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A dermatite atopica (DA) é uma doenca inflamatoria cutanea crénica, de
etiologia multifatorial, que se manifesta clinicamente sob a forma de eczema.
A maioria dos pacientes com DA esta colonizada por Staphylococcus aureus
capaz de produzir varios fatores de viruléncia. S. aureus exerce um papel
importante no desenvolvimento da doenca, podendo a diferenciagao da
expressado de toxinas, bem como o grau de resisténcia aos antibidticos,
influenciar diretamente na gravidade da DA. Neste estudo, caracterizou-se a
comunidade estafilocécica cutédnea e nasal de pacientes pediatricos com DA
(n=100) e a presencga do gene mecA de resisténcia a meticilina nas amostras
de S. aureus isoladas. As espécies isoladas da mucosa nasal e pele de
doentes (lesbes agudas e cronicas) com DA foram submetidas as técnicas
de PCR para identificagado de bactérias pertencentes as espécies S. aureus
e estafilococos coagulase-negativa (ECN), incluindo S. epidermidis, através
de fragmentos especificos de DNA encontrados nesses micro-organismos.
O estudo procurou verificar a associacéo entre a colonizagao pelo S. aureus
e ECN nos pacientes com DA e a gravidade da doencga, pelo escore clinico
SCORAD. Foi observada uma prevaléncia de colonizacéo por S. aureus de
73%, por S. epidermidis de 36%, outros ECN 58% e Gram-negativos 18%.
A pesquisa do gene mecA realizada em amostras de S. aureus detectou
MRSA em 10 pacientes e em 8 pacientes colonizados por S. epidermidis,
nao sendo estatisticamente significativa a correlagédo entre a expressao deste
gene e a gravidade da DA. Foi identificada a prevaléncia da expresséo
fenotipica, pelo método de aglutinagdo em latex (RPLA), das seguintes
enterotoxinas: SEA de 12,3%, SEB de 19,1%, SEC de 28,8% e SED de 8,2%.
Houve correlagdo significativa entre a mediana do SCORAD com a
expresséo das enteroxinas SEA e SED. A caracterizagao detalhada, o perfil
de viruléncia e resisténcia antimicrobiana desses micro-organismos podem
ser uteis para o cuidado dos pacientes e desenvolvimento de estratégias que
poderiam ser utilizadas no controle e na terapéutica de pacientes com DA.

Palavras-chaves: dermatite atopica, Staphylococcus spp., Staphylococcus

aureus e fatores de viruléncia.
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Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory disease of multifactorial etiology, which
clinically manifests itself in the form of eczema. Most patients with AD are colonized by
Staphylococcus aureus capable of producing several virulence factors. S. aureus plays
an important role in the development of the disease, being able to differentiate the
expression of proteins, as well as the degree of resistance to antibiotics, directly
influencing the severity of AD. In this study, we characterized the cutaneous and nasal
staphylococcal community of pediatric AD patients (n=100) and the presence of the
methicillin resistance gene mecA in S. aureus exception care. Pediatric species from the
nasal mucosa and skin of patients (acute and chronic lesions) with AD were maintained
using PCR techniques to identify bacteria belonging to the species S. aureus and
coagulase-negative staphylococci (ECN), including S. epidermidis, through specific
fragments of DNA found in these microorganisms. The study sought to verify the
association between S. aureus colonization and NEC in patients with AD and disease
severity, using the SCORAD clinical score. There was a prevalence of colonization by S.
aureus of 73%, by S. epidermidis of 36%, others NEC 58% and Gram-negative 18%.
Research on the mecA gene carried out in a sample of S. aureus detected MRSA in 10
patients and in 8 patients colonized by S. epidermidis, with no statistically significant
difference between the expression of this gene and the severity of AD. The prevalence
of phenotypic expression was monitored, by the latex agglutination method (RPLA), of
the following enterotoxins: SEA 12.3%, SEB 19.1%, SEC 28.8% and SED 8.2%. There
was significance between the median of SCORAD and the expression of enteroxins SEA
and SED. The detailed characterization, virulence profile and antimicrobial resistance of
these microorganisms can be useful for patient care and development of strategies that

could be used in the control and therapy of patients with AD.

Keywords: atopic dermatitis, Staphylococcus spp., Staphylococcus aureus

and virulence factors.
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Lista de Abreviaturas

AMPc = monofosfato ciclico de adenosina

BHI = caldo infusdo de cérebro e coracdo

CA-MRSA = estafilococos resistentes a meticilina de origem comunitaria
CCL5 = ligante de quimiocina motivo C-C tipo 5

CGRP = proteina relacionada ao gene da calcitonina

DA = dermatite atopica

DFI = Dermatitis Family Impact Questionnaire

ECN = estafilococos coagulase-negativa

EV = vesiculas extracelulares

Ig = imunoglobulinas (A, M, G, D ou E)

IL = interleucina

ILC = célula linfoide inata

ISD = determinantes de superficie relacionados ao ferro

K10 = queratina tipo 10

Linfécito Tc = T citotdxico

Linfécito Th = T helper (auxiliar)

Linfécito Treg = T regulador

LL-37 = catelicidina

MHC = complexo principal de histocompatibilidade (classe | e II)
MRSA = estafilococos resistentes a meticilina

PBP = proteina ligadora de penicilina

PBP 2a ou PBP 2’ = proteina ligadora de penicilina suplementar
PCR = reacdo em cadeia da polimerase

PSM = modulas soluveis ao fenol

Raio UV = raio ultravioleta

Receptor MGPRX2R = receptor X2 MAS-relacionado acoplado a proteina G

SCCmec = cassete cromossdmico estafilocécico mec
SCORAD = SCORing Atopic Dermatitis

SE = enterotoxina estafilocécica

TALE = termo de assentimento livre e esclarecido
TCLE = termo de consentimento livre e esclarecido
TIMP = inibidor tecidual de metaloprotease

TRL = Toll like receptor (receptor do tipo Toll)

TSLP = linfopoetina do estroma timico

TSST-1 = toxina estafilocécica do choque toxico 1
VEGF = fator de crescimento do endotélio vascular

VRSA = estafilococo resistente a vancomicina
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l. DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA DA DERMATITE
ATOPICA

A dermatite atdpica (DA) € uma doenga inflamatéria cutanea cronica, de
etiologia multifatorial, que se manifesta clinicamente sob a forma de eczema:
lesdo caracterizada por papulas ou placas, frequentemente com exsudacgao
ou crostas, sendo a presencga do prurido uma caracteristica fundamental.’

O seu diagndstico é basicamente clinico. Os critérios de Hanifin e Rajka,
apesar de bastante antigos, sado classicamente utilizados para definir a DA,
consistindo em 4 critérios maiores e 22 menores. Para confirmar o
diagndstico da DA, € necessaria a presenga de pelo menos 3 critérios
maiores e 3 critérios menores.?

A DA pode se apresentar em trés estagios: agudo, subagudo ou crdnico.
O primeiro é caracterizado pela presenca de lesdes cutdneas com eritema,
edema, vesiculas e secrec¢do. Ja no estagio subagudo, ha um predominio da
vesiculagado, com formagao de crostas, sendo o edema e o eritema menos
intensos. Finalmente, no estagio crénico, ocorre liquenificacdo pela
hiperplasia cutanea (Figura 1). O mesmo individuo pode ter lesbes em

diferentes estagios, muitas vezes em uma mesma topografia da pele.’
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Figura 1 — Diferentes formas de apresentagao clinica da DA, conforme a faixa etaria. (A)
Eczema nas bochechas com eritema, papulas, crostas e exsudagéao, caracterizando forma
aguda/subaguda. (B) Presenca de sinais tipicos da facies atdpica, como pregas de Dennie-
Morgan e sinal de Hertogue. (C) Distribuigdo flexural nas fossas cubitais, bastante
caracteristicas das formas de DA acima dos 2 anos. (D) Evolugéo liquenificagdo evidente
nas fossas popliteas, caracterizando padrédo de eczema crénico (imagens do autor do

estudo, autorizadas pelos cuidadores dos pacientes).

A DA costuma ser a primeira manifestacdo clinica de sensibilizacao
alérgica no curso da marcha atopica, na qual a crianga costuma iniciar com
eczema, depois pode associar ou migrar para outros quadros atopicos ao
longo da infancia: alergia alimentar, sibilancia recorrente, rinite alérgica e
asma.’

A prevaléncia da DA aumentou nas ultimas trés décadas, segundo estudo
de Williams e colaboradores, mas nao de forma homogénea entre os paises.
Provavelmente, os fatores de risco atuam de formas diferentes nas diversas
regides do mundo. Em paises em desenvolvimento, que passaram por um
processo de aceleragdo econdmica, o consumo de produtos de higiene,
como cosmeéticos, em idades precoces, pode estar associado a uma
alteragdo na barreira cutanea, favorecendo os individuos geneticamente

predispostos a desenvolver a DA.*
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Embora a DA possa se manifestar em qualquer idade, cerca de 60% dos
casos ocorre no primeiro ano de vida, podendo se iniciar ja a partir dos 3
meses. Cerca de 90% dos casos ocorrem abaixo dos 5 anos. A prevaléncia
na infancia & de 15-20%. Em cerca de 70%, ha melhora gradual até o final
da infancia.®

O estudo multicéntrico Internacional Study of Asthma and Allergies in
Childhood (ISAAC)*8, englobou criangas de 154 centros de 56 paises,
incluindo o Brasil, com mais de 750 mil participantes. No Brasil, o estudo na
Fase lll identificou uma prevaléncia média de DA de 8,2% na faixa etaria dos
6-7 anos de idade, e 5% entre aqueles de 13-14 anos.

Em adultos, alguns estudos, como o de Silverberg e Hanifin’, estimaram
a prevaléncia ao redor de 10%. Este estudo envolveu mais de 27 mil adultos
entre 18 e 85 anos nos Estados Unidos, identificando a DA entre adulto
fortemente associada com asma grave, com mais exacerbagdes e
persisténcia do quadro respiratério ao longo da vida. Sado considerados
fatores associados com sua persisténcia na idade adulta: inicio precoce dos
sintomas, formas graves de apresentacdo, histéria familiar de dermatite
atopica, coexisténcia de rinite alérgica/ asma, baixo nivel socioecondmico,
etnias ndo-caucasianas e sensibilizagado alérgica precoce. Os fatores de
risco para alta prevaléncia de eczema entre adultos sdo: idade mais
avangada, género feminino, etnia hispanica, ter nascido nos EUA, alto nivel
educacional e socioeconémico.

A DA ndo € uma doenga unica e hoje sabemos que existem diversos
fendtipos possiveis, que podem variar de acordo com a faixa etaria, etnia e

outras influéncias genéticas e ambientais®.
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De acordo com a idade de inicio na infancia', a DA é classificada em:

Fase do lactente (0 a 2 anos): representando 60 a 80% dos casos,
caracterizada pelos eczemas mais agudos na face (geralmente
poupando-se 0 maci¢o centro-facial), dobras do pescogo, tronco e
membros de uma forma mais difusa; predominam eczemas do padrao
agudo ou subagudo.

Fase infantil (2 a 12 anos): caracterizada por tendéncia a localizagao
flexural, englobando criangas com alto risco de desenvolvimento de
outras doencgas alérgicas; nesta fase, podem surgir lesdes
liquenificadas (eczema crénico).

Fase do adolescente e do adulto (a partir dos 12 anos): predominam
padroes de eczema crénico, localizados nas areas flexurais, mas pode

se restringir a areas como maos, couro cabeludo, mamilos e pescoco.

Além desta classificacdo baseada na idade de inicio, podemos classificar

os fenotipos de DA em algumas variantes denominadas atipicas®:

eczema numular (lesbes com aspecto de moeda); forma folicular
(predominio de ceratose pilar, forma descrita principalmente entre asiaticos
e afro-descendentes);

prurigo nodular (papulas hiperqueratoticas extremamente pruriginosas, com
distribuicdo acral predominante, bastante frequente em individuos de raga
negra ou parda);

formas localizadas exclusivamente nas maos (incluindo a forma restrita as
extremidades dos dedos - pulpite atdpica), nas palpebras, nos pés
(dermatose plantar juvenil), nos mamilos ou nos labios (queilite angular),

podendo nestes casos coexistir a dermatite de contato alérgica®®.
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Il. FISIOPATOGENIA DA DERMATITE ATOPICA

A DA é uma doenga complexa e multifatorial. Existem varios fatores
associados com o surgimento da dermatite atopica, incluindo desordens
geneéticas, alteracbes na barreira cutadnea, desregulagdo imunologica e

alteragbes do microbioma cutéaneo."3

a) Fatores genéticos e barreira cutédnea

A barreira cutanea previne a entrada de alérgenos, a penetragdo de
microrganismos na pele e promove hidratagdo da pele. Ela depende da
interacdo de componentes da matriz extracelular, de natureza proteica e
lipidica.'®

Dentre os componentes proteicos descritos do extrato cérneo tem
destaque a filagrina, a qual sofre agdo enzimatica e compde os acidos graxos
da camada lamelar lipidica. Mutacdes nesta proteina sdo descritas em 15-
50% dos individuos com a dermatite atdpica. Porém, cerca de 40% dos
portadores de tais mutagdes ndo desenvolvem a doenca. Naqueles com a
mutacdo e a doenga, esta parece ser mais severa, com inicio precoce,
envolvendo maior sensibilizacdo alérgica e maior suscetibilidade as
infeccbes cutédneas. As mutagdes conferem um risco de 3 a 5 vezes maior
de desenvolver dermatite atopica, além de estar associada também com
asma e alergia a amendoim."

