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BRANDAO, CMM. Avaliacéo da citotoxicidade do extrato de A. chica
em fibroblastos e queratinécitos e seu efeito nas propriedades
fisico/mecéanicas de resinas poli(metilmetacrilato) [dissertacdo]. S&o

Luis. Universidade CEUMA; 2019.
RESUMO

Objetivos: Investigar citotoxicidade em fibroblastos e queratinécitos
e efeito nas propriedades fisico/mecanicas de resinas
poli(metilmetacrilato) (PMMA). Materiais e Meétodos: Extrato
hidroalcodlico de Arrabidaea chica (A. chica) foi preparado em
concentracdo de estoque (5.000 pg/mL) e diluido em 10 (AcHE10), 50
(AcHE50) e 100 (AcHE100) pg/mL. Agua destilada (controle) e
hipoclorito de sodio a 1% (NaOCI) foram utilizados como grupos
controles negativo e positivo, respectivamente. Citotoxicidade foi
avaliada pelo método MTT em fibroblastos e queratinécitos tratados
com as solucdes citadas. Para avaliacdo das propriedades
fisico/mecénicas, discos de PMMA foram imersos nas solucdes
durante 14 e 28 dias. Rugosidade superficial, alteracdo de cor e
resisténcia flexural foram verificadas utilizando rugosimetro,
espectrofotdbmetro portatii e maquina de ensaios universais,
respectivamente. Estatistica foi analisada por ANOVA 1 e 2 fatores,
pos hoc de Tukey e teste de normalidade, nivel de significancia de
5%. Resultados: AcCHE10 néo apresentou citotoxicidade em células
epiteliais, comparando-se ao grupo controle (p>0,05). Demais grupos

experimentais foram citotéxicos (p>0,05), porém, com valores



menores quando comparados ao NaOC| (p<0,05). N&o houve
diferencas significativas nas propriedades fisico/mecéanicas
independente do grupo ou tempo avaliados (p>0,05). Conclusdes: O
extrato de A. chica, quando utilizado em altas concentragdes, foi
citotoxico em células fibroblastos e queratindcitos e, independente
das concentracdes utilizadas, nao interferiu nas propriedades
fisico/mecéanicas das resinas PMMA. Relevancia clinica: Os achados
deste estudo, aliados ao alto potencial antifungico descrito na
literatura, embasam possivel utilizacdo do extrato de A. chica como

substancia alternativa no combate a candidose.

Descritores: Arrabidaea chica. Citotoxicidade. Fibroblastos.

Queratindcitos. Poli(metilmetacrilato).



BRANDAO, CMM. Evaluation of the cytotoxicity of A. chica extract in
fibroblasts and keratinocytes and its effect on the physical/mechanical
properties of poly(methylmetacrilate) resins [dissertation]. Sao Luis,

Universidade CEUMA; 2019.

ABSTRACT

Objectives: To investigate cytotoxicity in fibroblasts and keratinocytes
and effect on the physical/mechanical properties  of
poly(methylmethacrylate) (PMMA) resins. Materials and Methods:
Hydroalcoholic extract of Arrabidaea chica (A. chica) was prepared in
stock concentration (5.000 ug/mL) and diluted in 10 (AcHE10), 50
(AcHES0) and 100 (AcHE100) pg/mL. Distilled water (control) and 1%
sodium hypochlorite (NaOCIl) were used as negative and positive
control groups, respectively. Cytotoxicity was assessed by the MTT
method in fibroblasts and keratinocytes treated with the above
solutions. To evaluate the physical/mechanical properties, PMMA
disks were immersed in the solutions for 14 and 28 days. Surface
roughness, color change and flexural strength were verified using
rugosimeter, portable spectrophotometer and universal testing
machine, respectively. Statistical analysis was analyzed by ANOVA 1
and 2 factors, Tukey pos hoc and normality test, significance level of
5%. Results: AcHE10 did not show cytotoxicity in epithelial cells,
comparing to the control group (p>0,05). Other experimental groups

were cytotoxic (p>0,05), however, with lower values when compared



to NaOCIl (p<0,05). There were no significant differences in
physical/mechanical properties independent of the group or time
evaluated (p>0,05). Conclusions: The extract of A. chica, when used
at high concentrations, was cytotoxic in fibroblast cells and
keratinocytes and, regardless of the concentrations used, did not
interfere in the physical/mechanical properties of PMMA resins.
Clinical Relevance: The findings of this study, allied to the high
antifungal potential described in the literature, support the possible use
of A. chica extract as an alternative substance in the fight against

candidosis.

Key words: Arrabidaea chica. Cytotoxicity. Fibroblasts.

Keratinocytes. Polymethylmethacrylate
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BRANDAO, CMM. Avaliacéo da citotoxicidade do extrato de A. chica
em fibroblastos e queratinécitos e seu efeito nas propriedades
fisico/mecénicas de resinas poli(metilmetacrilato) [dissertacao]. S&o

Luis. Universidade CEUMA; 2019.
RESUMO

Objetivos: Investigar citotoxicidade em fibroblastos e queratinécitos
e efeito nas propriedades fisico/mecanicas de resinas
poli(metiimetacrilato) (PMMA). Materiais e Meétodos: Extrato
hidroalcodlico de Arrabidaea chica (A. chica) foi preparado em
concentragao de estoque (5.000 pug/mL) e diluido em 10 (AcHE10), 50
(AcHE50) e 100 (AcHE100) pg/mL. Agua destilada (controle) e
hipoclorito de sodio a 1% (NaOCI) foram utilizados como grupos
controles negativo e positivo, respectivamente. Citotoxicidade foi
avaliada pelo método MTT em fibroblastos e queratinécitos tratados
com as solucdes citadas. Para avaliacdo das propriedades
fisico/mecénicas, discos de PMMA foram imersos nas solucdes
durante 14 e 28 dias. Rugosidade superficial, alteracdo de cor e
resisténcia flexural foram verificadas utilizando rugosimetro,
espectrofotdbmetro portatii e maquina de ensaios universais,
respectivamente. Estatistica foi analisada por ANOVA 1 e 2 fatores,
pos hoc de Tukey e teste de normalidade, nivel de significAncia de
5%. Resultados: AcHE10 ndo apresentou citotoxicidade em células
epiteliais, comparando-se ao grupo controle (p>0,05). Demais grupos

experimentais foram citotéxicos (p>0,05), porém, com valores
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menores quando comparados ao NaOC| (p<0,05). N&o houve
diferencas significativas nas propriedades fisico/mecénicas
independente do grupo ou tempo avaliados (p>0,05). Conclusdes: O
extrato de A. chica, quando utilizado em altas concentragdes, foi
citotoxico em células fibroblastos e queratindcitos e, independente
das concentracdes utilizadas, nao interferiu nas propriedades
fisico/mecanicas das resinas PMMA. Relevancia clinica: Os achados
deste estudo, aliados ao alto potencial antifingico descrito na
literatura, embasam possivel utilizacdo do extrato de A. chica como

substancia alternativa no combate a candidose.

