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Il. RESUMO DA DISSERTAGAO

Introducgao: A rosacea € uma doencga cronica de pele que afeta, quase
que exclusivamente, a regido central da face. A patogénese dessa ainda
permanece desconhecida, e pode ser diferente entre seus subtipos. Exposicéo
aos raios ultravioletas, espécies de oxigénios reativos, alteragées vasculares,
imunidade inata e microorganismos podem ser 0s responsaveis. Ha uma
indefinicdo quanto a importancia da presenga das bactérias nas lesbdes da
rosacea.

Objetivos: Avaliar a presenca de agentes bacterianos nas lesdes
pustulosas de pacientes com rosacea subtipo 2 (papulopustulosa), em amostra
de um centro de referéncia em atendimento de Dermatologia da cidade de
Porto Alegre, Rio Grande do Sul (Brasil).

Material e Métodos: Realizamos um estudo transversal, coletando
secrecao de lesbes pustulosas e da pele adjacente de todos os pacientes
maiores de 18 anos com diagnéstico de rosacea papulopustulosa que
consultaram no servigo de dermatologia da Universidade Federal de Ciéncias
da Saude de Porto Alegre entre os anos de 2013 a 2014, para realizagao de
exame bacteriolégico e antibiogramas especificos.

Resultados: Os resultados das culturas das pustulas dos 22 pacientes
mostraram que apenas dois (9,1%) pacientes tiveram o crescimento de
colbnias isoladas. Nao houve crescimento de colbnias isoladas na pele sa de
nenhum paciente. Apenas dois pacientes apresentaram crescimento bacteriano
nas lesdes, um apresentou colonias de Staphylococcus aureus, outro colbnias

de Staphylococcus epidermidis ambas sensiveis a multiplos antibioticos.



IX

Conclusao: o estudo demonstrou uma falta de evidéncias quanto a
importancia da presenca bacteriana em lesdes papulopustulosas da rosacea.
Mais estudos precisam ser realizados para avaliarmos o verdadeiro papel das
bactérias na patogénese da rosacea. Simples exames bacterioldgicos e
antibiogramas parecem nao ser capazes de auxiliar no manejo destes
pacientes. Talvez exames mais sensiveis e especificos, como PCR em tempo
real, possam identificar microorganismos capazes de explicar parcialmente a
patogénese da rosacea.

Palavras-chave: rosacea, rosacea papulopustulosa, pustula, cultura,

antibiograma, bactérias.
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1.INTRODUGAO

A rosacea € uma doenga crbnica da pele que afeta, quase que
exclusivamente, a regiao central da face (Plewig e cols., 2000; Wilkin e cols.,
2004). Acomete, geralmente, adultos entre os 30-60 anos de idade, mais
frequentemente mulheres e pessoas com a pele clara.

Os sinais e sintomas clinicos incluem eritema facial transitério ou
persistente, telangectasias, papulas, pustulas, edema, sensacao de picada ou
ardéncia e, as vezes, dor ou prurido (Wilkin e cols., 2002; Powell, 2005).

Muitos fatores desencadeadores (“gatilhos”) estdo associados com o inicio
ou agravo da rosacea, incluindo: radiagdo ultravioleta (UV), calor, bebidas
quentes, comida apimentada, alcool e estresse (Gerber e cols., 2011).

A etiopatogénese da rosacea € incompletamente conhecida e pode ser
diferente entre seus subtipos (Crawford e cols., 2004). Sdo citados como
elementos etiopatogénicos: exposigdo aos raios ultravioleta, espécies de
oxigénios reativos, alteragdes vasculares, imunidade inata e micro-organismos
podem ser responsaveis (Yamasaki e Gallo, 2009).

Apesar de a rosacea nao ter cura estabelecida, um dos tratamentos
utilizados para sua forma papulopustulosa sdo os antimicrobianos que, na
maioria das vezes, ocasionam uma boa resposta clinica por parte do paciente,
e, ainda que haja evidéncias por ensaios clinicos randomizados, eles sao usados
com uma discutivel plausibilidade biolégica.

Diante das incertezas descritas, surgiu a necessidade de estudar-se o perfil
bacteriolégico de determinadas lesdes de rosacea, verificando a colonizagéo

bacteriana e a resisténcia a antibioéticos.
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1.1. EPIDEMIOLOGIA

Existem poucos estudos epidemioldgicos sobre a prevaléncia da rosacea;
nesses, ela varia de 0,09% a 22% (Spoendlin e cols., 2012).

Berg e Liden (1989) realizaram um estudo na Suécia, em que rastrearam
809 trabalhadores, revelando uma prevaléncia de 10% de rosacea, sendo que
81% tinham a forma eritematotelangectasica (RET) e 19% a forma
papulopustulosa (RPP).

Schaefer e cols. (2008) encontraram uma prevaléncia de 2,2% de rosacea
em 48.665 trabalhadores na Alemanha e Abram e cols. (2010) pesquisaram a
prevaléncia em 348 trabalhadores maiores de 30 anos na Estbénia e 78 pacientes
foram diagnosticados com a dermatose, determinando uma prevaléncia de 22%.
Entre esses individuos, 61 (78%) tinham RET e 17 (22%) tinham RPP (apenas
sete apresentavam pustulas, o que representou 41% dos pacientes com RPP e
8,9% de todos os pacientes com rosacea). Apenas um trabalhador homem de
46 anos apresentou rinofima, porém ele apresentava concomitantemente
rosacea eritematotelangectasica, sendo enquadrado neste subtipo. Nos
pacientes com RET, houve um leve predominio de pacientes fototipo | e Il de
Fitzpatrick, o que nao foi observado nos com RPP, uma vez que ndo houve
diferenga entre os pacientes com fototipos | e Il e os de fototipos Ill e IV. As
regides da face mais afetadas em ordem decrescente foram: regido malar, nasal,
frontal e mentoniana. Apenas 68% dos pacientes com rosacea notaram as
alteracbes da doenca na sua pele e, desses, somente trés mulheres e um
homem haviam consultado anteriormente um médico devido a rosacea. Ambos
0s géneros foram igualmente afetados, entretanto houve um leve predominio da
RPP nos homens, enquanto que as mulheres experimentaram um leve

predominio de episédios de flushing.
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Embora alguns autores tenham encontrado que ambos os géneros sejam
igualmente acometidos (Kyriakis e cols., 2005; Schaefer e cols., 2008), a rosacea
€ principalmente conhecida como uma doenga de predominio feminino (Berg e
Liden, 1989; Jansen e Plewig, 1997). Uma possivel explicagao para isso seria o
fato de as mulheres procurarem mais frequentemente auxilio devido a rosacea
(Feldman e cols., 2001).

Bonamigo e cols. (2008) realizaram dois estudos casos controle, em que a
idade dos pacientes variava entre 40 e 50 anos, 0 sexo feminino era mais afetado
entre 66% e 77%, e os fototipos Il e Il juntos correspondiam a mais de 90% da
populacdo afetada. A maioria dos pacientes que procuram auxilio médico
apresentava RPP.

Nao sdo encontrados estudos brasileiros de base populacional em rosacea.
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1.2. DIAGNOSTICO

Tradicionalmente, aceita-se que para a realizagdo do diagnéstico de
rosacea devam estar presentes eritema facial permanente e histéria de episddios
subitos e repetidos de vasodilatagdo (reconhecidos na literatura como flushing)
(Tony Burns e cols., 2010). Sao lesdes integrantes do quadro classico, também,
as telangiectasias, as lesdes inflamatdrias (papulas, ndédulos, com ou sem
pustulas) e lesdes decorrentes da hiperplasia dérmica e hipertrofia sebacea
(fimas). Alteragdes oculares também podem compor o quadro da rosacea,
permitindo seu reconhecimento. Eventualmente, quando as caracteristicas
clinicas nao permitem a definicdo diagndstica, as alteragbes dérmicas
encontradas histopatologicamente costumam ser uteis (Bonamigo e cols., 2008).

Devido ao predominio do acometimento facial, muitos pacientes
consideram que a rosacea comprometa suas relacdes sociais e profissionais.
Em virtude disso, foi criada em 1992 a National Rosacea Society (NRS), uma
organizagdo mundial sem fins lucrativos que oferece suporte aos pacientes e
profissionais, com noticias, informacdes, distribuicdo de materiais informativos e
estimulo a pesquisa sobre a doenca.

Pelo fato de nao existir uma classificacdo padronizada para a rosacea, a
NRS, em 2002, montou o American National Rosacea Society Expert Committee
(NRSEC), para desenvolver um sistema padronizado de classificagcdo que
definiria os critérios de classificacdo e os estagios da rosacea (Wilkin e cols.,
2002).

O NRSEC primeiramente identificou as caracteristicas primarias e
secundarias da rosacea, depois delineou os subtipos baseados nos padrdes

mais frequentes.
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As caracteristicas primarias incluem:
e flushing (eritema transitorio);
e eritema nao transitorio;
e papulas e pustulas;

etelangectasias.

A presenga de uma ou mais dessas caracteristicas, com distribuicdo centro

facial, ja seria diagnostica de rosacea.

As caracteristicas secundarias incluem:

esensacgao de ardéncia (ou queimacéao) ou de picada;
elesdes em placas;

e aparéncia ressecada da pele;

ecdema;

e manifestacdes oculares;

elocalizagao periférica;

efimas;

As caracteristicas secundarias frequentemente aparecem com uma ou

mais das caracteristicas primarias, mas podem ocorrer independentemente.

Por causa dessas numerosas e variadas caracteristicas possiveis, o
Comité concluiu que a avaliagéo global pode ser mais facilmente realizada e de
uma forma mais significativa através da classificagdo dos subtipos da rosacea,

que sao:
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e Subtipo 1 - Rosacea eritematotelangectasica (RET): caracterizada por
flushing e eritema centrofacial persistente. As telangectasias sdo comuns, mas
ndo essenciais para o diagnostico (Figura 1). Edema centrofacial e o relato de
sensacao de ardéncia, picada, aspereza e escamagdes podem ocorrer. A

histéria de flushing isolado € comum entre os pacientes (Wilkin e cols., 2002).

Figura 1 — Rosacea eritematotelangectasica (acervo: Dermatologia

UFCSPA)
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e Subtipo 2 - Rosacea papulopustulosa (RPP): inclui eritema persistente

com papulas, pustulas, ou ambas, com distribuicdo centrofacial. Entretanto,
papulas e pustulas podem ocorrer periorificialmente (perioral, perinasal,
periocular) (Figura 2). Pode lembrar acne vulgar, porém os comeddes estao
ausentes. Sensacdo de picada e ardéncia pode ocorrer. Esse subtipo
frequentemente esta associado ao subtipo 1, incluindo as telangectasias que
podem ser obscurecidas pela presengca do eritema, papulas e pustulas,
tornando-se visivel com o tratamento desses componentes inflamatérios (Wilkin

e cols., 2002).

