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A candidose é uma lesdo de origem flngica, que tem como
principais alvos hospedeiros imunocomprometidos em razdo de
alguma sindrome, transplante, tratamento quimioterapico ou uso
de préteses removiveis dentarias. O agente etiolégico mais
comum nesses casos € Candida albicans, embora outras espécies
do mesmo género, como C. glabrata, C. tropicalis e C.
parapisilosis possam contribuir para a manifestacdo de sintomas.
O tratamento mais comum € o uso de antifingicos que podem
causar nefro- ou hepatotoxicidade, além de selecéo de isolados
resistentes aos farmacos. Portanto, o uso da terapia fotodinamica
(TFD) mediada por fotossensibilizante em nanoemuls&o se mostra
uma boa alternativa para a inativacdo e inibicdo do crescimento de
fungos. Esse estudo teve como objetivo avaliar, in vitro, a agédo da
TFD mediada pela Nanoemulsédo contendo Cloreto de Aluminio
Ftalocianina (NE-AIFtCl) em 4 espécies de Candida: C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis. A TFD mediada por NE-
AIFtCl mostrou-se eficiente na reducao do crescimento in vitro de
leveduras de C. albicans, C. glabrata, e C. tropicalis, mesmo em
baixas concentrac¢des (2 nM, 5 nM, 10 nM, 20 nM, 40 nM, 80 nM
e 300 nM). Portanto, apresentamos o potencial da TFD mediada
por NE-AIFtClI como um possivel tratamento alternativo para a
inibicdo de crescimento de agentes causadores de candidose.
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Abstract

Candidiasis is a fungal lesion whose main target hosts are
individuals immunocompromised due to some syndrome,
transplantation, chemotherapy treatment or the use of removable
dental prostheses. The most common etiological agent in these
cases is Candida albicans, although other species of the same
genus, such as C. glabrata, C. tropicalis and C. parapisilosis may
contribute to the manifestation of symptoms. The most common
treatment is the use of antifungal drugs that can cause nephro-or
hepatotoxicity and promote the selection of drug- resistant isolates.
Therefore, the use of photodynamic therapy (PDT) mediated by
photosensitizers in nanoemulsions is a good alternative for
inactivating and inhibiting the growth of fungi. This study aimed to
evaluate, in vitro, the action of PDT mediated by a nanoemulsion
containing Aluminum Chloride Phthalocyanine (NE-AIFtCI) in four
Candida species: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis and C.
tropicalis. PDT mediated by the NE-AIFtCI proved to be efficient in
reducing the in vitro growth of C. albicans, C. glabrata, and C.
tropicalis yeasts, even under low concentrations (2 nM, 5 nM, 10
nM, 20 nM, 40 nM, 80 nM e 300 nM). Therefore, we present the
potential of PDT mediated by NE-AIFtCI as a possible alternative
treatment for inhibiting the growth of the agents that cause
candidiasis.
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REsSumMoO

Efeito da terapia fotodindminca com nanoemulsao de cloreto
de aluminio ftalocianina sobre a proliferacdo de Candida spp.
in vitro.

Resumo

A candidose é uma lesdo de origem flngica, que tem como
principais alvos hospedeiros imunocomprometidos em razdo de
alguma sindrome, transplante, tratamento quimioterapico ou uso
de proteses removiveis dentarias. O agente etioldgico mais
comum nesses casos € Candida albicans, embora outras espécies
do mesmo género, como C. glabrata, C. tropicalis e C.
parapisilosis possam contribuir para a manifestacdo de sintomas.
O tratamento mais comum é o uso de antifiingicos que podem
causar nefro- ou hepatotoxicidade, além de selecdo de isolados
resistentes aos farmacos. Portanto, o uso da terapia fotodinamica
(TFD) mediada por fotossensibilizante em nanoemuls&do se mostra
uma boa alternativa para a inativacéo e inibicdo do crescimento de
fungos. Esse estudo teve como objetivo avaliar, in vitro, a agédo da
TFD mediada pela Nanoemulsédo contendo Cloreto de Aluminio
Ftalocianina (NE-AIFtCI) em 4 espécies de Candida: C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis. A TFD mediada por NE-
AIFtCl mostrou-se eficiente na reducdo do crescimento in vitro de
leveduras de C. albicans, C. glabrata, e C. tropicalis, mesmo em
baixas concentracdes (2 nM, 5 nM, 10 nM, 20 nM, 40 nM, 80 nM
e 300 nM). Portanto, apresentamos o potencial da TFD mediada
por NE-AIFtClI como um possivel tratamento alternativo para a
inibicdo de crescimento de agentes causadores de candidose.

Palavras — Chave
Terapia fotodindmica, Candida spp., Cloreto de aluminio
ftalocianina, nanoemulsao.
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Relevancia Clinica

A terapia fotodindmica representa uma alternativa promissora para
o tratamento de lesdes flngicas, pois ha a diminui¢do ou anulacéo
do uso de farmacos. Dessa forma, reduz-se a nefro- e
hepatoxicidade e a sele¢cdo de microorganismos resistentes,
principalmente em pacientes debilitados e que fazem uso continuo
de outros medicamentos.
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ABSTRACT

EFFECT OF PHOTODYNAMIC THERAPY MEDIATED BY AN ALUMINUM
CHLORIDE PHTHALOCYANINE NANOEMULSION ON THE GROWTH OF
CANDIDA SPECIES IN VITRO

Abstract
Abstract

Candidiasis is a fungal lesion whose main target hosts are
individuals immunocompromised due to some syndrome,
transplantation, chemotherapy treatment or the use of removable
dental prostheses. The most common etiological agent in these
cases is Candida albicans, although other species of the same
genus, such as C. glabrata, C. tropicalis and C. parapisilosis may
contribute to the manifestation of symptoms. The most common
treatment is the use of antifungal drugs that can cause nephro-or
hepatotoxicity and promote the selection of drug- resistant isolates.
Therefore, the use of photodynamic therapy (PDT) mediated by
photosensitizers in nanoemulsions is a good alternative for
inactivating and inhibiting the growth of fungi. This study aimed to
evaluate, in vitro, the action of PDT mediated by a hanoemulsion
containing Aluminum Chloride Phthalocyanine (NE-AIFtCI) in four
Candida species: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis and C.
tropicalis. PDT mediated by the NE-AIFtCI proved to be efficient
in reducing the in vitro growth of C. albicans, C. glabrata, and C.
tropicalis yeasts, even under low concentrations (2 nM, 5 nM, 10
nM, 20 nM, 40 nM, 80 nM e 300 nM). Therefore, we present the
potential of PDT mediated by NE-AIFtCl as a possible alternative

treatment for inhibiting the growth of the agents that cause
candidiasis.

