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Resumo

Introdugdo: A terapia de fotobiomodulagédo (TFBM) utiliza luz n&o ionizante em
comprimentos de onda especificos para acionar croméforos enddégenos, modulando
vias metabdlicas e induzindo resultados bioldgicos benéficos. Com foco em
comprimentos de onda como azul-violeta, verde, vermelho e infravermelho préximo, a
TFBM tem sido aplicada em diversas condi¢cbes terapéuticas, incluindo lesdes
cerebrais, cicatrizacao de feridas e regeneracgao 6ssea. Objetivo: O estudo avaliou os
efeitos da TFBM na remodelagdo déssea em um cenario fisioldgico, utilizando um
modelo ex vivo de fémur embrionario de galinha. A pesquisa buscou compreender os
impactos moleculares e celulares da TFBM no tecido 6sseo e preencher lacunas sobre
sua eficacia e protocolos de aplicagdo. Metodologia: 5 Ovos fertilizados de galinha
(Gallus domesticus) foram cultivados na incubadora rotativa de ovos Octagon 40 ECO
(Brinsea, Reino Unido) a uma temperatura de 37°C e 50% de umidade. No 11° dia, os
embrides foram sacrificados e os fémures inteiros foram cuidadosamente dissecados,
removendo tecidos moles, como ligamentos e musculos aderentes. Os fémures foram
entdo colocados em inser¢des de cultura Netwell, que possuem uma membrana de
poliéster com poros de 440um e 30mm de didmetro (Corning, Arizona, EUA). Os
fémures foram cultivados em placas de cultura de tecidos de 6 pocgos (Corning,
Arizona, EUA) contendo 1mL de meio de cultura basal, composto por 1mL de aMEM,
100U/mL de penicilina, 100pg/mL de estreptomicina, 2,5ug/mL de anfotericina B, 50
pg/mL de acido ascoérbico 2-fosfato (todos da Sigma). Os fémures foram divididos em
grupos de controle e tratamento (n=5). Nos grupos de tratamento, irradiou-se com um
laser de diodo de baixa poténcia, utilizando luz nos comprimentos de onda vermelho
(660nm) e infravermelho (808nm). Foi aplicado um modo de irradiagao continua e uma
dose de 33,33J/cm?, o que corresponde a 10s, 100mW, de modo que cada espécime
recebeu 1,0J de dose de energia por irradiacdo. Os fémures foram irradiados quatro
vezes durante os 11 dias de cultura - imediatamente apds a dissecgao e 24 horas, 48
horas e 7 dias ap6s a primeira irradiagcdo. Como medida de padronizagéo, foi definida
uma distancia de 1Tmm entre a fonte de laser e as amostras para evitar a dissipagao
de luz e a absor¢gdao maxima de energia A analise foi realizada em 11 dias, com
coloragdo histoquimica, analise histologica e expressado génica. Resultados: Os

fémures irradiados mostraram aumento na area mineralizada, sugerindo maior



atividade osteoblastica nos dois comprimentos de onda. A analise histologica indicou
maior deposi¢cdo e maturagdo do colageno nos grupos irradiados, com efeitos mais
pronunciados no infravermelho. A expressao génica revelou aumento significativo de
RUNX2 (Runt-related transcription factor 2) e SOX9 (SRY-like HMG [High-Mobility
Group] Box 9), indicando maior compromisso osteocondrogénico, além de uma
tendéncia de redugcdo em SOST (Esclerostina). Conclus&o: Os resultados sugerem
que a TFBM, especialmente nos comprimentos de onda vermelho e infravermelho,
nao apenas preserva a estrutura éssea, mas também promove ativamente a formagao
O0ssea em condigdes fisiologicas. Este estudo fornece uma base sélida para futuras

investigacdes sobre a aplicacdo clinica da TFBM na regeneracéo éssea.

Palavras-chave: Fotobiomodulacdo; remodelacdo dssea; modelo ex vivo; laser

vermelho; laser infravermelho.



Abstract

Introduction: Photobiomodulation therapy (PBM) utilizes non-ionizing light at specific
wavelengths to activate endogenous chromophores, modulating metabolic pathways,
and inducing beneficial biological outcomes. Focused on wavelengths such as blue-
violet, green, red, and near-infrared, PBM has been applied in various therapeutic
conditions, including brain injuries, wound healing, and bone regeneration. Objective:
The study assessed the effects of PBM on bone remodeling in a physiological setting,
using an ex vivo model of chicken embryonic femur. The research aimed to
comprehend the molecular and cellular impacts of PBM on bone tissue and fill gaps in
its efficacy and application protocols. Methodology: 5 fertilized chicken eggs (Gallus
domesticus) were incubated in the Octagon 40 ECO egg incubator (Brinsea, UK) at a
temperature of 37°C and 50% humidity. On the 11th day, the embryos were sacrificed,
and the whole femurs were carefully dissected, removing soft tissues such as
ligaments and adherent muscles. The femurs were then placed in Netwell culture
inserts, which have a polyester membrane with pores of 440um and 30mm in diameter
(Corning, Arizona, USA). The femurs were cultured in 6-well tissue culture plates
(Corning, Arizona, USA) containing 1mL of basal culture medium, composed of 1mL
of aMEM, 100U/mL penicillin, 100ug/mL streptomycin, 2.5ug/mL amphotericin B, 50
pMg/mL ascorbic acid 2-phosphate (all from Sigma). The femurs were divided into
control and treatment groups (n=5). In the treatment groups, low-power diode laser
irradiation was performed using red (660nm) and infrared (808nm) wavelengths.
Continuous irradiation mode and a dose of 33.33J/cm2 were applied, corresponding
to 10s, 100mW, so that each specimen received 1.0J of energy dose per irradiation.
The femurs were irradiated four times during the 11 days of culture - immediately after
dissection and 24 hours, 48 hours, and 7 days after the first irradiation. As a
standardization measure, a distance of 1mm was defined between the laser source
and the samples to avoid light dissipation and maximize energy absorption. The
analysis was conducted on day 11, involving histochemical staining, histological
analysis, and gene expression. Results: Irradiated femurs showed an increase in the
mineralized area, suggesting higher osteoblastic activity at both wavelengths.

Histological analysis indicated increased collagen deposition and maturation in the



irradiated groups, with more pronounced effects in the infrared group. Gene expression
revealed a significant increase in RUNX2 (Runt-related transcription factor 2) and
SOX9 (SRY-like HMG [High-Mobility Group] Box 9), indicating enhanced
osteochondrogenic commitment, along with a trend of reduction in SOST (Sclerostin).
Conclusion: The results suggest that PBM, especially in red and infrared wavelengths,
not only preserves bone structure but actively promotes bone formation under
physiological conditions. This study provides a solid foundation for future investigations
into the clinical application of PBM in bone regeneration.

Keywords: Photobiomodulation; bone remodelling; ex vivo model; red laser; infrared

laser
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1 INTRODUGCAO
1.1 Osso e sua histologia

O osso é um tecido mineralizado e adaptativo constituido por tecido conjuntivo
especializado que sofre mudangas constantes no decorrer da vida dos vertebrados, a
fim de preservar o tamanho, forma e integridade estrutural do esqueleto e para regular
a homeostase mineral (FARDIN et al., 2010; RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).

Mesmo o 0sso sendo a parte mais dura do corpo dos vertebrados, € um tecido
bastante dindmico podendo mudar constantemente de forma dependendo de tensdes
colocadas sobre o mesmo (LESLIE P. GARTNER, 2017). Um exemplo dentro da
odontologia sdo as forgas ortodénticas e ortopédicas onde o cirurgido-dentista é capaz
de remodelar o osso das arcadas dentarias movendo e alinhando os dentes para corrigir
a ma oclusao, proporcionando saude e estética aos pacientes sendo ele adulto ou
infantil (MAGRI et al., 2021).

A porgéao organica do osso, que constitui cerca de 35% do seu peso seco, é
composta principalmente de proteinas, principalmente colageno tipo I. O colageno é
uma proteina fibrosa que esta disposta de forma paralela ao longo das fibras. Essas
fibras sdo entrelagadas, formando uma rede tridimensional. A rede de fibras de
colageno é impregnada com uma substéncia amorfa que contém proteoglicanos,
mucopolissacarideos, fosfato de calcio e outros compostos. A hidroxiapatita é
depositada nas fibras de coldgeno nos processos de mineralizagdo Ossea. Para a
manutengdo da densidade éssea, € essencial que as células osteoblasticas sejam
capazes de sintetizar novos minerais de hidroxiapatita e que esses minerais sejam
adicionados a matriz 6ssea para manter ou aumentar o corpo mineral ésseo. (LESLIE
P. GARTNER, 2017)

As principais células envolvidas na modelagdo e remodelacéo 6ssea sao os
osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos. Estes trés tipos de células possuem fungdes
e origens diferentes, porém cada uma tem sua importancia no processo fisiolégico de
modelagem e remodelacdo 6ssea. Os osteoclastos sao originarios dos mondécitos e

seu principal papel é a reabsorcdo, estes possuem caracteristicas que os distingue



16

principalmente dos osteoblastos. S&o constituidos por multiplos nucleos, sendo uma
célula polimérfica e consequentemente tendo um maior didmetro em relagdo aos
osteoblastos e osteécitos. Na grande maioria das vezes estas células se localizam
nas lacunas de howship onde acontece a reabsorgcdo 6ssea. Estas células também
possuem um metabolismo acelerado devido a grande presenga de mitocdndrias no
seu citoplasma. Além disso, possuem varios vacuolos repletos da enzima fosfatase
acida, que facilita a reabsorg¢ao 6ssea (GERBER, 2000; KATSIMBRI, 2017; LESLIE P.
GARTNER, 2017; RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).

