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Objetivos: O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito de diferentes
protocolos de laser de baixa poténcia (LBP) na mucosite bucal induzida por 5-
fluouracil (5-FU) em hamsters.

Introducdo: A mucosite bucal é uma complicacdo comum da terapia antineoplasica.
O desenvolvimento de intervencbes efetivas para sua prevencdo e tratamento é
visto como prioridade nos cuidados de suporte ao paciente oncoldégico.

Metodologia: Foram utilizados 96 hamsters divididos aleatoriamente em 4 grupos:
Controle (sem tratamento), Preventivo (laser do Dia -7 ao Dia +5); Terapéutico (laser
do Dia +5 ao Dia +15) e Conjugado (laser do Dia -7 ao Dia +15). Os animais
receberam injecao intraperitoneal de 5-FU nos dias 0 e 2 e escarificagcdo da mucosa
jugal nos dias 3 e 4. A irradiacédo foi realizada com LBP de diodo (InGaAlP), 660 nm,
40 mW de poténcia, 6,0 J/cm2 por 6 segundos/ponto. Nos dias 0, 5, 10 e 15 foram
sacrificados seis animais de cada grupo, pesados e a mucosa jugal foi analisada
clinicamente. Foi realizada andlise estatistica para a interacdo tempo X tratamento
através do programa SPSS Statistics 18.0®. As comparacées multiplas foram feitas
pelo teste de EquacOes de Estimacdo Generalizada e ajustado pelo teste de
Bonferroni.

Resultados: Houve significativa perde de peso dos animais do grupo controle no dia
10 do experimento. Os tratamentos com laser tanto na forma preventiva, terapéutica
e conjugada exibiram reducdo dos escores de mucosite de forma estatisticamente
significante quando comparados ao grupo controle. Todavia, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre escores de mucosites nos grupos que receberam
tratamento laser.

Conclusao: O laser de baixa intensidade, independente do protocolo utilizado, é
eficaz na redugéo clinica da mucosite bucal induzida por 5-FU em hamsters.

Palavras-chave: Laserterapia, quimioterapia, efeito adverso, mucosa bucal.
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Aims: The purpose of this study was to investigate the effects of different of low level
laser (LLL) protocols on induced-oral mucositis by 5-fluoracil (5-FU) in hamsters.
Introduction: The oral mucositis is a ordinary side effect from antineoplasic therapy.
Development of effective interventions to its prevention and treatment are priory on
caring of the oncology patients.

Metodologia: In the present study 96 hamsters were used and randomly allocated
into 4 groups: Control (without treatment), Preventive (laser from day -5 to day +5),
Therapeutic (laser from day +5 to day +15) and Combined (laser from day -5 to day
+15). Mucositis was induced in hamsters by intraperitoneal injection of 5- fluorouracil
(5-FU) at days 0 and 2 and superficial scratching in cheek pouch mucosa. The
irradiation was carried out using diode LLL, 660 nm, 40mW of power, 6,0J/cm2
during 6seconds/point. At days 0, 5, 10 and 15, six animals from each group were
sacrificed, weighted and the cheek pouch mucosa was clinically analyzed. Statistical
analysis was made considering the time x treatment interaction through the SPSS
Statistics 18.0® software. The multiple comparison was made by the Generalized
Estimation Equation test and adjusted by the Bonferroni test.

Results: The animals from the Control group had significant lose of weight at the 10™
day of the experiment. The laser treatment at preventive, therapeutic and combined
form presented mucosits scratching reduction in comparison to the control group.
However there was no statistic difference between the mucositis scores at the groups
that received treatment.

Conclusion: The low level laser, independent of the used protocol, is efficient to
clinical reducing oral-inducted mucositis by 5-FU in hamsters.

Key words: Laser therapy, chemotherapy, side effect, oral mucosa.
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INTRODUCAO

A mucosite bucal é um importante efeito colateral da terapia antineoplasica,
incluindo a radioterapia em cabeca e pescoco e a quimioterapia. As lesbes podem
causar dor, restringir a alimentagdo, serem sitios agravadores de infeccao
secundaria, aumentar o custo do tratamento e tempo de hospitalizagdo do paciente,
interferir no curso do tratamento antineoplasico e, conseqientemente, a sobrevida
do paciente (LABBATE et al., 2003; NEVILLE et al., 2009; SONIS, 1998; SONIS et
al., 2001).

A classificagdo clinica da severidade da mucosite mais utilizada € a
estabelecida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que considera critérios
objetivos e subjetivos, envolvendo o estado fisico e nutricional do paciente, assim
como o aspecto clinico da boca (PARULEKAR et al., 1998). De acordo com esta
classificagdo a mucosite varia de grau 0 a 4 como descrito a seguir: 0- auséncia de
alteracdes na mucosa; 1- eritema; 2- eritema e ulceracdo (0 paciente consegue
engolir solidos); 3- ulceracdo (o paciente pode apenas ingerir liquidos) e 4-ndo é
possivel se alimentar pela boca. Clinicamente, na sua forma mais branda, a
mucosite se manifesta com areas eritematosas e a mucosa parece estar intacta, o
paciente sente uma leve sensacdo de ardéncia ao se alimentar e neste estagio os
sintomas sao facilmente controlaveis. Os pacientes com mucosite em grau mais
avancado passam a desenvolver Ulceras que penetram completamente na
submucosa, causando dor, necessitando do uso de analgesia com narcoticos
(SONIS, 2004). Conforme o grau, a mucosite pode levar a modificacdo do
tratamento anti-neoplasico ou até mesmo a necessidade da sua interrupcao,
promovendo assim, uma reducéo da qualidade de vida e/ou a sobrevida do paciente
(SONIS, 2004; ELTING et al., 2003)

SONIS (1998) e SONIS (2004) foram os primeiros a estudar a patobiologia da
mucosite, no primeiro trabalho SONIS (1998) classificou a mucosite em quatro fases:
inflamatoria/vascular, epitelial, ulcerativa/microbiolégica e cicatrizadora, ja no
segundo trabalho SONIS (2004) descreveu a mucosite cinco fases, que s&ao:
iniciacdo, resposta ao dano primério, fase de amplificacdo, fase de ulceracdo e por
fim, cura. Nesta classificacdo os autores levam em consideracdo o papel dos
radicais livres, endotélio e mesénquima na patobiologia desta doenca que nao

