Plan Overview

A Data Management Plan created using DMPTool

Title: Prevaléncia e viruléncia de Candida spp. em individuos com tuberculose e suas relacdes com proteinas

antifiingicas salivares

Creator: Alan Grupioni Lourenco - ORCID: 0000-0002-4005-157X

Affiliation: Universidade de Sao Paulo (wwwS5.usp.br)

Principal Investigator: Alan Grupioni Lourengo

Data Manager: Alan Grupioni Lourengo

Project Administrator: Alan Grupioni Lourenco

Funder: Sdo Paulo Research Foundation (fapesp.br)

Funding opportunity number: 57248

Template: Template USP - Minimo

Project abstract:

Alguns estudos tém verificado maior prevaléncia de espécies de Candida em pacientes com tuberculose (TB).
Muito provavelmente, esse aumento na prevaléncia se deva ao prolongado tratamento com antimicrobianos a que
esses pacientes sdo submetidos. No entanto, ndo existem estudos que avaliem a influéncia do tratamento anti-TB
sobre a prevaléncia, quantificacfo, viruléncia e perfil de susceptibilidade aos antiftingicos das espécies de
Candida. O estudo dessa influéncia € importante, pois a TB € mais prevalente em pacientes imunodeprimidos, e,
portanto, mais susceptiveis as infeccdes flingicas. Para o desenvolvimento desse projeto, coletaremos saliva total
e enxaguado bucal de 30 pacientes com diagnodstico clinico de TB em dois diferentes momentos: Com menos de
45 dias de tratamento e quando completarem mais de 120 dias de tratamento anti-TB. No enxaguado bucal serdo
avaliadas em cada ocasido a prevaléncia, a quantificacio, o perfil de sensibilidade ao fluconazol e a anfotericina
B, assim como os seguintes fatores de viruléncia das diferentes espécies de Candida isoladas: capacidade de
formacao de biofilme, producdo de proteinases, fosfolipases e capacidade de formacdo de pseudohifas.
Pretendemos com esse estudo, verificar a influéncia do tratamento anti-TB sobre a prevaléncia, viruléncia e
resisténcia aos antifingicos das Candida spp. Na saliva, quantificaremos as concentragcdes dos antiftingicos
salivares, histatina 5 e Lf, e buscaremos associar seus niveis com a maior prevaléncia e viruléncia da Candida.
Como controle, serdo incluidos no estudo 30 participantes sem diagndstico clinico de TB que serdo avaliados,

uma tnica vez, com a mesma metodologia.
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Prevaléncia e viruléncia de Candida spp. em individuos com tuberculose e suas relacdes com
proteinas antifingicas salivares - Descricao dos Dados e Metadados produzidos pelo projeto

Ao final do projeto, os seguintes dados de 30 pacientes com TB e 60 pacientes sistemicamente sauddveis serdo
coletados e disponibilizados em planilhas de excel (.xIsx):

Dados demograficos dos participantes: idade, sexo, raga, tabagismo, consumo de dlcool, Exame periodontal
simplificado (PSR), Nimero de dentes cariados, perdidos e obturados), tipos de comorbidades sist€émicas, tipos de
tuberculose).

Dados sobre a colonizagao oral de Candida spp: Frequéncia de isolamento das diferentes espécies de Candida spp,
Unidades Formadoras de Coldnias (logUFC/mL).

Dados sobre a viruléncia de Candida spp: Viruléncia de cada espécie de Candida isolada, destacando-se produgéo
de proteinase (uU/mL), proteinase (Ng/mL), atividade metdbdlica e formacgao de biofilme (mDO/min) e capacidade

de formacao de hifas (céls/mL).

