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RESUMO

Candida spp., micro-organismo encontrado como comensal do corpo humano, no
trato digestivo humano incluindo a cavidade oral, porém é dotado de atributos de
viruléncia e, sob determinadas condi¢cbes pode causar danos ao hospedeiro, sendo
assim, considerado patégeno oportunista. O processo de adesdo e invasao
microbiana é o resultado da interacdo destes atributos e das condi¢cbes
predisponentes do hospedeiro. Diversos produtos de origem vegetal mostraram ser
potencialmente interessantes, no que se refere a sua atividade antimicrobiana. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito in vitro dos extratos brutos das folhas da
erva-mate (llex paraguariensis), frente a leveduras do género Candida spp., assim
como 0 seu impacto em alguns atributos de viruléncia. No total foram avaliados dez
extratos, a partir de duas arvores, caracterizando dois grupos, Individuo 1 (I11) e
Individuo 2 (12) segundo diferentes ambientes de coleta em relacdo ao sol. O perfil
de susceptibilidade foi utilizado como triagem, do qual foram selecionadas espécies,
Candida albicans e C. krusei e dois extratos M2 e M7, obtidos com agua quente, a
fim de mensurar os principais fatores de viruléncias, relacionados com o perfil de
hidrofobicidade, adesdo e producdo de biofilme dessas leveduras. Os resultados
evidenciaram que os extratos de erva-mate exibiram comportamentos relevantes
frente Candida albicans e C. krusei diante dos atributos de viruléncia avaliados. Foi
observada nas duas cepas, por meio do teste de hidrofobicidade, uma reducéo na
capacidade de migracdo para o hidrocarboneto, caracterizando uma baixa afinidade
por superficies abibticas, o que pode ser notado pela diminuicdo na formacdo de
biofilme a 24 h, e nenhuma relacionada & adesé&o em resina acrilica. Por outro lado,
0 processo de adesdo em células epiteliais bucais (CEB) em C. albicans, mostrou
gue houve uma reducdo nao significativa na capacidade em aderir, mesmo que seu
perfil tende mais para afinidade em superficies bibticas. Este fato, possivelmente
esta relacionado com a alteracdo estrutural provocada pelos extratos, o que pode
ser bem visualizado pela microscopia eletronica de varredura (MEV), interferindo
nesse potencial. Este estudo com erva mate (llex paraguariensis), apresentou um
efeito antimicrobiano frente as espécies de C. albicans e C. krusei, assim como nos
principais atributos de viruléncia, reduzindo a capacidade em formar biofilme,
indicando uma possivel acdo de prevencdo contra candidoses orais. Assim, llex
paraguariensis pode ser uma fonte de pesquisa para novos agentes antimicrobianos
naturais.

Palavras—chave: llex paraguariensis, Erva-Mate, Candida spp., Fatores de
viruléncia, Resinas Acrilicas.
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ABSTRACT

Candida spp. are microorganisms found as commensals in the human digestive tract,
especially in the oral cavity, and under certain conditions, express virulence attributes
that can cause damage to the host, being considered as an opportunistic pathogen.
The process of microbial invasion and adhesion is the result of the interaction of
these attributes and the predisposing conditions of the host, thus understood. The
level of hydrophobicity of the cell surface of microorganisms is closely related to
pathogenicity. Several products of plant origin have been shown to be potentially
interesting with regard to their antimicrobial activity. The objective of this work was to
evaluate the effect of raw yerba mate extract (llex paraguariensis) on Candida
albicans and Candida non Candida albicans (CNCA) species and also its action
against the main virulence attributes. In total, five types of extracts of each individual
were used, characterized in two groups, as Individual 1 (11) and Individual 2 (I12)
according to the different collection environments in relation to the sun. Each group
used five different types of extracting liquid; cold water, hot water, 50% alcohol, 70%
alcohol and 96% alcohol. The susceptibility profile was used as screening, from
which two important strains, Candida albicans and C. krusei, and two extracts M1
and M2, obtained with hot water were selected, allowing to measure the main
virulence factors, related to the profile of hydrophobicity, adhesion and biofilm
production of these yeasts. The results evidenced that extracts of yerba mate
showed relevant behaviors against Candida albicans and C. krusei and also against
virulence factors evaluated. A reduction in hydrocarbon migration capacity was
observed in the two strains through the hydrophobicity test, characterizing a low
affinity for abiotic surfaces, which can be noticed by the decrease in biofilm formation
at 24h, and none related to adhesion in acrylic resin, which can be aided by the
extreme polish of the material. On the other hand, the process of adhesion in oral
epithelial cells (CEB) in C. albicans, showed that there was a non-significant
reduction in the ability to adhere, even if its profile walks more towards affinity on
biotic surfaces. Possibly related to the structural alteration caused by the extracts,
which can be well visualized by scanning electron microscopy (SEM), interfering in
this potential. Our study showed that the yerba mate (llex paraguariensis) had a good
antimicrobial effect against C. albicans and C. krusei species, as well as on the main
attributes of virulence, reducing the capacity to form biofilm. Indicating a possible
action of prevention against oral candidoses. However, llex paraguariensis is a
research source for novel natural antimicrobial agents

Keywords: llex paraguariensis, Yerva mate, Erva-mate, Candida, Virulence Factors,
Acrylic Resin
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|. CONTEXTUALIZACAO

Espécies de leveduras do género Candida, encontradas na microbiota oral,
correspondem aos isolados mais comuns entre as infeccbes humanas, pois sob
determinadas condi¢cdes predisponentes, podem tornar-se patogénicos e causar
aproximadamente 80% das infeccdes de origem flngica'. Esses micro-organismos
possuem notavel relevancia clinica, devido a alta frequéncia com que colonizam e
consequentemente infectam o ser humano, quando o sistema imune encontra-se
comprometido ou ocorre uma ruptura no balanco normal da microbiota 7. Dentre
Candida spp., C. albicans é o agente mais frequentemente isolado de infec¢des
superficiais e invasivas em diversos sitios anatdmicos. Pesquisas realizadas nos
Estados Unidos, concluiram que C. albicans foi a quarta causa de infeccdo da
corrente circulatéria em hospitais ® . Embora, estudos vém mostrando um aumento
percentual das espécies Candida ndo Candida albicans (CNCA), como Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei também tém sido
relatadas ®®*°. C. albicans é um fungo dimoérfico, que se apresenta sob formas

10 estando associado a

leveduriformes (blastoconidios) no estado saprobiético
colonizacdo assintomatica, ou como formas filamentosas (pseudo-hifas e hifas
verdadeiras), encontradas em processos infecciosos. Além disso, possui a
capacidade de adaptacéo a diferentes nichos bioldgicos, podendo ser considerado,

um organismo “pleomérfico” 3°.

Mesmo que o sistema imune do hospedeiro seja o principal fator responséavel pelo
equilibrio entre a transicdo de comensalismo a patogenicidade, varias caracteristicas
como a hidrofobicidade celular ou superficies abidticas, capacidade em aderir,
formar biofilme, entre outras tém sido indicadas como importantes fatores de
viruléncia. Estes, podem contribuir para a persisténcia da levedura na colonizagéo

bem como no desenvolvimento de infeccdes de origem fngica 3.

A habilidade de transicdo morfoldgica, ou seja, de formar tubos germinativos por C.
albicans tem sido sugerida como um dos fatores mais importantes de viruléncia.

Desta forma, as hifas tém maior capacidade de aderir e penetrar nas células
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14

epiteliais humanas do que os blastoconidios ™, representando uma resposta da

levedura e possibilitando sua adaptac&o a diferentes nichos biolégicos *°.

A hidrofobicidade de superficie celular (HSC) também tem sido relacionada ao

potencial patogénico de leveduras ***’

. Quando células hidrofébicas e hidrofilicas
sdo comparadas, as hidrofébicas aderem mais as superficies abioticas e a objetos
inanimados, assim como, sdo mais resistentes a fagocitose e tem maior capacidade
em formar tubos germinativos *’. A HSC no género Candida varia de acordo com as
condicdes de crescimento, morfologia celular e mesmo entre as diferentes espécies

17,18

do género Apesar de que alguns estudos mostrarem que leveduras

171920 Gutros estudos ndo

hidrofébicas sdo mais virulentas que as nao hidrofdbicas
encontraram uma correlacdo entre HSC e energia livre de superficie sobre a adeséo
de fungos, demonstrando que s6 a HSC da célula ndo é suficiente para a atividade

de adeso %+,

Os mecanismos de aderéncia destas leveduras aos tecidos humanos sao variados e
acontecem como resultado dos sistemas de reconhecimento celular Candida-
hospedeiro, que sdo extremamente complexos e envolvem uma variedade de
componentes ligantes-receptores ?°. A aderéncia das leveduras as células epiteliais
bucais (CEB) é reconhecida como um passo essencial na colonizacdo microbiana,
um evento chave na iniciacdo do processo patogénico, uma vez que a colonizagéo

prévia é aceita como fator predisponente ao processo infeccioso .