Descritores: Arrabidaea chica - Citotoxicidade - Fibroblastos

Queratinocitos - Polimetilmetacrilato.

1. INTRODUCAO

A resina acrilica a base de polimetilmetacrilato (PMMA) € o
material comumente utilizado como base de préteses totais e parciais
removiveis, gracas ao seu facil processo de fabricacdo e preco
relativamente baixo [1, 2]. Contudo, o PMMA se encontra
integralmente em contato com a mucosa oral e, propriedades
inerentes a esse material como porosidade e rugosidade, resultam no
acumulo [3, 4] e proliferacdo de microrganismos [5]. Associada a isso,
a deficiéncia na higienizacao das proéteses, principal medida utilizada

para o controle da colonizacdo fangica nas superficies desses
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aparelhos, levam a aglomeracéo de restos alimentares com formacao
de biofiime. Assim, as atividades inflamatéria e infecciosa sdo
intensificadas na mucosa oral, causando candidose associada a

protese (CAP) [3, 4, 6, 7].

Para o controle dessa infecgéo, sao utilizadas solu¢gées como
nistatina, clorexidina [8] e fluconazol [9]. Contudo, apesar de eficazes,
alguns destes medicamentos sao potencialmente citotéxicos [9], e
podem desencadear reacdes alérgicas, insuficiéncia adrenal, necrose
hepatica e resisténcia a drogas [8]. Tais estratégias podem, ainda,
falhar na remocéo do biofilme [10], seja pela incapacidade inerente

dos farmacos, ou pela selecao de cepas resistentes [11].

O hipoclorito de sodio (NaOCI) é a solucdo mais comumente
indicada para higiene de préteses totais e parciais removiveis gracas
ao seu alto potencial desinfetante [12, 13]. Todavia, algumas
desvantagens do seu uso sdo alta toxicidade [14], capacidade de
corroer 0s metais presentes nas proteses [15, 16], possibilidade de
clarear a resina acrilica [15-18] e aumentar sua rugosidade superficial

[19].

Considerando o desafio do combate a CAP e buscando menos
efeitos deletérios, novas alternativas tém sido estudadas na tentativa
de serem desenvolvidos farmacos cada vez mais eficazes e seguros
para o controle microbiano em pacientes desdentados [20]. Nesse

sentido, verifica-se que entre 1981 e 2010 diversas drogas de origem
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natural revelaram potencial terapéutico contra diversas espécies de

fungos [21].

Desde 2009, o Brasil conta com a Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude
(RENISUS), cujo objetivo € estimular o desenvolvimento de
fitoterapicos nacionais e assim, promover melhorias na atencdo a
saude da populacao [22]. A espécie Arrabidaea chica Verlot (A. chica),
conhecida popularmente por "Pariri", "Crajiru”, "Carajuru” ou "Carajiru"
[23, 24], € uma planta pertencente a essa relacdo e nativa da regido
amazonica, ocorrendo em todas as regides tropicais da América do
Sul e Africa [25]. E empregada pelos habitantes da Amazénia em
forma de cha feito de suas folhas para tratar inflamagéo da pele,
disturbios gastrointestinais, melena, enterocolite, leucemia, anemia e
albumindria. Os indios da Amazoénia usam ainda, uma decocc¢ao das
folhas para a realizagéo de limpeza de feridas cronicas e tratamento
de infeccbes fungicas e herpes [26].

Na literatura, diversos efeitos biolégicos e farmacoldgicos da A.
chica foram relatados, como seu grande potencial antimicrobiano [27-
29], demonstrando acéo antifingica contra espécies de Candida [27-
30], eficacia quando utilizado na cicatrizacdo de feridas, efeito anti-
inflamatério e atividade antioxidante [31-35], sendo utilizada
geralmente na forma de extrato hidroalcodlico [36] ou diclorometano

[28].
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Buscando uma possivel substancia de imersao para proteses
dentarias que promovam menos efeitos deletérios e gragas aos
efeitos da A. chica encontrados na literatura, este estudo teve como
objetivo investigar a utilizacdo do extrato de A. chica quanto a
citotoxicidade em fibroblastos e queratindcitos e as possiveis
alteracbes nas propriedades fisico/mecanicas de resinas acrilicas
PMMA. A hip6tese nula a ser testada é que o extrato de A. chica ndo
ird afetar as atividades de citotoxicidade em fibroblastos e
queratinécitos, bem como as propriedades fisico/mecéanicas da resina

acrilica PMMA.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO PREVIA DO EXTRATO DE

A. CHICA

Folhas de Arrabidaea chica (Humb & Bonpl) Verlot foram
obtidas no Centro de Pesquisas Pluridisciplinar Quimicas, Bioldgicas
e Agricolas da Universidade Estadual de Campinas, Brasil (banco de
germoplasma do acesso 06; exsicata 1865; Aprovacao n° 010150 /
2012- 9 para Acesso e Remessa do Patrimdénio Genético para fins de

pesquisa cientifica — CGen/MMA, CNPq) .

O extrato padronizado hidroalcodlico de A. chica foi obtido
pelo método descrito por Jorge et al. [31] com modificagdes [37]. Um
quilo de folhas secas e moidas foi extraido usando 5L de mistura

acidificada (0,3% de acido citrico) de solucao de hidroalcodlica a 70%
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durante uma hora e meia, a temperatura ambiente, por maceracéao,
repetindo o procedimento trés vezes. Apos a filtragdo, o solvente
organico foi evaporado usando vacuo e removeu-se a agua residual
por secagem por pulverizagdo (Mini Spray Dryer B-290, alga B-295;
Blchi®, Suica) com temperatura de entrada 100°C + 2°C e
temperatura de saida de 60°C + 2°C, aspiracao de 250 mL/h de N2
ambiente ndo filtrado, pressdo de injecao de 414 L/h e fluxo de
alimentacdo de 5 mL/min & temperatura ambiente, produzindo o

produto final.