anteriormente relatados.
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A fase de iniciacdo ocorre logo ap6s a administracdo da quimioterapia ou
radioterapia. Estes tratamentos antineoplasicos agem no DNA das células da
camada basal do epitélio e alteram seu funcionamento normal. Ao mesmo tempo
aparecem os radicais livres derivados do oxigénio (EROs), desencadeando o
processo de desenvolvimento da mucosite, através de diminuicdo da renovacgdo
celular, alteracdo no epitélio e nos vasos sanguineos. Clinicamente a mucosa
apresenta-se normal. (SONIS, 2004). Na fase de resposta ao dano primario ocorre a
ativacdo dos fatores de transcricdo (NF-kB) e de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a
,IL-1B e IL-6), estes estimulam enzimas que produzem a apoptose e acabam por
bloquear o mecanismo de crescimento e diferenciacao celular. O dano gerado ao
tecido conjuntivo e ao endotélio reduz a oxigenacao epitelial resultando na morte de
células epiteliais. Clinicamente, o paciente pode apresentar quadros de ardéncia na
mucosa (SONIS, 2004). Na fase de amplificacdo de sinal ocorre a ativacdo de
fatores de transcricdo que guiam a regulacdo ascendente dos genes e modulam a
resposta ao dano. Inicia entdo a producdo de citocinas proé-inflamatérias, essas
causam agressodes adicionais ao tecido e geram um feedback positivo das citocinas
inflamatorias que amplifica o dano iniciado pela radiacdo ou agente quimioterapico.
Clinicamente podem ser visualizado eritema, Ulcera e dor (SONIS, 2004). A fase
ulcerativa da mucosite é bastante significativa do ponto de vista clinico. A perda da
integridade da mucosa resulta em lesdes dolorosas e propensas a colonizacao
bacteriana superficial. No caso de pacientes neutropénicos, a ruptura da mucosa
serve como porta de entrada para numerosos microorganismos da cavidade bucal e
que muitas vezes podem levar a bacteremia e sepse. Além disso, com a
penetracdo das bactérias na submucosa, ocorre ativagdo de intenso infiltrado
inflamatorio, composto por macrofagos, plasmacitos e linfocitos, que por sua vez
potencializa a leséo tecidual. Clinicamente a lesdo ulcerada € dolorosa e pode estar
coberta por fibrina ou um exudato que é conhecido como “pseudomembrana
esbranquigada” (SONIS, 2004). A fase de cura na maioria dos casos ocorre de
forma espontanea e cerca de 2 a 3 semanas apés o término da radioterapia ou por
trés semanas ap6s administracdo de quimioterapia. (SONIS, 2004).

Na mucosite induzida pela radioterapia observam-se 0s primeiros sintomas
logo na terceira ou quarta semana, quando as doses atingem 200 cGy. As lesdes de
mucosite, quando ligadas a radioterapia tendem a surgir voltadas para o local onde o

feixe de radiacdo € recebido, essas lesdes permanecem no decorrer do tratamento e
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cicatrizam ap6s a conclusdo completa do tratamento radioterapico. Na
quimioterapia, observam-se os primeiros sintomas entre 5 e 10 dias, sendo o décimo
dia o pico da mucosite e logo em seguida inicia o processo de cicatrizacdo, que
dente a estar completo entre o 14° e 21° dia ap0s o inicio do tratamento. Quando a
mucosite esta associada a quimioterapia as superficies orais envolvidas sdo as néo-
ceratinizadas (mucosa jugal, palato mole, assoalho bucal e superficie ventro-lateral
da lingua). (NEVILLE et al. 2004; NEVILLE et al. 2009).

O controle da mucosite bucal esta se tornando cada vez mais importante e o
desenvolvimento de intervengdes efetivas sdo vistos como de alta prioridade nos
protocolos de suporte ao paciente oncolégico. Os tratamentos para mucosite bucal,
de modo geral, sdo apenas paliativos, visando refrear os sintomas e controlar
possiveis quadros infecciosos e/ou hemorragicos. Os tipos mais comuns de
tratamentos para mucosite sdo: antimicrobianos topicos, citocinas para estimulacdo
da medula, vitaminas, fatores de crescimento, bochechos com corticoides e
colutérios nao alcoodlicos, aminoacidos suplementares, crioterapia, e mais
recentemente, tratamento com luz laser (KEEFE et al., 2006; ANTUNES et al., 2007,
KEEFE et al., 2007; SHUBERT et al., 2007; EDUARDO et al., 2009; KHOURI et al.,
2009; LOPES et al., 2010; ZANIN et al., 2010; CHOR et al., 2010).

A terapia utilizando laser de baixa poténcia (LBP) tem sido amplamente
utilizada em varios processos patoldgicos, dentre os quais a cicatrizacédo de feridas e
condi¢cBes inflamatérias. Basicamente, a fototerapia trata-se de um tratamento
alternativo, ndo invasivo e auxiliar na aceleracdo de processos cicatriciais,
modulacao celular e analgesia. Estes efeitos podem estar relacionados com a acao
do laser aumentando o metabolismo celular, o potencial regenerativo dos tecidos, a
neovascularizacao e a formacéao de tecido cicatricial (ALMEIDA-LOPES et al., 2001;
PEREIRA et al,. 2002; MARQUES et al., 2004, CRIVELO 2010; KARU et al. 1989).

A terapia com este tipo de laser, o de baixa poténcia, € baseada na utilizacéo
de irradiacbes de luzes capezes de influenciar no comportamento celular, a luz é
absorvida por moléculas do tecido alvo (croméforos ou fotoreceptores) que possuam
afinidade por determinado comprimento de onda. A absorcdo de luz da energia
luminosa ocorre em nivel atdmico, os elétrons captam a energia luminosa e partem
para um estado exitado de enregia, esta energia € utilizada pelas células nas suas
funcBes metabdlicas e a energia luminosa € transformada em outro tipo de energia,

a qual a célula é capaz de reconhecer e responder (KARU 1987; CRIVELO 2010).



12

Apés as reacgbes primarias, de fotorrecepcdo, € desencadeada uma cascata de
reacfes secundarias que ocerrem na auséncia de luz, aplificando as reacdes
primarias. Existem diversas teorias, que ndo estdao completamente elucidaddas, para
explicar essas reacdes na auséncia de luz (CRIVELO 2010). Entre essas teorias
estd a Teoria de Karu 1987, que utiliza a cadeia respiratoria, a nivel mitocondrial,
para explicar essas reacfes secundarias. Segundo KARU 1987, apos a absorcao de
luz do laser de baixa poténcia pelos componentes celulares da cadeia respiratéria
nas mitocondrias, ocorrem diversas reacfes bioquimicas em toda célula que
traduzem o estimulo sofrido e sinalizam ao nucleo, propiciando a resposta biolégica
(KARU 1997, CRIVELO 2010).

Os laseres de baixa intensidade sdo ou baixa poténcia séo utilizados para
laserterapia, ao contrario dos de alta intensidade, que sédo usados com finalidade de
corte ou cirargica. Os laseres de baixa poténcia mais utilizados sédo os de Hélio-
Nednio e o laser de Diodo, que emitem luz na faixa do visivel (vermelho) e na faixa
do infravermelho, respectivamente. A onde emitida na faixa do vermelho apresenta
um comprimento entre 630 e 690 nm, e o infravermelho esta situado na faixa de 760
e 850 nm, sendo o mais utilizado o de 830 nm (ALMEIDA-LOPES 2012, CRIVELO
2010). O laser vermelho apresenta finalidade de reparacdo de tecidos mais
superficiais, pois seu comprimento de onda ndo permite uma permeabilidade da luz
nos tecidos profundos. Ja o laser infravermelho é utilizado quando ha a necessidade
de influenciar tecidos mais profundos, ou quando se espera efeito analgésico
(CRIVELO 2010).

