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RESUMO

LIMA, PAULA MORAES. Acéo antifungica da lactoferrina frente Candida non-
albicans isoladas da cavidade oral de criancas infectadas pelo HIV. Rio de
Janeiro, 2016. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia — Area de concentragéo:
Odontopediatria) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

A lactoferrina € uma glicoproteina de ligacéo ao ferro, que esta presente na saliva,
no leite, e em outras secre¢des exdcrinas. Essa proteina tem inUmeras fungdes
biologicas, incluindo efeitos antifungicos e antibacterianos, além de
imunomoduladores. O objetivo do presente estudo foi avaliar, in vitro, pela
primeira vez, a atividade antifingica da lactoferrina contra cepas de Candida néo-
albicans isoladas da cavidade oral de criangas infectadas pelo HIV e criancas
saudaveis. Além disso, mensurar a degradacédo da lactoferrina por essas cepas
através de SDS-PAGE (andlise eletroforética em gel de poliacrilamida) e
determinar, in vitro, a concentracdo minima inibitéria de lactoferrina capaz de
matar 50% das células de Candida nao-albicans. Cepas de Candida spp. foram
obtidas através da coleta de saliva de 70 criancas infectadas pelo HIV e 50
criancas sem evidéncias de imunossupresséo, com idade de 3 a 13 anos (ALVES,
2014). As diferentes espécies de Candida foram identificadas através de
assimilacdo e fermentacdo de aclcar (APl 20C®, Biomérieux, Franca). Para o
ensaio, in vitro, de morte de celular na presenca de lactoferrina, 24 isolados de
Candida, entre elas parapsilosis, tropicalis, krusei, guillermondi e dubliniensis,
foram selecionados. Para a realizacdo da analise por SDS-PAGE, cepas de todas
as espécies consideradas resistentes nos ensaios de morte celular, foram
incluidas. O porcentual de morte celular (%) de Candida nao- albicans com a
adicéo de 100 pg/ml de lactoferrina variou de 3,1% (C. dubliniensis) a 88,1% (C.
tropicalis) no grupo HIV, e de 14,1% a 30,37% no grupo nao-HIV (C
parapsilosis). Nao houve correlacdo entre a densidade celular e o percentual de
morte celular. C. dubliniensis foi a espécie mais resistente a lactoferrina e o
porcentual de morte celular de C. parapsilosis foi significativamente maior em
comparagdo com C. krusei na concentracdo de 1X10% células/ml (p = 0,033).
Todos os isolados foram capazes de degradar a lactoferrina na concentracéo
1x108 células/ml, especialmente C. parapsilosis, pelo grupo HIV. Além disso, a
lactoferrina na concentragédo de 500 pg/ml foi capaz de matar mais de 50% das
células apenas dos isolados de C. tropicalis e C. guilliermondii. Concluiu-se que a
lactoferrina tem atividade antifingica contra Candida né&o-albicans de criancas
infectadas pelo HIV, mas algumas espécies apresentam alguma resisténcia a esta
proteina. Além disso, todas as Candida spp. foram capazes de degradar a
lactoferrina quando estavam em concentracdo de 1X108 cels/ml, e a lactoferrina
na concentracao de 500pul/ml foi capaz de matar mais que 50% das células de C.
tropicalis e C. guillermondii

ESCRITORES: Proteina Salivar Antimicrobiana. Lactoferrina. Criancas Infectadas
pelo HIV. Colonizac&o por Fungos. Candida nédo-albicans.



SUMMARY

LIMA, PAULA MORAES. Acéo antifungica da lactoferrina frente Candida non-
albicans isoladas da cavidade oral de criancas infectadas pelo HIV. Rio de
Janeiro, 2016. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia — Area de concentragéo:
Odontopediatria) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Lactoferrin is an iron-binding glycoprotein, which is present in saliva, milk and
other exocrine secretions. This protein has a number of biological functions,
including antifungical, antimicrobial and immunomodulatory effects. The aim of this
study was to evaluate, for the first time, the antifungal activity of lactoferrin against
isolates of Candida spp. from the oral cavity of HIV-infected children and children
with no clinical evidence of immunosuppression. Furthermore, measure, in vitro,
the degradation of lactoferrin by Candida spp. through SDS-PAGE (electrophoretic
analysis on polyacrylamide gel) and determine, in vitro, the minimum inhibitory
concentration of lactoferrin able to kill 50% of cells of Candida non-albicans.
Strains of Candida spp. were obtained through saliva collect of 70 HIV-infected
children and 50 children without evidence of immunosuppression ageing between
3 tol3 years old (ALVES, 2014). All Candida species were identified by sugar
assimilation and fermentation (APl 20C®, Biomerieux, France). For the in vitro
study, death of lactoferrin of 24 Candida isolates, including parapsilosis, tropicalis,
krusei, guillermondii, and dubliniensis, were selected. To perform the analysis by

SDS-PAGE, strains of all available species considered resistants, which
were observed at lactoferrin death’s study, were included. The cell death
percentage (%) of non-albicans Candida by addition of 100 ug of lactoferrin range
from 3.1% (C. dublinienes) to 88.1% (C. tropicalis) in HIV group, and 14.1% to
30.37% in N-HIV (C. parapsilosis), but there was no correlation between cell
density and death %. C. dubliniensis was the most resistant specie to lactoferrin
and the cell death % of C. parapsilosis was significant higher comparing to C.
krusei at 1X10* cells/ml (p=0.033). All the isolates were able to degrade lactoferrin
at 108 cells/ml, mainly C. parapsilosis from HIV. Furthermore, lactoferrin at 500
pg/ml concentration was able to kill more than 50% of the cells only for C.
tropicalis and C. guillermondii isolates. It was concluded that lactoferrin has
antifungal activity against non-albicans Candida from HIV children, but some
species present some resistance to this protein. Furthermore, all Candida spp.
were able to degrade lactoferrin when was at concentration of 1x108 cells / ml,
also, lactoferrin at concentration 500ul / ml was able to kill more than 50% of C.
tropicalis and C. guillermondii cells.

Key Words: Salivary Antimicrobial Protein. Lactoferrin. HIV-Infected Children.
Fungal Colonization. Non-albicans Candida
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1. INTRODUCAO

Estima-se que, no ano de 2014, aproximadamente 734 mil pessoas
estavam vivendo com HIV/AIDS no Brasil. Nos ultimos 5 anos, o Brasil registrou a
meédia de 39,7 mil casos de AIDS, sendo que a taxa de deteccdo da doenca
apresenta média de 20,5 casos a cada 100 mil habitantes. No que se refere a
mortalidade em decorréncia de AIDS, desde o inicio da epidemiologia da doenca,
em 1980, até dezembro do ano de 2013, foram identificados 278.306 Obitos,
sendo a maioria na regido Sudeste (61,8%) (UNAIDS, 2014).

