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No cuidado pessoal, a destruicdo indiscriminada do microbioma pelos conservantes

tradicionais pode, ndo intencionalmente, alterar o florescente ecossistema que forma
o microbioma da pele. Como alternativa, foram estudados peptideos antimicrobianos,
com relacdo aos seus efeitos sobre as espécies microbianas da pele, usando 16S rRNA
e adotando um novo enfoque para comparacao.

W [ el cuidado personal, la destruccion microbiana indiscrimada por los conservantes

’E_ tradicionales puede alterar involuntariamente el floreciente ecosistema en el
microbioma de la piel. Como alternativa, se exploraron los péptidos antimicrobianos
por sus efectos sobre las especies microbianas de la piel usando 16S rRNA y adoptaron

un nuevo enfoque comparativo.

In personal care, indiscrimate microbial dstruction by traditional preservatives can
unintentionally alter the thriving ecosystem in the skin ‘microbiome. As an alternative,

antimicrobial peptides were explored for their effects on the skin’s microbial species
using 165 rRNA and adopted a novel comparative approach.

a mesma forma que cada indivi-

duo tem uma impressao digital di-

ferente, as pessoas possuem seus
proprios microbiomas, que sao formados
pelareunido dacomunidade de microbios
que as habita. Esses microbios atuam
como uma tropa de defesa. A microflora
que habita nossa pele, por exemplo, ¢
responsavel por manter sua satide restau-
rando sua imunidade e sua comunicagao
com o sistema linfatico.!

Porém, na area de cuidado pessoal, a
destrui¢do indiscriminada do microbio-
ma, 0 que muitas vezes ocorre por causa
dos preservantes tradicionais, pode, ndo
intencionalmente, alterar o florescente
ecossistema formado pelo microbioma
da pele. Neste estudo, como alternativa,
foram estudados peptideos antimicrobia-
nos em relagdo aos seus efeitos sobre as
espécies microbianas da pele.

Sobre esse tema, uma recente pesquisa
queanalisouaatividade da enzima histona
deacetilase (HDAC) concluiu que alguns
antimicrobianos naturais conseguem des-
truir bactérias patogénicas, a0 mesmo
tempo que mantém as bactérias que habi-
tam amicrofloradapele, dando suporte ao
equilibrio do microbioma e promovendo a
satde geral da pele. Por isso, a expressido
da HDAC foi usada como indicador para
comparar os efeitos de biocidas tradi-
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cionais sobre o microbioma da pele com
antimicrobianos naturais.

Na verdade, a aplicagao de antimi-
crobianos topicos alterou os niveis da ex-
pressdo de HDAC e reduziu a populagao
do microbioma. Embora essa pesquisa
tenha sugerido que a HDAC ¢ o canal de
comunicag¢do entre a microflora e a pele,
omensageiro do “bate-papo” microbiano
ainda ndo foi determinado.

Como demonstraremos, foi feita uma
abordagem tradicional para analisar os
efeitos em espécies do microbioma da
pele. Especificamente, os efeitos foram
avaliados com a aplicagdo de trés pepti-
deos antimicrobianos: o fermento filtrado
daraiz de Leuconostoc, o fermento Lacto-
bacillus, e o ingrediente de denominagio
INCI: Lactobacillus (and) Cocos nucifera
(coconut) fruit extract. Esses agentes fo-
ram comparados com um controle nega-
tivo (dgua) e com um controle positivo
(triclosan). A populacdo do microbioma
foi determinada por extracdo do DNA,
amplificagdo e do sequenciamento do 16S
RNATribossdmico (rRNA), porreacao em
cadeia da polimerase (PCR).

Neste trabalho, foi usado um enfo-
que menos convencional, tendo em vista
o tamanho do painel ¢ a avaliagdo feita
durante o estudo. Embora grandes pai-
néis de sujeitos permitam o reconheci-
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mento de tendéncias entre eles, porque
¢ considerada a individualidade de cada
microbioma, seria dificil estabelecer ten-
déncias dentro de um mesmo grupo de
sujeitos. O exame das dobras nasolabiais
de cada sujeito pode isolar a localiza-
¢do geografica do microbioma, embora
a variacao da microflora de pessoa para
pessoa ainda seja incontrolavel. Assim,
padrdes da alteracdo microbiana de cada
sujeito do teste foram avaliados indivi-
dualmente.

Os Microbios da Pele e o
Método 16S rRNA

Para entender a significancia deste
estudo, primeiramente ¢ fundamental
conhecer alguns dos microrganismos
comuns que sdo comumente encontra-
dos na pele e 0o método de identificagdo
bacteriana utilizado para a identificacao.