Pesquisadores tém realizado estudos para avaliar os efeitos do LBP,
isoladamente ou em combinacdo com outras terapéuticas para tratamento e
prevencdo da mucosite bucal. Resultados apresentam ndo somente a diminuicdo da
intensidade da dor, como a diminuicdo da severidade da mucosite, sem apresentar
efeitos colaterais (ANTUNES et al., 2007; ARUN MAIYA et al., 2006; BARASCH et
al., 1995; BENSADOUN et al., 1999; COWEN et al., 1997; CRUZ et al., 2007;
JAGUAR et al, 2007; MIGLIORATI et al.,, 2001; SANDOVAL et al.,, 2003;
SCHUBERT et al., 2007; EDUARDO et al., 2009; KHOURI et al., 2009; ZANIN et al.,
2010; CHOR et al., 2010). Em junho de 2011, foi publicado um estudo de Revisao
Sistematica em que BJORDAL et al. (2011) mostram a validade do Laser de Baixa

Poténcia, aplicado com doses de 1 a 6 J por ponto, mostrando que o LBP foi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bensadoun%20RJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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estatisticamente eficaz na prevencédo da mucosite bucal, promovendo reducdo da

severidade, dor e tempo de duracéo das lesdes.
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito de diferentes protocolos de laser
de baixa poténcia (LBP) na mucosite bucal induzida por 5-fluouracil (5-FU) em
hamsters. Foram utilizados 96 hamsters divididos aleatoriamente em 4 grupos:
Controle (sem tratamento), Preventivo (laser do Dia -5 ao Dia +5); Terapéutico (laser
do Dia +5 ao Dia +15) e Conjugado (laser do Dia -5 ao Dia +15). Os animais
receberam injecao intraperitoneal de 5-FU nos dias 0 e 2 e escarificagdo da mucosa
jugal nos dias 3 e 4. A irradiacédo foi realizada com LBP de diodo (InGaAlP), 660 nm,
40 mW de poténcia, 6,0 J/cm2 por 6 segundos/ponto. Nos dias 0, 5, 10 e 15 foram
sacrificados seis animais de cada grupo, pesados e a mucosa jugal foi analisadas
clinicamente. Foi realizada andlise estatistica para a interagdo tempo x tratamento
através do programa SPSS Statistics 18.0®. As comparacées muiltiplas foram feitas
pelo teste de EquagOes de Estimagdo Generalizada e ajustado pelo teste de
Bonferroni. Houve significativa perda de peso dos animais do grupo controle no dia
10 do experimento. Os tratamentos com laser tanto na forma preventiva, terapéutica
como conjugada exibiram reducdo dos escores de mucosite de forma
estatisticamente significante quando comparados ao grupo controle. Todavia, nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre escores de mucosites nos
grupos que receberam tratamento. O laser de baixa intensidade, independente do
protocolo utilizado, € eficaz na reducéo clinica da mucosite bucal induzida por 5-FU
em hamsters.

Palavras-chave: Laserterapia, quimioterapia, efeito adverso, mucosa bucal.
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INTRODUCAO

A mucosite bucal € uma inflama¢do da mucosa bucal decorrente da terapia
antineoplasica, como a quimioterapia e a radioterapia em cabeca e pescoco [1, 2].
As lesbBes causam um grande impacto na qualidade de vida do paciente, geralmente
vém acompanhadas de dor acentuada, podem restringir a alimentagdo, serem sitios
agravadores de infeccbes secundéarias, aumentar o tempo de hospitalizacdo e o
custo do tratamento, interferindo assim, no curso do tratamento antineoplasico e,
consequentemente, na sobrevida do paciente [2-6]

Clinicamente, a mucosite pode ser classificada de acordo com a severidade,
em graus que variam de 0 a 4 [7]. Na sua forma mais branda, a mucosite se
manifesta com areas eritematosas e a mucosa parece estar intacta, o paciente sente
uma leve sensacédo de ardéncia ao se alimentar, mas neste estagio os sintomas sao
facilmente controlaveis. A mucosite em grau mais avangado ocasiona o0
desenvolvimento de Ulceras que penetram completamente na submucosa, causando
dor, impedindo a degluticdo por via oral, necessitando do uso de analgesia com
narcoticos e algumas vezes suspensao do tratamento oncoldgico [8].

A patobiologia da mucosite foi descita por Sonis (2007) [9] em cinco fases
denominadas: iniciacdo, resposta ao dano primario, fase de amplificacao, fase de
ulceracado e a fase de cura. As duas fases iniciais representam alteracdes celulares
e teciduais subclinicas associadas a liberacdo de mediadores quimicos
inflamatorios. Evidéncias morfolégicas mostram um dano subepitelial e apoptose de
fibroblastos e de células endoteliais da microvasculatura antes da morte epitelial. A
seguir, ocorre 0 dano tecidual que pode ser verificado clinicamente como eritema,
descamacéo e/ou ulceracdes. O conhecimento de que as alteragdes na mucosite
ocorrem inicialmente na submucosa e posteriormente no epitélio sdo fundamentais
para estabelecer estratégias de prevencao e tratamento desta doenca.

Inimeros tratamentos vém sendo testados para prevenir e tratar a mucosite, a
maioria deles agindo de forma paliativa. Worthington et al. (2011) [10] realizaram
uma revisdo sistematica sobre intervengfes terapéuticas para mucosite bucal.
Dentre os 33 tipos de tratamentos encontrados 10 mostraram algum efeito na
prevencdo ou reducdo da severidade da mucosite, dentre estes: aloe vera,
amifostina, crioterapia, fator estimulador de colénia (G-CSF), a glutamina
intravenosa, mel, fator de crescimento de queratinécitos, laser, antibi6tico

(polimixina/tobramicina/anfotericina) e sulcrafato.
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A fototerapia com laser de baixa poténcia (LBP) vem sendo utilizada como
tratamento alternativo, ndo invasivo e auxiliar na aceleragdo de processos
cicatriciais, modulacédo celular e analgesia [11-13]. Diversos estudos vém sendo
realizados com o intuito de avaliar os efeitos do LBP no tratamento e prevencao da
mucosite bucal. Resultados apresentam ndo somente a diminuigdo da intensidade
da dor, como a diminuicdo da severidade da mucosite, sem apresentar efeitos
colaterais [14-27]. Bjordal et al. (2011) [28], realizaram uma revisao sistematica com
metanalise e mostraram que o LBP em doses de 1 a 6 J por ponto, foram
estatisticamente eficazes na prevencdo da mucosite bucal, com reducdes da
severidade, dor e tempo de duracdo das Ulceras.

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito clinico de trés diferentes
protocolos de LBP na prevencéao e /ou tratamento da mucosite bucal induzida por 5-

fluouracil (5-Fu).

MATERIAIS E METODOS

Delineamento

O estudo presente € um ensaio experimental em animais, controlado, cego e
randomizado.

O Projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissao Cientifica e Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA/HCPA) sob nimero 110134.

O protocolo experimental utilizado neste estudo seguiu o0s principios de ética
e experimentacdo animal, baseado na lei 11.794, de 08 de outubro de 2008, no
decreto 6.899, de 15 de julho de 2009 e nas indicagcbes do COBEA (Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal), entidade filiada ao International Council of
Laboratory Animal Science (ICLAS) com base nas normas internacionais, que visam
0 aprimoramento de condutas na experimentacédo animal.

O estudo foi realizado na Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), na cidade de Porto Alegre-RS, Brasil,
entre o periodo de junho de 2011 e abril de 2012.
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Calculo amostral e amostra

O célculo amostral foi baseado em trabalhos da literatura que utilizam
metodologia semelhante [29-31].

Foram utilizados 96 hamster sirios dourados (Golden Syrian Hamsters),
machos, com 8 semanas de vida e massa corporea aproximadamente de 150g. Os
animais tiveram origem do Biotério da Universidade Federal de Pelotas-RS, Brasil e
depois passaram por quarentena, na UEA. Apoés ficarem isolados por 7 dias
(quarentena), foram separados aleatoriamente e alojados em nimero de quatro em
cada caixa plastica (40x30x16 cm), com racdo padrdo da UEA e agua ad libitum,

temperatura de 20 a 24°C, ciclo claro/escuro de 12 horas.

Parte Experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos, contendo 24
animais em cada um dos grupos:

Grupo Controle (sem tratamento, porém com o procedimento anestésico e
manipulacdo semelhante ao dos demais grupos);

Grupo Preventivo (laser do Dia -7 ao Dia +5);

Grupo Terapéutico (laser do Dia +5 ao Dia +15);

Grupo Conjugado (Preventivo + Terapéutico) -(laser do Dia -7 ao Dia +15).

Seis animais de cada grupo foram eutanizados através de camara de CO; nos
seguintes tempos: dia 0, dia 5, dia 10 e dia 15, a eutanasia foi necessaria para
serem coletados espécimes da mucosa bucal dos animais, pois haverd um estudo
de seguimento deste trabalho.

O protocolo de inducdo de mucosite a ser utilizado foi desenvolvido por Sonis
et al. (1990) [5] e modificado por Leitdo et al. (2007) [32]. Para a inducdo da
mucosite, no dia 0 foram aplicadas 60mg/Kg em cada animal de quimioterapico 5-FU
via intraperitoneal e 40mg/Kg no dia 2. O quimioterapico foi preparado pelos
profissionais da farmacia oncolégica do HCPA em seringas individualizadas de
acordo com peso de cada animal. Nos dias 3 e 4 os animais, sedados com gas
isoflurano, passaram pelo procedimento de escarificacdo da mucosa jugal direita
com a ponta de uma agulha estéril por duas vezes seguidas, pelo mesmo operador.
A escarificacéo foi feita com o objetivo de romper a integridade da mucosa, pois a

mucosa bucal destes animais apresenta maior ceratinizacdo em relacdo a mucosa
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jugal dos seres humanos, esta manobra visa permitir o desenvolvimento da mucosite

nos hamsters.

Protocolo da Terapia com Laser

A irradiacdo com laser foi realizada com laser de diodo, InGaAIP (660 nm),
equipamento foi utilizado é o Laser (MM Optics, Sdo Carlos, SP) pertencente a UEA
do HCPA, que gera um feixe de 660nm de comprimento de onda e a poténcia
utilizada foi de 40 mW, 6,0 J/cm? de densidade de energia, durante 6 segundos.

Pelo método da técnica pontual, no modo continuo e em contato, era feito
uma aplicacao diaria na mucosa jugal conforme demonstrado na Figura 1, durante
os dias estabelecidos nos grupos experimentais, oS animais que receberam a
laserterapia estavam sedados com gas isoflurano. Um diagrama ilustrado da
metodologia experimental pode ser observado na Figura 2.

O profissional que realizou aplicacdo do laser fez uso dos 6culos de protecéo
disponibilizados pelo fabricante de acordo com o comprimento de onda emitido pelo
aparelho e os envolvido na manipulacdo dos ratos fizeram uso do EPI (Equipamento

de Protecao Individual).

Observacao e determinacao

Os animais foram monitorados diariamente para observacdo de seu estado
fisico.

Nos dias 0, 5, 10 e 15 foi realizada verificagcdo do peso dos animais e
avaliacdo da graduacao clinica de mucosite. A analise clinica foi realizada de forma
cega, por meio de analise das fotografias por um avaliador previamente treinado e
gue desconhecia o grupo experimental ao qual o animal em analise pertencia. A
camera fotografica digital utilizada foi uma camera digital (Sony Cyber-shot, 14.1MP-
DSC-W610), as imagens foram realizadas no modo macro e sem flash. Todas as
fotografias foram analisadas no mesmo computador para que nado houvesse
variacdo de contraste. O escore clinico de mucosite para cada animal foi feito de
acordo com os critérios descritos por Lima et al. (2005) [33]. Esta classificacdo
considera os aspectos inflamatérios como eritema, hiperemia, areas de hemorragia,
ulceracao epitelial, presenca de abscesso conforme descrito abaixo:

Escore 0: mucosa com auséncia ou discreto eritema e hiperemia, sem areas

de hemorragia, ulceragéo ou abscesso.


https://www.sonystyle.com.br/br/site/catalog/ProductDisplay.jsp?stockType=A&parentCatId=cat870031&category=cameras&tabNum=1&id=DSC-W610/P
https://www.sonystyle.com.br/br/site/catalog/ProductDisplay.jsp?stockType=A&parentCatId=cat870031&category=cameras&tabNum=1&id=DSC-W610/P
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Escore 1: mucosa com moderado eritema e hiperemia, sem &reas
hemorragicas, ulceragdes e/ou abscessos.

Escore 2: mucosa com severo eritema e hiperemia, presenca de areas
hemorragicas, pequenas ulceracdes, mas ndo abscesso.

Escore 3: mucosa com severo eritema e hiperemia, presenca de éareas

hemorragicas, extensas ulceras e/ou abscesso.

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos na forma de médias, desvio padréo da média
e intervalo de confianca de 95%. Foi realizada andlise estatistica para a interacao
tempo x tratamento através do programa SPSS Statistics 18.0. As comparacdes
multiplas foram feitas pelo teste de Equacdes de Estimacdo Generalizada e ajustado

pelo teste de Bonferroni. . O nivel de significancia foi de 5% (p<0.05).

RESULTADOS

Analise do Peso

Os resultados da média de peso dos quatro grupos experimentais nos
diferentes tempos estdo demonstrados na Figura 3.