Segundo a estimativa de prevaléncia de HIV em parturientes, o nimero
esperado de gestantes com HIV no Brasil é de aproximadamente 12 mil mulheres
por ano. Desde 2000 até junho de 2014, foram notificadas 84.558 gestantes
infectadas pelo HIV, a maioria residente na regido Sudeste (41,1%). Em criancas
menores de cinco anos de idade, tem-se observado uma tendéncia de queda
estatisticamente significativa no pais como um todo, a qual seria de 35,7% nos
altimos 10 anos. Os estados de Amapa e Rio Grande do Sul sdo os que
apresentam as maiores taxas de criancgas infectadas pelo HIV, com uma média de
7,2 casos para cada 100 mil habitantes, sendo que a forma principal de
transmissao é vertical (UNAIDS, 2014).

Esta diminuicdo do numero de criangas infectadas pelo HIV confirma a
eficacia da politica de reducdo da transmissao vertical do virus, ou seja, da mae
para o bebé. Quando todas as medidas de prevencdo da transmissdo do virus
sao adotadas, a chance de transmissao vertical cai para menos de 1%. (UNAIDS,
2014). Este declinio reflete o aumento da disponibilidade da terapia antirretroviral,
bem como apoio e assisténcia das pessoas que vivem com esta doenca. Esta
tendéncia espelha a continua expansdo dos servicos que proporcionam

tratamento para as criancas infectadas pelo virus.

A Sindrome da Imunodeficiéncia Humana € uma doenca infectocontagiosa,
gue tem como agente etiologico o virus da Imunodeficiéncia Humana. Este virus é
considerado um retrovirus cujo material genético esta sob a forma de RNA. Ele
possui afinidade pelo antigeno de superficie CD4 presente em linfécitos T auxiliar
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e macréfagos, causando desordens no sistema imunoloégico do individuo
(FALOON et al, 1989; SILVA et al, 2002).

Linfécitos T CD4 séo um grupo de linfocitos encontrados de forma continua
no sangue periférico e tecidos linfoides. S&o considerados fundamentais para o
sistema imunolégico humano, porém, sdo amplamente atacados quando existe
infeccdo pelo HIV, e, ocasiona a vulnerabilidade do individuo frente a varias
doencas. Diante disso, a contagem desses linfécitos é utilizada como marcador
de imunossupressado do individuo infectado pelo HIV, pois com ela, é possivel
monitorar o desenvolvimento da doenga e também a resposta do paciente frente a
terapia antirretroviral. Desta forma, quanto maior for a destruicdo dos linfécitos T
CD4, maior ser4 a carga viral e por consequéncia, mais debilitado estara o
sistema imunoldgico do hospedeiro (ABUBAKAR et al., 2012).

As manifestacBes orais podem ser os primeiros indicadores clinicos de
infeccéo por HIV e estédo diretamente relacionados com progresséo da doengca em
criancas (PONGSIRIWET et al., 2004). Uma vez que a boca é facilmente
acessivel, estes sinais orais devem ser usados para ajudar a diagnosticar,
prevenir e intervir na progressdo de infeccdo de HIV para a AIDS (RAMOS-
GOMEZ, 1999).

O precoce diagnéstico da doenca permite a imediata implementacdo da
terapia mdultipla (HAART), a qual se mostra efetiva quando é administrada
rapidamente. O HAART €& composto por trés ou quatro drogas antirretrovirais,
incluindo inibidores de protease viral, combinadas entre si que atuam em
diferentes fases do ciclo de vida do virus. Este meio de atuacdo da terapia
multipla revolucionou o prognostico da doenca. Ao diminuir a replicacdo viral, o
sistema imunoldgico do paciente se estabiliza, j& que a contagem de linfécitos T
CD4 aumenta (BIRMAN et al., 2003; HAMZA et al., 2008).

Individuos imunocomprometidos, em especial os infectados pelo HIV,
constituem uma populacdo que é altamente suscetivel a uma série de infecgcbes
oportunistas (PONGSIRIWET et al., 2004). Dentre estas, encontra-se a
candidiase oral, que apesar de ter sua prevaléncia diminuida apos a introducao

do tratamento com o HAART, ainda € a manifestacdo oral mais comum em
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criangas imunocomprometidas. Estima-se que cerca de 85% desses pacientes
desenvolvem esta infecgdo debilitante em algum momento durante a progressao
da doenca ( KHAN et al, 2013).

A Candida albicans é o agente etiol6gico mais frequentemente encontrado
nestas lesdes, porém, outras espécies como Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida stellatoidea, Candida krusei, Candida glabrata, Candida
guillermondii, e Candida dubliniensis também s&o considerados agentes

patogénicos que causam infeccdes fungicas (CHAGAS et al., 2009).

Estes microrganismos séo classificados como patégenos oportunistas que,
em humanos, vivem de forma comensal em inimeros sitios anatémicos, como a
cavidade oral, o trato gastrointestinal, o epitélio brébnquico, a mucosa anal e
vaginal, entre outros (MUZYKA & EPIFANIO, 2013). Eles sdo considerados
oportunistas, a partir do momento que sao capazes de colonizar as superficies
mucocuténeas de individuos saudaveis, mantendo-se em equilibrio com os
mecanismos imunoldgicos do hospedeiro. Apesar disso, continuam aptos a
assumir um perfil patogénico frente a qualquer desequilibrio do sistema
imunolégico do hospedeiro (NAGLIK, 2003; MUZYKA & EPIFANIO, 2013).

Embora existam mais de 150 espécies de Candida na natureza, apenas 15
sdo consideradas patogénicas ao humano. Ao longo dos ultimos 20 anos, uma
alteracdo foi observada nas taxas de espécies de Candida isoladas a partir de
pacientes com candidiase, ou seja, a incidéncia de Candida albicans diminuiu,
enquanto que a de Candida ndo-albicans aumentou. Especificamente, Candida
tropicalis e Candida parapsilosis mostram aumento em sua incidéncia. (LASS-
FLORL,C., 2009, TRICK, W. E., 2002, MALANI, A., 2005).