Mutacbes envolvendo outras proteinas estruturais da barreira cutanea,
como a involucrina, a loricrina e as claudinas, resultando na perda de jung¢ao
entre os corneoticos e favorecendo a uma maior perda transepidérmica de

agua pela pele'?.
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Ainda considerando a barreira cutanea, € importante o papel dos lipidios
como a ceramida, altera¢des do pH cutaneo e disbiose na fisiopatologia da
doenca. Os pacientes com DA apresentam uma maior permeabilidade
cuténea a irritantes ambientes, aeroalérgenos e patogenos diversos, com
tendéncia a terem um pH cutaneo mais alcalino.’®

Sabe-se que existe uma suscetibilidade genética envolvida na
predisposi¢ao de atopia, de heranga poligénica, com alguns estudos citando

uma hereditariedade em torno de 75% entre gémeos monozigoticos'.

b) Desregulagdo Imunoldgica

O sistema imunolégico inato e adaptativo participa ativamente na
fisiopatogenia da DA. Existe participagdo ampla de células e citocinas
diversas do sistema imune.

Em relacdo ao sistema imune inato, € descrita a participacdo dos
queratinécitos da pele e das células linfoides inatas tipo 2 na sintese de
mediadores, como as alarminas TSLP, IL-25, IL-33, e citocinas do perfil T2,
como IL-5 e IL-13, além de peptideos antimicrobianos, como a catelicidina e
as beta-defensinas. Os receptores tipo-Toll (TLR) também participam da
fisiopatologia. E descrito que o TLR-2 promove integridade da barreira
cutanea e defende o hospedeiro de infecgbes por S.aureus e Herpes simplex
virus, estando sua sintese reduzida na dermatite atépica.’

Ja em relagdo ao sistema imune adaptativo, antigamente, era descrita
uma predominancia no padrao Th2 nas fases iniciais da dermatite atopica,
enquanto que, com o avancgar da doencga, havia predominio do padrao Th1.

Mais recentemente, esta simples polarizacido da resposta foi modificada,

22



sendo descritos novos perfis de citocinas de outras subpopulagdes de

linfocitos Th, como os Th17, Th22 e Th9 (Figura 2).8

A

Healthy skin Non-lesional skin

Reduced microbial diversity
Microbiota

Figura 2 — Esquema representando as alteragdes imunolodgicas descritas em cada fase

da evolucao da DA. Fonte: Langan et al, 2020.

Os linfécitos Th9 surgem na pele pela diferenciagao de linfocitos T naive
sob agao das citocinas IL-4 e TGF-beta, ou diferenciando-se a partir dos Th2.
O papel da IL-9 ainda nao esta totalmente esclarecido na dermatite atdpica,
mas ela parece estar envolvida na inflamacgao, sobrevivéncia e proliferacao
de subpopulacdes especificas de linfécitos T. Nos queratindcitos, a IL-9 induz
a sintese de VEGF, o qual esta associado com mudancas epidérmicas vistas
na dermatite atépica.®'®

Ja os linfécitos Th22 sdo marcadores associados com a cronificagao e
intensificagdo da doenca. A IL-22 participa da remodelagao cutanea, induz

hiperplasia cuténea, participa da regulagao da barreira da pele e modifica o
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padrao de diferenciacdo celular. Ela ativa fibroblastos, favorecendo a
hiperceratose e hiperpigmentagéo, comuns na forma crénica da DA.2

O papel dos linfocitos Th17 ainda permanece controverso. Estudos mais
recentes consideram que a IL-17 tem particular importancia no agravamento
da lesdo da barreira cutédnea, atuando na degradacdo da claudina-1,
alterando os corneodesmossomos.'®

Parece que o perfil de citocinas Th2 presente em fases iniciais da
dermatite atopica inibe o eixo Th17. Alguns estudos descrevem a agao da IL-
17 também na diferenciacao dos queratinécitos e alteragcao da expressao de
determinados genes, como da filagrina.'®

Finalmente, as citocinas IL-31 e IL-33 tiveram também um papel
identificado na patogenia da DA. A primeira € muito importante no processo
de prurido cuténeo, pois ativa terminagdes nervosas, com liberagcdo de
neuropeptidios como a substancia P e CGRP, representando o exemplo
principal da interface entre o sistema imune e nervoso na DA. Ja a IL-33
estimula os mastécitos a liberar histamina, aléem de ativar eosindfilos e

células ILC2, colaborando para uma polarizagéo T2."7

c) Fatores ambientais

Entre os fatores de risco ambientais, estda bem documentada a
associacdo da exposigao passiva ao tabaco, exposicdo a substancias
quimicas irritativas (como por exemplo, o lauril sulfato de sodio, presente nos
amaciantes, e o hidroxido de sédio) e a outros poluentes atmosféricos, com

0 aumento da incidéncia da dermatite atépica.'®
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Estudos associaram maior prevaléncia da DA em localidades com baixa
umidade, baixa exposi¢cdo aos raios UV, baixa temperatura e uso de
aquecimento interno’®.

Os disturbios da transpiracdo, representados pelo excesso de suor
(sudorese), associado com altas temperaturas e umidade, parece favorecer
ou exacerbar o surgimento da DA. Pode haver condi¢gdes favoraveis para
proliferagdo de microrganismos como fungos, principalmente Malassezia
sp.20

Além disso, a ocorréncia de estresse materno durante a gestagédo?!, o
parto cesareo e modificacbes da microbiota, tanto cutanea quanto intestinal,
sdo descritos como fatores de risco associado ao surgimento de doengas
alérgicas.??

A DA também esta associada com a sensibilizagdo a varios
aeroalérgenos, sendo os acaros os mais relevantes. O mecanismo envolvido
€ uma classica reacado de hipersensibilidade do tipo | de Gell e Coombs.
Outros alérgenos que podem estar envolvidos sao os derivados de epitélios
de céo ou de gato, fungos do ar e baratas.?

Na faixa etaria pediatrica, a alergia alimentar pode estar associada a
dermatite atopica em até 40% dos casos, quando o quadro € moderado a
grave. A alergia alimentar na DA apresenta mecanismo misto na
fisiopatogenia, podendo haver um componente IgE-mediado (sintomas
imediatos, geralmente em até 2h da ingestdo) e nao-IgE mediado
(manifestagées tardias).?*

Quanto mais precoce o inicio da DA, maior a chance de sensibilizagao

alimentar?®. Os alimentos mais envolvidos sdo o ovo de galinha e o leite de
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vaca. Nos adultos com alergia alimentar, € descrito que cerca de 10%
apresentam a dermatite atépica como manifestagdo clinica.?®

Analisando-se o papel da alimentagao do lactente (aleitamento materno
versus uso de formulas infantis a base de proteina do leite de vaca), estudos
demonstram haver um fator protetor contra o desenvolvimento de alergia a
proteina do leite de vaca nos individuos expostos aos produtos lacteos em
torno dos 6 meses de idade, através do mecanismo de indugao de tolerancia
oral.?6.27

E descrito que os defeitos da barreira cutdnea na DA favorecem a
penetracédo de alimentos, culminando com um processo de sensibilizag&o e
resposta imune via Th2, por via cutanea. Porém, casos graves de DA
geralmente cursam com niveis bastante elevados de IgE sérica total,
podendo haver sensibilizagdo a diversos alimentos, sem que haja uma
relagdo causal entre a ingest&o e a piora das lesdes.?’

Recentemente, um estudo de Jones e colaboradores® reportou que
existe uma associagao de alergia alimentar (ovo, leite de vaca e amendoim)
e colonizagdo por S. aureus, em criangas com DA. Houve significancia
estatistica demonstrando que niveis mais elevados de IgE especifico para
amendoim foi encontrada em pacientes colonizados principalmente por
cepas MRSA.

Além disso, também pode haver pacientes com DA sensibilizados a um
determinado alimento, cuja manifestacdo IgE-mediada € outra, que ndo a
piora do eczema na DA, podendo inclusive haver anafilaxia. Portanto,
apenas através de uma anamnese detalhada, com um acompanhamento

especializado, adotando-se restricbes e testes de provocagoes
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subsequentes, é possivel confirmar a correlagcdo entre um determinado
alimento e a exacerbacgao da DA.?627

Dietas restritivas, baseadas somente no resultado dos testes alérgicos,
sdo desencorajadas, havendo descri¢des de surgimento de quadros IgE-
mediados a tais alimentos que se desenvolvem apds periodo variavel de
restricdo (geralmente 2 a 3 meses). Isto ocorre devido a uma
imunodesregulacao envolvendo os linfécitos Treg, havendo uma perda da

tolerancia imunoldgica e desenvolvimento de alergia?®.

lIl. MICROBIOMA E DERMATITE ATOPICA

Mais recentemente, o microbioma vem ganhando destaque no estudo de
diversas doencgas, como obesidade, doencga inflamatéria intestinal, diabetes
melito, rinite alérgica e dermatite atopica, demonstrando que a interagéo
entre os diversos microrganismos presentes no ser humano e o sistema
imunoldgico é bastante complexa. A microbiota da pele vive em simbiose
com os fatores do sistema imune, regulando o papel fisiolégico da barreira
cutanea?®.

A microbiota cutédnea é variavel de acordo com a idade, além de se
modificar de acordo com determinados locais do corpo. Por exemplo, areas
com grande quantidade de glandulas sebaceas costumam ser colonizada por
bactérias do género Cutibacterium spp. e fungos Malassezia spp.; em areas
Umidas, ocorre predominio de Corynebacterium spp. e Staphylococcus spp°

Quanto a idade, estudos demonstraram predominio de bactérias dos
géneros Streptococcus, Rothia, Gemella, Granulicatella e Haemophilus entre

criangas pequenas; enquanto em adultos ha um predominio de:
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Cutibacterium, Lactobacillus, Anaerococcus, Finegoldia e
Corynebacterium?'.

Na DA, é descrita uma reduc¢ao da variabilidade de espécies compondo
a microbiota cutdnea, com predominio da colonizag&o por Staphylococcus
aureus e uma redugao de outras espécies, incluindo estafilococos coagulase-
negativa (ECN).3?

A disfuncdo na barreira cutanea dos pacientes com DA que tém mutagdes
na filagrina favorece a colonizagao por S. aureus. Ocorre um aumento do pH
da pele e estimulo a expressao de proteinas envolvidas na adeséao celular e
evasao do sistema imune pelo S. aureus, tais como a proteina ligadora de
fibronectina e o fator B de aglutinag&o.®3

Com intuito de demonstrar a influéncia da colonizagao precoce da pele e
sua influéncia no surgimento da DA, um estudo® demonstrou que a
colonizagdo cutadnea por bactérias Staphylococcus coagulase-negativa
(ECN) aos dois meses de idade foi associada com um menor risco de
desenvolvimento da doenga com um ano de idade. Neste mesmo estudo, a
via de parto e a presenga de aleitamento materno ndo exerceram influéncia
na modificagdo da microbiota cutanea, diferente de outros estudos que
demonstram que tais fatores aumentam o risco de certas doencas alérgicas,
como a alergia alimentar, por serem importantes na modulagdo da microbiota
intestinal.

Estudos3%-3” demonstraram que a microbiota cutdnea nos pacientes com
DA sofre influéncia da terapéutica utilizada e também durante as
exacerbacdes. Existem estudos demonstrando o efeito da corticoterapia
sistémica e topica, imunossupressores, inibidores tépicos de calcineurina e

mesmo alguns imunobioldgicos, como o Dupilumabe®, sobre a modificagdo
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da microbiota cutédnea, havendo reducdo das cepas de S. aureus e de
citocinas inflamatdérias do perfil T2, como a IL-4 e IL-13.

Tratamentos emergentes com intuito de modular a microbiota cutanea
foram desenvolvidos nos ultimos anos. A utilizagdo de emolientes com a
bactéria Vitreoscilla filiformis demonstrou discreta redugado de S. aureus,
porém reduziu o SCORAD dos pacientes com DA3. Outros estudos
demonstraram a agao benéfica na redugéo da gravidade da DA, com uso de
emolientes contendo cepas de Lactobacillus johnsonii e Aquaphilus
dolomia*®#'. O transplante cutaneo bacteriano com Roseomonas mucosa
também evidenciou redu¢cdo do SCORAD, prurido e necessidade de uso de
corticoterapia®?. Outro estudo envolveu o transplante cutdneo de ECN das
espécies S. hominis e S. epidermidis, com redugao significativa da

colonizagao por S. aureus*s.

. IMPORTANCIA DE “Staphylococcus spp.”
NA DERMATITE ATOPICA

Os estafilococos sdo bactérias cocos Gram-positivos, pertencentes a
familia Staphylococcaceae, imdveis, anaerobios facultativos, apresentando
metabolismo fermentativo com producdo de acido e ndo gas, nao
fotossintético, ndo esporulado, catalase-positiva e capazes de crescer no
meio contendo cloreto de sodio 10%. S&o microrganismos mesofilos,
capazes de se desenvolver em temperaturas de 7 a 48°C e pH na faixa de
4,0 a 10,0 (sendo 6timo entre 6-7,0)*.

S&o0 classicamente divididos em 2 grandes grupos baseado na
capacidade de expressar a enzima coagulase: Staphylococcus aureus

(principal representante do grupo coagulase-positivo, de maior interesse
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meédico, estando envolvida na etiologia de diversos processos infecciosos,
principalmente das piodermites, sindrome do choque tdxico e quadros
invasivos, como pneumonia, pioartrite, meningite e sepse) e os estafilococos
coagulase-negativa  (incluindo  diversas  espécies, anteriormente
consideradas microrganismos comensais e oportunistas, porém com
crescente evidéncia de patogenicidade e viruléncia, principalmente entre
individuos imunossuprimidos, recém-nascidos e portadores de implantes ou
cateteres vasculares) — cujos principais representantes sado: S. epidermidis,
S. haemolyticus, S. lugdunensis, S. warneri, S. hominis, S. capitis, etc.4®

Como membros da microbiota cutanea, tais bactérias colonizam diversos
locais, com variacbes de acordo com a espécie, havendo, de uma forma
geral, predominio nas narinas, axilas, regido inguinal e perineal. Diversos
estudos demonstraram que o Staphylococcus aureus coloniza cerca de 30 a
100% dos pacientes com a dermatite atdpica, tanto nas lesdes quanto em
areas sem lesdes; enquanto coloniza apenas 5 a 20% dos individuos
saudaveis*.

