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RESUMO

Introdugdo: A acne vulgar é um distarbio inflamatério da glandula pilossebicea. O acido
palmitico é um dos principais tipos de dcidos graxos livres e pode desempenhar um papel
na patogénese da acne. Além disso, estudos recentes sugeriram que o Staphylococcus epider-
midis pode estar envolvido na acne.

Objetivo: Explorar a associacio entre a Staphylococcus epidermidis e o dcido palmitico na
acne vulgar.

Métodos: 43 estudantes do ensino médio de uma area urbana do sul de Sulawesi, na In-
donésia, foram incluidos. O nivel de 4cido palmitico foi medido utilizando cromatografia
gasosa e os comedoes foram cultivados para detectar o perfil do microbioma. O teste de
Mann-Whitney foi utilizado para analisar a diferenca do nivel palmitico médio entre os
grupos com diferentes graus de gravidade da acne vulgar.

Resultados: 14 pacientes (32,6%) apresentavam acne vulgar leve, enquanto 14 e 15 pa-
cientes apresentavam acne vulgar moderada e grave, respectivamente. O grupo grave e
moderado apresentou nivel de acido palmitico significativamente maior em comparacio
ao grupo leve. A anilise de subgrupo de pacientes com acne vulgar moderada e grave,
positiva para S. epidermidis, mostrou um nivel significativamente maior de acido palmitico
comparado ao grupo leve.

Conclusdes: Esses resultados sugerem que S. epidermidis pode estar associado ao nivel de
dcido palmitico e pode contribuir na patogénese da acne.

Palavras-Chave: Acne vulgar; Staphylococcus epidermidis; Acido palmitico

ABSTRACT

Introduction: Acne vulgaris is an inflammatory disorder of the pilosebaceous gland. Palmitic acid is
one of the major types of free fatty acid and may play a role in acne pathogenesis. In addition, recent
studies suggested that Staphylococcus epidermidis might be involved in acne.

Objective: 1o explore the association between Staphylococcus epidermidis and palmitic acid in acne
vulgaris.

Methods: Forty-three high school students at an urban area in South Sulawesi, Indonesia, were
included. The palmitic acid level was measured using gas chromatography and comedone was cultured
to detect the microbiota profile. Mann-Whitney test was used to analyze the median palmitic level
difference between groups with different acne vulgaris severity.

Results: Fourteen patients (32.6%) had mild acne vulgaris, while 14 and 15 patients had moderate
and severe acne vulgaris, respectively. The severe and moderate group showed significantly higher pal-
mitic acid level compared with the mild group. Subgroup analysis of patients with moderate and severe
acne vulgaris positive for S. epidermidis showed a significantly higher palmitic acid level compared
with the mild group.

Conclusions: This result suggests that S. epidermidis may be associated with the palmitic acid level
and may contribute to acne pathogenesis.

Keywords: Acne vulgaris; Staphylococcus epidermidis; Palmitic acid
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INTRODUCAO

A acne vulgar é uma doenga inflamatéria cronica das glan-
dulas pilossebaceas em que as lesdes podem ser ndo inflamatdrias
(comeddes abertos e fechados) ou inflamatdrias (papulas e pastu-
las)."? A acne vulgar ocorre principalmente na adolescéncia até a
idade adulta jovem e pode causar hiperpigmentacio e cicatriza¢io
pos-inflamatéria. Um estudo realizado por Bhate et al. apontou
que a acne pode ser encontrada em cerca de 20% dos adultos
jovens.” Além disso, a acne tem uma alta persisténcia e 43% das
pessoas com mais de 30 anos ainda a apresentam. A acne também
apresenta uma forte predisposicio genética, sendo que em cerca
de 80% dos casos pode ser herdada por parentes proximos.™*