A média de peso dos animais do grupo controle no dia 0 foi de 160,50g+25,02
e nao diferiu da média de peso dos animais do dia 5 que foi de 160g+24,47. No dia
10 a média de peso foi de 92g+10,31 mostrando uma perda significativa de peso
(p<0,05). No dia 15 a média de peso foi de 136,6g+13,52 mostrando um ganho
estatisticamente significativo quando comparado ao dia 10 (p<0,05). A analise
comparativa entre o peso dos animais entre os dias mostrou que entre os dias 0 e 5,
0 e 15, 5 e 15 ndo houve diferenca significativa entre os pesos dos animais (Figura
3).

Os animais do grupo preventivo iniciaram no dia 0 com uma média de peso
de 134g+7,58 e mostraram média de peso de 125,6g+11,41 aos 5 dias denotando
uma pequena perda de peso. Posteriormente, na analise do dia 10 e dia 15, foram
observadas médias de peso de 130,33g+14,16 e 120,29+15,40, respectivamente. A
analise estatistica revelou que ndo houve diferenca na média de peso dos animais

do grupo preventivo entre nenhum dos tempos experimentais (Figura 3).
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No grupo terapéutico, dia 0 os animais exibiram uma média de peso de
132g+21,98 seguido de uma média de peso de 127,2g+17,54 no dia 5, 1139+6,44 no
dia 10 e 120,2g+15,40 no dia 15. A analise comparativa entre 0S pesos nos
diferentes dias do grupo terapéutico ndo mostrou nenhuma diferenca
estatisticamente significante (Figura 3).

Os animais do grupo conjugado mostraram no dia 0 uma média de peso de
122,169+15,06 seguido de 122,33g+17,91 no dia 5, 112g+8,68 no dia 10 e
1149+10,20 no dia 15. Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa na

média de peso dos animais entre os tempos analisados neste grupo (Figura 3).

Aspectos Clinicos

Na Figura 4 e Tabela 1 estdo demonstrados os resultados dos escores
clinicos da andlise cega em cada grupo ao longo dos tempos experimentais.

A andlise clinica realizada pelo avaliador cego mostrou que 0s animais do
grupo controle no dia 0 mostraram média de escore de 00, portanto, nao
apresentavam lesdo clinicamente detectavel. No dia 5, houve aumento significativo
da média de escore observado nos animais do grupo controle que foi de 2+0
demonstrando a presenca de severo eritema e hiperemia, presenca de &areas
hemorragicas e/ou pequenas ulceracdes. No dia 10 os animais exibiram média de
escore clinico de 2,8+0,44 demonstrando um agravamento significativo no quadro
clinico, quando comparado ao dia 5 (p<0,01), com o surgimento de mucosite em
grau maximo com mucosa exibindo severo eritema e hiperemia, presenca de areas
hemorragicas, extensas Ulceras e/ou abscesso. No dia 15 foi observada uma média
de escore de 0,8+0,4 o que representou uma melhora significativa quando
comparado aos 10 dias (p<0,01). A analise comparativa entre os tempos no grupo
controle mostrou diferenca estatisticamente significante entre todos o0s tempos
experimentais (Tabela 1 e Tabela 2).

Os animais do grupo preventivo ndo mostraram leséao bucal no dia 0 tendo em
vista que a média de escore foi de 0+0. No dia 5 foi observado um agravamento
significativo das lesdes bucais com média de escore de 2+0 (p=0,037). O dia 5 foi 0
pico maximo de mucosite observada neste grupo. Isto porque, aos 10 dias a média
de escore clinico reduziu de forma significativa para 0,6£0,54 (p<0,01)
demonstrando a redugéo da severidade da mucosite. Aos 15 dias, clinicamente

varios animais mostravam reparo das lesdes de mucosite visto que a meédia de
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escore clinico foi de 0,2+0,44, porém esta diferenca nao foi significativa em relagcéo
aos escores do dia 10 (p>0,01) (Tabela 1 e Tabela 2).

A anadlise clinica do grupo terapéutico mostrou que no dia 0 a média de
escore foi de 0+0. Aos 5 dias houve aumento significativo das lesdes (p<0,01) que
exibiram escore de 1,7+0,51. No dia 10, houve uma reducdo significativa da
severidade da mucosite quando comparado ao dia 5 (p<0,01) sendo observado um
valor de escore clinico de 1,4+0,89. Aos 15 dias os animais deste grupo mostraram
reducdo das lesbes, porém sem diferenca estatisticamente significante em relagcéo
ao dia 10 (p>0,05) e mostraram média de escore de 0,4+0,89. Neste grupo o pico
méaximo de severidade de mucosite também foi observado aos 5 dias e logo apés
houve reducéo gradual da severidade clinica das lesGes (Tabela 1 e Tabela 2).

O grupo que recebeu o tratamento conjugado mostrou no dia 0 média de
escore de 0+0 ndo demonstrando clinicamente a presenca de lesGes bucais. Aos 5
dias foi observado aumento significativo no escore clinico que passou a ser 2+0
(p<0,01). A seguir notou-se leve reducdo nos niveis de mucosite aos 10 dias,
observado pela média de 1,5+0,83, sem diferenca estatisticamente significante
quando comparado ao dia 5 (p>0,05). Aos 15 dias foi observada melhora clinica
significativa das lesGes cuja média de escore foi de 0,2+0,44 (p<0,01). Neste grupo o
pico maximo de mucosite variou entre os dias 5 e 10 e posteriormente houve
reducao das lesdes (Tabela 1 e Tabela 2).

A analise comparativa entre os grupo fixando os tempos mostrou que todos
0S grupos experimentais comecgaram a exibir leséo a partir do dia 5, porém o pico de
severidade para o grupo controle foi aos 10 dias, enquanto que, para 0S grupos que
receberam qualquer um dos protocolos de laserterapia foi aos 5 dias (Tabela 3). A
principal diferenca entre os grupos foi observada aos 10 dias onde clinicamente o
grupo controle exibiu severos indices de mucosite enquanto que, os demais grupos
apresentavam a mucosa em estagio de reparo tecidual, ou seja, baixos escores de
mucosite (Figuras 4 e 5, Tabela 3).

No teste de comparacao entre tratamentos pode-se observar na anélise geral
dos tempos experimentais que o grupo controle diferiu de todas as formas de
tratamento com laser (p<0,01), (Tabela 4). Porém, a analise entre 0s grupos que
receberam a laserterapia ndo mostrou diferenga entre as formas utilizadas (p>0,05).
A avaliacao individual por tempo mostrou que nos dias 0 e 5 ndo houve diferenca

nos escores clinicos entre todos o0s grupos experimentais. No dia 10 foram
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observados escores significantemente (p<0,01) maiores de severidade de mucosite
no grupo controle quando comparado com os grupos de laserterapia. No dia 15 o
grupo controle nao diferiu do grupo terapéutico e conjugado, assim como, entre 0s
grupos que receberam a laserterapia. Porém, foi observada diferenca significativa
apenas entre o grupo controle e o grupo preventivo (p<0,01) sendo que o ultimo

exibiu os menores escores clinicos (Tabela 3).

