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RESUMO

AMORIM, ELAINE LIMA DE. FATORES DE VIRULENCIA DE Candida spp.
ISOLADAS DA CAVIDADE BUCAL DE CRIANCAS INFECTADAS PELO HIV. Rio
de Janeiro, 2014. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia — Area de concentrac&o:
Odontopediatria) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

Candida spp. sdo responsaveis por infeccbes graves em individuos
imunossuprimidos. Diversos fatores de viruléncia contribuem para sua transi¢céo de
comensais a patdégenos, como a formacédo de biofilme, producédo de fosfolipase,
producdo de protease e a resisténcia a antifungicos. O objetivo deste estudo in vitro
foi avaliar a formacdo de biofilme, producdo de fosfolipase e protease e a
susceptibilidade ao Fluconazol de isolados Candida spp., provenientes da saliva de
criancas infectadas pelo HIV (Grupo HIV) e criancas saudaveis (Grupo controle).
Também estes fatores foram correlacionados com o uso do HAART, estado
imunolégico, presenca de AIDS e carga viral do grupo HIV. Foi analisado um total de
79 isolados, sendo 48 isolados de C. albicans (33/15) e 20 isolados do complexo C.
parapsilosis lato sensu (12/8) dos grupos HIV e controle, respectivamente, e
isolados de C. krusei (8), C. tropicalis (1), C. dubliniensis (1) e C. guilliermondii (1) do
grupo HIV. Dados médicos e laboratoriais (CD4%, carga viral) foram coletados dos
respectivos prontuarios médicos. A formacdo de biofilme foi avaliada pela reducéo
do XTT. Isolados de cada espécie com a habilidade de formar maior quantidade de
biofilme maduro (grupo HIV) foram submetidos a microscopia confocal de
fluorescéncia para a visualizacdo da morfologia e estrutura do biofilme. As andlises
da producao de fosfolipase e protease se deram por meio da metodologia de placas
de agar de gema de ovo e Albumina de Soro Bovino, respectivamente. A
susceptibilidade ao Fluconazol foi determinada por meio da técnica de microdiluicao.
Todos os isolados formaram biofilme (n= 79) e quantitativamente, esta formacéao foi
semelhante em ambos os grupos (p>0.05). A formacao de biofilme dos isolados de
C. albicans foi maior do que a dos isolados de Candida n&o-albicans (p<0.05). A
atividade de fosfolipase foi detectada em 40,5% (32/79) de todos os isolados e foi
significativamente maior no grupo HIV (p=0.006) e nos isolados de C. albicans deste
grupo (p=0,007). A atividade de protease foi detectada em 66 isolados (84,8%) e em
ambos 0s grupos a maioria era produtor relativamente forte ou muito forte. Trinta e
trés (33/41, 7%) isolados eram resistentes ao Fluconazol, sendo 42,9% do grupo
HIV e 39,1% do grupo controle. N&o foi observada correlagéo entre a expressao dos
fatores de viruléncia e os dados meédicos relativos ao grupo HIV. No entanto, a
expressao dos fatores de viruléncia dos isolados orais de Candida spp. de criancas
infectadas pelo HIV se mostrou acentuada. Este achado pode destacar o papel da
Imunossupressao na regulacéo da expresséo dos fatores de viruléncia de Candida

SpPpP.

DESCRITORES: Candida, criancas infectadas pelo HIV, fatores de viruléncia,
biofilmes, fosfolipases, antifungicos.



SUMMARY

AMORIM, ELAINE LIMA DE. FATORES DE VIRULENCIA DE Candida spp.
ISOLADAS DA CAVIDADE BUCAL DE CRIANCAS INFECTADAS PELO HIV. Rio
de Janeiro, 2014. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia — Area de concentracéo:
Odontopediatria) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

Candida species are responsible for life threatening infections in severely
immunocompromised individuals. Several virulence attributes support their transition
from commensal to parasite, as the biofilm formation, secretion of phospholipase,
protease and the resistance to antifungals. The aims of this study were to assess the
in vitro biofilm formation, phospholipase production, protease production and the
susceptibility to Fluconazole of Candida spp. recovered from the saliva of HIV
infected children and controls. Also, to correlate these features with the use of
HAART, immunological status, presence of AIDS and viral load of HIV group. A total
of 79 isolates were analyzed: 48 C. albicans isolates (33/15) and 20 C. parapsilosis
sensu lato complex isolates (12/8) from HIV and control patients, respectively, while
C. krusei (8), C. tropicalis (1), C. dubliniensis (1) and C. guilliermondii (1) from HIV
patients only. Medical data was collected, considering antiretroviral therapy, CD4
count and viral load. The biofilm forming ability was analyzed through the XTT
reduction assay technique. Representative isolates of each specie with the ability to
form more quantity of mature biofilm (HIV group) underwent confocal laser scanning
microscopy for the visualization of biofilm morphology and structure. Phospholipase
and protease assays were performed through the egg yolk and Bovine Serum
Albumin agar plate methods, respectively. Fluconazole susceptibility was determined
through the microdilution assay. All isolates were able to form biofilm (n= 79).
Quantitatively, Candida isolates from HIV-positive and negative children presented
similar ability to form biofilm (p>0.05). In C. albicans isolates from both, HIV and
control groups, the biofilm formation was higher than in non-albicans Candida
isolates (p<0.05). Phospholipase activity was detected in 40.5% (32/79) of all
isolates. Its activity was significantly higher in HIV group (p=0.006) and C. albicans
isolates from HIV group (p=0.007). Protease activity was detected in 66 isolates
(84.8%) and most of them from both groups were relatively/very strong producers.
Thirty three (33/41.7%) of all isolates were resistant to Fluconazole. Most non-
albicans Candida isolates from HIV (87.0%) and control (87.5%) groups were
susceptible to this drug. No significant difference was detected between groups in
biofilm, protease and Fluconazole susceptibility assays. Correlation with medical data
in HIV group was not found. Candida spp. isolates of HIV-positive children present
increased virulence expression due to significant higher in vitro phospholipase
production. This finding may enlighten the relevant role played by
immunosuppression in the modulation of Candida virulence attributes.

Key Words: Candida, HIV-infected children, virulence factors, biofilm formation,
phospholipases, fungal drug resistance.
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1. INTRODUCAO

A infeccao pelo virus HIV é uma epidemia que acomete mais de 35,3 milhGes
de pessoas em todo o mundo (UNAIDS, 2013). O HIV-1, principal subtipo do virus,
apresenta genoma composto por 9 genes que codificam cerca de 15 proteinas.
Devido a modificacbes quimicas pos-traducionais, mais de 2500 interacbes entre
proteinas humanas e o virus HIV-1 foram identificadas. Geralmente, essas
interagcbes tém como objetivo o beneficio do virus através da utilizacdo dos
mecanismos da célula humana (BALAKRISHNAN et al., 2009). Este retrovirus, que
tem como material genético o RNA, apresenta afinidade pelo antigeno de superficie
de linfocitos T CD4 e macrofagos, desencadeando alteracdes do sistema
imunolégico do hospedeiro (SILVA, LOPES & BARRETO, 2002).

Diante da destruicdo dos linfécitos T e, consequentemente, da debilidade do
sistema imunolégico do hospedeiro, ha a instalacdo da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (CDC, 1994). Esta sindrome consiste hum grupo
de doencas graves e infec¢des oportunistas cujo diagnostico é baseado em critérios
clinicos e laboratoriais. Considerando os critérios laboratoriais, devemos destacar a
contagem de Linfocitos T CD4 e a carga viral. A medida que o organismo passa a
produzir anticorpos, essa carga tende a diminuir. O periodo de 4 a 6 semanas ap0s
a infeccdo é necessario para a producao dos anticorpos, podendo levar até 3 meses.
Com o passar do tempo e diante da evolucéo da infeccdo, a contagem de linfécitos
T CD4 cai, debilitando o sistema imunoldgico e permitindo assim a replicacao viral,

cuja carga volta a aumentar (CDC, 2008).

De acordo com o boletim da UNAIDS, havia cerca de 3,3 milhdes de criancas
infectadas pelo HIV em todo o mundo em 2012 (UNAIDS, 2013). No Brasil, a
incidéncia da infeccdo pelo HIV na populagcédo jovem em idade fértil (15 a 24 anos)
apresenta-se estabilizada, entretanto nas regides Norte e Nordeste do pais, a
incidéncia da transmisséao vertical aumentou durante os ultimos onze anos, de modo
que h& uma crescente populagéo de criancas infectadas pelo virus (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).
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A transmissdo vertical € a principal via de transmissdo do HIV em criangas.
Ela pode se dar durante a gestacéo (através da placenta), durante o parto (através
do contato com fluidos corporais maternos durante o trabalho de parto e nascimento)
ou pos- parto (através do aleitamento materno). A carga viral materna, fenétipo viral,
tipo de parto e o estado imune materno sdo determinantes desta transmissao
(NAIDOO & CHIKTE, 2004). Embora apresente padrdao semelhante em adultos e
criancas, a infeccdo pelo HIV apresenta peculiaridades inerentes aos pacientes
infantis. Além do modo de transmissao, ha diferencas nos fatores de risco, padrédo
de soro-conversdo, histéria natural, espectro de doencas e lesGes orais quando
comparado ao quadro em adultos. Tais diferencas se devem, também, ao sistema
imunoldégico infantil ainda em processo de maturacao (DIAS, et al., 2006; PINHEIRO
et al., 2009).

Logo apés a infeccdo pelo HIV, ocorre uma fase assintomatica. Em adultos,
esta fase pode durar de poucos meses a cerca de 15 anos. Ja em criancas, a fase
assintomatica € bem menor. Alguns apresentam sintomas nos primeiros meses de
vida ou apos alguns anos de vida, mas a grande maioria das criangas infectadas
passa a apresentar sintomas da infec¢cdo antes dos 2 anos de idade (CDC, 2008).
Condicdes clinicas como infec¢cdes bacterianas, encefalopatias e adenopatias
frequentemente sdo as primeiras a acometer pacientes nesta condicdo, além de

alteracOes orais como a candidiase (PINHEIRO et al., 2009).

A cavidade bucal desempenha um papel importante na histéria natural da
infeccdo pelo HIV e AIDS (NAIDOO & CHIKTE, 2004). Verrugas orais, alteracdes
nas glandulas salivares (DIAS et al., 2006), linfadenopatias, herpes simples e
eritema gengival linear sdo condicbes comumente associadas a sindrome
(PINHEIRO et al., 2009). Alem disso, lesbes bucais como a leucoplasia pilosa e a
candidiase bucal servem como marcadores para 0 monitoramento dos sinais iniciais
de desenvolvimento da infeccdo (SHIBOSKI et al.,, 2011; EVANS, MASKEW &
SANNE, 2012).

A candidiase bucal é causada por leveduras do género Candida. Candida
albicans é a espécie mais prevalente da cavidade oral (CERQUEIRA et al., 2011; LI
et al., 2012), entretanto outras espécies de Candida também tém se destacado

como importantes patdégenos comumente isolados em casos de infeccdes
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disseminadas e invasivas (HAYNES, 2001; MICELI et al., 2011). O grupo C.
parapsilosis lato sensu tem se destacado como um patdégeno associado a infec¢des
nosocomiais (TROFA, GACSER & NOSANCHUK, 2008). Até 2005, C. parapsilosis
era subdividida em grupos |, 1l e lll. Entretanto, houve a separagéo dos grupos Il e Il
nas espécies C. orthopsilosis e C. metapsilosis, respectivamente (TAVANTI et al.,
2005). Desde entéo, o grupo | tem sido designado tdo somente de C. parapsilosis ou
C. parapsilosis stricto sensu. A diferenciacdo exata entre essas espécies nao pode
ser realizada por métodos fenotipicos, sendo necesséria a realizacdo de PCR e
outras metodologias moleculares (GARCIA-EFFRON et al., 2011; SOUZA et al.,
2012).

Candida spp. sédo fungos oportunistas e apresentam a habilidade de se
estabelecerem em diferentes sitios do corpo humano sob diferentes condicdes
ambientais (CALDERONE & FONZI, 2001). Estes fungos estdao normalmente
presentes como comensais desde o nascimento, podendo persistir por toda a vida
nos tratos gastrointestinal, genital (MICELI et al., 2011) e na cavidade bucal de
individuos saudaveis (LI et al., 2012; CASSONE, 2013). A habilidade de colonizar
regides anatdbmicas com caracteristicas tdo distintas e sob diferentes pressdes
ambientais Ihes confere a capacidade de causar uma variedade de doencas
(CALDERONE & FONZI, 2001; MENEZES et al., 2006). Na superficie de mucosas, a
limitacdo de nutrientes e a competicdo entre bactérias e fungos resultam na
eliminacdo daqueles menos adaptados. Fatores locais como o0 uso de préteses e
fatores sistémicos como alteragBes imunoldgicas, favorecem o estabelecimento de
Candida spp. e a invasao aos tecidos do hospedeiro (CALDERONE & FONZI, 2001).

Pertencente ao filo Ascomycota, estes fungos séo obrigatoriamente diploides.
Inicialmente acreditava-se que eles ndo possuiam estagio sexual, entretanto foi
observado o ciclo parassexual, no qual eles sdo capazes de se reproduzir por meio
de uma fuséo inicial com uma célula idéntica seguida por uma subsequente perda
cromossomial aleatéria, retornando ao seu estado dipldide (HEITMAN, 2011) e
favorecendo o seu estabelecimento. Quando sob a forma de levedura, Candida spp.
sdo unicelulares e se reproduzem por brotamento. Entretanto estes micro-
organismos podem apresentar crescimento filamentoso, promovendo a formacao de
hifas ou pseudo-hifas (MICELI et al., 2011).
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O aumento da populacdo de Candida spp. pode ser comumente observado
diante de alteracdes sistémicas como a diabetes mellitus, AIDS, uso prolongado de
antibioticos ou corticosterdides e radioterapia (ABACI, 2011). Ao se tornar um
patdégeno, estes fungos passam a expressar fatores de viruléncia para sobrepor os
mecanismos de defesa do hospedeiro, favorecendo a sua adesdo aos tecidos,
proliferacédo e colonizacdo. Neste processo, Candida spp. metabolizam proteinas do
hospedeiro e produzem enzimas extracelulares que ocasionam a disfuncdo ou
ruptura da membrana celular do hospedeiro (CALDERONE & FONZI, 2001).

A adesdo de Candida spp. as células do epitélio bucal constitui uma fase
inicial e imprescindivel para a colonizagéo, formacéo de biofime (MANE et al., 2011;
Ll et al., 2012) e dano aos tecidos do hospedeiro (COSTA et al., 2012) ocasionando
o desenvolvimento de lesdes orais como queilite angular, candidiase

pseudomembranosa, eritematosa e hiperplasica (SILVA-BOGHOSSIAN et al., 2008).

Espécies de Candida aderem a células epiteliais, células endoteliais, fatores
sollveis, matriz extracelular e materiais implantados no corpo do hospedeiro.
InteracOes entre este fungo e o hospedeiro sdo mediadas por variadas adesinas,

enquanto interagdes fisicas o unem a materiais inertes (CHAFFIN et al., 1998).

Apos a adesao, ocorre a formagéo de biofilme de Candida spp. Este biofilme
consiste em microcolénias de levedura, hifa e pseudo-hifa inseridas na matriz
extracelular (MANE et al., 2013; CUELLAR-CRUZ et al., 2012). Esta matriz é
composta por proteinas, carboidratos, fésforo e hexosaminas (SARDI, 2013). Isto
favorece a multiplicacdo dos fungos, sua maturagao, conferindo protecéo contra as
agressdes do ambiente, principalmente de agentes antifungicos (NETT & ANDES,
2006; CUELLAR-CRUZ et al., 2012). A formac&o de biofilme de Candida spp. da-se
em trés estagios que se desenvolvem durante 24-48 horas (CUELLAR-CRUZ et al.,
2012).