Figura 2 - Rosacea papulopustulosa (acervo: Dermatologia UFCSPA)
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eSubtipo 3 - Rosacea fimatosa (RF): inclui pele espessada,
nodularidades, superficie cutanea irregular e aumentada. Ocorre acometimento
principalmente da regido nasal, sendo denominado rinofima, mas pode afetar
regiao mentoniana, frontal, malar e auricular (Figura 3). Esse subtipo pode

ocorrer em combinag¢ao com os dois subtipos anteriores (Wilkin e cols., 2002).

Figura 3 - Rosacea fimatosa (acervo: Dermatologia UFCSPA)
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eSubtipo 4 - Rosacea ocular (RO): esse diagndstico deve ser
considerado quando ha um ou mais dos seguintes sinais ou sintomas: hiperemia
conjuntival interpalpebral, sensacdo de corpo estranho, de ardéncia e de
ressecamento, prurido, sensibilidade a luz, visdo borrada, telangectasia da
conjuntiva e da borda palpebral. Blefarite, conjuntivite e irregularidade das
margens palpebrais também podem ocorrer. Infecgdo estafilocdcica cronica
(hordéolo) e calazio, apresentando-se como consequéncias da disfungcado da
glandula de Meibomian, sdo sinais de oftalmopatias associadas a rosacea. Em
geral, os sintomas cuténeos estdo presentes, porém esses n&do sao requisitos
essenciais para o diagnostico de rosacea ocular, sendo que em
aproximadamente 20% dos pacientes os sinais oculares precedem os cutaneos
(Wilkin e cols., 2002).

eVariantes: rosacea granulomatosa, caracterizada por papulas ou
nodulos monomorficos, duros, alaranjados, amarronados ou eritematosos,
localizados preferencialmente em regides malares e areas periorificiais e que
podem levar a cicatrizes. Sdo lesées menos inflamatdrias que as do subtipo 2,
situando-se, na maioria das vezes, em base cutdanea normal. Nao sé&o
necessarios outros sinais de rosacea para o diagndstico dessa variante. Devido
as diferengas fisiopatoldgicas, as seguintes condi¢gdes foram excluidas como
variantes da rosacea: rosacea fulminans (pioderma facial), erupgao acneiforme
induzida por esteroide e dermatite perioral (Wilkin e cols., 2002).

Para reforgar a utilidade desta nova classificacdo, tanto para clinicos
quanto para pesquisadores, o mesmo Comité, em 2004, reuniu-se novamente e
elaborou um sistema padrao para a avaliagao das graduagdes da gravidade da
rosacea, criando um fluxograma padrédo de diagnéstico (ficha de avaliagao

clinica da rosacea) (Wilkin e cols., 2004).
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As caracteristicas primarias e a maioria das secundarias podem ser
graduadas como ausentes, leves, moderadas ou graves. Algumas
caracteristicas secundarias podem ser graduadas simplesmente como ausente
ou presente.
Uma tabela de graduagao também foi proposta e € exposta no quadro
abaixo.
Quadro 1. Graduagcao da rosacea papulopustulosa. Modificada de

Wilkin et al. (Wilkin e cols., 2004).

Severidade Papulas/Pustulas Placas

Leve Poucas Nenhuma
Moderado Varias ou Muitas Nenhuma

Grave Muitas e/ou Extensas Nenhuma/Presente

A classificagdo da graduagao permanece com certo carater subjetivo em
alguns quesitos, pois ndo ha a definigdo do numero de papulas/pustulas dentro
das graduagdes propostas (poucas, varias, muitas, extensas). Nos trabalhos que
utilizam essa classificagdo, normalmente os autores fazem sua prépria
graduagao da RPP baseada em um numero de papulas/pustulas predefinido por
eles.

Depois da publicacdo dessa classificacdo, essa passou a ser a mais
utilizada nos principais estudos sobre rosacea, pois € considerada a mais

adequada e fidedigna, apesar das limitagdes.
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1.3. HISTOLOGIA

Os achados histologicos da rosacea incluem: vasos sanguineos e linfaticos
dilatados levando ao eritema e edema; infiltrado perivascular constituido de
aumento de células T, macrofagos e mastécitos; e frequentemente, mas néo
exclusivamente, elastose solar, edema e vasos tortuosos e dilatados. A forma
papulopustulosa pode apresentar também um denso infiltrado perifolicular
constituido de neutréfilos e macrofagos (Powell, 2004; Cribier, 2011).

Bonamigo e cols. (2008), realizaram um estudo caso-controle em que foram
alocados 34 casos de rosacea e 29 controles com outras dermatoses da face,
todos submetidos a bidpsias de pele da face e analisados histopatologicamente.
A histopatologia dos pacientes com rosacea demonstrou processo inflamatério
linfocitico dérmico, neoformacao vascular e dilatagbes vasculares formando
verdadeiros “microaneurismas”. Além disso, desestruturagdo do arcabougo
dérmico e elastose foram achados frequentes. A presenca do acaro Demodex
folliculorum, com processo inflamatério circunjacente foi verificada em 12
pacientes com rosacea (35,3% da amostra) e em dois pacientes controles
(6,9%). A diferenga encontrada entre casos e controles, para a presenga do D

folliculorum, foi estatisticamente significante (p < 0,05).
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1.4. PATOGENESE

As caracteristicas patogénicas da rosacea sao baseadas no tripé: dano ao
arcabougo dérmico, vasculopatia e processo inflamatério (Wilkin, 1994).

Torna-se cada vez mais claro que a fisiopatogenia da rosacea € muito
complexa, envolvendo uma grande variedade de tipos de células e moléculas da
pele. Estudos recentes sugerem que a rosacea, inicialmente, ocorre em
individuos quando as respostas imunes inatas inapropriadas a estimulos
ambientais conduzem a inflamacao e a anomalias vasculares.

Recentemente, surgiu uma teoria integrada sobre a fisiopatogénese da
rosacea, baseada em resultados de varios estudos. Esses analisaram o
transcriptoma na rosacea, os peptideos antimicrobianos (AMPs), os receptores
toll-like (TLRs), as catelicidinas, as interagbes neuroimunes, as alteragdes
neurovasculares, os neuromediadores e a radiagdo UV (Gerber e cols., 2011;
Steinhoff e cols., 2011; Steinhoff e cols., 2013). A figura 4 procura demonstrar

esquematicamente esta teoria (Steinhoff e cols., 2011).
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[Fatores gatilhoé

e ]

Sistema imune
inato, TLR-2
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Figura 4.. Esquema proposto por Steinhoff e cols.: interagbes entre as
caracteristicas clinicas, imunoldgicas, neurovasculares e moleculares da
rosacea.TLR: receptores tool-like; TRPV1: receptor transitério de canais

potenciais vanildide 1. Adaptado de Steinhoff e cols., 2011.

Os micro-organismos também desempenham um papel na, ainda obscura,
patogénese da rosacea (Lazaridou e cols., 2011). A seguir, todas essas teorias

serao descritas mais detalhadamente.

1.4.1. ANALISE DO TRANSCRIPTOMA NA ROSACEA

Dados epidemiolégicos comparando prevaléncias de doengas e fenotipos
de pele em diferentes regides sugerem que a rosacea tenha um componente
genético, porém um ou mais “gene(s) da rosacea”’ ainda precisam ser
identificados (Abram e cols., 2010; Steinhoff e cols., 2011).

Uma recente analise do perfil do transcriptoma dos pacientes com RET,

RPP e RF verificou a existéncia de diferentes perfis de genes para cada subtipo
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da doenga, embora alguns genes estejam sobrepostos (Steinhoff e cols., 2011).
E necessaria uma analise mais detalhada das diferentes fases da rosacea para
determinar se os subtipos definidos sdo estagios relacionados a uma piora
continua de uma unica doenga com varios mecanismos fisiopatoldgicos, ou se
as diferentes manifestagdes da rosacea representam uma colec¢ao de diversos
processos distintos e possivelmente ndo conectados com uma caracteristica
fenotipica comum (sindrome) (Wilkin e cols., 2002; Steinhoff e Bergstresser,
2011; Steinhoff e cols., 2011).
A imunohistoquimica combinada com analises morfométricas da RET, RPP
e RF indica que células T helper CD4+ tipo 1 (Th1), macréfagos e mastocitos
sdo as células imunes ativadas predominantes na rosacea. Ja nos estagios
iniciais (ex.: RET), a rosacea apresenta-se como uma doenca de pele
inflamatoéria mediada por células Th1 com recrutamento de macréfagos e
mastécitos, mas sem aumento no numero de células de Langerhans, eosindéfilos
ou células natural killer (NK). Aquelas células também representam as células
predominantes presentes nas papulas da RPP. Neste subtipo, o RNA
mensageiro da interleucina (IL)-8 esta drasticamente suprarregulado, resultando
no recrutamento de neutrdfilos, clinicamente observado como pustulas. Células
B sdo ativadas na RF e algumas vezes na RPP, mas o gatilho para esta ativagéo
permanece desconhecido (Gerber e cols., 2011; Schwab e cols., 2011; Steinhoff
e cols., 2011). Entretanto, esse resultado indica que o sistema imune adaptativo,
representado pelas células Th1 (numa fase muito inicial em todos os subtipos),
junto com as células B ou plasmécitos (presentes apenas na RF e
ocasionalmente RPP), também desempenha um significante papel na
fisiopatogenia da rosacea. Uma questdo instigante para futuras pesquisas é
identificar como o sistema adaptativo e o sistema imune inato estdo conectados

na patogénese da rosacea.
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1.4.2. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS: EFETORES DA DEFESA

INATA CUTANEA

Para formar uma barreira eficiente contra o meio externo, o tegumento
cutdneo-mucoso possui multiplos mecanismos de defesa fisicos, bioquimicos e
celulares. O sistema imune inato desempenha um papel crucial, uma vez que os
queratindcitos possuem sensores que sdo capazes de comunicar-se entre si
contra sinais de perigo (Steinhoff e cols., 2013).

A interacao entre os queratindcitos pode desencadear a ativagdo imune
e/ou cascatas proinflamatodrias, provendo uma resposta imune adequada e
coordenada. Peptideos antimicrobianos estdo entre os fatores de defesa
soluveis que sao secretados principalmente pelos queratindcitos na pele.
Inicialmente, os AMPs foram identificados como antibiéticos endégenos devido
ao seu potencial de matar varios agentes patogénicos como bactérias gram-
positivas e gram-negativas, virus e fungos (Steinhoff e cols., 2013).

Além dos queratindcitos, outras células presentes na pele produzem e
secretam AMPs, como células glandulares écrinas, mastdcitos, sebdcitos,
neutrofilos, células NK. Notavelmente, a producdo de AMPs na pele é um
mecanismo de defesa dindmico: embora alguns AMPs sejam expressos
constitutivamente na pele, a producdo de outros € altamente aumentada em
situagdes de “perigo”, como lesbes ou infecgdes cutdneas (Schauber e Gallo,
2007).