Uma recente metanalise mostrou que os pacientes com DA apresentam
prevaléncia de colonizacao por S. aureus nas lesdes em atividade de 70%,
comparado com 39% em areas sem lesées ou comparando com individuos
sem DAY,

Comparando-se o padrdo de eczema agudo versus cronico, foi
demonstrado que existe uma maior taxa de colonizacédo por S. aureus nas
lesbes agudas, verificando-se que existe uma correlagdo positiva entre o
grau de intensidade da inflamagdo cutdnea com a densidade destas

bactérias nas lestes*®4°. Este mesmo estudo*® demonstrou que pacientes
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com niveis mais elevados de IgE sérica também tendem a ser mais

colonizados por S. aureus.

S. aureus produz uma série de proteinas e enzimas (mais de 20 descritas)

que atuam como fatores de viruléncia®®, podendo ser divididos em tais

grupos:

e (a) superantigenos, incluindo as enterotoxinas (SE A-U) e a toxina da

sindrome do choque toxico (TSST-1): estimulam de forma policlonal

os linfocitos T e macrofagos, com ativagdo direta do MHC I,

culminando na liberagcdo de citocinas pré-inflamatérias, na ativacao

dos mastacitos, basofilos, células de Langerhans e queratindcitos, e

na producédo de citocinas do perfil Th2 e Th22 (Figura 3);

e (b) citotoxinas, incluindo a alfa-toxina e as leucocidinas;

e (c) enzimas, como a beta-toxina, com agao citotoxica;

e (d) adesinas, como a proteina A, que se ligam aos componentes do

tecido humano, como a laminina e fibronectina;

Protein A
Cell wall

Microcapsule e—— TSST-1

Invasins: Adhesins

Hyaluronidase,
coagulase,
staphylokinase

Toxins: SEA-U

(e) outras enzimas, com acgéo de protease e nuclease.

Tcell

. ..I‘I
M Conventional Ag ' .'} “—— Superantigen '
4

MHC I

~—

Antigen presenting cell

N

Figura 3 — A) representagdo esquematica dos principais fatores de viruléncia do S.

aureus. B) Superantigenos, representados pelo grupo das enterotoxinas estafilococicas, as

quais atuam se ligando no MHC classe Il e TCR, estimulando os linfécitos T de forma

policlonal.’’!



As enterotoxinas estafilocdcicas que atuam como superantigenos
promovem ativacao das células dendriticas e estimulam a polarizagcéo da
resposta T2, levando ao aumento da sintese de citocinas como IL-4, IL-5, IL-
13 e IL-31, a alteragdo da barreira cutanea, a reducdo da producdo de
peptideos antimicrobianos, ao prejuizo na diferenciagao dos queratinécitos e
ao prurido. Na fase mais crénica da DA, ha um envolvimento das respostas

de Th1, Th22 e Th17, causando o espessamento cutaneo e liquenificagdo.®"

Em resumo, as enterotoxinas esfafilocécicas na DA apresentam os

seguintes efeitos (Figura 4):

a) Disfungdo da acdo de linfocitos Th22 e estimulagdo dos linfocitos
Tc22;

b) Redugao da proliferacdo de linfocitos e mondcitos, corroborando um
perfil de exaustao imune;

c) Atuacéo os eosindfilos sobre o processo de remodelamento cuténeo,
com desbalango entre diferentes citocinas (aumento de CCR3 e
redugdo de CD23, CD62L, TIMP-1, TIMP-2 e CCL5).

d) Aumenta a sintese IL-10 e reduz a resposta mediada por IFN-gama e

TNF na fase crénica da DA.
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Figura 4 — Agdes das enterotoxinas estafilocécicas SEA e SEB na fisiopatogenia da

DA

Na DA, sao descritos outros fatores de viruléncia que contribuem para a

disfuncdo da barreira cutanea®?:

e a proteina A, como adesina, que se liga a fibronectina do tecido
conjuntivo da derme;

e as lipoproteinas da parede celular bacteriana, que sao reconhecidas
pelos receptores TLR-2 presentes nos queratinocitos da epiderme;

e a alfa-hemolisina, que contribui para a ruptura da barreira cutanea,
interagindo com a esfingomielina das membranas celulares e criando
verdadeiros poros que culminam com a lise dos queratindcitos;

e a alfa-toxina, que degrada as E-caderinas, rompendo as jungdes
promovidas pelos corneodesmossomos.

Na DA, existe uma reducao na sintese de peptideos antimicrobianos,

sendo um fator adicional que contribui para a proliferagédo do S. aureus. E

descrita a reducdo de defensinas, como a catelicidina (LL-37), beta-



defensinas e dermicidinas, decorrente do aumento de citocinas do perfil Th2,
como IL-4 e IL-1353,

Além destes efeitos sobre a barreira cutanea, também s&o descritos
outros fatores de viruléncia envolvidos na fisiopatogenia da DA. A delta-
toxina promove a degranulagdo dos mastocitos e basdfilos, através da
ativacdo via receptor MRGPRX2 presente na membrana destas células.
Algumas proteinas inibem a degradacdo dos eosindfilos, perpetuando a
processo inflamatério da DA; além de algumas enterotoxinas como a SEB
estimular a polarizagdo Th2, importante via da patogénese da DA. A tabela
abaixo resume os principais fatores de viruléncia do S.aureus e seu papel na

patogénese da DA (Tabela 1).

Tabela 1 — Fatores de viruléncia do S.aureus e sua importancia na Dermatite Atdpica.

FATOR B DE Adesao ao estrato corneo via loricrina ou
AGLUTINACAO outros ligantes.
PROTEINA LIGADORA | Adesdo a fibronectina presente em alta
DE FIBRONECTINA concentracido na epiderme.

PROTEINA A Acéo pro-inflamatoria. Liga-se ao TNFR-1 dos
queratinocitos.
LIPOPROTEINA Pré-inflamatéria. Ativa o receptor TLR-2 nos
queratinocitos.
ALFA-TOXINA Promove lise dos queratinécitos, ligando-se ao
receptor ADAM10.
DELTA-TOXINA Degranulagcdo de mastdcitos, promovendo

inflamacéo alérgica.

ENTEROTOXINA B Ativa inflamagéao T2, inibe a sintese de filagrina
(SEB) e aumenta sintese de IL-31.

MODULINAS SOLUVEIS | Acao pré-inflamatéria, com lise de neutrdfilos.
AO FENOL (PSM)
ENTEROTOXINAS Ativacdo policlonal de linfécitos T e sintese

macica de citocinas pro-inflamatorias.

AUREOLISINA Inativacdo de peptideos antimicrobianos.
PROTEINAS DE Adesao a loricrina, involucrina e K10 dos
SUPERFICIE queratindcitos. Contribuem para a resisténcia

REGULADAS POR a acdo dos acidos graxos e peptideos
FERRO (ISD) antimicrobianos.




Também foi descrito que os pacientes podem apresentar uma
desregulagdo imunoldgica, envolvendo a participagdo dos linfocitos B. A
expressao de exotoxinas estafilocdcicas promove a sintese de anticorpos IgE
especificos contra estas toxinas bacterianas, as quais atuam como
alérgenos. No estudo de Nomura e colaboradores®, foi verificado que as IgE
anti-exotoxinas estafilococicas ocorriam principalmente abaixo dos 7 anos de
idade, estando seus niveis correlacionados positivamente com a gravidade
da DA.

Assim, o S. aureus exerce um papel importante no desenvolvimento da
DA, podendo a diferenciagdo da expressao de toxinas, bem como o grau de
resisténcia aos antibioticos, influenciar diretamente na gravidade da doenca.
As toxinas produzidas pelo S. aureus também induzem uma resisténcia in
vitro dos leucocitos periféricos a acdo de corticosteroides, os quais sao
amplamente usados no controle dos sintomas da doenga.%¢:57

Além das toxinas, foi descrita a produgéo de vesiculas extracelulares (EV)
pelos S. aureus, contendo no seu interior mais de 90 tipos diferentes de
proteinas patogénicas, envolvidas na fisiopatogenia da DA®%. Foi
demonstrado que tais proteinas tém acao preponderante em estimular uma
resposta inflamatéria tanto do perfil Th1, quanto Th17 e Th2, havendo
producédo de IgE anti-EV.

Sabe-se que os pacientes com dermatite atdpica apresentam uma
reducdo da variabilidade de espécies participando da microbiota cutanea,
comparado com controles saudaveis. Existe um nitido predominio de S.
aureus em detrimento de outras espécies de estafilococos coagulase-
negativas (ECN)%®8° Assim, uma estratégia que favorega o crescimento

destas ultimas pode auxiliar no controle da dermatite atdpica. Estudos
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demonstram que os ECN sintetizam diversas enzimas e peptideos
antimicrobianos que reduzem a proliferagcdo do S. aureus nos pacientes com
DA. Também foi verificada a agdo de outros microrganismos em reduzir a
populagcdo cutanea de S. aureus, como a presenga de Streptococcus

pneumoniae, Lactobacillus johnsonii, L. reuteri e L. plantarum®’.

V. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DOS
ESTAFILOCOCOS

Nos ultimos 10 anos, tem sido observado um crescente desenvolvimento
de resisténcia aos agentes antimicrobianos comumente prescritos. E cepas
de S. aureus resistente a metilicina (MRSA) ou mesmo vancomicina (VRSA)
estdo descritas globalmente em ambiente hospitalar ou comunitario.®?

A utilizagdo de penicilinas semi-sintéticas resistentes as penicilinases,
tendo a oxacilina como a seu principal representante de uso clinico no Brasil,
iniciou em 1959. Ja em 1961, foi descrito o surgimento de amostras de S.
aureus resistente a este antibiotico (MRSA), sendo descrito pela produgao
de uma proteina ligadora de penicilina (PBP) suplementar (denominada PBP
2’ ou PBP 2a), a qual apresenta baixa afinidade a este grupo de antibiéticos.
Esta enzima é produto do gene denominado mecA. Este gene é carreado em
um elemento genético movel identificado como Cassete Cromossomico
Estafilococico mec (SCCmec), incluindo seus genes reguladores.®?

No contexto da DA, diversos trabalhos demonstram que a colonizagao
por cepas MRSA estdo associados com maior numero de exacerbagdes da
doenga e pior gravidade do quadro clinico, mesmo sem o desenvolvimento

de infec¢des nestes pacientes colonizados. Foi verificada que estas bactérias
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expressam uma maior quantidade de fatores de viruléncia, os quais podem
estar envolvidos na gravidade da DA®3%4 Um estudo em Hong Kong®,
verificou a associagao de colonizagdo por MRSA em pacientes com DA e a
presenca de mais eritema ou eczema mais generalizados, comparado com
individuos colonizados por cepas MSSA.

Nos pacientes com DA, estudos evidenciam um predominio de cepas de
MRSA de origem comunitaria (CA-MRSA), com prevaléncia estimada em
torno de 0 a 38%°%6. Estas cepas apresentam um perfil de resisténcia e
sensibilidade antimicrobiana mais favoravel comparada as de origem
hospitalar, sendo geralmente sensiveis ao tratamento com antibidticos
sistémicos orais, como a clindamicina e o sulfametoxazol-trimetoprim®%67.

A preocupacdo em desenvolver estratégias para restabelecer uma
microbiota cutanea mais fisioldgica levou ao desenvolvimento de estratégias
para se tentar reduzir a colonizacéo pelo S. aureus e aumentar a diversidade
da microbiota, com aumento proporcional de espécies de ECN,
principalmente S. epidermidis®®%°. A utilizagdo de banhos com clorexidina,
permanganato de potassio ou hidroxido de sodio, em diferentes
concentragdes, é descrita como uma estratégia possivel®.

Além disso, também existe a recomendacao de se utilizar antibiéticos
tépicos em locais de alta colonizagao pelo S. aureus, como nas narinas,
regides periungueais, perineo e axilas, com resultado variaveis na redugéao
da colonizag&o®°.

O que se tem observado em diversos estudos, € que ocorre uma re-
colonizagdo pelo S. aureus ao longo de alguns meses, dependente
principalmente na presenca deste agente entre os demais membros da

familia do paciente com DA%,
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Uma metanalise da Cochrane de 20117° mostrou que n&o existe beneficio
do tratamento com antibiéticos sistémicos em pacientes com DA, exceto no
contexto da presenca de infec¢des por S. aureus.

A presenga destas bactérias multirresistentes pode influenciar o
tratamento da dermatite atopica e, num futuro ndo muito distante, a
modulagao da colonizagido por esta bactéria pode ser um alvo terapéutico

importante.”

VI. QUALIDADE DE VIDA DOS RESPONSAVEIS DOS
PACIENTES COM DERMATITE ATOPICA

A DA é uma doenga crbnica com importante impacto negativo na
qualidade de vida tanto dos pacientes quanto dos seus responsaveis/
familiares. A presenca do prurido, a perturbagcéo do sono, a necessidade de
um tratamento arduo e diario, além dos gastos com o tratamento,
sentimentos de culpa, perda de emprego devido a necessidade de vindas
frequentes as consultas médicas, a exaustao e a necessidade de dedicagao
intensa sao alguns dos fatores responsaveis pelo desgaste fisico e emocional
nos cuidadores dos individuos com a doenga’?73.

Estudos demonstraram que o impacto que a DA representa na qualidade
de vida dos pacientes e cuidadores se equipara aqueles envolvidos em
outras doencas crénicas impactantes, como a diabetes insulino-
dependentes’#7%. Isto ainda se torna ainda mais relevante quando
consideramos a presenca frequente de outras comorbidades nos pacientes
com DA, principalmente a asma, a qual também contribui para um prejuizo

significante na qualidade de vida.
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Dentre os diversos instrumentos que existem na forma de questionario
para avaliar de forma mais objetiva o impacto na qualidade de vida dos
cuidadores dos pacientes com DA, existe um, que esta validado para o
portugués, denominado Dermatitis Family Impact Questionnaire (DFI), o qual
o impacto da doenga nos seguintes quesitos: disturbios emocionais,
perturbag¢des do sono, interferéncia nas tarefas domésticas, na alimentagéo,
nas atividades de lazer, no relacionamento conjugal e nos custos
financeiros.”®

Estudos demonstraram que quanto maior a gravidade da DA, pior a
qualidade de vida do paciente e seus cuidadores. Apesar disto, sabe-se que
a visdo dos familiares pode superestimar a gravidade dos sintomas, o que
contribui para um prejuizo na qualidade de vida, independente da forma de
apresentacao da DA, principalmente quando a familia acredita que existam
multiplos fatores envolvidos na exacerbag¢ao da doenca, principalmente em
relagéo aos alimentos’6-78.