A solugdo méae foi confecionada com 5.000 pg/mL de extrato
de A. chica diluidos em dimetilsulféxido DMSO (100%). A esterilizacao

do extrato foi realizada gumicamente pelo uso do proprio DMSO.

Apos toda caracterizacao, o extrato hidroalcoodlico de A. chica
foi preparado, de acordo com estudo piloto prévio, nas concentracdes
10 (AcHE10), 50 (AcHES50) e 100 (AcHE100) pg/mL para serem
testadas nesse estudo. Agua destilada (controle) foi utilizada como
grupo controle negativo e hipoclorito de sédio a 1% (NaOCl) como um
grupo controle positivo. Dessa forma, 5 agentes de tratamento foram

avaliados (controle, NaOCI, AcHE10, AcHE50 e AcHE100).
2.2 CITOTOXICIDADE

Segundo a Organizacao Internacional de Padronizacéo (ISO
10993) [38], 0 ensaio de citotoxicidade in vitro é o método de escolha

para avaliacdo de toxicidade.
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Fibroblastos murinos de linhagem comercial NIH 3T3 (American
Type Culture Collection - ATCC CRL-1658TM - Rockville, MD, EUA)
e queratinocitos humanos HaCaT (Cell Lines Service - CLS 300493,
Alemanha) foram mantidos em estufa a 37°C e 5% CO2 em atmosfera
Uumida, e cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM - Gibco, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA)
enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB; Atlanta biologicals®),
100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 250 ng/mL
Fungizone (anfotericina B; Gibco®). O procedimento adotado foi
desenvolvido com base na literatura [31]. O teste consistiu na
inoculagdo das células (4x10* células/mL) em placa de 96

compartimentos (K12-096, KASVI, China).

Apoés 24h de incubacgao (37°C, 5% de CO3), todo o meio dos
pocos contendo as células foi aspirado para adicdo de novo meio
DMEM 5% SFB contendo as solucbes testadas neste estudo
(AcHE10, AcHE50 e AcHE100), PBS e NaOCI. As placas foram

novamente incubadas por 48h (37°C, 5% de CO2).

Ao final de 48h, todo meio foi aspirado e substituido por novo
meio de cultura contendo DMEM/SFB acrescido de MTT [bromideo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil-tetrazélio 0,5%]. As placas
foram incubadas por 4h (37°C, 5% de CO3). Depois desse periodo, 0
meio foi solubilizado por DMSO a 100% (100 pL/poco) e a leitura
espectrofotométrica foi realizada a 570 nm. A partir dos valores de

absorbancia obtidos, foram calculadas as porcentagens de viabilidade
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celular. O célculo considerou: % Viabilidade = TA/T1 x100 (onde: TA
= média da absorbancia da célula tratada — absorbancia do branco da

amostra; T1 = absorbancia da suspenséo celular sem tratamento).

2.3 EFEITO DO EXTRATO DE A. CHICA NAS PROPRIEDADES

FISICO/MECANICAS DA RESINA ACRILICA (PMMA)
2.3.1 RUGOSIDADE SUPERFICIAL

Vinte e cinco discos (10 mm de diametro e 2 mm de espessura)
foram confeccionados em resina acrilica rosa (PMMA) (JET, Classico,
Sao Paulo, SP, Brasil). Uma matriz metalica com as respectivas
dimensdes foi utilizada para padronizacdo dos espécimes. A
proporcéao de po e liquido, bem como a manipulacdo da resina acrilica,
prensagem e imersdo em agua fervente seguiu as instru¢cdes do
fabricante (imersdo em agua a 73°C por 90 min e fervura por 30 min).
Os espécimes entéo foram imersos em agua destilada a 37°C por 48h

de modo a permitir a lixiviacdo de monémeros residuais [5].

Os espécimes receberam polimento com lixas sequenciais
acopladas na politriz (Arotec, Cotia, SP, Brasil) sob irrigacdo (#400,
#600, #1000, #1500, #2000, disco de feltro) por 60 s cada lixa [39],

padronizando-se valor inicial de Ra = 0,13+£0,03 ym.

Cada disco teve entdo uma das faces marcada com uma
ranhura ao longo eixo do disco, permitindo identificacdo para que as

leituras de rugosidade fossem sempre realizadas nesta face.
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Em seguida, os espécimes foram distribuidos aleatoriamente
entre os 5 grupos de agentes de tratamento (controle, NaOCI,
AcHE10, AcHE50 e AcHE100) (n=5). Os mesmos espécimes foram
armazenados nos agentes de tratamento (100 mL) nos tempos de
armazenamento (imediato, 14 dias e 28 dias) a 37°C. A cada
respectivo tempo, os espécimes foram avaliados e depois disso eram
novamente armazenados seguindo os proximos periodos. As
solugdes eram trocadas ao final de cada periodo de armazenamento

[40].

A andlise de rugosidade foi realizada com um rugosimetro
(Surftest SJ-201P, Mitutoyo, Japdo). Para cada amostra, trés leituras
foram realizadas a uma velocidade de 5 mm/s. A rugosidade de cada
disco foi calculada usando a média aritmética das trés medic¢des (Ra)

em micrometros (um) [40].
2.3.2 ALTERACAO DE COR

Os mesmos espécimes, em cada respectivo tempo, na face
oposta a destinada para avaliagcdo de rugosidade, foram avaliados
quanto a alterac&o de cor. A analise da alteracdo de cor foi realizada
por meio do método colorimétrico quantitativo pelo sistema CIEL*a*b*,

seguindo protocolo pré—estabelecido [41].

Os discos foram posicionados em um molde confeccionado em
silicone com uma abertura destinada a permitir o contato das

amostras a um espectrofotbmetro portatil Easyshade (Vita, Wilcos,
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Alemanha). Este molde foi utilizado para reposicionar com preciséao

os discos e medir as cores da superficie de cada um [40].

A alteracdo de cor (AE) foi calculada usando a seguinte

equacao:
AE*=[(AL*)?+(Aa*)?+(Ab*)?]1/2

Onde AE* é variagcdo de cor, AL* é variagdo de luminosidade,

Aa* é variacdo de vermelho/verde e Ab* é variacdo de amarelo/azul.
2.3.3 RESISTENCIA FLEXURAL

Setenta e cinco espécimes retangulares (65 x 10 x 3 mm) foram
confeccionados com o auxilio de uma matriz metélica. Os espécimes
foram confeccionados com mesma resina acrilica (PMMA) seguindo
as mesmas etapas de confeccdo de acordo com o fabricante
(descritos anteriormente). Os espécimes foram aleatorizados entre as

15 condigfes experimentais previamente descritas (n=5) [40].