Os osteoblastos sao originarios das células osteoprogenitoras e provenientes
mesenquimais. Esse tipo celular é estimulado por proteinas morfogenéticas dsseas
quando se inicia a osteogénese. Como descrito anteriormente essa célula se distingue
morfofisiologicamente dos osteoclastos, sendo uma célula de um unico nucleo, cubica
e basdfila. Geralmente € encontrada na superficie do osso durante a modelacéo e
remodelacdo. Os osteoblastos sdo primordiais no processo de ossificacdo pois
secretam a matriz dssea e facilitam a mineralizacdo 6ssea (GERBER; FERRARA,
2000; RAGGATT; PARTRIDGE, 2010; KATSIMBRI, 2017; LESLIE P. GARTNER,
2017).

Os ostedcitos sao células menos complexas com menos organelas, possuem
um nucleo ovalado com formato eliptico e razoavelmente basdfila. Estas células séo
provenientes dos osteoblastos que ao ficarem presos na matriz 6ssea acabam
produzindo sua prépria matriz e se diferenciando em ostedcitos. Essas células nao
sofrem divisdo celular nem produzem nova matriz e sdo os tipos de células mais
abundantes no osso (GERBER; FERRARA, 2000; LESLIE P. GARTNER, 2017;
RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).

1.2 Modelagao e remodelagao 6ssea

Durante o decorrer da vida dos vertebrados, existem dois processos que
sustentam o desenvolvimento e manutengao do sistema esquelético, estes processos
sdo denominados de modelagdo e remodelacédo 6ssea (FARDIN et al., 2010;
KATSIMBRI, 2017). Na primeira infancia, ocorrem tanto a modelagao 6ssea quanto a

remodelacdo o0ssea. O processo predominante na infancia € a modelacdo Ossea,
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enquanto na idade adulta predomina a remodelagdo 6ssea. Porém, esse processo
pode ser alterado apods fraturas, quando ha um aumento sélido na formagao 6ssea
(KATSIMBRI, 2017).

A remodelagao 6ssea é responsavel pela remogao e reparo do osso danificado
para manter a integridade do esqueleto adulto e a homeostase mineral. Este processo
fisiologicamente coordenado requer as atividades sincronizadas de varios tipos
celulares para garantir que a reabsorcdo e a formacdo d&ssea ocorram
sequencialmente no mesmo local anatdmico para preservar a massa Ossea
(RAGGATT; PARTRIDGE, 2010). Um desequilibrio desses dois processos leva a
doencas minerais 6sseas como osteoporose quando ha perda 6ssea excessiva e

osteopetrose quando ha formagao 6ssea excessiva (KATSIMBRI, 2017).

Diversos materiais, medicamentos e dispositivos sado estudados com o
proposito de estimular a modelacédo 6ssea e melhorar a qualidade e diminuir o tempo
de remodelagao 6ssea apos traumas ou estimulos. Dentre os dispositivos com estes
propositos tem-se o laser. A fotobiomodulacao ou laserterapia, consiste na irradiagao
de luz com a finalidade de promover o reparo tecidual, modular a inflamagao e produzir
analgesia, geralmente utilizando uma fonte de luz de baixa poténcia (laser ou led) (DE
FREITAS; HAMBLIN, 2016).

1.3 Fotobiomodulagao: histérico, mecanismo e aplicabilidade

Foi por volta de 1905 que o fisico Albert Einstein delineou os principios teoricos
que norteiam a tecnologia do aparelho de luz laser. O fisico descobriu que a energia
da luz é transferida em pequenas quantidades através de um experimento sobre o
efeito fotoelétrico e que as mudangas atbmicas em presenca de um campo de
radiagcbes ocorrem por trés mecanismos basicos: absor¢ao de energia, emissao
espontanea e emissao estimulada da radiagao. Porém, foi apenas na segunda metade
do século XX que o fisico Theodore Maiman desenvolveu o primeiro aparelho de laser
optico. Este aparelho denominado “LOSER” possuia um meio ativo de rubi sintético
com comprimento de onda por volta de 694nm, produzindo luz de curta duragao e alta
densidade de energia (GROSS; HERRMANN, 2007; LAGO, 2021).
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Os primeiros relatos do uso do laser de baixa poténcia para fins de aplicagdes
clinicas foram feitas por volta de 1967 pelo médico hungaro Endre Mester, com a
teoria de “bioestimulagdo com laser” de ulceras crdonicas de membros inferiores
utilizando lasers de rubi e de argdnio. A partir desse experimento houve uma crescente
nas pesquisas utilizando lasers e um aumento consideravel de seu uso clinico. Na
década de 1980 os lasers ja eram usados em diversas areas médicas como cirurgia
geral, dermatologia, otorrinolaringologia, neurocirurgia, dentre outras (DE FREITAS;
HAMBLIN, 2016; LAGO, 2021).

Os efeitos clinicos benéficos da fotobiomodulagcao estdo bem descritos na
literatura. Porém, trabalhos sobre os efeitos a nivel celular estdo em desenvolvimento
e existem teorias de como € a interagéo da luz com organelas intracelulares para que
hajam efeitos no tecido biolégico. Existem teorias em que a enzima citocromo ¢
oxidase é o principal fotorreceptor mitocondrial responsavel por absorver e

desencadear uma cascata de efeitos no meio intracelular. (AMAROLI et al., 2020).

A teoria mais aceita atualmente € que a irradiagdo de luz monocromatica &
absorvida pelas mitocdndrias celulares (AMAROLI et al., 2020). As mitocéndrias
irradiadas tém modificagdes em sua estrutura e alteragées na sua fungao principal,
especificamente na fosforilacdo oxidativa, além de alteragdes nas suas propriedades
biossintéticas (PASSARELLA; KARU, 2014).

PASSARELLA e KARU (2014) também destacam um aumento no gradiente
eletroquimico de prétons levando ao aumento da sintese de ATP nas células
irradiadas e aumento na sintese e expressdo génica de DNA e RNA. Os autores
mostraram que, além da estimulagao da bioenergética mitocondrial, a irradiagdo pode

resultar no aumento de processos nao dependentes das mitocéndrias.

FREITAS e HAMBLIN (2016) descrevem alguns mecanismos moleculares da
fotobiomodulagédo. Primeiramente o citocromo ¢ oxidase (Cox) que é a enzima
terminal da cadeia de transporte de elétrons, mediando a transferéncia de elétrons do
citocromo c para o oxigénio molecular. Os autores destacam a molécula como sendo
um fotorreceptor e transdutor de fotossinais das irradiagdes no espectro visivel e

invisivel proximo, indicando que a TFBM aumenta a disponibilidade de elétrons para
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a reducao de oxigénio molecular no centro catalitico de Cox, aumentando também o
potencial de membrana mitocondrial (MMP) e os niveis de ATP, monofosfato de
adenosina ciclico (CAMP) e espécies reativas de oxigénio. Os outros mecanismos
moleculares sdo a sinalizagdo mitocondrial retrégrada apoiando a teoria descrita
anteriormente por PASSARELLA e KARU (2014), canais ibnicos sensiveis a luz e

efeitos mediados por luz sem células diretas nas moléculas.

A ativacao de alguns fatores de transcrigdo é de interesse para compreender o
mecanismo de modelacdo e remodelacao 6ssea. Dentre estes fatores esta o RANKL
ou receptor ativador do ligante do fator nuclear kappa-b, que € uma proteina
transmembrana que age diretamente na ativacéo e diferenciacdo dos osteoclastos. E
também um ligante para a osteoprotegerina (OPG). A relagdo RANKL/OPG determina
se 0 0sso é removido ou formado durante o processo de remodelagao. O ciclo de
remodelacdo consiste no aumento da expressao de RANKL pelos osteoblastos e
posterior ligagcdo ao receptor RANK, que é altamente expresso na membrana
osteoclastica (DE FREITAS; HAMBLIN, 2016).