Portanto, a DA representa um grande impacto negativo na vida dos
pacientes, podendo estar secundariamente associada ao surgimento de
outras complicacbes e manifestagdes sistémicas, como os transtornos
psiquiatricos, aumento do risco de infecgbes cutaneas e € descrita
associacao crescente com doengas autoimunes, como a psoriase, além de
sindrome metabdlica relacionada ao processos inflamatério crénico,

incluindo dislipidemia e complicagbes cardiovasculares’®.
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VII.  JUSTIFICATIVA

O presente estudo representa um panorama de aspectos clinicos e
epidemioldgicos de pacientes pediatricos (faixa etaria de 0 a 18 anos de
idade) diagnosticados com dermatite atopica, em seguimento em um servigo
especialidade de um Hospital Terciario. Existem poucos estudos nesta faixa
etaria que relacionam a DA e sua gravidade com a presenga de bactérias da
microbiota cutédnea do género Staphylococcus, bem como a sua correlagéao
com a expressao de fatores de viruléncia (incluindo as enterotoxinas e
expressdo do gene mecA). Portanto, € um estudo considerado relevante,
levando-se em conta o detalhamento do perfil microbiolégico realizado,
englobando desde testes microbioldgicos basicos como o Gram, as provas
fenotipicas e os métodos de biologia molecular como a PCR, a fim de
possibilitar a identificacdo genotipica de genes especificos de fatores de
viruléncia e perfil de resisténcia antimicrobiana. Tais aspectos s&o

importantes no planejamento terapéutico destes individuos.
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OBJETIVOS DO ESTUDO
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Objetivo Geral:

Descrever a frequéncia da colonizagdo cutdanea e nasal por
Staphylococcus aureus e as principais espécies de estafilococos
coagulase-negativos (com destaque para o S. epidermidis) em
pacientes com dermatite atdpica, nas lesées agudas e cronicas,
além de identificar os genes e a expressdo de determinadas

toxinas.

Objetivos Especificos:

Avaliar a associagao entre a colonizagao pelo Staphylococcus
aureus e estafilococos coagulase-negativos nos pacientes com
dermatite atdpica e a gravidade da doenga.

Verificar o perfil de sensibilizagdo aos aeroalérgenos e alimentos
entre os pacientes com DA e correlacionar com a gravidade da
doenga.

Avaliar a relag&o entre a gravidade da dermatite atépica e o perfil
de sensibilidade a meticilina das espécies de Staphylococcus spp.
Avaliar a correlagao entre a expressao de determinados fatores de
viruléncia dos estafilococos estudados com a gravidade da DA.
Avaliar o impacto da DA na qualidade de vida dos responsaveis

pelos pacientes.
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METODOS
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Casuistica e desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal, envolvendo uma amostra de

pacientes com diagnostico de dermatite atopica, em seguimento nos

ambulatérios de Alergia e Imunologia Pediatrica e/ou Dermatologia do

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (Unesp),

durante o periodo de janeiro de 2021 a agosto de 2022.

Critérios de inclusao

1.

Pacientes com idade de 0 a 18 anos completos.

2. Diagnostico da dermatite atdpica segundo os critérios de Hanifin e

Rajka (1980) — vide em APENDICES, o qual considera doenca
confirmada a presencga de 3 critérios clinicos maiores e 3 ou mais
critérios clinicos menores.

Presenca de dermatite atopica leve, moderada ou grave de acordo
com o escore de gravidade SCORAD?® (Scoring atopic dermatites),
sendo considerados leves os pacientes com pontuacédo entre 0-25,
moderada entre 25-50 e grave >50. O SCORAD consiste em um
escore clinico utilizado na pratica clinica para avaliar a gravidade da
DA, considerando como variaveis a area da superficie corporea
acometida (A), o aspecto das lesbes (B) — xerose, edema,
escoriagdes, eritema, exsudacao e liquenificagdo (graduadas de 0 a
3, de acordo com a intensidade) — e uma escala analogica visual da
intensidade do prurido interferindo nas atividades diarias e na
qualidade do sono (graduados de 0 a 10), nas ultimas 48 horas. A

pontuacéo total € obtida pela formula: A/5 + 7B/2 + C.
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4. Presenca de lesdo aguda caracterizada por hiperemia, exsudato e
prurido, sem sinais de infeccdo secundaria. Ja a lesdo crbénica €&

caracterizada pela presenca de liquenificacao.

Critérios de exclusao

1. Pacientes que apresentem, no momento da selecdo, lesdes
infecciosas bacterianas secundarias, como impetigo, celulite,
furunculo, etc.

2. Uso de antibidtico sistémico e tépico nos ultimos 30 dias da coleta do
material clinico.

3. Uso atual de imunossupressor sistémico ou imunobiologicos.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp,
com registro do parecer 4.519.478. Os responsaveis pelos pacientes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e os
pacientes, acima de 6 anos de idade, assinaram um Termo de
Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) — vide nos Apéndices.

O perfil de sensibilizagdo de aeroalérgenos e alimentos dos pacientes
selecionados foi obtido pela realizagdo de teste de puntura de leitura
imediata (prick test), com extratos comercializados. Os pacientes foram
orientados a virem para a consulta sem terem usado medicamentos que
possam interferir no resultado do teste, como o uso de anti-histaminico
sistémico na ultima semana. Foi realizada a técnica de Pepys para a
interpretacéo do prick test, sendo considerado relevante uma papula com
didmetro de 3 ou mais milimetros. Para papulas irregulares ou com

pseudopodos, foi calculada uma média entre o maior e menor didmetro

45



observados. Dentre os aeroalérgenos, utilizamos  extratos

comercializados (empresa Ipl ASAC BRASIL — http://ipibrasil.com.br) das

trés principais espécies de acaros (Dermatophagoides pteronyssinus, D.
farine e Blomia tropicais), epitélio de cao e de gato, fungos do ar
(Aspergillus fumigatus, Penicillium notatum, Alternaria alternata e
Candida albicans) e baratas presentes no ambiente doméstico
(Periplaneta americana e Blatella germanica). Ja os alimentos testados
incluiram proteinas do ovo de galinha, leite de vaca, trigo, soja,
amendoim, milho, castanhas mix (Para e caju) e camarao. Tais alimentos
foram escolhidos devido a serem citados na literatura internacional como
os principais alimentos alergénicos na populagao. O milho foi incluido com
intuito de se identificar um novo alérgeno alimentar regional,
considerando o seu impacto cultural e a alta frequéncia de consumo na

regiao onde o estudo foi realizado (centro-oeste paulista).

Il. Coleta de dados demograficos e clinicos

Foi aplicado um questionario com os responsaveis pelos pacientes,

que autorizaram a participagao, incluindo os seguintes dados:

e Dados demograficos (sexo e idade);

e Composigao familiar (numero de moradores);
¢ Renda familiar (média salarial mensal);

¢ |dade de inicio dos sintomas da DA;

¢ |dade do diagndstico da DA,

e Desencadeantes ou gatilhos da DA,

e Presenca de animais domésticos;
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e Presenca de outras atopias;

e Co-morbidades;

¢ Antecedentes familiares de atopia;

e Tempo total de aleitamento materno;

¢ Introducédo de leite de vaca antes de 1 ano de vida;

¢ Via de parto (vaginal ou cesarea);

e Tratamentos vigentes no momento da entrevista (divididos em
grupos: emolientes, anti-histaminicos topicos ou sistémicos, corticoides
tépicos ou sistémicos e inibidores de calcineurina tépicos);

¢ Internagdes e procedimentos médicos no ultimo ano;

¢ Quadros infecciosos e uso de antimicrobianos no ultimo ano;

e Dosagem de eosinofilos no hemograma;

e Dosagem sérica de imunoglobulinas (IgA, IgG, IgM e IgE total)
— método de quimioluminescéncia — sendo obtidos os resultados dos
exames laboratoriais contidos no prontuario dos pacientes.

Os dados obtidos foram complementados através de posterior analise

dos prontuarios (autorizada pelos pacientes e/ou seus responsaveis).

lil. Avaliacao da Qualidade de Vida
Com intuito de avaliar o impacto da DA na qualidade de vida dos
responsaveis, foi aplicado, ao final da consulta, um questionario padronizado
denominado Dermatitis Family Impact Questionnaire (DFl), validado para o
portugués (Lewis-Jones, Finlay e Dykes, 1999)"°. Este questionario consiste
em 10 perguntas objetivas, sendo possivel avaliar os seguintes dominios:
interferéncia nas tarefas domeésticas, interferéncia no preparo das refeigdes

e alimentagédo, perturbagbes do sono, interferéncia nas atividades de lazer,
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tempo gasto em compras, gastos com o tratamento, sentimentos de cansaco
e exaustao, perturbagéo emocional, interferéncia no relacionamento conjugal
e interferéncia global na vida do principal cuidador.

O questionario DFI €& pontuado de 0 a 30 pontos, sendo que
pontuagdes mais elevadas representam um impacto negativo maior na
qualidade de vida dos individuos. A interpretacao da pontuacéo pode ser da
seguinte forma: 0-5 (impacto pequeno), 5-10 (impacto moderado), 10-20

(impacto elevado) e > 20 (impacto muito elevado).

IV.  Anadlise e Testes Microbiologicos

a) Coleta dos espécimes microbiolégicos

Amostras das mucosas nasal e lesdes cutaneas em atividade foram
coletadas simultaneamente através de swabs. Os espécimes foram obtidos
das narinas anteriores, utilizando um swab para cada sitio. No caso dos
pacientes que apresentavam varias lesdes no momento da coleta, foi
escolhida a lesdo considerada mais representativa, com severidade maior
considerando os pardmetros objetivos das caracteristicas da lesao
pontuados no SCORAD.

A técnica de coleta nasal consiste na umidificacdo do swab com SF
0,9% (técnica estéril) e introdugdo em ambas as narinas e rotagdo da haste
pressionando gentilmente a extremidade contra a mucosa. O procedimento
para coleta das lesdes nos pacientes com dermatite atdpica consistiu na

umidificacdo do swab, comprimindo o mesmo de forma suave sobre toda
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superficie da lesdo. Os swabs foram transportados em meio de Stuart para
o Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Biociéncias da Unesp, para realizagdo de
semeadura em placas contendo Agar Sangue. Ap6s incubacéo a 37°C por
24 horas, as amostras foram submetidas ao procedimento de identificagcao

dos micro-organismos isolados.

b) Identificagao fenotipica de Staphylococcus aureus

Os micro-organismos foram submetidos a coloragdo de Gram,
objetivando-se a observagao de sua morfologia e coloragéo especifica. Apds
a confirmagao dessas caracteristicas, foram realizadas as provas de catalase

e coagulase em tubo, conforme descrito por Koneman e colaboradores?®'.

c) Extracao do acido nucléico

O acido nucléico total foi extraido de Staphylococcus spp. cultivados
em agar sangue e inoculados individualmente em caldo Infus&o de Cérebro
e Coracéo (BHI) e incubados a 37°C por 24 horas.

Para a extracdo, foi utilizado o Kit lllustra® (GE Healthcare) que
consiste na digestdo inicial das células de estafilococos com lisozima (10
mg/ml) e proteinase K (20 mg/ml). A seguir, 500 ml da solugédo de extragao
foi adicionada a mistura e esta centrifugada a 5.000 x g por 1 min. Em

seguida, o sobrenadante foi transferido para a coluna e centrifugado a 5.000

x g por 1 min. O liquido coletado foi descartado e 500 pl de solugdo de
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extragao foi adicionado novamente a coluna. Apds a centrifugacéo e descarte

do liquido coletado, 500 pl da solugéo de lavagem foi adicionada a coluna e

esta submetida a centrifugagdo a 14.000 x rpm por 3 min. A coluna foi
transferida para um tubo de 1,5 ml e 200 ml de agua Milli Q aquecida a 70°C
foi utilizada para a eluigdo. As amostras foram centrifugadas novamente a
5000 x g por 1 minuto, e a coluna desprezada. O DNA extraido foi guardado

sob refrigeragao a -20°C.

d) ldentificagao genotipica de Staphylococcus aureus

A confirmag&o genotipica para os isolados de S. aureus foi realizada
através da amplificacdo do fragmento de DNA Sa442, especifico da espécie
S. aureus. Os primers utilizados s&o descritos na Tabela 2. O produto das
amplificagbes foi analisado por eletroforese (2,0% de gel agarose) a 110V e
Ladder de 100 pb. As reacdes de amplificacdo foram realizadas com controle

positivo: S. aureus ATCC 19095 e Controle negativo (agua).

Tabela 2. Oligonucleotideos para a identificagdo genotipica de
Staphylococcus aureus.
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Primer Sequéncia de nucleotideos Produto amplificado
SA442 1 AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATATTC
TTC ACG 241 vb
SA442 2 CGT AAT GAG ATT TCA GTA GAT AAT P
ACA ACA

Fonte: Martineau et al. (1998)82



e) ldentificagdo de espécies de Staphylococcus epidermidis

Os isolados negativos na prova de coagulase foram submetidos a
identificacdo genotipica usando primers de sequéncias conservadas pela
técnica PCR (Polymerase Chain Reaction) descrita por Martineau e
colaboradores®3, usando os primers descritos na Tabela 3. Todas as reagbes
de amplificagao foram realizadas com um controle positivo ATCC 12228 (S.

epidermidis) e o negativo (Agua MilliQ estéril).