A capacidade de um micro-organismo aderir tem como consequéncia a formacao de
biofilmes, que ocorrem em resposta a uma variedade de condicbes como o
metabolismo da levedura, disponibilidade de nutrientes para a replicacao celular e a
superficie de contato, fatores ambientais, morfogénese e o tipo de espécie de

Candida envolvida na infecgéo **2%2°

. De maneira geral, o desenvolvimento de um
biofilme envolve quatro etapas: primeiro ocorre a adesao dos micro-organismos a
superficie; depois, uma formacao discreta de col6nias e organizacao de células; em
seguida ocorre a secrecdo de matriz extracelular (polissacarideos) e maturacdo de
uma estrutura tridimensional, e por Gltimo a disseminac&o de células %1% Desta
forma os biofiimes sdo massas diferenciadas de micro-organismos formadas em

superficies circundadas por uma matriz extracelular que apresentam alto grau de
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organizacéo *°. Os biofilmes por C. albicans s&o causa de infeccdes associadas a
dispositivos médicos, além de se comportarem como nichos protegidos de micro-
organismos, nao respondendo ao tratamento com antibiéticos e antifungicos, podem
criar uma fonte de infeccéo persistente 1. Outro fato preocupante, é que a formacéo
de biofilme desencadeia resisténcia antifingica e protecdo contra a defesa do
hospedeiro levando a uma importante repercusséo clinica *. Os biofilmes podem se
formar em inOmeras superficies, como teflon, plasticos, latex, silicone, e
especificamente na cavidade bucal sobre proteses totais e removiveis, dispositivos

283334 Estudos

de aparelhos ortoddnticos e superficies de restauracdes
epidemiologicos mostram que aproximadamente 70% dos portadores de proteses
dentais removiveis sofrem de estomatite protética. Assim, adesdo e formacdo de
biofilmes por C. albicans sdo consideradas como pré-requisitos essenciais para a
estomatite protética *. Além das diferentes formas de candidiase, essas leveduras
também podem estar envolvidas na etiologia de lesbes endoddnticas persistentes e
doencas periodontais 3¢%°. O biofilme dental apresenta intima relagdo com ma
higiene oral e com a colonizagdo por leveduras do género Candida. A remocao
mecanica constitui o método mais aceito para 0 seu controle, mas o uso de
coadjuvantes quimicos é bastante valioso “°. Pesquisas tém sido realizadas com
varias substancias em ensaios clinicos e laboratoriais com o objetivo de inibir o
crescimento de micro-organismos que causam doencas na cavidade bucal. Entre

estas substancias esta a solucdo de clorexidina **

, a qual € um composto eficaz
usado como antisséptico bucal devido a sua eficiéncia clinica sobre uma ampla
gama de micro-organismos na cavidade bucal ****. No entanto, a aplicacdo de
agentes antissépticos na cavidade bucal deve ser cuidadosamente acompanhada
devido a seus efeitos colaterais, apesar do conhecido beneficio destes agentes *.
Alguns efeitos s&o manchamento extrinseco no esmalte dentario e dorso lingual,
hiperplasia de papilas linguais, perda do sentido da gustacdo, descamacdes na

mucosa bucal, entre outras, sendo indicado somente por curtos periodos *4*°.

A procura por produtos naturais com atividade antimicrobiana tem merecido
destaque, principalmente com o advento de cepas multirresistentes e os efeitos
colaterais “°. Devido a grande demanda no uso de plantas medicinais, os estudos na

area estdo cada vez mais difundidos especialmente em relacdo aos testes de
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sensibilidade em micro-organismos de importancia em saude publica, onde tém sido
demonstradas diversas atividades para o0s extratos, entre elas, atividade
antimicrobiana *"*®. A Organizacdo Mundial da Satide incentiva o estudo de plantas
medicinais, tendo como finalidade avaliar cientificamente os medicamentos
fitoterapicos e os beneficios, além dos riscos do uso indevido *°. Estima-se que de
65 a 80% da populacdo mundial tenha nas plantas o principal recurso de
atendimento béasico & satde *°. Porém, o emprego de plantas medicinais para o
tratamento de algumas doencas tem sido apoiado pela classe meédica e por

programas oficiais de saude °*.

No campo odontoldgico, o interesse por pesquisas utilizando plantas medicinais tém
aumentado consideravelmente, devido a busca por novos produtos com melhor
atividade farmacoldgica, menor toxicidade e custos mais acessiveis a populagédo
235257 Desta forma, a utilizacdo de produtos naturais associada ao tratamento
preventivo poderia colaborar na reducdo de doencas que afetam o elemento

dentario .

7

llex paraguariensis St. Hil. (Aquifoliaceae), € uma planta subtropical nativa da
América do Sul, que se apresenta como uma arvore que pode atingir até 18 metros
de altura, popularmente denominada “mate”, “erva-mate” ou “yerba mate” *°. A erva-
mate era consumida pelos indigenas que habitavam a regido sul do Brasil antes
mesmo da chegada dos colonizadores, sendo sua propriedade estimulante ja

conhecida .

E encontrada principalmente na regido Sul da América do Sul,
Argentina, Paraguai, Uruguai, e Brasil. Neste pais € distribuida pelos estados do
Mato Grosso, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Apresenta
uma maior producéo na regiao sul do Brasil, especialmente no Rio Grande do Sul,
devido ao consumo tradicional do chimarrdo . No entanto, a partir do final da
tltima década do século passado, paises como Estados Unidos, Alemanha e Japéao

passaram a importa-la em uma taxa de aproximadamente 1.000 toneladas por ano
64

A producgédo da erva-mate, basicamente, é destinado ao uso de chimarrédo, tereré, ou
cha-mate. No entanto, esta erva pode ser empregada para varias finalidades, tais

como producdo de alimentos, cosméticos, medicamentos, perfumaria, sorvetes,
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produtos de higiene e limpeza, entre outras. A erva-mate destinada a fabricacéo de
bebidas, ndo € consumida na sua forma natural tal como obtida apos a colheita, mas
ao invés disso, € submetida a varias etapas de processamento antes de ser
empacotada e disponibilizada ao consumidor. As condi¢cdes para processamento
sdao muito variadas e dependentes do sabor desejado para as bebidas. Os
processos podem ser diferentes em funcdo do tempo e das temperaturas de
branqueamento e secagem, porém, as etapas do processamento total, geralmente

65

sdo as mesmas Entretanto tem estudos demonstrando que a atividade

antimicrobiana de extratos de folhas e ramos de erva-mate (llex paraguariensis)
pode sofrer interferéncia pela exposi¢do ou ndo ao sol %.

A planta caracteriza-se por apresentar uma composi¢cdo quimica complexa, com
elevada concentracao relativa de polifendis aos quais sdo atribuidas atividades
antioxidantes ® e, possivelmente, acdes preventivas contra doencas como cancer,

doencas cardiovasculares, entre outras °.

O perfil fitoquimico do llex
paraguariensis apresenta varias classes incluindo flavonoides, terpenoides,
metilxantinas, saponinas, taninos, carotenoides, aminoacidos, &cidos graxos,
carboidratos, proteinas, glicidios, vitaminas e minerais ®®®"3. Analises e estudos
sobre a erva-mate revelam diversas propriedades nutritivas e farmacéuticas tais
como: antioxidante, antimicrobiana, diurética, digestiva, cicatricial e estimulante,
conferindo um grande potencial de aproveitamento **’*"*. O uso da planta apresenta
algumas contraindicacdes como em casos de ansiedade, taquicardia, hipertenséao,

gastrites, Ulceras gastrintestinais e algumas doencas hepaticas .

No campo da microbiologia, pesquisas de atividade antimicrobiana utilizando
extratos de plantas medicinais apresentam cada vez maior importancia contra micro-
organismos patogénicos. Testes realizados com extratos de llex paraguariensis,
comprovaram o potencial antimicrobiano frente a uma variedade de bactérias, entre
elas Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Pseudomonas fluorescens °,

Staphylococcus spp *°, Streptococcus mutans ‘'8 Escherichia coli, Proteus

79-86

mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, e Staphylococcus epidermidis , também

apresentou atividade contra o virus do Herpes simplex tipo 1 e tipo 2 %,
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Em 2015, foi realizado um levantamento de extratos vegetais com acao anti-
Candida, onde concluiram que algumas plantas para ter acdo, necessitam de
concentracbes muito altas dos extratos, com pequenas inibicbes de
crescimento/eliminacdo destas leveduras, ocorrendo variagdes, principalmente,
quanto ao método de avaliacao, tipo de extrato, parte vegetal, e procedéncia dos
isolados fungicos, dentre elas se encontra llex paraguariensis apresentando

atividade contra C. albicans, utilizando folhas e ramos, e como solvente o etanol &,

Numa pesquisa realizada por De Biasi et al. ®° em C. albicans, bactérias gram
positivas e negativas, utilizando o método de difusdo de disco, observaram o efeito
antimicrobiano do extrato das folhas de erva-mate em concentragdes de 100 mg/mL

e 50 mg/mL utilizando como liquido extrator o etanol.

Considerando as propriedades medicinais do extrato de erva mate, estudos de
atividades antimicrobianas desta espécie podem ser de grande interesse para a

Odontologia.

Proposicéo
O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito in vitro dos extratos brutos das
folnas da erva-mate (llex paraguariensis), frente a leveduras do género Candida

Spp., assim como o seu impacto frente aos atributos de viruléncia.

Delineamento do estudo
Avaliou-se o efeito in vitro de extratos obtidos a partir das folhas da erva-mate (I.
paraguariensis), frente a leveduras do género Candida, onde foram desenvolvidos

0S seguintes ensaios laboratoriais:
Preparacao de diferentes extratos de ILEX;

Determinacédo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida
minima (CFM) sobre C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C.

krusei;

Avaliacédo do impacto sobre os seguintes parametros de C. albicans e C. krusei:
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- Microscopia eletronica de varredura (MEV);

- Hidrofobicidade de superficie celular (HSC);

- Capacidade de formacé&o de biofilme;

- Adesao em corpos de prova de resina acrilica;

- Adesao em superficies de células epiteliais bucais (CEB);
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) dos extratos;

Determinacdo da concentracdo inibitéria minima das substancias puras presentes

nos extratos M2 e M7 em diferentes concentracdes (CIM).

Os ensaios seguiram protocolo “adotado” pelo Laboratério de Micologia Médica do
Departamento de Analises Clinicas e Biomedicina da Universidade Estadual de
Maringa, os quais estdo descritos na secao Materiais e Métodos. As cepas de C.
albicans (ATCC 90028), Candida glabrata (ATCC 2001), Candida tropicalis (ATCC
40042), Candida parapsilosis (ATCC 22019) e Candida krusei (ATCC 40147)

utilizadas nos ensaios, foram fornecidas por este Laboratorio.