INCERTI PARENTI et al. (2014) irradiaram células semelhantes a osteoblastos
com laser de GaAlAs (915nm) na tentativa de biomodular a interagdo RANKL/OPG.
Os autores concluiram que houve um aumento rapido e transitério da relacao
RANKL/OPG para todas as doses testadas. Porém, foi apontado que pode haver uma
diferenca nos resultados dependendo do comprimento de onda utilizando e do tecido
irradiado, pois ha evidéncias de um aumento da relagdo RANKL/OPG em células
derivadas de osso alveolar humano irradiadas com luz no comprimento de onda
(808nm), enquanto em células de calvaria de rato irradiadas com luz no comprimento

de onda (650nm) os resultados foram o oposto.

O fator de transcricdo 2 relacionado a runt (RUNX2) esta diretamente
relacionado a diferenciagédo osteoblastica e morfogénese esquelética, este fator atua
como um elevador para os acidos nucleicos e fatores regulatérios que estdo
envolvidos na expressao de genes relacionados a formagao 6ssea. Regula também a
expressdo génica relacionada aos componentes da matriz extracelular durante a

proliferacdo celular. A irradiagdo com luz pode aumentar a expressdo de RUNX-2,
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levando a uma melhor organizagao na estrutura dos tecidos formados (DE FREITAS;
HAMBLIN, 2016).

Ainda segundo (DE FREITAS; HAMBLIN, 2016), a irradiagao de baixa poténcia
nao intefere na osteossintese, porém deve criar condigcbes ambientais para acelerar a
remodelagao 6ssea. Proliferando e diferenciando osteoblastos, levando a um aumento
da formacgéao éssea, acompanhado por um aumento na atividade da fosfatase alcalina
(ALP) e na expressao da osteocalcina. (AMID et al., 2014) publicaram uma revisao
sobre a influéncia da fotobiomodulagao na proliferagdo de osteoblastos. Os autores
relataram que os comprimentos de onda entre 600nm e 1000nm tém sido utilizados e
resultaram em efeitos positivos na odontologia, no processo antiinflamatério e na

proliferacdo osteoblastica.
1.4 Modelo experimental ex-vivo

A fim de sanar as duvidas existentes na atual literatura se a TFBM é realmente
eficaz no processo de modelacdo e remodelagdo 6ssea e definir quais fatores de
transcricdo sdo modulados durante a irradiacéo 6ssea, o modelo ex vivo surge como
uma metodologia acessivel e eficaz para estas respostas. Os sistemas de cultura de
orgaos permitem que a relagdo das células esqueléticas dentro de sua matriz
extracelular seja mantida enquanto o ambiente externo pode ser manipulado por uma
variedade de fatores externos (KANCZLER et al., 2012).

Neste contexto, o embrido de galinha foi descrito como um modelo
experimental de desenvolvimento hd muitos séculos, desde Aristoteles. Os modelos
arcaicos serviram de inspiragao para os estudos atuais, pois o embrido de galinha é
bem caracterizado com um genoma totalmente sequenciado e ainda ndo possui um
sistema imunoldégico formado. O modelo ja vem sendo utilizado ha um século na area
das engenharias dos tecidos e agora esta se tornando cada vez mais reconhecido
como um sistema modelo viavel em varios campos de pesquisa cientifica (SMITH et
al., 2012).

O sistema de cultura de 6rgaos ex vivo séo capazes de fornecer dados sobre a

diferenciacao celular e padrées de desenvolvimento de populagdes celulares coletiva
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através de um tecido tridimensional e complexo. Isso permite que a express&o génica
e proteica, o padrao de crescimento estrutural e a modelagao/remodelagado sejam
sistematicamente avaliados durante os estagios de crescimento e mineralizagao do
0sso embrionario (KANCZLER et al., 2012).
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Esta dissertacdao esta baseada na normativa da Pré-Reitoria de Pesquisa
Pés-graduaciao da Universidade Federal do Maranhdo. Sendo assim
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Resumo
A terapia de fotobiomodulacédo (TFBM) baseia-se na emisséo de luz ndo ionizante em
comprimentos de onda especificos, desencadeando a modulagao de vias metabdlicas
que parecem induzir resultados bioldgicos positivos, levando a reducao da inflamacéao
e a cicatrizagcao/regeneragao superior do tecido. A TFBM pode ser especialmente
vantajosa para aplicagdes em tecido ésseo por ser nao invasiva e capaz de induzir a
atividade osteoblastica e a vascularizagao dentro da estrutura de cicatrizagao. Apesar
disso, o efeito da TFBM na remodelagdo 6ssea em um cenario fisiolégico ainda néo
foi amplamente divulgado. Neste trabalho, o efeito da TFBM, nos comprimentos de
onda vermelho (660 nm) e infravermelho (808 nm), foi avaliado em um sistema
translacional de remodelagéo 6ssea - o modelo de fémur embrionario organotipico de
galinha, avaliando a expressao de genes relevantes, a deposi¢do e maturagdo de
colageno e a formacdo de mineral ésseo. Os fémures irradiados com ambos os
comprimentos de onda apresentaram um aumento na expressao de fatores de
transcricao osteogénicos (SOX9 e RUNX2), um aumento na deposi¢do e maturagao
do colageno fibrilar e uma superficie mineralizada mais alta, em comparagédo com

amostras ndo irradiadas.
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2.1. INTRODUGAO

A terapia de fotobiomodulagéo (TFBM) é uma terapia nao invasiva baseada no
uso de dispositivos que emitem luz nao ionizante em comprimentos de onda
especificos. E um processo ndo térmico no qual os sinais de luz acionam croméforos
endogenos, promovendo a modulagao de vias metabdlicas que podem, em ultima

analise, induzir resultados bioldgicos favoraveis [1,2].

Entre os diferentes comprimentos de onda, o azul-violeta (405 - 420nm), o
verde (540nm), o vermelho (660nm) e o infravermelho proximo (808nm) foram
amplamente avaliados para fins terapéuticos, sendo os dois ultimos os mais
promissores devido a sua propensao a serem absorvidos pelas enzimas mitocondriais
e a ativar canais i06nicos sensiveis a luz [3]. Além disso, a absor¢cdo desses
comprimentos de onda pelos tecidos organicos pode desencadear vias de sinalizagao
celular associadas a sintese de fatores de crescimento e a reducdo do estresse
oxidativo celular. [1], contribuindo para a redugado geral da inflamagao do tecido e
acelerando ainda mais a cicatrizagéo/regeneragao do tecido [3-5].

Esses efeitos bioldgicos possibilitaram o uso da TFBM como terapia adjuvante
para uma variedade de condi¢cdes, como lesdes traumaticas no cérebro e na medula
espinhal, doenga de Parkinson, cicatrizagao e rejuvenescimento de feridas na pele,
queda de cabelo e mucosite oral causada por tratamentos oncoldgicos, entre outros
[3]. A TFBM também pode regular positivamente a express&do da ciclooxigenase-2
(COX2) e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), levando a melhora da
angiogénese e da vascularizagdo - mecanismos essenciais para a cicatrizagdo de

feridas e reparo de tecidos [6].

Com relagao ao tecido 6sseo, a TFBM tem sido relacionado a indugéao da
neoformacéo dssea por meio do aumento da atividade celular em osteoblastos e da
reducao da atividade osteoclastica [3,7], contribuindo para melhorar os processos de
reparo [3]. Osso € um tecido conjuntivo especializado que apresenta células
aprisionadas em uma matriz extracelular colagena mineralizada [8], com uma
complexa comunicagado célula a célula e célula a matriz [9] - pode ser faciimente

auxiliado por uma técnica ndo invasiva e abrangente como a TFBM [10].
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A TFBM tem sido aplicada com sucesso para melhorar a regeneragéo 0ssea
em condi¢des de perda 6ssea grave, aceleragdo do movimento ortodéntico e como
um complemento para melhorar o desempenho de estratégias baseadas em
biomateriais para o reparo do tecido 6sseo [3,11,12] No entanto, o impacto da TFBM
na remodelagcao 6ssea em um cenario fisioldgico ainda nao foi amplamente divulgado.
Além disso, apesar das evidéncias da eficacia clinica da TFBM, ainda ndo ha uma
compreensao abrangente da base molecular e celular de seus efeitos na modulagao
do tecido 6sseo, o que dificulta o campo de aplicagado da TFBM e atrasa ainda mais a
padronizagao adequada dos protocolos. Sua avaliagdo usando um modelo pré-clinico

apropriado poderia fornecer dados confidveis sobre esse assunto.