Os grupos de AMPs na pele importantes e bem estudados sao da familia
das defensinas e das catelicidinas. Embora existam varios genes codificados de
defensinas (ex.: a- e B-defensinas), apenas um unico gene de catelicidina foi
identificado no homem, designado peptideo antimicrobiano de catelicidina

humana (CAMP) (Larrick e cols., 1995).
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Como muitos genes AMP, o CAMP codifica um pré-peptideo que é
composto de um dominio de catelina N-terminal e um peptideo C-terminal com
atividade antimicrobiana. A primeira catelicidina ativa identificada foi a LL-37, um
peptideo 37-aminoacido longo com ampla atividade antimicrobiana. Essa forma
uma a-hélice em solugao aquosa, a qual permite que o peptideo possa romper
tanto membranas bacterianas como envelopes virais (Braff e Gallo, 2006). Na
superficie da pele, peptideos de catelicidinas ativas, tais como a LL-37, sédo
clivados a partir do precursor inativado pelas proteases séricas da familia das
calicreinas (KLK) (particularmente a KLK5 - também conhecida como enzima
triptica do estrato corneo - e KLK7 - também conhecida como enzima
quimiotriptica do estrato cérneo) (Yamasaki e cols., 2006). Além da LL-37, alguns
outros produtos de clivagem da pré-proteina, assim como fragmentos da LL-37,
podem também exercer fungdes imunes, mas podem diferir nas suas
capacidades de ativagao antimicrobiana e imune (Murakami e cols., 2004).
Além da atividade antimicrobiana, a LL-37 tem fun¢des adicionais na
ativacdo e no controle das respostas imunes. Essa aumenta a liberagdo de
citocinas e de quimiocinas pelas células locais, leucdcitos, mastocitos e
queratindcitos, além dos seus efeitos quimiotaticos sobre um grande numero de
células imunes (Schauber e Gallo, 2007). Em cooperagao com essas citocinas,
a LL-37 aumenta a resposta imune inata por multiplas vias. No topo de todos
esses efeitos, a LL-37 aumenta a proliferacdo das células endoteliais e parece
induzir uma angiogénese funcionalmente importante. Esses atributos
complementares a fungao antimicrobiana levaram a percepg¢ao da LL-37 nao
apenas como um antimicrobiano, mas como peptideo “alarme”.
Por conseguinte, a disfuncdo da fungdo alarme da catelicidina LL-37
poderia desempenhar um papel na patogénese de doencas inflamatorias da

pele, inclusive da rosacea (Figura 5), na mesma medida como a atividade
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antimicrobiana diminuida. De fato, a transcricio do RNA mensageiro da
catelicidina e a expresséao da proteina estao fortemente aumentados na pele com
lesdes de rosacea comparada com a pele de individuos sadios, apesar da
auséncia de um gatilho infeccioso 6bvio na rosacea (Yamasaki e cols., 2007;

Schwab e cols., 2011).
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Figura 5. Esquema proposto por Steinhoff e cols.: papel dos peptideos
antimicrobianos catelicidinas na patogénse da rosacea. RE, reticulo
endoplasmatico; TLR, receptor toll-like; UV, ultravioleta. Adaptado de Steinhoff e

cols., 2011.

Confirmando um papel patogénico das catelicidinas na rosacea, a injegcao

desses fragmentos de peptideos, encontrados na pele de pacientes com a
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doencga, na pele de camundongos levou a uma dermatite “tipo rosacea”. Em
contraste, o aumento isolado da atividade da protease na catelecidina nocauteou
0s camundongos e nao causou inflamacao dérmica (Yamasaki e cols., 2007).

No entanto, os mecanismos subjacentes ao aumento da producgado de
catelicidina e a atividade aumentada da protease na pele de pacientes com
rosacea ainda nao sdo completamente compreendidos. Ambos parecem ser
regulados por diferentes vias de sinalizagdo como cascatas ativadas por
citocinas, retindides e vitamina D, as quais desempenham papéis importantes.
No entanto, como a ativacao das catelicidinas e do sistema imune inato resultam
no eritema transitério e persistente em pacientes com RET é uma questao que
precisa ser explorada no futuro (Morizane e cols., 2010).

A expressao da catelicidina LL-37 em queratindcitos humanos é fortemente
induzida pela ativagcéo da via da vitamina D. Isso poderia explicar algumas
duvidas: por que a rosacea ocorre principalmente na face? Como a exposicéo a
luz UV provoca ativacdo da vitamina D em queratindcitos e a subsequente
expressao da catelicidina (Schauber e Gallo, 2008)7?

Recentemente, foi identificada uma segunda via (independente da vitamina
D), desencadeadora da indugéo da sintese de catelicidina: nos queratinécitos, a
expressao da catelicidina aumenta apds a exposicao a varios estimulos externos
(por exemplo, infecgdo, ferimentos, radiacdo UV e permeabilidade ao
rompimento da barreira cutdnea), que também provoca estresse do reticulo
endoplasmatico (RE). Na verdade, o estresse do RE aumenta a expressao da
CAMP via NF-kB-C/EBPa (fator nuclear-kappa-B CCAAT/proteina a
potencializadora de ligag&o), independente da ativagcédo do receptor de vitamina
D, o que demonstra um novo papel do estresse do RE em estimular a imunidade
inata. Isso novamente poderia explicar porque pacientes com rosacea

frequentemente relatam gatilhos inespecificos da inflamagao da pele (ex.: calor,
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frio, UVB), que nesse cenario poderia ter suas atividades pré-inflamatérias
mediadas pelo estresse do RE e pela influéncia das catelicidinas (Park e cols.,
2011).

Na analise do transcriptoma, as catelicidinas estavam suprarreguladas em
todos os subtipos de rosacea, embora modestamente (cerca de 2,5 vezes).
Assim, o papel das catelicidinas, como um fator agravante da rosacea, ainda
necessita de mais esclarecimentos (Schwab e cols., 2011; Yamasaki e Gallo,

2011).

1.4.3. RECEPTORES TOLL-LIKE

Mas por que a atividade da protease cutdnea esta elevada na pele
lesionada da rosacea? Como mencionado anteriormente, as células residentes
na pele tais como os queratinécitos expressam receptores que detectam padrdes
moleculares associados a agentes patogénicos.

Os TLRs sdo uma familia de sensores moleculares padrao associados a
patdogenos desencadeantes de outras respostas imunes. Como exemplo, os
ligantes dos TLR2 s&o moléculas estruturais microbianas tais como fragmentos
da parede celular e também quitina. Na pele com lesbes de pacientes com
rosacea, os queratinocitos expressam niveis elevados de TLR2. Além disso, a
ativacdo de TLR2 em queratindcitos leva a uma maior expressao de proteases
KLK e a atividade da protease mais elevada (Yamasaki e cols., 2011).

E qual € o gatilho para os TLR2 na rosacea? A maioria dos autores
estabelece ligacdes diretas e indiretas de suprarregulagdo dos TLR2 e aumento
da sensibilidade do receptor para a associagdo significativa entre o
desenvolvimento da rosacea e densidade de infestagao do Demodex folliculorum

(Meyer-Hoffert e Schroder, 2011). Possivelmente, a quitina liberada desses
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acaros pode servir de gatilho para os TLR2 nos queratindcitos e relacionar o
Demodex com o aumento da atividade da protease e a inflamacgao induzida por
catelicidina na rosacea. Além disso, Lacey e cols. (2007) isolaram o Bacillus
oleronius a partir do D folliculorum e determinaram os antigenos que reagiram
com os soros de pacientes com rosacea, mas nao com o controle (individuos
saudaveis). Eles também identificaram proteinas de choque térmico e uma
lipoproteina nas moléculas antigénicas do B oleronius. Pelo fato das proteinas
de choque térmico e das lipoproteinas serem estimuladoras conhecidas de
TLR2, essa observagao pode ser uma explicacdo adicional para estimulagao da
imunidade inata mediada por TLR2.

A suprarregulacao das KLKs pode ser induzida por lesao, estimulos fisicos
e agentes microbianos em quantidades elevadas, indicando que as KLKs, as
proteases, e os receptores ativados por proteases sdo um sistema adicional do
sistema imune inato (Yamasaki e cols., 2007; Schwab e cols., 2011; Steinhoff e
cols., 2011). A interagdo entre os sistemas de antimicrobianos e proteases
gerados pelas células imunes e residentes da pele na fisiopatologia da rosacea
precisa ser mais estudada.

Em conjunto, essas observagbes potencialmente identificam uma
complexa cascata pro-inflamatéria envolvendo Demodex ou outros agentes
microbianos, TLRs, catelicidina, e possivelmente outros AMPs, bem como
proteases e inibidores da protease na patogénese da rosacea. Curiosamente,
varios desses mecanismos poderao também ser explorados para novas terapias

(Steinhoff e cols., 2013).
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1.44. CATELICIDINAS COMO UM NOVO ALVO PARA AS

ABORDAGENS TERAPEUTICAS EM DOENGAS INFLAMATORIAS DA PELE

Os dados crescentes sobre o papel das catelicidinas na rosacea levaram a
ideia de que para atenuar a inflamagao cutanea é importante considerar a
expressao dos AMPs. A restauracdo da atividade antimicrobiana ou o
balanceamento das atividades "alarme" dos AMPs poderiam ser novos objetivos
de tratamentos toépicos ou sistémicos para esta doenca inflamatdria da pele.
Varias abordagens sao imaginaveis. Como um exemplo, a quitina liberada dos
acaros Demodex possivelmente desencadeia a ativagdo do TLR2Z e o
subsequente aumento da atividade da protease na pele de pacientes com
rosacea. Assim, a diminuicao da carga desses acaros sobre a pele ou o bloqueio
do TLR2 pode diminuir a atividade da protease, a disfungao da catelicidina, e a
inflamacé&o cutanea. Com isso, a inibicdo do Demodex tem sido sugerida para o
tratamento da rosacea, e a diminuicdo da densidade do acaro esta associada
com inflamag&o reduzida em estudos clinicos (Lazaridou e cols., 2011). Além
disso, os retindides, os quais podem ser utilizados no tratamento da rosacea
moderada a grave, bloqueiam a atividade do TLR2 e podem mediar os seus
efeitos através desse mecanismo (Liu e cols., 2005).

O aumento da atividade da protease € central para os efeitos pro-
inflamatorios dos peptideos catelicidinas disfuncionais na rosacea (Yamasaki e
cols., 2007). Assim, as terapias topicas ou sistémicas inibindo a atividade
patolégica da protease poderiam exercer efeitos anti-inflamatorios na rosacea.
De fato, algumas terapias estabelecidas e clinicamente eficazes provavelmente
exercem o seu efeito benéfico através desse mecanismo. Como um exemplo, as
tetraciclinas, como a doxiciclina, podem inibir proteases e atenuar a inflamacao

cutanea na rosacea (Del Rosso e cols., 2007; van Zuuren e cols., 2007;
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Schauber e Gallo, 2008). Estes efeitos anti-inflamatérios sdo independentes do
efeito antimicrobiano da doxiciclina e as doses necessarias para o efeito clinico
na rosacea sao provavelmente menores do que as necessarias para o
tratamento de infecgoes.

