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1. INTRODUCAO:

A Dermatite Atopica (DA) € uma doenca cronica inflamatéria da pele caracterizada por apresentar prurido
intenso, eritema, lesdes eczematosas (BLICHARZ et al., 2020). Além disso, os pacientes apresentam problemas
de sono, sofrimento psicossocial, que representam impactos significativos na reducdo da qualidade de vida
(THYSSEN et al.,, 2023; WOLLENBERG et al., 2023). A fisiopatologia da doenca ¢ multifatorial e esta
relacionada a fatores genéticos, disbiose microbiana, desequilibrio da resposta imunolégica e comprometimento
da fung@o de barreira da pele (WEIDINGER et al., 2018).

Se tratando da dermatite, Staphylococcus aureus cresce rapidamente na epiderme induzindo hipdxia e
danos na barreira, além de que, a presenga de biofilme em lesdes de DA sdo responsaveis pela oclusdo dos
ductos sudoriparos (Di Domenico et al., 2019). A formagdo de uma estrutura protetora nos biofilmes os torna
mais resistentes aos tratamentos e ao sistema imunoldgico, levando a uma persisténcia da infeccdo e a uma maior
dificuldade no seu tratamento em relagéo as formas planctonicas. (GONZALEZ et al., 2021).

Estudos vém demonstrando a presenca de biofilme de Staphylococcus sp, especialmente S. aureus na pele
de pacientes com dermatite atdpica e sua relagdo com a severidade da doenga (GONZALEZ et al, 2017;
GONZALEZ et al.,, 2021). Porém, poucos estudos verificaram a relacdo entre as espécies S. aureus e S.

epidermidis e a capacidade de formagao de biofilme, em pacientes em tratamento topico na dermatite atdpica.
2. METODOLOGIA:

2.1 Desenho experimental e Consideracdes éticas

Trata-se de um ensaio clinico, randomizado, duplo cego do tipo cruzado em um unico centro (ambulatorio
de dermatologia do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP). Os pacientes
selecionados utilizaram os tratamentos em lesdes de dermatite atopica e a base, mesma formulagdo sem a presenga

da sinvastatina (placebo) foi utilizada em regides contralaterais. O tratamento foi realizado nas regides
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antecubitais e poplitea. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP (CEP) sob
parecer n° 36550820.6.0000.5404. Esse estudo esta relacionado ao projeto de doutorado da aluna Sindy Magri
Roque, que pretende, realizar o desenvolvimento da formulagdo testada e a avaliag@o a eficacia terapéutica
da emulsdo de sinvastatina no tratamento da DA.

Foram selecionados pacientes pediatricos e adultos com o diagndstico de DA em seguimento no
ambulatorio de Dermatologia do Hospital de Clinicas da Unicamp, sendo os principais critérios de inclusdo:
diagnodstico de DA segundo os critérios de Hanifin e Rajka, comprovado por revisdao de prontuario, gravidade da
avaliada por médico através da afericdo do Eczema Activity Severity Index superior a 7 ¢ através da afericdo do
escore Atopic Dermatitis Antecubital Severity (ADAS). Em paralelo, os principais critérios de exclusdo foram
Quadro cutaneo instavel definido por pelo menos um dos seguintes critérios nos ultimos 3 meses: troca de
medicacdo sistémica, uso de antibidtico oral, internacdo devido a DA. Anti-histaminicos orais foram permitidos,
desde que sejam mantidos na dose anterior ao inicio do estudo e ndo ter realizado a mudanga no tratamento topico
no meés anterior ao inicio do estudo.

2.2. Testes de Cultura (Identificacao Bioquimica S. aureus e S. epidermidis)

Um dia antes da coleta da amostra, os pacientes foram instruidos a ndo lavar a regido ou aplicar a emulsdo
de sinvastatina, ou placebo na lesdo alvo por 24 h. No momento da coleta referente ao dia 01 de tratamento, as
amostras de pele foram retiradas com swabs estéreis previamente mergulhados em uma solucdo de NaCl 0,9% e
Tween 0,1% (swabs com aplicadores com ponta de poliéster estéril, e Swab, Copan), antes de serem esfregados
firmemente na lesdo alvo por 10 vezes (area 8 cm?) adultos (area 4 cm2) criangas (NIEMEYER-VAN DER
KOLK 2020). Apds o esfregaco os swabs fordo acondicionadas em seus devidos tubos originais imersos na
solugdo referida (BLANCHET-RETHORE et al., 2017).