Nesse contexto, os estudos realizados in vitro se basearam no uso de culturas
celulares bidimensionais, nas quais as interagdes célula-célula ou célula-matriz n&o
puderam ser avaliadas adequadamente [3,7]. Também falta a capacidade de manter
o arranjo espacial 3D adequado do tecido, o que é fundamental para manter suas
propriedades biomecénicas que afetam principalmente a funcionalidade celular [13].
Além disso, a maioria dos estudos in vivo concentrou-se exclusivamente na avaliagao
da TFBM para terapias Osseas, em combinacdo com diferentes biomateriais,
desconsiderando os possiveis efeitos modulatérios em condigdes fisiologicas [14-17].
[14-17]. Os estudos in vivo também sao caros e demorados, e 0 uso de animais esta
associado a varias restricoes do ponto de vista ético. Por fim, o metabolismo 6sseo &
modulado por uma ampla gama de fatores sistémicos e locais que interagem, bem
como por vias modulatérias [18] o que confere uma alta complexidade para avaliar

individualmente os efeitos especificos da TFBM na funcionalidade do tecido 6sseo.

Aqui, o modelo ex vivo de fémur embrionario de galinha foi selecionado como
um modelo experimental para avaliar os efeitos da TFBM na remodelagao éssea,
avaliando sua influéncia nas caracteristicas histomorfolégicas € no metabolismo
celular subjacente. Esse modelo tem um longo histérico e um uso bem documentado
em campos de pesquisa relacionados ao 0sso, como no desenvolvimento de
biomateriais 6sseos, cancer ou biologia do desenvolvimento ésseo, com alta
translacionalidade para aplicagbes humanas [19]. Ele permite a avaliagdo das

interagdes célula-célula e célula-matriz sobre os resultados biologicos, bem como os
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efeitos sobre a microarquitetura do tecido, uma vez que o arranjo tridimensional ndo
é interrompido. Além disso, a substituicdo de modelos in vivo em pesquisas cientificas
aborda os principios 3R’s (reduzir, reutilizar e reciclar), em conformidade com as

diretrizes mais recentes [20].
2.2. METODOLOGIA

2.2.1 Estabelecimento do modelo ex vivo - culturas organotipicas de

fémures embrionarios das aves

Ovos de galinha fertilizados (Gallus domesticus) foram cultivados em uma
incubadora rotativa de ovos Octagon 40 ECO (Brinsea, Reino Unido) a 37°C e 50%
de umidade. No 11° dia, os embrides foram sacrificados através do método de
decaptacdo e os fémures inteiros foram cuidadosamente dissecados, removendo
tecidos moles, como ligamentos e musculos aderentes. Os fémures foram colocados
em insercdes de cultura Netwell com uma membrana de poliéster com poros de
440um e 30mm de diametro (Corning, Arizona, EUA). Os fémures foram cultivados
em placas de cultura de tecidos de 6 pogos (Corning, Arizona, EUA) contendo 1mL de
meio de cultura basal (1mL de aoMEM, 100U/mL de penicilina, 100ug/mL de
estreptomicina, 2,5ug/mL de anfotericina B, 50ug/mL de acido ascorbico 2- fosfato,
todos Sigma), na interface ar/liquido, e incubados em uma atmosfera umidificada de
5%C0O2/ 37°C. Os fémures embrionarios. foram cultivados por 11 dias em condigbes
basais como controle (sem irradiagao) ou irradiados com um laser de diodo de baixa
poténcia. Foram realizadas as seguintes condigdes: controle, irradiagdo vermelha e
irradiacao de infravermelho préximo (N=5). O meio de cultura foi trocado a cada 24
horas.

No final do experimento, os fémures cultivados foram lavados em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS, pH = 7,4), fixados com formaldeido 4% e processados
para avaliagcao histoquimica de montagem completa, analise histoldgica ou analise de

expressao génica.
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2.2.2 Fonte de luz e protocolo de irradiagao

O equipamento de luz usado foi um laser de diodo de baixa poténcia (Laser
Duo, MMO, Sao Carlos-SP, Brasil) que emite luz nos espectros vermelho (660nm) e
infravermelho proximo (808nm). Neste estudo, foi aplicado um modo de irradiagéao
continua e uma dose de 33,33J/cm?, o que corresponde a 10s, 100mW, de modo que
cada espécime recebeu 1,0J de dose de energia por irradiacédo. Os fémures foram
irradiados quatro vezes durante os 11 dias de cultura - imediatamente apos a
disseccao e 24 horas, 48 horas e 7 dias apos a primeira irradiagdo. Como medida de
padronizacao, foi definida uma distancia de 1mm entre a fonte de laser e as amostras

para evitar a dissipagao de luz e a absor¢do maxima de energia. [16—-19]
2.2.3 Coloragao histoquimica do fémur em montagem completa

A técnica de dupla coloragdao em montagem total foi realizada para permitir a
visualizagdo da organizagdo esquelética dos fémures, com base em trabalhos
anteriores [21]. Essa técnica se baseia no uso de Alcian blue (Merck SA, Darmstadt,
Alemanha) para corar os tecidos enriquecidos com glicosaminoglicanos e Alizarin red
S (Merck SA, Darmstadt, Alemanha) para corar o tecido mineralizado. Em resumo, a
coloragao com solugao acida de Alcian blue (0,01%) foi realizada por 16 horas. Depois
disso, uma desidratagdo com etanol a 95% foi seguida por reidratagdo em uma série
de etanol de graduagdo progressivamente decrescente. Em seguida, foi feita a
coloragéo com solugao de vermelho de alizarina S (0,002%) em hidroxido de potassio

(KOH) a 0,5% por 24 horas, seguida de imersao em solugao de KOH (2%) por 4 horas.

A limpeza do tecido foi feita imergindo os fémures sucessivamente em misturas
de 25%, 50% e 80% de KOH a 0,5% e glicerina, por 22 horas cada. Os fémures foram
armazenados em glicerol a 100% antes da geracédo de imagens em um microscopio
Zeiss 305 Stereo (Zeiss, Oberkochen, Alemanha) equipado com uma camera digital
Zeiss Axiocam 208 (Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Os dados histomorfométricos das

regides diafisarias (por exemplo, comprimento e proporgdo mineralizados) foram
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obtidos com o software Imaged (versdo 1.53c). Os ensaios foram realizados em

quintuplicatas.
2.2.4 Processamento histolégico e analise histoquimica

O Alcian blue e o Picrosirius red foram combinados para produzir uma
coloragao distinta de colageno (vermelho) e glicosaminoglicanos (azul), permitindo a
visualizagdo da matriz enriquecida com colageno e glicosaminoglicanos na secao de
tecido [22]. Resumidamente, os fémures fixados foram processados para inclusdo em
parafina de rotina e cortados em sec¢des de 5 um de espessura. As se¢des foram
desparafinizadas, hidratadas e coradas em solugao de Alcian blue, pH 2,5, contendo
1 g de Alcian blue (Merck, Darmstadt, Alemanha), 3 mL de acido acético glacial (Fisher
Scientific, Hampton, New Hampshire, EUA) e 97 mL de agua destilada por 30 minutos
em temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram lavadas em agua e
coradas com solucdo de Picrosirius red composta de 0,1 g de Sirius red (Sigma-
Aldrich) e 100 mL de acido picrico aquoso saturado (Merck SA, Darmstadt, Alemanha)

por 1 hora em temperatura ambiente.

Por fim, as amostras foram desidratadas, limpas e montadas. As amostras
foram analisadas em um microscopio Zeiss 305 Stereo (Zeiss, Oberkochen,
Alemanha) Axiolab5 e no sistema de imagem digital Zeiss Axiocam 208 (Zeiss,
Oberkochen, Alemanha). Além disso, as amostras também foram avaliadas sob luz
polarizada para a observagdo da birrefringéncia do colageno, permitindo a
diferenciagdo da maturagao das fibras de colageno - as fibrilas mais maduras foram
coradas de amarelo a vermelho, enquanto as fibrilas menos maduras foram coradas
de verde [23]. Os dados histomorfométricos das regides diafisarias (por exemplo,
porcentagem da area de colageno) foram obtidos com o software Imaged (versao

1.53c). Os ensaios foram realizados em quintuplicatas.
2.2.5 Analise de expressao génica

Os fémures congelados foram lisados em Trizole (Invitrogen, San Diego, CA,
EUA). O RNA total foi isolado do DNA e das proteinas com cloroférmio, de acordo

com o protocolo do fabricante. A concentracido e a pureza do RNA foram avaliadas
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por leitura de absorbancia (260/280nm) usando um maodulo Take3 (Gen5, BioTek) e
um leitor de microplacas (Synergy HT; BioTek). Posteriormente, a conversdo para
cDNA foi realizada com um kit NZY quantitativo de transcrigao reversa em duas etapas
(NZYTECH), normalizando a concentragdo de RNA para 500ng/uL, seguida pela
adicao de RNAse (NZY). Por fim, foi realizada uma reagao de PCR quantitativa usando
o sistema de PCR em tempo real CFX384 (Bio-Rad) com o iTaq Universal SYBR green
Supermix (Bio-Rad) seguindo os protocolos de ciclagem da Bio-Rad. Foram utilizados
primers otimizados da Bio-Rad para amplificagcdo: GAPDH (ID de ensaio exclusivo:
qGgaCEDO0029996); RUNX2 (ID de ensaio exclusivo: qGgaCID0019198); BMP2 (ID
de ensaio exclusivo: qGgaClD0027472); SPP1 (ID de ensaio exclusivo:
qGgaCEDO0023869); COL1A2 (ID de ensaio exclusivo: qGgaCED0025365); SOST (ID
de ensaio exclusivo: qGgaCED0029174); SOX9 (ID de ensaio exclusivo:
qGgaCEDO0029640). O controle de qualidade foi verificado com o Bio-Rad CFX
Maestro 1.1, v.4.1.24. Por fim, a quantificacdo relativa de cada gene-alvo foi
normalizada para o controle interno (niveis de GAPDH) e calculada pelo método 2~