A erva-mate (llex Paraguariensis) foi fornecida pela fabrica Kovaleski Indastria de
erva-mate Ltda. — Chapecé SC, Brasil, na forma de folhas e ramos onde logo foi
obtido o extrato bruto, no Laboratério de Biologia Farmacéutica do Departamento de
Farmacia da Universidade Estadual de Maringa, Maringa, PR, Brasil. Os ensaios
foram realizados com as informacdes técnicas disponiveis, fornecidas por este
Laboratorio. Além disso, a caracterizacdo quimica dos extratos foi avaliada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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RESUMO

OBJETIVO: Avaliar o efeito de extratos vegetais de llex coletados de ambientes com
maior e menor exposicdo ao sol, frente a Candida albicans e Candida ndo Candida
albicans (CNCA), bem como avaliar o impacto destes sobre a viruléncia.
MATERIAIS E METODOS: Os extratos de ILEX foram obtidos a partir de diferentes
liquidos extratores. O teste de susceptibilidade foi usado como triagem para selecéo
de duas cepas e dois extratos para as demais avaliagdes. A partir destes resultados
foi avaliado o perfil de hidrofobicidade, adesdo em superficie de resina acrilica,
adesdo em células epiteliais bucais, e formacdo de biofilme, bem como o perfil
cromatografico. RESULTADOS: Os resultados evidenciaram que os extratos de
ILEX exibiram comportamentos relevantes frente C. albicans e C. krusei diante de
alguns atributos de viruléncia avaliados. No teste de hidrofobicidade foi observada,
uma mudanca para o perfil hidrofilico, tanto em C. albicans como em C. krusei, o que
pode ser notado pela diminuicAo na formacdo de biofilme em 24 h, mas néao
relacionada a adesdo em resina acrilica. Por outro lado, o processo de adesdo em
células epiteliais bucais (CEB) por C. albicans, mostrou reducdo nao significativa na
capacidade em aderir. O perfil cromatografico mostrou a presenca de cafeina e
acido clorogénico como substancias majoritarias em todos 0s extratos preparados.
CONCLUSAO: Este estudo mostrou que extratos de ILEX, tiveram efeito
antimicrobiano frente s espécies C. albicans e C. krusei, e sobre a viruléncia,
reduzindo a capacidade de formar biofilme relacionado a alteragfes na superficie
celular, indicando uma possivel acdo de prevencao contra candidoses orais. Assim,
llex paraguariensis pode ser uma fonte de pesquisa com potencial para novos
agentes antimicrobianos.

Palavras—chave: llex paraguariensis, erva-mate, Candida spp., fatores de viruléncia,
resina acrilica
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ABSTRACT

PURPOSE: To evaluate the effect of llex extracts collected from environments with
greater and lesser exposure to the sun, compared to Candida albicans and Candida
non Candida albicans (CNCA), as well as to evaluate their impact on virulence.
MATERIALS AND METHODS: ILEX extracts were obtained from different extractive
liquids. The susceptibility test was used as screening for selection of two strains and
two extracts for the other evaluations. From these results the profile of
hydrophobicity, surface adhesion of acrylic resin, adhesion in buccal epithelial cells,
and biofilm formation, as well as the chromatographic profile, were evaluated.
RESULTS: The results showed that the extracts of ILEX exhibited relevant behaviors
against C. albicans and C. krusei due to some virulence attributes evaluated. In the
hydrophobicity test, a change to the hydrophilic profile was observed in both C.
albicans and C. krusei, which can be noticed by the decrease in biofilm formation in
24 h but not related to the adhesion in acrylic resin. On the other hand, the process
of adhesion in oral epithelial cells (CEB) by C. albicans, showed a non-significant
reduction in the ability to adhere. The chromatographic profile showed the presence
of caffeine and chlorogenic acid as major substances in all prepared extracts.
CONCLUSION: This study showed that extracts of ILEX had an antimicrobial effect
against C. albicans and C. krusei species, and on virulence, reducing the ability to
form biofilm related to changes in the cell surface, indicating a possible prevention
action against candidoses Oral. Thus, llex paraguariensis may be a research source
with potential for new antimicrobial agents.

Key words: llex paraguariensis, erva-mate, Candida spp., Virulence factors, acrylic
resin
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1. Introducéo

llex paraguariensis St. Hil. (Aquifoliaceae), popularmente “erva-mate”, € uma planta
subtropical nativa da América do Sul. Ela é utilizada na regido Sul da América do

Sul, e consumida na forma de infuséo 3.

Andlises da composicdo de ILEX revelam a presenca de polifendis, xantinas,
derivados de cafeina, saponinas, flavonoides e minerais na sua composicéo *’, o

que pode conferir propriedades nutritivas e farmacéuticas ®*.

Ainda, estudos
demonstram que a atividade antimicrobiana de extratos de folhas e ramos de ILEX
pode sofrer interferéncia pela exposicdo ou ndo ao sol ***3. No entanto, poucos
estudos foram desenvolvidos para investigar a acdo antimicrobiana desses extratos

contra Candida spp.

As leveduras do género Candida sdo micro-organismos oportunistas associados a

14,15

infecgdes orais C. albicans é a espécie mais isolada, mas tem havido

mudancas nesse perfil com a emergéncia de C. Tropicalis, C. parapsilosis, C.

glabrata, e C. krusei, e com 0 aumento da resisténcia flngica ***°.

Embora a suscetibilidade das infeccbes por Candida spp. esteja relacionada com
alteracdes no sistema imunolégico e com o desequilibrio da microbiota, existem
fatores de viruléncia nas leveduras que podem contribuir para a adesdo e
colonizacdo delas, como habilidade de transicdo morfologica, hidrofobicidade de
superficie celular, capacidade de aderir na mucosa e superficies inertes, formacao
de biofilmes, entre outros ?>#. A adesdo das leveduras as células epiteliais bucais
(CEB) é reconhecida como um passo importante na coloniza¢cdo microbiana, e um
evento chave na iniciagdo do processo patogénico 23 Além deste, outros fatores de
viruléncia como capacidade de formar biofilme, hidrofobicidade da superficie celular

(HSC), podem influenciar na gravidade da infeccao 243,

Estomatites causadas por C. albicans afetam a maioria dos usuarios de protese

24,27,28,33,34

total, geralmente idosos com higiene bucal deficiente A remocao

mecanica consiste no melhor método para o seu controle, mas o uso de
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coadjuvantes quimicos é valioso *°. A resisténcia aos antifiingicos entre as espécies
de Candida spp. tem sido um problema crescente e ja foi detectada em diversos

estudos 637

. A aplicacdo de agentes antissépticos na cavidade bucal, como a
clorexidina, deve ser cuidadosamente acompanhada devido a seus efeitos

colaterais, apesar do conhecido beneficio deste agente **

Assim sendo, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de extratos vegetais de llex
coletados de ambientes com maior e menor exposicdo ao sol, frente a Candida
albicans e Candida ndo Candida albicans (CNCA), bem como avaliar o impacto

destes sobre a viruléncia.

2.Material e métodos

2.1. Material vegetal

As folhas de erva-mate (ILEX) foram fornecidas pela Fabrica Kovaleski Indastria de
erva-mate Ltda.- Chapec6é SC. Apls secagem e moagem o0s extratos foram
preparados no Laboratdrio de Biologia Farmacéutica, do Departamento de Farmacia
da Universidade Estadual de Maringa, Maringa, PR, Brasil. Foram obtidas amostras
de dois individuos, localizadas em posi¢des diferentes ao sol. Sendo o mais exposto
ao sol o individuo 1: latitude (S): 27°04’ 564", longitude (W): 52°37’ 701. E o menos
exposto ao sol o individuo 2: latitude (S):27° 09’ 564", longitude (W) 52° 37’ 713.

2.2. Perda por secagem das folhas de erva-mate
Para a determinacéo da perda por secagem, foram pesadas 5 g da folha do vegetal
e postas para secar a temperatura ambiente, sem a presenca de luminosidade. A

pesagem foi realizada diariamente até peso constante (n=5).

2.3. Preparacgéo do extrato bruto de erva-mate

A preparacao dos extratos de ILEX foi realizada a partir das folhas de dois individuos
(11 e 12) da coleta fornecida pela Fabrica Kovaleski Industria de erva-mate (tabela 1).
Os extratos brutos de ILEX foram obtidos a partir das folhnas moidas e preparados na

proporcao 10% (m/v) utilizando como liquido extrator, agua fria, agua quente, alcool
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50, 70 e 96%, em Ultra-turrax® (T-25), durante 20 min, com intervalos de 5 min.
ApOds, os extratos produzidos foram filtrados e concentrados em evaporador rotatorio
sob pressédo reduzida (<40 °C). Em seguida os extratos foram congelados,
liofilizados e armazenados em freezer (-20 °C) *. Para cada extrato foi preparado
uma solucdo estoque na concentragdo de 10 mg/mL, em agua destilada estéril.
Estas solugcbes foram avaliadas pelo método de microdiluicdo em caldo para a

determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM).

Tabela 1. Extratos de erva-mate preparados com diferentes liquidos extratores a partir dos

individuos 1 e 2.

Individuo 1 Liquido extrator Individuo 2 Liquido extrator
M1 Agua fria M6 Agua fria
M2 Agua quente M7 Agua quente
M3 Alcool 50% M8 Alcool 50%
M4 Alcool 70% M9 Alcool 70%
M5 Alcool 96% M10 Alcool 96%

2.4. Obtencéo das cepas e condi¢cdes de cultura

As cepas de Candida albicans (ATCC 90028), Candida glabrata (ATCC 2001),
Candida tropicalis (ATCC 40042), Candida parapsilosis (ATCC 22019) e Candida
krusei (ATCC 40147) foram obtidas do estoque de culturas de leveduras do
Laboratério de Micologia Médica da Universidade Estadual de Maringa, Maringa, PR,

Brasil.

2.5. Preparacéo das suspensdes de leveduras e determinacédo dos controles

As cepas foram reativadas 24 h antes de cada experimento em caldo YPD (1% yeast
extract, 2% peptone e 2% dextrose) dissolvido em agua destilada pH 6,5. Depois
foram cultivadas por 24 h em agar YPD (1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose,
2% agar). Apos estes periodos foram ressuspensas em tampéao salina fosfato (PBS)
(2,7 mM de KCI e 157 mM de NaCl em 10 mM de tampéo fosfato potassio). A
concentracdo de cada inoculo foi ajustada em hemocitémetro tipo Neubauer
(Sigma,USA).
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Para os ensaios de hidrofobicidade, as amostras foram reativadas em Caldo
Sabouraud Dextrose (CSD) (Sabouraud Dextrose Broth, Becton Dickinson France)
por 24-48 h a 30 °C, e ap0s, cultivadas em Agar Sabouraud Dextrose (SDA) (Agar
Sabouraud Dextrose, Becton Dickinson France) por mais 24 h a 35 °C. Em todos o0s

ensaios, as leveduras foram utilizadas com 24 h de crescimento apds seu cultivo.

Foram utilizados como controles, solugcdo de clorexidina na concentragéo final de
0,125% (digluconato de clorexidina 2%, FGM, Brazil) e PBS (tamp&o salina fosfato
(2,7 mM de KCl e 157 mM de NaCl em 10 mM de tampao fosfato potassio).