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados na identificagdo genotipica de

S. epidermidis.
Produto
Primers Sequéncia de nucleotideos 5’- 3’ amplificado
(pb)
ATC AAAAAG TTG GCG AACCTT
S TTC A
CAA AAG AGC GTG GAG AAA AGT 124
SE2 ATC A

Fonte: Martineau et al.(1996)83

f) Deteccao do gene mecA de resisténcia a meticilina

As reagdes de PCR para a detecgdo do gene mecA de resisténcia a
meticilina (Tabela 4) foram realizadas conforme os paradmetros descritos por

Murakami e colaboradores®. Em todas as reagdes realizadas foram
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utilizadas linhagens de referéncia internacional, como controle positivo (S.

aureus ATCC 33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923).

Tabela 4. Oligonucleotideos para a detecgdo do gene mecA

Produto
Primer Sequéncia de nucleotideos
amplificado
mecA1 AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG 533 pb
mecA2 AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG 533 pb

Fonte: Murakami et al (1991).84

g) Visualizagao dos produtos amplificados

A eficiéncia das amplificagdes foi confirmada pela eletroforese em gel
de agarose 2% preparado em tampéao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5M. Como
padrao, foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 pb. O DNA foi
corado com Syber safe e posteriormente fotografado sob transiluminagao

ultravioleta.

h) Producao de Enterotoxinas pela Técnica de cellophane-over-agar

A produgéo das enterotoxinas A, B, C e D em cepas de S. aureus foi
investigada utilizando a técnica de cellophane-over-agar realizada de acordo
com Hallander®. Na superficie de placas de Petri (60x12mm) com &gar Brain
Heart Infusion-BHI adicionado de 1% de extrato de levedura foi colocado
celofane esterilizado no tamanho do diametro da placa. Sobre o celofane foi

inoculado 0.1mL das suspensdes de estafilococos cultivadas em caldo BHI
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durante 24h a 37°C. Com o auxilio de uma alga de Drigalsky, o in6culo foi
semeado homogeneamente sobre a superficie do celofane. Apds 24 horas
de incubagédo a 37°C, a cultura foi removida com 1.5mL de uma solugdo de
NaH 2 PO 4 0,01M estéril. Este extrato foi centrifugado em microcentrifuga
Eppendorf a 8.000 x g / 4°C, durante 10 minutos. Os sobrenadantes obtidos
foram conservados a -20°C até sua utilizacéo, e o sobrenadante mantido a —

5°C até a analise.

i) Deteccao de enterotoxinas estafilococicas pelo Método de

Aglutinagdo em Latex (RPLA)

Para a detecg¢ao das enterotoxinas A, B, C e D foi utilizado o kit SET-
RPLA TOXIN DETECTION (Oxoid) por meio da técnica de aglutinagéo
passiva reversa em latex (RPLA), descrita por SHINGAKI®. O sobrenadante
de S. aureus obtido conforme item descrito acima foi filtrado por meio de
membrana filtrante de baixa ligagcdo de proteina, de 0,22 m e o filtrado foi
utilizado para a pesquisa de toxina. Para essa finalidade, nos pogos de
microplaca com fundo em V, foram colocados 25 pl dos filtrados. A seguir,
foram adicionados 25 pl do latex sensibilizado com anti-SEA, anti-SEB, anti-
SEC e anti-SED. As toxinas padréo foram utilizadas como controle positivo e
as reacodes inespecificas foram analisadas adicionando-se 25 ul do
sobrenadante em 25 pul do latex controle. As placas assim preparadas serao
cobertas com celofane e os reagentes homogeneizados em micromixer por
3 minutos. Apds incubacéo durante 20 a 24 horas em temperatura ambiente,
os resultados serdo registrados com o auxilio de uma lupa e iluminagdo. A

formagao de um botéo roseo foi interpretada como resultado negativo.
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V. Analise estatistica

Os dados dos questionarios foram alimentados em banco de dados
no software EPI INFO 7 (Centers for Diseases Control and Prevention,
Atlanta, GA, USA). Os dados foram inicialmente submetidos a analise
univariada através do teste do qui-quadrado, e posteriormente foram
submetidos a modelos multivariados de regressao logistica. Os desfechos de
interesse foram a colonizacao por S. aureus, espécies de ECN e MRSA, para
identificacdo de fatores associados aos desfechos. Também foram
analisadas associagdes entre a colonizagao por isolados de Staphylococcus
spp. carreadores de genes e produtores de fatores de viruléncia com a

gravidade da DA.
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RESULTADOS
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1) Caracteristicas s6cio-demograficas e clinicas

Entre os 100 pacientes incluidos no estudo, durante o periodo de
janeiro de 2021 a agosto de 2022, 59 foram do sexo feminino, 41 do
masculino e ambos apresentaram mediana de idade de 8 anos (Tabela
5). Houve predominancia da raga branca (76%), comparada com a parda
(24%). A mediana de idade do inicio da DA foi de 1 ano, sendo que a
mediana de idade para o diagndstico da doenga foi 3 anos. Foi observado
que 91 pacientes apresentaram outros diagnosticos de doencas alérgicas
e 93 tinham antecedente familiar de atopia.

Quanto as questdes sociais, foi verificada que a média de moradores
no domicilio dos pacientes com DA foi de 4,3 individuos, sendo a média
da renda mensal familiar de R$3.256,65.

Quanto a avaliagéo clinica da gravidade da DA pelo SCORAD, foi
observado que 55% tiveram classificagao leve, 34% moderada e 11%
grave (p<0,0001).

Em relagéo a via de parto, foi observada 47% de parto vaginal e 53%
de parto cesarea (p=0,55). Noventa e um dos pacientes recebeu
aleitamento materno, com média 10,4 meses de tempo de amamentacao.
A introducédo de leite de vaca integral com menos de 6 meses de idade
ocorreu em 69% dos pacientes.

Quanto aos tratamentos utilizados no controle da DA, foi verificado
que 55% néao utilizavam nem mesmo os emolientes apds os banhos,
enquanto 46% utilizavam anti-histaminicos orais para controle do prurido,
47% usavam corticoides topicos nas crises, 2% corticoterapia sistémica
(em ciclos de no maximo 1 semana) e apenas 3% inibidores de

calcineurina topico.
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Em relag&o a presenga de animais domésticos, foi verificado que 77%

tinham pelo menos algum animal: 70% céo, 24% gato e 6% outros

animais (passaros, coelho, porquinho da india, ramster ou galinhas).

Quanto aos principais fatores citados como exacerbadores ou gatilhos

das crises da DA, foram observados: poeira doméstica 20%, mudancga de

clima 62%, sudorese 29%, fatores emocionais (estresse) em 18% e

alimentos 16%.

Tabela 5 — Dados sécio-demograficos e clinicos dos pacientes pediatricos com DA

Sexo n
Masculino 41
Feminino 59
Idade
<2 anos 5
2-12 anos 69
> 12 anos 23
Raca
Branca 76
Parda 24
N° de moradores Média
DP
Renda familiar mensal Média
DP
Idade de inicio (anos) Média
DP
Mediana
Idade de diagndstico (anos) Média
DP
Mediana
Comorbidades atépicas
Ausentes 9
1 19
2 25
23 47
Antecedente familiar de atopia (1° grau)
SIM 93
NAO 7
Aleitamento materno:
SIM 91
NAO 9
Tempo de aleitamento materno (meses)
Média
DP
Mediana

Uso de leite de vaca com < 6 meses
n

SIM 69
NAO 31
Via de parto n
Vaginal 47
Cesarea 53
Tratamento n
Emolientes 78
A.H.VO! 46
CE tdpico? 47
CEVO? 2
IC4 3
Animais domésticos
SIM 77
NAO 23

%
41,0
59,0

5,0
69,0
23,0

76,0
24,0
4,3
1.1

R$3.256,65
R$1.911,52

1,9

10,4
10,3
6,0

%
69,0
31,0

%
47,0
53,0

%
78,0
46,0
47,0
2,0
3,0

77,0
23,0

p = 0,07

p <0,0001

p <0,0001

p <0,0001

p <0,0001

p <0,0001

p <0,0001

p =0,55

p <0,0001

p <0,0001

1 = anti-histaminico via oral; 2 = corticdide topico; 3 = corticoide via oral; 4 = inibidor de calcineurina.



2) Teste alérgico de puntura de leitura imediata — prick test

Todos os pacientes foram submetidos ao prick test durante a
avaliacdo clinica. Foi observada sensibilizacdo predominante de
aeroalérgenos (espécies de acaros - DP 77,0%, DF 63,0% e BT19,0%;
fungos 5,0% e baratas 13%), comparada a de alimentos (LV 5%, ovo 6%,
soja 5%, milho 1%, amendoim 5%, castanhas 4% e camardo 10%). A
maior sensibilizagao alimentar foi para o camarao (Tabela 6).

Dos pacientes que haviam citado algum alimento como
desencadeante ou gatilho para as crises de DA, apenas 16%

evidenciaram sensibilizagdo a algum alimento.

Tabela 6 - Distribuicdo de frequéncias quanto aos resultados positivos do
teste de puntura de leitura imediata — prick test.

Extratos %
Aeroalérgenos

DpPa 77,0
DFP 63,0
BT¢ 19,0
Fungos 5,0
Baratas 13,0
Caéo 53,0
Gato 26,0
Alimentos

Leite de vaca 5,0
Ovo 6,0
Soja 5,0
Trigo 0,0
Milho 1,0
Amendoim 5,0
Castanhas 4,0
Camarao 10,0

a,b e c: acaros Dermatophanoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e Blomia
tropicalis, respectivamente.



3) Avaliacao de eosinofilia periférica e niveis de imunoglobulinas

Do total de pacientes, 80% tiveram dosagem de eosindfilos periféricos
com o exame de hemograma. Este exame foi obtido em algum momento
durante o acompanhamento clinico ambulatorial do paciente, diferente
daquele no qual foi realizada a avaliacdo clinica e aplicagdo do
questionario deste estudo.

A média dos eosindfilos periféricos foi 627,5 células/mm3, com desvio-
padrao de 490,0 e mediana de 470,0. Embora os pacientes classificados
pelo SCORAD como tendo DA moderada e grave tivessem niveis mais
elevados de eosinofilia periférica (mediana de 575,0 contra 435,0 dos
leves), esses valores ndo foram estatisticamente significativos (p=0,76).

Quanto a dosagem sérica das imunoglobulinas, 48% tiveram IgA
(mediana 127,5 mg/dI, limite inferior de 10,3 mg/dl, limite superior de
248,52 mg/dl), 44% IgM (mediana 101,7 mg/dl, limite inferior de 30,92
mg/dl, limite superior de 266,58 mg/dl), 46% IgG (mediana 1071,0 mg/dl,
limite inferior de 467 mg/dl, limite superior de 1685,86 mg/dl) e 34% IgE
total (mediana 502 mg/d|, limite inferior de 16,3 mg/dl, limite superior de
6086,3 mg/dl). Entre os pacientes que tiveram dosagem das
imunoglobulinas, ndo tivemos nenhum com suspeita clinica ou
laboratorial para algum erro inato da imunidade. Embora os pacientes
com DA moderada e grave tivessem niveis mais elevados de IgE
(mediana 660,0 contra 468,1 dos leves), esses valores ndo foram

estatisticamente significativos (p=0,69).
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4) Avaliagao da qualidade de vida dos cuidadores pelo DFI
Foi observada uma média da pontuacéo total do questionario DFI de
9,1 (impacto moderado), com desvio-padrao de 7,5 e mediana de 7,0.
As perguntas que tiveram as maiores médias foram aquelas relativas
aos dominios: interferéncias nas tarefas domeésticas, gastos com o
tratamento e sentimentos de cansacgo/exaustao por parte dos cuidadores.
Quando se tentou correlacionar as maiores pontuagbes com a
gravidade dos pacientes pelo SCORAD, ndo se observou uma correlagéo

estatisticamente significante entre essas duas variaveis.

5) Prevaléncia de Staphylococcus aureus, S. epidermidis e outros
Foi programada a coleta de amostras de quatro sitios para
investigac&o da colonizagao por bactérias do género Staphylococcus spp.
(Figura 5). Em todos os pacientes, foram coletadas amostras nas narinas
e axilas. No entanto, somente alguns pacientes apresentavam lesdo em
atividade no momento da consulta, seja com padrdo agudo e/ou crénico.
Foi identificada a prevaléncia de S. aureus em 73% dos pacientes,
enquanto a prevaléncia de S. epidermidis foi de 36%, a de outros ECN de
58% e de bactérias Gram-negativas de 18% do total dos pacientes.
Abaixo, constam os dados relativos a identificacdo de S. aureus,
MRSA, S. epidermidis, outros ECN e Gram-negativos, em cada sitio

coletado por swab.
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S. aureus — n =50 (50%)
MRSA - n =5 (5%)
S. epidermidis —n = 15 (15%)
ECN — n =24 (24%)
Gram-negativo —n =11 (11%)

~

S. aureus — n = 30 (30%)
MRSA —n = 3 (3%)
S. epidermidis — n = 21 (21%)
ECN—-n =31 (31%)
Gram-negativo — n = 8 (8%)

S. aureus —n = 21 (36,2%)
MRSA - n =2 (3,4%)
S. epidermidis —n =5 (8,6%)
ECN - n =15 (24,1%)
Gram-negativo—n =0 )

Lesao crénica:
N=70

Narinas:
N =100
(
N total de Axilas:
pacientes = 100 N =100
\_
N total de sitios
com swabs
positivos = 271 ("
(67,7%) Leséo aguda:
N =58
\_

S. aureus — n = 26 (37,1%)
MRSA —n =4 (5,7%)

S. epidermidis —n =1 (1,4%)

ECN-n =13 (18,5%)
Gram-negativo—n =0

Figura 5. Diagrama do total de amostras coletas com swab e a sua distribuigdo de acordo

com os sitios colonizados, com as respectivas prevaléncias.

