 2 cbservuticoal study. The XY 72 Resaurch Ethics Commimee has confhemed that so ethical approval is
requirad.

* The daa repeodoced from Arcle X weilized human tissue that was procared vis oo Bicbank AB, which provides
de-identified samples. Thas study was reviewed ad deermed exempt by our XY Z [esaitutioonl Review Board The
RioBank prosocols are in accondance with the ethical standasds of oar imstitution and wizh the 1964 Hebsinki
declamation md #s loter amendments ar comparable ethical stindarils,

Authars are responsiblie for coorreciness of the stataments providad m the mamseripl. See alsas Authorship
Principhes. The Edior=tn=Clic! rescrves B¢ nght 10 rejost subaissions that do ool meet the guideines describod m
this seetiom.

Lk oo ?

Informed consent

Al individeals have individual rights thit ace pocso be infrnged. Individusl partioguants e stodies have, for

example, the right o decide what happens to the {dentiflable) personal data gadered, w what they have said duneg
Ay o mn imerview, 2s well & % any photograph that was taken. This is especially true conceming images of
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vulnerable poaple (0.2 manors, pardicets, refugeos, ofc) or the wse of images in sersilive contexts, Inmany instanoes
sthoes will peal toseowre wollen cossent before including imsipes

Idennifying desaiks (tames, Bates of birth, idenity numbiers, booetrical charsctenstics (such as Gcis featuses,
fingerpros, writieg style, vouee pattens, DNA or other distinguishing cdaracieriste) and other isformatxm) of the
pacticipoass that were studied should not be publeded in written descriptons, photosmphs, and pesetic profiles
unless the mformation is essentinl for scholarly purposes and the participant (or parentguandian if the pamacipant is
2 minor or incapable or kegnl representative) gave writien informed comsent for publication. Complete anonymity &
difficult to ochieve m some cases. Detailod desonpeions of mdnvidual participants, whether of their whole bodies or
of body sections, may lead o disclosare of their identity. Under certaim circumssances corsent & not requined as
long as information is sceymrasd aml the submission does not inclode imagpes that nury identify the person,

Tatormad corsent for pabliciiog should be obgaieed (£ here s any doubl, Foe example, masking the ¢y region in
phatographs of particigants & madequate progection of anonymity. I identifving chamcteristics ae altered 10
proeect anonynusy, such as i genetic proflies, authons should peovide assurance that alicrations do not diston
meaning.

Exceptions where it is not necessary 10 obtam conscwt:

* Insapes sach as 5 s, laparcscopic images, ultrasound images. beain scans, pathology stides unless there is o
concern about sdentifying informatwe m which case. authors shoukd ensure that comsent 15 obtained.

* o of mages: M emages are being reusal from poor publications, the Publisher wilk assume that the prior
publication obained the reley st information reganling comsent. Authors should priovede the appeogemie attsibutos
Fow republished inmges.

Consent and abready available data and'or blologic material

Regardless of whether material w colleceed from living or dead patiemts, they (Fumaly or gusndian if the deceased
has ot made a pre-mortem decision) mwest have given prior written consent. The aspect of confidentiality as well as
wy wishes from the deceased should be respectod

Data protection, confidentiality and privacy

When biological maternal is doatod for or dats &5 genermad as part of a rescared peoject authors shoskd ensure, o3
part of the saformead consent pencedure, thiut the particguants are made sware what kind of (persooal) data will be
processed, how it will be used and for what purpose. bn cise of dats scquired via 2 bobank biorepositoey, It is
possible they apply 2 bevad consent which ablows research participants 5o consent 1o a beoad rasge of uses of thew
data and samples which is regarded by research ethics commatioes as specific eoough o be consadered "informed”™,
However, authors should always check the specific beobank biorepository policies or any other type of dasa
provider policies (in case of non=bio rescarch) 10 be sure that thes is the case.

Consent to Particlpate

For all research involvieg human subjects, frecly=given, infoemed consent 10 paeticipane m the study must be.
obixined from purticapants (or their pareet or legal guardian in the case of children under 16) and 2 ssatement to this
effect should appesr in the manusenge. ln the Gise of articles deseribing baman trassplantstion studics, methors
must melode o stnement doclaring that so ocganstissucs were oblxned from paisoners and must also nams the
irnstsfustion 3 e Lo (5 ) Ve pastose 113 ) vis which oegass tissues were oblaingd. For mamseripts repoeting sbadics
lnvolvisg vulnerble groups where there is the potestisd fioe coercion or where consent may st fave been fully
Informeed, extrn care will be taken by the editor and may be referred 10 the Springes Nature Research Inegrity

Catoupy
Caonsent 10 Pobilish
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fdviduads may cossent 1o particspste na swdy, but object o Baving their dals peblshal m 3 jourss| atsche,
Anthors should sk s 10 abso seek consest eom individusls 1 publisd their dpe prios 10 submnilling eir puper
10 & owmal, This is i partcular applicable 1o case studies. A corsent w publih oem can be found

heee (Douwntond dogs 36 bEV P

Saummary of requirements

The above should be semmaeiz2ad i o statenient st ploced in o ‘Declamtions” section befire the retersnes Ist
under a heading of "Consent 80 participate” and/or *Cossent 1o publsh’. Other declaraticas ieelude Funding,
Conflicss of smerest/competing lnterests, Ethacs upproval, Conseat, Data and'or Code avaslabidity and Authors'

Please see the various examples of wording below and revise/customeze the sample statemems accoeding to your
own meods.

Sample stacments for "Comsent to purticipate™

Taformat comsent wiss obaassed from all indivadeal partacipans inclsdad in e study,
Informad consestt wis obtassed trom legad guardians,

Written infoemed consent was ebtained froen the parents.

Verbal infoemed consent was obtained prior to the interview.

Sample statements foe *Consunt to publish™

The anthors afTiem that humes rescarch participants peovided nloemad consest foe publication of the smsges in
Fagaeels) 15, I and e,

The parcipant has consasted i the submissioa of the cese repon 1o the joumal.
Patients signed informed consent regarding publishing their data and photographs.
Sample stawemens if identifymg mformation about partscipants is avaslable in the anticlke:

Additional infoemed consent was obtamed froe all individual particpants for whom identifying infomsation s
inchadhal in thes artichke

Assthors are responstble for comeviness of the stamzments pravidal s the manseript. See also Authorship
Principles. The Edttor<n-Chief reserves the rght o reject subanissions that do ot meet the guidebioes deseribad in
this sectian.

Images will be removed from pubbication if authors have not obtained infonmed coasent or the paper may be
removed and replaced with 2 notico explaming the reason for removal.

Bk bt
Research Data Policy

This journsl operates a bpe | rescarch dasg policy, The journal encournges mthors, where wakiblc and spplxcable.
10 oposit data that suppart the findings of their research m s public repository. Authors and ocitors who do it
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