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EFEITO DA TERAPIA FOTODINÂMICA SOBRE Enterococcus faecalis: ESTUDO 
IN VITRO 

 
 

Rodrigo Queiroga de Moura* 
Daliana Queiroga de Castro Gomes** 

 
RESUMO 

 
O objetivo deste trabalho foi avaliar, in vitro, o efeito da Terapia Fotodinâmica sobre 
Enterococcus faecalis. Foram utilizadas cepas padrão de Enterococcus faecalis, e o 
inóculo microbiano foi padronizado em espectrofotômetro de modo a obter uma 
absorbância a 5x105UFC/mL. Para o preparo do inóculo, 50µL do estoque 
bacteriano foi reativado em 5mL de Brain Heart Infusion, e o equivalente a uma alça 
de platina desse caldo de bactérias foi repicado. Após isso, coletou-se uma alíquota 
de 300 µL e adicionou-se em 4mL de BHI. Os ensaios foram dispostos em três 
grupos: Grupo 1 – Controle Negativo, Grupo 2 – Controle Positivo e o Grupo 3 – 
TFD. O Controle Positivo foi testado nas concentrações de 2mg/mL, 1mg/mL e 
0,5mg/mL. No grupo da TFD, adicionou-se 80µL do corante Azul de Metileno 
manipulado a 0,1% com tempo de pré-irradiação de cinco minutos para posterior 
irradiação com o Laser Diodo de baixa potência (InGaAlP, comprimento de onda de 
660nm, potência de 100mW, energia de 6J, dose de 214 J/cm², área de spot de 
0,028 cm²). Para avaliação dos resultados, realizou-se análise pelo Teste de Tukey 
e ANOVA. Os dados evidenciaram diferenças estatisticamente significativas entre os 
grupos (p < 0,001), com menor contagem de micro-organismos para o Grupo 3, 
seguida pelo Grupo 2 e pelo Grupo 1, com médias de 7,46; 8,71; 8,77, 
respectivamente. O estudo sugere que a TFD é um meio eficaz para redução do 
potencial bacteriano de E. faecalis. 
 
Palavras-chave: Enterococcus faecalis. Terapia Fotodinâmica. Endodontia. Análise 
Microbiológica. 
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EFFECT OF PHOTODYNAMIC THERAPY ON Enterococcus faecalis: AN IN 
VITRO STUDY 

 
 

Rodrigo Queiroga de Moura* 
Daliana Queiroga de Castro Gomes** 

 
ABSTRACT 

 
The objective of this work was to evaluate, in vitro, the effect of Photodynamic 
Therapy on Enterococcus faecalis. Standard strains of Enterococcus faecalis were 
used, and the microbial inoculum was standardized in a spectrophotometer in order 
to obtain an absorbance at 5x10 5 CFU / mL. To prepare the inoculum, 50μL of the 
bacterial stock was reactivated in 5mL of Brain Heart Infusion, and the equivalent of 
a platinum loop of this bacterial broth was recovered. After that, a 300 μL aliquot was 
collected and added in 4 mL of BHI. The trials were arranged in three groups: Group 
1 - Negative Control, Group 2 - Positive Control and Group 3 - PDT. Positive Control 
was tested at concentrations of 2mg / mL, 1mg / mL and 0.5mg / mL. In the PDT 
group, 80 μL of the 0.1% methylene blue dye with a five minute pre-irradiation time 
was added for further irradiation with the low-power Laser Diode (InGaAlP, 660 nm 
wavelength, 100mW, energy of 6J, dose of 214 J / cm², spot area of 0.028 cm²). For 
the evaluation of the results, the Tukey's test and ANOVA were analyzed. The data 
showed statistically significant differences between the groups (p <0.001), with a 
lower microorganism count for Group 3, followed by Group 2 and Group 1, with a 
mean of 7.46; 8.71; 8.77, respectively. The study suggests that PDT is an effective 
means to reduce the bacterial potential of E. faecalis. 
 