Outra forma de interferir com a cascata proé-inflamatéria poderia ser
blogueando o aumento da produgcao de catelicidina na pele lesionada. Como
mencionado anteriormente, a vitamina D controla a expressao de catelicidina e
a ativacdo do gatilho-UVB, a partir de moléculas precursoras. Assim, a
orientacao dos pacientes com rosacea para evitar a exposicao a luz solar pode

encontrar sua base cientifica nessas observagdes (Steinhoff e cols., 2013).

1.4.5. PAPEL DAS INTERAGOES NEUROIMUNES

Os fatores desencadeantes da rosacea, tais como a exposigao a luz solar
(radiagao UV), calor ou frio, alcool, alimentos picantes, ou exercicios podem
ativar as terminacdes nervosas sensoriais periféricas, o que pode estar implicado
na fisiopatologia da rosacea (Figura 6) (Steinhoff e Bergstresser, 2011; Steinhoff

e cols., 2011).
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Figura 6. Esquema proposto por Steinhoff et al: interagbes entre os fatores

gatilhos, nervos senoriais, histopatologia e os sintomas da rosacea (Steinhoff e

cols., 2011). IL: Interleukin; UV: ultravioleta.

Além da ativagdo dos nervos cutdneos altamente sensiveis, o

acometimento do sistema imune inato e da barreira epidérmica podem conduzir

a uma "hipersensibilidade da pele” resultando em um eritema transitério e, mais

tarde, persistente, assim como a dor ou ardor. Os neuromediadores indutores

dessas respostas neuroimunes podem n&o apenas serem liberados por

terminacdes nervosas sensoriais, mas também por células da pele, tais como
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queratinécitos, células endoteliais ativadas, ou fibroblastos. Além disso, os
nervos sensoriais também expressam TLRs ou receptores ativados por
protease, construindo uma ligagado entre o sistema imune inato e o sistema
nervoso. A indugdo da inflamagado neurogénica pode levar a liberagdo de
citocinas proé-inflamatdérias ou quimiocinas, resultando em vasodilatagcdo, edema
e inflamagao com eritema tanto transitério como persistente, ardor, sensacao de
picadas, e até mesmo fibrose através da ativagao de mastdcitos (Powell, 2005;
Tore e Tuncel, 2009). No entanto, a relagdo exata entre o sistema nervoso
cutaneo e o sistema imune inato na rosacea ainda permanece indefinido, mas
parece que os dois sistemas estao associados com caracteristicas clinicas que
resultam de um ou mais gatilhos da doencga (Steinhoff e cols., 2011).

A recente descoberta de uma nova classe de canais de cations nao
seletivos, o receptor transitério de canais potenciais (TRPs), aumentou a nossa
compreensao de como as terminacdes nervosas sensoriais sao ativadas para
liberar neuropeptideos vasoativos, para controlar a dor ou a inflamacao, e pode,
assim, ter implicagdes significativas para fisiopatologia da rosacea. A familia TRP
€ atualmente composta por 28 canais com 7 subfamilias. Esses receptores sao
amplamente expressos em tecidos neuronais e nao neuronais, incluindo
queratinocitos e células endoteliais (Aubdool e Brain, 2011). Estudos recentes
tém focado no receptor vanildide TRP 1 (TRPV1), também conhecido como
receptor de capsaicina, e no TRP receptor de anquirina 1 (TRPA1), envolvidos
na indugéo da dor e da inflamacgé&o (Nilius e cols., 2007). Eles podem ser ativados
pelo calor, etanol, comida picante (TRPV1), frio, formalina, ou outros produtos
quimicos (TRPA1), todos fatores desencadeantes da rosacea. A ativacao de
TRPV1 e TRPA1 provoca a liberagado da substancia P e do peptideo relacionado
com o gene da calcitonina, mediadores importantes da inflamagdo e dor

neurogénica. Notavelmente, a pele com rosacea parece mostrar um limiar de
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tolerancia significativamente mais baixo para temperatura e produtos quimicos,
tornando-se uma pele muito mais sensivel que o normal (Guzman-Sanchez e
cols., 2007).

A liberagao do peptideo relacionado com o gene da calcitonina pode ser
particularmente importante, tendo em vista o seu efeito potente de dilatagao
microvascular nas arteriolas, enquanto a substancia P é crucial para a producéao
do edema, via ativagao do receptor de NK1 em vénulas pds-capilares (Seeliger
e cols., 2010). Ambos induzem inflamacédo neurogénica. Os pacientes com
rosacea frequentemente relatam que seu eritema facial € intensificado por varios
temperos. Curiosamente, ambos agonistas exégenos para TRPV1 e TRPA1 séo
quimicos derivados de vegetais, temperos ou cosméticos (por exemplo
capsaicina da pimenta, cinamaldeido da canela, formalina de varios cosméticos)
(Nilius e cols., 2007; Yamasaki e cols., 2007).

O conceito que emerge a partir destes estudos é o que segue: pacientes
com rosacea podem ter uma predisposi¢cao genética ou ganho de fungdo de um
mutacdo em um receptor que esta envolvido na regulagdo neurovascular,
sensivel aos fatores desencadeantes da rosacea (ou superexpressao ou
superestimulagdo dos TRPs), o que resulta na liberagdo de neuropeptideos
(caracterizado por flushing e edema), seguido de um eritema transitorio até um
persistente, e recrutamento de células inflamatérias para o local da inflamagao.
Como essa desregulagao neurovascular esta relacionada com o sistema imune
inato e adaptativo, no entanto, ainda precisa ser pesquisado. O fato de a rosacea
se apresentar clinicamente como flushing transitério indica o envolvimento, ou
até mesmo o papel central do sistema neurovascular na fase inicial da doenga
(Steinhoff e cols., 2013).

Proteases epidérmicas e seus inibidores desempenham papéis

fundamentais na homeostase da pele normal. As proteases matriptase e
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caspase-14 sdo enzimas fundamentais para o processamento da filagrina, a qual
possui fungdes de barreira na pele intacta, e as proteases KLK5 e KLK7 mantém
os processos fisioldgicos de descamacgdo. Na rosacea, niveis aumentados de
KLK5 s&o encontrados como consequéncia de um aumento de TLR2 e da sua
ativacao. O aumento da transformacao KLK-mediada dos peptideos catelicidinas
pode levar ao aumento dos niveis de peptideos e seus fragmentos, que podem
induzir a vasodilatagdo e promover a quimiotaxia dos leucécitos. Além disso, o
aumento das quantidades de proteases séricas pode resultar na ativacao da via
de suprarregulagdo do TRP e/ou ativagao de receptores protease-ativados.
Adicionalmente, o aumento da atividade das proteases séricas na rosacea
também pode ser causado por sua inibigao prejudicada. Em geral, as proteases
podem controlar a fungdo imune e induzir vasodilatagéo, inflamagéo, dor ou
prurido. Assim, estudos futuros terdo de dissecar quais mecanismos
fisiopatolégicos das proteases na rosacea derivam de um efeito direto sobre os
nervos, vasos e células do sistema imunolégico, e quais derivam da interagao

com TLRs, AMPs, ou TRPs, respectivamente (Steinhoff e cols., 2013).

1.4.6. ALTERAGOES NEUROVASCULARES

A disfuncdo neurovascular € um outro aspecto das interagcdes neurais e
alteracbes vasculares cutaneas, ativada por fatores desencadeantes, que se
pensa ter um papel chave na fisiopatogenia da rosacea (Schwab e cols., 2011).

E necessario diferenciar entre os papéis do sistema venoso e do linfatico.
O aumento da resposta vascular e do eritema facial persistente na rosacea é de
particular interesse devido a crescente evidéncia de que os vasos sanguineos e,

possivelmente, os vasos linfaticos tém um papel importante no controle das
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doencas inflamatdrias agudas e crénicas (Huggenberger e Detmar, 2011). Na
pele inflamada, vasos se remodelam ou alteram seu fenétipo tornando-se redes
aumentadas e hiperpermeaveis com aumento do fluxo sanguineo e influxo
facilitado de células inflamatdrias de sitios de inflamacéo crénica. As células
endoteliais dos vasos sanguineos ativados expressam uma grande variedade de
diferentes receptores, moléculas de adesdo, e citocinas, que permitem a
migragao de leucdcitos na pele para os principais locais de inflamagao (Steinhoff
e cols., 2013).

Na rosacea, a ativacao de arteriolas pré-capilares resulta em vasodilatacao
(flushing, eritema), enquanto que ativacdo de vénulas pds-capilares leva a fuga
de proteinas (edema) e o recrutamento de leucdcitos através da suprarregulagéo
das selectinas e de moléculas de adesdo celular. Em contraste, apds
estimulacéao por fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF) ou estimulos
externos (ex.: UV), os vasos sanguineos podem crescer em numero
(angiogénese). O papel da angiogénese na rosacea é uma questao de debate
consideravel; embora alguns grupos argumentem que os seus dados apoiem um
papel significativo da angiogénese na fisiopatogénese da rosacea, os relatérios
mais recentes enfatizam que o aumento no tecido vascular em amostras de
pacientes reflete primariamente vasodilatacdo (Gomaa e cols., 2007; Schwab e
cols., 2011). Por exemplo, niveis aumentados do fator-A de crescimento
endotelial vascular (VEGF-A), bem como o aumento da angiogénese e/ou
linfangiogénese tém sido relatados na pele lesionada da rosacea (Gomaa e cols.,
2007; Huggenberger e Detmar, 2011). Outros encontraram aumento de
tamanho/volume dos vasos sanguineos e linfaticos, enquanto a angiogénese
dos vasos sanguineos foi exclusiva da RF. Deste modo, a expansao dos vasos
linfaticos foi observada em todos os trés subtipos de rosacea, mas nio a

linfangiogénese. Isto também é suportado pela analise do transcriptoma
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demonstrando nenhuma ou uma muito limitada suprarregulagéo dos genes que
estdo envolvidos na angiogénese (Schwab e cols., 2011). O envolvimento
precoce da dilatacdo vascular linfatica, mesmo em subtipos com edema
clinicamente irreconhecivel e nao apenas em linfedema clinicamente relevante,
€ intrigante. Até hoje, nenhuma teoria convincente sobre fisiopatogénese parece
ser capaz de explicar essas alteracdes dos vasos linfaticos da rosacea. Mais
pesquisas nessa area precisam ser realizadas, porque muitos pacientes com
rosacea experimentam a desfiguracao induzida pelo linfedema (Steinhoff e cols.,
2013).