Key-words: Photodynamic therapy, Candida spp., aluminum
chloride phthalocyanine, nanoemulsion.
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INTRODUCAO

Candida albicans é uma levedura comumente encontrada
na microbiota dos tratos digestério e urogenital do hospedeiro
humano. No entanto, na cavidade bucal de individuos
imunocomprometidos, a candidose bucal € um problema frequente
gue se instala como uma infeccdo crbnica, sem evoluir para grave
envolvimento sistémico.!® Fatores - como comprometimento
imunoldgico de pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), individuos em tratamento oncoldgico, pacientes em
unidades de terapia intensiva, idosos que fazem uso de préteses
dentérias, tabagistas, criancas, gravidas e outras condi¢cdes que
levem a imunossupresséo - favorecem a instalagédo da doenga.’

A espécie C. albicans é a maior responsavel por lesdes de
candidose oral e vaginal em seres humanos, seguidas por C.
glabrata, C. krusei, C. tropicalis e C. parapsilosis. O tratamento
convencional para a candidose é a administracdo de antifingicos
de uso externo ou interno, sendo 0s principais a nistatina, o
fluconazol e o cetoconazol. Entretanto, seu uso continuo tem
levado a selecdo de isolados resistentes, reduzindo o efeito
terapéutico, e promovendo intoxicacdo ao hospedeiro quando
administrados indiscriminadamente.®

A terapia fotodinamica (TFD) tem sido estudada como
alternativa para o tratamento de lesdes superficiais causadas por
fungos, uma vez que ndo € necessaria a administracdo de
farmacos de uso interno. Por definicdo, a TFD € caracterizada pela
associacdo de um fotossensibilizante que sera excitado por um
comprimento de onda de luz adequado, na presenca de oxigénio,
sendo capaz de gerar Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) que
causam resposta oxidativa, danos moleculares e morte celular.'®

O cloreto de aluminio ftalocianina (AIFtCI) é um
fotossensibilizante porfirinico que apresenta elevado rendimento
na producdo de oxigénio singletos e tripletos. Entretanto, a
hidrofobicidade de AIFtCI requer o uso de novas tecnologias de
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entrega para promover a sua dispersdo em ambientes fisiologicos.
Nesse contexto, a nanotecnologia tem servido como importante
aliada no uso de AIFtCI, associada a lipossomas, nanoemulsées,
dentre outros.®

Portanto, levando em consideracdo a necessidade de
novas abordagens para o tratamento de infeccdes orais por
Candida spp., junto com o potencial da TFD mediada por
fotossensibilizantes nanoestruturadas, esse estudo visa avaliar, in
vitro, a acdo da TFD mediada pela nanoemulséo contendo cloreto
de aluminio ftalocianina (NE- AIFtCI) em 4 espécies de Candida:
C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis.

CANDIDOSE ORAL

Candidose oral € um termo usado para uma série de
doencas que se originam da infec¢cdo por Candida spp., causando
lesdes na mucosa do sistema estomatognatico principalmente de
individuos imunossuprimidos. As espécies e linhagens de Candida
gue causam a candidose bucal podem ser identificadas como
componentes da microbiota residente bucal em parte da
populacéo, ndo sendo possivel eliminar totalmente as espécies de
Candida da boca.'#'618 Candida spp. sdo microorganismos
oportunistas, que em situacbes de disbiose da microbiota
comensal oral, levam a doenca.** C. albicans é a espécie mais
frequente encontrada em humanos e a maior causadora de lesdes
fingicas bucais em individuos imunossuprimidos, causando,
dentre as mais diversas consequéncias, dificuldade na
alimentacgao interferindo na dieta e possivelmente acarretando em
outros agravos. Contudo, leveduras de C. tropicalis, C
pseudotropicalis, C glabrata, C krusei e C parapsilosis podem ser
encontradas conjuntamente em algumas lesdes.'41517

Existem fatores que levam a um risco maior de
desenvolvimento de sinais e sintomas da doenga. Mcintyre, G.T.
(2001) listou algumas condi¢cBes: fatores fisioldgicos, trauma,
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fatores dietéticos, fatores enddcrinos, malignidade, defeitos
imunoldgicos, xerostomia e desequilibrio da microbiota oral.
14151619 Qs fatores fisiolégicos englobam idade (avancada ou
ténue) e gestacdo e predispbdem a candidose bucal, visto que
estdo associados a condicbes de resposta imune imatura ou
deficiente.

O trauma (de préteses acrilicas e aparelhos ortoddnticos)
pode causar uma injuria da membrana mucosa prejudicando sua
integridade e resisténcia. O contato entre o acrilico e a mucosa
evita que componentes antimicrobianos salivares, como a
lisozima, a lactoferrina e (glicoproteinas, acessem o0s
patégenos.t417

Alguns fatores da dieta, como elevada ingestdo de
acucares, fornecem as leveduras metabdlitos ideais para a
proliferacdo. O consumo deficiente de nutrientes (como ferro,
vitamina B12 e acido félico) pode ocasionar uma baixa resisténcia
dos tecidos da mucosa oral a candidose.'#6

Alteracbes endécrinas, falhas no sitema imune e
neoplasias podem diminuir a defesa do organismo favorecendo
infeccBes flngicas oportunistas. Tratamentos quimioterapicos e
radioterapicos aumentam o risco de desenvolvimento de lesdes
fungicas na boca. Deve-se observar que o aparecimento de
candidose bucal € um dos primeiros sintomas da infeccdo pelo
virus HIV 141519

A xerostomia é outro fator que favorece o aparecimento de
lesbes flingicas na cavidade bucal, pois a diminuicdo do fluxo
salivar reduz os componentes antimicrobianos presentes na
saliva.'*1®> A microbiota oral em disbiose, ocasionada
principalmente por uso excessivo de antibiéticos de amplo
espectro, permite a colonizacao por fungos e o desenvolvimento
da doenca. Pessoas internadas em unidades de terapia intensiva
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tém maior chance de desenvolver lesbes em razao de alteracbes
da microbiota bucal.1#41516.17

A candidose é classicada em primaria e secundaria. A
primeira esta relacionada a fatores locais, como o0 uso de préteses
dentérias e, a segunda, as condi¢cdes sistémicas do paciente,
como imunodeficiéncias. As lesdes sdo classificadas pelas
caracteristicas e local afetado da mucosa bucal. Existem
candidoses pseudomembranosas (Figura 1), hiperplasicas (Figura

2) e eritematosas (Figura 3). Ha ainda lesdes como queilite angular
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e a glossite romboide mediana, que tém associacdo com as
espécies de Candida. 1416

Figura 1- Candidose intraoral pseudomembranosa generalizada.
Imagem de Mclintyre, G.T. (2001).