Keywords: Enterococcus faecalis. Photodynamic Therapy. Endodontics. 
Microbiological Analysis. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
Um dos maiores desafios da terapia endodôntica é a remoção do tecido 

pulpar necrótico e seus debris, bem como a redução da população microbiana do 
sistema de canais radiculares (SCR) (ESLAMI, 2019). Convencionalmente, algumas 
medidas têm sido adotadas para erradicar a colonização bacteriana do interior do 
SCR, incluindo a remoção quimíco-mecânica (por meio de instrumentos e irrigação 
com soluções antimicrobianas) e utilização de medicações intracanais (XU et al., 
2019). No entanto, as técnicas tradicionais não conseguem prover a eliminação 
completa de todos os micro-organismos (DIOGO et al., 2017, TOKUC; OZALP; 
TOPCUOGLU; KULEKCI, 2019). 

A falha do tratamento endodôntico é avaliada pela presença de sinais e 
sintomas e, dos achados imaginológicos do dente tratado. Essas características 
permitem avaliar a ausência de dor, o desaparecimento de processos inflamatórios e 
fístulas e completa cura periapical com neoformação óssea (PRADA et al., 2019). 

A permanência de patógenos específicos no interior do canal radicular tem 
potencial associado ao fracasso da terapia endodôntica. Isso, então, impossibilita a 
cura dos tecidos periapicais e aumenta a severidade do quadro mórbido (LACERDA 
et al., 2016).  

Enterococcus faecalis (E. faecalis) é apontada, em estudos de análise 
microbiológica, como sendo uma das principais espécies que colonizam o SCR em 
situações nas quais houve falha do tratamento endodôntico e que foi apresentado 
quadros de infecções secundárias e persistentes (SAKKO; TJÄDERHANE; 
RAUTEMAA-RICHARDSON, 2016, PEREIRA et al., 2017). E. faecalis merece 
atenção pois é uma bactéria gram-positiva, anaeróbia facultativa e que faz parte da 
microbiota do trato gastrointestinal, sendo encontrada na cavidade bucal por meio da 
ingestão de comidas contaminadas (DIOGUARDI et al., 2019).  

O mecanismo que sucede a penetração de E. faecalis no interior do SCR 
ainda não é compreendido, mas sabe-se que a patogenicidade desse micro-
organismo é atribuída pelo fato de conseguir se adaptar frente às condições 
adversas, como longos períodos sem nutrição e conseguir sobreviver em pH 
alcalino; capacidade de invadir os túbulos dentinários e crescimento na forma de 
biofilme ou colônia única (LACERDA et al., 2016, CAMACHO-ALONSO; JULIÁN-
BELMONTE; CHIVA-GARCÍA; MARTÍNEZ-BENEYTO, 2017, KERMEOGLU et al., 
2018, DIOGUARDI et al., 2019).  

Os princípios de limpeza e modelagem do canal são capazes de reduzir a 
microbiota existente no interior de dentes infectados, mas não são capazes de 
dispor de uma completa antissepsia, sendo indicada a complementação da 
desinfecção com medicações intracanais (ZANCAN et al., 2016). O hidróxido de 
cálcio (HC) continua sendo a medicação intracanal mais utilizada por dispor da 
liberação de íons hidroxila que leva a desnaturação proteica e, consequentemente, a 
destruição citoplasmática e DNA de bactérias, além de elevar o pH do meio 
tornando-o alcalino (SIQUEIRA JR; LOPES, 1999, ZANCAN et al., 2016).  

Todavia, a ação do HC sobre E. faecalis continua a ser questionada, tendo 
em vista as propriedades de sobrevivência inerentes a esse micro-organismo 
(LOUWAKUL; SAELO; KHEMALEELAKUL, 2017). Entretanto, acredita-se que o 
mecanismo que induz resistência à E. faecalis pelo HC é explicado de modo que, 
com a elevação do pH, tal espécie sofria estresse e forçava-a a sintetizar proteínas 
que debelassem tal condição, criando uma bomba de prótons para acidificar o 
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citoplasma e garantir a vitalidade celular (EVANS; DAVIES; SUNDQVIST; FIGDOR, 
2002). 

Buscando a resolutividade dessa particularidade, métodos avançados de 
desinfecção são necessários para a erradicação de biofilmes resistentes às terapias 
convencionais (DIOGO et al., 2017). Desta forma, destaca-se a Terapia 
Fotodinâmica (TFD) como uma técnica auxiliar que combina a aplicação do laser de 
baixa potência na presença de uma substância química fotossensível. À irradiação, 
as moléculas fotossensibilizadoras são excitadas e culminam na formação de 
oxigênio singleto e outros produtos secundários que são capazes de gerar danos 
celulares sobre a microbiota (SILVA et al., 2016; HSIEH et al., 2018). Trata-se, 
portanto, de uma terapia indolor, localizada e que não induz resistência microbiana 
(FREITAS, 2015). 