DISCUSSAO

A mucosite bucal é um importante efeito colateral e de grande incidéncia
durante os tratamentos com quimio e/ou radioterapia. Devido ao fato da mucosite
causar grande debilidade na qualidade de vida do paciente e interferir no curso do
tratamento oncolégico, vem se buscado diversas formas de minimizar esse efeito
colateral. Uma das modalidades terapéuticas mais pesquisadas nos ultimos anos é o
LBP que tem mostrado efeitos positivos, especialmente na reducdo de dor e na
prevencao das lesoes.

No presente estudo pretendeu-se verificar o efeito clinico de trés diferentes
protocolos de laserterapia (preventivo, terapéutico e conjugado), num modelo
experimental animal. Os resultados mostraram que independentemente do protocolo
de laser aplicado houve diminuigdo da mucosite.

O modelo animal utilizado neste estudo seguiu o protocolo de inducédo de
mucosite com 5-FU desenvolvido por Sonis et al.1990 [5] e modificado por Leitédo et
al. 2007 [32]. Esse modelo de estudo possui grade importancia, pois as terapias de
laser, entre outros tratamentos para mucosite utilizadas até o presente momento,
foram testadas em animais antes de serem aplicadas em seres humanos, permitindo
a descoberta de novos e eficazes protocolos na tentativa de minimizar os sintomas
da mucosite bucal [5, 32, 34-36].

O protocolo de LBP usada de forma preventiva utilizado no presente estudo
foi delineados com base no trabalho de Bjordal et al (2011) [28] que realizou uma
revisdo sistematica com meta-analise do efeito do LBP na mucosite bucal e
recomendou parametros para laserterapia nestas lesdes. O protocolo de laserterapia
sete dias antes do inicio do tratamento antineoplasico difere dos demais utilizados
até o presente momento nos modelos animais. Franga et al. (2009) [34] utilizaram
laser preventivo, entretanto, realizando aplicacdes de laser diarias de laser do dia 1,

apos a quimioterapia, até o dia 4.
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Clinicamente pode-se observar que o grupo controle obteve um pico méaximo
de mucosite no dia 10 e, a0 mesmo tempo significante perda de peso. Estes
achados evidenciam que a inducdo da mucosite foi efetiva no modelo experimental,
pois, como descrito por Sonis et al. (1990) [5] no dia 10 apds o inicio da
quimioterapia tem-se um estagio de leucopenia avancada, ao mesmo tempo que
percebe-se 0 rompimento da integridade de mucosa, possiveis infeccdes
oportunistas e debilidade dos animais. Os grupos que receberam tratamento com
laser mostraram maior escore clinico de mucosite no dia 5 e, ndo obtiveram o pico
méaximo usualmente esperado aos 10 dias. Paralelamente, esses animais também
nao apresentaram perda significativa de peso. Esses resultados mostram que o
maior grau de alteracdo tecidual visivel clinicamente nos grupos tratados com laser
foi no dia 5, decorrente da escarificacdo da mucosa realizada nos dias 3 e 4 e néo
em funcdo do desenvolvimento da mucosite, que deveria ocorrer em um pico
maximo por volta do 10° dia. Portanto, podemos afirmar que os animais que
receberam laserterapia ndo chegaram aos estagios mais severos de mucosite,
diferentemente do grupo controle, que chegou ao pico maximo no dia 10 do
experimento, aumentando a gravidade das lesbes apds a escarificacao.

Apesar dos efeitos positivos no controle da gravidade das lesdes da mucosite
terem sido demonstrados em todos os grupos que receberam LBP, 0s grupos que
iniciaram laserterapia sete dias antes da quimioterapia (grupo preventivo e grupo
conjugado) mostraram menores escores clinicos no dia 15, dltimo dia de avaliacao,
0 que representa um reparo mais eficiente das lesdes. Estudos clinicos em humanos
[17, 23] e em modelos animais [34] tem demostrado que o laser preventivo tem
eficacia na reducéo da graduacao e severidade da mucosite.

Os animais que receberam laserterapia ndo exibiram perda significativa de
peso ao longo do experimento, jA os animais do grupo controle tiveram significante
perda de peso, mostrando que a presenca de lesdes bucais ulcerativas pode gerar
dor e desconforto, levando a dificuldade na ingestdo de alimentos e alterando
negativamente o status nutricional dos animais. Estes achados corroboram os de
Franca et al. (2009) [34] que compararam laser preventivo vs. crioterapia e laser
terapéutico vs. placebo utilizando modelo experimental semelhante ao utilizado
neste estudo e que observaram menor perda de peso nos grupos tratados com

laser.
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A patobiologia da mucosite € descrita em cinco fases: iniciacao, resposta ao
dano primério, fase de amplificacédo, fase de ulceracdo e por fim, cura [8]. As
primeiras fases dentre elas a de iniciacdo e de resposta ao dano sao consideradas
sub-clinicas, ou seja, modificagdes celulares e moleculares sdo desencadeadas pelo
tratamento antineoplasico sem manifestacdo clinica. A amplificacdo da resposta
tecidual resultara no surgimento clinico de alteracdes como eritema e ulceracdes
que tendem a repara apds duas a trés semanas [9]. Desta forma, medidas
preventivas de mucosite sdo aquelas que agem nas fases iniciais fazendo com que
haja reducdo do aparecimento clinico das les6es. Enquanto que, protocolos
terapéuticos sdo aqueles instituidos uma vez que as lesdes ja estdo presentes
clinicamente e o conjugado consequentemente aborda ambas as formas
previamente descritas.

O LBP vem sendo utilizado como opcao terapéutica em doencas que
possuam na sua fisiopatologia o desenvolvimento de um processo
inflamatorio/imunolégico, como a mucosite. A terapia com LBP, utilizada para
acelerar processos reparativos, esta baseada em efeitos como morfodiferenciacao,
proliferacdo celular, neoformacgéo tecidual, revascularizacdo, reducdo do edema,
maior regeneragdo celular, aumento da microcirculacdo local e permeabilidade
vascular [37]. Entre estes efeitos, a angiogénese € desejada, pois um aporte
sanguineo mais eficiente permite a proliferacdo tecidual e contribui para que o
processo de reparo ocorra de forma mais rapida e eficaz [38-40]. Além disso, o LBP
esta associado a modulacdo da inflamacado, regulando os efeitos indesejados
através da diminuicdo dos niveis teciduais citocinas pro-inflamatérias [41, 42]. Todos
estes efeitos descritos acima podem justificar os resultados encontrados no presente
estudo. A acdo anti-inflamatéria do LBP seria responsavel pela diminuicdo da
severidade clinica da mucosite em todos os protocolos. A maior cicatrizacdo aos 15
dias, nos animais do grupo preventivo e do conjugado, mais uma vez evidencia a
necessidade de utilizar a terapia laser nos estagios sub-clinicos do processo
inflamatorio.