A resisténcia flexural foi realizada utilizando o teste de trés
pontos em uma maquina de ensaios universais (DL 2000, EMIC, Séo
José dos Pinhais, PR, Brasil). O teste foi aplicado a uma distancia de
50 mm entre os dois pontos de suporte, no centro do espécime com
uma célula de carga de 50 kgf. Os valores obtidos foram submetidos

a seguinte formula de resisténcia flexural:

S = 3PL / 2bd?
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Onde S é resisténcia flexural, P é carga maxima aplicada, L é
comprimento da distadncia entre os dois pontos, b é largura do

espécime e d é espessura do espécime [42].
2.3.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados de citotoxicidade e resisténcia flexural foram
analisados com o software do programa estatistico SPSS 21.0 (SPSS
Inc., Chicago, EUA). Rugosidade e alteracéo de cor foram analisados
pelo programa Statistica versao 10 (StatSoft Inc., Tulsa, USA). Todos
0s grupos de medidas passaram pelo teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Os dados de citotoxicidade foram analisados
por ANOVA-1 fator e pos hoc de Tukey. Para comparacéo entre 0s
tempos e entre 0s grupos nos testes de rugosidade superficial e
alteracdo de cor, foi utiizado ANOVA-2 fatores com medidas
repetidas no tempo. Os dados obtidos da resisténcia flexural foram
submetidos & ANOVA-2 fatores. Em todos os testes foi adotado nivel
de significancia de 5% (p<0,05). Os dados foram descritos em tabelas

e graficos por média e desvio padrao.

3. RESULTADOS
3.1 ANALISE DA CITOTOXICIDADE

A ANOVA 1-fator detectou que houve diferenca significativa
(Fig 1) entre os grupos testados (p<0,0001). Considerando
fibroblastos, maior viabilidade celular foi detectada para os grupos

PBS (PBS=100+6,29) e AcHE10 (AcHE10=99,43+3,71), os quais
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foram estatisticamente similares entre si (p>0,05) e considerados n&o-
citotoxicos. Os grupos AcHE50 e AcHE100 foram semelhantes
estatisticamente (p>0,05) e apresentaram-se entre moderadamente e
severamente toxicos (AcHE50=52,57+3,27 e AcHE100=50,57+2,45)

(p<0,05). Ja o grupo NaOCI foi severamente toxico (p<0,0001) [38].

Em relacdo a viabilidade celular de queratindcitos, também
houve diferenca estatisticamente significante entre todos os grupos
experimentais (p<0,0001). O grupo AcHE10 nao foi toxico
(ACHE10=106,93%3,53) (p<0,0001), com valores comparados ao
grupo PBS (PBS=100+3,41) (p>0,05). Os grupos AcHE50 e AcHE100
mostraram resultados semelhantes estatisticamente (p>0,05), e foram
considerados severamente toxicos (AcHE50=48,51+1,02 e
AcHE100=42,18+0,26) (p<0,0001). O grupo NaOCI apresentou-se

severamente toxico [38].
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Fig 1 Analise de 48h da citotoxicidade por viabilidade celular (%) pelo método MTT
para fibroblastos e queratindcitos
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3.2 ANALISE DA RUGOSIDADE SUPERFICIAL

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s
grupos de tratamento (p>0,05) independente do tempo avaliado

(Tabela 1).

Tabela 1 Média e desvio-padréo obtidos das andlises da rugosidade (um) dos 5
grupos nos tempos avaliados

Grupo Imediato 14 dias 28 dias
Controle 0,12+0,03 0,13+0,02 0,10+0,02

NaOClI 0,16+0,04 0,15+0,02 0,10+0,01
AcHE10 0,13+0,02 0,12+0,05 0,10+0,05
AcHES50 0,11+0,04 0,13+0,02 0,13+0,08
AcHE100 0,14+0,05 0,14+0,04 0,12+0,03

ANOVA: entre grupos p=0,200; entre tempos p<0,001*; interacdo p=0,034*

3.3 ANALISE DA ALTERACAO DE COR

Apesar do grupos AcHE10 e AcHE100 apresentarem
respectivamente menores e maiores valores de AE, essa alteracao
nao foi significante, visto que, uma diferenca de cor <3,7 é relatada
como clinicamente imperceptivel [43]. Todos 0s grupos de tratamento
foram semelhantes estatisticamente ao longo dos 28 dias de

tratamento (p>0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2 Média e desvio-padrdo obtidos das andlises da alteracao de cor (AE) dos
5 grupos nos tempos avaliados

Grupo 14 dias 28 dias
Controle 1,57+0,75 1,41+0,62

NaOCl 1,67+0,67 2,11+1,37
AcHE10 0,80+0,56 1,35+0,50
AcHES0 3,30+1,44 2,35+1,86
AcHE100 3,40+0,73 3,13£1,13

ANOVA: entre grupos p=0,051; entre tempos p=0,684; interacdo p=0,509.

3.4 ANALISE DA RESISTENCIA FLEXURAL

A ANOVA-2 fatores néo detectou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos de tratamento (p>0,05) independente do

tempo avaliado (Tabela 3).

Tabela 3 Média e desvio-padrao obtidos das analises da resisténcia flexural (MPa)
para todos 0s grupos experimentais

Grupo Imediato 14 dias 28 dias
Controle 60,7346,83 62,75+7,09 72,83+10,12
NaOCl 67,84+12,62 62,53+19,77 59,77+7,64
AC10 63,04+13,63 59,78+3,58 70,34+11,69
AC50 67,33+4,99 73,4618,43 69,51+7,10
AC100 65,4049,10 57,35410,77 69,0749,24

ANOVA-2 fatores medidas repetidas.

4. DISCUSSAO

Diversas espécies de Candida sp fazem parte da microbiota

normal da mucosa, vivendo como microrganismos comensais [44].
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Todavia, quando ocorre desequilibrio da flora normal ou algum tipo de
alteracdo que comprometa as defesas imunitérias, suas leveduras
sdo capazes de invadir as superficies das mucosas levando a
candidose [44]. A candidose associada a prétese (CAP) é a infeccao
fungica mais encontrada em pacientes usuarios de préteses totais

removiveis [45].