Existem três principais fontes de luz utilizadas na TFD: os lasers, as luzes 
emissoras de diodo (LEDs) e as lâmpadas halógenas. Dentre elas, a melhor fonte de 
luz para a realização da TFD é à base de laser, uma vez que apresenta 
características próprias como emissão estimulada da luz; pico de ativação do 
fotossensibilizador compatível ao espectro de saída da potência do laser; coerência 
das ondas na mesma frequência; luz em direção única; ação colimadora, que torna o 
comprimento de onda específico e incapaz de sofrer alterações que comprometam o 
tratamento e dispõe da possibilidade de acoplamento de fibra óptica. Esses atributos 
concedem ao laser uma melhor eficácia do tratamento e um melhor aproveitamento 
da luz irradiada (NAGATA et al., 2012). 

O fotossensibilizador Azul de Metileno é o mais conhecido, cuja máxima 
absorção ocorre em 664nm, o qual opta-se, para a realização da TFD, os lasers de 
baixa potência por apresentar comprimento de onda coincidente. Seu caráter 
catiônico permite que este interaja com grupamentos aniônicos presentes na 
superfície dos micro-organismos, deixando-o por um tempo o qual ocorre a 
interação, que é chamado de “pré-irradiação” (EDUARDO et al., 2015). 

Nesse contexto, é fato que o mecanismo de desinfecção da TFD sobre E. 
faecalis não está todo elucidado e, assim, necessita de mais estudos para a sua 
explicação. Com base nisso, este trabalho objetivou a avaliação, in vitro, do efeito da 
TFD sobre Enterococcus faecalis. 

 
2 MATERIAIS E MÉTODOS   
 
2.1 Delineamento da Pesquisa 

 
Esta pesquisa é do tipo experimental laboratorial, in vitro, com observação 

direta sobre o efeito da TFD frente à patogenicidade de E. faecalis. 
 

2.2 Local do Estudo 

 
O estudo foi realizado no setor de microbiologia do Laboratório de 

Desenvolvimento e Ensaio de Medicamentos (LABDEM) da Universidade Estadual 
da Paraíba (UEPB). 

 
2.3 Micro-Organismos e Inóculo Microbiano 
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Foram utilizadas cepas padrão de Enterococcus faecalis (American Type 
Culture Collection – ATCC – 29212) cedidas pela Fundação Oswaldo Cruz (Rio de 
Janeiro, Brasil), disponíveis no setor de microbiologia do LABDEM da UEPB. 

O inóculo microbiano foi padronizado em espectrofotômetro no comprimento 
de onda de 625nm de modo a obter uma absorbância de 0,08 a 0,10, de acordo com 
as normas do documento M07-A9 (CLSI, 2012), correspondendo a 5x105UFC/mL. 

Para o preparo do inóculo, 50µL do estoque bacteriano congelado com 
glicerol 20% foi reativado em 5mL de Brain Heart Infusion (BHI), deixado por 18 
horas em estufa a 37°C. Após 18 horas, o equivalente a uma alça de platina desse 
caldo de bactérias foi repicado em BHI ágar, de modo à observação de 
contaminação ao final de 24 horas de incubação a 37°C. Não havendo 
contaminação, 5-10 colônias isoladas da placa foram reativadas em 10mL de BHI e 
levadas novamente a estufa por 18 horas a 37°C. Após esse período, desse caldo 
contendo bactérias, coletou-se uma alíquota de aproximadamente 300 µL e 
adicionou-se em 4mL de BHI. O conteúdo desse tubo foi levado ao 
espectrofotômetro com comprimento de onda 625nm, abs 0,08-0,1. Quando o 
intervalo de absorbância foi atingido, obteve-se um inóculo com concentração de 1,5 
x 108 UFC/mL que foi diluído em caldo BHI a fim de obter a concentração final nas 
microplacas de 0,5 x 106UFC/mL que é igual a 5 x 105UFC/mL. 

 
2.4 Distribuição dos Grupos 
 

A partir das suspensões padronizadas de E. faecalis foram realizados ensaios 
com os grupos experimentais e controle de acordo com o Quadro 1. 

 
Quadro 1. Grupos experimentais e controle do estudo. 