Varios trabalhos vém sendo realizados com intuito de compreender a acao do
LBP por meio de diferentes protocolos na mucosite bucal. Estes tém mostrado
efeitos positivos especialmente reduzindo dor e severidade das lesdes [14, 17, 19,
23, 27] Entretanto, muitas diferencas podem ser observadas quando comparamos

os diferentes trabalhos, em especial, na analise dos protocolos de laser. Alguns
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estudos utilizam comprimento de onda de 660 nm [14] enquanto outros utilizam o
laser de 780 nm [19], diferentes poténcias, tempo e forma de aplicacdo. Assim
sendo, muitas vezes se torna dificil a comparacédo entre os diversos estudos e, para
auxiliar na comparacdo dos estudos, tem sido sugerido que parametros ideais e
padronizados de uso do laser devam ser adotados mundialmente.

Mais estudos in vivo com modelos animais devem ser realizados, para que
nao somente seja constatado o efeito benéfico do LBP no controle da mucosite
bucal, mas também se consiga o0 entendimento desse processo, 0 que poderia
ajudar a encontrar inclusive protocolos clinicos de prevencdo da mucosite, que é o
objetivo principal daqueles que lidam com esta complicagdo comum no tratamento

do cancer e que muitas vezes pode ser determinante para a sobrevida dos mesmos.

CONCLUSAO

A fototerapia com laser em baixa intensidade com protocolo preventivo,
terapéutico e conjugado mostrou efeitos positivos no controle clinico da mucosite
bucal assim como, a forma preventiva esteve associada ao reparo acelerado das

lesdes.



Figura 1. llustragéo dos pontos de aplicagdo do Laser de Baixa Poténcia

Figura 2. Diagrama da metodologia aplicada neste estudo.
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Figura 3: Média dos pesos dos animais por grupo ao longo dos tempos experimentais.
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Figura 4: Graduacdo de mucosite nos quatro grupos experimentais ao longo do tempo.
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Figura 5. Aspecto clinico da mucosa jugal dos hamsters durante os periodos experimentais nos 4
grupos (controle, preventivo, terapéutico e conjugado).
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Tabela 1. Comparacéo entre os tempos experimentais dentro de cada grupo

31

Controle

Preventivo

Terapéutico

Conjugado

Grupos Experimentais

Dia 0

Dia 5

Dia 10

Dia 15

p

0,00 (0,00-0,00)
0,00 (0,00-0,00)*
0,00 (0,00-0,00)*

0,00 (0,00-0,00)

2,00 (2,00-2,00)
2,00 (2,00-2,00)*
1,67 (1,29-2,04)™

2,00 (2,00-2,00)™

2,80 (2,45-3,15)™
0,60 (0,17-1,03)**
1,40 (0,70-2,10)**%

1,50 (0,89-2,11)*

0,83 (0,54-1,13)™
0,20 (-0,15-0,55)*%
0,40 (-0,30-1,10)*%

0,20 (-0,15-0,55)**

0,00

20,037

20,011

20,002

*** Diferentes letras minUsculas indicam diferenca estatistica dentro do grupo experimental.

Tabela 2. Comparacéo dos escores clinicos entre 0s tempos experimentais dentro de cada grupo.

Tempos Experimentais

Média (IC95%)

Controle 0

10
15

Preventivo 0

10
15

o

Terapeutico
10

15
Conjugado 0

10
15

0,00 (0-0) ®
2,00 (2-2)°
2,80 (2,45-3,15) ©
0,83 (0,54-1,13)°

0,00 (0-0) ™

2,00 (2-2) ™

0,60 (0,17-1,03) °
0,20 (-0,15-0,55)

0,00 (0-0) ?
1,67 (1,29-2,04) °
1,40 (0,70-2,10) *°

0,40 (-0,30-1,10) *
0,00 (0-0) ®

2,00 (2-2)°

1,50 (0,89-2,11) °
0,20 (-0,15-0,55) #

* Nao foi possivel testar esta diferenca devido a todos os valores serem constante em ambos os tempos.

*** Diferentes letras mindsculas indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais.
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Tabela 3. Comparacéo dos escores clinicos entre os grupos fixando os tempos experimentais.

Grupos Experimentais

Controle Preventivo Terapéutico Conjugado p
Dia 0 0,00 (0,00-0,00)" 0,00 (0,00-0,00)" 0,00 (0,00-0,00)" 0,00 (0,00-0,00)* 1,00
Dia 5 2,00 (2,00-2,00)* 2,00 (2,00-2,00)* 1,67 (1,29-2,04)* 2,00 (2,00-2,00)" 1,00
Dia 10 2,80 (2,45-3,15)" 0,60 (0,17-1,03)® 1,40 (0,70-2,10)° 1,50 (0,89-2,11)° 20,003
Dia 15 0,83 (0,54-1,13)" 0,20 (-0,15-0,55)® 0,40 (-0,30-1,10)"® 0,20 (-0,15-0,55)° 20,042

*** Diferentes letras mailsculas indicam diferenca estatistica entre 0os grupos experimentais.

Tabela 4. Comparacéo dos escores clinicos entre os grupos ao longo do tempo experimental.

N Média IC95% p-valor
Controle 23 1,41% 1,29-1,52 -
Preventivo 19 0,70°  0,56-0,84  ,000
Terapéutico 22 0,87°  0,60-1,13  ,001
Conjugado 21 0,93°  0,75-1,10 ,000

*** Diferentes letras mindsculas indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais.
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ANEXOS
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Anexo Il — Normas de publicagéo da revista Laser Medical in Science.

Types of papers -

& Original Aricle — limited to 4000 words, 45 references, no more than 5 figures
& Review Article — limited to 5000 words, 50 references, no more than 5 figures

& Brief Report - limited to 2000 words, 25 references, no more than 4 figures - Case Reports
will not be accepted!

i Letter to the Editor — up to 600 words

Manuscript submission -

Marmseript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it is not
under consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by all co-
authaors, if any, as well as by the responsible authorities — tacitly or explicithy — at the institute where the

work has been carmried out. The publisher will not be held legally responsible should there be any claims
for compensation.

Permissions
Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published elsewhere
are required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online format and to

include evidence that such permission has been granted when submitting their papers. Any material
received without such evidence will be assumed to originate from the authors.

Online Submizsion

Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission substantially reduces the editorial
processing and reviewing times and shortens overall publication fimes. Please follow the hyperlink
“Submit online” on the right and upload all of your manuscript files following the instructions given on the

SCreen.

Title Page

The title page should include:

& The name(s) of the author(s)

& A concise and informative title

¥ The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

¥ The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author
Abstract

Flease provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any undefined
abbreviations or unspecified references.

Eeywords

Pleasze provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.
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Text Formatting
Manuscripts should be submitted in Word.

- Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

- Use italics for emphasis.

- Use the automatic page numbering function to number the pages.

- Do not use field functions.

# lJse tab stops or other commands for indents, not the space bar.

& Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

#  Use the equation editor or MathType for equations.

# Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).

= Word template (zip, 154 kB)
Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

» LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings
Flease use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations
Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Fooinotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference
included in the reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should
never include the bibliographic details of a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript
lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or
the authors of the article are not given reference symbaols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments
Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before the
reference list. The names of funding organizations should be written in full.
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Scientific style =

-

Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade names are used, the generic name should
be given at first mention.