As espécies de microrganismos pes-
quisadas foram: Staphylococcus sp.,
Corynebacterium sp., Propionibacte-
rium sp., Streptococcus sp. e Aeroba-
cillus sp. O Staphylococcus epidermi-
dis € um dos microbios mais comuns e
abundantes na pele e pode ter uma rela-
¢do mutua da pele com o intestino, onde
amaioria da sua flora habita.? A Coryne-
bacterium jeikeium ¢ um microbio que
oferece protecdo epidérmica por meio
deumarelagdo mutua com o hospedeiro
e ¢ considerado mais benéfico do que
perigoso para a pele.? Muitas vezes, o
Propionibacterium acnes esta associa-
da a efeitos prejudiciais a pele, como
a acne, mas esta bem estabelecido que
tanto os pacientes saudaveis quanto os
propensos a acne estdo colonizados por
essa bactéria. In vitro, o Staphylococcus
pyrogenes ja demonstrou que ajuda o
hospedeiro, pois o protege secretando
toxinas que sdo formadas nos poros da
pele para promover a cicatrizagdo de
ferimentos.? Finalmente, o Aerobacillus
sp. tem a capacidade de crescer e produ-
zir polissacarideos.’
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O papel benéfico dos micrébios sobre a superficie da pele,
diferentemente do de probidticos digestivos, permanece re-
lativamente inexplorado, da mesma forma que as conhecidas
acoes dessas espécies na prote¢do contra invasores patogénicos
e oportunistas.

O método de identificagdo bacteriana deste estudo foi o
sequenciamento de 16S rRNA, mostrado na Figura 1. Esse ¢
um método de sequenciamento comum, usado para identificar
e comparar bactérias presentes em microbiomas e ambientes
complexos. Como o nome 16S rRNA sugere, essa técnica visa
analisar o RNA ribossomico.

Ribossomos sdo estruturas complexas presentes nas células
de todos os organismos vivos e desempenham a funcao de sin-
tese de proteinas. O ribossomo procariotico consiste em duas
subunidades, uma grande e outra pequena, ¢ ¢ da subunidade
pequena que o 16S rRNA faz parte. O gene 16S rRNA contém
regides hipervariaveis com assinatura especifica, o que éutil para
o processo de identificagdo de bactérias.*

O RNA ribossdmico é conservado nas células, € organismos
levemente relacionados tém porg¢des muito semelhantes das
sequéncias do gene 16S rRNA. O sequenciamento do gene 16S
rRNA ¢ comumente usado para identificar diversidades entre
microrganismos bacterianos e para estudar relacionamentos
filogenéticos entre eles.* Ha varias vantagens em usar o RNA
ribossomico em técnicas moleculares, como o sequenciamento
de genes. Entre essas vantagens esta a presenga de ribossomos e
de RNA ribossdmico em todas as células, e o fato de que o gene
16S rRNA ¢ altamente conservado na natureza e suficientemente

grande para ser usado com a finalidade de gerar informagdes.*

A analise dos genes rRNA comega pelo isolamento de uma
amostra de bactérias e depois ¢ feita a extracdo do DNA bacte-
riano. O DNA bacteriano ¢ submetido a amplificagdo por PCR,
usando-se preparagdes que codificam, especialmente, o frag-
mento do gene 16S rRNA. A amplificacdo do DNA bacteriano
gera uma populagdo de fragmentos do gene 16S rRNA de igual
tamanho, determinado pelo tipo de preparacao que ¢ usada. Essa
populacao de fragmentos do gene rRNA ainda ¢ considerada
representativa da populagdo microbiana natural.” Em seguida,
os genes rRNA amplificados sdo clonados e sequenciados. A
comparagdo do rRNA sequenciado com a base de dados da
sequéncia de genes permite a identificacdo de grupos filogené-
ticos.’ A caracteriza¢do taxondmica baseadano 16S rRNA pode
fornecer informagdes sobre a populagdo microbiana presente
em determinado ambiente e sobre como sua distribuigdo rela-
tiva pode evoluir diferencialmente sob um tratamento que seja
aplicado ao longo do tempo (Figura 1).

Materiais e Métodos

Foirealizadoum estudo de extragdo do DNA, amplificacdo e
sequenciamento do 16S rRNA da pele para avaliar a populagdo
do microbioma da pele da face e as respectivas alteragdes nas
populagdes microbianas, ap6s duas semanas de aplicacdo de
um produto. Os participantes (n=15) foram reunidos em cinco
grupos de tratamento cego. Cada um aplicou, duas vezes ao dia,
nas dobras nasais laterais, um dos seguintes produtos: o filtrado
do fermento daraiz de Leuconostoc, o fermento de Lactobacillus,
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Figura 1. Visao geral da identificagao bacteriana por

sequenciamento de 16S rRNA
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Extracao do DNA da bactéria
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Figura 3. Alterag6es na populacdo do microbioma

do participante 6, tratado com fermento
Lactobacillus
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e o Lactobacillus (and) Cocos nucifera (coconut) fruit extract, e
como controle: 4gua ou triclosan.