AACt O ensaio foi realizado em quintuplicatas.
2.2.6 Analise estatistica

Para dados quantitativos, as medidas foram calculadas e apresentadas como
média = desvio padrao. A normalidade dos dados foi determinada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Para conjuntos de dados normais, foi realizada uma ANOVA de um
fator, seguida de comparagdes multiplas usando o teste de Tukey. Para conjuntos de
dados ndo paramétricos, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido de
comparagdes multiplas usando os testes de Dunn. O SPSS Statistics (IBM, versao 26)
foi usado para os calculos. As diferengas estatisticas foram consideradas significativas

para valores de p <0,05.
2.3 RESULTADOS

No presente estudo, fémures dissecados de galinhas embrionarias do décimo
primeiro dia (D11) foram cultivados na interface ar/liquido, a fim de manter a

arquitetura tipica da matriz tridimensional do osso.
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A avaliagcdo macroscoépica dos fémures foi feita com base na coloragéo
histoquimica da matriz de cartilagem rica em glicosaminoglicanos e na
contracoloracdo da matriz mineralizada pelos corantes Alcian Blue e Alizarin Red S
(AB/AR), respectivamente, conforme mostrado na Fig. 1. Observa-se a manutencgao
da forma anatbmica, do tamanho e da arquitetura 3D geral dos fémures, durante todo
o periodo de cultura, apresentando uma area diafisaria mineralizada (vermelha) e uma
area epifisaria cartilaginosa (azul), evidenciadas pelas coloragdes (Fig. 1-a). Além
disso, ndo foram detectados sinais de alteragdes histopatoldgicas significativas. Os
grupos irradiados com laser parecem apresentar coloragdo mais pronunciada sobre a
area diafisaria, verificada pela analise quantitativa, apresentando uma tendéncia de
aumento do comprimento do tecido mineral (Fig. 1-b). Além disso, o grupo do laser
vermelho (V) apresentou uma proporgdo mineralizada significativamente maior em

comparagao com os grupos de controle e de infravermelho (V) (Fig. 1-c).
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Figura 1. Avaliagdo macroscopica dos fémures. a) Imagens representativas da
coloragao histoquimica macroscopica de fémures inteiros, usando a coloragédo com
azul de Alcian e vermelho de Alizarina S (AB/AR). b) Comprimento da regiao
mineralizada corada por AR. c) Propor¢cdo da seg¢ao mineralizada dos fémures
corados. * Significativamente diferente do controle. # Significativamente diferente do

grupo infravermelho. p < 0,05.

Para uma avaliagdo detalhada do tecido, com foco no componente
mineralizado do osso na diafise média, foram obtidas secdes de tecido e coradas com
a coloragdo AB/SR (Fig. 2). Nas amostras de controle, observa-se uma camada
externa continua de tecido colageno com uma organizagao intrusiva do tipo trabecular
em direcdo as camadas internas. A area mais interna da diafise € composta
principalmente de tecido rico em glicosaminoglicanos, evidenciado pela coloragéo
azul. Da mesma forma, os grupos irradiados por laser apresentaram uma organizagéo
de tecido comparavel. No entanto, as amostras expostas a luz infravermelha préxima
exibiram uma camada externa de colageno visivelmente mais espessa e trabéculas
mais desenvolvidas, resultando em uma camada interna cartilaginosa mais estreita e
zonas vazias centralizadas, caracterizadas como areas de migragéao celular. A analise
morfométrica quantitativa corroborou esses achados, nos quais a exposicao ao laser
de infravermelho préximo aumentou significativamente o conteudo de colageno na

regido diafisaria, em comparagao com o controle e o grupo irradiado com luz vermelha
(fig. 2).

Para avaliar a microestrutura e a organizagdo do colageno, essas segdes de
tecido também foram observadas sob luz polarizada, revelando a birrefringéncia do
colageno do tecido corado por SR (fig. 3). No grupo de controle, verificou-se que os
filamentos eram espessos e organizados de forma trabecular, exibindo principalmente
coloragao laranja a vermelha. Organizacédo e acentuacao de cor semelhantes foram
observadas no grupo do laser vermelho. No entanto, um aumento significativo na
espessura e na maturagao dos filamentos foi detectado no grupo do infravermelho
préximo, observado por uma cor vermelha mais vivida, confirmada pelos dados
morfométricos quantitativos. De fato, a area de colageno maturado foi duas vezes

maior em relagdo aos outros grupos. E importante observar que o tecido residual do
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periésteo foi observado em algumas amostras, exibido como uma fina camada externa

corada em verde, devido a sua composig¢ao colagena e fibroelastica [24].
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Figura 2. Imagens representativas de segdes sagitais do fémur tingidas com coloragao
AB/SR. O grafico corresponde a analise quantitativa do tecido corado com vermelho

Sirius, evidenciando a regido depositada de colageno. * Significativamente diferente
do controle. p < 0,05.
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Figura 3. Imagens representativas da coloragdo AB/SR sob luz polarizada,
destacando a birrefringéncia do colageno. O grafico corresponde a analise quantitativa
da area de colageno maduro. * Significativamente diferente do controle. # Diferenga
significativa em relagéo ao grupo vermelho. p < 0,05.

Com relagédo a expressao de genes osteocondrogénicos, diferengas notaveis
podem ser observadas entre os grupos (fig. 4), como a regulagéo positiva significativa
de SOX9 e RUNX2 em ambos os grupos irradiados com luz. Além disso, a esclerostina
(SOST) revelou uma tendéncia de redugao da regulagdo, também em ambos os

grupos experimentais.
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p < 0,05.

Figura 4. Expressao relativa de genes osteocondrogénicos de fémures de galinha
expostos a luz vermelha (V) e infravermelha (V). A expressdo do gene do grupo de
controle é definida como 1, representada pela linha tracejada. * Significativamente
diferente do controle. p < 0,05.

2.4 Discussao

Para melhorar o conhecimento atual sobre a capacidade da TFBM de modular
o0 metabolismo 6sseo, o presente estudo teve como objetivo avaliar seus efeitos do
ponto de vista da biologia 6ssea fundamental, usando um modelo de pesquisa que
replica as condigdes fisiolégicas em vez do meio patoldgico associado a perda éssea.

A maioria dos estudos concentrou-se no ultimo, abordando principalmente a TFBM
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como uma terapia adjuvante associada a cicatrizagao 6ssea [14-17], ou condi¢cdes de
metabolismo 6sseo prejudicado [25,26]. Assim, o fémur embrionario de galinha ex vivo
apresenta-se como um modelo de estudo inovador, permitindo revelar a possivel
atividade moduladora da TFBM em um sistema de tecido translacional, capaz de
mostrar as interacdes das células 6sseas durante a remodelacgéo, livre de influéncias

regulatorias sistémicas [19].

Os dados obtidos, de modo geral, convergem para apoiar a ideia de que a
exposicao a luz laser favorece o processo de formagédo 6ssea em condigbes de
remodelagao fisioldgica, uma vez que foi obtida uma maior atividade osteoblastica
inicial, resultando em maior deposicdo de matriz colagenosa e subsequente

mineralizagao do tecido.

A analise da expressao génica evidenciou o aumento da regulagdo de RUNX2
juntamente com a expressao de SOX9, sob a influéncia de ambos os comprimentos
de onda, indicando efetivamente o aumento do compromisso osteocondrogénico
precoce. SOX9 codifica o fator de transcricdo SRY-Box 9, um fator de transcrigao
precoce determinante para a definicdo de osteocondroprogenitores no mesénquima
em diferenciacao [27]; enquanto o RUNX2 codifica o fator de transcricdo 2 da familia
RUNX, necessario para a diferenciagdo osteoblastica [28]. De fato, o RUNX2 é
reconhecido como o principal fator de transcricdo para a osteogénese, sendo
responsavel pela regulagcdo de marcadores relevantes a jusante, como a fosfatase
alcalina e proteinas colagenas e n&o colagenas da matriz 6éssea, e correlacionado

com eventos de diferenciagédo terminal, como a mineralizagdo da matriz [29].

