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1. INTRODUGCAO:

A dermatite atopica (DA) € uma doencga inflamatéria crénica, caracterizada por xerose,
prurido e lesbes eczematosas que seguem uma morfotopografia tipica em cada faixa etaria. A DA
tem alta prevaléncia na infancia e participa de uma progressao sequencial de condi¢coes alérgicas,
a marcha atépica, da qual também participam a rinite alérgica e a asma. Sua fisiopatologia é
multifatorial e ndo completamente elucidada, envolvendo fatores genéticos e ambientais.” O
principal agente da microbiota cutdnea envolvido na patogénese e na gravidade da DA é o
Staphylococcus aureus.? Estudos indicam que as estatinas, farmacos amplamente usados na
reducao de lipides séricos, exercem agdes anti-inflamatérias e imunomoduladoras, podendo ser
utilizadas para a prevengdo de doengas infecciosas.® A sinvastatina, droga pertencente a essa
classe de farmacos, mostrou-se capaz de inibir o crescimento do S. aureus, sugerindo um novo
método de controle da DA.** O presente estudo corresponde a fase pré-clinica de um ensaio
clinico, randomizado, duplo cego, do tipo crossover, que pretende avaliar os efeitos uma emulsao
tépica de sinvastatina em comparagao com placebo sobre o crescimento bacteriano de S aureus

em uma coorte de pacientes com dermatite atépica.

2. OBJETIVOS:

2.1.  Objetivo geral: promover o crescimento e o isolamento do S. aureus a partir de

lesbes de pele de pacientes com DA seguindo as orientagdes ja preconizadas na

literatura.
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2.2. Objetivos especificos: a) padronizagdo da coleta de material a partir da pele de
pacientes com DA; b) padronizacdo da metodologia para isolamento do S.aureus a

partir de amostras de pele de pacientes com DA.

3. METODOLOGIA:

O presente trabalho corresponde a fase pré-clinica de um estudo desenvolvido em
colaboracao com a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Unicamp, como parte de um projeto
de Doutorado. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp sob o
numero 36550820.6.0000.5404.

O projeto em sua magnitude é um ensaio clinico, randomizado, duplo cego, do tipo
crossover, a ser realizado em 40 pacientes com o diagnéstico de DA atendidos no ambulatério de
dermatologia do HC Unicamp, que pretende avaliar a inibicdo do crescimento in vivo de S aureus
e a melhora clinica das lesGes de pele por uma formulagao tépica com sinvastatina 1%.

3.1. Coleta de amostra para isolamento de S. aureus da pele de pacientes com DA

Para a tentativa de isolamento do S. aureus da microbiota da pele, foram selecionados
pacientes para uma pré-avaliacdo, diagnosticados com DA segundo os critérios de Hanifin e
Rajka, sob a supervisdo de uma médica responsavel, que também selecionou a area para
realizacdo da coleta. Para a coleta do material biol6gico, foi utilizado um swab de algodao
previamente molhado em: a) NaCl 0.9%, b) NaCl 0,9% + tween 0,1% e c¢) meio AIMES (COPAN,
ltalia). Os swabs foram esfregados na pele lesional em uma area de 4cm? por 10 vezes girando
360°.

Apéds a coleta, os swabs foram cortados com uma tesoura e vortexados por 1 minuto e
uma aliquota de 30 pL foi semeada em placas de petri contendo: a) meio manitol, b) meio TSA
(Tryptic Soy Agar) e c) agar sangue e, posteriormente, incubadas por até 48h em aerobiose a
37°C. As colbnias obtidas foram isoladas para identificagdo do S aureus a partir dos seguintes

testes:

a) Método de Fermentagdo do manitol: cada cepa foi semeada em placas de agar com sal de
manitol (Scott). Uma zona amarela de qualquer tamanho ao redor das colénias ap6s 48 h
de incubagao aerodbia foi considerada uma reagéo positiva.®

b) Teste de DNase: cada cepa foi semeada em DNase meio agar (Scott). Apds incubacao a
37° C por 48 h, as placas foram inundadas com uma solucéo de HCI. Uma zona de clara
ao redor das col6nias foi considerada uma indicagdo da produgdo de DNase. ®

c) Teste da hemdlise: as colonias selecionadas foram semeadas em meio agar sangue para
a verificagdo visual da hemdlise caracteristica de espécie Staphylococcus aureus.®

d) Teste da catalase: as colonias selecionadas foram colocadas em uma Lamina de vidro e
foram adicionados 10u de perdxido de hidrogénio e em seguida foi verificado a formacao

de bolhas de oxigénio (reacdo positiva que identifica o género Staphylococcus). ®
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4. RESULTADOS

Para padronizar a melhor solugdo Quadro 1. Caracteristicas dos pacientes com DA

de transporte do material coletado e @ Pacientes Género Idade Area da lesdo
Validar a técn|ca para Crescimento e 1 Masculino 10 anos Fossa antecubital
isolamento de S aureus na fase pré- 2 Masculino 8 anos Fossa poplitea
clinica, foram selecionados 7 pacientes 3 Masculino  32anos Fossa poplitea
com lesdes cutdneas de DA cujas 4 Feminino 15 anos Fossa antecubital
caracteristicas estdo descritas no quadro = ° Feminino | 37 anos Fossa antecubital
1 6 Feminino 21 anos Dorso das maos
7 Masculino 10 anos Pés