Apds a adesdo e colonizacdo da superficie tecidual, h4 o crescimento e
proliferacdo das leveduras, formando uma camada basal para o ancoramento das
células. O crescimento de hifas e pseudo-hifas se da na medida em que a matriz
extracelular € formada. Assim, ocorre a disposicdo desses micro-organismos em
microcolonias (CUELLAR-CRUZ et al., 2012; MANE et al., 2013).
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Outro fator importante relacionado a invasao dos tecidos do hospedeiro é a
transicdo dimoérfica (MANE et al.,, 2011). C. albicans inicialmente sob a forma de
levedura passa a apresentar um crescimento filamentoso, promovendo a formacgéao
de hifas ou pseudo-hifas. Ambas as formas do fungo estao presentes na maioria das
lesbes de candidiase, sugerindo que elas desempenhem func¢des importantes no
desenvolvimento e progressao da doenca (CALDERONE & FONZI, 2001). Costa et
al. (2012) observaram lesdes de candidiase induzida no dorso lingual de ratos por C.
albicans através de microscopia eletrdnica de varredura e verificaram uma intensa
penetracdo deste micro-organismo sob a forma de hifa. A infeccdo por C. albicans
resultou na degradacdo de tecidos, atrofia e destruicdo de papilas filiformes e

aumento da superficie interpapilar.

Quando em comensalismo com os tecidos do hospedeiro, Candida se
apresenta sob a forma de levedura, induzindo resposta imune inata e adaptativa,
gerando uma memoaria imunoldgica. Ja durante o processo de infeccdo, esta
resposta imune pode ser ineficiente contra a Candida e a memoaria imunoldgica nao
reconhece o fungo sob a forma de hifa, configurando uma evasao a resposta imune
do hospedeiro (CASSONE, 2013). O fungo pode se desprender do biofilme, migrar e
danificar outros tecidos, 6rgdos e atingir a corrente sanguinea, levando a infecg¢éo a
niveis sistémicos (NETT & ANDES, 2006; HASANA et al., 2009; HEITMAN, 2011,
CUELLAR-CRUZ et al., 2012). Assim, o biofilme pode se tornar um reservatorio para
futuras infeccoes (MANE et al.,, 2013). A producdo de enzimas hidroliticas
extracelulares facilita a invasao tecidual em infecgbes causadas por Candida spp.
Sendo assim, a secrecao de enzimas como fosfolipases e proteases configuram
importantes fatores de viruléncia desses micro-organismos (HAYNES, 2001;
CALDERONE & FONZI, 2001; MANE et al., 2012; CASSONE, 2013). As fosfolipases
sdo enzimas que apresentam a habilidade de clivar ligagBes éster especificas dos
fosfolipidios, formando um grupo heterogéneo de enzimas classificadas nos tipos A,
B, C e D, de acordo com o tipo de reacao a ser catalisada (GHANNOUM, 2000). De
um modo geral, algumas fosfolipases hidrolisam cadeias acila (A;, A,, B e
Lisofosfolipase), enquanto o outro grupo (C e D) relaciona-se a regulacdo da
transducdo de sinalizagdo celular. As fosfolipases podem estar presentes no
citoplasma, associadas a membrana celular e serem secretadas para 0 meio externo
(GHANNOUM, 2000; RICHMOND & SMITH, 2011).
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Essas enzimas podem desempenhar fungdes de enzimas digestivas, atuar na
regulacdo de mecanismos celulares como a formacdo de moléculas usadas na
sinalizacdo transducional e intervir na manutencdo e remodelacdo da membrana
celular. A manutencdo da composi¢cédo acila dos fosfolipidios da membrana é uma
funcdo importante relacionada a integridade celular. (GHANNOUM, 2000;
RICHMOND & SMITH, 2011).

Candida spp. possuem a habilidade de produzir fosfolipases e libera-las para
0 meio. A quebra das ligagcBes éster libera &cidos graxos, alterando o pH do meio. A
formacado de lisofosfolipidios promove a alteracdo de caracteristicas da superficie
celular, provocando danos a sua membrana (ABACI, 2011). A descontinuidade da
membrana de células epiteliais pode acarretar a lise celular (MANE et al., 2012).
Este processo permite a penetracdo do tubo germinativo das hifas de C. albicans,
promovendo a formacdo de lesGes de candidiase (KANTARCIOGLU & YUCEL,
2002).

NAGLIK et al. (2003) correlacionaram a expressao de fosfolipase a infeccéo
bucal ao analisar os genes relacionados a sua producao em isolados de C. albicans
da cavidade oral e da vagina. A deteccdo de fosfolipase era mais intensa nos
isolados provenientes de areas de infeccao oral por C. albicans do que em sitios

saudaveis.

A producdo de fosfolipase € um fator de viruléncia que ndo esta presente
somente em C. albicans. Ao estudar a atividade de fosfolipase de isolados de
diferentes espécies de Candida da cavidade bucal, trato respiratorio, sangue e
sistema urogenital de pacientes com suspeita de micose invasiva, KANTARCIOGLU
& YUCEL (2002) observaram que 93,3% dos isolados de C. albicans apresentavam
a capacidade de produzir fosfolipase, enquanto poucas cepas de C. glabrata e C.
kefyr também apresentavam esta habilidade. MOHAN & BALLAL (2008), ao analisar
isolados de Candida spp. provenientes da corrente sanguinea detectou atividade de
fosfolipase nos isolados de C. albicans, C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata.
(KANTARCIOGLU & YUCEL, 2002; MOHAN & BALLAL, 2008).

A expressdo de fosfolipases também parece estar relacionada a regido
anatomica de onde o isolado foi retirado. NAGLIK et al. (2003) observaram maior



25

expressao de fosfolipase por C. albicans dos isolados orais do que dos isolados
vaginais. IBRAHIM et al. (1995) isolaram C. albicans da cavidade oral e do sangue;
uma maior expressao extracelular de fosfolipase foi identificada nos isolados da

corrente sang uinea.

Outras enzimas produzidas e secretadas por Candida spp. sdo as proteases.
Essas enzimas hidrolisam ligacdes peptidicas entre os aminoacidos das proteinas.
De acordo com o0 seu mecanismo catalitico, elas sédo classificadas em serina
proteases, cisteina, metaloproteases e aspartico-proteases. As aspartico-proteases
apresentam massa molecular com cerca de 30-45 kDa e dependem de residuos de
acido aspartico para atuar na parte interna das cadeias polipeptidicas, entre as
regidoes N e C terminal (RAO et al., 1998; NAGLIK, CHALLACOMBE & HUBE, 2003).

Os micro-organismos tém a capacidade de produzir e secretar aspartico-
proteases para adquirir nutrientes. Entretanto, esta habilidade bioquimica confere
funcdes especializadas aos patdgenos durante o processo infeccioso, promovendo a
degradacéao de proteinas do hospedeiro (NAGLIK, CHALLACOMBE & HUBE, 2003).

Mane et al. (2011) em seu estudo acerca da expressdo de fatores de
viruléncia de isolados orais de Candida spp. observaram correlacéo positiva entre a
atividade in vitro de aspartico-proteases e a aderéncia a células do epitélio bucal. A
producdo de protease ocorreu em 89,7% dos isolados de C. albicans, enquanto
somente em 34,6% dos isolados de espécies de Candida nao-albicans, como C.
tropicalis, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis. Assim, espécies de Candida nao-
albicans também possuem a habilidade de produzir proteases, o que contribui com a
sua viruléncia (MANE et al., 2011).

A producdo de aspartico-proteases desempenha um papel importante na
patogénese de Candida spp. A digestao ou distorcdo da membrana das células do
hospedeiro facilitam a adesédo e a invasao tecidual; a degradacdo de proteinas de
defesa do hospedeiro, como as imunoglobulinas, proteinas do complemento e
citocinas, constitui uma importante ferramenta na evasao ao seu sistema imune.
(IBRAHIM et al, 1998; KANTARCIOGLU & YUCEL, 2002; NAGLIK,
CHALLACOMBE & HUBE, 2003; CASSONE, 2013).
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O Fluconazol é a droga de escolha para o tratamento de todos os tipos de
infeccdo por Candida spp.. Este antifungico pertence a classe dos triazéis e vem
sendo utilizado para este fim desde 1994 (SCHULZ et al., 2011). Este farmaco inibe
a biossintese de ergosterol, um componente importante da membrana
citoplasmatica fungica. A interacdo com a enzima lanosterol a-demetilase, faz com
gue a conversdo de lanosterol em ergosterol seja inibida. Assim, ocorre uma
diminuicdo do conteudo de ergosterol na membrana celular fungica (TOBUDIC et al.,
2012), alterando a sua permeabilidade seletiva e causando o seu rompimento. Por
atuar no citocromo P450 presente nos fungos e ausente nas células humanas, esta
droga apresenta baixa toxicidade (SHEEHAN et al., 1999).

Mudancas na epidemiologia das doencas fungica tém sido observadas.
(SCHMIDT-WESTHAUSEN, 2000; HAYNES, 2001; BADIEE & ALBORZI, 2011). A
ativacdo de bombas de efluxo, alteragBes na biossintese de esterol, 0 aumento da
producdo da enzima lanosterol 14-a-demetilase, assim como a transicdo morfologica
tém sido relacionados ao desenvolvimento da resisténcia de Candida spp. a
antifangicos (JEDDY et al., 2011; SCHULZ et al., 2011).

O uso extensivo do fluconazol ocasiona a selecao de espécies resistentes
(HAMZA et al., 2008). Diante do insucesso do tratamento, infec¢des persistentes e
refratarias se estabelecem. A resisténcia a antifUngicos se da por evolucao
adaptativa dos fungos e geralmente resulta de mutacdes genéticas que podem ser
transmitidas por até 30 geracdes mesmo na auséncia da droga (HUANG et al.,
2011). Geralmente, os isolados resistentes a um tipo de azol desenvolvem
resisténcia cruzada a outro tipo de azol (WHITE et al., 2002). C. albicans sdo a
principal espécie de Candida, entretanto ocorre uma grande variacdo entre
diferentes cepas e espécies de Candida, de modo que as espécies ndo- albicans
também devem ser consideradas importantes patdégenos no processo de infec¢des
invasivas (ASMUNDSDOTTIR et al., 2009).

Considerando os pacientes infectados pelo HIV, com a introducdo da terapia
antirretroviral potente (HAART - Highly Active Antiretroviral Therapy), foram
observadas mudancas significativas na prevaléncia de manifestacbes orais
decorrentes da AIDS (SCHMIDT-WESTHAUSEN, 2000). Esta terapia consiste na

combinacdo de trés ou mais antirretrovirais de diferentes classes para combater a
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multiplicag&o do virus HIV no sangue. Infeccbes oportunistas eram a principal causa
da morte de criancas infectadas pelo HIV, assim o uso do HAART tem reduzido a
mortalidade e a morbidade relacionadas a infeccdo pelo HIV em nivel global.
(ALVARO-MECA et al., 2013; KIERTIBURANAKUL et al., 2014).

A candidiase é a infeccdo oportunista mais comum em criancas infectadas
pelo HIV (DOMANESCHI et al, 2011; ALVARO-MECA et al., 2013). A introdug&o do
HAART resultou na diminuicdo da incidéncia de candidiase nessa populacéo
(ALVARO-MECA et al., 2013), embora a colonizacdo por Candida spp. nestes
individuos ainda seja maior do que em individuos sem evidéncias clinicas de
imunossupressao (CERQUEIRA et al.,, 2010). Embora menos frequente, apds a
introducdo do HAART as lesdes de candidiase tendem a ser mais resistentes
(TAIWO & HASSAN, 2010), sendo extremamente relevante o estudo dos fatores de
viruléncia de Candida spp. de criancas infectadas pelo HIV p6s-HAART. Espera-se
que os achados desse estudo venham promover o melhor entendimento dos
mecanismos patogénicos de Candida spp. para que terapias mais eficazes sejam

instituidas, colaborando com a qualidade de vida destes pacientes.



2. PROPOSICAO

2.1. OBJETIVO GERAL

Comparar, in vitro, fatores de viruléncia e susceptibilidade ao Fluconazol
de Candida spp. isoladas da saliva de criancas infectadas pelo HIV com a
expressdo desses fatores dos isolados provenientes de criancas sem

clinicamente saudaveis.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analisar a formacédo de biofilme de isolados de Candida
spp. isolados da saliva de criancas infectadas pelo HIV, comparando

com os isolados de criangas clinicamente saudaveis.

o Analisar a producéo de fosfolipase de isolados de Candida
spp. isolados da saliva de criangas infectadas pelo HIV, comparando

com os isolados de criancas clinicamente saudaveis.

o Analisar a producéo de protease de isolados de Candida
spp. isolados da saliva de criancas infectadas pelo HIV, comparando

com os isolados de criancas clinicamente saudaveis.

o Analisar a susceptibilidade ao Fluconazol de isolados de
Candida spp. isolados da saliva de criancas infectadas pelo HIV,

comparando com os isolados de criancas clinicamente saudaveis.

o Relacionar a expressdo dos fatores de viruléncia e
susceptibilidade ao Fluconazol dos isolados de Candida spp. de

criancas infectadas pelo HIV com:
o Uso de medicamentos antirretrovirais.

o Grau de imunossupresséao (percentual de linfécitos CD4).
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o Presenca de AIDS
o Carga Viral

o Presenca de manifestacdes bucais
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3. DELINEAMENTO DA PESQUISA

O presente estudo se caracterizou como uma pesquisa do tipo laboratorial
transversal de carater descritivo e analitico sobre a expressdo de fatores de
viruléncia de Candida spp. isoladas da saliva de criancas infectadas pelo HIV,
comparando com criangas clinicamente saudaveis. Este estudo foi conduzido com
os isolados clinicos previamente obtidos por Faria e cols. (Faria, 2013). A pesquisa
na qual os isolados foram coletados obteve a aprovacéo do Comité de Etica local do
Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira (CEP/IPPMG-RJ 63/11) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, na cidade do Rio de Janeiro, Brasil. A
pesquisa atual obteve aprovacdo do adendo no projeto de pesquisa original
(ANEXOS 1A, B e C, péags. 95, 96 e 97).

A saliva total estimulada foi coletada de criangas com diagndstico definitivo
para a infeccdo pelo HIV (pacientes do ambulatério de AIDS Pediatrica do IPPMG) e
criangas clinicamente saudaveis (pacientes da clinica de Odontopediatria FO,
UFRJ), seguida de exame oral; tais procedimentos foram realizados durante o
primeiro semestre de 2012. Todas as criangas tinham termo de Consentimento Livre
e Esclarecido assinado pelo responséavel legal e anuéncia da crianga (ANEXOS 2A e
B, pags. 98 e 99). Criancas cujos valores de saliva estimulada foram iguais ou
inferiores a 0,5 ml/min ou criancas que foram submetidas a terapia antifUngica ha
pelo menos trés meses prévios a coleta, ou que estiverem em uso de
corticosteréide, ou medicamentos antimicrobianos topicos orofaringeos néo

participaram do estudo.

Dados da histéria médica relativos a infeccéo pelo HIV como uso de HAART,
classificacdo clinica e imunoldgica da doenca, diagndstico definitivo para infeccao
pelo HIV, presenca de AIDS e os exames laboratoriais (contagem de CD4, relagéo
CD4/CD8) mais recentes colhidos até trés meses antes ou apds do exame bucal,
foram obtidos dos respectivos prontuarios médicos. As informacdes sobre os
pacientes clinicamente saudaveis foram obtidas através da pesquisa dos prontuarios
odontoldgicos da Clinica de Odontopediatria e anamnese. A coleta de saliva foi
realizada no mesmo horario para todos o0s pacientes e esses ndo podiam ter

ingerido alimentos, pelo menos 1 hora antes da coleta. Saliva estimulada foi
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coletada em recipientes plasticos estéreis e descartaveis e, devidamente
identificados e mantida sob refrigeracdo por no maximo 2 horas até ser
transportada ao Laboratorio de Biologia de Protistas (Departamento de Microbiologia
Geral) do Instituto de Microbiologia Geral Professor Paulo Goées —UFRJ, onde era
processada. ApOs a coleta, todos o0s pacientes foram examinados para verificar a
presenca de lesdes bucais em tecidos moles, assim como a presenca de cérie

dentaria.

As andlises de isolamento e identificacdo dos isolados de Candida spp.
(realizadas no Laboratério de Biologia de Protistas e no Laboratério de Estrutura de
Superficie de Microrganismo do Instituto de Microbiologia Professor Paulo Goes,
UFRJ) foram inicialmente feitas de forma presuntiva através da coloracdo das
colonias reveladas no meio de cultura CHROMagar Candida® (ODDS &
BERNAERTS, 1994) e posteriormente realizou-se a identificagdo definitiva das
espécies de Candida spp. através de testes bioquimicos de fermentacdo e
assimilacéo de acucares, utilizando o sistema APl 20C°® (Biomerieux, Marcy L’Etoile,

France).