A pele humana abriga um grupo diversificado de mi-
crorganismos nos quais Staphylococcus, Cornybacterium e Propioni-
bacterium constituem 60% de todas as espécies bacterianas.” No
entanto, existem apenas estudos limitados examinando toda a po-
pulagio do microbioma em pacientes com acne e seu papel na
fisiopatologia da doenca. Apesar da visio amplamente aceita sobre
o papel da Propionibacterium acnes (P acnes) no desencadeamento da
acne, estudos recentes sugerem que a Staphylococcus epidermidis (S.
epidermidis) também pode estar envolvido em sua patogénese. Pa-
thak et al.® demonstraram que a carga microbiana de S. epidermidis
aumenta nas lesdes de acne em comparagio com o controle. Esse
resultado estd de acordo com um estudo recente que encontrou
taxas mais elevadas de S. epidermidis em comparac¢io com P acne.”
A microbioma de S. epidermidis aumenta as lesdes de acne em
comparacio com o controle. Esse principio esta de acordo com
um estudo recente no qual S. epidermidis ¢ encontrado de forma
mais abundante em comparacio com P acnes, sugerindo o possivel
papel de S. epidermidis na patogénese da acne.

Além do microbioma, também se demonstrou que os
acidos graxos livres (AGL) estio envolvidos no desenvolvimento
da acne, ja que o aumento do nivel do AGL levara ao afluxo de
neutrdfilos por meio do processo de quimiotaxia.® Uma dieta
rica em gordura demonstrou poder induzir ou agravar as lesdes
de acne vulgar.” De todos os tipos de AGL, o icido palmitico e
seus derivados tém se demonstrado o tipo mais abundante.'*!?
O acido palmitico pode estimular a libera¢io de varias citoci-
nas pro-inflamatérias e contribuir para a hiperqueratinizacio do
ducto pilossebiceo e para a inflamacio da acne."”

Até onde sabemos, nenhum estudo observou a associa¢io
entre S. epidermidis e acido palmitico e sua relagio com a acne
vulgar. O objetivo deste estudo é investigar o perfil do micro-
bioma, especialmente do S. epidermidis, em pacientes com acne
vulgar e avaliar sua associagdo com o nivel de acido palmitico na
inducio de lesdes de acne vulgar.

METODOS

Este estudo transversal foi realizado no ensino médio em
Makassar, no sul de Sulawest, na Indonésia, de julho a agosto de
2017. Os participantes receberam explicagdes sobre o estudo e
aqueles que concordaram em participar foram convidados a as-
sinar um termo de consentimento livre e esclarecido (NGmero
Ref.: 145/H4.8.4.5.31/PP36-KOMETIK /2017 do Comité de
Etica da Universidade Hasanuddin). Individuos que nio toma-
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ram retinoides, antibidticos, anti-inflamatdrios e nio utilizaram
outros produtos antimicrobianos, como sabonete e xampu an-
tifiingicos, no Gltimo més foram avaliados quanto a gravidade
da acne de acordo com o critério Lehman e classificados como
apresentando acne vulgar leve, moderada ou grave." Também
receberam questionarios para registrar a historia familiar de acne
e os habitos alimentares.

O sebo foi extraido da testa, regido nasolabial, bochecha e
queixo com um papel absorvente usando acetona e éter dietilico
com uma propor¢do de 1:1 e depois metilado com solugio de
hidréxido de feniltrimetilamina 0,2M em metanol. A croma-
tografia gasosa foi usada para examinar o produto. A referén-
cia padrio usada foi Supelco® 37 componente FAME Mix. A
concentra¢io padrio utilizada para o acido palmitico foi de 601
ppm injetada no cromatdgrafo a gis. A analise foi feita em um
amostrador automatico Ultra Shimadzu GC-MS QP 2010 com
um injetor splitless. As separa¢des foram realizadas usando a colu-
na capilar SH-Rxi-5Sil MS (30m x 0,25mm). O hélio foi usado
como gis de transporte a taxas de fluxo de 1,99ml/min e uma
razio de menos de 1:10. A temperatura do injetor foi de 250
’C. A temperatura do forno foi programada a 140 °C para uma
espera de 10 minutos e aumentada para 250 °C com um fluxo de
7 °C/min, que foi mantido por 10 minutos, resultando em um
tempo total de analise de 35,71 minutos. Obtiveram-se os espec-
tros de MS na faixa de 40-500m/z, fonte ionica e temperatura da
interface de 210 °C e 255 "C, respectivamente, e tempo de corte
do solvente de trés minutos.