Dados sobre as concentragdes de proteinas antiflingicas salivares: Niveis salivares de lactoferrina (Ng/mL) e niveis

salivares de Histatina 5 (Ng/mL)

A fim de diminuirmos os possiveis fatores de confusdo, os pacientes foram selecionados de acordo com os

seguintes fatores de inclusao:

« Pacientes sistemicamente sauddveis: ndo apresentar envolvimento sist€émico que possa interferir na
prevaléncia e na contagem de Candida, como diabetes mellitus, tratamento antineopldsico ou estado de
imunossupressao; ndo ter feito uso de medicagdo antimicrobiana e anti-inflamatdria nos ultimos 3 meses; nio
apresentar envolvimentos protéticos extensos, como uso de prétese total ou uso de prétese parcial removivel
com cobertura palatina.

« Pacientes com tuberculose: além de seguirem os mesmos critérios descritos para os pacientes sistemicamente
sauddveis, os pacientes apresentaram TB confirmada por exame de cultura do escarro, teste rapido molecular

e/ou baciloscopia.

Para diminuirmos a influéncia de outros fatores, o grupo de pacientes sistemicamente saudédveis e o grupo de
pacientes com TB foram pareados por idade, sexo e niimero de tabagistas. E para diminuir a influéncia da condicdo
oral no estudo, os dois grupos foram pareados pelo indice de CPO-D (Nimero médio de Dentes Permanentes
Cariados, Perdidos e Obturados) e de PSR (Periodontal Screening Index). Para tanto, os participantes
sistemicamente sauddveis foram selecionados com base no indice de COP-D e PSR encontrados nos participantes
com TB.

Quantificacdo de Candida spp: A quantificacdo da Candida spp. sera realizada no enxaguado bucal. Para tanto, 100

pL. de amostra pura do enxaguado e diluicdes seriadas de 10-1 e 10-2 serdo semeadas em duplicata em placas de



Petri de cultura com Agar Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol e incubadas em estufa de cultura a 37° C por 48
horas. As culturas positivas serdo contadas e serd obtida a média das duplicatas para a determinag¢do do nimero de
Unidades Formadoras de Coldnias (UFC/mL). A UFC sera calculada utilizando a seguinte férmula: UFC =
(colonias encontradas X 10n)/quantidade em ml da solucéo utilizada; sendo n o valor absoluto da diluicéo.

Identificacdo das espécies de Candida:Para a identificacdo das espécies de Candida, 100uL de amostras do
enxaguado bucal e de suas diluicdes serdo semeados em placa de Petri contento CHROMagar CandidaTM, a 37°C
por 48 horas. O meio CHROMagarTM identifica de maneira presuntiva as espécies de Candida baseadas nas
diferentes tonalidades que essas adquirem. Uma col6nia de cada cor serd expandida em caldo Sabouraud Dextrose
e armazenada com 15% de glicerol em freezer -80°C, para posterior confirmacdo por Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) utilizando a metodologia de Cornet e colaboradores, em 2011.

Cornet M, Sendid B, Fradin C, Gaillardin C, Poulain D, Nguyen HV. Molecular identification of closely related
Candida species using two ribosomal intergenic spacer fingerprinting methods. J Mol Diagn. 2011;13(1):12-22.

Mensuracgdo da Lf salivar: A mensuracdo da Lf salivar sera determinada por ELISA. Inicialmente realizaremos
dilui¢des seriadas de Lf (Lactoferrin from human Milk — Sigma), em concentragdo inicial de 5 Jg/mL. Adicionar-
se-4 100L de cada concentragdo de Lf por poco, em duplicata. Amostras salivares serdo diluidas dez vezes em
PBS e adicionadas a placa de ELISA, em duplicata (100L por poco). As diferentes concentracoes de Lf e as
amostras dispensadas sobre a placa serdo incubadas durante uma hora em banho-maria a 370C. Apds a incubacgio e
posterior lavagem com PBS realizaremos o bloqueio da placa com ovalbumina a 10%, (Sigma Albumin from
Chicken Egg Whites Grade II). Empregando-se 200L por poco, overnight, a 40C. Apds o bloqueio adicionaremos
o0 anticorpo primario policlonal de coelho anti-Lf humana (Rabbit anti-human lactoferrin - Sigma) que sera
incubado durante uma hora, em banho-maria a 370C. Apés lavagens com PBS adicionaremos o anticorpo
secundario oriundo de ovelha anti-IgG de coelho conjugada a peroxidase (Anti-rabbit IgG Peroxidase antibody
produced in goat - Sigma), que serd incubada por 45 minutos, e ap6s nova lavagem com PBS realizaremos a
revelacdo com o-Phenylenediamine dihydrochloride - OPD (Sigma), segundo as recomendacgdes do fabricante. Para