Schwab e cols. (2011) também revelaram uma co-localizagdo e uma
ligagao funcional entre os mastdcitos, nervos sensoriais ndo mielinizados, vasos
sanguineos, e miofibroblastos no inicio de todos os subtipos da rosacea. O
aumento isolado da presenca de mastocitos, apesar da falta de resposta dos
pacientes com rosacea aos anti-histaminicos, sugere o envolvimento de outros
mediadores de mastécitos na rosacea, incluindo metabdlitos lipidicos ou
proteases, por exemplo. Se os sintomas iniciais classicos da rosacea, como
vermelhiddo, dor, ardor e sensagao de picadas, ocorrerem como resultado de
um infiltrado inflamatorio, pela ativacao de células residentes da pele, ou como
resultado de uma desregulacdo meramente neurovascular por fatores
desencadeantes, € uma questdo importante para futuras pesquisas neste
campo. Nao esta claro se os mastécitos estdo envolvidos também na
desregulagdo dos vasos linfaticos. Como a inibicdo da ativagdo dos vasos
sanguineos tém demonstrado exercer efeitos anti-inflamatorios e de
vasoconstricdo através da via de ativacdo de receptores 2 adrenérgicos das
células dos musculos lisos das artérias e arteriolas, resultando no alivio do
flushing da rosacea (por exemplo, a brimonidina, oximetazolina), podemos

prever um efeito terapéutico benéfico controlando a vasodilatagdo e ativacao
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venosa. (Huggenberger e Detmar, 2011; Fowler e cols., 2012). Se essas drogas
também tém uma capacidade anti-inflamatéria intrinseca ainda nao esta claro.

Juntos, tanto a dilatagdo dos vasos sanguineos e linfaticos como a ativagao
de receptores e mediadores vasorreguladores desempenham um papel
significativo na RET, RPP, e RF. Se os fatores desencadeantes controlam
diretamente a desregulacdo dos vasos ou indiretamente estimulam a
vasodilatagao via ativagao dos nervos sensoriais e/ou autondmicos, células do
sistema imunoldgico, ou células residentes da pele, isso ainda precisa ser

esclarecido (Schwab e cols., 2011).

1.4.7. NEUROMEDIADORES

A anadlise dos genes dos neuromediadores classicos e receptores revelou
que varios neuropeptideos, aminas vasoativas, ou TRPs envolvidos na
vasorregulagdo e dor também podem ser expressos por células residentes da
pele e/ou células do sistema imunologico. Por exemplo, a PACAP (do inglés,
pituitary adenylate cyclase activating polypeptide), um dos mais potentes
vasodilatadores em seres humanos, esta aumentada em todos os subtipos da
rosacea até mais do que 20 vezes, e pode ser liberada por células endoteliais
ativadas e mastocitos degranulados (Seeliger e cols.,, 2010). Outros
neuroreceptores suprarregulados s&o o receptor de serotonina HTR3A,
receptores de histamina H2R ou H3R e o receptor para adrenomedulina.
Diferentes desses, os receptores NK1 n&o s&o suprarregulados, e os niveis de
expressao dos canais ibnicos TRPV variam amplamente. O importante mediador
inflamatorio e neurossensorial serotonina (5-hidroxitriptamina) € liberado pelos

mastocitos, plaquetas e outros, e o seu papel tem sido investigado em varias
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doencas inflamatdrias da pele (Powell, 2004; Schwab e cols., 2011). O papel
exato desses mediadores e receptores referidos na fisiopatologia de todos os

subtipos da rosacea, incluindo a ocular, ainda necessita de esclarecimentos.

1.4.8. RADIAGAO UV CRONICA

Embora a exposi¢ao UV aguda seja um fator desencadeante indiscutivel
para a rosacea, ainda nao esta claro o quanto o fotodano crénico contribui para
a fisiopatologia da doencga, especialmente porque o fotodano ndo é um sinal
caracteristico em pacientes no inicio da rosacea. Assim, embora a exposi¢ao UV
seja um fator desencadeante para a exacerbacédo do flushing da rosacea e
muitos pacientes, durante o desenvolvimento da doencga, apresentarem sinais
de fotoenvelhecimento crdnico, este ainda precisa ser explorado, a fim de se
saber se € uma causa primaria ou um ou sintoma secundario ou mesmo apenas
um marcador (Morizane e cols., 2010; Schwab e cols., 2011; Yamasaki e Gallo,
2011).

A rosacea e o fotodano sdo mais comuns em individuos de pele clara, os
quais apresentam eritema facial cronico e podem ter telangiectasias, e somente
prolongando ou intensificando seu flushing podemos diferenciar pessoas
afetadas de individuos saudaveis em fases precoces da doenga. Um estudo
clinico recente, compreendendo 1.000 individuos irlandeses que foram
organizados em grupos de acordo com suas diferentes exposi¢bes UV, nao
conseguiu estabelecer um efeito clinico da exposi¢cdo UV crbnica a prevaléncia
de RPP (McAleer e cols., 2010). No entanto, do ponto de vista histopatoldgico,

além das telangiectasias tipicas e anguladas, do infiltrado linfocitario perivascular
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leve na RET, a elastose solar também é um achado histoldgico tipico mesmo
que nao seja clinicamente aparente (Cribier, 2013). Além disso, niveis
significativamente elevados de espécies reativas de oxigénio, produzidas
principalmente na pele apés a radiacao UV, foram observados nas amostras de
pele de pacientes com rosacea (Jones e cols., 2004). As espécies reativas de
oxigénio talvez possam ser responsaveis pela iniciacao de varios efeitos pro-
inflamatorios na pele incluindo a expressédo das quimiocinas CCL2 (do inglés,
cysteine-cysteine chemokine-2) e CXCL8 (do inglés, cysteine-X-cysteine
chemokine — 8) atraindo leucécitos (Gerber e cols., 2011). Mais pesquisas sédo
necessarias para o esclarecimento de uma associag¢ao de danos UV crbnica com

a fisiopatologia da rosacea.

1.4.9. PAPEL DOS MICRO-ORGANISMOS NA ROSACEA

Primeiramente, os estudos sobre o papel dos micro-organismos na rosacea
tinham como foco a infecgdo pelo Helicobacter pylori (HP), porém esses
possuiram resultados contraditorios (Lazaridou e cols., 2011). Bonamigo e cols.
(2000) realizaram um estudo caso-controle em Porto Alegre (RS) com 62 casos
de rosacea e 124 controles, os dados deste estudo mostram que: os doentes
com rosacea nao tem uma maior frequéncia de sintomas de dispepsia ou historia
pessoal de doenca péptica comprovada; ndo parece haver diferengcas na
frequéncia de exposi¢cao a HP em diferentes fases na evolugao da rosacea (fase
[, I, lll e variantes); e foi encontrada uma fraca associagao entre a exposi¢géo ao
HP e a rosacea (OR =1,41; P = 0,367), mas a analise estratificada mostrou que
0 uso prévio de antibiéticos modificou a relacdo entre o fator estudado e

resultado. No estrato onde esta variavel modificadora de efeito ndo interferiu, foi



41
encontrada uma forte associagao entre a bactérias e a dermatose (OR =5,19; P
= 0,005). O uso repetido prolongado de antibi6ticos no tratamento da rosacea
pode diminuir o efeito antigénico do HP, sem erradicar completamente o
organismo, resultando em baixos niveis de reatividade, que seriam considerados
negativos pelos kits habituais. Assim, 17 dos 33 (55,1%) pacientes com rosacea
que ja haviam tomado antibidticos sistémicos apresentaram sorologia néo
reativa, em comparacdo com apenas quatro dos 29 (13,8%) pacientes com
rosacea que nao usaram tais medicamentos; ou seja, o uso de antibidticos
sistémicos levou a um maior numero de pacientes com rosacea cujo soro foi ndo-
reativo a HP. A principal conclusao foi que a HP provavelmente constitui um fator
de risco para a rosacea em certos grupos de individuos, mas o uso prévio de
antibidticos para o tratamento de rosacea (metronidazol, tetraciclina e
claritromicina), deve ser considerado um fator de interferéncia nos estudos sobre
a associacido, porque estes medicamentos também sdo uteis para tratar a
infecgcao pelo HP. A néo inclusdao da analise do uso de antibidtico sistémico
poderia ter contribuido para o fato de que alguns estudos anteriores nao

apresentarem diferengas entre os sujeitos com rosacea e os controles.

Um membro da microbiota da pele, o acaro Demodex, tem sido estudado
em pacientes com rosacea para investigar seu papel na patogénese dessa
doenca (Crawford e cols., 2004). A importancia desse parasita permanece
controversa, pois esses acaros sao frequentemente encontrados em pessoas
sem manifestagdes clinicas, e sua prevaléncia pode chegar a 100% em idosos
(Bonnar e cols., 1993). Alguns estudos tém identificado um aumento na
prevaléncia do Demodex em pacientes com rosacea (Lazaridou e cols., 2010),
porém a maioria dos estudos n&o demonstra esse aumento (Erbagci e

Ozgoztasi, 1998).
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Atualmente, a hipotese mais relevante sugere que o sistema imune inato
favorega a hiperproliferagdo dos acaros. Esse aumento na proliferagdo poderia
levar a um bloqueio ou ruptura dos foliculos, desencadeando uma inflamagao
local (Crawford e cols., 2004; Buechner, 2005). A densidade dos acaros esta
elevada na RPP, mas ndo na RET (Georgala e cols., 2001). Embora o aumento
da densidade do Demodex na rosacea nem sempre seja observado, uma meta-
analise recente mostrou que a densidade do acaro e a rosacea tiveram uma
associagao estatisticamente significativa (Zhao e cols., 2010).

A relagao causal dos acaros Demodex com as lesdes de pele é suspeita
de ser ocasionada através de diversos mecanismos. Esses podem bloquear
mecanicamente os foliculos, levando a distens&o e causando uma hiperceratose
intrafolicular. A presenca do exoesqueleto quitinoso pode agir como um corpo
estranho e contribuir para formacéao de granulomas. Os residuos produzidos pelo
acaro e/ou associado a bactérias podem ativar elementos do sistema imune inato
ou estimular o sistema pelo mecanismo de reacédo de hipersensibilidade tardia

(Bevins e Liu, 2007).

Bonamigo et al. (2005) avaliaram a associagao e correlagdo entre a
presenca do Demodex folliculorum e a expressdo das metaloproteinases da
matriz 2 (MMP-2) e 9 (MMP-9), em pacientes com rosacea. Um estudo
transversal foi realizado com 34 pacientes com rosacea com componente
inflamatorio (25 casos incidentes e nove casos prevalentes). Os dados deste
estudo mostram que: (a) D folliculorum estava presente em 12 casos (35,3%) da
amostra analisada; (b) nenhuma distribuicdo diferenciada de D folliculorum foi
detectada entre as etapas e as formas especiais de rosacea inflamatodria; (c) a
expressao da MMP-2 néo foi significativamente diferente entre pacientes com ou

sem D folliculorum; (d) n&do foi encontrada correlagéo linear entre a presenca de
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D folliculorum e ao grau de positividade e intensidade para a expressao da MMP-
2 ; (e) a expressao de MMP-9 foi significativamente maior em fibroblastos nos
casos de rosacea quando D folliculorum foi apresentado, em comparagédo com
os casos de rosacea sem D folliculorum (P = 0,035); e (f) foi encontrada uma
correlacao linear entre a presencga de D folliculorum e o grau de positividade para
a expressdao da MMP-9 nos fibroblastos de pacientes com rosacea. As
metaloproteinases de matriz (MMPs) sdao enzimas criadas por células residentes
da epiderme e da derme, e ativadas por varios fatores que sao tanto internos e
externos para os organismos (processo infeccioso, por exemplo). Numa situagéo
de secrecdo excessiva de MMP e, se as MMPs nao sdo adequadamente
bloqueadas pelos seus inibidores de tecidos especificos, a ativacdo de células
inflamatdrias, a angiogénese e a desestruturagdo da arquitetura dérmica,
resultante da colagendlise, podem ocorrer (trés aspectos muito importantes na
patogénese rosacea). Considerando as ag¢des patogénicas reconhecidas e a
associacao e correlacao encontrada neste estudo, conclui-se que a MMP-9 pode
ser mais um elo explicativo entre a presenca de D folliculorum e a expressao

clinica de certos casos de rosacea.