Apos a coleta, em um periodo de 6 h as amostras foram inoculadas em placas de Petri contendo meio
seletivo agar manitol-sal e agar sangue e incubadas por até 48 h em aerobiose a 37°C. As colonias retiradas da
placa de agar seletivo (manitol-sal) foram avaliadas quanto a presenga de mudanca de coloracdo (halos amarelos),
presuntivo de S. aureus enquanto coloragdo inalterada ao redor das colonias foram consideradas crescimento
presuntivo de espécies de Staphylococcus coagulase negativo (CoNS). Para a confirmagdo da identificagdo de S.
aureus ¢ S. epidermidis a partir do meio de cultura sal manitol, colonias foram crescidas em caldo TSB ¢ em meio
TSA por 24 h a 37°C. A partir desse crescimento, foram realizados os testes a seguir para confirmacao das
espécies:

Tabela 01: Testes bioquimicos para caracterizacdo dos microrganismos encontrados nos isolados clinicos pré e
pos-tratamento com a emulsio estudada.

Teste Procedimento Resultado esperado
Catalase As colonias selecionadas foram colocadas em uma lamina de vidro, Reagdo positiva confirmagdo do género
adicionando 1 gota de perdxido de hidrogénio a 3% e em seguida foi Staphylococcus spp.

verificado a formagdo de bolhas de oxigénio

Coagulase em As colonias selecionadas foram colocadas em 200 pL de plasma de Coagulase Positiva — S. aureus;
tubo coelho com EDTA e posteriormente os tubos foram incubados por 4 h Negativa — CoNS
a37°C.
DNase As culturas foram crescidas por 24h e semeadas em formato de risco Positivo para DNAse — S. aureus

em placas de agar DNAse. Apds incubagdo a 37 °C por 24 h, foi
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adicionado nas placas 2 mL de uma solugdo de HCI IM. Apés 1 Negativo — presuntivo de S.
minuto, a formagdo de uma zona clara ao redor das coldnias foi epidermidis.
considerada positiva para DNase.

Aglutinaciao em Aglutinagdo em latex foi utilizado para detectar a coagulase livre e Positivo — §. aureus. Sem aglutina¢ao
latex uma imunoglobulina antiproteina A presente da parede do S. aureus. O — S. epidermidis
teste foi realizado segundo instru¢des dadas pelo fabricante.

Teste de As cepas foram semeadas com auxilio de um swab em placa de Sensivel —S. epidermidis
Novobiocina Mueller Hinton e apds foi acrescido um disco teste de novobiocina (5 Resistentes — S. saprophyticus
mcg). Por fim, as placas foram incubadas a 35°C por 24h. A formagao
de halos ao redor da colonia foram quantificados por meio de um

paquimetro.
Teste da A cepa sera semeada com auxilio de um swab em placa de Mueller A auséncia de halo sera positiva para a
Bacitracina Hinton e ap6s sera acrescido um disco teste de bacitracina contendo espécie Staphylococcus spp e presenga
(0,4U). Em seguida as placas foram incubadas por 24h a 35°C e a de halo Micrococcus.

formacao de halo foi verificada com auxilio de um paquimetro.

2.4 Formacio de Biofilme

O potencial das cepas isoladas dos pacientes na formagao de biofilme (n=11) cutaneo foram realizados
com uma amostra de cada paciente incluindo no estudo, no tempo 0, ou seja, durante a primeira visita do estudo.
Além disso, as cepas de microrganismos utilizadas como padrao foram: S. aureus ATCC 29213 (MSSA), S.
aureus ATCC 43300 (MRSA; gene mecA presente) e S. aureus ATCC 6538, Esse ensaio foi realizado em placas
de microtitulagdo de poliestireno de 96 pocgos conforme descrito anteriormente, (Ferreira et al., 2021) com
modificagdes. Vinte microlitros de uma suspensdo bacteriana em salina estéril correspondente ao padrdo 0,5 de
McFarland foram adicionados em ftriplicata aos pogos contendo 180 pl de caldo BHI (Brain Heart Infusion,
Difco), suplementado com 1% glicose (Isofar; Duque de Caxias, RJ, Brasil). As placas foram incubadas a 37°C
por 24 horas. Apos a formacdo do biofilme a placa foi incubada a 60°C por 1 hora para fixagdo. Apos, o biofilme
foi corado com cristal violeta 2% (p/v) por 15 minutos. O cristal violeta foi removido e ¢ foi adicionado etanol
95% (v/v) por 15 minutos. A densidade optica (DO) de cada pogo foi medida a 570 nm usando um
espectrofotdmetro de microplacas. Os resultados foram analisados conforme descrito (Stepanovi¢ et al., 2007),
sendo considerado Formador fraco (+) de biofilme aquelas cepas que a densidade optica (DO) foi observada em
<2xDO controle negativo (ODc=DO médio do controlo negativo + (3xdesvios padrdo do controlo negativo)),
formador de biofilme moderado (++) onde a DO apresentou entre 2 até 4 vezes o valor encontrado para o controle

¢ formador de biofilme forte (+++) aqueles que apresentaram um valor de DO maior que 4 vezes o controle.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.2 Identificacao dos Isolados.

