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INTRODUCAO

A Dermatite Atopica (DA) ¢ uma doenca cronica inflamatdria multifatorial que esta relacionada a fatores como a
disbiose microbiana, e desequilibrio da resposta imunologica e fatores genéticos que levam a um comprometimento da fungdo
de barreira da pele (WEIDINGER et al., 2018; MELEDATHU et al,. 2025)

O microrganismo mais comum relatado na literatura ¢ Staphylococcus aureus nas lesdes (TOTTE et al., 2016;
GEOGHEGAN et al., 2018), entretanto o papel da formacdo de seu biofilme na DA ainda é pouco investigado. Contudo,
estudos ja relataram que a presenca de biofilme de Staphylococcus sp na pele de pacientes com dermatite atopica ¢ sua
relagdo com a severidade da doengca (GONZALEZ et al, 2017; GONZALEZ et al., 2021; BLICHARZ et al., 2021).

Apds sua formagdo, estas estruturas sdo altamente resistentes a antimicrobianos e capazes de realizar escape do
sistema imunolégico do hospedeiro, o que os torna dificeis de serem eliminados. Além do mais, a presenca do biofilme pode
facilitar a transferéncia de genes de resisténcia a antibidticos entre as bactérias, contribuindo para a sua disseminacao, além
de contribuir para persisténcia da infeccao (Almatroudi et al, 2025, GONZALEZ et al, 2017; BLICHARZ et al., 2021).

Os tratamentos convencionais para a DA incluem multiplos esteroides topicos, inibidores topicos da calcineurina, e
antibidticos topicos como a mupirocina, além de terapias sistémicas (PASCOLINI et al., 2011; NAKAGAWA et al., 2020,
Bessa et al., 2016; LAZAR et al., 2024). No entanto, o uso a longo prazo de corticosterdides deve ser evitado devido a
escassez de estudos pediatricos (CARVALHO et al., 2017). Além disso, de forma geral, a descontinuagdo da terapia
tradicional pode resultar em recolonizagdo bacteriana, o que pode aumentar a resisténcia aos antibioticos (CHONG et al.,
2016; LEE E VAN BEVER 2014), assim, o reposicionamento de farmacos se torna uma estratégia fundamental para
contornar esses obstaculos.

Dessa forma, o presente trabalho analisou o potencial de inibicdo de formacdo de biofilme da sinvastatina para o
tratamento de dermatite atdpica, para que a partir desse estudo, possam ser geradas evidéncias para oferecer uma abordagem
terapéutica alternativa e inovadora no futuro para o controle de infecgdes topicas bacterianas.

METODOLOGIA:
Desenho experimental e consideracdes éticas

O presente estudo esta inserido em um ensaio clinico randomizado duplo-cego, placebo controlado, cruzado
realizado no ambulatério de dermatologia do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP. Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP (CEP) sob parecer n° 36550820.6.0000.5404.3.1.
Foram incluidos participantes pediatricos e adultos com o diagnostico de DA em seguimento no ambulatorio de Dermatologia
do Hospital de Clinicas da Unicamp.

Coleta das cepas clinicas.

As cepas clinicas foram isoladas a partir de amostras coletadas de pacientes que atendiam aos critérios de inclusao,
os quais foram previamente orientados a ndo realizar a higieniza¢do da regido antes da coleta.No momento da coleta, as
amostras de pele foram obtidas com swabs estéreis cm ponta de poliéster (Swab, Copan), previamente imersos em uma
solugdo de NaCl 0,9% ¢ Tween 0,1%, Os swabs foram entdo friccionados firmemente na lesdo-alvo por 10 vezes , cobrindo
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uma area 8 cm? em adultos ¢ 4 cm? em criangas (NIEMEYER-VAN DER KOLK 2020). Apos o esfregago, os swabs foram
acondicionados em seus devidos tubos originais imersos na solugio referida (BLANCHET-RETHORE et al., 2017).