Figura 2- Candidose hiperplasica em paciente edéntulo e tabagista.
Imagem de Mclintyre, G.T. (2001).

Figura 3- Candide eritematosa em paciente edéntulo. Imagem de
Ribeiro, R.L. (2019).



20

TERAPIA FOTODINAMICA (TFD)

A TFD consiste em uma abordagem terapéutica
promissora que requer trés elementos: um agente
fotossensibilizante, o comprimento de onda de luz apropriado para
excitar eletronicamente o fotossensiblizante e oxigénio. Os
processos de TFD resultam na geracéo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) a partir de reagdes do tipo | ou Il. No tipo I, ha a
transferéncia de elétrons do fotossensibilizante ativado para
diversas classes de biomoléculas, resultando em proliferacao de
radicais livres que reagem com componentes celulares. No tipo I,
ha a transferéncia de energia do estado estimulado ou excitado
do fotossensibilizante diretamente para oxigénio no estado tripleto
fundamental, este entdo passa para o0 estado de oxigénio singleto
excitado.?0-23

Em ambos os casos, a transferéncia eletrdnica culmina em
elevado nivel de EROs, que leva grande extresse oxidativo, e
alteracdes em moléculas orgénicas como lipideos, proteinas e
acidos nucleicos, resultando, na maioria das vezes, em
citotoxicidade.?!

A TFD é utilizada para o tratamento de infec¢Bes fungicas
superficiais e € bem consolidada na literatura, principalmente
quando associada ao azul de metileno. E uma alternativa
terapéutica promissora, pois exclui ou diminui a administragcéo de
farmacos a pacientes ja debilitados, além de evitar a selegao de
linhagens resistentes aos antifingicos. A TFD teria uma
possibilidade menor de gerar resisténcia antimicrobiana por conta
do alto bombardeamento aleatério nas células alvo, ao contrario
da administracdo antifungica que com sua constante utilizacao
acarretaria numa supresséo da via dos farmacos.?®
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Figura 4. Representacao esquemdtica da terapia fotodindmica associada
a um fotossensibilizante excitado por luz de comprimento de onda
especifico. A formagdo de espécies reativas de oxigénio ocorre a partir
do O: tecidual resultando em morte ou danos na célula. Imagem de

Gomes (2018).%°
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Figura 5. Representacdo esquematica do mecanismo de acdo do
tratamento fotodindmico (TFD). O fotossensibilizante sai de seu estado
basal para um estado excitado ap6s exposi¢do a luz em comprimento
adequado podendo gerar espécies reativas de oxigénio pelos
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mecanismos do tipo | t tipo Il. EROs: espécies reativas de oxigénio.
lamgem de Gomes (2020).3°

NANOEMULSAO DE CLORETO DE ALUMINIO FTALOCIANINA

As caracteristicas ideais de um fotossensibilizante séo:
nao ser toxico na auséncia de luz, incorporacdo eficiente pelos
tecidos alvos, fototoxicidade, excitagdo em comprimento de onda
de luz que seja penetrante em tecidos biol6gicos (650-850 nm) e
producdo de uma carga elevada de espécies reativas de
oxigénio.?*

O AIFtCI tem se destacado na pesquisa com TFD por suas
propriedades fotoquimicas e fotofisicas. Ele é fotoativado em um
comprimento de onda que varia de 650 a 850 nm, que corresponde
a luz na regido do vermelho, e apresenta alta capacidade de
penetracdo em tecidos biol6gicos (cerca de 3 mm).?*

Entretanto, o AIFtCl tem uma substancia hidrofébica que o
torna incompativel para uso em tecidos biolégicos, uma vez que
este sofre agregacdo em meio aquoso, 0 que reduz seu
rendimento fotodindmico. Dessa forma, a formulacdo desse
fototerapico em nanossistemas faz-se necessaria para otimizar o
efeito em meios organicos, pois evita que 0s componentes
hidrofébicos do AIFtCl se agreguem.?%24

Entende-se por nanoemulsdo uma dispersdo em escala
nanométrica, de dois liquidos imisciveis, de forma homogénea.
Isso se da por conta de agentes surfactantes que atuam na
interface dos liquidos, permitindo sua estabilidade pela redugéo da
tensdo superficial. 2-2° A nanoemulsdo apresenta vantagens em
sistemas nanoparticulados, pois é de facil obtencéo, é produzida
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com componentes de baixo custo e é estavel em meios biolégicos,
otimizando o fotossensibilizante.?*

As nanoemulsdes tém a capacidade de proteger os
componentes lipofilicos, permitindo que as moléculas hidrofébicas
se disperssem em meios hidrofilicos.?*

Figura 6 — Representagdo esquematica da estrutura quimica do cloreto
de aluminio ftalocianina (AIFtCI).

Figura 7 — Fotografia de Tubo de centrifuga contendo nanoemulsao de
cloreto de aluminio ftalocianina fornecida e desenvolvida no Laboratério
de Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia - UnB.
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NE-AIFtCL

Figura 8. Representacdo esquemdtica da AIFtCl encapsulada por
nanoemulsdo melhorando a sua absorcao nos tecidos organicos apos
TFD.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos in vitro foram realizados no Laboratério de
Regulacdo Génica e Mutagénese, Departamento de Genética e
Morfologia, Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de
Brasilia. As leveduras das diferentes espécies de Candida foram
estriadas a col6nias isoladas em meio 4gar-sabouraud (40 g/L de
dextrose, 10 g/L de peptona, 20 g/L de agar, pH de 5,6), e
incubadas a 28 °C por 72 h. Em seguida, as culturas foram
estocadas a 4 °C até a realizacao dos experimentos. Estoques de
leveduras em glicerol 35%, armazenadas a -8°C também foram
realizados para manutencéo de linhagens.