Estudos anteriores in vitro demonstraram a mesma tendéncia de aumento da
expressao de RUNX2 apds a estimulagao com TFBM. Tani et al. [30] apontaram que
o laser vermelho foi o mais eficiente na estimulagdo da expressédo de RUNX2 em
células estromais osteoblasticas e mesenquimais. Cevic et al. [31] relataram, da
mesma forma, que a TFBM promoveu a expressao de genes relacionados a
osteogénese, em modelos de cultura de células tridimensionais in vitro. Ates et al [32]
obtiveram resultados semelhantes na caracterizacdo in vitro de osteoblastos

humanos. Com relagdo aos possiveis mecanismos subjacentes, foi proposto que a
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exposicao ao laser - especialmente na faixa de luz vermelha a infravermelha préoxima
- ativa cromoforos intracelulares (por exemplo, porfirinas e citocromos) que aumentam
a atividade mitocondrial, resultando em maior producdo de ATP, desde que a dose

empregada seja mantida dentro da faixa estimulatéria - poucos J/cm 2 [33].

O ATP é um doador fundamental de fosfato, uma molécula de transferéncia de
energia e uma molécula de sinalizagao capaz de influenciar varias vias de sinalizacgao,
inclusive a sinalizagao purinérgica [34], que foi anteriormente associada a regulagao
positiva de RUNX2 em osteoblastos [35]. Além do aumento do ATP, a modulagéo dos
canais idnicos controlados pela luz pelo TFBM também pode regular a sinalizagao do
calcio intracelular [36], impactando conjuntamente a osteogénese mediada por
RUNX2 [37]. Também € digna de nota a tendéncia de uma expresséo reduzida de
SOST em ambos os grupos irradiados. SOST codifica a esclerostina, um conhecido
antagonista de Wingless e int-1 (Wnt) produzido por ostedcitos para regular e limitar
a formacao éssea por meio da inibicdo da via de sinalizagdo candnica de Wnt/[3-
catenina em osteoblastos [38]. Estudos anteriores in vitro corroboraram esse achado
[39,40]. Assim, a analise geral da expressao génica converge para apoiar o aumento
da atividade osteoblastica como resultado da TFBM.

Além disso, a analise histologica deixa claro que a deposig¢ao e a maturagéo do
colageno séo aprimoradas em amostras expostas a ambos os comprimentos de onda
de luz, confirmando ainda mais a regulagao positiva da funcionalidade osteoblastica.
Além disso, a analise de birrefringéncia com picrosirius red mostrou que as fibras de
colageno dentro da MEC (matriz extracelular) apresentam um desenvolvimento e uma
maturagao aprimorados, o que indica um nivel mais alto de organizagao estrutural da
proteina, normalmente associado a formacéao fibrilar de tripla hélice de colageno tipo
| mais avancada [41]. Esse efeito parece ser potencializado pelo comprimento de onda
TFBM. Estudos in vivo anteriores demonstraram que a exposi¢ao a luz laser provoca
a deposigcao de colageno no contexto do reparo de defeitos 6sseos associados a
biomateriais [42,43], bem como em modelos de cicatrizagcdo de feridas na pele [44].
Embora os mecanismos associados ao aumento da deposicdo de colageno em
modelos de cicatrizagao de tecidos nao tenham sido totalmente revelados, especula-

se que a modulacido da resposta inflamatdria por meio da inibicdo da liberagao de
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citocinas pro-inflamatorias pode acelerar a fase aguda e favorecer a cicatrizagao, por

meio da subsequente deposi¢ao de colageno [45,46].

No presente estudo, foi estabelecida a capacidade da TFBM de acelerar o inicio

da sintese e maturagao do colageno da MEC em um ambiente fisioldgico.

Considerando a auséncia de populagdes inflamatdrias - ja que o sistema é
desprovido de resposta imunoldgica no inicio do desenvolvimento [19], outros
mecanismos podem contribuir ainda mais para o resultado alcangado. O aumento do
equilibrio energético - elevando o metabolismo celular - pode apoiar a sintese proteica
aprimorada, levando ao aumento da produgédo e maturagdo do colageno [47]. Além
disso, descobriu-se que a TFBM diminui a atividade das metaloproteinases de matriz
(MMPs), as enzimas responsaveis pela degradagdo da MEC [48,49], o que pode
sinergizar com o aumento da produgéo de colageno, em uma deposigdo e maturagao

mais abundantes da MEC baseada em colageno.

O estabelecimento de uma MEC abundante e madura permite o
desenvolvimento adequado das interagdes célula-célula e célula-matriz, possibilitando
um arranjo de tecido complexo e hierarquico e a integridade estrutural, que séo
cruciais para o processo de mineralizagéo [50]. Nesse contexto, a matriz colagenosa
serve como modelo para a deposicdo de hidroxiapatita. A biomineralizagao parece
ocorrer por meio da formagao de complexos mineral-proteina apds a estabilizagédo de
precursores minerais de calcio e fosfato desordenados por proteinas ndo colagenosas
abrigadas nos microdominios das fibrilas de colageno reticuladas, sendo rigidamente

regulada por promotores e inibidores da nucleagao e crescimento de cristais [51].

Atualmente, a coloragcédo histoquimica do tecido revelou um aumento da
superficie mineralizada, evidenciada pela coloragdo Alizarin Red S, em amostras
expostas a irradiagao a laser, sugerindo que a TFBM oferece condi¢bes favoraveis ao
processo de mineralizagcado. Estudos anteriores, tanto in vitro [52-54], ou no contexto
da regeneracao de defeitos 6sseos com biomateriais de suporte [14- 17], sustentaram
a capacidade da TFBM de induzir a mineralizagdo. Mecanicamente, a modulagao das
vias de sinalizagcdo Smad pode estar envolvida. A sinalizagdo Smad parece ser

fundamental para os eventos de diferenciacdo e mineralizacado osteoblastica terminal
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[55] e estudos anteriores in vitro demonstraram o aumento da atividade da Smad ap6s
a aplicagao de TFBM [56].

De modo geral, descobriu-se que a TFBM com comprimentos de onda
vermelhos ou infravermelhos préximos induz a funcionalidade osteoblastica em um
sistema fisioldgico de remodelagao do tecido 6sseo - a cultura organotipica do fémur
embrionario de galinha. A expressdao aumentada dos principais fatores de transcricéo
osteogénica - SOX9 e RUNX2 -, o aumento da deposigao e maturagao do colageno e
a mineralizagdo aprimorada corroboram esse resultado. Os resultados do presente
estudo ampliam o conhecimento atual sobre os efeitos da TFBM no osso, fornecendo
evidéncias de que ele pode modular o metabolismo 6sseo ao induzir a atividade

osteoblastica em condigdes fisiologicas.
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3. CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo investigou os efeitos da TFBM no contexto da remodelagéo 6ssea,
utilizando um modelo de cultura ex vivo do fémur de embrido de galinha. A exposigao
a luz laser nos comprimentos de onda vermelho e infravermelho, revelou promover a
formagao 6ssea ao aumentar a atividade inicial dos osteoblastos. Isso resultou em
uma maior deposi¢cdo de matriz colagena e consequente mineralizagdo do tecido

osseo.

A andlise de expressdo génica destacou um aumento nos fatores de transcricéo
chave para osteogénese, como o0 RUNX2 e SOX9, tanto no comprimento de onda
vermelho quanto o infravermelho. Isso sugere um comprometimento precoce com a
formagao de ossos e cartilagens. Os possiveis mecanismos subjacentes envolvem a
ativacao de cromoforos intracelulares pela luz laser, o que leva a uma maior produgao
de ATP, fundamental para influenciar varias vias de sinalizagdo relacionadas a

formagao Ossea.

As analises histoldgicas indicaram uma melhora na deposigdo e maturagao do
colageno nos tecidos expostos a irradiagéo a laser, especialmente com o comprimento
de onda infravermelho. A TFBM parece acelerar a sintese e maturagéo do colageno,
além de diminuir a atividade de enzimas de degradagao da matriz, resultando em uma

matriz extracelular mais abundante e madura, facilitando a mineralizagao.

Portanto, os resultados do estudo evidenciam o potencial da TFBM em estimular
a funcionalidade osteoblastica em condicbes fisiolégicas de remodelagdo 6ssea,
ampliando o conhecimento sobre os efeitos da TFBM no metabolismo 6sseo. Essas
descobertas podem ter importancia para investigacbes subsequentes voltadas para
aplicagdes clinicas destinadas a aprimorar a saude Ossea e abordar condigdes

relacionadas ao sistema esquelético.
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Attach Files step. Please do not convert the .docx template to another file
type. Author signatures are not required. Declaration of generative Al in

scientific writing

The below guidance only refers to the writing process, and not to the use of Al

tools to analyse and draw insights from data as part of the research process.