A amostra de lesdes comedonais foi retirada usando um
extrator de comeddes estéril e cultivada em agar sangue, que foi
incubado a 37 °C durante 48-72 horas. As coldnias crescentes
foram observadas ao microscopio com coloracio de Gram. Cada
colonia foi transformada em suspensio equivalente a McFarland
0.5. Foram recolhidos 145ul e 280ul das suspensdes Gram-posi-
tiva e Gram-negativa, respectivamente, ¢ adicionados a tubos de
reacio contendo 3ml de solugio salina. A suspensio Gram-posi-
tiva foi colocada em cartdes GPcard e AST GP 67 ¢ a suspensio
Gram-negativa foi colocada em cartdes GNcard dan ASTN 100
antes da anélise final usando o Vitek®.

A analise dos dados foi realizada pelo programa estatistico
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 18.0 para Windows
(SPSS Inc. Chicago, IL, EUA). O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para analisar a diferenca do nivel palmitico médio entre
os grupos com diferentes graus de gravidade da acne vulgar. Um
valor de p<0,05 foi considerado significativo.

RESULTADOS

Os dados demograficos da tabela 1'® mostram que dos 43
participantes, a maioria (33 pacientes, 76,7%) era do sexo mas-
culino e adolescente (15,77 £ 0,84 anos). Desses, 25 possuiam
historia familiar de acne vulgar (58,1%). Quanto a dura¢io da
doenca, 34,8% dos participantes (15 pacientes) apresentavam
acne ha dois anos e 10 sujeitos (23,3%) apresentavam ha um e
trés anos, respectivamente. A maioria dos pacientes (31 pacientes,
72,1%) consumiu alimentos gordurosos. A populac¢io apresentou
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distribui¢io quase uniforme de gravidade da acne, em que 14 | p=0,023 |
pacientes foram diagnosticados como tendo acne leve, 14 pa- D=0,015 P=0,663
cientes como tendo acne moderada e 15 pacientes como tendo 120000 : ’ 1 ’ .
acne grave. T
A figura 1" mostra que a concentracio de dcido palmiti- g .
co na acne grave (mediana = 30.400 ppm) foi significativamente S  80000-
maior do que na acne leve (30.400 ppm versus 12.746 ppm).Tam- E .,
bém observou-se que o nivel de acido palmitico na acne mode- K o®
rada foi significativamente maior do que na acne leve (p<0,05). S . s
No entanto, nenhuma diferenca no nivel de acido palmitico foi S 40000+ o*° .:o *
encontrada entre pacientes com acne moderada e grave. g - _.':':_ e
A tabela 2 mostra a frequéncia do microrganismo encon- 5 —o-:-l—.- L se®
trado nos participantes. Foi demonstrado que o S. epidermidis foi % 0 ..:.. : 7'
o microrganismo mais frequentemente cultivado (32 individuos, Suave Moderada Severa

74,41%), enquanto os microrganismos nio S. epidermidis foram ; )
Nivel de acometimento de Acne vulgar

FIGURA 1: Comparagao dos niveis de dcido palmitico entre diferentes
grupos de acne vulgar

isolados em 11 casos (25,59%). Os microrganismos isolados nio
S. epidermidis foram Staphylococcus hominis (quatro casos), Staphy-

lococcus warneri (dois casos) Staphylococcus xylosus (1'1m caso), Sta- Fonte: Tabri F, et al. 2018
phylococcus aureus (um caso), Staphylococcus haemolyticus (um caso),
Staphylococcus capitis (um caso), Lactobacillus plantarum (um caso).