A resina acrilica a base de poli(metiimetacrilato) (PMMA),
polimero mais comumente utilizado para a confeccao desse tipo de
protese, possui caracteristicas como energia livre de superficie e
rugosidade superficial, as quais facilitam a fixacéo e a proliferacéo de
fungos [5]. No mercado, existem diversos medicamentos para o
combate de infec¢des por Candida albicans (C. albicans), no entanto,
além de serem potencialmente toxicos [9], podem causar efeitos
deletérios [8], ou ainda, falhar na remocé&o do biofilme [11]. Devido a
esses fatores, novas terapias devem ser produzidas a fim de controlar
quimicamente a CAP, sem que as desvantagens dos produtos

disponiveis no mercado estejam presentes.

Pesquisas envolvendo compostos com propriedades
antifingicas provenientes de plantas vém crescendo em diversos
campos [50], inclusive na Odontologia. A espécie Arrabidaea chica (A.
chica) apresenta grande potencial antimicrobiano [27-29],
demonstrando acao antifingica contra espécies de Candida [27-30].
Além disso, apresenta eficacia quando utilizado na cicatrizacdo de

feridas, efeito anti-inflamatorio e atividade antioxidante [31-35].
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Este estudo foi realizado em resinas acrilicas (PMMA)
utilizadas rotineiramente para confeccéo de préteses totais e parciais
removiveis a fim de garantir relevancia clinica. As concentra¢des do
extrato investigadas nesse estudo basearam-se em estudos prévios
bem como em estudo piloto reproduzido, certificando-se da escolha

das concentragdes empregadas.

No estudo de Jorge et al. [31], o extrato de A. chica verlot foi
investigado em diversas concentracfes variando de 0,25 a 250 ug/mL
em fibroblastos e, além de ter demonstrado ser viavel em todas as
concentracdes, estimulou sintese de colageno. Nesse mesmo estudo,
concentracdes mais elevadas (até 100 mg/mL) foram avaliadas in vivo
em ratos, e em até 100 mg/mL o extrato demonstrou seguranca em
ser utilizado com potencial cicatrizador. Servat-Medina et al. [37]
avaliou o mesmo extrato numa concentragcdo de 0,5 mg/mL (500
ug/mL) e demonstrou viabilidade celular de aproximadamente 100%

em 48h.

Além disso, Hofling et al. [28] investigou o extrato de A. chica
verlot na inibicdo de diversas espécies de Candida. Por meio da
analise da Minima Concentracao Inibitoria (MIC) até mesmo baixas
concentracbes (de 1 até 7 ug/mL) o extrato demonstrou atividade
antifingica para todas as espécies, apresentando efeito inibitorio
contra Candida albicans quando utilizado em concentracbes mais
altas. Assim, apos a realizacdo de estudo piloto, concentracdes que

demonstraram melhores resultados foram selecionadas.
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Diversos tempos de exposicdo ao extrato também foram
avaliados. Entdo, a combinacdo de concentracdes e tempo de
exposicdo investigaram as possiveis alteracdes fisico/mecéanicas,

citotdxicas causadas por esse extrato.

Neste estudo, com relacdo a citotoxicidade, o extrato de A.
chica foi menos citotoxico aos fibroblastos e queratinécitos quando
comparado ao grupo NaOCI, solugdo mais comumente indicada para
higiene de proteses totais e parciais removiveis [12, 13]. Entretanto,
apenas o grupo AcHE10 foi considerado ndo-citotéxico. Os grupos
AcHE50 e AcHE100 foram considerados severamente citotdxicos,
visto que, promoveram viabilidade celular menor que 50% [38].
Nossos resultados foram contrarios aos encontrados por Jorge et al.
[31], onde este investigou o extrato de A. chica verlot em diversas
concentracdes, variando de 0,25 a 250 pug/mL, em fibroblastos, e o
extrato demonstrou ser vidvel em todas as concentracles,
estimulando ainda, a sintese de colageno. Os diferentes achados
sugerem que as diferentes metodologias aplicadas nos estudos

podem interferir nos resultados.

Considerando as propriedades fisico/mecénicas, estudos de
Felipucci et al. [15], Paranhos et al. al. [46], Porta et al. [41],
demonstraram que a imersdo e algumas solu¢des quimicas pode
alterar a rugosidade da superficie, a cor bem como a resisténcia
flexural de resinas PMMA. Essas alteracfes interferem diretamente

na estética e longevidade das préteses dentarias.
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Em nosso estudo, ndo foram encontradas alteracdes nas
propriedades fisico/mecanicas testadas em comparacao aos grupos
controle e NaOCl ao longo dos 28 dias de imerséo.
Apesar de 28 dias de imersao parecer ser um curto periodo de tempo
quando comparado a vida util de uma prétese dentaria, a exposi¢ao
constante as solucdes é capaz de envelhecer de forma significativa a
matriz acrilica, criando uma situacdo desafiadora para o material

testado.

Segundo Paranhos et al. [46], o aumento da rugosidade
superficial facilita o acimulo de biofilme na superficie acrilica. Nosso
resultado mostrou-se favoravel, ao demonstrar que, mesmo na
concentracdo mais elevada testada, ndo alterou de forma significante

a rugosidade superficial dos discos.

Considerando a alteragédo de cor (AE), apesar de o extrato de
A. chica apresentar maiores valores na mais alta concentracdo
testada, ele ndo foi capaz de impregnar na matriz acrilica néo
causando diferencas estatisticamente significantes quando
comparado aos demais grupos testados, inclusive ao hipoclorito de
sbédio. Aléem disso, ndo foram encontradas diferencas clinicamente
perceptiveis, visto que, uma diferenca de cor <3,7 € relatada como
clinicamente imperceptivel [43]. Apesar do NaOCI ser uma solugéo
quimica com propriedade branqueadora [43], no nosso estudo, ele
nao foi capaz de alterar a colorac&o da resina acrilica. Heidrich et al.

[47], encontraram alterac&do de cor em todos 0s grupos de seu estudo
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quando espécimes de resina acrilica eram imersos em outros extratos
(6leo de ricino, Oleo de alecrim, extrato glicélico de prépolis), bem
como em &agua destilada e hipoclorito de so6dio, porém por maior
periodo de tempo que neste trabalho. Nossos diferentes achados
podem se relacionar com o menor tempo de imerséo utilizado e o
fendbmeno de sorcdo de agua que a resina acrilica apresenta quando

imersa em agua por longos periodos [48].

Com relagéo a resisténcia flexural da resina acrilica (PMMA),
os resultados sugerem que, mesmo quando imersa em diferentes
concentracdes, o extrato de A. chica ndo foi capaz de alterar esta
propriedade. Este € um aspecto favoravel, visto que, uma possivel
reducdo da resisténcia aumenta as chances de fratura da resina

PMMA [41, 46], demonstrando uma vantagem no uso deste extrato.