Apos a coleta, em um periodo de 6 horas 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. Para a confirmag¢do da identificacdo de S.
aureus e S. epidermidis a partir do meio de cultura sal manitol, coldnias foram crescidas em caldo (Tryptone Soy Agar, Difco
Co., Detroit, MI, USA) TSB (Tryptone Soy Broth, Difco Co., Detroit, MI, USA) e em meio TSA por 24 h a 37°C. A partir
desse crescimento, foram realizados os testes bioquimicos e caracterizagdo por qPCR.

Bactérias padrao e condicdes de cultivo

As seguintes cepas de microrganismos foram utilizadas como padrao: Staphylococcus aureus ATCC 29213 (MSSA),
S. aureus ATCC 43300 (MRSA; gene mecA presente) e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. As culturas foram
armazenadas em meio Tryptic Soy Broth (TSB; Difco Co., Detroit, MI, USA) suplementado com 20% de glicerol, a -80 °C.
Para uso, foram cultivadas em meio Tryptone Soy Agar (TSA; Difco Co., Detroit, MI, USA) e incubadas em condigdes de
aerobiose a 37 °C.

Ensaio de concentracfo inibitoria minima (CIM)

A determinag@o da concentragdo inibitoria minima (CIM) foi realizada utilizando concentragdes de sinvastatina entre
500 pg/mL e 0,24 pg/mL segundo as recomendagdes da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) - Metodologia
dos Testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluicdo para Bactéria de Crescimento Aerdbico: Norma
Aprovada — Sexta Edig80). As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C e analisadas pela absorbancia em um
espectrofotometro a 660 nm. Além disso, 30 uL de corante resazurina 0,01% (Inlab, Diadema,SP, Brasil) foram adicionados a
cada pogo. As placas foram incubadas por duas horas e inspecionadas visualmente para confirmar os resultados obtidos. A
menor concentracdo do composto que ndo apresentou turbidez foi considerada a CIM.

Teste inibicao de formacio de biofilme.

Para avaliar a capacidade de inibi¢do de biofilme foi desenvolvido o procedimento conforme desenvolvido por
Ferreira et al., 2021 com modificagdes. Serdo adicionados 180 uL de caldo BHI (Brain Heart Infusion, Difco), suplementado
com 1% glicose (Isofar; Duque de Caxias, RJ, Brasil), e posteriormente no primeiro pogo sera adicionado 100 pL de uma
solucdo preparada com sinvastatina na concentragdo inicial de 500 pg/mL, para ser realizada uma diluicdo seriada ao longo
da placa. Posteriormente foi adicionado 20 pL de uma suspensao bacteriana em salina estéril correspondente ao padrdo 0,5 de
McFarland. As placas passaram por incubagdo a 37°C por 24 horas sem agitacdo. O sobrenadante foi retirado, para que o
biofilme fosse fixado a 60°C por 1 hora, corado com cristal violeta 2% (p/v) por 30 minutos e descorado com etanol 95%
(v/v) por 30 minutos. A densidade optica (DO) de cada pogo corado com cristal violeta foi medida a 570 nm usando um
espectrofotometro de microplacas.

Analise estatistica

Para a analise dos dados de inibigdo de biofilme, foi realizado o teste de varidncia (ANOVA de um critério,
paramétrico), seguido do pos-teste de Tukey para comparagdo das médias e identificacdo das diferencas estatisticamente
significantes. Foram considerados significantes os valores de p < 0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando o
software GraphPad Prism (GraphPad Software, Boston, MA, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio para a determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM), foram testadas concentragdes de
sinvastatina entre 500 pg/mL e 0,24pug/mL para cinco cepas clinicas, além das cepas padrdo usadas para controle MSSA
(ATCC 29213) e MRSA ( ATCC 43300), os resultados estdo apresentados no quadro 01. Todas as cepas clinicas, assim como,
a cepa MRSA obtiveram valor de 62,5 pg/mL, sendo acima do valor obtido para cepa sensivel, mas comparavel a cepa
resistente.
Quadro 01. Resultados Experimentais do Teste de Concentracio Inibitéria Minima (CIM) em para cepas de S. aureus.