Embora esta mudanca tenha mdultiplas causas, a principal delas é o uso do
fluconazol como medida de profilaxia antifUngica, que por consequéncia,
seleciona cepas menos sensiveis; além do uso de antibidticos de amplo espectro.
Outros fatores de risco que estdo associados com o surgimento de espécies de
Candida né&o-albicans incluem a duracdo de uso de cateter venoso central,

cirurgia gastrointestinal recente, o aumento da idade, terapia de glicocorticoides,
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diabetes e também o uso de drogas intravenosas (SANGUINETTI, 2015;
PFALLER, M. A., 2007; TORTORANO, 2006; RODLOFF, 2011).

Em uma recente revisdo sistematica que avaliou a distribuicdo geogréafica
das espécies de Candida nao-albicans em amostras de sangue de pacientes
internados em varias partes do mundo, mostrou que elas foram predominantes na
Asia, Europa e também na América do Sul (FALAGAS, M.E., 2010). Além de
variacdo geogréfica, a frequéncia de espécies de Candida, incluindo nao-albicans
também pode ser afetada pelos agentes antifingicos recebidos pelos pacientes
(GUINEA, J., 2014), como dito anteriormente.

Nenhuma medicacao antifungica produzida até hoje é adequada para todos
os pacientes de forma global devido a ocorréncia de hipersensibilidade,
interacbes medicamentosas antagonistas, imunossupressao, além do risco de
infeccdo por patdgenos resistentes a maltiplos antifangicos (LEWIS, 2011). Desta
forma, torna-se necesséria a busca por tratamentos antifingicos mais eficazes e

menos agressivos para o controle adequado dessas infecgoes.

Por sua vez, a saliva exerce um papel importante na manutencéo da saude
oral, e suas mdultiplas funcbes estdo diretamente associadas aos seus
componentes (PEDERSEN, 2002). Em pacientes infectados pelo HIV, estudos
demonstram a presenca de alteracdes em sua composicdo bem como em sua
qguantidade (LIN et al., 2003; ALVES et al., 2014). Lin e colaboradores (2003) ao
descreverem os efeitos provocados pela infeccdo do HIV sobre as glandulas
salivares observaram uma significativa reducdo dos componentes da saliva,
incluindo proteinas com propriedades antimicrobianas, o que pode justificar a
predisposicdo de pacientes infectados pelo HIV as infec¢bes orais (LIN et al.,
2003).

Entre os componentes salivares existentes, a lactoferrina é considerada
um fator importante para manter a saude oral. Esta proteina esta presente em
varios fluidos do organismo do individuo, como a saliva, lagrima, sémen, suor,
colostro, leite e as secre¢fes nasais. Esta em maior concentracdo no leite e no
colostro (em torno de 7 mg/ml) (FARNAUD& EVANS, 2003). E essencial ao
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sistema imunoldgico inato, especialmente por proteger a mucosa superficial de

infecgdes microbianas.

A lactoferrina € uma glicoproteina multifuncional (Orsi et al, 2004), do grupo
das metaloproteinas pertencente a familia das transferinas (Fine et al, 2002).
Possui massa molecular de 80 kDa e um nucleo porfirinico semelhante ao da
hemoglobina, realizando através dele o transporte de ferro (Testa, 2002). Ela é
produzida por células epiteliais das mucosas em varias espécies de mamiferos,
incluindo humanos, vacas, cabras, cavalos, cdes e varios roedores (Torres et al,
2006).

A lactoferrina estd4 envolvida em varias funcgdes fisioldgicas, incluindo:
regulacdo da absorcdo de ferro no intestino; resposta imune; acdo antioxidante;
propriedades anticancerigenas e anti-inflamatérias além da protecdo contra
infeccdo causada por microrganismos (Gonzalez-Chavez et al, 2009). Tanto a
lactoferrina bovina quanto a humana possuem uma homologia estrutural elevada,
bem como as mesmas propriedades antimicrobianas (Ward et al, 2004; Orsi,
2004).

Os principais mecanismos de acao da lactoferrina séo: (1) propriedade de
quelar o ion ferro, privando, assim, os microrganismos dos seus elementos
essenciais (Singh et al, 2004; Van Nieuw et al, 2004; Barker & Barker; 2004,
Mazurier & Skik., 1980), (2) causar alteracdes estruturais induzidas nas paredes
celulares das leveduras (Nikawa et al, 1993), (3) ativacdo dos sistemas
enzimaticos intracelulares autoliticos consequentes a adsorcao da lactoferrina
(Laible and Germaine, 1985), (4) provocar aumento no numero de células natural
Killer (NK) e células T no sangue periférico (Kuhara et al, 2000), aumentando a
atividade fagocitica dos neutréfilos (Sato et al, 1996), e (5) causar morte celular

por apoptose (Andrés et al, 2008).

Em um estudo conduzido por Alves e colaboradores (2014), no qual saliva
de criancas saudaveis e saliva de criancas infectadas pelo HIV foram avaliadas,
foi observado que a lactoferrina salivar estava presente em ambos 0s grupos,

porém, criancas infectas pelo HIV apresentavam uma concentracdo de
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lactoferrina salivar estatisticamente maior comparada ao grupo controle;

6.13pg/ml no grupo HIV e 5,74ug/ml no grupo controle (ALVES et al., 2014).

O uso extensivo de antifungicos na terapéutica e profilaxia da candidiase
em pacientes imunocomprometidos contribuiu significativamente para o aumento
da resisténcia de Candida spp., principalmente as espécies nao-albicans, as
drogas comumente utilizadas. Diante deste contexto, o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas torna-se muito importante. Atualmente, a literatura
demonstra de forma cada vez mais aprofundada, as propriedades antifingicas da
lactoferrina salivar, como mostrou Alves e colaboradores (2014) sobre Candida

albicans.

Por isso, estudos das propriedades antifUngicas da lactoferrina sob
espécies de Candida nao-albicans sédo de extrema valia, ja que cepas destas
espécies se mostraram resistentes a antifingicos ja existentes além delas
estarem em constante crescimento e em maior presenca em individuos
imunocomprometidos, especificamente os infectados pelo HIV. Espera-se que os
resultados encontrados na nossa pesquisa possam ajudar futuramente na
elaboracdo de adequadas acdes, com o uso da lactoferrina, para prevencao de
infeccbes oportunistas por espécies de Candida nao-albicans decorrentes da
infeccéo pelo HIV em criangas, como por exemplo, uso de enxaguantes bucais ou
géis com concentracdes eficientes da lactoferrina para a inibicdo de candidiase

oral, assim como, uma apropriada abordagem terapéutica destes pacientes.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifingica da lactoferrina em isolados de Candida nao-
albicans oriundas da cavidade oral de criancgas infectadas pelo HIV e de criangas
sem evidéncias clinicas de imunossupressdo, bem como determinar a
concentracdo minima de lactoferrina que inibiria 0 processo inicial de candidiase

oral.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar, in vitro, a atividade antifingica da lactoferrina sobre Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Candida dubliniensis, Candida krusei e
Candida guilliermondii provenientes da saliva de criancas infectadas pelo
HIV .