A aplicacao na dobra nasal lateral direita foi feita passando
um swab pré-umedecido para frente e para tras, na area de tra-
tamento, durante 60 segundos. Foi aplicada pressdo consistente
sobre a area de tratamento para assegurar a recuperagao subs-
tancial da populacdo microbiana. Foram obtidas amostras do
swab da pele sem o tratamento, antes da aplicacdo do produto,
para servir como referéncia da presenca microbiana normal na
pele de cada participante. Cada swab da amostra de pele sem
tratamento foi obtido com um swab estéril, pré-umedecido com
solu¢do salina estéril.

Conforme foi destacado anteriormente, os tratamentos foram
aplicados duas vezes ao dia, por um periodo de duas semanas,
e foram colhidas novas amostras de cada participante para fa-
zer a andlise as altera¢des que ocorreram na populagdo apos a
aplicagdo do produto. Uma semana apds a conclusdo do estudo
com os produtos foi obtido um tiltimo turno de amostras de cada
participante para analisar a populagdo presente. Ao todo, foram
obtidas 45 amostras armazenadas em tubos conicos, que foram
congeladas a-20°C imediatamente apds sua coleta. Essas amos-
tras foram submetidasa extragdo do DNA, a analise de amplifi-
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Figura 2. Alterag6es na populagio do microbioma

do participante 1, tratado com filtrado do fermento
da raiz Leuconostoc
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Figura 4. Alterag6es na populagio do microbioma

do participante 9, tratado com Lactobacillus (and)
Cocos nucifera (coconut) fruit extract (INCI)
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cagdo e do sequenciamento por PCR do 16S rRNA, trabalho que
foi realizado no laboratdrio de genémica do David H. Murdoch
Research Institute (DHMRI) em Kannapolis, NC, EUA.

Os amplicons obtidos pela amplificagao por PCR, de cada
amostra, foram coletados em propor¢des equimoleculares em
um unico conjunto, para realizar o sequenciamento. Apos o
sequenciamento, as amostras foram agrupadas e submetidas a
analise taxonomica. As leituras utilizaveis resultantes desses
procedimentos foram agrupadas em unidades taxondmicas
organizacionais (OTUs), usando-se o Silva OTU Reference
Database para o software ARB. As OTUs foram classificadas
como organismos microbianos proximamente diferenciados
pelas sequéncias por homologia do DNA, embora em alguns
casos s6 tenha sido possivel ler o género ou os niveis mais altos
de taxonomia. E importante destacar que as OTUs nem sempre
fornecem espécies especificas de cada sequéncia, mas essas
unidades servem como indicadores efetivos da diversidade
bacteriana na pele.

O agrupamento e a analise taxondmica foram realizados
apos o sequenciamento para possibilitar a gera¢ao de uma ar-
vore filogenética. As analises de controle de qualidade foram
realizadas no laboratoério de genomica para garantir a qualidade
dabase e analises minuciosa emrelagdo ao tamanho e a natureza
do 16S rRNA. Os dados obtidos dessas andlises atingiram as
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especificacdes da garantia de qualidade necessarias para criar
leituras de classificacdo para o alinhamento e para pesquisa da
base de dados. As leituras utilizaveis foram confrontadas com a
base de dados de referéncia para gerar abundancia de resultados
de OTUs, criando-se arvores filogenéticas e alinhamentos mul-
tiplos. Esses resultados foram usados para calcular estimativas
de diversidade com base na abundancia de géneros de micror-
ganismos presentes em cada amostra. De modo geral, a analise
mostrou uma popula¢ao diversificada, com abundante presenga
de Propionibacterium sp., Staphylococcus sp., Aeribacillus sp.,
Streptococcus sp. e Corynebacterium sp.

Figura 5. Alterag6es na populacdo do microbioma

do participante 12, tratado com triclosan
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Resultados do Microbioma

Conforme foi exposto anteriormente, este estudo determinou
a populagdo microbiana presente na pele e algumas alteragdes
nessa populagdo, apos duas semanas de tratamentos com varios
produtos. A populagdo do microbioma foi determinada apds a
amostragem da area da pele tratada com swabs estéreis com so-
lugdo de cloreto de sddio e, em seguida, foram feitas a extragdo
do seu DNA, a amplificagdo e o sequenciamento de 16S rRNA
por PCR. Durante o tratamento, um dos participantes apresentou
alta sensibilidade ao controle positivo triclosan e, por isso, foi
dispensado do restante do estudo.