GRUPO INTERVENÇÃO 

1 Controle Negativo (controle de crescimento) 

2 Controle Positivo (Hidróxido de Cálcio) 

3 TFD (Terapia Fotodinâmica) 
Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. 
 

Fig. 1. Esquema representativo da distribuição dos grupos e 
controle. Em 1: Controle negativo; em 4: controle de esterilidade 
do meio; em 8: Controle positivo; em 12: TFD. 

 
                            Fonte: Embrapa, 2019. Disponível em: https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/ 
 

 

https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/
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A fonte de luz utilizada foi o Laser InGaAlP Therapy XT (DMC Importação e 

Exportação de Equipamentos Ltda, São Carlos, SP, Brasil), com comprimento de 
onda (λ) de 660 nm. O feixe de luz vermelho foi incidido com potência útil de 100 
mW em uma área de spot correspondendo a 0,028 cm², resultando em uma dose 
aproximada de 214 J/cm² durante cada aplicação. A energia total foi de 6,0 J, com 
altura do poço 0,5 cm das células bacterianas presentes nos poços. A emissão do 
laser foi contínua com modo de operação pontual e aplicação perpendicular aos 
poços. As características da fonte de luz utilizada é descrita conforme o Quadro 2. 
 
   Quadro 2. Características da fonte de luz utilizada. 

Composição InGaAlP 

Energia 6,0 J 

Comprimento de onda 660 nm 

Potência 100 mW 

Modo de ação Contínuo 

Diâmetro da ponta 0,028 cm2 

Dose 214 J/cm² 

Tempo 60 s 

Aplicação Perpendicular 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. 
 

2.5 Análise antibacteriana 
 

Foram utilizadas microplacas de 96 poços estéreis (CRAL artigos para 
laboratório LTDA, Cotia, SP, Brasil) nas quais os grupos experimentais e controles 
pré-estabelecidos foram dispostos fisicamente separados entre si, a fim de evitar a 
possibilidade de sobre-exposição de irradiação entre os grupos submetidos ao laser, 
como também qualquer absorção mínima pelos demais (Figura 3). Além disso, um 
anteparo plástico da cor preta foi colocado para impedir a passagem de luz para os 
outros poços e evitar sobre-exposição.  
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Fig. 2. Distribuição dos grupos analisados na microplaca de 

96 poços. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. 

 
 
Inicialmente, para todos os grupos, foram inseridos 100µL de meio de cultura 

estéril (BHI para E.faecalis) e 20µL do inóculo bacteriano. Foram realizados controle 
de crescimento microbiano inserindo apenas meio de cultura caldo estéril nos poços 
e a respectiva alíquota de inóculo microbiano, controle de esterilidade do meio caldo, 
e controle positivo com Hidróxido de Cálcio diluído em água destilada a 4mg/mL 
(Figura 4). 
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Fig. 3. Preparo do inóculo bacteriano para a análise dos respectivos grupos 

experimentais. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. 

 
O controle positivo com HC foi testado nas concentrações de 2mg/mL, 

1mg/mL e 0,5mg/mL. 
No Grupo 3, após a inserção do meio de cultura e do inóculo, foi adicionado 

80µL do corante Azul de Metileno manipulado a 0,1% (Quadro 3), cujo grupo 
recebeu o volume da substância inserido em cada poço da triplicata perdurando por 
um tempo de pré-irradiação de cinco minutos e, após isso, cada poço foi irradiado 
com o Laser Diodo (Figura 5). 

 
Quadro 3. Formulação do fotossensibilizador Azul de Metileno. 

Produto Concentração Função 

Azul de Metileno 0,1% Ativo 

Metilparabeno 0,2% Conservante 

Propilparabeno 0,2% Conservante 

Água purificada pelo 
método osmose reversa 

qsp 

100% Veículo 

Fonte: Segundo informações da Farmácia de Manipulação DILECTA, 2019. 
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Fig. 4. Irradiação com Laser de Diodo no Grupo 3. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. 

 
A distância entre os poços que receberam irradiação laser foi de, 

aproximadamente, 7,0 cm. O objetivo desse espaçamento foi respeitar os limites 
visíveis da irradiação e impedir que a aplicação do laser em um grupo influenciasse 
o adjacente.  

Os testes foram realizados em triplicata e em capela de fluxo laminar. 
 