Outra hipétese relativa ao papel dos acaros Demodex na indugado da
rosacea assume que 0s acaros sao vetores para micro-organismos que causam
e exacerbam lesdes de pele (Hsu e cols., 2009). A teoria tem sua raiz no fato
que a melhora clinica é notada em pacientes que usaram tetraciclinas, embora
esses antibidticos ndo demonstraram agao contra o Demodex e nem reduziram
0 numero de acaros na pele. Tem sido sugerido que a atividade benéfica dos
antibidticos seja devido as suas propriedades anti-inflamatdrias; entretanto,
outros agentes anti-inflamatdrios, como esteroides ou tacrolimus, intensificam os

sintomas da rosacea ou até induzem seu desenvolvimento (Antille e cols., 2004).



44

Endosimbioses bacterianas poderiam de fato desempenhar um papel
importante na patogénese da rosacea, o que explicaria o efeito dos antibiéticos
nestes pacientes (Buechner, 2005). Bacillus oleronius, uma bactéria encontrada
no Demodex, tem sido ligada ao inicio da resposta inflamatéria nos pacientes
com rosacea pela produgao de proteinas antigénicas (Lacey e cols., 2007). O
processo inflamatoério das unidades pilosebaceas da regido centrofacial visto na
RPP pode ser explicado pelo fato da densidade dos acaros Demodex e
consequentemente do B oleronius ser maior nesta regido (Buechner, 2005;
Forton e cols., 2005). A hipétese seria que o acumulo de acaros nos foliculos
causaria distensao e dano desses, permitindo a difusdo dos agentes bacterianos
pelas paredes dos foliculos, resultando numa resposta imune em suas paredes
(Lacey e cols., 2007).

As pesquisas mais recente sdo de Murillo e cols. (2014), que analisaram,
através de um sistema de PCR em tempo real, a microbiota do Demodex por
meio de bidpsias de pele, comparando pacientes com rosacea
eritematotelangectasica, papulopustulosa e controles. A microbiota de cada
acaro foi caracterizada por uma biblioteca de clones 16S RNAr (acido
ribonucleico ribossomal), constituida de 367 clones obtidos de 73 extratos
originados de 5 amostras por grupo estudado (RET, RPP e controles saudaveis).
De um total de 86 espécies, 36 foram identificadas como especificas do
Demodex. No grupo da RPP, propor¢cdes de Proteobacteria e Firmicutes
estavam aumentadas, enquanto propor¢cdes de Actinobacteria estavam
diminuidas. Alguns Bacillus spp. também foram identificados, no entanto nao foi
possivel identificar o Bacillus oleronius.

Alteragbes das condi¢des fisiologicas da pele podem influenciar na
microbiota cutanea e no seu fendtipo. Foi recentemente estabelecido que a pele

de pacientes portadores de rosacea papulopustulosa é mais acida e seca, com
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um nivel normal de sebo, mas com uma composig¢ao diferente de acidos graxos.
Ni Raghallaigh e cols. (2012) sugerem que a natureza do sebo, mais que a
quantidade, possa favorecer o desenvolvimento do acaro Demodex. Esses
achados levantam a possibilidade que terapias ndo antibidticas possam
restaurar a composi¢cao normal dos acidos graxos do sebo e aumentar a
integridade e inibigdo da proliferagao dos acaros Demodex.

Segundo Dahl e cols. (2004), a elevagao da temperatura da pele dos
pacientes com rosacea, devido aos episddios recorrentes de flushing, pode levar
a um aumento de liberagao de proteinas por bactérias isoladas em pustulas de
pacientes com rosacea. Tal estudo, no entanto, possui varias limitacdes, dentre
elas o tamanho da amostra, com apenas 4 pacientes com rosacea
papulopustulosa e 4 controles. Em todos foram isoladas bactérias
Staphylococcus epidermidis, porém nos pacientes com rosacea os estafilococos
foram B-hemoliticos enquanto que nos controles foram ndo hemoliticos. O
proprio autor admite o tamanho pequeno da amostra e que os Staphylococcus
epidermidis encontrados nas pustulas dos pacientes possam ser meros
contaminantes da superficie da pele.

Em um estudo australiano, Whitfield isolou colbnias puras de
Staphylococcus epidermidis nas pustulas de 9 de 15 pacientes com rosacea
papulopustulosa, enquanto essas ndo foram isoladas na pele adjacente sem
lesdo dos mesmos pacientes. Foram realizados antibiogramas para essas 9
colénias onde 9 (100%) foram sensiveis a cefoxitina, cefalexina, gentamicina e
vancomicina, 8 (89%) a tetraciclina e eritromicina e apenas 1 (11%) sensivel a
penicilina (Whitfeld e cols., 2011). Outros estudos que corroborassem estes

achados seriam importantes.
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1.5. TRATAMENTO

Atualmente a rosacea € uma doenga sem cura, todavia tratavel. O Rosacea
International Expert (ROSIE) trabalha com a premissa de que o tratamento atual
da rosacea nao é causal, mas sintomatico e, portanto, sinais e sintomas devem
estar na vanguarda da tomada de decisao terapéutica.

A condigao da pele pode ser melhorada e mantida por uma variedade de
tratamentos. Os objetivos do tratamento sao:

1. Aliviar os sinais e sintomas, tais como irritacido ou vermelhidao da pele
e reduzir papulas e pustulas;

2. Retardar ou prevenir o desenvolvimento das formas leves as mais
graves da doenga;

3. Facilitar a remissao e evitar exacerbacoes;

4. Manter a pele na melhor condicao possivel;

5. Melhorar a qualidade de vida do paciente.

A triade do cuidado da rosacea, com énfase na educag¢ao do paciente sobre
a afecgado, nos cuidados com a pele e no tratamento, oferece uma abordagem
ampla para lidar com todas as necessidades do paciente e ndo apenas com 0s
sinais e sintomas especificos da doenca. Em pacientes com rosacea
eritematotelangectasica, por exemplo, técnicas como o treinamento de
relaxamento, psicoterapia cognitivo-comportamental, técnicas de biofeedback
ou medicamentos, como antidepressivos ou bloqueadores B-adrenérgicos,
podem ser utilizados para resolver os gatilhos emocionais quando esses

desempenharem um papel importante (Elewski e cols., 2011).
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1.5.1. TRATAMENTOS TOPICOS

Agentes topicos fornecem a base do tratamento para muitos pacientes com
rosacea. Segundo o ultimo consenso da American Acne & Rosacea Society
(AARS) é recomendado que terapias tépicas sejam administradas por pelo
menos 6 a 8 semanas, € que o metronidazol e o acido azeldico sejam as
primeiras escolhas para a redugao das lesdes papulopustulosas e do eritema
perilesional. Para o tratamento do eritema facial um agonista do receptor a-
adrenérgico pode ser acrescentado, e o Unico aprovado até o momento pela FDA
€ o tartarato de brimonidina gel (Del Rosso e cols., 2014).

Estudos das propriedades anti-inflamatérias tém mostrado que o
metronidazol, um antibiético imidazélico, € um antioxidante por interferir com a
geracgao e a liberagdo de espécies de oxigénio reativas a partir de neutrofilos
(Miyachi e cols., 1986). Quando liberado no tecido essas espécies reativas de
oxigénio causam lesbes nos locais de inflamacdo. O metronidazol foi
demonstrado ser eficaz para o tratamento da rosacea moderada a grave em uma
série de ensaios controlados com placebo. Esse reduz papulas, pustulas e, por
vezes, eritema, mas nao é geralmente eficaz contra telangiectasias (Schmadel
e McEvoy, 1990; McClellan e Noble, 2000). Um ensaio aberto multicéntrico com
582 pacientes com rosacea papulopustulosa leve a moderada tratados por 12
semanas com metronidazol 0,75% gel confirmou a eficacia desse agente (Wolf
e Del Rosso, 2007). Uma revisdo da Cochrane de dados agrupados de 174
pacientes demonstrou a seguranca e eficacia desse medicamento no tratamento
da rosacea e mostrou que o metronidazol tépico foi até seis vezes mais eficaz
do que o placebo (van Zuuren e cols., 2005). Outras avaliagbes mostraram que
o metronidazol topico reduziu as lesdes inflamatérias em 48-65%, um intervalo

que foi 20-50% maior do que a variagdo observada para o veiculo. Estudos
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também demonstraram redugdes no ardor, sensacdo de picada e secura
associadas com rosacea (Del Rosso, 2002). Uma meta-andlise de taxas de
eficacia para diferentes formulagdes de metronidazol demonstrou que nao houve
diferencas significativas entre as concentragdes de 0,75% e 1%, em creme, gel
e logao veiculo ou entre a aplicagao uma vez ou duas vezes por dia. Preparagdes
contendo alcool podem, contudo, ser mais irritantes (Yoo e cols., 2006). Melhoria
nas lesdes inflamatdrias e no eritema é notado, mas as telangiectasias
permanecem inalteradas. Verificam-se diferencas no que diz respeito a absorcao
percutanea de diferentes concentracdes e formulagdes de metronidazol em um
modelo de pele de cadaver humano. Essa foi maior com uma formulacao de
creme, logéao e, em seguida, de gel (Elewski, 2007).