A expressao de gene mecA por S. aureus (MRSA) foi observada nos

sitios de swabs coletados em 10 individuos (Tabela 7); enquanto a expressao

deste gene foi evidenciada nos swabs em 8 individuos colonizados por S.

epidermidis. Nao foi observada correlagéao

entre a gravidade da DA pelo

SCORAD e a expressao deste gene (Grafico 1).
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Tabela 7 — Classificagao de gravidade da DA dos pacientes que tiveram MRSA isolados,

de acordo com o sitio de swab coletado.

Paciente Sitios SCORAD
N° 1 nasal LEVE
Ne° 8 nasal LEVE
N°9 axila LEVE
N° 10 nasal, lesdo aguda e crénica LEVE
N° 13 nasal LEVE
N° 17 lesdo cronica MODERADO
N° 57 axila GRAVE
N° 69 nasal MODERADO
N° 70 lesdo cronica LEVE
N° 75 axila, lesdo aguda e crbnica MODERADO
904 *®
80-
70 P=0,77
60-
E 50
8 40

T
Nao Sim
mecA

Grafico 1 — Correlagao entre SCORAD e expressao do gene mecA — utilizando-se

Teste de Mann-Whitney.

6) Expressao de enterotoxinas estafilofécicas

Considerando os pacientes colonizados por S. aureus, foi identificada a
prevaléncia da expressédo fenotipica, pelo método de aglutinacdo em latex
(RPLA), das seguintes enterotoxinas: SEA de 12,3%, SEB de 19,1%, SEC
de 28,8% e SED de 8,2%. Houve significAncia estatistica quando se
comparou a sintese destas enterotoxinas com a gravidade da DA somente
para SEA e SED, sendo que a mediana do SCORAD foi maior para os que

apresentaram a express&o destas toxinas (vide Grafico 2).
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Grafico 2 — Representacdo em boxplot da correlagdo da expressdo fenotépica das
enterotoxinas estafilocdcicas (SEA, SEB, SEC e SED) e a gravidade da dermatite atépica,

pelo SCORAD. Utilizado teste de Mann-Whitney.
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A dermatite atopica € uma dermatose crbénica prevalente na infancia e
de etiologia multifatorial e fisiopatogenia ainda ndo totalmente esclarecida.
Fatores relacionados as caracteristicas genéticas, resultantes em alteragoes
na estrutura e composi¢cao da barreira cutanea, sensibilizacdo a diversos
aeroalérgenos, imunodesregulagdo envolvendo a participagao de vias Th1,
Th2, Th17 e Th22, além de disbiose cutdanea e a exposicdo a fatores
ambientais atuam de forma interligada, resultando em quadros fenotipicos
diversos®.

Entre os fatores associados ao desenvolvimento da marcha atépica,
pudemos verificar que grande parte dos participantes tinham antecedente
pessoal e familiar de doengas alérgicas, corroborando esse dado da
literatura®. Porém, nosso estudo ndo demonstrou significancia estatistica em
alguns fatores citados como associados ao maior risco de atopia, como via
de parto cesarea, citado como um modulador da microbiota intestinal, capaz
de influenciar o desenvolvimento de alergia alimentar ou mesmo as demais
doencas atdpicas.

A associagao entre a exposigao precoce ao leite de vaca (antes dos 6
meses de idade) e formas mais graves de DA, no contexto de alergia a
proteina do leite de vaca, também né&o foi estatisticamente relevante no
nosso estudo. Uma revisdo sistematica®’, concluiu que existe evidéncia
insuficiente que correlacione qualquer tempo de duracdo do aleitamento
materno e introdug&o precoce do leite de vaca (mesmo em formulas infantis)
com o aumento da incidéncia de DA até a adolescéncia.

Ao se tentar correlacionar fatores associados a uma pior evolugao da
DA, considerando o SCORAD dos pacientes, nao foi verificada correlagao

significativa com maior sensibilizagdo aos alimentos testados pelo prick test,
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idade do individuo durante a consulta, presenca de outras comorbidades
alérgicas ou antecedente familiar de atopia.

Também néao foi observada maior gravidade da DA conforme a idade
do individuo. Muitos estudos relatam que a persisténcia da doencga além dos
5 anos de idade pode estar associada com uma evolugdo mais grave,
refrataria ao tratamento e com maior prejuizo na vida do individuo®.

Em relagdo a dosagem de eosindfilos, verificada ao hemograma, e a
dosagem seérica de IgE total, percebemos que os niveis mais elevados
estiveram associados com DA moderadas e graves, porém sem significancia
estatistica. A literatura cita que estes exames poderiam servir como
biomarcadores de atividade da doenga®, tendendo a se elevar na vigéncia
de uma exacerbacgao, o que poderia ser mais bem avaliado em um trabalho
prospectivo dos individuos com DA.

Niveis elevados de IgE total também podem criar um viés de
interpretacédo nos niveis de IgE especificos ou mesmo no resultado do prick
test, tanto para aeroalérgenos quanto para alimentos?426. Estes individuos
podem apresentar diversas sensibilizagdes, com testes positivos, porém sem
uma correlagao clinica evidente entre a exposicdo ambiental ou ingestéao
daquele determinado alimento com a piora do padrao do eczema.

Além disso, devemos ainda lembrar que a fisiopatogenia da DA
envolve um componente celular, de resposta de hipersensibilidade tardia, a
qual ainda carece de disponibilidade de um teste padronizado para avaliagao
e auxilio na clinica.?

Quanto a avaliagdo da qualidade de vida dos cuidadores dos
pacientes, ndo houve significancia estatistica na associagdo da gravidade

dos pacientes com uma maior pontuacao pelo questionario DFI utilizado. Isto,
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provavelmente, justifica-se pelo fato de que, muitas vezes, os responsaveis
pelos pacientes supervalorizam a gravidade da DA nos seus filhos.

O impacto representado pela doenga nos diversos dominios
avaliados, principalmente: interferéncia nas tarefas domésticas, gastos
exigidos com o tratamento e sentimento de exaustao/cansagos, devido as
demandas do cuidado dos pacientes, ocorram de forma semelhante entre
cuidadores, independente da gravidade da DA.

Também devemos considerar que a nossa avaliacdo quanto a
gravidade foi pontual, em uma unica consulta, e que os pacientes
aparentemente leves provavelmente ja vivenciaram momentos de maior
exacerbacao da DA, considerando ser esta uma doencga crdnica, recidivante,
com exacerbacodes de intensidade variavel.

Um estudo brasileiro’?, incluiu 101 cuidadores de pacientes com DA e
nele foi evidenciado um impacto da DA na qualidade de vida dos familiares
de criangas com formas graves de DA. Neste estudo, os dominios referentes
aos gastos financeiros com o tratamento (citado em 46% dos questionarios),
sentimento de exaustdo (36%) e prejuizos no sono (33%) foram os mais
frequentemente afetados.

Quanto a investigagdo microbiolégica, com intuito de identificar
espécies de Staphylococcus spp. colonizando determinados sitios dos
pacientes estudados, observamos a prevaléncia do S. aureus em 73% nos
pacientes com DA, em pelos um sitio coletado. Na literatura, € citada uma
taxa de colonizagdo, entre individuos saudaveis, que varia de 5-40%;
enquanto nos pacientes com DA, de 30 a 100%*8.

Nosso estudo identificou uma prevaléncia de colonizagdo por MRSA

de 10%. Em um estudo brasileiro, o qual estudou 500 criangas higidas
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atendidas em setor publico na cidade de Niteroi-RJ, foi verificada uma
colonizagao por S. aureus em 48% delas, sendo apenas 6,2% por MRSA88,

Em estudo desenvolvido em Porto Alegre®®, entre 91 criangas com DA,
foi isolada S. aureus em 73,6% delas, sendo em 60,4% de amostras das
narinas e 48,4% de lesGes em atividade da DA. Neste mesmo estudo,
nenhuma das amostras foi identificada por MRSA.

Um estudo desenvolvido em um hospital universitario do Siri Lanka®°,
observou através de amostras de swabs nasais e de lesdes dos pacientes
com DA moderada a grave a presenca de S. aureus em 57% dos 100
pacientes incluidos na pesquisa. Ja em um estudo brasileiro com criancas e
adolescentes com DA, assim como no nosso, hao observou uma correlagao
entre a frequéncia de colonizagéo por S. aureus e a gravidade da DA°.

Quando consideramos a presenga de S. aureus nas lesdes agudas e
cronicas, verificamos as prevaléncias de 36,2% e 37,1%, respectivamente.
Estudos prévios®, evidenciaram uma maior taxa de colonizagdo em lesbes
mais umidas, com padrdo agudo do eczema.

A presenca do gene mecA de resisténcia a meticilina, que caracteriza
a multirresisténcia em Staphylococcus aureus foi pesquisada, sendo
identificados MRSA em 10 pacientes, sendo em sete deles isolado no sitio
nasal. Apenas em dois pacientes, houve identificacdo nas lesdes agudas e
cronicas. Considerando a gravidade da DA pelo SCORAD, em apenas dois
pacientes onde foi identificado o gene mecA nos isolados de S. aureus, o
paciente tinha DA moderada e apenas um com grave.

Em uma meta-analise realizada com intuito de definir a prevaléncia de

colonizagéo nasal por MRSA em crianga, foi verificada a prevaléncia de 5,2%
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em criangas com alguma comorbidade, 2,7% em criangas higidas, 5,4%
naquelas que estavam internadas e 3% nas de origem comunitaria®’.

Cavalcante e colaboradores®? foi o pioneiro no Brasil na identificagdo
de MRSA em 26,6% dos pacientes com dermatite atopica, sendo
considerada uma taxa elevada, provavelmente justificada pela origem dos
pacientes estudados, os quais frequentavam um hospital terciario de alta
complexidade, com alto indice de internagdes.

Ja em um estudo brasileiro publicado em 2021, o qual estudou 106
criangas com diagnostico de DA com infec¢des cutaneas de etiologia por S.
aureus, foi identificada uma prevaléncia de MRSA em 41,8% dos pacientes
colonizados por S. aureus.®*. Diferengcas demograficas entre os diferentes
paises sao justificativas para taxas tdo variaveis de isolamento de MRSA,
sendo que este mesmo estudo cita uma variagao de 14-45%.

Em um estudo realizado na cidade de Botucatu-SP°!, a mesma deste
estudo, foi observada uma prevaléncia de colonizagao nasal por S. aureus
de 32,7%, o que representou cerca de 1/3 da populacéo estimada no periodo.
A prevaléncia de colonizacdo nasal por MRSA foi de 0,9%. Neste estudo,
foram incluidos adultos e criangas a partir de 1 ano de idade, higidos ou com
comorbidades diversas. Na analise multivariada, foram identificadas como
variaveis significativamente associadas com o risco de colonizagdo nasal a
idade (inversamente proporcional) e o antecedente pessoal de infecgéo
cuténea recente (no ultimo ano).

Este estudo identificou significancia estatistica na expressdo das
toxinas estafilocdcicas SEA e SED no impacto sobre a gravidade da DA pelo
SCORAD. Um estudo alem&o®, no qual participaram 74 criangas com DA,

foi identificada uma prevaléncia de colonizagdo por S. aureus de 81%,
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havendo correlagao significativa da gravidade pelo SCORAD com a sintese
das toxinas SEB, SEC e SED.

Avaliando os dados relativos ao uso recente de antibidticos
sistémicos, internagdes hospitalares e realizacdo de procedimentos
cirurgicos no ultimo ano, anterior ao momento da consulta realizada com o
paciente, pudemos verificar que estes fatores n&o influenciariam na
colonizagéao por Staphylococcus spp.

Considerando os principais medicamentos disponiveis no Brasil para
o tratamento da DA, nosso estudo evidenciou que grande parte dos pacientes
adere ao uso diario de emolientes diversos, enquanto menos da metade da
amostra utiliza anti-histaminicos sistémicos e corticoterapia tépica de forma
regular, evidenciando uma baixa adesado ao tratamento pro-ativo, divulgado
como uma estratégia a ser utilizada principalmente em pacientes com
quadros moderados ou graves. Apenas 2% dos pacientes tiveram acesso ao
uso de inibidores de calcineurina, provavelmente devido ao alto custo desta
classe de farmacos, considerando que a totalidade dos nossos pacientes sao
atendidos em um Hospital Terciario do SUS, com uma média de renda
mensal em torno de R$3.200,00, necessaria para sustentar em média 4
familiares.

Portanto, pudemos observar no nosso estudo que, independente da
gravidade da DA, os pacientes estavam sendo subtratados, o que nos faz
refletir a importadncia de reforcar as orientagdes durante as consultas
especializadas, garantindo uma ades&o adequada.

Como limitagdes encontradas no presente estudo, tivemos algumas a
serem consideradas: o estudo foi realizado durante a pandemia de covid-19,

0 que repercutiu negativamente na possibilidade de se obter uma quantidade
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maior de participantes (n), considerando que os mesmos eram convidados a
virem ao HC-FMB-Unesp, de forma voluntaria, para participar do estudo.
Além disso, tivemos limitagdes financeiras e técnicas quanto ao acesso aos
exames para dosagem de IgE especifica para os alérgenos testados,
inclusive quanto aos IgE anti-toxinas estafilocdcicas. Também n&o tivemos
material para realizar os prick-to-prick com os alimentos in natura, os quais
recentemente vém sendo mais valorizados na avaliacdo de sensibilizacdo no
contexto das alergias alimentares.

Uma contribuicdo do estudo para o servico de atendimento aos
pacientes dentro do SUS foi a possibilidade de garantir retornos e
seguimentos dos pacientes que desejassem ou haviam perdido seguimento
devido a pandemia, além de termos conseguido o tratamento com o
imunobiolégico Dupilumabe para 6 pacientes, com DA grave, os quais estdo

sendo acompanhados de forma mais proxima.
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CONCLUSAO
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Neste estudo, foi encontrada uma prevaléncia de colonizagao por S.
aureus de 73%, de 36% por S. epidermidis, de 58% de outros ECN e
de 18% de Gram-negativos;

A pesquisa do gene mecA foi observada em 10 pacientes dentre
aqueles que tiveram S. aureus isolado em algum sitio de swab
coletado e em 8 individuos com S. epidermidis.