A nossa amostra final foi constituida pelos isolados provenientes dos
pacientes do grupo HIV (n=43) e pacientes clinicamente saudaveis (n=17),
colonizados por Candida spp., totalizando 79 isolados, dentre os quais eram: C.
albicans (48 isolados — 33 HIV/ 15 Controle), C. parapsilosis (20 isolados — 12 HIV/ 8
Controle), C. krusei (8 isolados - HIV), C. dubliniensis (1 isolado - HIV), C. tropicalis
(1 isolado - HIV) e C. guilliermondii (1 isolado - HIV).

Para a determinacdo da expresséo dos fatores de viruléncia de Candida spp.,

foram utilizados os protocolos descritos abaixo:

3.1. Formacéo de Biofilme

A formacédo de biofilme foi realizada de acordo com a metodologia proposta
por THEIN, SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE (2007). Apos o crescimento dos
isolados clinicos de Candida spp. em BHI liquido (Brain Heart Infusion - BD Difco™,

Maryland, Estados Unidos da América) por 48 horas a 37 °C sob agitacéo, trés
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lavagens celular com PBS (Phosphate Buffer Solution — KH,PO, - NaCl -
Na,HPO,7H,0; ph 7.2), resultando na suspensao celular de 10’ células/ml em YNB
(yeast nitrogen base - BD Difco™, Maryland, Estados Unidos da América) com
100mM de glicose, 100 ul da suspenséo foi adicionado em placa de cultura de célula
com 96 poc¢os, que permaneceu por 1 ¥ horas a 37 °C em suave agitacdo (75 rpm).
Apés este periodo, o sobrenadante foi removido, e seguido por duas lavagens
suaves com PBS estéril para remocéao das células ndo aderidas. Foram adicionados
200 pl de YNB estéril e as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas, sem
agitacdo. Apoés este periodo, foi feita a remocdo do sobrenadante e duas lavagens
suaves com PBS estéril para retirada das células ndo aderidas ao biofilme formado.
A quantificacdo do biofilme foi realizada pela adicdo de XTT (2,3-Bis-(2-Metoxi-4-
Nitro-5-Sulfofenil)-2H-Tetrazélio-5-Carboxanilida, Invitrogen™, Life Technologies,
Califérnia, Estados Unidos da América) com menadiona na proporcao de 1:20 nos
pocos. A reacdo de reducdo do XTT pelos fungos se deu a 37°C por 3 horas na
auséncia de luz. ApoOs esta incubacdo, o sobrenadante foi transferido para outra
placa de 96 pocos e a leitura das placas foi realizada em espectrofotometro a um
comprimento de onda de 492 nm.

3.1.1. Microscopia Confocal

Um isolado de Candida de cada espécie do grupo HIV, que exibiu maior
formacdo de biofilme, foi selecionado para ser submetido & microscopia confocal
para melhor ilustracdo da estrututa do biofiime maduro de Candida spp.. Apés a
formacao do biofilme, o processamento para visualizacdo no microscopio confocal
(Leica TCS SP5) se deu como o descrito por Chandra et al. (2008). Os corantes
utilizados foram concanavalin A-Alexa Fluor 88 conjugado conA (5 pl/ml) e FUN-1 (2
pl/ml) foi preparada (CHANDRA, MUKHERJEE & GHANNOUM, 2008). O FUN-1 é
convertido em laranja-avermelhado por células metabolicamente ativas enquanto o
Alexa Fluor-ConA se torna verde fluorescente devido aos residuos de glicose e
manose dos polissacarideos da parede celular do fungo e da matriz extracelular

(LATTIF et al., 2010). Utilizou-se o microscépio confocal Leica TCS SP5 com
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software LAS-AF 4.1.2. As imagens foram selecionadas através do programa FIJI
IMAGEJ 1.48s (National Institute of Health, USA).

3.2. Atividade de Fosfolipase

A metodologia empregada foi a descrita por Price et al. (1982) e Ibrahim et al.
(1995). Para cada 184 ml de agua destilada foram acrescentados 13 g de agar
Sabouraud dextrose (Sabouraud Dextrose Agar, BD Difco'™, Estados Unidos da
Ameérica), 11,7 g de NaCl, 0,111 g de CaCl2. A gema de ovo foi centrifugada a 500
xg por 10 minutos em temperatura ambiente e 20 ml do sobrenadante foi adicionado
ao meio esterilizado. O meio foi dispensado em placas de Petri estéreis descartaveis

de 90 mm com um volume aproximado de 20 ml por placa.

Os isolados de Candida spp. foram previamente crescidos em meio de cultura
SDA por 24 horas e ajustados para aproximadamente 10’ células/ ml de solucao
salina estéril. Desta suspensao celular, 10 yl foram adicionados de forma pontual na
superficie da placa. Em cada placa foram realizados 3 indculos de diferentes

isolados. As placas foram incubadas por até 4 dias a 37° C em atmosfera umida.

A leitura foi realizada ap6s 3 dias de incubacdo. A atividade de fosfolipase foi
medida pela relagdo entre o diametro da colonia e a zona de precipitacéo (Pz). De
acordo com este método um valor de Pz = 1,00 significa que a cepa € negativa para
a producéo de fosfolipase/lipase, enquanto que um valor de Pz = 0,63 significa que a
cepa esta produzindo grande quantidade de fosfolipase (Kantarcioglu & Ytcel, 2002;
Dagdeviren et al., 2005).

3.3. Atividade de Protease

A metodologia empregada se baseou no método de Ruchel et al. (1982) e
Oliveira et al. (1998), que utiliza 0 meio de cultura YCB (yeast carbon base - BD
Difco™, Maryland, Estados Unidos da América), albumina sérica bovina fracédo
V(Reagen,Curitiba, Brasil), e Protovit® (Bayer, Sdo Paulo, Brasil). Este meio foi

esterilizado em filtros de Milipore de 0,22 ym e adicionado agar e agua destilada
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(previamente esterilizados). O meio foi vertido em placas de Petri estéreis

descartaveis de 90 mm, perfazendo um volume aproximado de 20 ml por placa.

O in6culo de cada isolado de Candida foi preparado de forma semelhante ao
usado para os experimentos de fosfatase. Em cada placa também foram realizados
3 indéculos de isolados diferentes. As placas foram incubadas por 8 dias a 37° C em

atmosfera Umida.

A leitura foi realizada apés 7 dias de incubacéo. A protedlise foi visualizada
por coloragédo conforme descrito por Staib (1965). A atividade proteolitica foi medida
pela relagdo entre o diametro da col6nia e a zona de hidrélise. Esses valores foram
interpretados de acordo com Kantarcioglu & Yicel (2002) e Dagdeviren et al. (2005).

3.4. Andlise da Susceptibilidade ao Fluconazol: Concentragdo Minima

Inibitéria (MIC)

A determinagdo do MIC de Fluconazol seguiu os métodos e critérios do
CLSI/NCCLS, documento M-27, que descreve um teste de diluicdo em caldo para a
determinagcdo da sensibilidade de leveduras a terapia antifungica, podendo ser

classificadas em sensivel, suscetivel e resistente ao medicamento testado.

O ensaio utilizou o método padrdo de microdiluigdo com diferentes
concentragdes de Fluconazol e inéculo devidamente ajustados em meio RPMI-1640,

em placas estéreis e descartaveis de 96 pocos.

O meio de cultura utilizado no experimento foi o meio sintético RPMI-1640
com glutamina e sem bicarbonato, tamponado a pH 7,0 a 25° C com &cido
hidroxietilpiperazina etanossulfénico. Os isolados de Candida spp. foram crescidos
no meio Brain Heart Infusion (BHI - BD Difco™, United States of America) por 48 h a
37°C sob agitacdo. Suspensdes de 5 x 10° céls/ ml foram ajustadas no meio RPMI-
1640. Aliguotas de 100 nul da suspenséo foram transferidas para cada poc¢o da placa
de 96 pocos contendo 100 ul de Fluconazol em diferentes concentracdes. A leitura
das placas se deu em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 595 nm. O

experimento foi realizado em triplicata.
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O Fluconazol foi testado nas concentragdes de 0,25 -0,5-1,0-2,0-4,0 —
8,0-16,0-32,0-64,0 - 128,0 — 256,0 — 512,0 pg/ml.

3.5. Anadlise de Dados

Os dados foram tabulados e analisados pelo programa IBM SPSS Statistics
versdo 20. Testes paramétricos (para variaveis com distribuicdo normal) e néo-
paramétricos (para varidveis com distribuicdo ndo normal) foram utilizados para
verificar as associagfes entre as variaveis. O valor de p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Para comparacdes entre os grupos HIV e controle, em
relacdo a formacao de biofilme, utilizou-se o test T de Student para as variaveis
numeéricas e o Qui-quadrado para as variaveis categoricas. Além disso, o test T foi
utilizado para verificar as associacées entre formacdo de biofilme dentre as
diferentes espécies de Candida e em relagdo aos dados médicos (ao uso de
HAART, status de imunossupressdo, presenca de AIDS e carga viral) e

manifestagdes orais, dentro do grupo HIV.

Para comparacdes entre os grupos HIV e controle, em relagéo a producéo de
fosfolipase, produgéo de protease e resisténcia ao Fluconazol, utilizou-se o teste de
Mann-Whitney para as variaveis numeéricas; e o Qui-quadrado para as variaveis
categodricas. As associacfes entre estas varidveis e o0s dados médicos e

manifestagfes orais no grupo HIV também foram analisadas.

Para fins de andlises, as espécies C. parapsilosis, C. krusei, C. dubliniensis,
C. guilliermondii e C. tropicalis foram agrupadas na categoria Candida non-albicans.
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Abstract

The aim of this study was to assess the in vitro biofilm formation of Candida
spp. isolated from HIV infected children and controls. Also, correlate the results with
medical data and underwent confocal laser scanning microscopy. A total of 79
isolates were analyzed: 48 C. albicans isolates (33/15) and 20 C. parapsilosis sensu
lato complex isolates (12/8) from HIV and control patients, respectively, while C.
krusei (8), C. tropicalis (1), C. dubliniensis (1) and C. guilliermondii (1) from HIV
patients only. Medical data was collected, considering antiretroviral therapy, CD4
count and viral load. The biofilm forming ability was analyzed through the XTT
reduction assay technique. Representative isolates of each specie with the ability to
form more quantity of mature biofilm (HIV group) underwent confocal laser scanning
microscopy for the visualization of biofilm morphology and structure. All isolates were
able to form biofilm (n=79). Quantitatively, Candida isolates from HIV-positive and
negative children presented similar ability to form biofilm (p>0.05), although all C.
albicans isolates from HIV group (33) were moderately or strongly biofilm producers.
In C. albicans isolates from both, HIV and control groups, the biofilm formation was
higher than in non-albicans Candida isolates (p<0.05). No correlations were found
between medical data and Candida spp. biofilm formation. In conclusion, Candida
spp. isolates recovered from HIV-positive and negative children present the same
ability to form biofiim in vitro, highlighting the relevant role played by

immunosuppression in the modulation of Candida virulence attributes.

Key words: Candida, HIV-infected children, biofilm formation

INTRODUCTION

Candida spp. are fungi usually present in the oral cavity (CHAGAS et al.,
2009; CERQUEIRA et al.,, 2010), gastrointestinal and genital tracts of healthy
individuals (MICELI et al., 2011). Candida albicans is the most prevalent specie in
the buccal cavity (CERQUEIRA et al.,, 2010) while C. tropicalis, C. glabrata, C.

dubliniensis and C. krusei are important agents that may lead from superficial to
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disseminated infections (HAYNES, 2001; MICELI et al., 2011). Also, the complex C.
parapsilosis sensu lato has been associated to nosocomial infections (TROFA,
GACSER & NOSANCHUK, 2008). In immunocompromised individuals, these
microorganisms can lead to infections affecting the oral cavity (oral candidiasis),
oropharynx, esophagus (MAYER, WILSON & HUBE, 2013) and disseminate to the
bloodstream (HAYNES, 2001). The transition from commensal to opportunistic
pathogen is supported by a variety of mechanisms to overcome host defense
mechanisms, such as the adhesion to host cells, biofilm formation, phenotypic
switching and the production of extracellular hydrolytic enzymes. These attributes are
called virulence factors (CALDERONE & FONZI, 2001; HAYNES, 2001; MAYER FL,
WILSON D & HUBE B, 2013).

When organized in biofilms, in general the cells are embedded in a self
produced extracellular matrix containing proteins, carbohydrates, phosphorus and
hexosamine (SARDI, 2013). The biofilm provides protection against drugs and
microorganisms competition; the removal of harmful metabolic products; favors the
acquirement and processing of nutrients (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002); and
enables the communication through the secretion of signaling molecules in a
delimited population - Quorum sensing (MARTINEZ & FRIES, 2010). Despite the oral
candidiasis prevalence decreased after the introduction of HAART therapy for HIV-
infected children, the oral colonization by Candida spp. still remains high when
compared to healthy patients (CERQUEIRA et al.,, 2010). Additionally, when these
fungal infections develop in oral mucosa, such lesions were more resistant to
commonly antifungal therapy used (TAIWO & HASSAN, 2010). Therefore a better
understanding of this infection pathogenesis is necessary in order to choose the best
form of treatment and prevention. In this scenery, the objective of the present study
was to compare the biofilm formation by Candida spp. isolates from oral cavity of

HIV-positive and negative children.
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MATERIALS AND METHODS

This study was approved by the Ethics Committee (CEP/IPPMG-RJ 63/11)

and informed consent was obtained for each child from their legal guardians.

1. Clinical Isolates

The study was conducted on Candida spp. saliva isolates previously obtained
by ALVES et al. (2014). The isolates were obtained from HIV infected children and
their controls (clinically healthy children) and participants recruitment criteria, saliva
collection and the distribution and identification of Candida species have been
previously published elsewhere (ALVES et al., 2014). In brief, children who were
under antifungal therapy three months before the collect, who were using
oropharyngeal antimicrobial drugs or children with a salivary flow less than 0.5 ml/min
were excluded from the study. Medical information of HIV group regarding
antiretroviral therapy (HAART), AIDS diagnosis and laboratorial tests results (CD4
and CD8 count and viral load) were collected from their medical records. Whole
saliva samples collection was performed between 1:00 — 2:00 PM for all patients and
children should not have eaten anything or brushed their teeth for a minimum of one
hour. In order to verify the salivary flow, the child should chew a patterned parafilm
tablet for 1 minute and dispense the saliva in a sterile detachable recipient. In case
the salivary flow was more than 0.5 ml/min, the child would undergo the saliva
collection procedure for 5 minutes. After that, an oral exam was performed. The
salivary samples were stored under refrigeration and cultured (CHROMagar
Candida® - PROBAC, S&o Paulo, Brazil) until 2 hours after its collection. The
Candida spp. colonies were counted and then identified by sugar assimilation and

fermentation method (API 20C system®- Biomerieux, Marcy L’Etoile, France).

Our sample consisted in a total of 79 Candida spp. isolates being 56 isolates
from HIV group (33 C. albicans, 12 C. parapsilosis, 8 C. krusei, 1 C. tropicalis, 1 C.
dubliniensis and 1 C. guilliermondii and 23 from control group (15 C. albicans and 8
C. parapsilosis. As long as molecular methods were not performed in the
identification of C. parapsilosis sensu lato complex species (C. orthopsilosis, C.

metapsilosis and C. parapsilosis sensu strictu), they were referred as Candida
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parapsilosis (TAVANTI et al., 2005; GARCIA-EFFRON et al., 2011; SOUZA et al.,
2012).