Os dados da figura 2" mostram que nio houve associacio

TABELA 2: Frequéncia de microrganismos encontrados nos participantes

entre S. epidermidis e o nivel de acido palmitico. No entanto, os

dados da figura 3, sobre a anilise de subgrupo de pacientes com Etiologia Frequéncia (n) Percentual (%)
cultura positiva de S. Epidermidis, demonstraram que o nivel de Staphyloccocus epidermidis 32 74.41
acido palmitico em individuos com acne vulgar moderada foi Non-Staphyloccocus epidermidis 1 25,59%
significativamente maior em compara¢io com a acne vulgar leve .
) . ) ’ LT, Staphylococcus hominis 4
(p=0,006). Além disso, também observou-se que os individuos
Staphylococcus warneri 2
TABELA 1: Caracteristicas basicas da populagdo Staphyloccocus xylosus 1
Categoria Frequéncia (n)  Porcentagem Staphyloccous aureus 1
Género Staphylococcus haemolyticus 1
Homens 33 76,7 Staphylococcus capitis 1
Mulheres 10 23,3 Lactobacil/us plantarum 1
Idade (média, DP) 15,77 + 0,84 anos Total 43 100
Histdrico familiar
Presente 25 58,1
Inexistente 18 41,9
i 5 : P=0,596 :
Alimentagao E 120000~ I |
X [ ]
Leite 7 16,3 o
Nt
Chocolate 3 7,0 )
2 L]
. =
Alimentos gordurosos 31 72,1 § 80000
Alimentos ricos em actcar 2 4,7 8
o
Grau de Gravidade da Acne =) Py
v
o .
Leve 14 32,6 % 40000
Médio 14 32,6 3
B e e
2
Grave 15 34,9 z ...:..‘ *
. . Soo 000°
Nivel de AGLs m) (mediana, I e
(ppm) ( »11Q 24,358 (12,946-39,838) 0 T T
(Intervalo Interquartil) Negativo Positivo
PCR para P. acnes B P .
P Propionibacterium acnes
Positivo (+) 5 1,6 FIGURA 2: Associacao entre os niveis de acido palmitico e P. acnes,
Negativo (-) 38 88,4 identificados por PCR

Fonte: Tabri F, et al. 2018" Fonte: Tabri F, et al. 2018"
: ,etal.
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80,000 P=0.064
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FIGURA 3: Analise da associagao entre acne vulgar e acido palmitico nos sub
grupos

com acne vulgar grave apresentaram maior nivel de dcido palmi-
tico em comparagio com aqueles com acne leve, com nivel de
significancia limitrofe (p=0,064).

DISCUSSAO

Os dados do nosso estudo demonstraram que quanto
maior o nivel de icido palmitico, maior o grau de gravidade
da acne. Os niveis de acido palmitico na pele facial de pacien-
tes com acne vulgar grave ¢ moderada foram significativamente
maiores do que naqueles com acne vulgar leve. Varios estudos
téem sugerido o papel do acido palmitico na inducido de citoci-
nas pro-inflamatérias que contribuem para a inflamac¢io e hi-
perqueratiniza¢io do ducto pilossebiceo.'” " O icido palmitico
mostrou inibir o peréxido de hidrogénio, o que faz com que
os mediadores pro-inflamatérios passaem mais facilmente para a
derme e agravem a inflamagio.'

Os dados da tabela 2 apontaram que a Staphylococcus epi-
dermidis foi o microrganismo mais comumente encontrado nos
individuos estudados. Curiosamente, nio se obteve P acnes atra-
vés de cultura, apesar da visio classica de que P acnes induz a
acne. Resultado semelhante foi encontrado por Dreno et al.”, em
que a S. epidermidis foi a bactéria mais abundantemente encon-
trada em pacientes com acne vulgar. Os autores também des-
cobriram que o P acnes constitui apenas menos de 2% de toda
a populacio. Em contraste, outros estudos mostraram que, na
populacio normal, o P acnes pode representar até 30% de todo o
microbioma facial.'">'® Uma possivel explicacio para esse achado
¢ que o S. epidermidis aerdbico e anaerdbico facultativo é o me-
diador do processo de fermentagdo que inibe o crescimento do
Pacnes anaerébico."