Concentracgdes expressas em pg/mL
Cepa ATCC 29213  ATCC 43300 p03 p05 p07 p08

Concentragées em uyg/mL | 31,25 62.5 625 625 625 62.5

Estudos anteriores do nosso grupo encontraram valores de CIM para essa espécie na faixa de 15,62 — 31,25 pg/mL
(GRAZIANO et al., 2015; DA SILVA et al., 2024), para as cepas MSSA, entretanto, as cepas clinicas e MRSA (ATCC 43300)
apresentaram valores superiores. Esses resultados podem ser corroborados com trabalhos que avaliaram a atividade
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antibacteriana da sinvastatina isolada e em associagdo com nanoparticulas de prata (AgnP) contra cepas resistentes de
S.aureus como a ATCC 43300 e ATCC 33591 (ROQUE et al., 2024)
Para as cepas de S. epidermidis, o farmaco foi testado nas mesmas concentragdes ¢ condigdes, foram selecionadas

trés cepas clinicas, além da cepa padrdo (ATCC 12228), os valores se encontram no Quadro 02.
Quadro 02. Resultados Experimentais do Teste de Concentracio Inibitéria Minima (CIM) para cepas de S. epidermidis.
Concentragdes expressas em pg/mL

Cepa ATCC 12228  p09 p10 pl2
Concentragoes em pg/mL 31,25 31,25 31,25 31,25

Em relagdo cepas S. epidermidis todas apresentaram sensibilidade a agdo do farmaco, sendo obtidos valores de CIM
de 31,25 pg/mL, estando em acordo com um estudo que avaliou a eficacia da sinvastatina em cepas de S. epidermidis e
apresentaram a mesma faixa encontrada (MASADEH et al., 2012).

4.4 Inibicao de formacao de biofilme com sinvastatina

Para esse ensaio foram submetidos 13 isolados clinicos de S. aureus (p001-p13) e 3 isolados clinicos de S.
epidermidis, além das cepas padrdo utilizadas no projeto. Nesse ensaio, a formagédo inicial de biofilme foi avaliada com a
exposi¢ao das substincias apos 24 h com diferentes concentragdes das substancias 8xCIM (500 pg/mL) a 1/16CIM (3,90
png/mL) para cepas de S. aureus, e 16xCIM (500 pg/mL) a 1/8CIM (3,90 pg/mL) para os isolados de S. epidermidis.

A Figura 1 apresenta os valores de densidade dptica do biofilme de S. aureus em fungdo das concentragdes testadas.
Para a cepa padrdo MSSA (Figura 1A), a sinvastatina apresentou efeito inibitorio significativo sobre a formagao de biofilme
em concentragdes a partir de 1/32 da CIM (p < 0,05; ANOVA, pds-teste de Tukey). Para a cepa padrdo MRSA, a sinvastatina
também reduziu significativamente a formagao de biofilme em todas as concentragdes avaliadas (p < 0,05; ANOVA, pos-teste

de Tukey).

0D 575nm
0D 575nm

> & B E L & 6‘ & o wF' & o
© 1 $F G S © 2§ SR
Goo gF & qF K ,\\ﬁ R \\"& d° @‘ Pl o + \\"b \@%‘ K
Concentration Concentration

Figura 1 — Ensaio de inibigiio de biofilme de S. aureus, sendo 1A: ATCC 43300; 1B: ATCC 29213, em exposicdo sinvastatina por
24 h. A quantidade de biofilme formada esta representada por valores de média e desvio padriao da densidade éptica (575 nm ). Os
simbolos *; ** ; *** representa diferenca estatistica em concentracgio teste relacido ao grupo controle negativo (p<0,05, ANOVA,

Tukey)
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Figura 2 — Ensaio de inibicdo de biofilme de S. aureus, sendo 2A-2M: cepas clinicas de pacientes diagnosticados com dermatite
atépica, em exposicdo sinvastatina por 24 h. A quantidade de biofilme formada esta representada por valores de média e desvio
padriao da densidade optica (575 nm ). Os simbolos *; ** ; *** representa diferenca estatistica em relacio ao grupo controle
(p<0,05, ANOVA, Tukey)