2. Biofilm Formation Assay

The biofilm formation was performed according to the methodology described
by THEIN, SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE (2007). Briefly, the
microorganisms were grown on Brain Heart Infusion (BHI - BD Difco™, Maryland,
United States of America) for 48h at 37°C under agitation and suspensions of each
strain prepared using Yeast Nitrogen Base medium (YNB - BD Difco™, Maryland,
United States of America) with 100 mM glucose. Each strain had 100 ul of cell
suspension (10’ cell/ml) added to each well in 96 wells plaque in triplicate. The
system was kept under agitation (75 rpm) at 37°C for 1% hours. After this time, the
supernatant was removed, followed by two Phosphate Buffer Solution (PBS — ph
7.2) cell washing in order to remove the loosely adherent cells. An amount of 200 pl
of fresh YNB were added to each well and incubated at 37°C for 48 hours without
agitation. The biofilm quantification was determined by the addition of XTT (2, 3-bis
(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-Carboxanilide . Invitrogen™, Life
Technologies, California, United States) with menadione (1:20 proportion) in each
well. The reduction of the tetrazolium salt continued for 3 hours at 37°C. After this
process, 100 ul of the supernatant was collected, stored in a new plaque and read in
spectrophotometer at 492 nm. The XTT reduction technique values were categorized

in weakly, moderately and strongly producer, according to Sanchéz-Vargas (2013).

3. Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM)

One representative isolate of each Candida specie from HIV group was
selected to undergo CLSM for the better visualization of their biofilm morphology and
architecture. The criteria selection was the ability to produce thick mature biofilm.
Isolates were prepared according to the biofilm formation assay steps previously
described and were incubated for 48 hours. The staining process was performed as
described by Chandra et al. (2008). The dye mix was composed by the fluorescent
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stains concanavalin A-Alexa Fluor 88 conjugate conA and FUN-1. FUN-1 is
converted to orange-red by metabolical active cells while Alexa Fluor-ConA turns into
fluorescent green, bidding to mannose and glucose residues of cell wall and
extracellular matrix polysaccharides. Images were captured by the confocal
microscope Leica TCS SP5 software LAS-AF 4.1.2 and processed by using Fiji
ImageJ 1.48s (National Institute of Health, USA).

4. Statistical analysis

The data was tabulated in Excel 2013 and SPSS version 20.0 was used for
statistical analysis. P-value <0.05 was considered significant. T-test, for numeric
variables, and Chi-square test, for categorical variables, were used to compare the
biofilm formation comparing HIV and Control groups. Also, T-test was performed to
assess the biofilm formation among the different Candida species and according to
the use of HAART, immunosuppression status, AIDS presence, viral load and oral
manifestation within HIV group. C. parapsilosis, C. krusei, C. dubliniensis, C.
guilliermondii and C. tropicalis were also aggregated into the non-albicans Candida

group for further analysis.

RESULTS

Biofilm formation was detected in all assessed isolates (n= 79). Table 1 shows
the biofilm formation among isolates of HIV (n=56) and control group (n=23).
Significant differences between both groups were not observed (p=0.854; T Student
test). Biofilm formation was higher in C. albicans isolates than in non-albicans
Candida isolates from HIV and control groups, respectively (p<0.05). In relation to
biofilm formation categorization, no statistical significant differences were observed

between groups (p>0.05).

In C. albicans isolates from both, HIV and control groups, the biofilm formation
was higher than in non-albicans Candida isolates (p<0.05). Among C. albicans and
non-albicans Candida species, almost all isolates from HIV group were moderately or

strongly biofilm producers, except for C. parapsilosis (also presented weak biofilm
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producer isolates). In control group, 13.3% C. albicans isolates were weakly
producers (2/15) while most C. parapsilosis isolates presented moderate biofilm

formation (75%) but these difference were not significant (p>0.05).

The association between biofilm formation of C. albicans, non albicans
Candida species C. parapsilosis and C. krusei and history/presence of oral
candidiasis and medical data from HIV group was assessed. Use of HAART,
immunosuppression, presence of AIDS and viral load did not seem to interfere in
biofilm formation among the studied species (p>0.05). In relation to C. parapsilosis
isolates (n=12) none of them were recovered from individuals with severe
immunosuppression and although no statistical difference were found, biofilm forming
ability tend to be increased in those isolates from children with detectable viral load
(p=0.06). No statistical differences in biofilm formation were observed regarding
history/presence of oral candidiasis. In HIV group, correlation between biofilm
production and HAART use, immunological status, AIDS presence and viral load was
not observed. More details of biofilm production regarding the different Candida

species and medical data can be seen in Table 2.

The confocal laser scanning microscopy analysis of mature biofilm of each
Candida specie can be seen in Figure 1. It was possible to notice the mature biofilm
density difference among Candida species. Its thickness ranged from 12 to 45 um.
The presence of Candida spp. as yeasts, hyphae and pseudohyphae was also

observed, such as the different organization of these cells.

DISCUSSION

Candida species are usually responsible for the development of life
threatening infections in severely immunocompromised individuals (WILLIAMS et al.,
2013). Superficial infections as oropharyngeal candidiasis are more frequent and
may prejudice the medication absorption and lead to malnutrition (SARDI, 2013).
These infections are developing due to the Candida biofilm formation. Candida
biofilms are formed by microcolonies of yeast, hyphae and pseudohyphae enclosed
in the matrix. Its formation constitutes a pivotal step for the colonization and infection

of tissues, such as the formation of oral lesions. After the initial adherence to
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surfaces, the cells form colonies, produce extracellular polymeric substances and
maturate (BONHOMME & D’ENFERT, 2013). These cells can be released from the
biofilm, migrate and damage other tissues, organs and even cause candidosis
(HASANA et al., 2009; CUELLAR-CRUZ et al., 2012). The organization in biofilms
helps to evade host immune mechanisms, to resist antifungal therapies and to
establish the colonization of its microorganisms before the competition with other
microorganisms (SARDI et al., 2013). Therefore the investigation of Candida spp.
biofilm formation among isolates from HIV children and its correlation with the

disease history, clinical and laboratorial aspects of the infection is extremely relevant.

All C. albicans and non-albicans Candida isolates were able to produce biofilm
in our study, showing similar ability in both groups. Regarding the semi-quantitative
XTT reduction assay, our results showed that biofilm formation was higher in C.
albicans isolates than in non-albicans Candida species in HIV and control groups but
no differences were found between groups. Jin et al. (2003) assessed biofilm
formation through the XTT assay and also noted no significant difference between
HIV and control Candida oral isolates from adults. Mane et al. (2013) observed
enhanced biofilm forming abilities of HIV Candida isolates. They also noticed its
correlation with the CD4 counts, indicating immunosuppression. Our HIV sample was
collected from mostly children with regular immune status. Only two children
presented severe immunosuppression and were undergoing the antiretroviral

therapy.

C. albicans is the most prevalent Candida specie among healthy and HIV
individuals (DOMANESCHI et al. 2011; MANE et al., 2011; MANE et al., 2013) and
this specie also presents the ability of forming biofilm in inert surfaces as medical
implants, impacting the morbidity and mortality of patients who use these devices
(BONHOMME & D’ENFERT, 2013). Thein et al. (2007) suggest that C. albicans also
present the skill of growing and producing biofilm under anaerobic conditions,
favoring its establishment in the buccal cavity. From our isolates, only two of them
presented weak biofilm formation, while 46 from HIV and control groups were
classified as moderate/strong biofilm producers. In Candida spp. biofilms, the
extracellular matrix production contributes to preserve the biofilm integrity, acting like
a physical barrier and enabling the presence of persistent cells (BONHOMME &
D’ENFERT, 2013).
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Regarding non-albicans Candida species, C. parapsilosis sensu lato complex
has been rising as an important pathogen, being associated to nosocomial infections
(TROFA, GACSER & NOSANCHUK, 2008). It is the second most prevalent specie
recovered from the blood of patients with candidemia (CANTON et al., 2011) and
may cause up to 90% of invasive infections, in association to other species (SARDI
et al., 2013). A trend in the increase of biofilm formation associated to the viral load
increase was observed (Table 2). The high number of HIV copies in the blood
jeopardizes the immunological system and may favor the colonization by C.
parapsilosis such as its biofilm forming ability. This specie presents the ability to form
biofilm on medical devices and to grow in parenteral nutrition, configuring a
threatening to low-birth-weight infants leading this population to fungal and
bloodstream infections. Particularly, infants and immunocompromised patients may
be hospitalized in intensive care units due to clinical manifestations as endocarditis,
meningitis, peritonitis, arthritis, eye infections, otomycosis, onychomycosis,
vulvovaginitis, and urinary tract infections (TROFA, GACSER & NOSANCHUK,
2008). In our study, most C. parapsilosis isolates presented moderate or strong
ability to form biofilm. Although less complex than C. albicans biofiims, C.
parapsilosis biofilm may also be resistant to traditional antifungals as azole and
amphotericin B (TROFA, GACSER & NOSANCHUK, 2008; TOBUDIC et al., 2011).

Regarding the different Candida spp., Sanchez-Vargas (2013) et al. assessed
the biofilm formation of oral mucosa Candida isolates obtained from edentulous/
partially edentulous and diabetic adults. They observed higher biofilm production in
C. glabrata than in C. tropicalis, C. albicans and C. krusei isolates, respectively.
Comparing it to our study, only one C. tropicalis isolate was assessed, however, it
presented similar biofilm formation to C. albicans isolates. Also, in agreement to
them, we found that C. albicans isolates presented higher biofilm production than C.

krusei isolates, regarding HIV group.

Mane et al. (2013) analyzed Candida biofilm of oral lesions isolates from HIV
individuals and noted greater biofilm production in non-albicans Candida samples. In
agreement with our results, C. albicans presented the ability to produce more biofilm
in the work developed by Junqueira et al. (2011), assessing saliva and
oropharyngeal candidiasis lesion isolates from HIV adults. Hawser & Douglas (1994)

evaluated Candida spp. isolates from individuals with line infection and women with
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vaginal candidiasis and observed more intense biofilm production among C. albicans
isolates. In 2011, Junqueira et al. performed a study in which Candida isolates from
HIV adults with candidiasis lesions were able to form biofilm similarly to isolates from
invasive candidiasis recovered from HIV negative individuals. In that study, all the
isolates were collected from candidiasis lesions while in our sample was collected
from total saliva. Since severe immunosuppression was considered low in our
sample significant differences were not observed regarding this data. Isolates of
children from HIV group presenting regular immune status and moderate
Immunosuppression presented similar biofilm production as healthy children isolates.

All C. albicans isolates from HIV group were considered moderately and
strongly biofilm producers, while 2 isolates from control group were classified as
weak producers. The small number of control group Candida isolates could be
considered a limitation factor in the statistical analysis when comparing HIV and
control groups. Also, our study assessed few isolates of C. tropicalis, C. dubliniensis
and C. guilliermondii which were recovered from HIV children alone. Researches with
more isolates of these species recovered from HIV and healthy children should be
developed in order to clarify the influence of HIV infection in the biofilm forming ability
of non-albicans Candida species.

In relation to HIV infection, no correlation was found between medical data of
our sample and biofilm formation. HAART leads to the increase in the levels of CD4+
T lymphocytes, restoring the immune system of HIV infected children (POMARICO et
al., 2009). Since its introduction, the reduction of opportunistic infections, morbidity,
hospitalizations and deaths in HIV-infected children has been observed (ALVARO-
MECA et al., 2013). A lower incidence of candidiasis may be observed even one
month after HAART introduction (TAIWO & HASSAN, 2010), although it still remains
higher in HIV children than in healthy children (ALVARO-MECA et al., 2013).
Quantitatively, the biofilm formation of isolates from HIV children undergoing HAART
was similar to isolates from HIV children who do not undergo this therapy. However,

the composition of the produced biofilm was not evaluated.

The method employed in our study has been used for the quantification of
Candida biofilm under different conditions. The counting of colony forming units, dry-

weight assessments and spectrophotometric assays are techniques also used in this
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type of analysis despite their limitations (JUNQUEIRA et al., 2011). The analysis of
features as density, compaction, multilayer structure and growth aspects could
provide relevant information of the produced biofilm (THEIN et al., 2007). Also, the
extracellular matrix composition influences the biofilm formation. Proteomic studies
may reveal the presence of specific proteins related to biofilm cell surface (FINKEL &
MITCHELL, 2011). Studies considering the association of different methods must be
developed in order to improve the knowledge about Candida biofilm other than those
from quantitative methods as XTT assay may provide. The understanding of the
biofilm features would promote the development of new therapeutic targets against

fungal infections.

Host conditions play a regulatory role in the virulence of Candida spp. Due to
the ability to respond rapidly to environmental changes, these microorganisms take
advantage of the compromised immune system, leading to infections (CALDERONE
& FONZI, 2001; HAYNES, 2001). The biofilm formation was similar in HIV and
control groups for from the 43 children involved in our study, only two of them
presented AIDS. In the past, the HIV infection was associated to a low survival
prognosis. However, with the introduction of HAART in 1996, this prognosis changed
(TAIWO & HASSAN, 2010; ALVARO-MECA et al., 2013). As we can observe in the
studied population, the improvement in the control of the disease and consequently
to the life quality of the HIV-infected people is a result of governmental efforts
through programs and politics, associated to the World Health Organization

guidelines.

Some authors suggest that HIV infection evolves Candida selection and the
replacement for pathogenic strains in immunocompromised patients. This theory is
supported by Jain et al. (2010), Mane et al. (2012) and Mane et al. (2013) who
studied the expression of virulence factors over the HIV population. Our results
showed that immunosuppression itself would play an important role in the modulation
of biofilm forming attributes. HIV and control groups presented similar biofilm
production for our study population was not considered immunosuppressed,
according to CDC criteria. HIV and healthy children presented similar biofilm
formation expression among albicans and non-albicans Candida species. Our results
highlighted the important role played by immunosuppression in the regulation of

Candida spp. virulence expression.
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Table 1. Biofilm production categorization among different Candida species from HIV

and Control Groups

Candida specie

Biofilm formation (Mean OD 490 nm)

n HIV group N Control group p-value
Candida albicans 33 848,15+200.00" 15 818,36+£257.46° NS
non- albicans 23 593,70+290.03" 8 598,38+215.6"
Candida NS
C. parapsilosis 12 571.22+£320.07 8 598,38+£215.61 NS
C. Krusei 8 522.12+242.66 - s
C. dubliniensis 1 1011.00 - s
C. guilliermondii 1 813.00 -
C. tropicalis 1 799.33 -
Biofilm Formation Categorization
Candida specie HIV Group (n= 56) Control Group (n=23) p-value
C. albicans
Weakly --- 2 (13,33%)
Moderately 12 (36,36%) 3 (20,00%) NS
Strongly 21 (63,34%) 10 (66,67%)
C. parapsilosis
Weakly 6 (50,00%) 1 (12,50%)
Moderately 3 (25,00%) 6 (75,00%) NS
Strongly 3 (25,00%) 1 (12,50%)
C. krusei
Weakly 2 (25,00%)
Moderately 5 (62,50%)
Strongly 1 (12,50%)/ 1027,33
C. dubliniensis
Strongly 1 (100,00%)/ 1011,00
C. guilliermondii
Strongly 1 (100,00%)/ 813,00
C. tropicalis
Strongly 1 (100,00%)/ 799,33

Note: Sanchez-Vargas, 2013. Biofilm formation by oral clinical isolates of Candida species. Considering OD 490 nm/ CFULog
cells/ml, strains were classified as: Not producer < 0,10/ < 0,1 x 10%, Weakly producer 0,11-0,40/ 0,1-0,75 x 105,

Moderately producer 0,41-0,74/ 0,76-2 x 10%; Strongly producer - = 0,75/ > 2 x 108.NS® — No statistically significant (Mann-
Whitney test)



Table 2: Association between C. albicans, C. parapsilosis and C. krusei biofilm formation and medical data from HIV group
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C. albicans Non albicans Candida C. parapsilosis C. krusei
HAART! N Mean p-value N Mean p-value N Mean p-value Mean p-value
Yes 21 852.4 (+186.8) 0.89 19 570.1 (+294.8) 0.75 10 587.2 (+348.4) 05 449.9 (+141.7) 0.25
No 12 840.5 (+229.7) 4 705.6 (+274.4) 2 491.1 (+136.4) 1027.3
Immunosuppression?
Absent 19 857.7 (+229.8) 14 534.7(+226.0) 8 486.5 (+198.1) 556.4 (+269.8)
Moderate 12 844.5 (+161.2) 0.82 8 707.5 (£382.9) 073 4 740.6 (+476.0) 0.49 443.8 (+320.3) 0.79
Severe 2 778.1 (x177.9) 1 507.3 - - 507.3
AIDS®
Yes 2 778.1 (x177.9) 0.59 1 507.3 1.0 - -- 507.3 0.75
No 31 852.6 (+203.1) 22 597.6 (+296.2) 12 571.2 (+320.0) 524.2 (£262.0)
Viral Load* N Mean Value/ SD p-value N Mean p-value Mean p-value Mean Value/ SD p-value
Detectable 10 797.6 (x170.7) 5 801.1 (+x372.4) 2 844.1 (+648.1) 507.3
0.14 1.00 0.46 75
Undetectable 23 879.6 (+206.9) 18 536.0(+245.1) 10 516.6 (+242.2) 524.2(+262.0)

Note: NS=not significant; SD=standard deviation; “Mann-W hitney Test.
Use of three or more antiretroviral drugs (CDC, 1994).