Os pacientes do estudo foram avaliados no TO (visita 01) e T28 (visita 02) em lesdes nos bragos esquerdo
e direito, sendo aleatorizado individualmente qual lado foi utilizado a formulagdo placebo e a formulagdo teste
Apbs a coleta foi desenvolvida a caracterizacdo dos isolados, por meio dos testes bioquimicos. Foram
selecionados 16 pacientes ao longo da execug@o do projeto, porém, apenas 11 dos mesmos vieram na visita 01 ¢
visita 02. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela abaixo:

Tabela 02: Caracterizacao das cepas S. aureus e S epidermidis encontradas nos isolados dos paciente no TO (Visita 01)

e T28 (Visita 02).
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Visita 1 Visita 2

S. aureus S epidermidis. S. aureus S epidermidis.
Teste Esquerda __ Direita _Esquerda __ Direita _Esquerda __ Direita __Esquerda __ Direita

P15 + + + + + + + +
P16 - - - + + - + +
P17 + + + + + - +
P19 - - + - - + +
P20 - - + - - - + +
P21 + + - + + + + +
P22 + + + + + + + +
P23 + + - + + + + +
P27 + + + + - + + +
P29 + + - - - - - +
P30 + + + + + + + +

,Legenda: (+) presenca desse microrganismo no isolado; (-) auséncia do microorganismo isolado
3.2 Quantificacio Bacteriana

Os testes de quantificacdo foram realizados em meio agar sangue para contagem bacteriana total e em
meio manitol para contagem de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. Foi possivel observar que
em 6 pacientes tiveram uma queda nas unidades formadoras de coldnias no grupo sinvastatina, enquanto o placebo
foi observado uma queda em 5 pacientes. A figura abaixo, traz a analise dos valores da média de UFC/mL,

comparando os resultados pré e pos tratamento.
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Figura 1 A: Estao representados os valores de média e desvio padrao de log de UFC/mL das contagens de S. aureus,
selecionados de amostras de lesdes de individuos com DA. Houve diferenca estatisticamente significativa nas
contagens de S. aureus (ANOVA) p = 0,034 no intergrupo sinvastatina e placebo e no intragrupo da sinvastatina
antes e apos o tratamento p = 0,037, mas nio no intragrupo do placebo p = 0,74.

Na Figura 1 B: Estio representados os valores de média e desvio padrao de log de UFC/mL das contagens de S.

epidermidis retirados de lesdes de DA antes e apos o tratamento com emulsiio de sinvastatina, ndo houve diferenca
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estatistica entre os grupos nos periodos avaliados p = 0,05 (ANOVA) na analise intergrupo. Nio houve diferenca

estatisticamente significativa antes e apés o tratamento com emulsio de sinvastatina p = 0,158 e placebo p = 0,217.

3.3 Formacao de biofilme

Os fenotipos de formacao de biofilme encontram-se na Tabela 03 abaixo:

Tabela 03: Fenétipo de formacio de biofilme em placas dos isolados clinicos de S. aureus

RESULTADOS - Formacio de biofilme

p01 p05 p07 pl0 pll pl2 pl5 p22 p23 p27 p30 ATCC29213 ATCC 43300  ATCC 6538

+++| ++ |+++| +++|+++ | +++ | +++ |+++| -+ | ++ | +++

++ e+ et

Pode ser observado acima que aproximadamente 90% dos pacientes tiveram cepas com o indice de

formagdo de biofilme caracterizado como forte, dessa forma, o resultado do presente estudo corrobora com estudo

em que avaliou a capacidade de formacao de biofilme em pacientes com DA e 85% das espécies avaliadas foram

fortes produtores de biofilmes, enquanto 15% foram moderadamente formadores (ALLEN et al., 2014).

5. CONCLUSOES:

Em conclusdo, observou-se que a maioria das cepas de S. aureus apresentaram alta capacidade de

formagdo de biofilme. Essa caracteristica de viruléncia pode contribuir com o desenvolvimento e severidade da

doenga. Ainda, observou-se que o tratamento com sinvastatina foi capaz de reduzir a quantidade de S. aureus, sem

afetar a quantidade de S. epidermidis.
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