Em relagdo ao efeito inibitério da sinvastatina em cepas padrdo foi observado um potencial de inibi¢ao de biofilme
que seria independente da atividade bactericida, uma vez que, foram encontradas inibigdes significativas em concentragdes
sub-inibitdrias, como Y% CIM e % CIM, resultado alinhado com literatura, como o estudo de Graziano et al. (2015) que
observou em concentragdes sub-CIM as células bacterianas conseguiram aderir, entretanto, ndo conseguiram se desenvolver
para a formacdo de microcoldnias e produgdo intensa de EPS, ou seja, ndo houve o amadurecimento de sua arquitetura
tridimensional.

Ao analisar as cepas clinicas temos que 100% das cepas foram inibidas significativamente na concentragdo da CIM,
ainda, aproximadamente 85% das mesmas a inibi¢do foi encontrada em concentragdes sub inibitorias, como Y4 CIM e %
CIM, resultado que respaldado com um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa que também demonstrou essa inibigdo em
cepas isoladas de hemoculturas. (SILVA et al. 2024)
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Figura 3 — Ensaio de inibi¢ao de biofilme de S. epidermidis sendo 3A a cepa padrao utilizada e 3B-3D: cepas clinicas de pacientes
diagnosticados com dermatite atépica, em exposicio sinvastatina por 24h. A quantidade de biofilme formada est4 representada por
valores de média e desvio padrio da densidade éptica (575 nm ). Os simbolos *; ** ; *** representa diferenca estatistica em relagio
ao grupo controle (p<0,05, ANOVA, Tukey)

A sinvastatina conseguiu inibir de maneira significativa formagao do biofilme em concentracdes 16 CIM (500 pg)
até s CIM (3,90 pg). Ao analisar as cepas clinicas (Flgura 3B- 3D) todas foram inibidas significativamente na concentracdo
de CIM, ademais, em 2 cepas ainda foram encontradas inibi¢des em concentragdes sub inibitdrias, como 2 CIM.

Ainda sdo escassos estudos que analisam a inibigdo de biofilme da sinvastatina em cepas de S. epidermidis, porém,
evidéncias ja estabeleceram seu efeito modulador de biofilme em outras bactérias Gram-positivas, como S. aureus. (SILVA et
al. 2024). Os microrganismos analisados, S. epidermidis assim como S. aureus t€m a produgdo de PIA regulado pelo operon
icaADBC, desta forma compartilhando mecanismo semelhante para formagao da matriz extracelular (PINHEIRO et al. 2016)
O mecanismo de agdo das estatinas contra biofilmes continua em investigagdo, entretanto, o resultado observado pode estar
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relacionado com o efeito da sinvastatina na via do mevalonato, como discutido por Cortes et al. (2025), que modula a
biossintese de isoprendides bacterianos, afetando diretamente a integridade da membrana celular e processos de sinalizagdo
celular, como o quorum sensing.

Tanto os valores encontrados de CIM, quanto os valores de inibigdo de biofilme, apresentaram concentragdes de
inibicdo para a sinvastatina cerca de 1000 vezes maiores do que o valor médio quantificado em plasma em terapias para
dislipidemia (BJORKHEM-BERGMAN et al., 2011; BERGMAN et al., 2011). Devido a isso, ¢ justificado seu uso em
formulagdes topicas, j4 que concentracdes do farmaco por via oral ndo atingem a concentragdo inibitéria minima. Entretanto,
ainda se faz necessario mais estudos sobre sua penetracdo transdérmica e novos mecanismos de otimizagdo moleculares do
farmaco visando contornar dificuldades de solubilizagdo, devido seu carater lipofilico.

CONCLUSOES

O estudo demonstrou que a sinvastatina foi eficaz no controle da formacdo de biofilme por cepas clinicas de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis isoladas de pacientes com dermatite atopica (DA). Observou-se um
efeito dose-dependente na redugdo da formacdo de biofilme, inclusive em concentragdes subinibitdrias, destacando o
potencial da sinvastatina como uma estratégia adjuvante no controle de infecgdes cutdneas associadas a biofilmes.
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