% Immunological Classification (CD4%): Absent (>25%), Moderate (15-24%) and Severe (<15%).

®AIDS: CD4% < 15.
“Viral Load Classification: undetectable=<400 copies/ml
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Figure 1: Confocal scanning laser microscopy of Candida spp. biofilms. A representative strain

of (A) C. albicans, (B) C. parapsilosis, (C) C. krusei,

(D) C. dubliniensis, (E) C. guilliermondii

and (F) C. tropicalis were selected in order to illustrate the presence of yeasts, hyphae,
pseudohyphae, different arrange and density of mature biofilm formed by Candida species.
Biofilm thickness (um) of each specie that underwent CLSM was determined by merging
orthogonal view. Side-view images were obtained using software LAS-AF 4.1.2. Magnification:

40x.
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Abstract

Candida species are responsible for life threatening infections in severely
immunocompromised individuals. Several virulence attributes support their transition
from commensal to parasite, as the secretion of phospholipase, protease and the
resistance to antifungals. The aims of this study were to assess the in vitro
phospholipase and protease production and the susceptibility to Fluconazole of oral
Candida spp. from HIV infected children and controls. A total of 79 isolates was
assessed: 48 C. albicans isolates (33/15) and 20 C. parapsilosis sensu lato complex
isolates (12/8) from HIV and control patients, respectively, while C. krusei (8), C.
tropicalis (1), C. dubliniensis (1) and C. guilliermondii (1) from HIV patients only.
Medical data was collected, regarding antiretroviral therapy, CD4 count and viral
load. Phospholipase and protease assays were performed through the egg yolk and
Bovine Serum Albumin agar plate methods, respectively. Fluconazole susceptibility
was determined through the microdilution assay. Phospholipase activity was
detected in 40.5% (32/79) of all isolates. Its activity was significantly higher in HIV
group (p=0.006) and C. albicans isolates from HIV group (p=0.007). Protease activity
was detected in 66 isolates (84.8%) and most of them from both groups were
relatively/strongly producers. 33 (41.7%) of all isolates were resistant to Fluconazole.
Most non-albicans Candida isolates from HIV (87.0%) and control (87.5%) groups
were susceptible to this drug. No significant difference was detected between groups
in protease and Fluconazole susceptibility assays. Correlation with medical data was
not found. In conclusion, Candida spp. isolates of HIV-positive children present
increased virulence expression due to significant higher in vitro phospholipase
production. The regulation of Candida virulence may be related to

Immunosuppression.

Key words: Candida, HIV-infected children, phospholipases, virulence factors,

fungal drug resistance.
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INTRODUCTION

Candida species are usually responsible for the development of life
threatening infections in severely immunocompromised individuals (WILLIAMS et al.,
2013). In HIV children, oral candidiasis has been associated to a decrease in CD4
lymphocyte count and the HIV viral load increase, being considered a predictor of
AIDS development (EVANS, MASKEW & SANNE, 2012). Also, the damage in the
oral tissues due to mucosal and oropharyngeal candidiasis may jeopardize the
nutrition and medication absorption of these individuals (SARDI, 2013), enable the
migration of these microorganisms to damage other tissues, organs and even cause
candidosis (HASANA et al., 2009; CUELLAR-CRUZ et al., 2012).

Candida spp. is a commensal fungus in oral cavity but its conversion to
parasitism and pathogenesis may occur associated with intraoral environmental
changes or systemic conditions such as immunosuppression due to HIV infection.
This change is supported by several virulence attributes as the expressions of
adhesins, biofilm formation, morphological transition, secretion of hydrolytic enzymes
and the resistance to antifungals (BADIEE & ALBORZI, 2011; MAYER, WILSON &
HUBE, 2013). The production of hydrolytic enzymes and their release to the
extracellular media seems to play an important role in adherence, host tissue
penetration and destruction (PORTELA et al., 2010; MANE et al., 2011; MANE et al.,
2012).

The phospholipases are a group of enzymes that act in the regulation of
mechanisms related to the cell maintenance, membrane remodulation and the
triggering of inflammatory process in the arachidonic acid cascade (GHANNOUM et
al.,, 2000; RICHMOND et al.,, 2011). Also, Candida spp. presents the ability to
produce and secret proteases in order to acquire nutrients. However, this skill is also
important during the development of the infectious process, promoting the
degradation of host proteins (RAO et al., 1998; NAGLIK et al., 2003). Candida
albicans is not the only specie able to produce these enzymes as this activity was
also detected in non-albicans Candida species (KANTARCIOGLU & YUCEL, 2002;
MOHAN et al., 2008; PORTELA et al., 2010; MANE et al., 2011).

Fluconazole is the choice drug for the treatment of Candida spp. infections
(SCHULZ et al., 2011). This drug inhibits the synthesis of ergosterol, an important

component of the fungal cytoplasmic membrane, leading to its disruption (TOBUDIC
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et al., 2012). The activation of efflux pumps and the overexpression of some genes
have been related to tolerance and resistance to antifungals, which configures a
challenge in the therapy against Candida infection in immunocompromised patients
(SCHULZ et al., 2011).

Since HAART introduction, the incidence of oral candidiasis in HIV-infected
children decreased, although the frequency of Candida spp. oral colonization in these
individuals is still higher than in healthy children (YANG et al., 2006; CERQUEIRA et
al., 2010; ALVARO-MECA et al., 2013). When present, the oral lesions tend to be
more resistant to the antifungal therapy. In this context, the aim of this study was to
analyze some virulence factors (phospolipase and protease, production and the
susceptibility to Fluconazole) of Candida spp. isolated from the oral cavity of HIV-

positive children.

MATERIALS AND METHODS

This study was approved by the Ethics Committee (CEP/IPPMG-RJ 63/11)

and informed consent was obtained for each child from their legal guardians.

1. Clinical Isolates
A total of 79 Candida spp. isolates from 60 HIV infected and healthy children,
previously obtained by ALVES et al. (2014) were assessed in this study. The HIV
group was formed by 43 HIV-infected children attending the Pediatric AIDS
Outpatient Clinic at the Universidade Federal do Rio de Janeiro (Brazil). The Control
group formed by 17 children without immunosuppression signs was attended in the
Pediatric Dentistry Department of the same institution. Participants recruitment
criteria, saliva collection and the distribution and identification of Candida species
have been previously published elsewhere (ALVES et al., 2014). In brief, children
who were under antifungal, therapy in the last three months or who were using
oropharyngeal antimicrobial drugs or children with a salivary flow less than 0.5 ml/min
were excluded from this study. Medical information of HIV group regarding
antiretroviral therapy (HAART), AIDS diagnosis and laboratorial tests results (CD4
and CD8 count and viral load) were collected from their medical records and are

show in Table 1. Whole saliva samples collection was performed between 1:00 —
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2:00 PM and children should not have eaten anything or brushed your teeth for a
minimum of one hour. After that, an oral exam was performed. The salivary samples
were cultured (CHROMagar Candida® -~ PROBAC, Sdo Paulo, Brazil) and the
Candida spp. colonies counted and then identified by sugar assimilation and
fermentation (APl 20C system® - BioMeriéux, Marcy I'Etoile, France). From the 79
Candida spp. isolates, 56 were from HIV group (33 C. albicans, 12 C. parapsilosis, 8
C. krusei, 1 C. tropicalis, 1 C. dubliniensis and 1 C. guilliermondii) and 23 from
control group (15 C. albicans and 8 C. parapsilosis). As long as molecular methods
were not performed in the identification of C. parapsilosis sensu lato complex species
(C. orthopsilosis, C. metapsilosis and C. parapsilosis sensu strictu), they were
referred in this study as Candida parapsilosis (TAVANTI et al.,, 2005; GARCIA-
EFFRON et al., 2011; SOUZA et al., 2012).

Medical information of HIV group regarding antiretroviral therapy (HAART), AIDS
diagnosis and laboratorial tests results (CD4 and CD8 count and viral load) are

shown in Table 1.

2. Phospholipase Assay

The phospholipase detection was performed according to the methodology
described by Price et al. (1982) and Ibrahim et al. (1995) that used an egg yolk agar
plate (1 M NaCl, 5 mM CaCl2 and 8% sterile egg yolk emulsion, pH 7.0).

Candida isolates were previously grown on Brain Heart Infusion (BHI - BD
Difco™, Maryland, United States of America) for 48 h at 37°C under agitation.
Suspensions of each strain containing 10’ cells/ml were adjusted and aliquots of 10
ul of each strain were spotted on the surface of petri dishes containing the culture
media previously described. After the incubation (for 3 days at 37°C in humidified
atmosphere), the phospholipase activity was measured by the rate between the
colony diameter and the precipitation zone (Pz) (KANTARCIOGLU & YUCEL, 2002;
DAGDEVIREN et al., 2005). According to this definition, the Pz value of the strains
were classified as: Pz=1,00 means that the strain is negative for phospholipase
production, while it is a weak producer when 0,99<Pz<0,90, mild when
0,89<Pz<0,80, relatively strong when 0,79<Pz<0,70 and very strong producer when
Pz<0,69.
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3. Protease Assay

The method used to detect protease activity was based on Ruchel et al.
(1982) and Oliveira et al. (1998) that using the albumin agar plate (1.17% yeast
carbon base (YCB - BD Difco™, Maryland, United States of America) medium
supplemented with 0.2% BSA (Reagen, Curitiba, Brazil) and 2.5% Protovit® (Bayer,
Séo Paulo, Brazil), pH 4.0.

The suspension of Candida isolates were prepared and inoculated as
described in phospholipase assay. The dishes were incubated for 7 days and the
clear zone around the colonies (protease activity) was determined after staining with

amido black.

4. Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of Fluconazole assay

Fluconazole MIC was determined according to the recommendations of the
Clinical and Laboratory Standards Institute (M-27) (CLSI, 2002). The assay followed
the serial microdilutions of the fluconazole. The minimum concentrations that

inhibited yeast growth completely were defined as MIC.

Following NCCLS criteria, Candida isolates were classified according to their
MIC value in sensitive (MIC < 8.0 pg/ml), susceptible (8.0 ug/ml < MIC < 64.0 pug/ml)
and resistant (MIC > 64.0 pg/ml) in order to determine the susceptibility to

Fluconazole.

5. Statistical analysis

The data was tabled in Excel 2013 and the statistical package SPSS version
20.0 was used for analysis. P-value <0.05 was considered significant. Mann-Whitney
test, for numeric variables, and Chi-square test, for categorical variables were used
to compare the phospholipase production, protease production and susceptibility to
Fluconazole comparing HIV and Control groups. Also, these tests were performed to
assess the phospholipase production, protease production and susceptibility to
Fluconazole of the different Candida species and according to the use of HAART,
Immunosuppression status, AIDS presence, viral load and presence/history of oral
candidiasis within HIV group. For statistical analyses, C. parapsilosis, C. krusei, C.
tropicalis, C. guilliermondii and C. dubliniensis were aggregated into the non-albicans

Candida group. For statistical analysis, in Phospholipase and Protease assays, the
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categories weak, mild, relatively strong and very strong producer were grouped and
recoded as producer. Regarding the susceptibility to Fluconazole, the categories
sensitive and susceptible to Fluconazole were aggregated into non-resistant for

further analysis.

RESULTS

Phospholipase production was found in 40.5% (32/79) of all assessed
isolates (n=32). Table 2 shows its distribution among all Candida spp. isolates from
HIV and Control groups. When the variable were re-grouped in producer or not
producer, statistical significant difference (p=0.006) was found between HIV and
Control groups, for while 50.0% (n=28) of HIV isolates were phospholipase
producers, and only 17.3% (n=4) isolates of Control group were able to produce this
enzyme. Evaluating each specie, the frequency of C. albicans presenting
phospholipase production was significantly higher in HIV group (p=0.007). Means
values and more information of non-albicans Candida species can be seen in Table
3.

Protease production was detected in a total of 66 isolates (84.8%). None of
protease producers isolates were classified as weak in both groups, being all of
them categorized from mild to very strong producers. Comparing HIV and Control
groups, similar production was found (p>0.05) (table 2). According to different
species, no statistical difference was observed regarding protease production of C.
albicans, non-albicans Candida, C. parapsilosis and C. krusei, in both groups (table
3).

In relation to Fluconazole resistance, no difference was observed between
HIV and control groups considering Candida spp. and intra species (p>0.05) (Table
2 and Table 3).

Within HIV group, correlations inter species show that isolates of C. albicans
were more fluconazole resistant than C. parapsilosis and C. krusei. No correlation
considering the virulence attributes expression and use of HAART, immunological
classification, AIDS presence, viral load and history/ presence of oral lesions was

observed
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DISCUSSION

In our study, we assessed the expression of some virulence attributes in
Candida spp. isolates from HIV-infected children and healthy controls. Candida spp.
present the ability to produce and secret hydrolytic enzymes (like phospholipase and
protease) to the environment. This skill enhances the adhesion, colonization, leading
to the cell membrane disruption and host tissue invasion (MENEZES et al., 2006;
CHAFFIN, 1998). In our study, 50% of isolates from HIV group and less than 20%
from Control group were phospholipase producers, what is in agreement with
Menezes et al. (2006) and Mane et al. (2011). Indeed, the phospholipase production
of our C. albicans isolates was quantitatively higher in isolates recovered from HIV-
infected individuals. Mane et al. (2012) also studied phospholipase production of C.
albicans isolates from HIV adults and observed increased phospholipase production.
Besides the degradation of cell membrane phospholipids, the phospholipase enzyme
promotes the active invasion of host tissue, allowing the fungal hyphal tip to reach
the cytoplasm (ABACI, 2001; KANTARCIOGLU & YUCEL, 2002).

The frequency of phospholipase production by C. albicans in our study was
higher than in non-albicans Candida species. Junqueira et al. (2012) studied the
oral colonization by yeast in HIV-infected individuals and also observed higher
phospholipase activity in C. albicans than in non-albicans Candida isolates. In the
same study, none of C. parapsilosis and C. glabrata isolates presented
phospholipase production, similarly to our study, when all C. parapsilosis isolates
recovered from HIV and Control groups didn’t produce this enzyme (JUNQUEIRA et
al., 2012). Abaci (2011) studied the phospholipase production of Candida isolates
from individuals with denture related stomatitis and also observed higher

phospholipase production in C. albicans isolates than in other species.

Protease is an enzyme involved in the adherence and tissue damage in
Candida infections (TSANG et al., 2007). The degradation of host immunoglobulins
and cytokines are important tools to evade host defense mechanisms (IBRAHIM et
al., 1998; KANTARCIOGLU & YUCEL, 2002; NAGLIK, CHALLACOMBE & HUBE,
2003; PORTELA et al., 2010). The high frequency of protease production observed
in our study compares favorably with Ollert et al. (1995), Menezes et al. (2006) and
Mane et al. (2011). Mane et al. (2012) observed greater quantitative protease
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production in isolates recovered from HIV adults than in their controls. In the same
study, the isolates from HIV group were swabbed from the oral lesion (when
present) and none of healthy individuals presented lesion at the collect time. In our
study the quantitative expression of protease was similar in HIV and control groups.
However the isolates of individuals with or without oral lesions of both groups were

collected from the total saliva.

Considering the different species, the great majority of C. albicans isolates
was able to produce protease, just like most of non-albicans Candida species
assessed in our study. Chaves et al. (2013) analyzed Candida spp. from the oral
cavity of immunosuppressed individuals (kidney transplant recipients) and did not
detect significant difference in protease production between C. albicans and other
Candida species. Kantarcioglu & Yucel (2002) studied the production of this enzyme
in Candida spp. from oral cavity, respiratory tract, urogenital systems and blood
recovered from patients suspected for invasive mycoses and observed protease
production in the two C. parapsilosis isolates studied. In our study we also detected
high activity of this enzyme in C. parapsilosis isolates, suggesting it may be an

important virulence factor for this specie.