A nanoemulsdo foi desenvolvida e fornecida pelo
Laboratério de Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia —
UnB pelo Professor Doutor Luis Alexandre Muehlmann. A
nanoemulsdo foi fabricada por emulsificacdo espontanea.
Acrescentou-se em um recepiente o surfactante, o 6leo e o
fotossensibilizante, em seguida, adicionou-se agua destilada. Na
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sequéncia, a solucao foi colocada sob agitagdo magnética suave
a 60 °C por cerca de uma hora. Para a nanoemulsdo com cloreto
de ftalocianina de aluminio (AIFtCI) foi utilizado Kolliphor EPL®
como tensoativo e o Oleo de ricino como solubilizante, na
proporcéo de 3:1, respectivamente. A concentracdo de AIFtCI na
nanoformulacgéo final (NE-AIFtCI) foi de 40 uM. Também foi obtida,
nas mesmas condicdes, nanoformulacdo sem AIFtCI (NE-B). As
diferentes concentracdes utilizadas das solu¢des de NE-AIFtCI
foram preparadas em PBS imediatamente antes do uso.252728

Foi realizado pré-inéculo de uma colbnia isolada de
levedura em 4 mL de meio liquido Sabouraud (40 g/L de dextrose,
10 g/L de peptona, pH de 5,6), incubado a 28 °C por 24 h em
plataforma giratéria inclinada. A cultura obtida foi centrifugada por
5 min a 3000 g e o sobrenadante descartado. Adicionou-se o
mesmo volume de tampdo fosfato salino (PBS), seguido de
homogeneizacdo e contagem em hemocitdmetro para ajuste da
concentracdo celular para 2x10° células/mL. As células foram
expostas a diferentes concentragdes de NE-AICIFt (2 nM, 5 nM,
10 nM, 20 nM, 40 nM, 80 nM ou 300 nM por 30 min a 28 °C. Como
controles, foram empregadas leveduras incubadas apenas com
PBS, irradiadas ou néo, e leveduras expostas a nanoemulsdo sem
irradiacéo.

Apbs exposicdo a nanoemulsdo, as células foram
centrifugadas por 5 min a 12000 g, o sobrenadante foi descartado
seguindo-se adi¢do de igual volume de PBS para lavagem e
remocdo de residuos da nanoemulsdo ndo internalizada pelas
leveduras. As células em meio de cultura RPMI foram entdo
distribuidas em duas microplacas de 96 pogos, em uma
concentracdo final de 108 células/mL. Cada condicdo experimental
foi distribuida triplicata técnica. Uma das placas foi irradiada com
um diodo emissor de luz (LED) no comprimento de onda de 660nm
por 30 min, com poténcia de 60 mW/cm? e fluéncia de 108,22
Jicm?. O aparelho utilizado foi um protétipo desenvolvido pelo
Professor Paulo Eduardo Souza, no Laboratério de Softwares e
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Instrumentalizacdo do Departamento de Fisica Aplicada da UnB
(Figura 7).

Figura 9. Fotografia da microplaca de cultura e do procedimento de
exposi¢ao ao diodo emissor de luz (LED) com comprimento de onda de
660nm por 30min, com poténcia de 60 mW/cm? e fluéncia de 108,22
Jicm?.,

Em seguida, as placas foram incubadas a 28 °C em
espectrofotbmetro/incubadora (Epoch 2 EON Microplate reader,
Biotek Inc, USA), com leitura a 600 nm a cada hora por 72 h. As
curvas de crescimento, baseadas na densidade 6ptica (OD), foram
obtidas e comparadas. Os resultados foram apresentados como
média e desvio padrdo da média e avaliados estatisticamente. Os
graficos e a andlise de variancia (ANOVA two-way) foram
realizados utilizando-se o software Graphpad Prism 8.0
(Califérnia, USA) e o nivel de significancia (a) adotado foi de 0,05
(*).

Foram realizados trés experimentos independentes para
cada condicao experimental.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para C. albicans, a TFD causou um atraso significativo no
crescimento em todas as concentracfes de fotossensibilizante
testadas, exceto 40 nM (Figura 10).
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albicans in vitro.
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Observou-se que nas primeiras 24 h, houve um
deslocamento da fase exponencial das leveduras tratadas,
indicando que o crescimento inicial foi mais lento que os
respectivos controles. Apés esse periodo, na fase estaciondaria, a
densidade 6ptica das leveduras expostas a TFD iguala-se ao dos
controles. Portanto, conclui-se que o efeito da TFD nessa espécie
se limitou as primeiras divisbes celulares, havendo recuperacéo
da capacidade de proliferacéo entre 24 h e 36 h apés o tratamento.

O estudo de Paz-Cristobal et al. (2013) demonstrou que a
TFD é eficaz na eliminagdo de C. albicans in vitro mesmo em
linhagens resistentes ao fluconazol. Foram empregados dois
fotossensibilizantes com diferentes mecanismos de acdo: a
hipericina e o azul de metileno. Os autores concluiram que a
hipericina foi mais eficiente em baixas concentra¢cdes enquanto o
azul de metileno foi eficaz apenas em altas concentragbes. O
estudo demonstrou ainda que a hipericina apresentou
citotoxicidade mais baixa na auséncia de irradiagdo. Esse controle
evidencia que o fotossensibilizante foi ativado predominantemente
em determinado comprimento de onda, corroborando a
biosseguranca do fotossensibilizante.°

Nosso trabalho demonstrou que a NE-AIFtCI néo
apresenta citotoxicidade escura para nenhuma das espécies de
Candida estudadas. Nos graficos, essa caracteristica &
representada pela curva de cor azul (NE-AIFtCI), que corresponde
ao crescimento das leveduras expostas ao sensibilizante, mas ndo
a irradiacdo. Essa curva segue os padrbes das curvas controles
de leveduras incubadas apenas em PBS ou em RPMI.

Demonstramos ainda que, em C. albicans, a TFD
empregando diferentes concentracdes de fotossensibilizante (2
nM a 300 nM) resultou em curvas de crescimento semelhantes,
sugerindo que quantidades equivalentes de AIFtCl tenham sido
internalizadas pelas leveduras.
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Drogas antifungicas, em concentra¢cdes menores do que
as clinicamente empregadas, poderiam potencializar os efeitos
citostaticos da TFD que observamos nesse estudo. Pretendemos,
ainda, avaliar se inibidores de histonas desacetilases, como o
butirato de sédio e a tricostatina A, atuariam sinergicamente a
TFD-AIFtCl, como foi recentemente demonstrado para
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii (Morais et al.,
2019).

Yi-Hsuan e colaboradores (2018) demonstraram que o
fluconazol é mais eficiente no controle da proliferacdo de células
planctdnicas de C. albicans do que em biofilmes. Os autores, em
seguida, avaliaram a ag¢do combinada de fluconazol e de TFD
mediada por curcumina como agente fotossensibilizante.
Obtiveram, assim, tanto a reducdo do crescimento de células livres
guanto de biofilmes.