2.6. Determinacao de concentracdao inibitéria minima (CIM)

A CIM foi determinada pela técnica de microdiluicio em caldo, de acordo com o
protocolo M27-A3 do CLSI (Clinical and Laboratory Standars Institute) *°, com
algumas modificagBes para produtos naturais. Dez diluicbes em série dos extratos
ILEX foram preparadas a partir de uma concentracdo de 10 mg/mL e foram testadas
contra inéculo (INOC) a 5x10° UFC/mL. A solucdo de clorexidina (CLO) usada
como controle foi diluida a partir de uma concentracdo de 2%. Os ensaios foram
feitos em quadruplicata. Este teste foi utilizado como triagem, e a partir de seus
resultados foram selecionadas duas cepas C. albicans e C. krusei, e dois extratos de
ILEX, M2 (dgua quente do I1) e M7 (dgua quente do 12), como pode ser observado

na Tabela 2.

Tabela 2. Teste de susceptibilidade dos extratos de erva-mate (ILEX) contra C. albicans e

CNCA, utilizando cinco extratos de cada individuo (11, 12).

CIM (mg.ml'l)
CA CG CT CP CK
COMPOSTOS  (90028)  (2001) (750) (22019) (40147)

ID Liquido extrator

M1 Agua fria - - - 5 mg -
“ M2 Agua quente - 0,0098 mg - - -
o
~ M3 Alcool 50% - - 5 mg - 0,6 mg
> )
E M4 Alcool 70% - - - - 0,6 mg

M5 Alcool 96% - - - - 0,6 mg
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M6 Agua fria - 0,0098 mg 5mg - -
‘; M7 Agua quente - 0,0098 mg - - 0,3 mg
3 s Alcool 50% . i 5 mg i ]
2 Mo Alcool 70% - - 5 mg - 2,5mg
M10 Alcool 96% . 0,039 mg i i ]

Individuo 1: mais exposto ao sol
Individuo 2: menos exposto ao sol
CA: Candida albicans

CG: Candida glabrata

CT: Candida tropicalis

CP: Candida parapsilosis

CK: Candida krusei

2.7. Determinacao da concentracdo fungicida minima (CFM)

Cada in6culo do teste anterior que ndo apresentou crescimento e 0s controles
positivos foram subcultivados em placas de SDA, devidamente identificados. Apos
24 h de incubacdo a 35 °C, as leituras das CFM foram realizadas com base no
crescimento dos controles, sendo considerada CFM, a menor concentracdo da droga

que impediu crescimento visivel do subcultivo.

2.8. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

O estudo de alteracdes morfoldgicas e de populacdo em C. albicans e C. krusei,
tratadas com extratos de erva-mate (M2 e M7), foi realizado por MEV empregando-
se 0 equipamento FEI Quanta 200 (FEI Company, Holanda) com atmosfera de
vacuo de 10° torr. Ap6s o tratamento nas concentracbes de 625 pl, as amostras
foram incubadas por 60 min, 37 °C sob agitacdo. Em seguida, as amostras foram
fixadas em glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2% em tampao cacodilato de sédio
0,2 M, pH 7,2 e mantidas a temperatura de 4 °C por 24 h. Apés a fixagcdo primaria,
as amostras foram pos-fixadas em OsO, 1% por 1 h. O material fixado foi
desidratado em um gradiente de etanol (30, 50, 70, 90 e 100 °GL) e secas ao ponto
critico utilizando CO; liquido (BALTEC CPD 030, Critical Point Dryer, Alemanha). Em
seguida, as amostras foram montadas em suportes de aluminio com fita de carbono,
pulverizadas com um filme de ouro (BALTEC SDC 050, Sputter Coater, Alemanha) e
observadas em microscépio eletrbnico de varredura. As eletromicrografias foram

geradas em modo topograficos (elétrons secundarios) a 30 kV.
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2.9. Determinacdo da hidrofobicidade de superficie celular (HSC)
A HSC foi determinada pelo Teste de Adesao Microbiana a Hidrocarbonetos (MATH)

com algumas modificacdes *4%.

Em tubos de vidro foram adicionados o inéculo (INOC) (350 pL; 1- 2x10° UFC/ mL)
mais extrato de ILEX (350 uL; concentracao final a 10 mg/mL); ou solucdo de CLO
(350 pL; concentragao final a 1,125%); ou PBS (350 pL). Na sequéncia, 100 pL
foram transferidos da suspenséo de cada tubo, para uma microplaca de 96 pocos
(Nunclon, Denmark) e foi realizada uma leitura inicial por densidade o6tica (DO) a 0,5
em 620 nm em leitora de microplaca (Expert plus — ASYS,UK). Para cada um dos
trés tubos de vidro contendo a suspenséo restante (600 uL), foram adicionados 150
uL de n-hexadecano (Sigma, EUA). Cada tubo foi agitado por 3 min em agitador de
tubos (Vortex AP 56- Phoenix Brasil) para que todas as leveduras entrassem em
contato com a parte hidrofilica e hidrofébica. Os tubos foram deixados em repouso
por 15 min, para que ocorresse a separacdo de fases. Foram pipetados 100 pL da
fase aquosa de cada tubo para outra microplaca. Foi realizada a segunda leitura
(final) da DO sob as mesmas condi¢des. Os testes foram feitos em triplicata e tubos
sem leveduras foram utilizados como controle. A porcentagem de HSC foi dada

através da seguinte férmula:

LEITURA FINAL
LETURAINICIAL < 100 — %

Interpretacéo: Valores E<50% foi considerada hidrofobica (Ho); E>50% = hidrofilica

(Hi).

2.10.Formacéo de biofilme

A capacidade de produzir biofilme foi avaliada segundo a metodologia de Shin et al.
(2000)* com algumas modificagcdes. Em cada poc¢o de uma microplaca de 96 pocos,
em triplicata, foi adicionado o in6culo (20 pL; 1- 2x10°) suplementado com 160 pL de
SDB glicosado (8% glicose) mais ILEX (20 pL); ou CLO (20 uL); ou PBS (20 pL). A
microplaca foi incubada por 24 h a 37 °C sob agitacdo continua a 50 rpm (Shaker NT
712).
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Em seguida foram realizadas duas lavagens com agua destilada e leitura na leitora
de microplacas a 405 nm (Expert plus - ASYS, UK). Para quantificar o biofilme foi
subtraido o valor da DO convertido em transmitéancia (T) do valor do controle
negativo (sem producao de biofilme) e seguiu a seguinte escala de interpretacao:
negativo (% T<5),1+(%T5a20),2+ (% T20a35),3+(%T34a50),4+(%T=
50).

2.11. Adesé@o em superficie de resina acrilica

O ensaio de adesdo sobre superficie de resina acrilica foi realizado de acordo a
técnica de contagem das unidades formadoras de colénias (UFC), proposta por
Samaranayake e McFarlane (1980) ** com adaptacdes.

Foram confeccionados corpos de prova em resina acrilica termopolimerizavel de 5x5
mm, fabricados com uma lamina de cera (Epoxiglass, Brasil). As laminas foram
inseridas em gesso pedra tipo Il (Herodent Soli-Rock; Vigodent, Brasil), utilizando
uma mufla (Uraby; DLC, Brasil), para polimerizacao pelo calor. Depois do gesso ser
fixado completamente, as muflas foram fervidas durante 5 min para amolecer e
eliminar a cera. A resina acrilica foi embalada e seguiu-se as recomendacdes do
fabricante para polimerizacdo com banho-maria. Depois do ciclo de polimerizagéo,
todas as amostras receberam o mesmo tratamento de acabamento e polimento.
Estes foram polidos usando papéis de 6xido de aluminio (220-320, e 400-grit,
sequencialmente). Para polimento mecéanico, uma roda de escova (TMP-200;
Equilam, Brasil), com pasta de pedra-pomes e um cone de feltro com pé de giz
(Branco-Rio, Brasil) foram utilizados. Todas as amostras foram polidas pelo mesmo
operador e expostos aos mesmos procedimentos, como cada passo de polimento
mecanico foi realizada durante 1 min em cada superficie. Todos 0s espécimes foram
imersos em agua destilada a 37 °C por 12 h para a liberacdo de monémero residual.

Foram confeccionados trés corpos de prova para cada grupo avaliado.

Os corpos de prova foram esterilizados e hidratados com agua destilada, e foram
colocados em pocos de microplaca de 24 pocos (Nunclon, Delta, Denmark). Em
cada poco, além do corpo de prova foi adicionado o INOC (500 pL; 1-2 x 10°) mais
ILEX (500 pL), ou CLOR (500 pL) ou PBS (500 pL).
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As microplacas foram incubadas por 60 min a 37 °C sob agitagédo continua a 50 rpm.
Em seguida, os corpos de prova foram lavados trés vezes com PBS para remocéo
de micro-organismos fracamente aderidos ou nédo aderidos, e transferidos para tubos
de ensaio de vidro com PBS (2 mL) e pérolas de vidro (1 g) (1-2 mm de diametro,
Roni Alzi Scientific Glass). Foram agitadas durante 1 min em agitador de tubos para
desprendimento das leveduras fortemente aderidas as superficies da resina. Desta
suspensao foi feita a inoculacdo em placas de Petri contendo SDA. As placas foram
incubadas a 37 °C por 18 h e em seguida foi realizada a contagem visual do niamero
de col6nias. Os valores foram expressos pela média de células de Candida spp.

aderidas por mm?2.

2.12. Adeséao em Células Epiteliais Bucais (CEB)

C. albicans foi cultivada em Yeast Nitrogen Base (YNB) (Difco, USA) suplementada
com 50 mM de galactose e incubada a 37 °C por 24 h. Em seguida, lavada trés
vezes em PBS e ressuspensa no mesmo tampao para obtencédo e ajuste do indculo.

Foram coletadas CEB da mucosa bucal de uma voluntéria saudavel e depositadas
em tubo de ensaio contendo 10 mL de PBS. Essa suspensao foi lavada trés vezes
em PBS por centrifugacdo a 3000 rpm por 10 min. O sedimento obtido foi
ressuspenso em PBS para obtencédo e ajuste da suspenséo de CEB, segundo Irie et
al. (2006) **.