5. CONCLUSAO

O extrato de A. chica, quando utilizado em concentragbes a
partir de 50 pg/mL, foi citotéxico em fibroblastos e queratindcitos e,
independente das concentracfes utilizadas, ndo interferiu nas

propriedades fisico/mecanicas das resinas PMMA.
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ANEXO 1 - METODOLOGIA DETALHADA

1. OBTENGCAO E CARACTERIZAGCAO PREVIA DO EXTRATO DE A.

CHICA

Folhas de Arrabidaea chica (Humb & Bonpl) Verlot foram
obtidas no Centro de Pesquisas Pluridisciplinar Quimicas, Biologicas
e Agricolas da Universidade Estadual de Campinas, Brasil (banco de
germoplasma do acesso 06; exsicata 1865; Aprovacdo n°® 010150 /
2012- 9 para Acesso e Remessa do Patrimoénio Genético para fins de
pesquisa cientifica — CGen/MMA, CNPq) .

Fig 2 Folhas de Arrabidaea chica

O extrato padronizado hidroalcodlico de A. chica foi obtido
pelo método descrito por Jorge et al. [31] com modificagbes [37]. Um
quilo de folhas secas e moidas foi extraido usando 5L de mistura
acidificada (0,3% de acido citrico) de solucao de hidroalcodlica a 70%
durante uma hora e meia, a temperatura ambiente, por maceracgéo,
repetindo o procedimento trés vezes. Apos a filtragdo, o solvente
organico foi evaporado usando vacuo e removeu-se a agua residual

por secagem por pulverizacdo (Mini Spray Dryer B-290, alca B-295;
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Blchi®, Suica) com temperatura de entrada 100°C + 2°C e
temperatura de saida de 60°C + 2°C, aspiracao de 250 mL/h de N2
ambiente ndo filtrado, pressdo de injecdo de 414 L/h e fluxo de
alimentacdo de 5 mL/min & temperatura ambiente, produzindo o

produto final.

A solugdo méae foi confecionada com 5.000 pg/mL de extrato
de A. chica diluidos em dimetilsulfoxido DMSO (100%). A esterilizacao

do extrato foi realizada qumicamente pelo uso do proprio DMSO.

Apos toda caracterizacao, o extrato hidroalcodlico de A. chica
foi preparado, de acordo com estudo piloto prévio, nas concentragdes
10 (AcHE10), 50 (AcHES50) e 100 (AcHE100) pg/mL para serem
testadas nesse estudo. Agua destilada (controle) foi utilizada como
grupo controle negativo e hipoclorito de sodio a 1% (NaOCI) como um
grupo controle positivo. Dessa forma, 5 agentes de tratamento foram

avaliados (controle, NaOCI, AcHE10, AcHE50 e AcHE100).
2. CITOTOXICIDADE

Segundo a Organizacao Internacional de Padronizacéo (ISO
10993) [38], 0 ensaio de citotoxicidade in vitro é o método de escolha

para avaliacdo de toxicidade.

Fibroblastos murinos de linhagem comercial NIH 3T3 (American
Type Culture Collection - ATCC CRL-1658TM - Rockville, MD, EUA)
e queratindcitos humanos HaCaT (Cell Lines Service - CLS 300493,
Alemanha) foram mantidos em estufa a 37°C e 5% CO2 em atmosfera

Umida, e cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s
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Medium (DMEM - Gibco, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA)
enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB; Atlanta biologicals®),
100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 250 ng/mL
Fungizone (anfotericina B; Gibco®). O procedimento adotado foi
desenvolvido com base na literatura [31]. O teste consistiu na
inoculagdo das células (4x10* células/mL) em placa de 96

compartimentos (K12-096, KASVI, China).

Incubagao
por 24h

Meio de cultura DMEM
Fibroblastos murinos -k

NIH 3T3 10% de SFB
+ ¥ e 37C e 5% CO,
Queratinécitos 100 U/mL de penicilina em atmosfera imida
humanos +
100 pg/mL de

estreptomicina
+

250 ng/mL Fungizone

Fig 3 Esquema demonstrativo: Cultura célular

Apébs 24h de incubacao (37°C, 5% de CO3), todo o meio dos
pocos contendo as células foi aspirado para adicdo de novo meio
DMEM 5% SFB contendo as solucdes testadas neste estudo
(AcCHE10, AcHE50 e AcHE100), PBS e NaOCI. As placas foram

novamente incubadas por 48h (37°C, 5% de CO>).
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Apo6s 24h de

: incubads
incubagéo ncubagao por

48h

Meio de cultura DMEM SFB 5%
+ 37°C e 5% CO,
Concentragdes de A. chica em atmosfera imida

37°C e 5% CO,
em atmosfera imida

Fig 4 Esquema demonstrativo: Tratamento com os agentes testados

Ao final de 48h, todo meio foi aspirado e substituido por novo
meio de cultura contendo DMEM/SFB acrescido de MTT [bromideo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil-tetrazdlio 0,5%)]. As placas
foram incubadas por 4h (37°C, 5% de CO>). Depois desse periodo, 0
meio foi solubilizado por DMSO a 100% (100 pL/poco) e a leitura
espectrofotométrica foi realizada a 570 nm. A partir dos valores de
absorbancia obtidos, foram calculadas as porcentagens de viabilidade
celular. O célculo considerou: % Viabilidade = TA/ T1 x100 (onde: TA
= média da absorbancia da célula tratada — absorbancia do branco da

amostra; T1 = absorbancia da suspenséao celular sem tratamento).

Apds 48h de Incubagao
incubagao por 4h

| g N ) | : ]
- = cultura = - il dexciill Leitura
DMEM/STB ¥ eio de cultura espectofotémetra
37°C e 5% CO, + 37°C e 5% CO, DMSO a570 nm

em atmosfera umida MTT em atmosfera imida
Protegidas da luz

Fig 5 Esquema demonstrativo: Avaliac@o da viabilidade celular
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3. EFEITO DO EXTRATO DE A. CHICA NAS PROPRIEDADES

FISICO/MECANICAS DA RESINA ACRILICA (PMMA)
3.1 RUGOSIDADE SUPERFICIAL

Vinte e cinco discos (10 mm de diametro e 2 mm de espessura)
foram confeccionados em resina acrilica rosa (PMMA) (JET, Cléassico,
Sao Paulo, SP, Brasil). Uma matriz metalica com as respectivas
dimensbes foi utilizada para padronizagdo dos espécimes. A
proporcao de po e liquido, bem como a manipulacao da resina acrilica,
prensagem e imersdo em agua fervente seguiu as instrugbes do
fabricante (imersdo em agua a 73°C por 90 min e fervura por 30 min).
Os espécimes entdo foram imersos em agua destilada a 37°C por 48h

de modo a permitir a lixiviagdo de monémeros residuais [5].