Nao foi observada significancia estatistica quando se comparou a
gravidade da DA (pelo SCORAD) com a presenga do S. aureus ou de
MRSA;

Foi observada significancia estatistica quando se comparou a
expressao fenotipica das enterotoxinas estafilococicas SEA e SED
com a gravidade da DA,

A sensibilizagdo alimentar identificada pelo teste alérgico de puntura
(prick test) também nao se correlacionou de forma significativa com a
gravidade da DA.

O impacto da qualidade de vida dos responsaveis pelos pacientes com
DA, avaliado pelo questionario DFI, ndo apresentou correlagao
positiva com a gravidade da DA.

Portanto, a DA € uma doenga de etiologia multifatorial, complexa, com
varios mecanismos fisiopatolégicos responsaveis pela sua
apresentacao clinica. Conclui-se, que a presenca dos S. aureus
colonizando os pacientes com DA pode ser considerada apenas um

dos diversos fatores que modulam a sua expressao fenotopica.
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l. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(menores de 18 anos)
Resolucdo 466/2012

Convido o] (a) senhor (a),
, responsavel pelo

paciente: ,

a participar da minha tese de Doutorado do Programa de Pds-Graduagdo de Doengas
Tropicais da Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp intitulado “Relagdo entra a
colonizagdo por Staphylococcus spp. e dermatite atépica: perfil de viruléncia e sua
influéncia na gravidade da doenga”. A pesquisa sera desenvolvida por mim, Luis Felipe
Ramos Berbel Angulski, médico especialista em Alergia e Imunologia Clinica e Pediatria, sob
orientagdo da professora Dra Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha, do
Departamento de Ciéncias Quimicas e Bioldgicas - Setor de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biociéncias da Unesp, em Botucatu-SP.

Sabemos que a dermatite atopica € a doencga alérgica na pele mais comum, sendo que a
maior parte dos casos iniciam na infancia, cerca de 60% ja no primeiro ano de vida. Ela é
uma doenga bastante complexa e varios fatores estdo envolvidos na sua origem. Um destes
fatores é a influéncia da colonizagdo da pele por espécies de bactérias do género
Staphylococcus, predominando espécies de S. aureus.

O objetivo da nossa pesquisa é estudar o papel destas espécies de bactérias na
dermatite atdpica, além de tentar identificar uma relagdo entre a producdo de toxinas
especificas por elas e a gravidade da doenga. Sera aplicado inicialmente um questionario
com perguntas relacionadas a presenca de outras doencas alérgicas e antecedentes
familiares, seguida de um exame fisico realizado por mim, para classificar a gravidade da
Dermatite Atopica. Também serdo realizados testes de avaliagdo de resisténcia aos
antibiéticos destas bactérias. Para isto, realizaremos a coleta de amostras com uma espécie
de cotonete (swab), em areas especificas do corpo do paciente, como narinas, axilas,
perineo e das proprias lesbes da dermatite atopica. O procedimento € indolor e nao
apresenta riscos para saude e integridade da crianga.

Realizaremos também um teste alérgico nos pacientes, denominado Teste de
Puntura, o qual consiste em pingar uma gota de cada extrato padronizado no antebrago do
paciente, seguida de uma puntura leve superficial na pele e leitura do teste em 15 minutos.
Caso o paciente reaja aquele determinado extrato, forma-se no local da picada uma “bolinha”
avermelhada que é medida em milimetros. Testaremos extratos padronizados dos principais
aeroalérgenos (acaros da poeira, pelo de cao e de gato, fungos do ar e baratas) e alimentos
(leite de vaca, ovo de galinha, soja, trigo, milho, amendoim, castanhas e camarao). Os testes
realizados ndo terdo nenhum custo para o paciente, provocando leve coceira na pele, por
cerca de 30 minutos. Ndo ha nenhum risco adicional a saude e integridade dos participantes.

Esperamos que nosso trabalho ajude a compreender melhor a relagdo entre as

bactérias do género Staphylococcus e a gravidade da dermatite atopica na crianga e
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adolescente, tendo em vista que existem no Brasil poucos estudos publicados semelhantes
ao nosso. Reforcamos que os pacientes poderdao ser encaminhados para a especialidade
de Alergia e Imunologia Pediatrica, caso ainda ndo realizem o seguimento com a
especialidade, através do agendamento direto de consultas no setor.

Fique ciente que a sua participagcéo no estudo é totalmente voluntaria e que mesmo
apo6s assinar este termo de consentimento aceitando participar da pesquisa, vocé pode
decidir em desistir da participa¢do, sem qualquer prejuizo no seu tratamento e seguimento
médico. Os custos necessarios ao transporte ao HC-FMB ficam sob responsabilidade do
responsavel do paciente, ndo havendo nenhum tipo de ressarcimento pelos pesquisadores.
Nao sera ofertado nenhum tipo de pagamento para a participagdo na pesquisa.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual
teor, o qual 01 via sera entregue ao senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via sera
arquivada e mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos apés o término da
pesquisa.

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica
em Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62
feira das 8.00 as 11.30 e das 14.00 as 17horas, na Chacara Butignolli s/n® em Rubido Junior
— Botucatu - Sao Paulo. Os dados de localizagao dos pesquisadores estdo abaixo descrito:

Apés terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo,
CONCORDO EM PARTICIPAR de forma voluntaria, estando ciente que todos os meus
dados estardo resguardados através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram.
Estou ciente que os resultados desse estudo poderdo ser publicados em revistas cientificas,

sem no entanto, que minha identidade seja revelada.

Botucatu, [

Participantes do Estudo:

Luis Felipe Ramos Berbel Angulski — alergiabotucatu@gmail.com

Endereco: Rua Genetal Telles, 1509. Centro. Botucatu-SP CEP 18602-120

Telefone: (14) 3811-6080 / 99113-8213

Profa. Dra. Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha - cunhamlIr@ibb.unesp.br
Enderego: Departamento de Ciéncias Quimicas e Biologicas — Setor de Microbiologia e

Imunologia, Instituto de Biociéncias — Unesp — Botucatu

Telefone: (14) 3880-0428

Qualquer duvida adicional, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu, através dos fones: (14) 3880-1608/3880-
1609. Endereco: na Chacara Butignolli s/n° em Rubido Junior — Botucatu - S&o Paulo.

Horario de funcionamento: de 22 a 62 feira das 8:00 as 12.00 e das 13.30 as 17horas



L. TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)
RESOLUGAO 466/2012
(Para menores de 18 anos)

CONVIDO, vocé, para participar do Projeto de
Pesquisa intitulado “Relagao entre a colonizagao por Staphylococcus spp. e dermatite
atopica: perfil de viruléncia e sua influéncia na gravidada da doenga”, que sera
desenvolvido por mim, Luis Felipe Ramos Berbel Angulski, médico especialista em
Alergia/lmunologia e Pediatria, com orientagdao da professora Dra. Maria de Lourdes
Ribeiro de Souza da Cunha (docente do Departamento de Ciéncias Quimicas e
Biologicas — Setor de Microbiologia e Imunologia).

Caso concorde em participar da pesquisa vocé devera assinar este Termo de
Assentimento e seu Representante Legal assinara o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido para participantes de pesquisa menores de 18 anos.

O nosso trabalho sera com pacientes com Dermatite Atépica. Sera realizada
coleta de amostra de bactérias da pele dos participantes, através de um swab
(semelhante a um cotonete), sob a superficie das les6es, além de narinas e axilas.
Além disso, realizaremos um teste alérgico de puntura no antebrago, para verificar a
provavel alergia aos acaros, pélos de cao e gato, fungos, baratas e alguns alimentos
(leite de vaca, ovo de galinha, soja, trigo, amendoim, castanhas, camarao e milho).

Solicito também seu consentimento para levantar seu prontuario médico para
coletar informagdes la contidas como referentes as suas consultas realizadas
anteriormente. Também sera realizado um questionario sobre algumas questoes
relacionadas as doencgas alérgicas, com duragéao de alguns minutos.

O beneficio que vocé tera em participar sera em contribuir para os estudos da
Dermatite Atopica e sua relagdo com a Microbiota Cutanea (influéncia das bactérias
da pele sobre a evolugdo da doencga). Vocé também podera verificar quais sdo os
fatores que podem estar auxiliando na piora da sua doenga, como a exposigao de
acaros ou algum alimento.

Fique ciente, que a participagido neste estudo é voluntaria e que mesmo apoés
ter dado consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retirar a qualquer
momento, sem qualquer prejuizo na continuidade do tratamento, ou qualquer outra
atividade em que vocé esteja participando.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de
igual teor, o qual 01 via sera entregue a vocé devidamente rubricada, e a outra via sera
arquivada e mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos apés o término
da pesquisa.

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de
Etica em Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de
22 a 62 feira das 8.00 as 12.00 e das 13.30 as 17horas, na Chacara Butignolli s/n° em
Rubiao Junior — Botucatu - Sdao Paulo. Os dados de localizagdao dos pesquisadores
estao abaixo descritos:

Apos terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo,
CONCORDO em participar de forma voluntaria, estando ciente que todos os meus
dados estardo resguardos através do sigilo que os pesquisadores se
comprometeram. Estou ciente que os resultados desse estudo poderao ser
publicados e revistas cientificas.

Botucatu, I

Pesquisador Participante da Pesquisa

Contato dos pesquisadores:

Luis Felipe Ramos Berbel Angulski — alergiabotucatu@gmail.com

Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp (HCFMB)

Setor CRIE / NHE - Fone (14) 3811-6080

Profa. Dra. Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha - cunhamir@ibb.unesp.br
Endereco: Departamento de Ciéncias Quimicas e Bioldgicas — Setor de Microbiologia
e Imunologia, Instituto de Biociéncias — Unesp - Botucatu

Fone: (14) 3880-0428
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il FICHA DE LEVANTAMENTO DE DADOS - PACIENTES COM

DERMATITE ATOPICA (DA)
Nome: RG
Género: ___ |dade: Raga: Fone:
Local de residéncia: Numero de moradores no domicilio: ____
Renda familiar mensal:
Inicio dos sintomas de DA: . Idade do diagndstico de DA:

Antecedentes pessoais de atopia:

Gravidade (SCORAD): Pontuagao total
1-Leve

2 -Moderada

3 - Grave

Outras comorbidades:

Antecedentes familiares de atopia:

Recebeu aleitamento materno: ( ) SIM ( ) NAO. Tempo de aleitamento materno total:
Recebeu formula de Leite de Vaca antes de 1 ano: ( ) SIM () NAO.
Via de parto: ( ) PARTO VAGINAL ( ) PARTO CESAREA.

Exames laboratoriais:

) Dosagem de eosindfilos (hemograma)
Dosagem sérica de IgA

Dosagem sérica de IgG

Dosagem sérica de IgM

(
()
()
()
( ) Dosagem sérica de Ig E total

Tratamentos utilizados:
) Hidratagdo Cutanea:
Anti-Histaminicos VO:
Corticoide Topico:
Corticoide VO:

Inibidor de Calcineurina:

(
()
()
()
()
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Internagdes no ultimo ano:

86

Hospital Data Entrada Data Saida Motivo
Uso de antimicrobianos no ultimo ano
Antimicrobiano Data inicio Data fim Motivo

Cirurgias e procedimentos invasivos no ultimo ano

Procedimento Data

Motivo

Outras informagodes de interesse:

- Fatores desencadeantes da DA (gatilhos):

[1 poeira/ p6 doméstico [ mofo (fungos) [1 alimentos [ suor excessivo [ mudanga

de clima [ alimento (especificar qual) [ animal (especificar qual) (] estresse

- Presenca de animais domésticos



NOME:

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“JULIO DE MESQUITA FILHO”
HOSPITAL DAS CLINICAS — HCFMB
FACULDADE DE MEDICIN A DE BOTUCATU — UNESP

V. LAUDO DE TESTE ALERGICO

PRICK TEST
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Idade:

Controle Positivo (Histamina): mm
Controle Negativo (Salina):

mm

Data de realizagao do teste: /

EXTRATO Resultado (mm) EXTRATO Resultado (mm)
Acaro (DP) Leite de vaca
Acaro (DF) Ovo de galinha
Acaro (BT) Soja
Fungos mix Trigo
Baratas mix Milho
Epitélio de cao Amendoim
Epitélio de gato Castanhas mix
Camarao

DP = Dermatophagoides pteronyssinus

DF = Dermatophagoides farinae

BT = Blomia tropicalis

Fungos mix = Aspergillus fumigatus, Alternaria alternaria e Penicillium notatum
Baratas mix = Blatella germanica e Periplaneta americana

Leite de vaca = caseina, alfa-lactoalbumina e beta-lactoglobulina

Ovo de galinha = ovoalbumina e ovomucoide

Castanhas mix = castanha do Para e castanha de caju

Exame realizado pelo Dr Luis Felipe Ramos Berbel Angulski
CRM-SP 145055 / RQE 79081 (ALERGIA E IMUNOLOGIA)
Doutorado em Doencas Tropicais — FMB — Unesp

alergiabotucatu@gmail.com
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V. Questionario de Impacto da
Dermatite Atopica na Familia (DFI)

O objetivo deste questionario € medir o quanto o problema de pele do seu (sua) filho
(a) tem afetado vocé e os membros da familia durante a altima semana. Por favor, marque
apenas uma resposta em cada pergunta.