O acido azelaico (AzA) é um 4&acido dicarboxilico com propriedades
antimicrobianas, anti-inflamatdrias, e antiqueratinizantes (Stinco e cols., 2007).
O seu efeito anti-inflamatério, reduzindo espécies reativas de oxigénio pré-
inflamatdrias, é tido como base para a sua eficacia no tratamento da rosacea. O
acido azelaico pode inibir a produgéo de espécies de oxigénio reativas pelos
queratinécitos, bem como a suprarregulacdo de citocinas pro-inflamatorias
induzida por UVB como a IL-1, IL-6 e TNF-a no RNAm e os niveis de proteina.
Além disso, o AzA parece induzir os receptores proliferadores-ativados de
peroxissoma (PPARy) RNAm. PPARYy inibe a proliferagdo de queratinécitos e
reduz as respostas inflamatérias, controlando a liberagdo de citoquinas e a
expressao de mediadores inflamatorios. AzA diretamente inibiu a KLK5 em
cultura de queratinécitos e a expressao do gene da KLKS, TLR2, e catelicidina
na pele de rato. Os pacientes com rosacea mostraram reducdo no RNA
mensageiro de catelicidina e KLK5 apds o tratamento com gel de AzA. Individuos
sem rosacea tiveram menor atividade da protease sérica do que pacientes com

rosacea. Subconjuntos distintos de pacientes com rosacea que tiveram alta e
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baixa atividade basal da protease sérica foram identificados, e os pacientes com
alta atividade apresentaram uma reducgdo estatisticamente significativa da
atividade da protease sérica com o tratamento com acido azelaico gel 15% (Coda
e cols., 2013).

Dois estudos duplo-cegos controlados e randomizados, envolvendo 664
pacientes, demonstraram que uma formulagdo em gel contendo acido azelaico
15% foi mais eficaz do que apenas o veiculo na redugcdo das lesbes
papulopustulosas e do eritema (Thiboutot e cols., 2003). Assim, a lesdo
inflamatdria diminuiu em média 58% e 51% nos grupos do acido azelaico versus
40% e 39% nos grupos dos veiculos. A redugao do eritema foi observada em
44% e 46% nos grupos do acido azelaico versus 29% e 28% nos grupos do
veiculo, respectivamente. Analise da Cochrane Collaboration confirmaram a
eficacia dessa formulagdo para reduzir lesdes inflamatorias e eritema (van
Zuuren e cols., 2005; van Zuuren e cols., 2007).

O acido azelaico tem um perfil de tolerabilidade favoravel e ndo promove
resisténcia bacteriana. As reagdes cutaneas locais, como a queimacao facial,
ardor e prurido, podem ocorrer, mas sao, na maioria das vezes, classificadas
como de leve a moderada intensidade. Noventa por cento dos pacientes
consideraram a tolerabilidade local boa ou aceitavel (Thiboutot e cols., 2003). O
elevado grau de adeséo e baixa taxa de descontinuidade foram confirmados pela
Cochrane (van Zuuren e cols., 2005; van Zuuren e cols., 2007).

Uma andlise critica dos dados clinicos publicados (Cochrane Database)
demonstrou que atualmente os unicos tratamentos topicos com uma clara
evidéncia de eficacia terapéutica na rosacea sdo o acido azelaico e o
metronidazol, em que ambos foram significativamente mais eficazes do que o

placebo (van Zuuren e cols., 2005; van Zuuren e cols., 2007).
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Mais recentemente, Taieb e cols. (2014) realizaram um estudo comparando

a eficacia da ivermectina 1% creme versus metronidazol 0,75% creme no
tratamento da RPP. Um total de 962 pacientes foram distribuidos aleatoriamente
para receber ivermectina 1% creme uma vez ao dia (n = 478) ou metronidazol
0,75% creme duas vezes ao dia (n = 484). Na semana 16, a ivermectina 1% foi
significativamente superior ao metronidazol 0,75% em termos de redugao das
lesbes inflamatdrias (83,0% vs. 73,7%; p <0,001). A eficacia da ivermectina no
tratamento de lesdes inflamatdrias da rosacea pode estar ligada a ambas as
propriedades anti-inflamatdrias e anti-parasitarias da medicagao. Varios estudos
in vitro e in vivo sugerem que a ivermectina possua propriedades anti-
inflamatdrias. Uma hipotese seria o bloqueio da via do fator nuclear-kB, o que
inibiria a produgéao induzida por lipopolissacarideos de citoquinas inflamatérias
(Zhang e cols., 2008). Além disso, a estrutura de ivermectina é semelhante a dos
antibioticos macrolideos, os quais sao conhecidos por exercer um efeito anti-
inflamatoério. A ivermectina também provoca a morte de parasitas (ex.:
Demodex), principalmente através da ligagao seletiva com grande afinidade para

canais de cloro-glutamato (Wolstenholme e Rogers, 2005).

1.5.2. TRATAMENTO SISTEMICO

As tetraciclinas s&o conhecidas por modular a resposta inflamatoéria por
meio da infrarregulagao da produgao de citocinas pré-inflamatarias, tais como IL-
1 e TNF-a e da produgdo de espécies reativas de oxigénio (Elewski e cols.,
2011). Também s&o responsaveis pela inibicdo das metaloproteinases da matriz,
as quais participam da patogénese da rosacea (Ryan e cols., 2001; Bonamigo e

cols., 2005; Kanada e cols., 2012; Zhang e cols., 2012).
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Antigamente, as doses eram administradas em niveis consistentes com
atividade antibidtica, por exemplo 100-200 mg/dia para a doxiciclina e 50-100
mg/dia para minociclina. Isso ocasionava preocupagbes sobre o
desenvolvimento de resisténcia de potenciais bactérias patogénicas. Mais
recentemente, uma dose de 40 mg de doxiciclina foi introduzida, que contém 30
mg de liberagdo imediata e 10 mg de liberagdo retardada (apresentacéo
farmacéutica ainda nao disponivel no Brasil). Nessa dose anti-inflamatdria, a
preparacao de doxiciclina ndao tem atividade antibidtica e, consequentemente,
nao conduz ao desenvolvimento de organismos resistentes aos antibidticos
(Berman e cols., 2007). Todavia, segundo Elewski e cols. (2011), na RPP com
inflamacéao grave e inumeras papulas e pustulas, a terapia deve iniciar com altas
doses de antibidticos orais (ex.: doxiciclina 100-200mg/dia, minociclina 50-
100mg/dia ou claritromicina 500mg/dia) durante 4 semanas, com reducgao de

50% da dose por 3-6 meses.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Avaliar a presenga de agentes bacterianos nas lesdes pustulosas de
pacientes com rosacea subtipo 2 (papulopustulosa), em amostra de um centro
de referéncia em atendimento de Dermatologia da cidade de Porto Alegre, Rio

Grande do Sul (Brasil).

2.2. ESPECIFICOS

2.2.1. Verificar o perfil de sensibilidade a antibioticos dos agentes
bacterianos isolados nos pacientes com lesdes pustulosas da rosacea
subtipo 2, em amostra de um centro de referéncia em atendimento de

Dermatologia da cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul (Brasil).

2.2.2. Verificar a presenca da flora cutdnea na area de pele
adjacente as lesdes pustulosas dos pacientes com rosacea subtipo 2, em
amostra de um centro de referéncia em atendimento de Dermatologia da

cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul (Brasil).
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Could a simple microbiological culture and an antibiogram guide the

treatment of our patients with papulopustular rosacea?

After reading and appreciating the paper “Staphylococcus epidermidis: a
possible role in the pustules of rosacea” authored by Whitfeld et al.,' we
considered performing microbiological cultures and antibiograms in the pustules
of our patients with papulopustular rosacea (PPR) and treating it with sensitive

antibiotics, thus avoiding their empirical use.

Whitfeld et al. isolated pure colonies of Staphylococcus epidermidis from
pustules of 9 out of 15 PPR patients, but not from the surrounding lesion-free
skin. These nine colonies were analyzed by antibiograms, and nine (100%) of
them were sensitive to cefoxitin, cephalexin, gentamicin, and vancomycin, eight

(89%) to tetracycline and erythromycin, and only one (11%) to penicillin.”
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We conducted a similar cross-sectional study; however, we obtained
different results. All our PPR patients diagnosed at our outpatient clinic between
2013 and 2014 were selected following the National Rosacea Society Expert
Committee criteria.? Those patients on antimicrobial drugs use or treated in the
past 15 days were excluded from the study. Twenty-two PPR patients were
selected — 15 (68.18%) women and seven (31.82%) men — with a mean age of

51 years and a standard deviation of 14 years (Table ).

Two microbiological cultures were obtained from each patient. The first one
was obtained by running a sterile transport swab, containing Copan Amies Agar
gel (COPAN ltalia, Italy), over the skin in a lesion-free area, at least 2 cm away
from the pustule. After collection, the skin was cleansed with a 70% alcohol swab
and the roof of the pustule was incised with a sterile needle, extruding the
purulent material onto another sterile transport swab. The swabs were
immediately taken to the laboratory, where they were streaked onto blood agar
plates and cultured aerobically at 37°C for 48 to 72 hours. After incubation,
morphologic tests were performed to identify the bacterial organisms and
differentiate staphylococci, micrococci, and related genera. If a pure growth of a
Staphylococcus colony was confirmed, the species was identified by the
coagulase test and APl STAPH identification kit (bioMérieux, France), and
standardized antibiograms were then performed using the Kirby-Bauer disc

diffusion method.

Among the 22 pustule cultures, only two (9.1%) revealed bacterial growth.

There was no bacterial growth on the healthy skin of patients.

Staphylococcus aureus colonies were sensitive to doxycycline, gentamicin,
nitrofurantoin, norfloxacin, oxacillin, and sulfamethoxazole/trimethoprim in one

patient whereas Staphylococcus epidermidis colonies were sensitive to
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clindamycin, chloramphenicol, doxycycline, erythromycin, gentamicin, rifampin,

oxacillin, and sulfamethoxazole/trimethoprim in another patient.

Further studies are needed to assess the actual role of bacteria in the
pathogenesis of rosacea, and for now, simple microbiological cultures and
antibiograms do not seem to be very useful in the management of these patients.
Perhaps more sensitive and specific tests, such as real-time PCR, may isolate
microorganisms and partly explain the pathogenesis. 3% Studies with negative
results, such as that of Murillo et al.® and the one described herein, may also be

considered important for understanding this complex disease.

Abreviations:
PCR: Polymerase chain reaction

PPR: Papulopustular rosacea
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Table I: Baseline characteristics of rosacea patients (UFCSPA 2013-2014)

n=22
N %

Gender

Female 15 68.18

Male 7 31.82
Smoking status

Never smoked 21 95.45

Ex-smoker 1 4.55

Active smoker 0
Family history of rosacea

Yes 8 36.36

No 14 63.64
Photosensitive skin type by Fitzpatrick

I-11 6 27.27

ni-vi 16 72.73
Triggering factors:

Sun exposure 22 100

Heat exposure 20 90.91

Stress 16 72.73

Ingestion of alcoholic beverages 10 45.45

Ingestion of hot beverages 9 40.91
Severity grading of PPR*

Mild 6 27.27

Moderate 11 50.00

Severe 5 22.73

*Standard grading system of the National Rosacea Society Expert Committee.?
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

A rosacea é uma doenga subdiagnosticada e provavelmente com
destacada prevaléncia, principalmente no Rio Grande do Sul, onde grande parte
da populagéo é de origem caucasiana. Porém, ainda ndo temos estudos de
prevaléncia aqui no Brasil, e 0 que sabemos € que a maioria dos pacientes
apresenta a forma eritematotelangectasica da doenga. Os pacientes com RPP
geralmente apresentam-se na consulta usando algum tipo de antibi6tico tépico
ou sistémico (critério de exclusdo do nosso estudo).