Phospholipase and protease activities were not correlated to candidiasis
history/ presence and HIV infection features among the HIV group. Although these
enzymes are potentially relevant for the establishment of Candida infections, their
production was similar in isolates from individuals who presented or not oral
candidiasis. Mane et al. (2012) did not observe correlation between the intensity of
phospholipase and protease production and the presence of oral candidiasis in HIV
infected individuals. Abaci (2011) did not find correlation between the frequency of
production of these enzymes and the presence of stomatitis in denture wearers.
However there are several virulence factors that may be expressed by Candida spp.
during infection. Their expression may vary according to the type of infection and its
stage (MANE et al., 2011). More studies must be developed in order to elucidate the

role played by phospholipase and protease in this process.

The performance of antifungal susceptibility tests is an important tool in the
selection of an efficient therapy, especially in immunocompromised individuals, who

present risk of developing life threatening systemic candidiasis (BADIEE &
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ALBORZI, 2011). The decrease in drug intracellular accumulation through the
activation of efflux pumps promoting the presence of sub-inhibitory drug levels has
been associated to Fluconazole resistance. The overexpression of genes related to
ergosterol and genetic mutations may be mechanisms used by Candida spp. to
determine the resistance to Fluconazole (SCHULZ et al., 2011; TOBUDIC et al.,
2011). In our study the resistance to Fluconazole was observed in about 40% of all
isolates. Jeddy et al. (2011) studied the Fluconazole sensitivity of oral Candida
isolates of HIV-infected adults and found that 21% of isolates recovered from
individuals with oral candidiasis were resistant to this drug. This frequency is
considered high when compared to Hamza (2008) and Nweze & Ogbonnaya (2011),
who studied the susceptibility to Fluconazole of Candida oral isolates from HIV-

infected adults.

Regarding the species, more than 85% of resistant strains were C. albicans.
This data is really relevant, since it is the most common Candida specie isolated
from the buccal cavity of HIV-infected children (CHAGAS et al., 2009; CERQUEIRA
et al., 2010). Nweze & Ogbonnaya (2011) assessed the antifungal susceptibility of
C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guilliermondii and C. dubliniensis
recovered from HIV adults. Following C. dubliniensis, C. albicans presented the
second highest frequency of Fluconazole-resistant isolates in that study. In our
study we assessed only one isolate of C. dubliniensis and it was susceptible to this
drug as well as the only C. tropicalis isolate of our study was resistant to it.
Howsoever, C. albicans isolates were more resistant to Fluconazole than C.
parapsilosis and C. guilliermondii, in agreement with our study. In relation to C.
krusei, 25% of our isolates were resistant to Fluconazole, like 50% of the isolates
analyzed by Nweze & Ogbonnaya (2011), although in their study just 2 isolates
underwent the susceptibility test. Although some non-albicans Candida species are
intrinsically less sensitive to Fluconazole (JEDDY et al., 2011; PREMKUMAR et al.,
2014), C. albicans remains the most important opportunistic pathogen
(SPAMPINATO & LEONARDI, 2013). Thus, their resistance to Fluconazole, which
is the choice drug for Candida infections, represents a threatening for the treatment

of oral candidiasis.

The extensive use of Fluconazole in the treatment of mucosal candidiasis

may lead to the selection of resistant strains (HAMZA et al.,, 2008), by the
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colonization with less susceptible strains (BADIEE et al., 2010). However, in our
study the resistance to this drug was not associated to its use. Regarding the HIV
group, there was no correlation between HAART use and infection features with
Fluconazole resistance. Also, in our study, the distribution of the resistant isolates
was similar in HIV and control groups. Ben-Ami et al. assessed the association
between the resistance of Candida spp. collected from the bloodstream to
Fluconazole and through a multivariate analysis could relate it to the use of
antibiotics (prior to the candidemia development). They suggest that the extensive
use of these drugs may promote the selection of Fluconazole-resistant invasive
strains. The use of antibiotics is common in HIV-infected children in order to prevent
bacterial infections (CDC, 1991) and also in HIV-negative children (ALUMRAN,
HOU & HURST, 2013). Several factors are involved with the development of
Fluconazole resistance, nevertheless the extensive use of antibiotics may be one of

them.

Except by the phospholipase production, the expression of virulence factors by
Candida isolates recovered from HIV-infected and uninfected children seem to be
similar. Immunosuppression itself may play an important role in the transition of
Candida spp. from commensal to pathogen (HAYNES, 2001; CALDERONE &
FONZI, 2001). Since the great majority of the isolates involved in this study were not
collected from severely immunocompromised children, significant difference in the
expression of Candida spp. virulence attributes between HIV-infected and healthy
children was not observed. HIV-infected children are born with this infection and their
immature immunological system develops in the presence of the infection
(PINHEIRO, 2009). Since HAART promoted the improvement in the life quality and
decreased the mortality of HIV-infected children, more studies must be developed in
order to enlighten the establishment of Candida spp. virulence in HIV infected

children.
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Table 1: Medical and personal data from HIV and Control Groups

Personal Data HIV Group (n=43) Control Group (n=17)
Gender Male - 20 (46.52%) Male - 9 (52.95%)
Female - 23 (53.48%) Female - 8 (47.05%)
Age (years) 9,8 (+2.76) 8,9 (+2.40)
Oral Manifestation
Candidiasis 23 (53.48%) 3 (17.64%)
Erythema 12 (27.90%) 3 (17.64%)
Herpes 12 (27.90%)
Hypertrophy 13 (30.23%)
Medical Data HIV Group (n=43)
HAART use Yes - 31 (72.09%)
No - 12 (27.91%)
Immunological 1-27 (62.80%)
classification 2 - 15 (34.88%)
3-1(2.32%)
AIDS™ Yes - 1 (2.32%)
No - 42 (97.68%)
Viral Load” Detectable - 12 (27.91%)

Undetectable - 31 (71.09%)

_Use of three or more antiretroviral drugs (CDC, 1994).
1994 revised classification system for human Immunodeficiency Virus Infection in children less than 13 years of age (CDC): 1-absence of
Immunessupression (CD4%>25); 2-moderate Immunessupression (CD4%=15-24); 3- severe Immunessupression (CD4%<15). 'CD4 < 15%.
Viral Load detectable when <400 copies/ml



Table 2: Distribution and characterization of phospholipase production, protease production
and susceptibility to Fluconazole of HIV and Control groups Candida spp. isolates.

PHOSPHOLIPASE PRODUCTION*

: Relatively
Not producer Weak Mild Strong Very Strong
HIV 28 (50.0%) 7 (12.5%) 7 (12.5%) 12 (21.4%) 2 (3.6%)
CONTROL 19 (82.7%) 1 (4.3%) 1 (4.3%) 28.7%) -
PROTEASE PRODUCTION*
: Relatively
Not producer Weak Mild Strong Very Strong
HIV 12 (21.4%) - 2 (3.6%) 4 (7.1%) 38 (67.9%)
CONTROL 1(43%) - e 2 (8.7%) 20 (87.0%)
SUSCEPTIBILITY TO FLUCONAZOLE**
Resistant Susceptible Sensitive
HIV 24 (42.9%) 20 (35.7%) 12 (21.4%)
CONTROL 9 (39.1%) 6 (26.1%) 8 (34.8%)

* Categorization described by Dagdeviren et al. (2005). Isolates were classified, according to Pz, as not producer when Pz=1; weak producer
when 0,99<Pz<0,90; mild producer when 0,89<Pz<0,80; relatively strong producer when 0,79<Pz<0,70;and very strong when 0,692Pz.

** Susceptibility to Fluconazole was classified according to the MIC values (NCCLS, 2002).MIC< 8ug/ml (sensitive); 64 ng/ml 2MIC>8 pg/ml
(susceptible); MIC>64 ng/ml (resistant)



Table 3: Distribution of Candida spp. isolates according to their species and phospholipase production, protease production and Fluconazole

susceptibility categorization

C. albicans

non-albicans Candida®

C. parapsilosis

C. krusei

Mean (+SD)* Producer

Not Producer

Mean (iSD)1

Producer

Not Producer

Mean (+SD) ! Producer

Not Producer

PHOSPHOLIPASE*

Mean (+SD)* Producer

Not Producer

HIV 0.82+0.09 | 23(69.7%) 10(30.3%) | 0.76 £0.12 5 (21.7%) 18 (78.3%) — | - 12 (100.0%) | 0.80+0.07 4 (50.0%) 4 (50.0%)
CONTROL | 0.83+0.06 | 4 (26.7%) 11 (73.3%) — | 8 (100.0%) — 8(100.0%) | - | e e
p-value 0.89 0.007 e 0.19-NS e | e e
HIV 0.54+0.07 | 29 (87.9%) 4 (12.1%) 0.61+0.06 | 15 (65.2%) 8 (34.8%) 0.57 +£0.09 9 (75.0%) 3(25.0%) | = - 5 (62.5%) 3 (37.5%)
CONTROL | 0.53+0.06 | 14 (93.3%) 1 (6.7%) 0.48+0.09 | 8(100.0%) - 0.52+0.06 | 8(100.0%) — | e
p-value 0.54 0.49 - NS 0.61 0.06 — NS 0.43 0.19-NS | - -e-

SUSCEPTIBILITY TO FLUCONAZOLE**

SUSCEPTIBLE RESISTANT SUSCEPTIBLE RESISTANT SUSCEPTIBLE RESISTANT SUSCEPTIBLE RESISTANT
HIV 12 (36.4%) 21 (63.6%) 20 (87.0%) 3 (13.0%) 12 (100.0%) 0 6 (75.0%) 2 (25.0%)
CONTROL 7 (46.7%) 8 (53.3%) 7 (87.5%) 1 (12.5%) 7 (87.5%) 1 (12.5%)
p-value NS NS NS e

*Mean Pz (+ standard deviation); NS = Not significant (Mann-W hitney Test); “Isolates of C. parapsilosis, C. krusei, C. dubliniensis, C. guilliermondii and C. tropicalis were aggregated as non-albicans Candida.

* Categorization described by Dagdeviren et al. (2005). Isolates were classified as producer when Pz < 1 and not producer when Pz=1;
** Susceptibility to Fluconazole was classified according to the MIC values (NCCLS, 2002), where MIC< 64 pg/ml (susceptible) and MIC>64 pg/ml (resistant).
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5. DISCUSSAO

Candida spp. sdo fungos que colonizam o ser humano desde o seu
nascimento e podem permanecer por anos CoOmo comensais em Varios sitios do
corpo humano (ISSA et al., 2011; CASSONE, 2013). Na cavidade bucal, esses
micro-organismos sdo comumente encontrados no biofilme supragengival, lingua,
mucosa, palato, proteses dentarias, condutos radiculares e infeccbes gengivais
(SANCHEZ-VARGAS et al., 2013). Em individuos infectados pelo HIV, a instala¢éo
de candidiase oral reflete a progressdo da doenca para o estagio de sintomatologia
moderada (CDC, 2008). Embora a candidiase mucositica ndo seja letal, ela contribui
para morbidade e redugéo da qualidade de vida de pacientes com AIDS (TAYLOR et
al., 2000). Além dos danos a cavidade oral, a Candida presente na cavidade bucal
pode desencadear infec¢do em diversos sitios do corpo humano (JOBST & KRAFT,
2006). Assim, se torna muito relevante o entendimento da expressao de fatores de
viruléncia de Candida spp. para que medidas preventivas e terapéuticas apropriadas

sejam adotadas.

A frequéncia da morte de criancas infectadas pelo HIV menores de 15 anos
tem diminuido em todo o mundo. O acesso ao HAART tem sido expandido,
contribuido com a reducdo de mortes e melhoras na qualidade de vida dessas
criancas (UNAIDS, 2011). No Brasil, a incidéncia de infeccdo pelo HIV em mulheres
tem aumentado proporcionalmente quando comparada a homens, de modo que a
preocupacdo com a transmissdo vertical € uma realidade em nosso pais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Apesar do conhecimento sobre a patogenicidade
de espécies de Candida, pouco se sabe sobre as peculiaridades da infeccdo em
criancas soropositivas para HIV, de modo que sua elucidacdo € muito importante.
Assim, de acordo com a literatura consultada até o momento, este € o primeiro
estudo que buscou avaliar a formacéo de biofilme, produgéo de protease, produgcao
de fosfolipase e a susceptibilidade ao Fluconazol de isolados Candida spp. da saliva

de criancas infectadas pelo HIV na era do HAART.

Os isolados de Candida spp. utilizados na presente pesquisa foram

previamente coletados da saliva de criancas infectadas pelo HIV e criangcas sem
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evidéncia clinica de imunossupressdo por ALVES et al., 2014 (in press). Sua
identificacdo se deu por meio de técnicas amplamente utilizadas, que séo o cultivo
em CHROMagar Candida® (ODDS & BERNAERTS, 1994) e o sistema APl 20C®
(Biomerieux, Marcy L’Etoile, France). Métodos fenotipicos e bioquimicos ndo podem
promover a distingdo das espécies do complexo C. parapsilosis. Somente métodos
moleculares como o PCR permitem a identificacdo dos membros deste complexo em
C. parapsilosis strictu sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis (GARCIA-EFFRON et
al., 2011; SOUZA et al., 2012), visto que diferencas em sequéncias de DNA podem
diferencia-las (TAVANTI et al., 2005). Tais metodologias ndo foram realizadas
guando da identificacdo das espécies dos nossos isolados. Apesar de
filogeneticamente semelhantes, os estudos mostram resultados contraditérios em
relacdo as diferencas relacionadas a prevaléncia clinica e a expresséao de fatores de
viruléncia do complexo C. parapsilosis (GARCIA-EFFRON et al., 2012; NEMETH et
al., 2013). Abi-chacra et al. (2013) ao desenvolver um estudo sobre a viruléncia de
isolados clinicos de C. parapsilosis strictu sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis,
nao observaram diferenca significativa na expressao de fatores de viruléncia entre
essas espécies. A adesdo aos tecidos do hospedeiro € a fase inicial para a
colonizacgé&o e posterior infecgdo por Candida spp. (BENDEL & HOSTETTER, 1993).
Apés a adesdo inicial, a capacidade de formacédo de biofilme € um importante fator
de viruléncia de Candida spp. (LUCA et al., 2012). Em nosso estudo, todos 0s
isolados de C. albicans recolhidos da saliva de criancas infectadas pelo HIV e de
criangas sem evidéncias clinicas de imunossupressdo apresentaram a capacidade
de formar biofilme in vitro, caracteristica envolvida na patogénese das doencas
causadas por esses micro-organismos (SARDI et al., 2013). A organizacdo em
biofilme também confere a este fungo menor susceptibilidade a antimicrobianos
(MATHE & DIJCK, 2013).

Nos ultimos 20 anos, houve alterac6es na epidemiologia de Candida spp. em
pacientes com candidiase. Proporcionalmente, houve aumento da frequéncia de
espécies de Candida nado-albicans quando comparado a frequéncia de C. albicans
em isolados de pacientes com candidiase (YAPAR, 2014). Tumbarello et al. (2007)
avaliaram a frequéncia de formagédo de biofilme em isolados de Candida spp.
provenientes da corrente sanguinea de pacientes internados com cultura de sangue

positiva para Candida spp. durante os anos de 2000 a 2004. Eles observaram a
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manutencgdo da frequéncia de formagao de biofilme por isolados de C. albicans e
aumento na frequéncia de formacao de biofilme por espécies de Candida néao-
albicans. Semelhantemente a C. albicans, todos os isolados de C. parapsilosis, C.
krusei, C. dubliniensis, C. guilliermondii e C. tropicalis avaliados em nosso estudo
foram positivos para a formacédo de biofilme, sugerindo que as espécies de Candida

nao-albicans podem ser patdégenos importantes.

Quantitativamente, os isolados de C. albicans dos grupos HIV e controle,
apresentaram maior capacidade de formar biofilme do que as outras espécies de
Candida. Hawser e Douglas (1994) comparam a producéo de biofilme por Candida
spp. provenientes de processos infecciosos como infeccbes vaginais, infeccdes
relacionadas a cateter em pacientes leucémicos e implantes cardiacos
infeccionados. Nesse estudo, eles observaram que C. albicans apresentava maior
producao de biofilme do que C. parapsilosis e C. glabrata. Ainda observaram que C.
krusei produzia mais biofilme do que C. albicans. Em nosso estudo, os isolados de
C. krusei, provenientes de criangas infectadas pelo HIV, apresentaram formacao de
biofilme predominantemente moderada, enquanto C. albicans (grupo HIV) mostrou

uma formacéao de biofilme mais intensa (forte e moderada).