01) Qual o efeito provocado pela crianga e seu problema de pele no trabalho de
casa, por exemplo, faxina, lavar e limpar.
() muitissimo ( ) muito ( ) pouco ( ) nenhum

02) Qual o efeito provocado pela crianga e seu problema de pele na preparagéo das
refeigdes/ alimentagéo.
() muitissimo ( ) muito ( ) pouco ( ) nenhum

03) Qual o efeito provocado pela crianga e seu problema de pele no sono dos outros
membros da familia.
() muitissimo ( ) muito ( ) pouco ( ) nenhum

04) Qual o efeito provocado pela crianga e seu problema de pele nas atividades de
lazer da familia.
() muitissimo ( ) muito ( ) pouco ( ) nenhum

05) Qual o efeito provocado pela crianga e seu problema de pele nas compras e
para a familia.
() muitissimo ( ) muito ( ) pouco ( ) nenhum

06) Qual o efeito provocado pela crianga e seu problema de pele nas despesas da
casa, incluindo custos com o tratamento, roupas, etc.
() muitissimo ( ) muito ( ) pouco ( ) nenhum

07) Qual o efeito provocado pela crianga e seu problema de pele ao causar cansago
ou exaustdo nos pais ou responsaveis.
() muitissimo () muito ( ) pouco ( ) nenhum

08) Qual o efeito provocado pela crianga e seu problema de pele ao causar
disturbios emocionais, tais como depresséo, frustragdo ou culpa nos seus pais
Ou responsaveis.
() muitissimo () muito ( ) pouco ( ) nenhum

09) Qual o efeito provocado pela crianga e seu problema de pele nas relagbes entre
o principal responsavel/ cuidador e seu parceiro e os demais membros da
familia.

() muitissimo ( ) muito ( ) pouco ( ) nenhum

10) Qual o efeito provocado pela crianga e seu problema de pele nos aspectos

gerais da vida do seu principal cuidador/ responsavel.
() muitissimo () muito ( ) pouco ( ) nenhum

PONTUACAO TOTAL:



VI. SCORAD

SCORAD INDEX Lot Mene T
EUROPEAN TASK FORCE o ] oo
ON ATOPIC DERMATITIS owootvisr: [T LT ]

A: EXTENT Please indicate the areaimvolved | |
|a:|musm1
C: SUBJECTIVE SYMPTOMS

PRURITUS + SLEEP LOSS
CRITERIA INTENSITY MEANS OF CALCULATION
Erythema INTENSITY ITEMS
Oedema'Papulation (average representative area)
Oazing'crust 0= absence
Excoriation 1= mild
Lichenification 2= modarate
Dryness* * Dryness s evaluated -

on uninvolved arcas P

Visual analog scale PRURITUS (010 19} :]lllllllllllllllllllllIllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll
iy ernigie SLEEP LOSS (0t 10) DllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllIlllllllllllllllllmlll
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VII.  Critérios Clinicos de Hanifin e Rajka (1980)

Critérios maiores (3 ou +)

1. Prurido

2. Morfologia e distribuicéo tipica das lestes
- Liquenificagéo flexural ou linearidade em adultos
- Envolvimento facial e extensor na crianga

Dermatite cronica e recidivante
Histéria pessoal ou familiar de atopia (asma, rinite alérgica, dermatite atépica)

Critérios menores
1. Xerose 12. Catarata subcapsular anterior
2. Ictiose, hiperlinearidade palmar, creatose pilar 13. Escurecimento periorbital
3. Prick-test positivo 14. Eritema ou palidez facial
4. Aumento da IgE sérica 15. Pitiriase alba
5. Tendéncia a infecgbes da pele (S. aureus/Herpes) 16. Prurido com a transpiragao
6. Tendéncia a dermatite inespecifica de méos e pés 17. Pregas anteriores no pescogo
7. Eczema de mamilo 18. Intolerancia a | e solventes lipidicos
8. Queilite 19. Acentuagéo perifolicular
9. Conjuntivite recorrente 20. Intoleréncia alimentar
10. Prega infra orbitéria de Dennie-Morgan 21. Curso influenciado por fatores ambientais e/ou emocionais

11. Ceratocone 22. Dermografismo branco
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VIII. Aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa

L) redan
o Serce Mamanex

@B UNESP -FACULDADE DE
s MEDICINA DE BOTUCATU

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Relagao entre & colonizagdo por Staphylococcus spp. @ dermatite atdpica: perfil de
viruléncla e sua Influéncia na gravidada da doenga.

Pesquisador: Luis Felipe Ramos Berbel Angulskl

Area Temética:

Versdo: 4

CAAE: 35423520.7.0000.5411

Instituicio Proponente: Departamento de Microblologia @ Imunciogia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 4519.478

Apresentagio do Projeto:

Existem relatos na literatura sobre a relagio entre dermatite atdpica e colonizagdo nasal por espécies de
estafllococos. Neste estudo, os autores propdem o estudo da presenga de colonizaglo nasal por
Swaphylococcus aweus e Staphylococcus epldermidis em trés grupos: dermatite atdpica leve (70 paclentes),
moderada (65 paclentes) e grave (65 pacientes). A pesquisa sera felta pela coleta de swabs nasals
(procedimento que causa desconforto leve, mas de balxos riscos). Os microrganismos sarfo estudados
quanto & clonalidade e presenga de genes de viruléncla.

O estudo sera estudo prospectivo envolvendo uma amostra de paclentes com diagndstico de dermatite
atdpica em seguimento no ambuiatério de Alergla e Imunciegla Pediatrica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu (Unesp), sendo respeitados os critérios de Inclusdo e exclusio, os
responsavels dos pacientas selecionados serdo convidados a participar da pesquisa, assinando o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).O perfil de sensibliizacdo de aerogérgenos e allimentos dos
pacientes selecionados seré obtido pela dosagem sérca de IgE especifico ou teste de puntura de leltura
Imediata (pricktest), com extratos padronizados, em qualquer momento da doenga. Sera felta coleta de
dados demogréficos e ciinicos, aplicagio de questiondrios, andlise de prontudrios, coleta dos espécimes
microblologicos. As amostras das mucosas nasal e lesdes serdo coletadas simultaneamente através de
swabs.

Enderego: Chacara Butignoll | s

Balro: Rubilio Junicr CEP: 188184070
UF: 8P Municiplo: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1800 E-mall: copitmb unesp be
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Critério de Incluso: 1. Paclentes com Idade de 0 a 18 anos completos.2. Diagndstico da dermatite atdpica
segundo os criténos de Hanfin e Rajka (1980), o qual considera doenga confirmada a presenca de 3 critérios
clinicos malores e 3 ou mals critérios dinlcos menores 3. Presenca de dermatite atopica leve, moderada ou
grave de acordo com o escore de gravidade SCORAD (Scorng atopic demmatitis), sendo considerados leves
0s paclentas com pontuagdo entre 0-15, moderada entre 15-50 e grave >50.4. Presanga de lesio aguda
caracterizada por hiperemia, exsudato e prurido, sem sinals de Infecglo secundérnia. J& a lesdo crinica é
caracterizada pela presenga de liquenificagdo.- Andlise estatistica Os dados dos questionarios serio
alimentados em banco de dados no software EPI INFO 7 (Centers for DiseasesControl and Pravention,
Atlanta, GA, USA) e analisados com 0 SPSS v. 19.0 (IBM, Armonk, NY, USA). Os desfechos de Interessa
gerdo a colonizagdo por S. aureus, espécles de ECN e MASA. Dados serdo Iniciaimente submetidos a
andlise univariada, e posteriorments a modelos multivariados de regressao loglstica, para ientificag3o de
fatores Independentemente assoclados aos desfechos. Também serdo analisadas assoclagdes entre a
colonizag0o por Isolados de Staphylococcus spp. carreadores de genes e produtores de fatores de
viruléncia com & gravidade da DA. Critério de Exclus3o: 1. Paclentes que apresentem, no momento da
gselegio, lesdes Infecciosas bacterianas secundarias, como Impetigo, celulite, furinculo, etc 2. Uso de
antiblotico sistémico nos (ltmos 30 dias da coleta do material dinico.3. Uso atual de Imunossupressor
sistémico.

Total 200 participantes

Objetivo da Pesquisa:
Identificar associagio entre colonizaglo estatiocdcdica e gravidade da dermatite atdpica

Descrever a frequéncia da colonizago cutinea e nasal por Staphylococcus aureus e as prindpals espécies
de estafilococos coagulase-negatives (S. epldemmidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. capitis, S.lugdunensis
e S. wamerl) em pacientes com dermatite atépica, nas lesdes agudas e cronicas, além de Identificar os
genes e a expressio de toxing, as quals atuam como superantigenos.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:
Refera apresantar risco de desconforto aos participantes de pesquisa devido & utiizagio de swabs para a
coleta das amostras de vestibulo nasal. Os testes alérgicos cutineos (prick test) sdo

Enderego: Chacara Butignoll , s

Balro: Rubifio Junior CEP: 135184070
UF: 8P Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1800 Emall: cop®tmb unesp b
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considerados ndo Invasivos, com leve desconforto na pele, sem causar hemorragla ou complicagdes.
Quanto aos beneficlos, otrabalho podera servir de apolo para a compreenslo da epidemiologla da
colonizag&o e Infecgdo pelos micro-organismos estudados nos pacientes com dermatite atdpica.
Possibliitara correlacionar a gravidade da doenga com o perfll de viruéncia das bactérias estudadas. Os
pacientas também se beneficiaro com a reallzagio dos testes alérgicos dos principals aercalérgencs e
allmentos que possam estar envolvidos na etiopatogenia da doenga, auxiliando numa melhor
restrigio/exposi¢gdo e controle da doenga.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo relevante e factivel. Conforme pareceres anteriores emitidos pelo CEP, os
pesquisadores apresentaram TCLE sos participantes da Pesquisa, atendendo a Resoluglo 466/2012.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Foram apresentados documentos: folha de rosto, anuéncias Institucionals, Inclundo do HCFMB (local de

execugio da pesquisa), projeto completo, TALE e TCLE aos pals ou responsavels pelos panicipantes.

Recomendacbes:

apresantar relatoro final de atvidades apds encarramento da pesquisa.

a coleta de dados devera ser Iniclada apds a aprovagio do CEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Apds an&lse em REUNIAO ORDINARIA, o Coleglado deliberou APROVADO o Projeto de Pasquisa.
Consideragdes Finais a critério do CEP:

Contorme dellberago do Coleglado, em REUNIAO ORDINARIA do Comité de Etica em Pesquisa
FMB/UNESP, realizada em 01/02/2021, o Projeto de Pesquisa apresentado encontra-se APROVADO. O
Pesguisador devera enviar Relatdrio Final de Atividades 20 final da pesquisa.

Comita de Etica em Pesgquisa FMBAUNESP

Enderego: Chacara Butignolll , ain

Bairro: Rutifio Junicr CEP: 18518070
UF: 3P Munieiplo: BOTUCATU
Telefone: (14)3850-1800 Emall: CopA b UNGGH B
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Enderego: Chacara Butignoll , ain

Bairro: Rubifio Junior
UF: 8P

CEP: 185184070

Municiplo: BOTUCATU
Telefone:  (14)3850-1800

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Bésicas |PBE_IN S_BASICAS_DO_P | 14/01/2021 Acalto
|do Projeto RQJETO_1564761.pdt 0B:41:46
Outros CARTA_RESPOSTA_3.odt 14/01/2021 |Luls Fellpe Ramos Acaito
084126 |Barbel Angulski
TCLE /Termos de | TCLE_JAN2021.00Cx 14/01/2021 |[Luis Fellpe Ramos Acailto
Assantimento / 08:3957 |Berbel Angulskl
Justificativa de
Auséncia
[Outros CARTA_RESPOSTA_2odt 09/A1/2020 |Luls Felipe Ramos | Aceito
08:3301 | Berbel Angulski
Outros ANUENCIA_SUPERINTENDENTE.pdf 09M11/2020 |Luls Fellpe Ramos Acalto
_ 08:32:44 | Berbel Angulski
[TCLE / Termos de |1 CLEFINAL OOt 09/11/2020 |Luis Felpe Ramos | Aceilo
Assantimento / 08:3225 |Berbel Angulskl
Justificativa de
Auséncia _ _ _
s Carta_Resposta_2.pat 05/11/2020 |Luis Fellpe Ramos | Aceito
08:4805 |Berbel Angulski
Outros ANUENCIA_KIKA pdf 04/11/2020 |Luls Fellpe Ramos Acalto
123737 | Berbel Anguiski
Outros CARTA_RESPOSTA.pal 20/068/2020 |Luis Fellpe Ramos | Aceito
09:1131 | Berbel Angulskl
TCLE /Termos de | TALE.docx 17/08/2020 |Luls Fellpe Ramos Acalto
Assantimento / 1531:17 | Berbel Angulskl
Justificativa de
Auséncia
Outros HCFMB_pdf 17/08/2020 |Luls Fellpe Ramos Acalto
. _ 152841 |Barbeal ki
[TCLE / Termos de | TCLE.oat 06/07/2020 |Luis F?:lpe Ramos Acailo
Assantimento / 07:3801 |Berbel Angulski
Justificativa de
Auséncia _ _
Dedaragao de Blorrapositono. pat 06/07/2020 [Luis Fellpe Ramos Acalto
Manuseio Material 07:3653 |Berbel Angulskl
Bloldgico /
Bloreposiono /
Blobanco
Deciarago de DECLARACADEXT ERNA pat 06/07/2020 [Luis Fellpe Ramos Acalto
concorgancia 07:3607 | Berbel Angulski
Projeto Detalhado / | PROJETO2020.docx 06/07/2020 |Luls Fellpe Ramos Acalto
Brochura 07:34:42 |Barbel Angulski
 Investigador
Cronograma CRONOGRAMA oat 06/07/2020 |Luls Fellpe Ramos
073323 | Berbel Angulskl

E-mall: Coptmb unesn b
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Foma de ROS0 FOLHAROSTO.pat 06/07/2020 |Luis Felipe Ramos | Acaio
_ 07:3156 | Barbel Angulski

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nzo

BOTUCATU, 02 de Feverairo de 2021

Assinado por:

SILVANA ANDREA MOLINA LIMA

Enderego: Chacara Busignoll , am

Bairro: Rutifio Junior

UF: 3P Municiplo: BOTUCATU
Telefone: (14)3850-1800

(Coordenador(a))

CEP: 185184070

Emall: cop@tmb unesp be
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