Determinar, in vitro, a concentracdo minima inibitéria de lactoferrina capaz
de causar 50% de morte celular de Candida ndo-albicans.

Avaliar, in vitro, a capacidade de degradacdo de lactoferrina por Candida

nao-albicans através de SDS-PAGE.
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3. DELINEAMENTO DA PESQUISA

O presente estudo foi caracterizado como uma pesquisa do tipo
transversal, laboratorial, controlado, de carater descritivo e analitico sobre a acéo
antifangica de lactoferrina sobre Candida né&o-albicans isoladas da saliva de
criancas infectadas pelo HIV (Grupo HIV), comparando com isolados de criancas
clinicamente saudaveis (Grupo NHIV), bem como outros dados propostos pelo

estudo.

Este estudo foi conduzido com os isolados clinicos previamente obtidos por
Alves e colaboradores (ALVES, 2014). A pesquisa na qual os isolados foram
coletados obteve a aprovacdo 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
aprovacao do adendo no projeto de pesquisa original (Anexos 1A, 1B e 1C, pags.
54, 55, 56).

Estudo Prévio (Alves et al, 2014)

Para todas as criancas que participaram do estudo foi obtido o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido assinado pelo responsavel legal dos pacientes

e anuéncia da crianca (Anexos 2A e 2B, péags. 57, 58, 59, 60).

A saliva total estimulada foi coletada de 70 criancas com diagnostico
definitivo para a infeccdo pelo HIV (pacientes do ambulatorio de AIDS Pediatrica
do IPPMG), com idade entre 3 a 13 anos; e 50 criancas clinicamente saudaveis
com idade entre 3 a 13 anos (pacientes da clinica de Odontopediatria FO, UFRJ),
seguida de exame oral; tais procedimentos foram realizados durante o primeiro
semestre de 2012 por um unico profissional calibrado (Kappa=0,93). Criancas
cujos valores de saliva estimulada fossem iguais ou inferiores a 0,5 ml/min ou

criancas submetidas a terapia antifungica ha pelo menos trés meses prévios a
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coleta, ou que estiverem em uso de corticosterdide, ou medicamentos

antimicrobianos topicos orofaringeos nao participavam do estudo.

Ainda, dados da histéria médica relativos a infec¢do pelo HIV como uso de
HAART, classificacéo clinica e imunoldgica da doenca, diagndstico definitivo para
infecgdo pelo HIV, presenca de AIDS e os exames laboratoriais (contagem de
CD4, relacdo CD4/CD8) mais recentes colhidos até trés meses antes ou apos do
exame bucal, foram obtidos dos respectivos prontuarios médicos. As informacdes
sobre os pacientes clinicamente saudaveis foram obtidas através da pesquisa dos

prontuarios odontolégicos da Clinica de Odontopediatria e anamnese.

Para a coleta da saliva, a crianca era instruida a mascar um tablete de
parafiime com tamanho e peso padronizado por 1 minuto e dispensar essa saliva
inicial num recipiente plastico descartavel. Em seguida, a crianga continuava
mascando e dispensando a saliva em recipientes plasticos estéreis e descartaveis
e, devidamente identificados, por mais 5 minutos. As criangas nao podiam ter
ingerido alimentos, pelo menos 1 hora antes da coleta. Todas as amostras foram
coletadas no periodo da tarde para maior padronizacdo do estudo. As amostras
ficavam devidamente identificadas e mantidas sobre refrigeracéo por no maximo 2
horas até serem transportadas ao Laboratério de Biologia de Protistas
(Departamento de Microbiologia Geral) do Instituto de Microbiologia Geral
Professor Paulo Gées —UFRJ, onde era processada. Apds a coleta, todos os
pacientes foram examinados para verificar a presenca de lesdes bucais em

tecidos moles, assim como a presenca de carie dentéria.

Apos a coleta, 0os pacientes receberam escovacao supervisionada, além de
aplicacéo tépica de flior. Todos os pacientes que precisavam de atendimento
odontologico foram encaminhados para a clinica de Odontopediatria da

Faculdade de Odontologia da UFRJ para tratamento.

A identificacdo das espécies de Candida foi feita de forma presuntiva
através da coloracdo das colbnias reveladas no meio de cultura CHROMagar
Candida®, de acordo com as instrucbes do fabricante e as de Odds and
Bernaerts (1994) e posteriormente realizou-se a identificacdo definitiva das

espécies de Candida spp. através de testes bioquimicos de fermentacdo e
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assimilacdo de acucares, utilizando o sistema APl 20C® (Biomerieux, Marcy

L’Etoile, France).

Acdao antifungica da Lactoferrina sobre Candida néo albicans

Para este estudo foram utilizados todos os isolados de Candida né&o
albicans obtidos por Alves et al (2014), sendo estes: 10 isolados de C.
parapsilosis do Grupo HIV e 4 isolados de C. parapsilosis do grupo Controle; além
de 7 isolados de C. Krusei, 1 isolado de C. dubliniensis, 1 isolado de C.
guillermondii e 1 isolado de Candida tropicalis, estes ultimos do grupo HIV.. Estes
isolados foram cultivadas em meio BHI liquido (Brain heart infusion) (Difco) a
37°C por 24 horas em incubadora com agitador. O crescimento celular foi

estimado pela contagem das leveduras em Camara de Neubauer.

Para avaliacdo do percentual de morte celular, suspensfes padronizadas
dos isolados com 104, 105 105, 107 e 102 leveduras/ml foram incubadas sem
(grupo controle) e com 100 pg/ml de lactoferrina (Sigma-Aldrich Chemical, St.
Louis, MO) por 3 horas a 37°C. A acado antifungica foi avaliada através do
plagueamento das suspensdes em meio de cultura Sabouraund agar e posterior
contagem (48 horas) das unidades formadoras de colénias e calculo do

percentual de morte celular na presenca da lactoferrina.