2.6 Análise Estatística 
 

O pressuposto de normalidade dos dados foi avaliado por meio do teste de 
Shapiro-Wilk. O teste ANOVA foi realizado para comparar a quantidade de Unidades 
Formadoras de Colônias – UFC (expressas em valores numéricos de log10), 
seguido do teste de Tukey para comparações múltiplas de médias. O nível de 
significância foi fixado em p < 0,05 (LARSON; FARBER, 2016). Todas as análises 
foram conduzidas usando o software IBM SPSS versão 20.0 e considerando um 
intervalo de confiança de 95%.   
 
3 RESULTADOS 
 

Os dados evidenciaram diferenças estatisticamente significativa entre os 
grupos (p < 0,001), com menor contagem de micro-organismos para o Grupo 3, 
seguida pelo Grupo 2 e pelo Grupo 1, com médias de 7,46; 8,71; 8,77, 
respectivamente. 

. 
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Tabela 1. Atividade antibacteriana frente à Enterococcus faecalis (ATCC 29212) 
expressa em Unidades Formadoras de Colônia (UFC/mL). 

Variáveis UFC/mL (log10) 

Grupo M DP 
  G1 (controle negativo) 8,77A 0,02 
  G2 (HC em forma pura) 8,71B 0,02 
  G3 (TFD) 7,46C 0,01 
  ANOVA (p-valor < 0,001)   

Nota. M = média; DP = desvio-padrão; Letras diferentes denotam resultados 
significativamente diferentes ao nível de p < 0,05.  
Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. 
 
4 DISCUSSÃO 
 

Neste trabalho, observou-se que a TFD utilizada como meio indutor de morte 
das cepas de E. faecalis foi o tratamento que mais conseguiu destruir as colônias 
bacterianas, apresentando uma grande redução na sua quantidade. Esse resultado 
encontrado está de acordo com outros estudos in vitro, os quais, avaliando a eficácia 
da TFD frente à E. faecalis, observaram expressiva redução nas colônias do 
patógeno em questão (FOSCHI et al., 2007, WANG; HUANG, 2014, PRAZMO; 
GODLEWSKA; MIELCZAREK, 2017, CAMACHO-ALONSO; JULIÁN-BELMONTE; 
CHIVA-GARCÍA; MARTÍNEZ-BENEYTO, 2017). 

Outras análises in vivo, como as realizadas no estudo de Ahangari et al. 
(2017), e ex-vivo, como a de Eslami (2019), mostraram que, utilizando a TFD, houve 
morte bacteriana com superioridade significativa ao grupo que apenas usou o HC. 
Já no ensaio clínico de Asnaashari, Ashraf, Rahmati e Amini (2017) houve uma leve 
diferença entre a morte induzida por TFD e por HC, mesmo estando a TFD com 
potencial maior de destruição. 

O micro-organismo E. faecalis foi utilizado neste estudo por se tratar de uma 
bactéria frequentemente associada com casos de infecção secundária e persistente 
e, além disso, apresenta propriedades que a tornam tão resistente aos meios 
utilizados para descontaminação do SCR. Dentre elas, destaca-se a sua alta 
capacidade de penetração nos túbulos dentinários e sua aptidão na formação de 
biofilmes organizados e resistentes (ASNAASHARI; ASHRAF; RAHMATI; AMINI, 
2017). Como tal, outras pesquisas também utilizaram essa espécie para a 
verificação do efeito da TFD sobre ela (FOSCHI et al., 2007, MIRANDA et al., 2013, 
ASNAASHARI et al., 2016, AHANGARI et al., 2017, ASNAASHARI; ASHRAF; 
RAHMATI; AMINI, 2017, ESLAMI, 2019, MISBA; ABDULRAHMAN; KHAN, 2019). 

Nesta pesquisa, a eficácia do HC foi avaliada mediante concentrações 
variadas dele frente à patogenicidade de E. faecalis, o qual mostrou redução na 
quantidade de colônias bacterianas existentes. Alguns estudos, como o de 
Louwakul, Saelo e Khemaleelakul (2017) sugeriram que o HC, em sua forma pura, é 
incapaz de promover a morte de E. faecalis; fato que também está de acordo com 
outros estudos, os quais, buscando testar o potencial antibacteriano do HC contra E. 
faecalis, mostraram pouca indução de morte do micro-organismo quando em 
comparação com grupos que sofreram outras intervenções (LOUWAKUL; SAELO; 
KHEMALEELAKUL, 2017, ASNAASHARI; ASHRAF; RAHMATI; AMINI, 2017, 
RABELLO et al., 2017). 