Para C. glabrata, observou-se maior reducéo da proliferacéo
celular com as concentracfes de fotossensibilizante de 10 nM a
300 nM (Figura 11).
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Quando administrado de 10 nM a 300 nM do agente
fotossensibilizante, OD das culturas correspondeu a metade da
dos controles até as 72 h de crescimento. Com 2 nM, a inibicdo da
proliferacdo foi menor, porém significativa estatisticamente. Com
5 nM néo se detectou reducao significativa da proliferagcdo. Com
base nesses dados, acreditamos que o efeito da TFD nessa esécie
seja mais duradouro do que para C. albicans, afetando mais a
capacidade replicativa do fungo, principalmente nas maiores
concentragOes testadas.

Em 2017, Freitas e colaboradores demonstraram que
aplicacdes repetidas de TFD sobre C. glabrata foram mais
eficazes no controle da formacgé&o de biofilme sobre resina acrilica
polimerizada do uma Unica aplicacdo. O fotossensibilizante
empregado foi o azul de metileno associado a eritrosinal?.
Poderiamos propor aplicacdes repetidas de TFD com NE-AIFtCI
para essa espécie, visando a aumentar a inibicdo do crescimento.
Concentracdes de AIFtCl superiores a 300 nM poderiam ser
alternativamente empregadas.

Para C. tropicalis, as duas maiores concentragbes
utilizadas (80 e 300 nM) apresentaram o maior efeito inibitério,
atrasando a fase exponencial de crescimento e reduzindo a
densidade éptica final (Figura 12).
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A concentracdo de 2 nM de AICIFt ndo apresentou efeito
sobre a proliferagéo de C. tropicalis. Concentracdes de 5 a 40 nM
atrasaram o inicio da fase exponencial de crescimento, sem afetar
a OD final na fase estacionaria. Verificamos um claro efeito dose
de fotossensibilizante-dependente para a reducgéo da proliferacdo
das leveduras dessa espécie.

O emprego de TFD mediada por nanoparticulas
encapsuladas de quitosana tripolifosfafato de ftalocianina e
flucitosina reduziu a proliferacdo, a formagéo de pseudo-hifas e a
viruléncia leveduras de C. tropicalis resistentes ao fluconazol*3. A
reducdo na viabilidade foi causada em parte pela acgdo
antimicrobiana das nanoparticulas de quitosana, sendo essa
potencializada pela TFD.

C. parapisilosis apresentou crescimento uniforme e idéntico
aos controles apés TFD em todas as concentracfes testadas,
conforme a Figura 13. Dentre as 4 espécies estudadas nesse
projeto, essa foi a Unica a apresentar resisténcia a TFD.
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Rezusta e colegas (2011) concluiram que C. parapisilosis é
mais resistente & TFD mediada por hipericina do que C. albicans,
visto que foi necessario aumentar a concentracdo do
fotossensibilizante para interferir com o crescimento de C.
parapsilosis. A escala de fotossensibilizante utilizada por esses
ultimos autores foi de uM, uma ordem de grandeza acima das
concentragdes utilizadas no presente estudo.

Com isso em vista, consideramos aumentar a concentragao
de fotossensibilizante para essa espécie de modo a avaliar um
possivel efeito da TFD mediada por NE-AIFtCI em nanoemulséo
na proliferacdo celular.?

O protocolo utilizado para a aplicagdo da TFD em espécies
de Candida in vitro foi o mesmo utilizado para espécies de
Cryptocococcus (Morais et al., 2019). Precisamos determinar a
curva de incorporagdo de AIFtCI por leveduras de Candida de
modo a refinar a interpretacdo dos dados.

Nossos experimentos foram realizados in vitro, o que
representa o primeiro estagio de experimentacdo cientifica.
Esperamos, com esses dados, contribuir para desenvolvimento de
ensaios pré-clinicos.

A aplicacdo de LASER (luz por emissdo estimulada de
radiacdo) é consolidada na literatura cientifica e na clinica por sua
eficiéncia na TFD. Entretanto, o dispositivo LASER é mais caro se
compararmos com o LED, além do LASER ter a desvantagem de
irradiar uma area limitada, enquanto o LED pode sensibilizar um
perimetro mais abrangente.

Ressaltamos ainda a utilizacdo de baixas concentracdes de
fotossensibilizante que se mostraram eficazes no controle da
proliferacdo de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, para
identificarmos uma possivel concentracdo minima com efeito
citostdtico e/ou citotdxico e analisarmos em que processo
biolégico a TFD age. O aumento das concentracdes de
fotossensibilizante pode melhorar o0s efeitos da TFD,
principalmente para C. glabrata e C. tropicalis.
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A administracdo conjunta de TFD com drogas antifungicas
e moduladoras da estrutura da cromatina deve ser investigada
visando ao aumento da eficacia dessa terapia no combate a
infeccbes por fungos patogénicos.

CONSIDERACOES FINAIS

A TFD mediada pela NE-AIFtClI se mostrou eficiente na
reducdo do crescimento in vitro de leveduras de C. albicans, C.
glabrata, e C. tropicalis, mesmo em baixas concentracfes. No
entanto, a TFD mediada por AIFtCl em nanoemuls&o néo inibiu por
completo a proliferacdo de leveduras dessas espécies nas
concentragdes testadas.

Estudos que avaliem os resultados da TFD com
concentracdes maiores de fotossensibilizante e sobre os atributos
de viruléncia, como a formacéo de pseudo-hifas e de biofilmes,
serdo realizados.
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completo ou Short Communication), Revisao Sistematica (e
Meta-Analise), além de Cartas ao Editor. Todas as submissdes
deveréao ser exclusivas a BOR.

As revisdes criticas de literatura sdo artigos escritos a convite do
editor.

A submissdo dos manuscritos, e de toda documentacao
relacionada, deve ser realizada exclusivamente pelo ScholarOne
Manuscripts™, através do link de submissao online
(http://mc04.manuscriptcentral.com/bor-scielo).
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O processo de avaliacao do conteudo cientifico do manuscrito
serd iniciado somente apos o atendimento dos requisitos
descritos nestas Instru¢des aos Autores. O manuscrito em
desacordo com estes requisitos serd devolvido ao autor de
correspondéncia para adequacdes.

Importante: Apés ser aceito por seu mérito cientifico, todo
manuscrito devera ser submetido a uma revisdo gramatical e
estilistica do idioma inglés. Para conhecer as empresas
recomendas, entre em contado com bor@sbpqo.org.br. Os
autores deverdo encaminhar o texto revisado juntamente com o
certificado de revisdo fornecido pela empresa de edi¢cdo
escolhida. Nao serdo aceitas revisdes linguisticas realizadas por
empresas que ndo estejam entre as indicadas pela BOR.