Para a andlise atravées de SDS-PAGE, os isolados considerados
resistentes a lactoferrina, foram utilizados. Suspensdes padronizadas dos
isolados com 104, 10° 10%, 107 e 108 leveduras/ml, apds crescimento em meio
BHI liquido (Brain heart infusion) (Difco) por 24 horas a 37°C, foram incubadas
com 100 pg/ml de Lactoferrina (Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis, MO) por 3
horas a 37°C. Essas suspensdes foram centrifugadas e o0s sobrenadantes
coletados e filtrados em membrana de 0,22 um para posterior congelamento e
liofilizacdo. Apos, as amostras liofilizadas foram ressuspensas em 15 pl de
tampdo de amostra e entdo aquecidas a 100°C por 5 minutos, centrifugadas e
depois aplicadas no gel de bis-acrilamida. Os géis foram submetidos a uma

corrida eletroforética e ao final foram corados com Azul de Comassie.
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Para a obtengcdo da concentracdo minima inibitéria, os isolados
considerados resistentes a lactoferrina no experimento de morte celular foram
usados. Para isso, suspensdes padronizadas desses isolados na concentracao
108 leveduras/ml foram incubadas com concentracdes crescentes de lactoferrina
(150, 200, 250 e 500 pg/ml) por 3 horas a 37°C. Um grupo controle também foi
feito, sendo que nele, havia concentracdo de lactoferrina equivalente a zero. A
concentracdo minima inibitéria foi avaliada através do plagueamento das
suspensdes em meio de cultura Sabouraund agar e posterior contagem (48

horas) das unidades formadoras de colonias.

Os dados foram analisados pelo programa Epi Info versdo 6.0 e pelo
programa IBM SPSS Statistics versao 20. Apés avaliacdo dos dados quanto a sua
normalidade, testes ndo-paramétricos foram utilizados para comparar os valores
de percentual de morte celular intra e interespécie e o valor de p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. Dados relativos a degradacédo de

lactoferrina e MIC foram analisados descritivamente.

O coeficiente de correlagcdo de Spearman foi calculado para verificar a

correlacéo entre o percentual de morte de Candida spp. e densidade celular.

O artigo apresentado descreve os resultados sobre um estudo in vitro, no
qual os isolados de Candida nao-albicans de criancas infectadas pelo HIV e
saudaveis foram comparados quanto a sua susceptibilidade a acdo antifungica da
lactoferrina. Além disso, avaliou a capacidade de degradacdo de lactoferrina por
Candida né&o-albicans através de SDS-PAGE. Por fim, ainda se determinou a
concentracdo minima inibitoria de lactoferrina capaz de causar 50% de morte

celular de Candida ndo-albicans.
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4. DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate, in vitro, the antifungal activity of lactoferrin
against saliva strains of non-albicans Candida from oral cavity of HIV-infected
(HIV) children and healthy children (N-HIV). Also, measure the lactoferrin
degradation by these Candida through SDS-PAGE; and determine, in vitro, the
minimum inhibitory concentration (MIC) of lactoferrin able to cause 50% cell death
of non-albicans Candida. The antifungal activity of lactoferrin of 20 non-albicans
Candida isolates from HIV group (10 C. parapsilosis; 7 C. krusei; 1 C.
dublinienses; 1 C. guillermondii; 1 C. tropicalis) and 4 isolates from healthy group
(4 C. parapsilosis) was analized. Several cell density of Candida spp (104, 109,
108, 107, 108 yeasts/mL) were incubated with 100 pg/ml of lactoferrin for 3 hours,
at 37°C, and then were plated in specific culture medium for Candida. After 48
hours, colony-forming units (CFU) were counted and the cell death percentage
was calculated. To measure the lactoferrin degradation by these fungi, the two
most resistants strains form C. parapsilosis (HIV and N-HIV) and C. krusei were
selected. For the others species, the single isolate was used. Supernatants from
each reaction of suspensions were collected and analyzed by SDS-PAGE. To
obtain the MIC, one isolated from each specie were incubated with increasing
concentrations of lactoferrin (150, 200, 250, 500 pg/ml) for 3h/ 37°C and the CFU
were counted after 48 hours. The cell death percentage (%) of non-albicans
Candida by 100 pg of lactoferrin range from 3.1% (C. dublinienes) to 88.1% (C.
tropicalis) in HIV group, and 14.1% to 30.37% in N-HIV (C. parapsilosis), but there
was no correlation between cell density and death %. C. dubliniensis was the most
resistant specie to lactoferrin and the cell death % of C. parapsilosis was
significant higher comparing to C. krusei at 10* concentration (p=0.033). All the
isolates were able to degrade lactoferrin at 108 cells/ml, mainly C. parapsilosis
from HIV. Furthermore, lactoferrin at 500 pg/ml concentration was able to kill more
than 50% of the cells only for C. tropicalis and C. guillermondii isolates. Lactoferrin
has antifungal activity against non-albicans Candida from HIV children, but some

species present some resistance to this protein.

Key words: Salivary Antimicrobial Protein, Lactoferrin, Children, HIV-

infected children, Saliva, non-albicans Candida
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INTRODUCTION

The number of Candida infection cases has increased in recent years®. The
rate of incidence of candida infection in Brazil is 2.9 cases per 1.000 patients,
whereas in United States is 0.28 cases and in Europe 0.20 per 1.000 patients,
respectively. That average shows that in Latin America, specifically in Brazil, there

is an attendance of 2 to 15 times higher than in the northern hemisphere?.

Specifically in children infected with HIV virus, candidiasis is very common,
since the patient's immune system is compromised®3°, and the prevalence rates of
Candida colonization is 80%*%. Candida albicans is the most common cause of
invasive disease in most clinical situations, accounting for 50% to 70% of cases,
but this rate of this specie is decreasing®; therefore, the epidemiology of Candida
infection has changed in recent years?42°, Longitudinal studies show that a
considerable proportion of patients are now infected with non-albicans Candida

species®?,

With the increase of Candida strains’ resistance through established
antifungals®, it becomes necessary to search for more effective and less
aggressive antifungal treatments. Lactoferin is an iron-binding glycoprotein found
in external secretions, such as saliva, milk, and tears'® and it is known of its ability
to inhibit the growth of Candida albicans in vitro'. So, considering the prevalence
of non-albicans Candida species in HIV infected children, the aim of this study was
to evaluate the antifungal activity of lactoferrin on these species isolates from oral
cavity of HIV pediatric patients, and determine the minimum inhibitory
concentration capable of causing 50% death off cells from these strains.