Os espécimes receberam polimento com lixas sequenciais
acopladas na politriz (Arotec, Cotia, SP, Brasil) sob irrigacdo (#400,
#600, #1000, #1500, #2000, disco de feltro) por 60 s cada lixa [39],

padronizando-se valor inicial de Ra = 0,13+£0,03 ym.

Cada disco teve entdo uma das faces marcada com uma
ranhura ao longo eixo do disco, permitindo identificacdo para que as

leituras de rugosidade fossem sempre realizadas nesta face.

Em seguida, os espécimes foram distribuidos aleatoriamente
entre os 5 grupos de agentes de tratamento (controle, NaOCI,
AcHE10, AcHE50 e AcHE100) (n=5). Os mesmos espécimes foram
armazenados nos agentes de tratamento (100 mL) nos tempos de

armazenamento (imediato, 14 dias e 28 dias) a 37°C. A cada

52



respectivo tempo, os espécimes foram avaliados e depois disso eram
novamente armazenados seguindo o0s proximos periodos. As
solucdes eram trocadas ao final de cada periodo de armazenamento

[40].

A analise de rugosidade foi realizada com um rugosimetro
(Surftest SJ-201P, Mitutoyo, Japdo). Para cada amostra, trés leituras
foram realizadas a uma velocidade de 5 mm/s. A rugosidade de cada
disco foi calculada usando a média aritmética das trés medi¢es (Ra)

em micrometros (um) [40].

60s 28 dias
Resina PMMA #400, #600, A uvd tilad i
#1000, #1500, Rugosimetro [ r— SrgReime
; NaOCl 1%
#2000, disco de
feltro g
50ug/mL Extrato de
100pg/mL A. chica

Fig 6 Esquema demonstrativo: Avaliacdo da rugosidade superficial

3.2 ALTERACAO DE COR

Os mesmos espécimes, em cada respectivo tempo, na face oposta a
destinada para avaliacdo de rugosidade, foram avaliados quanto a
alteracdo de cor. A analise da alterac&o de cor foi realizada por meio
do método colorimétrico quantitativo pelo sistema CIEL*a*b*,

seguindo protocolo pré—estabelecido [41].

Os discos foram posicionados em um molde confeccionado em
silicone com uma abertura destinada a permitir o contato das

amostras a um espectrofotdbmetro portétil Easyshade (Vita, Wilcos,

53



Alemanha). Este molde foi utilizado para reposicionar com precisao

os discos e medir as cores da superficie de cada um [40].

A alteracdo de cor (AE) foi calculada usando a seguinte

equacao:
AE*=[(AL*)?+(Aa*)?+(Ab*)?]1/2

Onde AE* é variagcdo de cor, AL* é variagdo de luminosidade,

Aa* é variacdo de vermelho/verde e Ab* é variacdo de amarelo/azul.

28 dias
60s = N ; = N
0 » 22 = 9
Resina PMMA o . Agua destilada “ '
#400, #600, ) NaOCI 1% Espetrofotémetro

#1000, #1500, Espetrofotémetro 10pg/mL
#2000, disco de 50pg/mL Extrato de

feltro 100pg/mL A. chica

Fig 7 Esquema demonstrativo: Avaliagdo da alteracdo de cor

3.3 RESISTENCIA FLEXURAL

Setenta e cinco espécimes retangulares (65 x 10 x 3 mm) foram
confeccionados com o auxilio de uma matriz metalica. Os espécimes
foram confeccionados com mesma resina acrilica (PMMA) seguindo
as mesmas etapas de confeccdo de acordo com o fabricante
(descritos anteriormente). Os espécimes foram aleatorizados entre as

15 condigfes experimentais previamente descritas (n=5) [40].

A resisténcia flexural foi realizada utilizando o teste de trés
pontos em uma maquina de ensaios universais (DL 2000, EMIC, Sao
José dos Pinhais, PR, Brasil). O teste foi aplicado a uma distancia de

50 mm entre os dois pontos de suporte, no centro do espécime com
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uma célula de carga de 50 kgf. Os valores obtidos foram submetidos

a seguinte formula de resisténcia flexural:
S = 3PL / 2bd?

Onde S é resisténcia flexural, P é carga maxima aplicada, L é
comprimento da distancia entre os dois pontos, b é largura do

espécime e d é espessura do espécime [42].
3.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados de citotoxicidade e resisténcia flexural foram
analisados com o software do programa estatistico SPSS 21.0 (SPSS
Inc., Chicago, EUA). Rugosidade e alteracéo de cor foram analisados
pelo programa Statistica versédo 10 (StatSoft Inc., Tulsa, USA). Todos
0s grupos de medidas passaram pelo teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Os dados de citotoxicidade foram analisados
por ANOVA-1 fator e pos hoc de Tukey. Para comparacéo entre 0s
tempos e entre 0s grupos nos testes de rugosidade superficial e
alteracdo de cor, foi utilizado ANOVA-2 fatores com medidas
repetidas no tempo. Os dados obtidos da resisténcia flexural foram
submetidos & ANOVA-2 fatores. Em todos os testes foi adotado nivel
de significancia de 5% (p<0,05). Os dados foram descritos em tabelas

e graficos por média e desvio padrao.
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Definition: Black and white graphic with no shading.

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

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

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

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

Halftone Art

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading,

etc.

If any magpnification is used in the photographs, indicate this by using }‘ N {
o

scale bars within the figures themselves.
Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

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

Color Art

Color art is free of charge for online publication.

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

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.
Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).
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e  Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about
2-3 mm (8-12 pt).

e Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt
type on an axis and 20-pt type for the axis label.

e Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

e Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

e Allfigures are to be numbered using Arabic numerals.

e  Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

e  Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

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

Figure Captions

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

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

e No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at the end of the caption.

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

e |dentify previously published material by giving the original source in the form of a
reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submitted separately from the text, if possible.

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

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

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and
not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission
from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some
publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will not be able to refund
any costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases, material from
other sources should be used.

Accessibility

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

e All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a text-to-Braille hardware)
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Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)
Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

ENGLISH LANGUAGE EDITING

For editors and reviewers to accurately assess the work presented in your manuscript you
need to ensure the English language is of sufficient quality to be understood. If you need help
with writing in English you should consider:

Asking a colleague who is a native English speaker to review your manuscript for
clarity.