Tumbarello et al. (2007) observaram maior intensidade de formacao de
biofilme nos isolados de C. tropicalis quando comparado aos isolados de C.
parapsilosis em isolados provenientes de infeccdo na corrente sanguinea de
pacientes diabéticos ou que haviam sido submetidos as procedimentos cirlrgicos.
Mane et al. (2013) estudaram a formagé&o de biofilme por isolados orais de Candida
de pacientes infectados pelo HIV e observaram maior produgéo de biofilme por C.
tropicalis, seguido por C. parapsilosis. C. guilliermondii e C. krusei. Uma limitacao do
nosso estudo foi a de avaliar apenas um isolado de C. dubliniensis, C. guilliermondii
e de C. tropicalis, o que dificultou a comparacéo entre as espécies de Candida néo-
albicans. No entanto, todos estes isolados foram classificados como fortes

produtores de biofilme, assim como a maioria dos isolados de C. albicans.

A comparacdo da formacéo de biofilme entre espécies de Candida por meio
desta técnica é limitada devido a diferente capacidade que as espécies apresentam
de metabolizarem o XTT (TUMBARELLO et al., 2007; SANCHEZ-VARGAS et al.,

2013). Entretanto, um dos principais objetivos de nosso trabalho foi comparar a
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producao de biofilme de isolados de criancas infectadas pelo HIV e criangas sem
evidéncias clinicas de imunossupressdo, e todas foram submetidas a mesma
metodologia, de modo que tal objetivo ndo foi prejudicado. Outra técnica
colorimétrica como a da reducdo do MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
Difeniltetrazo6lio Bromide), determinacdo da biomassa e a contagem de UFC sé&o
outras opcodes utilizadas para a analise da formacdo de biofiime (CHANDRA,
MUKHERJEE & GHANNOUM, 2008; JUNQUEIRA et al., 2011), entretanto a técnica

do XTT apresenta maior sensibilidade.

As fosfolipases sdo enzimas produzidas por Candida spp. que estédo
relacionadas a digestdo de lipidios para a aquisicdo de nutrientes e ao inicio do
processo inflamatério ndo especifico (SARDI et al., 2013). O método utilizado neste
estudo para a deteccdo da producdo de fosfolipase seguiu os principios descritos
por Price et al. (1982). A gema de ovo foi utilizada como substrato por conter grande
quantidade de fosfolipidios. A medida que a fosfolipase é produzida por Candida
spp., ela age sobre os fosfolipidios presentes na gema do ovo, ocorre a liberacdo de
acidos graxos, que juntamente com o calcio formam uma zona de precipitacdo
esbranquicada ao redor da coldénia. Quando a cepa ndo € capaz de produzir
fosfolipase, o halo ao redor da colonia ndo se forma (PRICE et al., 1982;
GHANNOUM, 2000). Esta técnica utiizando a gema de ovo como fonte de
fosfolipidios tem sido amplamente utilizada para a deteccdo da producdo dessa
enzima (KANTARCIOGLU & YUCEL, 2002; MENEZES et al., 2006; ABACI, 2011,
MANE et al., 2011;).

As fosfolipases produzidas pelos patdgenos também tem como alvo a
membrana celular do hospedeiro que é formada por fosfolipidios. Este mecanismo
de digestdo da membrana pode danifica-la e até mesmo levar a lise celular,
destacando a relevancia da producdo de fosfolipase como fator de viruléncia de
Candida spp. (BALLAL & MOHANDAS, 2011). Além de agir contra as células do
hospedeiro, esta enzima atua no remodelamento da membrana celular e no controle
do crescimento dos fungos (NIEWERTH & KORTING, 2001). No nosso trabalho, a
atividade desta enzima foi significativamente maior nos isolados do grupo HIV. Mane
et al. (2012) também observaram significativa producéo de fosfolipase nos isolados
orais de Candida spp. provenientes de individuos infectados pelo HIV, mas néo
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houve correlacdo entre a producdo de enzima e a presenca de candidiase, assim

como em nosso estudo.

Ibrahim et al. (1995) desenvolveu um estudo relacionando a atividade de
fosfolipase em isolados de infec¢des sanguinea, oral e vaginal com os de isolados
orais de individuos assintométicos. Embora cepas com producdo deficiente de
fosfolipase tenham danificado menos o endotélio (in vitro), nenhuma correlacéo
entre a producdo de fosfolipase e o dano as células endoteliais foi encontrado.
Mesmo assim, devido ao seu potencial patogénico, estas enzimas tém se tornado
um alvo terapéutico e diagnéstico, podendo ser alvo de novos antifungicos
(KANTARCIOGLU & YUCEL, 2002).

Niewerth e Korting (2001) relataram que a atividade de fosfolipase parecia
estar limitada a C. albicans, assim como Ibrahim et al. (1995). Entretanto, a atividade
desta enzima também tem sido detectada em outras espécies de Candida (COSTA
et al., 2010; RAMESH et al., 2011; JUNQUEIRA et al., 2012). Semelhantemente, em
nosso estudo a atividade de fosfolipase foi detectada em C. krusei e C. dubliniensis,
embora com maior frequéncia em C. albicans. COSTA et al. (2010) observaram
atividade desta enzima em C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii e C. tropicalis.
A frequéncia in vitro da atividade de fosfolipase dessas espécies foi menor quando
comparada aos isolados de C. albicans. Entretanto, ha um grande repertério de
fatores de viruléncia de Candida spp. que conferem as espécies de Candida néo-
albicans elevado potencial virulento, o que é comprovado pelo aumento da
frequéncia dessas espécies em processos infecciosos ( KUMAR, KUMAR & MENON
et al., 2006; BASSETTI et al., 2013).

As proteases sdo secretadas por espécies patogénicas de Candida e outras
leveduras in vivo durante a infeccdo (CHAFFIN et al., 1998). Essas enzimas
apresentam baixa especificidade para substratos, podendo degradar diversas
proteinas do tecido epitelial do hospedeiro, da matriz e da superficie celular
(CASSONE & CAUDA, 2012). Neste estudo, os isolados de Candida spp. tiveram
como fonte de nitrogénio a albumina sérica bovina, como relatado por Ruchel et al.

(1982) e Oliveira et al. (1998). Técnicas utilizando a albumina sérica bovina como
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fonte exdégena de nitrogénio tém sido amplamente utilizadas para detectar a
atividade de protease por esses micro-organismos (MENEZES et al., 2006; TSANG
et al., 2007; ABACI, 2011; MANE et al., 2012).

Em nosso estudo, a atividade da protease foi detectada na grande maioria
dos isolados dos grupos HIV e controle. Ollert et al. (1995) analisaram a atividade
desta enzima em isolados orais provenientes de lesdes orais e regides nao
lesionadas. Nesse estudo, a média da atividade de protease no grupo HIV foi quase
0 dobro da média do grupo controle. Mane et al. (2012) observaram uma maior
expressao e atividade de protease em pacientes infectados pelo HIV quando
comparado a pacientes sem sinais clinicos de imunossupressao. Em seu estudo, os
isolados de Candida do grupo HIV foram coletados diretamente de lesbes de
candidiase bucal quando presentes (cerca de 33% dos isolados produtores de
protease do grupo HIV), enquanto nenhum dos isolados do grupo controle foi
proveniente de leséo oral. Em nosso estudo, os isolados de ambos os grupos foram
coletados da saliva total e ndo de lesdes orais. A diferenca na frequéncia de

protease entre 0s grupos nao foi significativa.

Costa et al. (2010) realizaram um estudo com isolados de Candida spp.
provenientes da cavidade oral de individuos infectados pelo HIV, de cateteres e do
sangue de pacientes ndo infectados pelo HIV em tratamento na unidade de terapia
intensiva. Considerando os isolados orais de Candida, a atividade de protease foi
detectada em 93,5% dos isolados de C. albicans e em 44,4% dos isolados de
Candida néo-albicans. Em nosso estudo, a frequéncia de detec¢ao da atividade de
protease de todos os isolados de C. albicans (grupos HIV e controle) foi de 89,6% e
a de Candida nao-albicans foi de 74%. KUMAR, KUMAR e MENON (2006) também
observaram a maior frequéncia de producdo de protease por C. albicans quando

comparada a outras espécies.

A producéo de protease foi detectada em 85,0% dos nossos isolados de C.
parapsilosis dos grupos HIV e controle e de 62,5% dos isolados de C. krusei. Costa
et al. (2010) observaram maior frequéncia de producéo desta enzima em isolados de
C. krusei quando comparado a C. parapsilosis. A alta frequéncia de producédo de
protease por C. parapsilosis também foi observada por Abi-chacra et al. (2013),

afirmando a importancia desta enzima para sua viruléncia desta espécie, embora a
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expressado de protease por Candida spp. esteja relacionada a diversos fatores,
condicOes e estagio de infeccdo (KUMAR, KUMAR e MENON, 2006).

As condi¢cdes do ambiente, incluindo o pH do meio parece agir diretamente
sobre a sintese de protease (CHAFFIN et al., 1998). Embora a xerostomia,
mudangas na composicao salivar e baixo pH sejam comumente observados em
individuos infectados pelo HIV (o que poderia favorecer a acdo da protease), a maior
expressdo dessa enzima nao provocou maior incidéncia de candidiase oral no
estudo de MANE et al. (2012). No nosso estudo, a correlagéo entre essa enzima e a
presenca/ histérico de lesGes orais ndo foi observada. No entanto, € importante
salientar que a inducdo e quantificagcdo de protease dos isolados foi realizada in
vitro, 0 que pode justificar a falta de correlacdo. Na literatura consultada, as
pesquisas tém demonstrado resultados contraditérios e por isso pouco conclusivos.
KOGA-ITO et al. (2006) observaram maior expressao de protease em isolados orais
de C. albicans de pacientes usuarios de protese dentaria com candidiase oral,
enguanto os isolados de pacientes usuarios de prétese sem a presenca de doenca
também apresentavam expressdo de protease. Ollert et al. (1995) ndo observaram
correlagdo entre o estagio de infeccdo pelo HIV e o aumento da atividade de
protease, assim como em nosso estudo. Mesmo que a expressao de protease, por Si
s6, ndo seja determinante para a instalacdo de infeccbes por Candida spp.,
inibidores dessas enzimas sao recursos que podem ser utilizados para impedir a
instalacdo e progresséo de infeccdes (GAUWERKY, BORELLI & KORTING, 2009).

Dentre o0s agentes antifungicos utilizados no tratamento de infeccbes
mucositicas e sistémicas por Candida spp., um dos principais e de primeira escolha
é o fluconazol. Como medicamento da familia dos azdis, esta droga inibe a formacéo
do ergosterol, um importante componente da membrana celular flngica,
promovendo assim a sua descontinuidade. Por agir especificamente na membrana
fungica, nado interagindo com a membrana das células do hospedeiro, este
medicamento tem sido utilizado de maneira tépica e no tratamento/ profilaxia de
infeccbes fungicas invasivas (SPAMPINATO & LEONARDI, 2013). Devido a
relevancia deste medicamento no tratamento da candidiase bucal de pacientes
infectados pelo HIV, a susceptibilidade de Candida spp. ao mesmo foi avaliada em

nosso estudo.
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Ha muitos métodos utilizados para testar a sensibilidade a antifungicos,
como a microdiluicdo, E-teste, citometria, corantes de viabilidade e diluicdo em agar
(PREMKUMAR et al., 2014). Em nosso estudo, utilizamos a técnica de microdiluicdo
descrita pelo CLSI/NCCLS (2002). Nesta técnica, ocorre a exposi¢do dos isolados
de Candida a diversas concentracdes do fluconazol e posterior andlise, apés
incubacdo por 48 horas. Para detectar se houve crescimento desses micro-
organismos durante esse periodo, ocorre a resuspensdo celular e leitura em
espectrofotometro. O comprimento de onda selecionado para a leitura da placa do
experimento se d& de acordo com o meio de cultura utilizado (neste caso, o meio de
cultura sintético RPMI 1640 com acido hidroxietilpiperazina etanossulfénico) para
gue o mesmo nado venha interferir na leitura final. Este método instituido para testar
leveduras causadoras de infec¢des invasivas, como Candida spp., se propde a
padronizar o teste de susceptibilidade a antifungicos para que haja uma
concordancia e comparabilidade dos resultados nos laboratérios que o executam.
Além disso, este método apresenta vantagens como ser de facil execucéo,
econdmico e fornecer resultados em um curto periodo de tempo (48 horas)
(CLSI/NCCLS, 2002).

Maenza et al. (1996), em seu trabalho acerca dos fatores de risco da
candidiase oral e esofagica causada por cepas resistentes ao fluconazol em
pacientes infectados pelo HIV, demonstraram a importancia da imunossupressao e
da exposicdo a azéis orais no desenvolvimento de resisténcia a tal medicacéo.
Individuos apresentando um quadro de imunossupressdo avancada eram mais
expostos a terapia com azois e por isso desenvolviam mais resisténcia a essas
medicacdes (MAENZA et al., 1996). Poucos isolados provenientes de criangcas com
imunossupressao grave foram utilizados em nosso estudo, entretanto houve uma
frequéncia alta de resisténcia ao fluconazol nos grupos HIV e controle. Em nosso
trabalho, a correlagcdo entre a presenga de candidiase oral no momento da lesdo/

historico de candidiase e a resisténcia ao fluconazol néo foi detectada.

Ao avaliar nossos resultados, nao foi observada correlagdo entre a infecgéo
pelo HIV e a resisténcia ao fluconazol, visto que sua frequéncia foi semelhante nos
isolados de Candida spp. de criangas infectadas pelo HIV e em criancas sem
evidéncia clinica de imunossupressdo. Ramesh et al. (2011) detectaram alta

frequéncia de isolados de C. albicans resistentes ao fluconazol. Em seu estudo néo
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houve diferenca significativa quanto a resisténcia ao fluconazol de isolados de
individuos imunossuprimidos (HIV e tuberculose) e individuos saudaveis com idade
entre 18 e 60 anos. A resisténcia de C. albicans aos azois tem crescido em relacdo
aos pacientes imunossuprimidos e sem evidéncia de imunossupressdo (RAMESH. et
al. 2011).

Ao comparar cepas de Candida spp. isoladas de lesdo de candidiase oral
entre os anos de 2006-2007 com as de 2012-2013, Kamikawa et al. (2014)
detectaram uma diminuicdo da sensibilidade de algumas espécies de Candida néo-
albicans ao fluconazol. Premkumar et al. (2014) observaram uma variacédo
significativa da susceptibilidade ao fluconazol entre as diferentes espécies de
Candida nao-albicans isoladas da cavidade oral de pacientes diabéticos. Eles nao
detectaram resisténcia a este medicamento em nenhum isolado de C. albicans. Ja
em nosso estudo, a resisténcia ao fluconazol foi detectada em 60,4% dos isolados
de C. albicans e somente em 12,9% dos isolados de espécies de Candida nao-
albicans. Este € um dado preocupante, visto que embora a proporcao de espécies
de Candida nao-albicans tenha emergido nas ultimas décadas como cepas com
potencial patogénico, C. albicans continua sendo a espécie mais prevalente em
infeccoes (KAMIKAWA et al., 2014).