APRESENTACAO DO MANUSCRITO

O texto do manuscrito devera estar redigido em inglés e
fornecido em arquivo digital compativel com o programa
"Microsoft Word" (em formato DOC, DOCX ou RTF).

Cada uma das figuras (inclusive as que comp&em
esquemas/combos) devera ser fornecida em arquivo individual e
separado, conforme as recomendacfes descritas em tépico
especifico.

Fotografias, micrografias e radiografias deveréo ser fornecidas
em formato TIFF, conforme as recomendacgfes descritas em
tépico especifico.

Gréficos, desenhos, esquemas e demais ilustracdes vetoriais
deverao ser fornecidos em formato PDF, em arquivo individual e
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separado, conforme as recomendacdes descritas em tdpico
especifico.

Arquivos de video poderdo ser submetidos, respeitando as
demais especificidades, inclusive o anonimato dos autores (para
fins de avaliacéo) e respeito aos direitos dos pacientes.

Importante: o ScholarOne™ permite que o conjunto dos arquivos
somem no maximo 10 MB. No caso de a inclusdo do arquivo de
video acarretar em tamanho superior, € possivel informar o link
de acesso ao video. Na reproducédo de documentacéo clinica, o
uso de iniciais, nomes e/ou nimeros de registro de pacientes sédo
proibidos. A identificacdo de pacientes nao é permitida. Um
termo de consentimento esclarecido, assinado pelo paciente,
guanto ao uso de sua imagem devera ser fornecido pelo(s)
autor(es) quando solicitado pela BOR. Ao reproduzir no
manuscrito algum material previamente publicado (incluindo
textos, graficos, tabelas, figuras ou quaisquer outros materiais), a
legislacdo cabivel de Direitos Autorais devera ser respeitada e a
fonte citada.

As sec¢bes do manuscrito devem ser apresentadas observando-
se as caracteristicas especificas de cada tipo de manuscrito:
folha de rosto (Title Page), introdugéo, metodologia, resultados,
discussao, conclusédo, agradecimentos e referéncias.

Folha de rosto (Title Page; dados obrigatorios)

Indicacdo da area tematica da pesquisa enfocada no manuscrito.
Areas Teméticas: Anatomia; Biologia Craniofacial; Biologia
Pulpar; Bioquimica; Cariologia; Ciéncias do Comportamento;
Cirurgia Bucomaxilo; Controle de Infec¢do; Dentistica; Disfuncao
Temporomandibular; Estomatologia; Farmacologia; Fisiologia;
Imaginologia; Implantodontia - Clinica Cirdrgica; Implantodontia -



45

Clinica Protética; Implantodontia Basica e Biomateriais;
Imunologia; Materiais Dentarios; Microbiologia; Ocluséo;
Odontogeriatria; Odontologia Legal; Odontologia Social,
Odontopediatria; Ortodontia; Ortopedia; Patologia Oral;
Periodontia; Prétese; Saude Coletiva; Terapia Endodéntica.

Titulo informativo e conciso, limitado a um maximo de 110
caracteres incluindo espacos.

Nomes completos e por extenso de todos os autores, incluindo
0s respectivos e-mails e ORCID.

Recomenda-se aos autores confrontar seus nomes anotados na
Folha de Rosto (Title Page) com o perfil criado no ScholarOne™,
de modo a evitar incompatibilidades.

Dados de afiliacdo institucional/profissional de todos os autores,
incluindo universidade (ou outra instituicdo), faculdade/curso em
inglés, departamento em inglés, cidade, estado e pais. S6 é
aceita uma afiliacao por autor. Verificar se as afiliacdes foram
inseridas corretamente no ScholarOne™.

Texto Principal

Resumo: deve ser apresentado na forma de um paragrafo Unico
estruturado (sem sub-divisbes em sec¢des), contendo objetivo,
metodologia, resultados e conclusdes. No Sistema, utilizar a
ferramenta Special characters para caracteres especiais, se
aplicavel.

Descritores: devem ser fornecidos de 3 (trés) a 5 (cinco)
descritores principais, escolhidos dentre os descritores
cadastrados em https://meshb.nlm.nih.gov/search (nao seréo
aceitos sindnimos).

Introducgédo: deve apresentar o estado da arte do assunto
pesquisado, a relevancia do estudo e sua relacdo com outros
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trabalhos publicados na mesma linha de pesquisa ou area,
identificando suas limitacBes e possiveis vieses. O objetivo do
estudo deve ser apresentado concisamente ao final dessa secao.

Metodologia: devem ser fornecidas todas as caracteristicas do
material pertinente ao assunto da pesquisa (ex.: amostras de
tecido, sujeitos da pesquisa). Os métodos experimentais,
analiticos e estatisticos devem ser descritos de forma concisa,
porém suficientemente detalhada para permitir que outros
possam repetir o trabalho. Os dados de fabricantes ou
fornecedores de produtos, equipamentos, ou softwares devem
ser explicitados na primeira mencdao feita nesta se¢cdo, como
segue: nome do fabricante, cidade e pais. Os programas de
computador e métodos estatisticos também devem ser
especificados. A menos que o objetivo do trabalho seja comparar
produtos ou sistemas especificos, os nomes comerciais de
técnicas, bem como de produtos ou equipamentos cientificos ou
clinicos s6 devem ser citados nas sec¢fes de "Metodologia" e
"Agradecimentos”, de acordo com o caso. No restante do
manuscrito, inclusive no titulo, devem ser utilizados 0os nomes
genéricos. Nos manuscritos que envolvam radiografias,
microrradiografias ou imagens de MEV, devem ser incluidas as
seguintes informacdes: fonte de radiagao, filtros e niveis de kV
utilizados. Os manuscritos que relatem estudos em humanos
devem incluir comprovacao de que a pesquisa foi conduzida
eticamente de acordo com a Declaracdo de Helsinki (World
Medical Association,
http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/). O nimero
de protocolo de aprovacdo emitido por um Comité Institucional de
Etica deve ser citado. Estudos observacionais devem seguir as
diretrizes STROBE (http://strobe-statement.org/) e o check list
deve ser submetido. Ensaios clinicos devem ser relatados de
acordo com o protocolo padronizado da CONSORT Statement
(http://www.consort-statement.org/), revisdes sistematicas e
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meta-analises devem seguir o PRISMA (http://www.prisma-
statement.org/), ou Cochrane (http://www.cochrane.org/).

Ensaios Clinicos

Os ensaios clinicos segundo as diretrizes CONSORT disponiveis
em www.consort-statement.org. O nimero de registro do ensaio
clinico e 0 nome do registro da pesquisa serao publicados com o
artigo.