Foram testados 3 meios de
transporte apds coleta do material, posteriormente semeados em meios diferentes e analisados
quanto a formacao das unidades formadoras de col6nia/ml, conforme descrito nas tabelas 1, 2 e
3:
Tabela 2. Culturas a partir do meio AIMES

Tabela 1. Culturas a partir do meio Tween

solugdo Tween + salina em TSA Meio AIMES em TSA

Pacientes UFC/mL Pacientes UFCG/mL
5 16666,667 5 33,333333
6 11666,667 6 6666,6667
4 20000 4 23333,333
7 1666,6667 7 433,33333
solucdo Tween + salina em manitol Meio AIMES em agar-sangue
Pacientes UFC/mL Pacientes UFC/mL
5 20000 5 13333,333
6 66666,667 6 6666,6667
4 33333,333 4 33333,333
7 66666,667 7 20000
Meio AIMES em manitol
Solugéo Tween + Salina em agar sangue Pacientes UFC/mL
Pacientes UFC/mL 5 33333333
° 20005887 6 6666,6667
6 66666,667 4 20000
; 20055,900 7 433,33333
7 33333,333
Tabela 3. Culturas a partir de solugdo salina 0,9% ‘ Solug&o salina 0,9% em manitol
Solugéo salina 0,9% em agar sangue Pacientes UFC/mL
Pacientes ! UFC/mL 2 2333,333333
2 6666,666667 2666,666667
1 4000 3 1400
° 3966,666667 ‘ Solucdo salina 0,9% em TSA
Pacientes UFC/mL
2 4333,333333
1 2666,666667
3 3966,666667
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A solucao de transporte tween + salina, foi a condigdo mais adequada para o crescimento

bacteriano em todos os meios de cultura testados.

Quanto aos testes para a identificacdo de S. aureus nas culturas, apenas a amostra da
paciente 6 ndo apresentou fermentagdo do manitol indicado pela mudanga de coloragédo de
vermelho para amarelo. Em todos as outras amostras de pacientes houve mudanca de coloracéo,

indicativo de Staphylococus (figura 1a).
Foi observado halo transparente em torno das colénias no teste da DNase (figura 1b).

Em algumas amostras semeadas em agar sangue, foi observado hemdlise total o que
caracteriza a espécie S. aureus e em alguns casos nao houve formagao de hemolise (figura 1c e
1d).

Todas as amostras foram positivas para a catalase, indicando género Staphylococus

(figura 1e).

b}‘:nh;’;‘ Awa Realule |

Figura 1. (a) Placas
com colbnias amarelas
e mudanca de
coloracdao do meio de
cultura e indicativo de
S. aureus no teste de
fermentacao do
manitol; (b) Zona
transparente no local
da semeadura
indicando atividade da
DNAse, indicacao de S.
aureus; (c) amostras
semeadas em &gar
sangue sem hemodlise;

(d) amostras
semeadas com
hemdélise completa das
hemacias formando

zona transparente ao

5. DISCUSSAO:
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Antes do inicio da pesquisa clinica propriamente dita, a elaboragdo da formulagdo com
sinvastatina pela Faculdade de Farmécia da Unicamp, concomitante a padronizacao da coleta de
material bioldgico e isolamento do S aureus, foram agbes desenvolvidas ao longo de 2021. A
coleta de material biolégico foi dificultada pois o fluxo de pacientes aos ambulatérios do HC

Unicamp ainda estava diminuido durante a padronizagao.

Realizamos uma pesquisa sobre a melhor técnica para a coleta de material biolégico a
partir das lesdes cutdneas, em que foram considerados a curetagem das lesdes ou o swab, na
tentativa de obter maior quantidade de material para a semeadura de S aureus. Nao houve
diferenca na obtencao do S aureus entre as técnicas, sendo que a curetagem pode trazer algum
desconforto ao paciente, em especial em lesdes de pele com barreira cutanea rompida. Sendo
assim, optamos pela escolha do swab para a coleta de material a partir da pele de pacientes com
DA.

Outros métodos de identificagdo de S aureus serédo ainda realizados durante a condugao
do estudo clinico, entre eles o teste da coagulase em tubo e o teste da meticilina. Também esta
previsto a realizacdo e PCR para identificagdo genética e quantificacao das espécies bacterianas
presentes.

Na DA ocorre um desequilibrio na microbiota cutanea, em especial na area lesionada, com
predominio do S aureus sobre outras espécies de estafilococos, em especial o S epidermidis. Os
tratamentos atualmente disponiveis, com excecado dos antibibticos topicos e sistémicos, nao

atuam especificamente nesse fator etiopatogénico da doenca.
6. CONCLUSOES:

O isolamento do S. aures foi alcangado a partir das técnicas utilizadas.
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