Embora o fluconazol seja um agente antifingico importante, o seu uso
repetitivo e a duracdo do tratamento podem levar ao aumento da incidéncia de
resisténcia a sua acdo (SCHULZ et al., 2011). A resisténcia a antifungicos pode
estar associada a diversos mecanismos celulares (SPAMPINATO & LEONARDI,
2013) e em nossa pesquisa foi detectada em isolados de criangas cujos
responsaveis nao relataram uso prévio de antifungicos. Ben-Ami et al. (2012),
através de uma estudo retrospectivo, avaliaram a associacdo entre a resisténcia ao
fluconazol de isolados de Candida spp.provenientes de infeccdo na corrente
sanguinea com o uso prévio de antibacterianos (pelo menos 30 dias antes do
desenvolvimento da candidemia). Estes autores por meio de uma andlise
multivariada puderam sugerir que o uso inadequado de antibioticos (cefalosporina,
clindamicina, sulfametasona e trimetropim com sulfametasona) pode promover a
selecdo de cepas invasivas de Candida resistentes ao fluconazol. Como o0 uso
extensivo de antibidticos em criangas € um problema de saude publica mundial
(ALUMRAN, HOU & HURST, 2013), acreditamos que a elevada frequéncia de
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resisténcia ao fluconazol entre os isolados de C. albicans também possa estar
relacionado a este fato. Os antibacterianos sdo amplamente utilizados desde os
primeiros meses de vida por criangas infectadas pelo HIV de forma profilatica contra
infecgBes bacterianas, como a pneumonia, que consiste em um dos sinais clinicos
iniciais de infeccao pelo HIV em bebés (CDC, 1991). Além do fluconazol, h& outras
classes de antifungicos que podem servir como drogas alternativas nos casos de
resisténcia. No entanto, por tratar-se de pacientes infantis e em uso de antivirais,
este arsenal fica muito limitado, por isso o desenvolvimento de novas formulagdes e
compostos para o tratamento de infeccdes por Candida spp. resistentes ao
fluconazol é de suma importancia (SPAMPINATO & LEONARDI, 2013).

Como parte da microbiota normal dos seres humanos, Candida spp. sao
comumente encontradas na mucosa da cavidade oral, trato gastrointestinal e na
vagina (SARDI et al., 2013). Quando em comensalismo, a colonizagdo se da sob a
forma de levedura e esta relacdo com o hospedeiro favorece o equilibrio da
microbiota e a manutencdo da homeostase imune (CASSONE, 2013). Em pacientes
infectados pelo HIV as infec¢des por espécies de Candida séao tao relevantes que as
lesGes de candidiase esoféagica configura um quadro clinico da instalacdo da AIDS
nesses individuos, assim como a sua evolucdo (CASSONE & CAUDA, 2012).
Considerando ainda a vulnerabilidade imunolégica das criancas infectadas pelo HIV,
o melhor entendimento das interagdes patégeno-hospedeiro € muito relevante para
gue a instalacdo de infec¢cdes invasivas seja evitada. Como a candidiase é mais
frequente em individuos imunossuprimidos (CHAGAS et al., 2009; CERQUEIRA et
al., 2010), a gravidade da doenca vinha sendo relacionada a deficiéncia imune
desses individuos e ndo as caracteristicas do patdégeno oportunista (OLLERT et al.,
1995). Embora alterac6es no estado do hospedeiro sejam normalmente necessarias
para o estabelecimento de candidiase (HAYNES, 2001), o melhor entendimento da
expressao de diversos fatores de viruléncia de Candida spp. no estabelecimento da
doenca é fundamental , especialmente em criancas, que apresentam 0 sistema
imune ainda imaturo (PINHEIRO et al., 2009).

Ha a teoria que afirma que o grau de imunossupresséo produz um ambiente
favoravel para a expressdo acentuada dos fatores de viruléncia de Candida spp.
(CASSONE & CAUDA, 2012). Receptores presentes em C. albicans interagem com

receptores de células dos tecidos do hospedeiro. Uma cascada de sinalizacdes
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ocorre no interior dessas ceélulas, levando a produgéo de citocinas e diferenciacdo de
células T-helper. A ativacdo das células T normalmente desencadeia uma resposta
inflamatdria, que envolve fatores humorais e a imunidade inata (macrofagos e
neutrofilos), além de levar a producdo de anticorpos especificos (CASSONE, 2013).
Diante do desequilibrio imunoldgico, a interagdo fungo-hospedeiro fica prejudicada,
levando ao crescimento da populagdo de Candida e ao inicio da infecgéo, visto que
estes micro-organismos detectam e respondem a mudancas ambientais
rapidamente (CALDERONE & FONZI, 2001; HAYNES, 2001).

Com excecdo da fosfolipase, os resultados da presente pesquisa nao
demonstraram diferencas significativas com relacdo aos fatores de viruléncia de
Candida spp., entre os grupos estudados. Todos os isolados analisados foram
submetidos as mesmas condi¢des de cultivo in vitro e isso pode ter influenciado nos
resultados obtidos. J& as condi¢des in vivo sdo totalmente diferentes nos grupos
estudados (imunossupressédo, uso de antibacterianos e antifingicos, episddios de

internacdes), o que deve determinar o desenvolvimento da infeccéo fungica.

Acreditamos que os isolados de Candida spp. coletados de criangas
infectadas pelo HIV apresentem maior potencial de expressar fatores de viruléncia e
gue a imunossupressao exerca um papel regulador sobre essa expresséao in vivo.
Assim, mais estudos devem ser desenvolvidos a fim de monitorar a expressao dos
fatores de viruléncia de Candida spp. ao longo das fases de infec¢ao pelo HIV em
criancas para que os mecanismos desencadeadores da doenca sejam identificados,
permitindo a instituicio de métodos eficazes de prevencdo e tratamento de

infeccOes oportunistas em criancas infectadas pelo HIV.
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6. CONCLUSOES

Nao houve diferenca significativa entre os fatores de viruléncia formacdo de
biofilme, producdo de protease e susceptibilidade ao Fluconazol de Candida spp.
isoladas da saliva de criancas infectadas pelo HIV com os isolados de criancas
clinicamente saudaveis, in vitro.da capacidade de. Houve aumento significativo da

frequéncia de expresséao de fosfolipase nos isolados do grupo HIV.

Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os grupos HIV e controle em
relacdo a frequéncia de formacdo de biofilme. Isolados de Candida spp. de
criancas infectadas pelo HIV ndo apresentaram diferenca significativa na
intensidade de formacdo de biofiilme em relacdo aos isolados de criancas

clinicamente saudaveis.

Diferencas significativas em relacdo a frequéncia de producdo de fosfolipase
foram encontradas entre os grupos. Isolados de C. albicans provenientes de
criancas infectadas pelo HIV apresentaram uma maior frequéncia de producéo de
fosfolipase em relacdo ao grupo clinicamente saudavel. Assim como maior
intensidade de producdo desta enzima. Quanto as outras espécies de Candida,

nenhuma diferenca significativa foi observada entre os dois grupos.

Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os grupos HIV e
clinicamente saudavel em relagdo a producdo de protease. Isolados de Candida
spp. de criancgas infectadas pelo HIV n&o apresentaram diferenca significativa na
intensidade de producédo de protease em relacdo ao grupo clinicamente saudavel
(p>0,05).

Nenhuma diferenca significativa em relacdo a susceptibilidade ao Fluconazol foi
encontrada entre os isolados de Candida spp. dos grupos HIV e clinicamente

saudavel.

Considerando a expressédo dos fatores de viruléncia dos isolados de Candida
spp. provenientes da saliva de criancas do grupo HIV, ndo houve correlagdo com
0 uso de medicamentos antirretrovirais, grau de imunossupressao (percentual de

linfécitos CD4), presenca de AIDS e carga viral.
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DO RIO DE JANEIRO

UFR]

INSTITUTO DE PUERICULTURA E PEDIATRIA MARTAGAO GESTEIRA
CoMITE DE ETICA EM PESQUISA

CERTIFICADO DE APROVACAO

O projeto “Estudo da atividade antiftingica da lactoferrina sobre
espécies de Candida isoladas da cavidade oral de criancas infectadas pelo
HIV”, cadastrado com o namero 63/11, de responsabilidade da Dra. Thais
Pinto Alves, foi analisado pelo CEP/IPPMG e aprovado nesta data.

Solicitamos o envio dos relatérios rotineiros periédicos nos
seguintes prazos:

a) 12 meses apos o inicio efetivo

b) a cada ano até o termino do proje‘o.

Rio de Janeiro, 1° de novembro de 2011

Maria do Carmo Soares Alves Cunha

Coordenadora do CEP/IPPMG
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Anexo 1B

PARECER N°03/2012
PROCESSO N°67/2011

Projeto de Pesquisa:. Estudo da atividade antifiingica da lactoferrina sobre especies de

candida isoladas da cavidade oral de criancas.

Pesquisador: Thais Pinto Alves

O Comité de Etica em Pesquisa, tendo em vista o que dispde a Resolugdo 196/96
do Conselho Nacional de Saude, resolve APROVAR o presente projeto.

Informamos que o CEP estd a disposicdo do pesquisador para quaisquer
esclarecimento ou orientagéo que se fagam necessarios no decorrer da pesquisa.

Lembramos que o pesquisador devera apresentar relatério da pesquisa no prazo
de um ano a partir desta data.

Cidade Universitaria, 15 de fevereiro de 2012.

// ! p / ///_/" N
*Marisa Palécios/

Codrdenadora CEB/IESC

Instituto de Estudos de Satide Coletiva-CCSAUFRY

Praga Jorge Machado Moreira, 100 - Cidade Universitaria
ltha do Fundé&o ~ Rio de Janeiro RJ

CEP: 21.941-598 - Rio de Janeiro —

Tel:(021) 2598 9293 Tel/Fax:(021) 2270 0097

e-mail: cep@iesc.ufrj.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL

¥ & DO RIO DE JANEIRO

S UFR] .

INSTITUTO DE PUERICULTURA E PEDIATRIA MARTAGAO GESTEIRA
CoMITE DE ETICA EM PESQUISA

MEMORANDO DE APROVACAO

Com base na resolugiio 466 de 12 de dezembro de 2012, do CNS/MS, o
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de
Puericultura e Pediatria Martagio Gesteira da Universidade Federal do Rio
de Janeiro, apés anilise dos aspectos éticos e do contexto técnico-cientifico,
aprovou na reunido ordindria realizada na data de hoje o adendo ao projeto
“Estudo da atividade antifiingica da lactoferrina sobre espécies de cindida
isoladas da cavidade oral de criangas infectadas pelo HIV”, apresentado em
16/05/2013.

Este projeto, cadastrado com o nimero 63/11, é de responsabilidade
da Professora Gléria Fernanda Barbosa de Araujo Castro, que fica, desde
j4, notificada da obrigatoriedade da apresentac¢iio de relatérios anuais nos
meses de maio dos anos vigentes com o resumo do desenvolvimento da
pesquisa até o término da mesma quando, entdo, devera enviar o relatério
final sucinto com todas as informacgdes relevantes (item XI.2 da Resolugio
466).

Rio de Janeiro, 16 de maio de 2013

[ g
] [\3'/‘,’\, Lo | « A,
/'Y Maria do Carmo Soares Alves Cunha

| Coordenadora do CEP/IPPMG

|
v
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Anexo 2A

FACULDADE DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ODONTOPEDIATRIA
MESTRADO EM ODONTOPEDIATRIA

Consentimento Livre e Esclarecido

Estudo da Atividade Antifungica da Lactoferrina Sobre Espécies de Candida Isoladas da
Cavidade Oral de Criancas Infectadas pelo HIV

Prezado responsavel,

A Disciplina de Odontopediatria da UFRJ e o Projeto SIDA/AIDS do IPPMG estéo
estudando os tipos de micrébios que habitam a boca das criangas infectadas pelo HIV em
tratamento no ambulatério da DIP - Imuno do IPPMG. Para isso, sera necessario coletar um
pouco da saliva da crianca, para ser estudada num laboratério como age uma proteina
(Lactoferrina) muito importante produzida por nés mesmos na saliva e sera feito um exame
clinico da cavidade oral. A crianca também recebera escovacao supervisionada e aplicacao
de flior. Caso ela necessite de tratamento odontolégico restaurador, ela recebera a(s)
obturagcbes necessarias no préprio projeto, e havendo necessidade de extracdes ela sera
encaminhada para a Clinica de Odontopediatria — FO/UFRJ. O estudo esta de acordo com o
estabelecido na Resolucdo do CNS 196/96 e suas complementares e com o Cédigo de Etica
Médica de 1988. A participacdo € voluntaria e em casos de desisténcia, a crian¢a nao
sofrera prejuizos em relacdo ao atendimento odontologico. As informacdes sobre cada
crianca retiradas de suas fichas médicas sdo confidenciais e sigilosas, sendo que a
identidade de cada participante s6 sera utilizada por membros da equipe da pesquisa.

E importante lembrar que os procedimentos realizados pelos proprios dentistas para
coletar a saliva ndo causardo, de maneira alguma, dano a crianca.

O responséavel pelo paciente podera solicitar sua saida do estudo em qualquer
momento, assim como a prépria crianca, e neste caso, 0S responsaveis pelo projeto se
comprometem a nao utilizar as informagdes obtidas. Os resultados desta pesquisa seréo
divulgados em revistas cientificas especializadas e através de painéis e trabalhos cientificos,
tendo o participante e responséavel total acesso aos mesmos, através dos trabalhos ou
entrando em contato com a pesquisadora através do telefone abaixo.

Em caso de duvidas ou necessidades, o responsavel podera entrar em contato com:
Dra. Thais Alves, na Faculdade de Odontologia da UFRJ (Departamento de Odontopediatria
e Ortodontia), ou pelos telefones (21) 2562-2101 / (21) 2562-2098/ (21) 81897441.

Atenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Eu, identidade n°
responsavel pelo menor

,concordo com o que foi exposto acima

e autorizo sua participacdo na pesquisa.

Rio de Janeiro, de de

Assinatura do Responsavel
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Anexo 2B

FACULDADE DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ODONTOPEDIATRIA
MESTRADO EM ODONTOPEDIATRIA

Estudo da Atividade Antifingica da Lactoferrina Sobre Espécies de Candida Isoladas da Cavidade
Oral de Criangas

Prezado responsével,

A Disciplina de Odontopediatria da UFRJ esta estudando os tipos de micrébios que habitam a
boca das criangas em tratamento odontoldgico. Para isso, serd necessério colher um pouco de saliva
da crian¢a que devera cuspir por 1 minuto, apenas uma Unica vez em um recipiente estéril. A mesma
serd estudada em um laborat6rio e um exame clinico da cavidade oral da crianca sera feito. A crianca
também recebera escovacgédo supervisionada, ou seja, acompanhada por um dentista que explicara a
crianca a forma correta de escovar os dentes, posteriormente fara a aplicagédo de flior. O responsavel
pela crianca devera responder algumas questbes pessoais sobre a crianga, entretanto, tais respostas
serdo mantidas em sigilo. Caso ela necessite de tratamento odontoldgico restaurador, ela recebera a(s)
obturac6es necessarias, e havendo necessidade de extracdes elas serdo realizadas, assim como todos
os procedimentos odontolégicos necessarios cabiveis ao odontopediatra. Estes procedimentos serdo
realizados de forma gratuita pelo pesquisador e sua equipe. A crianca ndo precisara ir a Universidade
apenas para realizar a coleta, a mesma sera feita no momento em que a crianca estiver procurando
atendimento, estiver no processo de triagem ou mesmo sendo atendida em alguma clinica do setor de
odontopediatria. O estudo esta de acordo com o estabelecido na Resolucdo do CNS 196/96 e suas
complementares e com o Codigo de Etica Médica de 1988. A participacédo é voluntaria e em casos de
desisténcia, a crianca ndo sofrera prejuizos em relacdo ao atendimento odontolégico. As informacdes
sobre cada crianga retiradas de suas fichas médicas sdo confidenciais e sigilosas, sendo que a
identidade de cada participante so sera utilizada por membros da equipe da pesquisa.

E importante lembrar que, os procedimentos realizados pelos proprios dentistas para coletar a
saliva ndo causardo, de maneira alguma, dano a crianca. O responséavel pelo paciente podera solicitar
sua saida do estudo em qualquer momento, assim como a propria crianca, e neste caso, 0s
responsaveis pelo projeto se comprometem a nao utilizar as informacdes obtidas.

Em caso de davidas ou necessidades, o responsavel podera entrar em contato com: Dra. Thais
Alves, na Faculdade de Odontologia da UFRJ (Departamento de Odontopediatria e Ortodontia), ou
pelos telefones (21) 2562-2101 / (21) 2562-2098/ (21) 81897441, ou mesmo com o Comité de Etica em
Pesquisa - Instituto de Estudos em Saude Coletiva localizado na Praca Jorge Machado Moreira, 100 -
Cidade Universitaria — Telefone: (21) 2598-9293 - www.iesc.ufrj.br — e-mail: cep@iesc.ufrj.br

Atenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Eu, identidade n°
responsavel pelo menor ,concordo com o que foi
exposto acima e autorizo sua participacdo na pesquisa.

Rio de Janeiro, de de

Assinatura do Responsavel


http://www.iesc.ufrj.br/
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