Misba, Abdulrahman e Khan (2019) afirmaram que o tratamento endodôntico 
atual apresenta limitações no que diz respeito à eliminação do biofilme existente no 
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interior do canal radicular. Além disso, propuseram também que a resistência de 
muitos micro-organismos levou à necessidade urgente de utilizar uma técnica 
alternativa que não proporcione resistência da microbiota, sugerindo, então, a TFD 
como um tratamento auxiliar no combate às infecções e por atuar seletivamente nas 
células-alvo enquanto não danifica as células adjacentes. 

O comprimento de onda é uma particularidade importante a ser evidenciada 
quando da realização da TFD para morte microbiana. Asnaashari et al. (2016) 
ratificaram essa informação, visto que propuseram, em seu estudo, uma eficácia 
maior para a destruição de E. faecalis quando o comprimento de onda situa-se 
próximo a 630nm. Neste estudo, o comprimento de onda da fonte de luz utilizada foi 
de 660nm, o qual apresentou elevada morte microbiana, estando de acordo também 
com o estudo de Foschi et al. (2007). 

O fotossensibilizador também é um importante item dentro da TFD, uma vez 
que ele se acoplará às células-alvo para, então, promover a morte microbiana. Nesta 
análise, o fotossensibilizador usado foi o azul de metileno a 0,1%, concordando com 
outros estudos que também o adotaram como corante para a realização da TFD, 
demonstrando uma potencial destruição da mesma espécie bacteriana aqui 
estudada (FOSCHI et al., 2007, MIRANDA et al., 2013, ASNAASHARI et al., 2016, 
AHANGARI et al., 2017). 

Como foi visto em vários estudos utilizando a TFD, houve uma expressiva 
redução na quantidade de E. faecalis. Assim sendo, pode-se afirmar que a TFD é 
uma terapia complementar de outros meios para que se possa estender e aumentar 
o grau de desinfecção do SCR e proporcionar longevidade do procedimento 
endodôntico. É necessário que estudos clínicos sejam realizados para que se possa 
conhecer e padronizar a TFD como sendo uma terapia da vivência odontológica. 

 
5 CONCLUSÕES 
 

O presente estudo sugere que a TFD é um meio eficaz quando da redução do 
potencial bacteriano de E. faecalis, podendo ser tomada como meio indutor 
coadjuvante para a destruição microbiana. 

O HC em sua forma pura apresentou diminuição na quantidade de cepas 
existentes. 

Por conseguinte, propõe-se, segundo mimetização no meio laboratorial, que a 
TFD é eficaz como auxiliar dos meios físicos e químicos utilizados no preparo do 
canal radicular para descontaminar o conteúdo séptico do seu interior. 
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8. Data availability statement. If there is a data set associated with the paper, please 
provide information about where the data supporting the results or analyses 
presented in the paper can be found. Where applicable, this should include the 
hyperlink, DOI or other persistent identifier associated with the data 
set(s). Templates are also available to support authors. 

9. Data deposition. If you choose to share or make the data underlying the study open, 
please deposit your data in a recognized data repository prior to or at the time of 
submission. You will be asked to provide the DOI, pre-reserved DOI, or other 
persistent identifier for the data set. 

10. Geolocation information. Submitting a geolocation information section, as a 
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publish supplemental material online via Figshare.  
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securing formal permission. If you wish to include any material in your paper for 
which you do not hold copyright, and which is not covered by this informal 
agreement, you will need to obtain written permission from the copyright owner prior 
to submission. 

Disclosure Statement 

Please include a disclosure statement, using the subheading “Disclosure of interest.” 
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organization. For a list of registries that meet these requirements, please visit 
the WHO International Clinical Trials Registry Platform (ICTRP). The registration of 
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an ethical and responsible manner, and is in full compliance with all relevant codes of 
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All authors are required to follow the ICMJE requirements on privacy and informed 
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Health and Safety 

Please confirm that all mandatory laboratory health and safety procedures have been 
complied with in the course of conducting any experimental work reported in your 
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that may be involved in carrying out the experiments or procedures you have 
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Please include all relevant safety precautions; and cite any accepted standard or 
code of practice. Authors working in animal science may find it useful to consult 
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