Where authors use generative artificial intelligence (Al) and Al-assisted
technologies in the writing process, authors should only use these
technologies to improve readability and language. Applying the technology
should be done with human oversight and control, and authors should
carefully review and edit the result, as Al can generate authoritative-sounding
output that can be incorrect, incomplete or biased. Al and Al-assisted
technologies should not be listed as an author or co-author, or be cited as an

author. Authorship implies responsibilities and tasks that can only be
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attributed to and performed by humans, as outlined in Elsevier’s Al policy for

authors.

Authors should disclose in their manuscript the use of Al and Al-assisted
technologies in the writing process by following the instructions below. A
statement will appear in the published work. Please note that authors are

ultimately responsible and accountable for the contents of the work.

Disclosure instructions

Authors must disclose the use of generative Al and Al-assisted technologies in
the writing process by adding a statement at the end of their manuscript in the
core manuscript file, before the References list. The statement should be
placed in a new section entitled ‘Declaration of Generative Al and Al-assisted

technologies in the writing process’.

Statement: During the preparation of this work the author(s) used [NAME TOOL
/ SERVICE] in order to [REASON]. After using this tool/service, the author(s)
reviewed and edited the content as needed and take(s) full responsibility for the

content of the publication.

This declaration does not apply to the use of basic tools for checking grammar,
spelling, references etc. If there is nothing to disclose, there is no need to add a

statement.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been
published previously (except in the form of an abstract, a published lecture or

academic thesis, see 'Multiple, redundant or concurrent publication' for more

information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
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its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the
responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted,
it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other
language, including electronically without the written consent of the
copyright-holder. To verify compliance, your article may be checked

by Crossref Similarity Check and other originality or duplicate checking

software. Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with

Elsevier's sharing policy. Sharing your preprints e.g. on a preprint server will

not count as prior publication (see 'Multiple, redundant or concurrent

publication' for more information). Preprint posting on SSRN

In support of Open Science, this journal offers its authors a free preprint

posting service. Preprints provide early registration and dissemination of your

research, which facilitates early citations and collaboration.

During submission to Editorial Manager, you can choose to release your
manuscript publicly as a preprint on the preprint server SSRN once it enters
peer-review with the journal. Your choice will have no effect on the editorial
process or outcome with the journal. Please note that the corresponding
author is expected to seek approval from all co-authors before agreeing to

release the manuscript publicly on SSRN.

You will be notified via email when your preprint is posted online and a Digital
Object Identifier (DOI) is assigned. Your preprint will remain globally available

free to read whether the journal accepts or rejects your manuscript.

For more information about posting to SSRN, please consult the SSRN Terms

of Use and FAQs.
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Use of inclusive language

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

language but are by no means exhaustive or definitive. Reporting sex- and

gender-based analyses

Reporting guidance

For research involving or pertaining to humans, animals or eukaryotic cells,
investigators should integrate sex and gender-based analyses (SGBA) into
their research design according to funder/sponsor requirements and best
practices within a field. Authors should address the sex and/or gender

dimensions of their research in their article. In cases where they cannot, they
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should discuss this as a limitation to their research's generalizability.
Importantly, authors should explicitly state what definitions of sex and/or
gender they are applying to enhance the precision, rigor and reproducibility of
their research and to avoid ambiguity or conflation of terms and the constructs
to which they refer (see Definitions section below). Authors can refer to

the Sex and Gender Equity in Research (SAGER) guidelines and the SAGER

guidelines checklist. These offer systematic approaches to the use and
editorial review of sex and gender information in study design, data analysis,
outcome reporting and research interpretation - however, please note there is
no single, universally agreed-upon set of guidelines for defining sex and

gender.

Definitions

Sex generally refers to a set of biological attributes that are associated with
physical and physiological features (e.g., chromosomal genotype, hormonal
levels, internal and external anatomy). A binary sex categorization
(male/female) is usually designated at birth ("sex assigned at birth"), most
often based solely on the visible external anatomy of a newborn. Gender
generally refers to socially constructed roles, behaviors, and identities of
women, men and gender-diverse people that occur in a historical and cultural
context and may vary across societies and over time. Gender influences how
people view themselves and each other, how they behave and interact and
how power is distributed in society. Sex and gender are often incorrectly
portrayed as binary (female/male or woman/man) and unchanging whereas
these constructs actually exist along a spectrum and include additional sex
categorizations and gender identities such as people who are intersex/have
differences of sex development (DSD) or identify as non-binary. Moreover, the
terms "sex" and "gender" can be ambiguous—thus it is important for authors

to define the manner in which they are used. In addition to this definition
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guidance and the SAGER guidelines, the resources on this page offer further

insight around sex and gender in research studies.

Author contributions

For transparency, we require corresponding authors to provide co-author
contributions to the manuscript using the relevant CRediT roles. The CRediT
taxonomy includes 14 different roles describing each contributor’s specific
contribution to the scholarly output. The roles are: Conceptualization; Data
curation; Formal analysis; Funding acquisition; Investigation; Methodology;
Project administration; Resources; Software; Supervision; Validation;
Visualization; Roles/Writing - original draft; and Writing - review & editing.
Note that not all roles may apply to every manuscript, and authors may have

contributed through multiple roles. More details and an example. Changes to

authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of

authors beforesubmitting their manuscript and provide the definitive list of
authors at the time of the original submission. Any addition, deletion or
rearrangement of author names in the authorship list should be made

only before the manuscript has been accepted and only if approved by the
journal Editor. To request such a change, the Editor must receive the following
from the corresponding author: (a) the reason for the change in author list
and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they agree
with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or
removal of authors, this includes confirmation from the author being added or
removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition,

deletion or rearrangement of authors after the manuscript has been accepted.



56

While the Editor considers the request, publication of the manuscript will be
suspended. If the manuscript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editor will result in a corrigendum. Article
transfer service

This journal uses the Elsevier Article Transfer Service to find the best home for
your manuscript. This means that if an editor feels your manuscript is more
suitable for an alternative journal, you might be asked to consider transferring
the manuscript to such a journal. The recommendation might be provided by a

Journal Editor, a dedicated Scientific Managing Editor, a tool assisted

recommendation, or a combination. If you agree, your manuscript will be
transferred, though you will have the opportunity to make changes to the
manuscript before the submission is complete. Please note that your
manuscript will be independently reviewed by the new journal. More

information. Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal

Publishing Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent
to the corresponding author confirming receipt of the manuscript together
with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version of

this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles
including abstracts for internal circulation within their

institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including
compilations and translations. If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright
owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted

forms for use by authors in these cases.
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For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be

asked to complete a 'License Agreement' (more information). Permitted third

party reuse of gold open access articles is determined by the author's choice

of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse

your work. More information.

Elsevier supports responsible sharing

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

of the funding source

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

involvement, it is recommended to state this. Open access

Please visit our Open Access page for more information about open access

publishing in this journal. Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early

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

process with ease. Language (usage and editing services)
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Please write your text in good English (American or British usage is accepted,
but not a mixture of these). Authors who feel their English language
manuscript may require editing to eliminate possible grammatical or spelling
errors and to conform to correct scientific English may wish to use

the Language Editing service available from Elsevier's Language

Services. Submission

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

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

For submitting your manuscript to JPPB please go to our Editorial Manager
website

at: https://www.editorialmanager.com/JPHOTOBIOL /default.aspx For

technical support during the submission process, please visit the Elsevier

Support Center. For general questions, contact Dr. Robert Carpentier

(Robert.Carpentier@ugqtr.ca), Dr. Laszlo Matyus (Imatyus@med.unideb.hu), or

Dr. Dominic Robinson (d.robinson@erasmusmc.nl). Referees

Please submit, with the manuscript, the names and addresses of 5 potential
referees. The referees should not be editorial board members or from the
same institute or geographical region as the authors.

Preparation

Queries
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For questions about the editorial process (including the status of manuscripts
under review) or for technical support on submissions, please visit

our Support Center. NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided
stepwise through the creation and uploading of your files. The system
automatically converts your files to a single PDF file, which is used in the peer-
review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your
manuscript as a single file to be used in the refereeing process. This can be a
PDF file or a Word document, in any format or lay-out that can be used by
referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality
figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some
of the source files at the initial submission. Please note that individual figure
files larger than 10 MB must be uploaded separately. References

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

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain
the essential elements needed to convey your manuscript, for example
Abstract, Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results,
Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this
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should be included in your initial submission for peer review purposes.
Divide the article into clearly defined sections. Figures and tables embedded
in text

Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed
next to the relevant text in the manuscript, rather than at the bottom or the
top of the file. The corresponding caption should be placed directly below the

figure or table. Peer review

This journal operates a single anonymized review process. All contributions
will be initially assessed by the editor for suitability for the journal. Papers
deemed suitable are then typically sent to a minimum of two independent
expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is
responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of articles.
The Editor's decision is final. Editors are not involved in decisions about
papers which they have written themselves or have been written by family
members or colleagues or which relate to products or services in which the
editor has an interest. Any such submission is subject to all of the journal's
usual procedures, with peer review handled independently of the relevant
editor and their research groups. More information on types of peer

review. REVISED SUBMISSIONS Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must
provide us with an editable file of the entire article. Keep the layout of the text
as simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced on
processing the article. The electronic text should be prepared in a way very

similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing

with Elsevier). See also the section on Electronic artwork.
To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’

and 'grammar-check’ functions of your word processor. LaTeX
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You are recommended to use the Elsevier article class elsarticle.cls to prepare
your manuscript and BibTeX to generate your bibliography.