Visiting the English language tutorial which covers the common mistakes when
writing in English.

Using a professional language editing service where editors will improve the English
to ensure that your meaning is clear and identify problems that require your review.
Two such services are provided by our affiliates Nature Research Editing Service and
American Journal Experts. Springer authors are entitled to a 10% discount on their
first submission to either of these services, simply follow the links below.

English language tutorial

Nature Research Editing Service

American Journal Experts

Please note that the use of a language editing service is not a requirement for publication in
this journal and does not imply or guarantee that the article will be selected for peer review or
accepted.

If your manuscript is accepted it will be checked by our copyeditors for spelling and formal
style before publication.

ETHICAL RESPONSIBILITIES OF AUTHORS

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of the
Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on how
to deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trust in
the journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire scientific
endeavour. Maintaining integrity of the research and its presentation can be achieved by
following the rules of good scientific practice, which include:

The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous
consideration.

The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new
work concerns an expansion of previous work (please provide transparency on the
re-use of material to avoid the hint of text-recycling (“self-plagiarism”)).

A single study is not split up into several parts to increase the quantity of
submissions and submitted to various journals or to one journal over time (e.qg.
“salami-publishing”).

No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your
conclusions

No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’'s own
(“plagiarism”). Proper acknowledgements to other works must be given (this
includes material that is closely copied (near verbatim), summarized and/or
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paraphrased), quotation marks are used for verbatim copying of material, and
permissions are secured for material that is copyrighted.

Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

Consent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as from
the responsible authorities - tacitly or explicitly - at the institute/organization where
the work has been carried out, before the work is submitted.

Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to
the scientific work and therefore share collective responsibility and accountability
for the results.

Authors are strongly advised to ensure the correct author group, corresponding
author, and order of authors at submission. Changes of authorship or in the order
of authors are not accepted after acceptance of a manuscript.

Adding and/or deleting authors and/or changing the order of authors at revision
stage may be justifiably warranted. A letter must accompany the revised
manuscript to explain the reason for the change(s) and the contribution role(s) of
the added and/or deleted author(s). Further documentation may be required to
support your request.

Requests for addition or removal of authors as a result of authorship disputes after
acceptance are honored after formal notification by the institute or independent
body and/or when there is agreement between all authors.

Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data
in order to verify the validity of the results. This could be in the form of raw data,
samples, records, etc. Sensitive information in the form of confidential proprietary
data is excluded.

If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation following the
COPE guidelines. If, after investigation, the allegation seems to raise valid concerns, the
accused author will be contacted and given an opportunity to address the issue. If misconduct
has been established beyond reasonable doubt, this may result in the Editor-in-Chief's
implementation of the following measures, including, but not limited to:

If the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the author.

If the article has already been published online, depending on the nature and severity

of the infraction, either an erratum will be placed with the article or in severe cases
complete retraction of the article will occur. The reason must be given in the published

erratum or retraction note. Please note that retraction means that the paper is
maintained on the platform, watermarked "retracted" and explanation for the
retraction is provided in a note linked to the watermarked article.

The author’s institution may be informed.

COMPLIANCE WITH ETHICAL STANDARDS

To ensure objectivity and transparency in research and to ensure that accepted principles of
ethical and professional conduct have been followed, authors should include information
regarding sources of funding, potential conflicts of interest (financial or non-financial),
informed consent if the research involved human participants, and a statement on welfare of
animals if the research involved animals.

Authors should include the following statements (if applicable) in a separate section entitled
“Compliance with Ethical Standards” when submitting a paper:

Disclosure of potential conflicts of interest
Research involving Human Participants and/or Animals
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Informed consent

Please note that standards could vary slightly per journal dependent on their peer review
policies (i.e. single or double blind peer review) as well as per journal subject discipline. Before
submitting your article check the instructions following this section carefully.

The corresponding author should be prepared to collect documentation of compliance with
ethical standards and send if requested during peer review or after publication.

The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-
mentioned guidelines. The author will be held responsible for false statements or failure to
fulfill the above-mentioned guidelines.

DISCLOSURE OF POTENTIAL CONFLICTS OF INTEREST

Authors must disclose all relationships or interests that could have direct or potential influence
or impart bias on the work. Although an author may not feel there is any conflict, disclosure of
relationships and interests provides a more complete and transparent process, leading to an
accurate and objective assessment of the work. Awareness of a real or perceived conflicts of
interest is a perspective to which the readers are entitled. This is not meant to imply that a
financial relationship with an organization that sponsored the research or compensation
received for consultancy work is inappropriate. Examples of potential conflicts of interests that
are directly or indirectly related to the research may include but are not limited to the
following:

Research grants from funding agencies (please give the research funder and the
grant number)

Honoraria for speaking at symposia
Financial support for attending symposia
Financial support for educational programs
Employment or consultation

Support from a project sponsor

Position on advisory board or board of directors or other type of management

relationships

Multiple affiliations

Financial relationships, for example equity ownership or investment interest

Intellectual property rights (e.g. patents, copyrights and royalties from such rights)

Holdings of spouse and/or children that may have financial interest in the work
In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-financial
interests) that may be important to readers should be disclosed. These may include but are
not limited to personal relationships or competing interests directly or indirectly tied to this
research, or professional interests or personal beliefs that may influence your research.
The corresponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all authors. In
author collaborations where formal agreements for representation allow it, it is sufficient for
the corresponding author to sign the disclosure form on behalf of all authors. Examples of
forms can be found

here:

The corresponding author will include a summary statement in the text of the manuscript in a
separate section before the reference list, that reflects what is recorded in the potential conflict
of interest disclosure form(s).
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Please make sure to submit all Conflict of Interest disclosure forms together with the
manuscript.

See below examples of disclosures:
Funding: This study was funded by X (grant number X).

Conflict of Interest: Author A has received research grants from Company A. Author B has
received a speaker honorarium from Company X and owns stock in Company Y. Author C is
a member of committee Z.

If no conflict exists, the authors should state:
Conflict of Interest: The authors declare that they have no conflict of interest.

AFTER ACCEPTANCE

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

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

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the Publisher
exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest possible protection
and dissemination of information under copyright laws.

Offprints
Offprints can be ordered by the corresponding author.
Color illustrations

Publication of color illustrations is free of charge.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the completeness
and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in content, e.g., new results,
corrected values, title and authorship, are not allowed without the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum, which
will be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official first
publication citable with the DOI. After release of the printed version, the paper can also be
cited by issue and page numbers.
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