Matherial and Methods

Subjects

This research was characterized as a cross-sectional, laboratory, controlled,
descriptive and analytical study. For this study, we used 24 isolates of non-
albicans Candida from HIV infected children and healthy children, previously
isolated and identified by Alves et al (2014)%°.
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Previous study (Alves et al, 2014)

This study had the approval of the Ethics Committee of the Instituto de
Estudos de Saude Bucal, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil (number
03/2012; process 67/2011) and informed consent was obtained from each of the

children legal guardians.

In brief, the study group consisted of 70 infected children with confirmed
diagnosis (HIV group) attending the Pediatric AIDS Outpatients Clinic at
Universidade Federal do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brazil) and 50 healthy
children (control group), ageing 3 to 13 years old, selected by convenience. All of
them followed up at the Pediatric Dentistry Department of the same institution. The
child could not be under antifungal therapy nor have taken any topical

antimicrobial medication within 3 months before the collect of the material.

Saliva samples were collected after chewing a paraffin stick (1g) for
stimulation and then stored in sterilized disposable plastic tubes. All children
should not have eaten one hour before collection, which was always made in the
same period, at 13 hours. Samples were taken to the laboratory immediately after
collection under refrigeration. All children who had the salivary flow less than 0.5
ml/min were excluded from the study. The salivary collection was performed by a
single trained pediatric dentist, after being calibrated by an experienced specialist
(kappa= 0.93).

For the microbiologic analysis, saliva was diluted at a ratio of 1:10 with 0.9%
sterile saline solution (pH 7.2) without bacteriostatic agents. To quantify and
identify the specimens, aliquots of 100 ml were seeded onto plates with
chromogenic agar (CHROMagar Candida; PROBAC, S&o Paulo, Brazil) and
incubated at 37°C for 48-72 hours for presumptive identification of species. Green
colonies were inoculated in Sabourraud’s dextrose agar to screen their ability to
grow at 45°C, for 48 hours, to promote the differentiation between C. albicans and
C. dubliniensis, since the last one can’t grow at this temperature. Colonies with
different colors were analyzed with the use of biochemical tests for sugar

assimilation and fermentation according to the API Candida 20C system
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(bioMérieux, Marcy L’Etoile, France), thus allowing the Candida species to be

positively identified

Lactoferrin and Non-albicans Candida All strains of non-albicans

candida identified by Alves et al (2014) were used for this study. This comprised
20 strains from HIV group: 10 of C. parapsilosis, 7 of C. Krusei, 1 of C.
dubliniensis, 1 of C. guillermondii and 1 of C. tropicalis; and 4 strain of C.

parapsilosis from healthy children.
Lactoferrin Killing assays

Candida cells at various densities (104, 10° 108, 107 and 108 yeasts/ml)
were mixed with 100 pg/ml of lactoferrin (Sigma- Aldrich Chemical, St. Louis, MO)
in microtubes and incubated for 3 h at 37°C. Negative controls with cells and
saline solution (0.85% NaCl) were included. Aliquots from all these reactions were
seeded onto Sabouraund agar plates, in duplicate. The number of colonies on
each plate was counted after incubated for 48 h at 37°C and the antifungal effect

was evaluated by calculating the cell death percentage (%).
SDS-PAGE analysis

For the SDS-PAGE analysis, only isolated of each specie considered
resistant to lactoferrin was included in this experiment. Cells at various cell
densities (104, 10°, 108, 107 and 108 yeasts/ml) after growth in liquid media BHI
(Brain Heart Infusion) (Difco), were mixed with 100 pg/ml of lactoferrin (Sigma-
Aldrich Chemical, St. Louis, MO) in microtubes and incubated for 3 h at 37°C.
These suspensions were centrifuged and the supernatants collected and filtered
by a 0.22 um membrane, than they were frozen and lyophilized. After this, the
lyophilized samples were resuspended in 15 pl sample buffer and then heated at
100 °C for 5 minutes and analyzed by bis-acrylamide’s gel (SDS_PAGE). The gels
were subjected to electrophoretic run and were stained with Coomassie Blue at
the end.
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Minimum Inhibitory Concentration

To obtain the minimum inhibitory concentration, isolates considered
resistant to lactoferrin at lactoferrin killing assays experiment were used. Cells at
the density of 10° yeast/ml were incubated with increasing concentrations of
lactoferrin (150, 200, 250 and 500 pg / ml) for 3 hours at 37 °C. A control group
was used without lactoferrin. The minimum inhibitory concentration (MIC) was
assessed by incubating the suspensions onto Sabouraund agar plates and

subsequent count of CFU, 48 hours later.
Statistical analysis

Data was analyzed by the IBM SPSS Statistics program version 20. The
Shapiro—Wilk normality test was applied in order to verify the normal distribution of
the data. Non-parametric tests were used to compare the mean cell death
percentage inter and intra specie. The p value of <0.05 was considered as
statistically significant. Results of lactoferrin degradation and MIC were

descriptively described.

Results
Lactoferrin killing assays

The results of the killing assays revealed that cell death occured for all non-
albicans species in HIV group. The C. dubliniensis isolates showed the lowest
values in all concentrations ranging from 3.1% to 22.1%,; the highest values were
from C. tropicalis, varying from 18.4% to 88.1%. At control group, this number
ranged from 14.1% to 30.37% for C. parapsilosis (Table 1). No significant
differences were observed between the increase of cell concentration and death %
intra specie. Besides that, comparisons inter species showed that cell death % of
C. parapsilosis was significant higher comparing to C. krusei at 10* cell’s density
(p=0.033) (Table 1, Figs 1).

SDS-PAGE
In vitro degradation assays were designed to determine whether the C. non-
albicans possess the ability to degrade lactoferrin. Following exposure of the
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lactoferrin to C. non-albicans whole cells, degradation reactions were subjected to
electrophoretic analysis. Results revealed a gradual loss of lactoferrin integrity
proportional at all isolates at 108 cells/ml mainly C.parapsilosis strain from HIV
group. In order to illustrate the anti-Candida effect of lactoferrin, Figure 3 shows
images of SDS-PAGE.