Units and abbreviations

# Please adhere to internationally agreed standards such as those adopted by the commission
of the International Union of Pure and Applied Physics (IUPAP) or defined by the
International Organization of Standardization (150). Metric S units should be used
throughout except where non-S1 units are more common [e.qg. litre (1) for volume].

# Abbreviations (not standardized) should be defined at first mention in the abstract and again
in the main body of the text and used consistently thereafter.

Drugs
& When drugs are mentioned, the international {generic) name should be used. The proprietary

name, chemical composition, and manufacturer should be stated in full in Materials and
methods.



References =

Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets. Some examples:
1. Negotiation research spans many disciplines [3].

2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].

3. This effect has been widely studied [1-3, 7].

Feference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been published or
accepted for publication. Personal communications and unpublished works should only be mentioned in
the text. Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a reference list.

The entries in the list should be numbered consecutively.

- Journal article

Gamelin FX, Baguet G, Berthoin 3, Thevenset D, Nourry C, Mottin 5, Bosquet L (2009) Effect
of high intensity intermittent training on heart rate varability in prepubescent children. Eur J
Appl Physiol 105:731-738. doi: 10.1007/500421-008-0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long author
lists will also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J Med
965325329

- Article by DOI

Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production. J Mol
Med. doi: 10_1007/s001090000036

- Book

South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London
#  Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern
genomics, rd edn. Wiley, Mew York, pp 230-257

& Online document
Cartwright J (2007) Big stars have weather too. |OP Publishing Physics\Web.
httpoifphysicsweb orgfarticlesinews11/G6M16/M1. Accessed 26 June 2007

# Dissertation
Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title Word
Abbreviations, see

[ Www.issn.orgl2-22661-LTWA-online_php

For authors using EndMote, Springer provides an output style that supports the formatting of in-text
citations and reference list.

» EndMote style (zip, 2 kB)
Authors preparing their manuscript in LaTeX can use the bibtex file spbasic_bst which is included in
Springer's LaTeX macro package.
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- All tables are to be numbered using Arabic numerals.
+ Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.
¢+ [For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.

# |dentify any previously published material by giving the ariginal source in the form of a
reference at the end of the table caption.

- Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for
significance values and other statistical data) and included beneath the table body.

Artwork and lllustrations Guidelines -

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your artwork —
photographs, line drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be produced to the highest
standards with the greatest accuracy to detail. The published work will directly reflect the quality of the
artwork provided.

Electronic Figure Submission

- Supply all figures electronically.
- Indicate what graphics program was used to create the artwork.

# [For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format. MS
Office files are also acceptable.

- Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
- Mame your figure files with "Fig" and the figure number, e.q., Fig1.eps.
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& Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading,
& If any magnification is used in the photographs, indicate this by

# Halitones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Definition: Black and white graphic with no shading.

# Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures
are legible at final size.

- All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

- Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum resolution
of 1200 dpi.

# Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art

efc.

using scale bars within the figures themselves.

halftone-gray-color
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Combination Art
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# Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing.
extensive lettering, color diagrams, etc.
# Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

& Color art is free of charge for online publication.

& If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will
still be visible. Many colors are not distinguishable from one another when converted to black
and white. A simple way to check this is to make a xerographic copy to see if the necessary
distinctions between the different colors are still apparent.

& |If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

& Color lustrations should be submitted as RGE (3 bits per channel).

Figure Lettering
- To add lettering, it is best to use Helvetica or Anal (sans serif fonts).

- Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2-3 mm
(8—12 pt).

& Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use &-pt type on an
axis and 20-pt type for the axis label.

& Avoid effects such as shading, outline letters, etc.
# Do not include titles or captions within your illustrations.
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Figure Numbering

& All figures are to be numbered using Arabic numerals.

& [Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

& [Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, ¢, efc.).

& If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the
consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures, "A1, A2, A3,
etc.” Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material) should, however, be
numbered separately.

Figure Captions
# Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts.
Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

- Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in
bold type.

# Mo punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the
end of the caption.

- |dentify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, eic., as
coordinate points in graphs.

- ldentify previously published material by giving the original source in the form of a reference
citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

& When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

& [For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not
higher than 234 mm.

& For books and book-sized journals, the figures should be 30 mm or 122 mm wide and not
higher than 198 mm.

Permissions
IT you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the
copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not

grant electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any costs that may have
occurred to receive these permissions. In such cases, material from other sources should be used.

Accezzibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make
sure that

& All iqures have descriptive captions (blind users could then use a texi-to-speech software or
a texit-to-Braille hardware)

& Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (color-blind
users would then be able to distinguish the visual elements)

& Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1
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Electronic Supplementary Material =

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary
files to be published online along with an article or a book chapter. This feature can add dimension to the
author's article, as certain information cannot be printed or is more convenient in electronic form.

Submission

¥ Supply all supplementary material in standard file formats.

¥ Please include in each file the following information: article title, journal name, author names;
affiliation and e-mail address of the comesponding author.

¥ To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require
very long download times and that some users may experience other problems during
downloading.

Aupdio, Video, and Amimations
¥ Always use MPEG-1 {.mpqg) format.
Text and Presentations

¥ Submit your material in FDF format; .doc or _ppt files are not suitable for long-term viability .
# A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

¥ Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.
& If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be
submitted as s files (M3 Excel).

Specialized Formats

¥ Specialized format such as .pdb {chemical), .wrl (WVEML), .nb (Mathematica notebook),
and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files

& It is possible to collect multiple files in a _zip or .gz file.

Numbering

& If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the material
as a citation, similar to that of figures and tables.
& [Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.q., "... 85 shown in the animation

{Online Resource 3)°, °... additional data are given in Online Resource 4°.
# MName the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4 pdf.

Capticns

& [For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of
the file.
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Does Springer provide English language support? =

Manuscripts that are accepted for publication will be checked by our copyeditors for spelling and formal
style. This may not be sufficient if English is not your native language and substantial editing would be
required. In that case, you may want to have your manuscript edited by a native speaker prior to
submission. A clear and concise language will help editors and reviewers concentrate on the scientific
content of your paper and thus smooth the peer review process.

The following editing service provides language editing for scientific articles in:

Medicine, biomedical and life sciences, chemistry, physics, engineering, business/economics, and
humanities

2 Edanz Editing Global

Use of an editing service is neither a requirement nor a guarantee of acceptance for publication.

Flease contact the editing service directly to make amrangements for editing and payment.

For Authors from China
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For Authors from Korea
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After acceptance -
Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query Application at
Springer's web page where you can sign the Copyright Transfer Statement online and indicate whether
you wish to order OpenChoice and offprints.

Once the Author Cuery Application has been completed, your aricle will be processed and you will
receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal and access
to that article is granted to customers who have purchased a subscription), Springer now provides an
alternative publishing option: Springer Open Choice. A Springer Open Choice article receives all the
benefits of a regular subscription-based article, but in addition is made available publicly through
Springer's online platform SpringerLink.

2 Springer Open Choice