Em tubos de ensaio de plastico foram adicionados & suspenséo de CEB (500 uL; 10°
cél/mL) e o INOC (250 pL; 1-2x10°) mais ILEX (250 pL), ou CLO (250 pL), ou PBS
(250 pL). Em seguida, os tubos foram incubados por 1 h a 37 °C em agitacao
continua a 70 rpm. As células da suspensado foram entdo, lavadas cinco vezes com
PBS por centrifugacdo a 3000 rpm por 10 min, obtendo-se um sedimento de CEB
com ou sem leveduras aderidas e preparadas sobre laminas de vidro. Foram fixadas

com cristal violeta e coradas pela técnica de Papanicolau.

A capacidade de ades&o foi analisada em microscopio 6ptico (Nykon®, 400X). A
avaliacdo foi realizada por uma Unica examinadora, em campos microscopicos sem
sobreposicdo de CEB ou artefatos de coloracdo. Foram consideradas aderidas as

leveduras que apresentam nitida interacdo com as CEB, evidenciadas por um halo
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claro ao seu redor. Foram realizadas duas contagens independentes. Primeiro,
foram contadas quantas leveduras aderiram as CEB, onde foi obtida a porcentagem
de células que tiveram leveduras aderidas e depois foram contadas quantas
leveduras aderiram a cada célula, obtendo o nimero médio de leveduras aderidas
por célula. Todos os resultados foram expressos pelos valores médios entre as
repeticdes de cada ensaio.

2.13.Cromatografia liquida alta eficiéncia (CLAE)

Foram realizadas analises para a determinacéo do perfil cromatografico dos extratos
aquosos M2 e M7 utilizando o sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com detector UV/Vis. Utilizou-se como fase estacionaria uma coluna C18
(Coluna Onyx Monolitic 100x4,6 mm), com particulas de 5 micrdbmetros. Como fase
movel foi utilizado agua e acido formico (pH 2,5) como solvente A, e acetonitrila e
acido formico (pH 2,5) como solvente B. Para as analises foi utilizado o gradiente: O-
3 min 20%B; 3-8 min 25%B; 8-15 min 27%B; 15-20 min 28%B; 20-25 min 29%B; 25-
30 min 32%B; 30-35 100%B; 35-37 min 100%B. A coluna foi estabilizada a 28 °C, e
a leitura no UV/Vis foi realizada no comprimento de onda de 280 nm. As solucdes
das amostras M2 e M7 foram preparadas numa concentracao de 1 mg/mL e filtradas
em filtro de poro de 0,5 micron (seringa para injec&o no sistema de 20 pL) **. Para a
curva de calibracdo foram preparadas concentracdes de 1, 2, 4, 8, 16, 32 e 64
mg/mL dos padrdes de cafeina e &cido clorogénico, obtendo-se as concentracfes

destas substancias nas amostras M2 e M7.

2.14. Avaliacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) substancias puras em
cafeina e acido clorogénico

A CIM foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo, de acordo com o
protocolo M27-A3 do CLSI (Clinical and Laboratory Standars Institute) *° , com
algumas modificacbes para produtos naturais. Dez diluicbes em série das
substéancias cafeina (C), acido clorogénico (AC), e suas misturas nas proporcdes de:
C 4:1 de AC e C 1,7:1 AC, foram preparadas a partir de uma concentracao de 10
mg/mL e foram testadas contra inéculo (INOC) a 5x10° UFC/mL. Os ensaios foram

feitos em quadruplicata
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2.15. Anédlise estatistica
Os resultados foram analisados por ANOVA e teste Tukey para mudltiplas
comparacoes. O nivel de significancia foi fixado em 5% e os testes foram feitos pelo

GraphPad Prism 6, verséo 6.01.

3.Resultados

3.1. Concentracdo inibitoria minima (CIM)

As atividades antimicrobianas dos extratos de ILEX diluidas em &gua estédo
dispostas na tabela 3. O extrato M7 inibiu o crescimento de C. krusei na
concentracédo de 0,3 mg, ndo ocorrendo 0 mesmo resultado com o extrato M2, que
sao diferentes em apenas a disposicdo da planta a exposi¢ao do sol. Em relagdo a
C. albicans houve crescimento nos dois extratos testados. A CLO utilizada como

controle, inibiu o crescimento de leveduras na concentracdo de 0,125%.

Tabela 3. Concentracdo inibitdria minima dos extratos M2 e M7 de erva-mate (llex

paraguariensis).

Compostos MIC (mg.mL™)
ID Liguido extrator CA (90028) CK (40147)
M2 Agua quente - -
M7 Agua quente - 0,3 mg

3.2. Microscopia eletrénica de varredura, anélise em C. albicans e C. krusei.
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Candida albicans

Figura 1. Eletromicrografias obtidas em MEV de C. albicans tratadas com diferentes
extratos de erva-mate (M2 e M7) na concentracdo de 625 pug/mL. a: C. albicans nao tratada
(controle) em 1600 x. b: C. albicans n&o tratada (controle) em 12000 x. c: C. albicans
tratada com o extrato M2 em 1600 x. d: C. albicans tratada com o extrato M2 em 12000 x. e:
C. albicans tratada com o extrato M7 em 1600 x. f: C. albicans tratada com o extrato M7 em
12000 x.
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Candida krusei

Figura 2. Eletromicrografias obtidas em MEV de C. krusei tratadas com diferentes extratos
de erva-mate (M2 e M7) na concentracao de 625 pg/mL. a: C. krusei ndo tratada (controle)
em 1600 x. b: C. krusei ndo tratada (controle) em 12000 x. c: C. krusei tratada com o extrato
M2 em 1600 x. d: C. krusei tratada com o extrato M2 em 12000 x. e: C. krusei tratada com o
extrato M7 em 1600 x. f: C. krusei tratada com o extrato M7 em 12000 x.

3.3. Formacgéo de biofilme
A exposicdo de C. albicans aos extratos de ILEX provocou uma diminuicdo na

capacidade de produzir biofilme em 24 h, (de 4+ para 3+ e 2+). Assim mesmo,
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ocorreu uma diminuicdo em cepas de C. krusei (de 3+ para 2+), sendo 4+ a

quantidade maxima segundo os escores propostos por Shin 3 (Tabela 4).

Tabela 4. Formacéo de biofilme (Shin, 2002), antes e ap6s exposicao dos extratos de erva-mate
(ILEX).

Candida albicans Candida krusei
PBS 4+ 3+
CLO 3+ 2+
M2 2+ 2+
M7 3+ 2+

3.4. Hidrofobicidade de superficie celular (HSC)

C. krusei apresentou inicialmente um perfil hidrofébico, que apds a exposi¢cdo aos
extratos M2 e M7 diminuiu a porcentagem de células que migraram para 0 n-
hexadecano, ou seja, as leveduras se tornaram hidrofilicas, sendo estatisticamente
significativo (p<0,05). Por outro lado, C. albicans apresentou inicialmente um perfil
hidrofilico, que foi mantido, ndo houve uma diferenca estatisticamente significante
(p=0,999), ndo alterou a porcentagem de células que migraram para 0 n-hexadecano

apoés a exposicao aos extratos M2 e M7 de ILEX (Figura 1).

Candida krusei Candida albicans
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Figura 3. A) Influéncia do extrato de ILEX sobre C. krusei (p<0,05) e B) C. albicans (p>0,05)
considerando o perfil de hidrofobicidade em superficie celular (HSC). Teste Anova.

3.5. Adesédo em superficies de resina acrilica
A exposicao de C. krusei aos extratos M2 e M7 de ILEX levou a uma reducao da
adesdo da levedura a resina acrilica embora o resultado ndo seja estatisticamente

significativo (p=0,999). Ja a exposicdo de C. albicans aos extratos M2 e M7 de erva-
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mate ndo alterou a adeséo desta levedura a resina acrilica. Por outro lado, a solugéo

de clorexidina provocou uma diminuicdo significativa das leveduras a resina acrilica

(Figura 2).
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Figura 4. Perfil de adesado de A) C. krusei e B) C. albicans sobre superficie de resina acrilica apos

exposicdo ao PBS, extrato de ILEX e CLO (p>0,05). Teste Anova.

3.6. Adesdo em CEB

Os extratos de ILEX M2 e M7 provocaram uma redugdo tanto na porcentagem de

leveduras aderidas as CEB (de 28 para 21,5 e 24), quanto no nimero médio de

leveduras aderidas por célula (de 2,05 para 1,76 e 1,81) (p<0,001). Visto ao

microscopio oOptico (MO) foram observadas alteragcdes nas estruturas, e maior

filamentacdo das leveduras aderidas quando expostas aos extratos M2 e M7. Apos

exposicdo a solucao de CLO houve uma reducao significativa na porcentagem de

CEB que tiveram leveduras aderidas (de 28 para 9,5) (Tabela 5, Figura 5).

Tabela 5. Perfil de aderéncia de C. albicans sobre células epiteliais bucais, (Teste Tukey).

Perfil de aderéncia de C. albicans sobre células epiteliais bucais (CEB)

% N°+DP
PBS 28 2.05+£0.71
CLO 9.5 1.92+0.02
M2 21.5 1.76+0.05
M7 24 1.81+0.06

p
P12< 0.0033

P12<0,0033
P13< 0.0008
P14<0.0013

Testes de Tukey e ANOVA

% = porcentagem de células que tiveram leveduras aderidas
N° = nimero médio de leveduras aderidas por célula

DP= desvio padréo

p = valores de p de N°
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Candida albicans
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Figura 5. Perfil de aderéncia de C. albicans sobre CEB

3.7. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O estudo da composicdo quimica dos extratos de ILEX por meio da cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) apresentou maior concentracdo de cafeina (C) e
acido clorogénico (Ac). Assim, a area dos picos para o M2: 28899 de cafeina,
8547,45 de ac. Clorogénico, e para o M7: 34937,92 de cafeina, 4249,99 de ac.
clorogénico (Figura 6). Comparando os dois extratos, foi feita a curva de calibragéao
onde foi utilizada a equacdo da reta dos compostos cafeina e acido clorogénico,
para a obtencdo da concentracdo em cada extrato. O M7 apresentou uma
concentracdo de cafeina de 30.61 uL/mL, e o acido clorogénico 7, 67 uL/mL (4:1), e
0 extrato M2 apresentou uma concentracdo de 25,55 pL/mL de cafeina e 15,07

puL/mL de acido clorogénico (1,7:1) (Figura 7).
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Figura 6. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A) Extrato M2, propor¢éo de 1,7 de cafeina
para 1 de &c. clorogénico e B) extrato M7, proporcdo de 4 de cafeina para 1 de ac. Clorogénico.
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CURVA CAFEINA CURVA AC CLOROGENICO
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Figura 7. Curva de calibracdo e equacédo da reta dos compostos cafeina e acido clorogénico.