Minimum Inhibitory Concentration

The results obtained from the minimal inhibitory concentration experiment
are shown in Figure 2. Isolates from C. tropicalis and C. guillermondii were the
only two species in which lactoferrin at maximum concentration (500ug/ml) was

able to kill at least 50% of the total cells at concentration of 108 cells/ml.
Discussion

It is already known that to develop a microbial infection, it is necessary that
a microorganism be virulence and have an environment for microbial colonization.
This situation is evident in the oral cavity, since it is an environment that constantly
presents microbial challenges. Candida spp. is the most successful opportunistic
pathogen and its prevalence is high in HIV infected children???2. To be
succeeding, this fungus must have an imbalance in the host, and thus, it will not

keep more like commensal microorganism??,

Salivary anti-microbial proteins are considered to be an important part of the
non-immune host defence system in preventing colonization and infection of the
oral cavity by oral microorganisms. These protective effects of saliva are
evidenced by the microbial overgrowth found in patients with salivary
deficiencies!?. Earlier studies have already shown that intrinsic components of the
host defence system such as histatins, cystatins, immunoglobulins and several
saliva proteins, like lysozyme and lactoferrin are capable of killing various Candida
species3 1415, The focus of our study was in lactoferrin and it has already
been observed that it has antifungal activity against Candida albicans from oral
cavity of pediatric HIV patients, in vitro'®. Studies of this nature with non-albicans

species are scarce in the literature, and to the best of our knowledge, our in vitro



37

study, is the first that determines the ability of lactoferrin to inhibit the growth of

Candida non-albicans isolated from the saliva of children infected with HIV.

Lactoferrin is an iron-binding glycoprotein, which is present in milk, saliva,
and other exocrine secretions as well as in neutrophil granules. This protein has a
number of biological functions, including antimicrobial and immunomodulatory
effects in vitro and in vivo?®. This glycoprotein is stored in neutrophil secondary
granules?’ and its main biological function is the sequestration of iron, which is
required for bacterial growth 2829, In fungi, it is known that lactoferrin is capable to
induce in Candida spp. the apoptosis-like cell death®. It is also considered an
important nonspecific host defense component for protection against various
pathogens®°. A potent, in vitro, lactoferrin antiviral activity study against HIV has

been reporteds?.

It is known that the incidence of Candida albicans decreased, whereas the
non-albicans Candida increased. Although this change has multiple causes, the
main one is the use of fluconazole as a measure of antifungal prophylaxis, which,
therefore, selects less susceptible strains; and the use of broad-spectrum
antibiotics'®. In our study, we had shown that lactoferrin was able to kill cells of
non-albicans Candida even at concentrations of 1X108 cells/ml. According to the
literature, lactoferrin has an antifungal capacity but there is no consensus with
regard to its inhibitory potency in terms of cell density and lactoferrin concentration

against Candida species'>16.17,

The results obtained in our study showed similar behavior for C.
parapsilosis of both groups, but not in the lowest concentration (10%), suggesting
that these species, isolates from HIV infected children were not more resistant
than those form immunocompetent patients. In a study conducted by Cannon and
Chaffin, it was observed that C. albicans cells at a concentration greater than
1x107? is considered a sign of illness®. In our study, we used in all experiments
concentrations of cells of 1x10* or greater. Important to note that our HIV patients
were under antiretroviral therapy and the great majority had no

immunesuppression according to CD4 cell count.
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Comparing our results with those obtained by Alves et al, 2014, we
observed that our strains of C. parapsilosis and C. krusei showed less values of
cell death percentage. It could indicate that non-albicans Candida species can be
more resistant than the strains of C. albicans used by these authors. Among the
species we study, our strains of C. krusei can be more resistant than the isolates
of C. parapsilosis in HIV group as the death cell percentage was significant lower
for the first one. As was seen in the study of Forastiero et al, 2015, when the
authors came to the conclusion that C. krusei rapidly becomes resistant to certain

antifungal drugs33.

An also interesting finding in our study was observed that the strain of
Candida dubliniensis from the HIV group showed the lowest values of cell death %
by lactoferrin. Although we used only one strain of this specie, this result suggests
that Candida dubliniensis could be considered resistant to lactoferrin. This result
corroborates with Theill et al, 2015, where the authors reported that strains of C.
dubliniensis isolated of vulvovaginal region of patients in Argentina, were resistant
to many antifungal drugs, such as fluconazole, clotrimazole, itraconazole,

voriconazole, nystatin and amphotericin B4,

Meiller et al'® reported the antifungal capacity of salivary proteins when they
studied the antifungal activity of the Histatin-5; however it is known that this
potential is not related to one single phenomenon?. By SDS-PAGE, we found that
all species was able to degrade lactoferrin at a concentration of 1X102 cells/ml.
Specifically, the strain of C. parapsilosis from the HIV group was the one that
degraded more lactoferrin in the same cell density. Generally, this could be
explained by the ability of Candida spp. to secrete aspartic proteases, which are
proteolytic enzymes considered to be an important virulence determinant, since
they have a high potential to degrade numerous proteins of the host, including
lactoferrin. The presence of this protease in Candida spp. provides this fungus an
efficient and flexible proteolytic system that may prove vital to its success as an
opportunistic pathogen®’. We also observed at the minimum inhibitory
concentration experiment that C. tropicalis and C. guilliermondii of HIV group were
sensitive to lactoferrin. This result can also be noted through our images taken by

SDS-PAGE, in which we found that lactoferrin was degraded to a lesser extent by
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these species. It was found that more than 50% of total cells from these species
died when exposed to 500 pg/ml of lactoferrin.

A limitation of our study was that we did not have a larger amount of non-
albicans Candida species, specifically C. tropicalis, C. guillermondii and C.
dubliniensis, which may limit our results in relation to these specific strains.
Anyway, we used all strains found in the sample and furthermore, these strains

are not much frequent to be found in our population?®.

In our laboratory, new studies about lactoferrin and its antifungal activity
against Candida spp are underway. Determining the precise concentration of
lactoferrin capable of inhibiting the growth of Candida spp, and therefore inhibit the
processes of oral candidiasis, it can help to design new effective and less harmful
therapeutic strategies to prevent or treat oral candidiasis. In addition, lactoferrin is
an endogenous protein, so it's may be non-toxicity and can contribute to become a

new therapeutic agent in the future for the diseases mentioned above.

In conclusion, our study showed that lactoferrin has an antifungal capacity in
non-albicans Candida species from HIV and healthy children, and all non-albicans
Candida species were capable to degrade lactoferrin at concentration of 1x108
cells/ml. These results can help us in prevention and control of these fungi in

immunocompromised patients.
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Table 1: Cell killing in percentage by lactoferrin in different species of Candida in HIV and N-HIV groups.