Our LaTeX site has detailed submission instructions, templates and other
information. Article structure Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections
should be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not
included in section numbering). Use this numbering also for internal cross-
referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief
heading. Each heading should appear on its own separate line. Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background,
avoiding a detailed literature survey or a summary of the results. Material
and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an
independent researcher. Methods that are already published should be
summarized, and indicated by a reference. If quoting directly from a
previously published method, use quotation marks and also cite the source.
Any modifications to existing methods should also be

described. Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article
already dealt with in the Introduction and lay the foundation for further work.
In contrast, a Calculation section represents a practical development from a
theoretical basis. Results

Results should be clear and concise. Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat
them. A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid
extensive citations and discussion of published literature. Essential title page

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

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s)
and family name(s) of each author and check that all names are accurately
spelled. You can add your name between parentheses in your own script
behind the English transliteration. Present the authors' affiliation addresses
(where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations
with a lower-case superscript letter immediately after the author's name and
in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of
each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at
all stages of refereeing and publication, also post-publication. This
responsibility includes answering any future queries about Methodology and
Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are Kkept up to date by the corresponding author.

» Present/permanent address. If an author has moved since the work
described in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present
address' (or 'Permanent address') may be indicated as a footnote to that
author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used

for such footnotes. Highlights

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

look at the example Highlights.
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Highlights should be submitted in a separate editable file in the online
submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5

bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An
abstract is often presented separately from the article, so it must be able to
stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential,
then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their
first mention in the abstract itself. Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws
more attention to the online article. The graphical abstract should summarize
the contents of the article in a concise, pictorial form designed to capture the
attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an
image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more.
The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen
resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You

can view Example Graphical Abstracts on our information site. Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple
concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only
abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes. Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be
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placed on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable
in the abstract must be defined at their first mention there, as well as in the
footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the
article.Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before
the references and do not, therefore, include them on the title page, as a
footnote to the title or otherwise. List here those individuals who provided
help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or
proof reading the article, etc.). Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's

requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant
numbers xxxX, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant

number zzzz]; and the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of
grants and awards. When funding is from a block grant or other resources
available to a university, college, or other research institution, submit the

name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, it is recommended to include

the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the

public, commercial, or not-for-profit sectors.

Nomenclature and Units

Nomenclature and units. Follow internationally accepted rules and
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conventions: use the international system of units (SI). The only exception is
the use of min, h, d and a as units for elapsed time, though never when
combined algebraically with other units. If other quantities are mentioned,
give their equivalent in SI. Consult the IUPAC "Glossary of Terms Used in
Photochemistry" for the correct terminology (source: The Spectrum, Bowling
Green, Vol.16, 1, 2003, p 16), (online:
www.bgsu.edu/departments/photochem), (cited link:
http://www.aspjournal.com/auth_instruct.html)

UV ranges. The official UV ranges as defined by the CIE must be used:

UV-A: 400-315nm

UV-B: 315-280nm

UV-C: 280-100nm Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present
simple formulae in line with normal text where possible and use the solidus
(/) instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle,
variables are to be presented in italics. Powers of e are often more
conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have
to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the

text). Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout
the article. Many word processors build footnotes into the text, and this
feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of
footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the
end of the article.Artwork Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for
clarity, manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as
scientific ethical abuse and will be dealt with accordingly. For graphical

images, this journal is applying the following policy: no specific feature within
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an image may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced.
Adjustments of brightness, contrast, or color balance are acceptable if and as
long as they do not obscure or eliminate any information present in the
original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be
disclosed in the figure legend. Electronic artwork

General points

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

e Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol,
Courier.

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

e Use a logical naming convention for your artwork files.

e Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

e For Word submissions only, you may still provide figures and their captions,
and tables within a single file at the revision stage.

e Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in

separate source files.

A detailed guide on electronic artwork is available.

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

Formats

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

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics’.
TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a
minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.
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TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a
minimum of 500 dpi is required.

Please do not:

 Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low.

« Supply files that are too low in resolution.

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

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

reproduction in print. Further information on the preparation of electronic

artwork. Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief
title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in
the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and
abbreviations used. Text graphics

Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. If you
are working with LaTeX and have such features embedded in the text, these

can be left. See further under Electronic artwork. Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed
either next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end.
Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text
and place any table notes below the table body. Be sparing in the use of tables

and ensure that the data presented in them do not duplicate results described
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elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table
cells. References Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the
reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be
given in full. Unpublished results and personal communications are not
recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the
publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal
communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has
been accepted for publication.Reference links

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

already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged.

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

citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference
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was last accessed. Any further information, if known (DOI, author names,
dates, reference to a source publication, etc.), should also be given. Web
references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list. Data
references

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

Where a preprint has subsequently become available as a peer-reviewed
publication, the formal publication should be used as the reference. If there are
preprints that are central to your work or that cover crucial developments in
the topic, but are not yet formally published, these may be referenced.
Preprints should be clearly marked as such, for example by including the word
preprint, or the name of the preprint server, as part of the reference. The
preprint DOI should also be provided. Reference management software
Most Elsevier journals have their reference template available in many of the
most popular reference management software products. These include all

products that support Citation Style Language styles, such as Mendeley. Using

citation plug-ins from these products, authors only need to select the
appropriate journal template when preparing their article, after which
citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's
style. If no template is yet available for this journal, please follow the format of
the sample references and citations as shown in this Guide. If you use

reference management software, please ensure that you remove all field codes
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before submitting the electronic manuscript. More information on how to

remove field codes from different reference management software. Reference

formatting

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

examples: Reference Style

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

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

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

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] B.K. Armstrong, A. Kricker, The epidemiology of UV induced skin cancer, J.
Photochem. Photobiol. B 63 (2001) 8-18.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, third ed., Macmillan, New
York, 1979.
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Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, in: B.S. Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the
Electronic Age, E-Publishing, Inc., New York, 1994, pp. 281-304.

[4] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1,

2015. http://dx.doi.org/10.17632 /xwj98nb39r.1 Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and
enhance your scientific research. Authors who have video or animation files
that they wish to submit with their article are strongly encouraged to include
links to these within the body of the article. This can be done in the same way
as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in
the body text where it should be placed. All submitted files should be properly
labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to
ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be
published online in the electronic version of your article in Elsevier Web

products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can

choose any frame from the video or animation or make a separate image.
These will be used instead of standard icons and will personalize the link to
your video data. For more detailed instructions please visit our video

instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded in the

print version of the journal, please provide text for both the electronic and the
print version for the portions of the article that refer to this content. Data

visualization

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

how to include them with your article. Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be
published with your article to enhance it. Submitted supplementary items are
published exactly as they are received (Excel or PowerPoint files will appear
as such online). Please submit your material together with the article and
supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish
to make changes to supplementary material during any stage of the process,
please make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections
on a previous version. Please switch off the "Track Changes' option in
Microsoft Office files as these will appear in the published version. Research

data

This journal requires and enables you to share data that supports your
research publication where appropriate, and enables you to interlink the data
with your published articles. Research data refers to the results of
observations or experimentation that validate research findings, which may
also include software, code, models, algorithms, protocols, methods and other

useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article
or make a statement about the availability of your data when submitting your
manuscript. When sharing data in one of these ways, you are expected to cite
the data in your manuscript and reference list. Please refer to the "References”
section for more information about data citation. For more information on
depositing, sharing and using research data and other relevant research

materials, visit the research data page.
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Data linking

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

the research described.

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

the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear

next to your published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within
the text of your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g.,

TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data
in your submission. This may be a requirement of your funding body or
institution. If your data is unavailable to access or unsuitable to post, you will
have the opportunity to indicate why during the submission process, for
example by stating that the research data is confidential. The statement will
appear with your published article on ScienceDirect. For more information,

visit the Data Statement page.

After acceptance

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

We will do everything possible to get your article published quickly and
accurately. Please use this proof only for checking the typesetting, editing,
completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant
changes to the article as accepted for publication will only be considered at
this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all
corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully
before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be

guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share
Linkproviding 50 days free access to the final published version of the article

on ScienceDirect. The Share Link can be used for sharing the article via any

communication channel, including email and social media. For an extra charge,
paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once
the article is accepted for publication. Corresponding authors who have

published their article gold open access do not receive a Share Link as their
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final published version of the article is available open access on ScienceDirect

and can be shared through the article DOI link.

Author inquiries

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will

find everything from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your

accepted article will be published.