3.8. Concentragcdo inibitéria minima das fracfes contidas em maior
concentracdo nos extratos selecionados (CIM).

As atividades antimicrobianas dos compostos cafeina, acido clorogénico e as
misturas nas concentragdes encontradas no extrato M2 e M7 foram diluidas em
agua e estao dispostas na tabela 6. A cafeina inibiu o crescimento de C. albicans na
concentracdo de 0,6 mg e em C. krusei na concentracdo de 0,3 mg. O acido
clorogénico inibiu o crescimento de C. krusei numa concentracédo de 0,009 mg, ndo
entanto, ndo inibiu o crescimento em C. albicans. Na proporcdo de 4C:1Ac, os
compostos inibiram o crescimento tanto de C. albicans como C. krusei, ocorrendo o
mesmo resultado na proporcao de 1,7C:1 Ac. (Tabela 6), porém com maior atividade

nesta ultima.

Tabela 6. Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos compostos: cafeina, &cido clorogénico, e
as misturas de 4:1 de cafeina, e 1,7:1 de cafeina, simulando as concentra¢cdes das fracdes

encontradas nos extratos M7 e M2 respectivamente

Identificacdo CA (90028) CK (40147)
Cafeina (C) 0.625 mg 0.312 mg

Acido clorogénico (Ac) - 0.00976 mg
Proporcéo de C 4:1 de Ac 0.625 mg 0.156 mg

Proporcéo de C 1,7:1 de Ac 0.312 mg 0.078 mg
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4. Discussao

A incidéncia de infeccbes fungicas por leveduras do género Candida tem aumentado
nos ultimos anos, e C. albicans, residente da microbiota oral, ainda continua sendo a
espécie mais frequentemente isolada de infec¢des superficiais e invasivas em

diversos sitios anatdmicos 3%

No entanto, espécies CNCA, tem representado
importante emergéncia nas infeccées de origem fangica'®. O restrito arsenal de
antifangicos disponivel, combinado ao aumento na incidéncia de infec¢Bes e
desenvolvimento de espécies resistentes, tem-se necessitado a busca por novas
estratégias de prevencao e tratamento®. Assim o presente estudo avaliou o efeito in
vitro de ILEX como um possivel agente antifingico, contra seu crescimento e fatores

de viruléncia.

Produtos naturais com atividade contra micro-organismos tém sido descobertos,
dentre esses, a llex paraguariensis St. Hil. (Aquifoliaceae), denominada
popularmente “erva-mate”, € uma planta subtropical nativa da América do Sul. Ela é
utilizada na regido Sul da América do Sul, e consumida na forma de infusdo 3. A
ILEX tem recebido importante atencdo de pesquisadores, por diversas atividades
farmacoldgicas e baixa toxicidade, visto que, € um vegetal de uso rotineiro da
populacdo. Assim, até onde sabemos, este é o primeiro estudo que propde avaliar o
efeito antimicrobiano da ILEX frente aos atributos de viruléncia de leveduras do
género Candida, embora tenha artigos avaliando o efeito antimicrobiano frente a

diversas bactérias e virus 1% 12482,

Nosso primeiro passo foi avaliar a suscetibilidade das espécies do género Candida
aos extratos de ILEX obtidos por diferentes formas de extragdo. Podemos observar
variado perfil, salientando atividades inibitérias frente a CNCA, o que pode ser
atribuido a variacdo da composicao quimica de cada extrato avaliado, influenciado
possivelmente pela variacdo na exposicédo do sol nos individuos 1 e 2. No teste de
susceptibilidade aos extratos, obteve-se melhor resultado com o Individuo 2 (menor
exposicdo ao sol), na atividade contra C. krusei, (tabela 3) levedura que tem
demonstrado baixa sensibilidade ao fluconazol *’. O resultado concorda com o

trabalho realizado por de Biasi et al. (2009) *?, utilizando extrato de ramos de ILEX
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sem exposicao ao sol onde apresentou melhor atividade antifingica. Véarios estudos
diferem sobre quais sdo os compostos que podem contribuir para essa atividade
antimicrobiana, mas os principais compostos encontrados incluem o acido caféico,
acido clorogénico, cafeina, canferol, quercetina, acido quinico, rutina e teobromina
810 Qutros estudos tem demonstrado que extratos de ILEX possuem principalmente
altos niveis de polifenéis (ac. clorogénico) e xantinas (cafeina e teobromina) >®. O
que concorda com o teste CLAE feito neste trabalho, demonstrando maior
concentracdo de cafeina e acido clorogénico. Sung Lee et al (2010)®*, sugeriu que o
acido clorogénico pode exercer atividade antifangica frente a determinadas
leveduras patogénicas ao interromper a estrutura da membrana celular sem
qualquer efeito hemolitico nos eritrécitos humanos. Igualmente no trabalho realizado
por de Lee et al. (2008) *8, o &cido clorogénico também inibiu o crescimento de C.
albicans. No teste de susceptibilidade aos compostos de cafeina, acido clorogénico,
e as misturas desses compostos nas propor¢cdes de 1,7C:1Ac e 4C:1Ac,
demonstraram um efeito antimicrobiano frente C. albicans e C. krusei em diferentes
concentracfes. Obtendo melhores resultados com o acido clorogénico. Os trés
principais compostos: cafeina, &cido ursdlico e acido clorogénico encontrados por
Kubo et al (1993)*° em ILEX, n&o demostraram atividade frente a bactérias G+ e G-
na concentragcdo de 400ug/mL. Outro trabalho realizado por Puupponen-Pimia et al
(2001)° demonstrou que a cafeina e &cido clorogénico na forma pura apresentaram

atividade contra bactéria G-.

De Biasi et al. (2009) *? | avaliaram a atividade antimicrobiana das folhas e ramos de
ILEX contra micro-organismos, incluindo C. albicans. A técnica utilizada foi de
difusdo de disco em concentracbes de 50 e 100 mg/mL, e demonstrou atividade
antimicrobiana contra C. albicans. Neste estudo os extratos de ILEX n&o
apresentaram atividade antimicrobiana contra C. albicans na concentracdo de 10
mg/mL, o que poderia ser explicado pela utilizacdo de baixa concentracdo. No
entanto, oS mesmos extratos utilizados apresentaram atividade contra C. krusei.
Além disso, na MEV pode-se observar que as leveduras C. albicans e C. krusei em
contato com os extratos, sofreram uma alteracdo significativa na estrutura, mesmo
nao atuando como fungicida, pode-se dizer que 0s extratos testados ocasionaram

51

algum efeito nas leveduras (figura 1 e 2). Girolometto et al. (2009) ° avaliando



52

diferentes métodos para extracdo de principios ativos de ILEX, verificaram que
independente do micro-organismo testado, a alcoolatura (folhas verdes em etanol
absoluto) apresentou melhor atividade antibacteriana. No entanto, comparando com
0 presente estudo utilizando diferentes liquidos extratores ndo apresentou variacao

em relacdo ao alcool na atividade antimicrobiana.

O processo de adesédo de C. albicans é complexo e envolve fatores biologicos e ndo
biologicos. Variagbes na superficie das leveduras exercem um papel critico no
processo de adesdo **. Além disso, fatores como higiene bucal deficiente, baixo pH
na cavidade bucal, dieta rica em carboidratos, superficie da célula fangica
constituida principalmente de nanoproteinas e [-glicanos, hidrofobicidade de
superficie celular, a energia livre de superficie do substrato envolvendo forcas
eletrostaticas de atracdo e repulsdo, a rugosidade da superficie da resina acrilica

interferem na ades&o e colonizacdo por C. albicans.'#%426:28:29

No presente trabalho, tanto em C. albicans quanto C. krusei no teste de HSC
apresentou uma reducdo na HSC, sugerindo uma baixa afinidade por superficies
abidticas. O que difere do comportamento do guarana.>®, onde houve um aumento
da HSC em C. albicans. A HSC contribui para interacfes hidrofébicas entre as
células e as superficies, por esse motivo € considerada um fator importante para a
adesdo de C. albicans a superficies inertes®®. Panagoda et al. °, encontraram
correlacdo estatisticamente significante entre HSC e a adesédo de C. albicans nas

CEB e nas superficies de resina acrilica.

A formacdo de biofilme, apds exposicdo aos extratos de erva-mate frente a C.
albicans e C. krusei, provocou uma diminuicdo na capacidade de produzir biofilme
em 24 h relacionada a alteracbes evidentes na superficie celular, o qual pode-se
observar na microscopia eletrdnica de varredura. Neste estudo ndo encontramos
uma correlacdo do teste de HSC com adeséo de leveduras de C. albicans a CEB, o
que concorda com o trabalho de Gasparetto et al (2004) *°, demonstrando que a

HSC sozinha né&o é suficiente para a atividade de adeséao.

Existem poucos estudos sobre atividade antimicrobiana de extratos de erva-mate

contra Candida spp. porém a ampliacdo de estudos sédo necessarios. No entanto, a
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descoberta de plantas com potencial terapéutico torna-se cada vez mais importante,
pois ha necessidade de novos compostos com potencial antimicrobiano. Levando
em consideracdo os resultados deste estudo sugere-se que novos estudos sejam

realizados com extratos de erva-mate.