Manuscritos que relatem a realizagéo de estudos em animais
devem também incluir comprovacao de que a pesquisa foi
conduzida de maneira ética, e o nimero de protocolo de
aprovacdo emitido por um Comité Institucional de Etica deve ser
citado. Caso a pesquisa envolva um registro génico, antes da
submisséao, as novas sequéncias genéticas devem ser incluidas
num banco de dados publico, e o nimero de acesso deve ser
fornecido a BOR. Os autores poderao utilizar as seguintes bases
de dados:

GenBank: http://www.nchi.nlm.nih.gov/Genbank/submit

EMBL: http://www.ebi.ac.uk/embl/Submission/index.html

DDBJ: http://www.ddbj.nig.ac.jp

As submissdes de manuscritos que incluam dados de microarray
devem incluir a informag¢&o recomendada pelas diretrizes MIAME
(Minimum Information About a Microarray Experiment -
http://www.mged.org/index.html) e/ou descrever, na forma de
itens, como os detalhes experimentais foram submetidos a uma
das bases de dados publicamente disponiveis, tais como:

ArrayExpress: http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/

GEO: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

Resultados: devem ser apresentados na mesma ordem em que o
experimento foi realizado, conforme descrito na se¢éo
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"Metodologia". Os resultados mais significativos devem
serdescritos. Texto, tabelas e figuras ndo devem ser repetitivos.
Os resultados com significancia estatistica devem vir
acompanhados dos respectivos valores de p.

Tabelas: devem ser numeradas e citadas consecutivamente no
texto principal, em algarismos arabicos. As tabelas devem ser
submetidas separadamente do texto em formato DOC, DOCX ou
XLS (podem estar reunidas em um Unico arquivo).

Discusséo: deve discutir os resultados do estudo em relacdo a
hipotese de trabalho e a literatura pertinente. Deve descrever as
semelhancas e as diferencas do estudo em relagcdo aos outros
estudos correlatos encontrados na literatura, e fornecer
explicacdes para as possiveis diferencas encontradas. Deve
também identificar as limita¢des do estudo e fazer sugestdes
para pesquisas futuras.

Conclusdes: devem ser apresentadas concisamente e estar
estritamente fundamentadas nos resultados obtidos na pesquisa.
O detalhamento dos resultados, incluindo valores numéricos etc.,
ndo deve ser repetido.

Agradecimentos: as contribui¢cdes de colegas (por assisténcia
técnica, comentarios criticos etc.) devem ser informadas, e
qualquer vinculagéo de autores com firmas comerciais deve ser
revelada. Esta se¢do deve descrever a(s) fonte(s) de
financiamento da pesquisa, incluindo os respectivos nimeros de
processo.

Referéncias: s6 serdo aceitas como referéncias as publicacdes
em periodicos revisados por pares.



49

As citagOes de referéncias devem ser identificadas no texto por
meio de niUmeros arabicos sobrescritos. A lista completa de
referéncias deve vir apds a secdo de "Agradecimentos”, e as
referéncias devem ser numeradas e apresentadas de acordo
com o Estilo Vancouver, em conformidade com as diretrizes
fornecidas pelo International Committee of Medical Journal
Editors, conforme apresentadas em Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
(http://www.nchbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/). Os titulos de
periédicos devem ser abreviados de acordo com o List of
Journals Indexed in Index Medicus
(http://mvww.ncbi.nim.nih.gov/nimcatalog/journals). A correta
apresentacao das referéncias é de responsabilidade exclusiva
dos autores.

Grafia de termos cientificos: nomes cientificos (binbmios de
nomenclatura microbiolégica, zooldgica e botanica) devem ser
escritos por extenso, bem como os nomes de compostos e
elementos quimicos, na primeira mengao no texto principal.

Unidades de medida: devem ser apresentadas de acordo com o
Sistema Internacional de Medidas (http://www.bipm.org ou
http://www.inmetro.gov.br/consumidor/unidLegaisMed.asp).

Notas de rodapé no texto principal: devem ser indicadas por meio
de asteriscos e restritas ao minimo indispensavel.

Figuras: fotografias, micrografias e radiografias devem ter uma
largura minima de 10 cm, resolu¢do minima de 500 dpi, e devem
ser fornecidas em formato TIFF. Gréficos, desenhos, esquemas
e demais ilustra¢cBes vetoriais devem ser fornecidos em formato
PDF. Todas as figuras devem ser submetidas, individualmente,
em arquivos separados (Figure 1a, Figure 1b, Figure 2...) e ndo
inseridas no arquivo de texto. As figuras devem ser numeradas e
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citadas consecutivamente no corpo do texto, em algarismos
arabicos. As legendas das figuras devem ser inseridas todas
juntas no final do texto, apds as referéncias.

CARACTERISTICAS E FORMATACAO DOS TIPOS DE
MANUSCRITOS

Pesquisa Original

Devem ser limitados a 30.000 caracteres incluindo espacos
(considerando-se introducédo, metodologia, resultados, discussao,
conclusdo, agradecimentos, tabelas, referéncias e legendas de
figuras). Sera aceito um maximo de 8 (oito) figuras e 40
(quarenta) referéncias. O resumo deve conter, no maximo, 250
palavras.

Formatacédo Folha de rosto (Title Page)

Texto principal (30.000 caracteres incluindo espacos)
Resumo - maximo de 250 palavras

Descritores - de 3 (trés) a 5 (cinco) descritores principais
Introducéo

Metodologia

Resultados

Discusséo

Conclusao

Agradecimentos

Referéncias - maximo de 40 referéncias

Legendas de figuras

Figuras - maximo de 8 (oito) figuras, conforme descrito acima
Tabelas.

Resumo de Pesquisa Original (Short Communication)
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Devem ser limitados a 10.000 caracteres incluindo espacos
(considerando-se, introducédo, metodologia, resultados,
discussao, conclusado, agradecimentos, tabelas, referéncias e
legendas de figuras). E permitido um maximo de 2 (duas) figuras
e 12 (doze) referéncias. O resumo deve conter, no maximo, 100
palavras.

Formatacao

Folha de rosto

Texto principal (10.000 caracteres incluindo espacos)
Resumo - maximo de 100 palavras

Descritores - de 3 (trés) a 5 (cinco) descritores principais
Introducéo

Metodologia

Resultados

Discusséo

Conclusao

Agradecimentos

Referéncias - maximo de 12 referéncias

Legendas de figuras

Figuras - maximo de 2 (duas) figuras, conforme descrito acima
Tabelas.