O DNA extraido das amostras obtidas antes da aplica¢ao do
tratamento e ap6s a andlise de bioinformatica mostrou uma po-
pulagdo diversificada, que ja foi mencionada, além de diferentes
populagdes sabidamente transitorias e/ou invasores oportunistas,
como Escherichiasp., Pseudomonas sp., Vibrio sp., Clostridium
sp. e Neisseria sp.

O fermento Lactobacillus reduziu todos os géneros de bacté-
rias, ao passo que o filtrado do fermento da raiz de Leuconostoc
e o Lactobacillus (and) Cocos nucifera (coconut) fruit extract
aumentaram as bactérias benéficas Staphylococcus sp. e Cory-
nebacterium sp., ¢ reduziram a Propionibacterium sp. Apos a
conclusdo dos tratamentos topicos, a Propionibacterium sp.
reapareceu na pele de todos os participantes que usaram pepti-
deos antimicrobianos.

As bactérias benéficas Staphylococcus sp. e Corynebacte-
rium sp. continuaram se desenvolvendo apds os tratamentos
terem sido concluidos. Exemplos de mudancgas na populacao
do microbioma que foram observadas durante este estudo
estdo nas Figuras 2 a 6. Os modelos de alteragdo microbiana
de cada sujeito do estudo foram avaliados individualmente,
pois, como foi destacado anteriomente, o microbioma de cada
individuo € tnico.

Discussao

A extracdo de DNA, a amplificagdo e o sequenciamento de
16S rRNA por PCR utilizados neste estudo foram realizados, em
parte, para preencher as exigéncias do NIH Human Microbiome
Project: Microbiome Analysis and Sample Collection e das se-
guintes declara¢des de trabalho: ALCLLC-105 DNA Extraction

Figura 6. Alterag6es na populagdo do microbioma

do participante 15, tratado com agua
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from Skin Swabs e ALCLLC-106 16S Sequencing on DNA
Extracted from Skin Swabs.

Sob as condi¢des deste ensaio in vivo do microbioma da
pele humana, dois dos peptideos antimicrobianos aumentaram
as bactérias benéficas nos participantes, a0 mesmo tempo em
que reduziram a presenga de Propionibacterium sp. O fermento
Lactobacillus reduziu todos os géneros de bactérias encontrados
nos participantes em comparagdo com o triclosan como controle
positivo e a agua como controle negativo. Apds a conclusdo dos
tratamentos topicos, a Propionibacterium sp reapareceu na pele
dos participantes tratados com peptideos antimicrobianos.

As bactérias benéficas Staphylococcus sp. e Corynebac-
terium sp. continuaram aumentando apos o encerramento do
estudo. Ao aumentar as populagdes de bactérias benéficas e
reduzir a populagdo de Propionibacterium sp., ou seja, de bac-
térias hospedes associadas com o desenvolvimento de acne, este
estudo demonstra o potencial dos antimicrobianos naturais para
promover um microbioma cutaneo equilibrado.

Conclusao

A complexidade do microbioma da pele ¢ uma area de pes-
quisa relativamente nova na industria de cosméticos. Desde a
descoberta de micrébios no corpo humano, tém sido divulgadas
informagoes sobre a populagdo microbiana. Porém, o papel da
populag@o microbiana na saude da pele ainda ndo esta comple-
tamente esclarecido. Este estudo acrescenta mais conhecimento
sobre varios microrganismos dominantes, como as espécies Pro-
pionibacterium sp. e Staphylococcus sp., que sdo componentes
comuns no microbioma da pele. Este estudo também agrega
informacdes sobre o efeito da aplicacdo topica de peptideos
antimicrobianos sobre a microflora da pele.

Embora os preservantes tradicionais possam introduzir no
microbioma da pele fatores inibidores que influenciam direta-
mente seu equilibrio, o uso de peptideos antimicrobianos naturais
pode servir como umanova abordagem a forma de manter e pro-
mover a saude desse sistema. No entanto, ainda ha necessidade
de serem feitas outras analises metagendmicas para revelar as
fungdes complexas e as interagdes entre esses peptideos anti-
microbianos € o microbioma cutanea, da mesma forma entre os
microrganismos que habitam a pele. Novas pesquisas nessa area
poderao fornecer enfoques mais abrangentes no desenvolvimen-
to de produtos topicos que levem em consideragdo a contribuigdo
integral do microbioma da pele.
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