Embora os dados da figura 2" mostrem que o S. epidermi-
dis ndo estava associado ao nivel de acido palmitico, a analise de
subgrupo de pacientes com cultura positiva de S. epidermidis de-
monstrou que o nivel de acido palmitico em pacientes com acne
vulgar moderada ¢ significativamente maior em comparagio
aqueles com doenca leve (p=0,006). Também observou-se que
os individuos com acne grave apresentavam maior nivel de dcido
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palmitico em comparagio com aqueles com acne leve, com ni-
vel de significincia limitrofe (p=0,064). Estudos vem sugerindo
o possivel papel do acido palmitico na inducio da acne vulgar,
através da ativagdo do complexo 1 da proteina alvo mecanistico
da rapamicina (mTORC1), desencadeando a ativacio do recep-
tor toll-like 2 (TLR2) e a hiperqueratiniza¢io do ducto pilosse-
baceo.**"2! Além disso, a expressio de NLRP3 e a producio de
IL-1B mediada por inflamassomas também sio supra-reguladas,
o que perpetua ainda mais o processo de inflama¢io.”? Em con-
junto, esse resultado sugere que o S. epidermidis pode estar asso-
ciado ao nivel de acido palmitico e, portanto, pode estar envol-
vido na patogénese da acne vulgar. Mais estudos biomoleculares
s30 necessarios para confirmar essa hipotese.

Literatura recente vem demonstrando que o S. epidermidis
pode estar envolvido na patogénese da acne vulgar.”? O estudo
de Bialtecka ef al. apontou que o S. epidermidis induz inflama-
¢do na forma de producio de dxido nitrico dentro do tecido
infectado. Também induzem a ativa¢io de macrdfagos, como
demonstrado pelo aumento da producio de TNF-alfa e IL-12
apds a incubacio com S. epidermidis.** Esse topico permanece
controverso, no entanto, ja que a Staphylococcus demonstrou ativar
TLR2 e induzir miR-143 nos queratindcitos que visam 3 ‘UTR
de TLR2 e diminuem a estabilidade da proteina TLR2 mRINA
e TLR2; resultando na inibicio de citocinas pro-inflamatorias

de P acnes.?>2°

Além disso, um estudo sugeriu que a composi¢io
de acidos graxos nio se associa a presenca de acne, embora possa
diferir de acordo com a quantidade de triglicérides.”” Ainda, S.
epidermidis é capaz de formar um biofilme, secretando a ade-
sina exopolissacaridica intercelular que suporta uma condi¢io
anaerdbica para que a P acne se desenvolva.”®* Com os dados
acima mencionados, o fato se o microbioma da pele fornece um
efeito protetor ou patogénico permanece discutivel.”

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a explorar
a associacdo entre S. epidermidis e o nivel de acido palmitico e
seu efeito na acne vulgar. Este é um estudo inicial realizado para
avaliar a prevaléncia de acne vulgar na populacio adolescente de
uma area urbana e sua associa¢io com niveis de dcido palmitico
em pacientes com acne vulgar. No entanto, como um estudo
preliminar, o tamanho da amostra é limitado e, portanto, algumas
analises de subgrupo devem ser conduzidas. Este estudo também
avaliou apenas um tipo de acido graxo livre. Acredita-se que o
esqualeno e seu perdxido, por exemplo, contribuem para induzir
a inflamacio e a formag¢io de comeddes.’ Futuros estudos de
maior escala examinando mais de um tipo de acido graxo livre
devem ser conduzidos. No entanto, este estudo forneceu dados
importantes e, assim, construiu uma base para estudos futuros
neste campo.

O resultado deste estudo mostra que S. epidermidis ¢ o
microrganismo mais comumente cultivado pelos participantes.
Além disso, S. epidermidis pode estar associado a niveis mais ele-
vados de acido palmitico, o que pode contribuir para o desen-
volvimento da acne vulgar. Mais estudos sobre o mecanismo
subjacente de S. epidermidis na indu¢io do nivel de dcido palmi-
tico e acne vulgar precisam ser conduzidos para confirmar essa
hipotese. ®
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