C.parapsilosis C.krusei C.dubliniensis C.guilermolerm. C. tropicalis C. parap.
n=10 n=7 n=1 n=1 n=1 n=4

110° 35,86 + 21,35 18,38+19,4 22,1 34,3 36,7 22,2 +19,25

1107 25,39 £ 19,47 13,32+5,71 9,9 3,7 67,4 30,37 +£12,75

p= 0,638 p= 0,929 p= 0,406 p=0,406 p=0,4 p=0,37

Note: A p=0.033, Mann-Whitney Test
B p=0.036, Mann-Whitney Test
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Figure 2: A representative image of degradation of lactoferrin by Candida non-albicans demonstrating degradation level proportional to cell density

(cells/ml)
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Figure 3: Minimum inhibitory concentration of lactoferrin expressed on pg/ml in Candida spp. The
results of cell death are expressed as percentage.
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CONCLUSOES

A lactoferrina tem capacidade antifungica em espécies de Candida
nao-albicans provenientes de criancas infectadas pelo HIV e

saudaveis.

Todas as espécies de Candida néo-albicans foram capazes de
degradar a lactoferrina quando elas estavam na concentracdo de
1X108cells/ml.

Lactoferrina na concentracdo de 500u/ml foi capaz de matar mais que
50% das células de C. tropicalis e C. guillermondii.

C. dubliniensis mostrou um comportamento de resisténcia a

lactoferrina.
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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

L e A é\ﬁa W R ﬂ" Z/Q\*\

Maria do Carmo Soares Alves Cunha

Coordenadora do CEP/IPPMG
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Anexo 1B
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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 Satide, resolve APROVAR o presente projeto.

Informamos que o CEP estd a disposicdo do pesquisador para quaisquer
esclarecimento ou orientagdo 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.

7 - MY
Marisa Palacios/

Coordenadora CER/IESC

Instituto de Estudos de Saiide Coletiva-CCS/UFRJ

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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Anexo 1C

4’? UNIVERSIDADE FEDERAL
¥ & DO RIO DE JANEIRO

4 it UFRJ .

INSTITUTO DE PUERICULTURA E PEDIATRIA MARTAGAO GESTEIRA
CoMmITE 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 Martagfio Gesteira da Universidade Federal do Rio
de Janeiro, apés anilise dos aspectos éticos e do contexto técnico-cientifico,
aprovou na reunifio ordinaria realizada na data de hoje o adendo ao projeto
“Estudo da atividade antifiingica da lactoferrina sobre espécies de cindida
isoladas da cavidade oral de criancas infectadas pelo HIV”, apresentado em
16/05/2013.

Este projeto, cadastrado com o nimero 63/11, é de responsabilidade
da Professora Gloria Fernanda Barbosa de Araijo Castro, que fica, desde
j4, notificada da obrigatoriedade da apresentaciio 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 relatorio
final sucinto com todas as informacdes relevantes (item XI.2 da Resolu¢io
466).

Rio de Janeiro, 16 de maio de 2013

y ]
‘(\.:L‘/‘:\. (VO PN ! S,

)
/' Maria do Carmo Soares Alves Cunha

Coordenadora do CEP/IPPMG
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Anexo 2A

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

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, serd necessario coletar
um pouco da saliva da crianca, para ser estudada num laboratério como age uma
proteina (Lactoferrina) muito importante produzida por n6s mesmos na saliva e sera feito
um exame clinico da cavidade oral. A crianca também receber4d escovacgao
supervisionada e aplicacdo de flaor. Caso ela necessite de tratamento odontoldgico
restaurador, ela recebera a(s) obturacBes necessarias no proprio projeto, e havendo
necessidade de extracdes ela serd encaminhada para a Clinica de Odontopediatria —
FO/UFRJ. O estudo esta de acordo com o estabelecido na Resolugcdo do CNS 196/96 e
suas complementares e com o Cédigo de Etica Médica de 1988. A participacido é
voluntaria e em casos de desisténcia, a criangca ndo sofrera prejuizos em relacdo ao
atendimento odontolégico. As informagfes sobre cada crianga retiradas de suas fichas
médicas sdo confidenciais e sigilosas, sendo que a identidade de cada participante s6

serd 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 responsavel pelo paciente podera solicitar sua saida do estudo em qualquer
momento, assim como a prépria crianga, e neste caso, 0s responsaveis pelo projeto se
comprometem a néo utilizar as informagdes obtidas. Os resultados desta pesquisa serdo

divulgados em 4evistas cientificas especializada e através de painéis e trabalhos
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cientificos, tendo o participante e responsavel total acesso aos mesmo, através dos
trabalhos ou entrando em contato com a pesquisadora através do telefone abaixo.

Em caso de duvidas ou necessidades, o responsavel poderd 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 participagdo na pesquisa.

Rio de Janeiro, de de

Assinatura do Responsavel



56

Anexo 2B

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

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

Prezado responsavel,

A Disciplina de Odontopediatria da UFRJ esta estudando os tipos de micrébios que habitam
a boca das criangcas em tratamento odontolégico. Para isso, serd necessario colher um pouco de
saliva da crianca que devera cuspir por 1 minuto, apenas uma unica vez em um recipiente estéril. A
mesma seré estudada em um laboratorio e um exame clinico da cavidade oral da crianca sera feito.
A crianga também recebera escovacgao supervisionada, ou seja, acompanhada por um dentista que
explicara a crianga a forma correta de escovar os dentes, posteriormente fara a aplica¢éo de flaor. O
responsavel pela crianca devera responder algumas questdes pessoais sobre a crianga, entretanto,
tais respostas serdo mantidas em sigilo. Caso ela necessite de tratamento odontoldgico restaurador,
ela recebera a(s) obturacdes necessarias, e havendo necessidade de extracbes elas serdo
realizadas, assim como todos os procedimentos odontolégicos necessarios cabiveis ao
odontopediatra. Estes procedimentos seréo 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 crianga 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
0 estabelecido na Resolucdo do CNS 196/96 e suas complementares e com o Cédigo de Etica
Médica de 1988. A participagdo é voluntaria e em casos de desisténcia, a crianca ndo sofrera
prejuizos em relagdo ao atendimento odontolégico. As informacdes sobre cada crianca 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 préprios dentistas para coletar
a saliva ndo causardo, de maneira alguma, dano a criangca. O responsavel pelo paciente podera
solicitar sua saida do estudo em qualquer momento, assim como a propria crianga, e neste caso, 0s

responsaveis pelo projeto se comprometem a ndo utilizar as informagdes obtidas.
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Em caso de duvidas ou necessidades, o responsavel poderd 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
Comite de Comite 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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