5. Concluséao:

Este estudo mostrou que extratos de ILEX apresentaram efeito antimicrobiano frente
espécies de C. albicans e C. krusei, assim como nos principais atributos de
viruléncia, reduzindo a capacidade de formar biofilme relacionado a alteracdes
evidentes na superficie celular. Indicando uma possivel acdo de prevencédo contra
candidoses orais. Assim, llex paraguariensis € uma fonte de pesquisa para novos

agentes antimicrobianos naturais.
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Legenda de Figuras

Figura 1. Influéncia do extrato de erva-mate sobre A) C. albicans e B) C. krusei

considerando o perfil de hidrofobicidade em superficie celular (HSC). Teste Anova

Figura 2. Perfil de adesdo de C. albicans e C. krusei sobre superficie de resina

acrilica ap6s exposicdo ao PBS, extrato de erva-mate e clorexidina. Teste Anova

Figura 3. Imagens de MEV de C. albicans. A) e D) Crescimento normal de
leveduras. B) E) C) e F) Leveduras ap06s o contato com os extratos M2 e M7.
Observa-se uma aparente diminuicdo no crescimento das leveduras, e a maior

aumento (12000x) uma visivel alteragcdo no formato das leveduras

Figura 4. Imagens de MEV. Leveduras de C. krusei, A) e D) Crescimento normal de
leveduras. B) E) C) e F) Leveduras apdés o contato com o0s extratos M2 e M7.
Observa-se uma diminuicdo aparente no crescimento das leveduras, e a maior

aumento (12000x) uma visivel alteracdo no formato das leveduras
Figura 5. Perfil de aderéncia de C. albicans sobre CEB.
Figura 6. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Figura 7. Curva de calibracdo e equacdo da reta dos compostos cafeina e &cido

clorogénico
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Legenda de Tabelas

Tabela 1. Extratos de erva-mate preparados com diferentes liquidos extratores a

partir dos individuos 1 e 2.

Tabela 2. Teste de susceptibilidade dos extratos de erva-mate (ILEX) contra C.

albicans e CNCA, utilizando cinco extratos de cada individuo (11, 12).

Tabela 3. Concentragdo inibitéria minima (CIM) dos extratos de erva-mate (llex

paraguariensis).

Tabela 4. Formacé&o de biofilme (Shin, 2002), antes e ap0s exposicdo dos extratos

de erva-mate, e clorexidina.
Tabela 5. Perfil de aderéncia de C. albicans sobre CEB.

Tabela 6. Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos compostos: cafeina, acido
clorogénico, e as misturas de 4:1 de cafeina, e 1,7:1 de cafeina, simulando as
concentracdes das fragdes encontradas nos extratos M7 e M2 respectivamente.



62

APENDICES

APENDICE A. Preparacéo do extrato bruto de erva mate.

Figura 1. Separacdo das Figura2. Secagem das folhas Figura 3. Trituracdo das
folhas e talhos folhas

Figura 4. Preparacdo do Figurab. Filtracdo do extrato de Figura 6. Rotaevaporacdo do
extrato erva mate. extrato de erva mate.



Figura 8. Armazenamento dos extratos em
frasquinhos de vidro com identificacao

Figura 9 — 10. Preparo dos extratos para os ensaios com agua destilada

APENDICE B. Candida spp. e condi¢cBes de crescimento

Figura 11. Crescimento das cepas em &gar Figura 12. Preparo do Ind6culo 24 h antes
inclinado de Candida sp, apés cultivo de 24 h  do experimento.
a 37° C na estufa.
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Figura 13. Crescimento das cepas em Caldo Figura 14. Lavagens dos in6culos com agua
Sabouraud a 37 °C. destilada.

APENDICE C. Ensaio de Hidrofobicidade de superficie celular (HSC)

Figura 16. Tubos apés adicdo do n-hexadecano, retirada da fase aquosa e pipetada para uma
microplaca de 96 pogos.

Figura 15. Placa de 96 pocos
utilizada no ensaio de




APENDICE D. Ades&o em células epiteliais bucais (CEB)
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Figura 17. Microscopio Figura 18. Adesao de C. albicans na CEB (Microscopio 6ptico).
Optico de luz invertida A)controle B) Apds extrato de erva mate

usado na contagem de
UCF/campo do ensaio de
adesdo em CEB.

APENDICE E. Ades&do em superficies de resina acrilica

Figura 19. Pipetagem do extrato Figura 20. Placa de 24 pocos
de erva mate para uma placa de com corpos de prova em
24 pogos com corpos de prova resina acrilica

em resina acrilica

APENDICE F. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Figura 21. In6culo
inserido em gotas em
SDA, apdés 18 h de
incubacdo das Unidades
Formadoras de Colbnia
(UFC) e contagem das
UFC em trés diluicbes
1:1000, 1:100 e 1:10.



Figura 22. Microscépio electrénico de Figura 23. Aparelho de ponto critico
varredura (MEV).

Figura 24.Eletromicrografias obtidas em MEV de C. albicans tratadas com diferentes
extratos de erva-mate (M2 e M7) na concentracdo de 625 ug/mL. a: C. albicans néo tratada
(controle) em 1600 x. b: C. albicans né&o tratada (controle) em 12000 x. c: C. albicans
tratada com o extrato M2 em 1600 x. d: C. albicans tratada com o extrato M2 em 12000 x.
e: C. albicans tratada com o extrato M7 em 1600 x. f: C. albicans tratada com o extrato M7
em 12000 x
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Figura 25 Eletromicrografias obtidas em MEV de C. krusei tratadas com diferentes extratos de
erva-mate (M2 e M7) na concentracdo de 625 pg/mL. a: C. krusei néo tratada (controle) em 1600
x. b: C. krusei ndo tratada (controle) em 12000 x. c: C. krusei tratada com o extrato M2 em 1600
x. d: C. krusei tratada com o extrato M2 em 12000 x. e: C. krusei tratada com o extrato M7 em
1600 x. f: C. krusei tratada com o extrato M7 em 12000 x.

APENDICE F. Equipamentos utilizados nos ensaios

Figura 26. A) Leitora de microplaca (Expert plus — ASYS, UK) B) Agitador de tubos (Vértex AP56 -
Phoenix, Brasil); C) Espectrofotdmetro (Baush & Lomb); D) Incubadora (Shaker NT712).
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ANEXO A — Normas para publicacao

Archives of Oral Biology

Editors-in-Chief:

Dr G R Holland, Ann Arbor, MI, USA Professor G B Proctor, London, UK

Archives of Oral Biology is an international journal which aims to publish papers of
the highest scientific quality reporting new knowledge from the orofacial region
including:

+ developmental biology

« cell and molecular biology

» molecular genetics

* immunology

* pathogenesis

* microbiology

* biology of dental caries and periodontal disease

« forensic dentistry

* neuroscience

* comparative anatomy
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(http://conventions.coe.int/Treaty/en/Treaties/Html|/123.htm). The authors must state
that animal care was in accordance with both these and institution guidelines. Signed
documents of approval by institutional committees should be included as well as a
statement from the authors that the study met the standards described in the
European Convention. Submissions lacking these documents will not be reviewed
until they are supplied.

Copyright

Accepted papers become the copyright of the Journal and are accepted on the
understanding that they have not been published, are not being considered for
publication elsewhere and are subject to editorial revision. If papers closely related to
the submitted manuscript have been published or submitted for publication
elsewhere, the author must state this in their cover letter. Upon acceptance of an
article, authors will be asked to sign a 'Journal Publishing Agreement' (for more
information on this and copyright see http://www.elsevier.com/authors). Acceptance
of the agreement will ensure the widest possible dissemination of information. An e-
mail (or letter) will be sent to the corresponding author confirming receipt of the
manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement’ form.

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: please consult
http://www.elsevier.com/permissions.

Scientific Standards
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The aim of Editors and referees is to maintain a high standard of scientific
communication. Normally papers are assessed by two referees selected by the
Editor, and decisions regarding acceptance are based mainly upon the advice of the
referees. Where appropriate, the referees' views are forwarded to the authors for
their consideration. Authors may occasionally consider referees' suggestions to be ill-
conceived but if their text is misunderstood by referees it is likely to be misunderstood
by readers of the journal.

Types of Contribution

Original papers and review articles are welcomed. There will be no differentiation on
the basis of length into full or short communications. All submissions will be refereed.
Reviews may be submitted in outline prior to full submission.

Manuscript Preparation

Papers should be as concise as possible and, in view of the international character of
the journal, English usages that may present difficulties to readers whose first
language is not English should be avoided. The spellings used can be British or
American, but must be consistent within the manuscript. Authors should express their
own findings in the past tense and use the present tense where reference is made to
existing knowledge, or where the author is stating what is known or concluded.
Original papers should follow the pattern of: Introduction, Materials and Methods,
Results or Findings, Discussion.

Authors will gain much assistance by consulting: Council of Biology Editors Style
Manual Committee. Scientific Style and Format: The CBE Manual for Authors,
Editors, and Publishers, 6th edition. New York: Cambridge University Press, 1994.

We suggest that authors consider using a language editing service to improve the
English language usage and quality of a paper. A number of language editing
companies will provide their services to our authors at competitive rates. Please
follow this link for further details
http://elsevier.com/wps/find/authorsview.authors/languageediting/. The editors
reserve the right to revise the wording of papers in the interest of the Journal's
standards of clarity and conciseness.

General

Manuscripts must be word processed (preferably in Word format), double-spaced
with wide margins and a font size of 10 or 12 points. The corresponding author
should be identified (include a fax number and email address). Full postal addresses
must be given for all co-authors. Please check the current style of the journal,
particularly the reference style (Vancouver), and avoid excessive layout styling as
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most formatting codes will be removed or replaced during the processing of your
article. In addition, do not use options such as automatic word breaking, justified
layout, double columns or automatic paragraph numbering (especially for numbered
references). The Editors reserve the right to adjust style to certain standards of
uniformity. Authors should retain copies of all versions of their manuscript submitted
to the journal. Authors are especially requested to be vigilant over the submission of
the correct version of the manuscript at the various stages of the editorial process.

Text

Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, Abstract,
Keywords, Main text (Introduction, Materials & Methods, Results, Discussion for an
original paper), Acknowledgments, Appendix, References, Figure Captions and then
Tables. Do not import the Figures or Tables into your text. The corresponding author
should be identified with an asterisk and footnote. All other footnotes (except for table
footnotes) should be identified with superscript Arabic numbers.

Title page

As titles frequently stand alone in indexes, bibliographic journals etc., and indexing of
papers is, to an increasing extent, becoming computerized from key words in the
titles, it is important that titles should be as concise and informative as possible. Thus
the animal species to which the observations refer should always be given and it is
desirable to indicate the type of method on which the observations are based, e.g.
chemical, bacteriological, electron-microscopic, histochemical, etc. A "running title" of
not more than 40 letters and spaces must also be supplied. A keyword index must be
supplied for each paper.