a leitura empregaremos absorbancia de 492nm, em leitor de ELISA (TP Reader ThermoPlate, Sdo Paulo, Brazil).

Dosagem histatina 5 salivar: A determinacao dos niveis salivares da histatina 5 serdo determinadas atraves do
Human Histatin 5 ELISA kit (Cusabio Biotech Co., LTD), seguindo as recomendacdes do fabricante. A leitura sera
realizada a 450 nm em leitor de ELISA (TP Reader ThermoPlate, Sdo Paulo, Brazil).

Avaliacido da Producdo de Proteinase e Fosfolipase: Inicialmente, o caldo de cultura Sabouraud Dextrose sera
inoculado com uma concentracio de 106cél/mL das diferentes espécies de Candida e incubados a 37°C por 24
horas. Apoés esse periodo, ImL de suspensdo celular serd transferida para microtubos e centrifugados a 6000rpm
por 5 minutos. O sobrenadante serd utilizado para a andlise da produgdo de protease e o residuo sélido para a
andlise da producio da fosfolipase. A quantificacio da proteinase serd realizada através de kit fluorimétrico
EnzChek® Protease Assay Kit (Molecular Probe). Em uma placa de 96 pogos serdo adicionados 100Ul do
sobrenadante e 100L da solugdo caseina BODIPY diluida 20 vezes em tampao de digestdo. A placa serd incubada
a temperatura ambiente por 2 horas em area protegida da luz. A leitura da fluorescéncia seré realizada em
fluorimetro, com excitagdo de 485 nm e emissdo em 538 nm. Juntamente serd realizada curva padrio para a

determinacio enzimaética.

Para a avaliag¢do da producdo de fosfolipase o material sélido obtido por centrifugacao sera ressuspendido em
tampado de lise (2M TrisHCI, 1 M CaCl2, pH7.4) e posteriormente levado a agitacio por 20 segundos e novamente
centrifugado por 5 minutos a 10000rpm. A avaliagc@o da producdo de fosfolipase serd realizada por meio do kit



fluorimétrico Amplex Red® Phosphatidylcholine-Specific Phospholipase C Assay (Molecular Probe) segundo
recomendagdes do fabricante. Para tanto, 100uL de solucdo, contendo 2% de Amplex Red (20mM), 1% de
Horseradish Peroxidase, 2% de Alkaline Phosphatase, 1% de Choline Oxidase, 0,78% de Lecitina e 93,2% de
tampao de digestdo, serd adicionada a 100uL do lisado em cada poco de placa de 96 pocos. A placa serd mantida a
370C em estufa por 3 horas em regido protegida de luz. A leitura da fluorescéncia serd realizada em fluorimetro
com excitacdo em 544nm e emissdo em 590nm. Os valores obtidos serdo comparados com os valores de

fluorescéncia dos controles positivos fornecidos pelo fabricante.

Avaliagio da Formacio de Hifas: Um volume de 3x106 células/mL sera transferido para SmL de meio 199 indutor
de hifas (LGC Biotecnologia) acrescido de 10% de soro fetal bovino (LGC Biotecnologia). Apds incubagdo a 370C
por 3 horas sob agita¢do de 80rpm serd procedido a contagem de leveduras e hifas em cdmara de Neubauer, com
objetiva de 10x a 40x.

Susceptibilidade aos antiftingicos: Determinaremos a CIM da anfotericina B e do fluconazol através de fitas Etest

(Biomeriux), seguindo as recomendacdes do fabricante.
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