Revisdo Critica de Literatura

A submisséo desse tipo de manuscrito seré realizada apenas a
convite da Comisséo de Publicacdo da BOR. Todos o0s
manuscritos serao submetidos a revisao por pares. Esse tipo de
manuscrito deve ter um contetdo descritivo-discursivo, com foco
numa apresentacao e discussdo abrangente de questbes
cientificas importantes e inovadoras, e ser limitado a 30.000
caracteres incluindo espacos (considerando-se, introducéo,
metodologia, resultados, discussédo, conclusdo, agradecimentos,
tabelas, referéncias e legendas de figuras). Incluir uma
apresentacéo clara do objeto cientifico de interesse,
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argumentacao logica, uma analise critica metodologica e tedrica
dos estudos e uma conclusdo resumida. E permitido um maximo
de 6 (seis) figuras e 50 (cinquenta) referéncias. O resumo deve
conter, no maximo, 250 palavras.

Formatacao

Folha de rosto

Texto principal (30.000 caracteres incluindo espagos)
Resumo - maximo de 250 palavras

Descritores - de 3 (trés) a 5 (cinco) descritores principais
Introducéo

Metodologia

Resultados

Discusséo

Conclusao

Agradecimentos

Referéncias - maximo de 50 referéncias

Legendas de figuras

Figuras - maximo de 6 (seis) figuras, conforme descrito acima
Tabelas.

Revisdo Sistemética e Meta-Analise

Ao resumir os resultados de estudos originais, sejam eles
guantitativos ou qualitativos, esse tipo de manuscrito deve
responder a uma questao especifica, ser limitado a 30.000
caracteres, incluindo espacgos, e seguir o estilo e formato
Cochrane (www.cochrane.org). O manuscrito deve informar
detalhadamente como se deu o processo de busca e
recuperacéo dos trabalhos originais, o critério de sele¢&o dos
estudos incluidos na reviséo e fornecer um resumo dos
resultados obtidos nos estudos revisados (com ou sem uma
abordagem de meta-analise). Nao ha limite para a quantidade de
referéncias e figuras. Tabelas e figuras, caso sejam incluidas,
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devem apresentar as caracteristicas dos estudos revisados, as
intervengdes que foram comparadas e respectivos resultados,
além dos estudos excluidos da revisdo. Demais tabelas e figuras
pertinentes a revisdo devem ser apresentadas como descrito
anteriormente. O resumo deve conter, no maximo, 250 palavras.

Formatacéo

Folha de rosto

Texto principal (30.000 caracteres incluindo espacos)
Resumo - maximo de 250 palavras

Formulacéo da pergunta

Localizagéo dos estudos

Avaliacéo critica Coleta de dados

Andlise e apresentacéo dos dados

Aprimoramento

Atualizag&o da revisdo

Referéncias - ndo ha limite para a quantidade de referéncias
Figuras - ndo ha limite para a quantidade de figuras
Tabelas.

Carta ao Editor

Cartas devem incluir evidéncias que sustentem a opinido do(s)
autor(es) sobre o conteudo cientifico ou editorial da BOR, e ser
limitadas a 500 palavras. Figuras ou tabelas nao sdo permitidas.

"Checklist" para Submisséo Inicial

Arquivo de folha de rosto (Title Page, em formato DOC, DOCX
ou RTF).

Arquivo do texto principal (Main Document, manuscrito), em
formato DOC, DOCX ou RTF.

Tabelas, em formato DOC, DOCX ou EXCELL.
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Figuras: Fotografias, micrografias e radiografias (largura minima
de 10 cm e resolugdo minima de 500 DPI) em formato TIFF.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/pub/filespec-images). Graficos,
desenhos, esquemas e demais ilustragdes vetoriais em formato
PDF. Cada uma das figuras deve ser submetida em arquivos
separados e individuais (ndo inseridas no arquivo de texto).
Declaracao de interesses e de financiamento, submetida em um
documento separado e em formato PDF.

TERMO DE TRANSFERENCIA DE DIREITOS AUTORAIS E
DECLARAGCOES DE RESPONSABILIDADE

O manuscrito submetido para publicagdo deve ser acompanhado
do Termo de Transferéncia de Direitos Autorais e Declaracdes de
Responsabilidade, disponivel no sistema online e de
preenchimento obrigatério.

Plagio

A BOR emprega um sistema de detecc¢éo de plagio. Ao enviar o
seu manuscrito para a Revista, este manuscrito podera ser

rastreado. Isto ndo tem relacdo com a simples repeticdo de
nomes / filiagdes, mas envolve frases ou textos utilizados.

Custo para publicacao

Os autores nao sdo submetidos a uma taxa de submissao de
artigos e de avaliacao.

EXEMPLOS DE REFERENCIAS

Periédicos
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Bhutta ZA, Darmstadt GL, Hasan BS, Haws RA. Community-
based interventions for improving perinatal and neonatal health
outcomes in developing countries: a review of the evidence.
Pediatrics. 2005;115(2 Suppl):519-617.
https://doi.org/10.1542/peds.2004-1441

Artigos com Titulo e Texto em Idioma Diferente do Inglés

Li YJ, He X, Liu LN, Lan YY, Wang AM, Wang YL. [Studies on
chemical constituents in herb of Polygonum orientale]. Zhongguo
Ahong Yao Za Zhi. 2005 Mar;30(6):444-6. Chinese.
Suplementos ou Edi¢cfes Especiais

Pucca Junior GA, Lucena EHG, Cawahisa PT. Financing national
policy on oral health in Brazil in the context of the Unified Health
System. Braz Oral Res. 2010 Aug;24 Spec Iss 1:26-32.

Livros

Stedman TL. Stedman's medical dictionary: a vocabulary of
medicine and its allied sciences, with pronunciations and
derivations. 20th ed. Baltimore: Williams & Wilkins; 1961.

Livros Online

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for
cancer [monograph on the Internet]. Washington: National
Academy Press; 2001 [cited 2002 Jul 9]. Available from:
http://www.nap.edu/books/0309074029/html/

Websites
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Cancer-Pain.org [homepage on the Internet]. New York:
Association of Cancer Online Resources, Inc.; c2000 [cited 2002
Jul 9]. Available from: http://www.cancer-pain.org/

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica [homepage].
Brasilia (DF): Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica; 2010
[cited 2010 Nov 27]. Available from:
http://www.ibge.gov.br/home/default.php

World Health Organization [homepage]. Geneva: World Health
Organization; 2011 [cited 2011 Jan 17]. Available from:
http://www.who.int/en/