Structured abstract

The paper should be prefaced by an abstract aimed at giving the entire paper in
miniature. Abstracts should be no longer than 250 words and should be structured as
per the guidelines published in the Journal of the American Medical Association
(JAMA 1995; 273: 27-34). In brief, the abstract should be divided into the following
sections: (1) Objective; (2) Design - if clinical, to include setting, selection of patients,
details on the intervention, outcome measures, etc.; if laboratory research, to include
details on methods; (3) Results; (4) Conclusions.

Received/accepted dates
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A received date will be added to all papers when they are received by the Accepting
Editor. An accepted date will also be added when the papers are received at the
publishing office.

Introduction

This should be a succinct statement of the problem investigated within the context of
a brief review of the relevant literature. Literature directly relevant to any inferences
or argument presented in the Discussion should in general be reserved for that
section. The introduction may conclude with the reason for doing the work but should
not state what was done nor the findings.

Materials and Methods

Enough detail must be given here so that another worker can repeat the procedures
exactly. Where the materials and methods were exactly as in a previous paper, it is
not necessary to repeat all the details but sufficient information must be given for the
reader to comprehend what was done without having to consult the earlier work.

Authors are requested to make plain that the conditions of animal and human
experimentation are as outlined in the "Ethics" and "Studies on Animals" sections
above.

Results or Findings

These should be given clearly and concisely. Care should be taken to avoid drawing
inferences that belong to the Discussion. Data may be presented in various forms
such as histograms or tables but, in view of pressure on space, presentation of the
same data in more than one form is unacceptable.

Statistical analysis

Authors should ensure that the presentation and statistical testing of data are
appropriate and should seek the advice of a statistician if necessary. A number of
common errors should be avoided, e.g.: -

» Use of parametric tests when non-parametric tests are required

* Inconsistencies between summary statistics and statistical tests such as giving
means and standard deviations for data which were analysed with non-parametric
tests.
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» Multiple comparisons undertaken with multiple t tests or non-parametric equivalents
rather than with analysis of variance (ANOVA) or non-parametric equivalents.

* Post hoc tests being used following an ANOVA which has yielded a non-significant
result.

* Incomplete names for tests (e.g. stating "Student's t test” without qualifying it by
stating "single sample”, "paired” or "independent sample")

* N values being given in a way which obscures how many independent samples
there were (e.g. stating simply n=50 when 10 samples/measurements were obtained
from each of 5 animals/human subjects).

 Stating that P=0.000 (a figure which is generated by some computer packages).
The correct statement (in this case) is P<0.0005.

Discussion

This section presents the inferences drawn from the Results: these should be
recapitulated only sparingly, sufficient to make the argument clear.

References All manuscripts should use the 'Vancouver' style for references,
which should be numbered consecutively in the order in which they are first
cited in the text and listed at the end of the paper.

For journal references, all authors should be included when there are six or fewer
(first six followed by ‘et al." when seven or more), followed by the title of article, name
of journal abbreviated according to Index Medicus, or left in full, year, volume with
part number in brackets, and first and last pages. For example:

1. Walsh NP, Montague JC,Callow N and Rowlands AV. Saliva flow rate, total protein
concentrationand osmolality as potential markers of whole body hydration
statusduring  progressive acute dehydration in humans. Arch Oral
Biol2004;49(2):149-154. For book references, the author(s) should be followed by the
chapter title (if appropriate), editor(s) (if applicable), book title, place of publication,
publisher, year and page numbers. For example:

Nanci A. Ten Cate's Oral Histology: Development, Structure and Function. 6th ed. St.
Louis: Mosby; 2003.

Papers in the course of publication should only be entered in the references if the
paper has been accepted by a journal, and then given in the standard manner in the
text and list of references but with the words "In press" following the name of the
journal.
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Units and symbols

In general, Archives of Oral Biology will use the recommended Sl (Systeme
Internationale) units and symbols. The use of the litre, usually better written in full, in
place of SI dmsand mlsin place of SI cm, will continue to be accepted. For details of
the Sl symbols, authors are referred to: Symbols, Signs and Abbreviations (1969) by
the Royal Society of Metric and Decimal Systems in Council of Biology

Abbreviations

As Archives of Oral Biology is a journal with a multidisciplinary readership,
abbreviations, except those universally understood such as mm, g, min. u.v., w/v and
those listed below, should be avoided if possible. Examples of abbreviations which
may be used without definition: ADP, AMP, ATP, DEAE-cellulose, DNA, RNA, EDTA,
EMG, tris. Other abbreviations used to improve legibility should be listed as a
footnote on the title page. Chemical symbols may be used for elements, groups and
simple compounds, but excessive use should be avoided. Abbreviations other than
the above should not be used in titles.

Bacterial nomenclature

Organisms should be referred to by their scientific names according to the binomial
system. When first mentioned the name should be spelt in full and in italics.
Afterwards the genus should be abbreviated to its initial letter, e.g. 'S. aureus' not
'Staph. aureus'. If abbreviation is likely to cause confusion or render the intended
meaning unclear, the names of microbes should be spelt in full. Only those names
which were included in the Approved List of Bacterial Names, Int J Syst Bacteriol
1980; 30: 225?420 and those which have been validly published in the Int J Syst
Bacteriol since 1 January 1980 have standing in nomenclature. If there is good
reason to use a name that does not have standing in nomenclature, the names
should be enclosed in quotation marks and an appropriate statement concerning the
nomenclatural status of the name should be made in the text (for an example see Int
J Syst Bacteriol 1980; 30: 547?556). When the genus alone is used as a noun or
adjective, use lower case Roman not italic, e.g.'organisms were staphylococci' and
'streptococcal infection'. If the genus is specifically referred to use italics e.g.
‘organisms of the genus Staphylococcus'. For genus in plural, use lower case roman
e.g. 'salmonellae’; plurals may be anglicized e.g.'salmonellas’. For trivial names, use
lower case Roman e.g. 'meningococcus’. 92

Numbers, measurements and statistics.

Numbers one to nine are spelled out unless they are measurements (e.g.5 ml).
Numbers greater than nine are spelled out if they begin a sentence, or when clarity
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requires it. Numbers above and including 10 000 have a space, not a comma. A
decimal point is preceded by a number or cypher e.g. '0.5'. Decimal points in columns
should be aligned vertically. Dates are usually provided in full: 14 April 1949.
Measurements may be expressed in Sl or non-metric units. Use 10 ml/h rather than
ml.h-1.or ml per h.

Drugs

These should be referred to by their approved and not proprietary names; for
guidance, see the British National Formulary. Where it is desirable to indicate a
particular brand of preparation, the proprietary name and source should be given in
parentheses after the proper name, e.g. testicular hyaluronidase (Testovase, Bovine
Enterprises Ltd, London, UK).

lllustrations

In the initial online submission and review stage, authors are required to provide
electronic versions of their illustrations. When an article has been accepted, authors
must be prepared to provide all illustrations in electronic and camera-ready format,
(suitable for reproduction, which may include reduction, without retouching). The
Artwork Quality Control Tool is now available to users of the online submission
system. To help authors submit high-quality artwork early in the process, this tool
checks the submitted artwork and other file types against the artwork requirements
outlined in the Artwork Instructions to Authors on
www.elsevier.com/artworkinstructions. The  Artwork  Quality Control  Tool
automatically checks all artwork files when they are first uploaded. Each figure/ffile is
checked only once, so further along in the process only new uploaded files will be
checked.

General: Information relating to the preferred formats for artwork and illustrations
may be found atwww.elsevier.com/authors. Photographs, charts and diagrams are all
to be referred to as "Figure(s)" and should be numbered consecutively in the order to
which they are referred. They should accompany the manuscript, but should not be
included within the text. All figures are to have a caption. Captions should be
supplied on a separate page.

Line drawings: All lettering, graph lines and points on graphs should be sufficiently
large and bold to permit reproduction when the diagram has been reduced to a size
suitable for inclusion in the journal. Dye-line prints or photocopies are not suitable for
reproduction. Do not use any type of shading on computer-generated illustrations.
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Photographs: Original photographs must be supplied as they are to be reproduced
(e.g. black and white or colour). If necessary, a scale should be marked on the
photograph. Please note that photocopies of photographs are not acceptable.

Colour: Certain illustrations will be approved for publication in colour but only if, in
the opinion of the Editors, the figures convey information not apparent in
monochrome. Please note that figures supplied in colour will appear online in colour
at no extra charge, even if the print version is monochrome.

Tables: Tables should be numbered consecutively and given a suitable caption.
Begin each table on a separate page. Footnotes to tables should be typed below the
table and referred to by superscript lowercase letters. No vertical rules should be
used. Tables should not duplicate results presented elsewhere in the manuscript
(e.g. in graphs).

Revised manuscripts

Frequently authors are required to submit revised versions of manuscripts in the light
of reports from expert reviewers and editorial comments. Revised manuscripts must
clearly show revisions and authors must clearly indicate the positions of revisions in a
covering letter that addresses the concerns of reviewers/ editors.

Proofs One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the
corresponding author which they are requested to correct and return within 48 hours.
Only minor corrections are acceptable at this stage. Please use this proof only for
checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables
and figures. If we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by
post. Elsevier now sends PDF proofs that can be annotated; for this you will need to
download Adobe Reader version 7 available free
fromhttp://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on how to
annotate PDF files will accompany the proofs. The exact system requirements are
given at the Adobe
site:http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqs.html#70win. If you do
not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including
replies to the Query Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your
corrections quoting the line number. If, for any reason, this is not possible, then mark
the corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a
printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post.

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
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accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the
Editor. We will do everything possible to get your article published quickly and
accurately. Therefore, it is important to ensure that all of your 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. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no
response is received.

Offprints The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the
article via e-mail or, alternatively, 25 free paper offprints. The PDF file is a
watermarked version of the published article and includes a cover sheet with the
journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.
Additional paper offprints can be ordered by the authors. An order form with prices
will be sent to the corresponding author.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors who
publish in Elsevier journals to comply with potential manuscript archiving
requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more about
existing agreements and policies please visit http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Author enquiries

For enquiries relating to the submission of articles please Vvisit
www.elsevier.com/authors. This website provides information on article submission
as well as detailed artwork guidelines, copyright information, frequently asked
guestions and more. Further questions may be directed to the journal editorial office:
Archives of Oral Biology, Elsevier Ltd, Bampfylde Street, Exeter, EX1 2AH, UK.
Email: aob@elsevier.com