E uma doenca de etiologia multifatorial, e o que se conhece definitivamente
sdo alguns fatores agravantes, como alteragbes de carater emocional,
alteragdes climaticas, exposicdo solar e ingestdo de bebidas alcodlicas. Os
fatores etiologicos, no entanto, permanecem desconhecidos.

Durante o periodo de realizag&o deste trabalho, novos estudos foram sendo
publicados com novas teorias sobre a patogénese dessa instigante doenca.

Apesar de as descobertas desses estudos sobre o0s principios
fisiopatolégicos da rosacea, muitos outros trabalhos precisam ser realizados
para compreendermos a rede complexa e desregulada de células e mediadores
dessa doenga. As pesquisas atuais focalizando as causas subjacentes estdo na
diregcao de uma predisposi¢cado genética e de alguns fatores desencadeantes que
ajudam a estabelecer o sintoma de flushing transitério, a manifestagao clinica
inicial da rosacea. A inducdo do sistema imune inato e a hiperestimulagao do
sistema nervoso sensorial e/ou autondmico, associada com a desregulagao

vascular das arteriolas e pds-vénulas, podem ser os processos patolégicos
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iniciais responsaveis pelo flushing e, em ultima instancia, resultando na
inflamacéo crénica e na fibrose (Steinhoff e cols., 2013).

Pesquisas futuras devem abordar a comunicacgao entre o sistema nervoso
da pele e o sistema imune inato (em relag&o a ativagao e inibi¢cdo), a contribuigao
ativa e passiva do sistema imune adaptativo para essa doencga, a regulagao da
dilatagdo dos vasos sanguineos e linfaticos e sua interagdo com o sistema
nervoso cutaneo, bem como a sua comunicagdo com as células imunes e o
controle da ativacao de fibroblastos, além das consequéncias da ativagao dos
queratinocitos (Steinhoff e cols., 2013).

A compreensao desses principios fisiopatoldgicos subjacentes a essa
doenca nos permitira desenvolver novos alvos para uma intervencdo meédica e,
eventualmente, adicionar novos e melhores tratamentos para o arsenal bastante
limitado de opgdes terapéuticas na rosacea.

Dentre as opgdes terapéuticas, o antibiotico doxiciclina ainda continua
sendo a melhor opg¢ao. Apesar de a maioria dos estudos indicar uma dosagem
oral de 40mg/dia (teoricamente apenas anti-inflamatéria) para o controle das
lesdes papulopustulosas (Berman e cols., 2007), € reconhecido que muitas
vezes é necessario utilizar uma dosagem elevada (entre100-200mg/dia, ou seja,
doses com atividade antibidtica e ndo apenas imunorreguladora), para controlar
lesdes papulopustulosas de pacientes com maior gravidade clinica (Elewski e
cols., 2011). Esta é uma situagado que continua sem uma explicagéo plausivel.
Talvez com novos estudos sobre a microbiota dos acaros Demodex possamos
obter novas respostas.

Mais pesquisas precisam ser realizadas para avaliarmos o verdadeiro papel

das bactérias na patogénese da rosacea e, por enquanto, simples exames
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bacteriologicos e antibiogramas parecem nao serem capazes de auxiliar o

manejo desses pacientes.
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5. ANEXOS

5.1. ANEXO 1 - PROTOCOLO DE PESQUISA

PROTOCOLO PARA AVALIACAO DOS PACIENTES

Ambulatoério:

1. Dados Pessoais

Protocolo numero: Data:

Nome paciente:

Idade: Data nascimento: Tempo de doenca:

Endereco:

Telefone:

Numero do protocolo do servigo em que é atendido

Uso de antibiéticosnos ultimos 30 dias: ( ) Sim ( ) Nao
Tabagista: ( ) Sim ( ) Nao

Fotipo de Fitzpatrick: ( )loull () lILIV,V,VI

Histdria de rosacea em familiar de 1° grau: ( ) Sim ( ) Nao

As lesbdes pioram com:

Estresse emocional: ( ) Sim ( ) Naéo
Bebidas alcodlicas: ( ) Sim ( ) Nao
Bebidas quentes: ( ) Sim ( ) Nao
Exposicao solar: ( ) Sim ( ) Nao

Calor: ( ) Sim ( ) Nao
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Tabela de graduacdo da rosacea papulopustulosa (Wilkin e cols., 2004)

modificada
Severidade Papulas/Pustulas Placas
Leve Poucas (1-2) Nenhuma
Moderado Varias ou Muitas (3 ou +) Nenhuma
Grave Muitas e/ou Extensas Nenhuma/Presente
(+2 regides da face)

Gravidade da Rosacea subtipo 2: ( ) Leve ( )Moderada ( ) Grave

Locais de Coleta:

I Regido Malar: ( )Sim ( )Nao
/ 5
f ‘ Regido Nasal: () Sim ( )Nao
/J /ﬁ‘ ——
o = = 0
\1-,T>;3\ ‘ LJ/ Regiao Mentoniana:( ) Sim ( )Nao
h | (S |
\ == /
: o f Regido Frontal: () Sim ( )N&o
) S~— |
Resultados:
Pustula Pele adjacente sem lesao
Bacterioldgico: Bacteriologico:

Antibiograma:

Sensiveis:

Intermediarios:

Resistentes:
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5.2. ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

Vocé esta sendo convidado participar deste projeto de pesquisa com o
titulo: "Perfil microbiolégico e de sensibilidade bacteriana a antibiéticos em
pacientes portadores de rosacea papulopustulosa”, sob a responsabilidade
dos pesquisadores, Renan Rangel Bonamigo, Wagner Bertolini, Rodrigo Pereira
Duquia e Osmar Luiz Magalh&es de Oliveira. Abaixo estdo todas as informagdes
sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboracdo sera de muita
importancia para nés, mas, se desistir a qualquer momento, isso ndo causara
nenhum prejuizo para seu tratamento. Nao havera nenhum custo financeiro na
sua participagao no projeto e vocé levara no maximo 20 minutos para responder
as perguntas e coletar o exame.

JUSTIFICATIVA: a rosacea € uma doenca de causa desconhecida.
Acreditamos que bactérias presentes nas lesbes de pele possam ser as
responsaveis, uma vez que o uso de antibiéticos melhora as lesdes, porém estes
sdo usados de forma indiscriminada. Para identificarmos bactérias nas suas
lesdes e testarmos os antibidticos mais eficazes, precisamos coletar a secrecao
(pus) das lesbes amareladas parecidas com “espinhas” presentes na sua face.
Isto sera feito da seguinte maneira:

Primeiramente realizaremos a coleta em uma area de pele da sua face sem
lesdo. Essa coleta sera realizada passando sobre sua pele um instrumento
semelhante a um cotonete (swab).

Logo apds, realizaremos a limpeza com alcool 70% de uma area de pele
com lesdo.Em seguida, faremos um pequeno corte superficial com uma lamina
estéril somente em cima da lesdo semelhante a uma “espinha”para coletarmos
a secrecgao de dentro desta com outro cotonete (swab). Os materiais coletados
serao colocados em um tubo estéril e encaminhados ao Laboratério Mont'Serrat
para analise.

Apos cerca de 2 a 3 semanas vocé sera contatado por telefone para
retornar ao mesmo local da coleta para uma consulta médica, onde sera
informado o resultado desse exame.

DESCONFORTOS OU RISCOS ESPERADOS: caso vocé sinta vergonha
ou desconforto em responder ao questionario, ao ser examinado ou durante a
coleta do exame, podera se negar a participar ou desistir a qualquer momento,
sem nenhuma penalidade ou prejuizo pessoal. Vocé pode sentir um leve
desconforto durante a coleta do exame. As chances de infecg&o da pele no local
da coleta sdo minimas, pois todo o procedimento sera realizado com técnica
asseéptica (limpa) e material estéril e descartavel. Ao perceber qualquer efeito
adverso, vocé podera ligar para o numero (51) 96757737 e informar ao
pesquisador responsavel para que vocé seja avaliado.
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BENEFICIOS QUE SE PODE OBTER: o beneficio que vocé pode obter
com essa pesquisa é que, identificando a presenca de bactérias e a
sensibilidade a certos antibidticos em pacientes com rosacea, poderemos
reavaliar condutas que possam melhorar o seu tratamento e de outros
pacientes.

GARANTIA DE RESPOSTA A QUALQUER PERGUNTA: vocé tem a
garantia de poder obter informagdes a qualquer momento dos procedimentos e
meétodos utilizados neste estudo, bem como dos resultados, parciais e finais,
desta pesquisa. Para tanto, podera consultar o pesquisador responsavel citado
abaixo ou o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ciéncias
da Saude de Porto Alegre (RS).

LIBERDADE DE ABANDONAR A PESQUISA SEM PREJUIZO PARA SI:
vocé tem a liberdade de recusar-se, desistir ou de interromper a colaboragao
nesta pesquisa no momento em que desejar, sem necessidade de qualquer
explicagdo. A sua desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a sua saude.

GARANTIA DE PRIVACIDADE: os resultados deste estudo serédo
mantidos em sigilo, mas poderao ser divulgados em publicacbes cientificas.
Seus dados pessoais serdo mantidos em sigilo.

Eu, , recebi as
informagdes sobre os objetivos da pesquisa de forma clara e concordo em
participar do estudo. Declaro que recebi copia do presente Termo de
Consentimento.Caso eu tenha novas perguntas ou duvidas sobre este estudo,
posso contatar o Dr. Renan Rangel Bonamigo (pesquisador responsavel) ou o
Dr. Wagner Bertolini pelo telefone (51) 96757737 e o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre pelo
telefone: (51) 33038804.

Assinatura do Paciente.

Assinatura do Pesquisador.

Porto Alegre, de de 201___




5.3. ANEXO 3 - PARECER DO COMITE DE ETICA DA UFCSPA:

UNIVERSIDADE FEDERAL DE

CIENCIAS DA SAUDE DE W
PORTO ALEGRE

i
DADOS DO PROJETO DE PESQOUASA

Titule da Pesquisa: PERFIL MICROBIOLOGICO E DE SENSIBILIDADE BACTERIANA A ANTIBIOTICOS
EM PACIENTES PORTADORES DE ROSACEA PAPULOPUSTULOSA

Pesquisador; Renan Rangesl Bonamigo
Ares Temdtica:

Versao! 1

CAAE: 16455513.0.0000 5345

Instituicdo Proponents; Universidade Federal de Cincias da Sauds de Pofio Alegre
Fatrocinador Principal: Fmancismento Propoo

DADROS OO PARECER

Himero do Parecer: 324 016
Data da Relatoria: JDGT013

Apresentagdo do Projeto:

0 projeto estd baseado na hipbtese de Whithield, que alguma bactéria possa ser a responsdvel pelo
surgimenio das lestes papulopustulosas da rosdcea, 36 que o3 antbicticos possuem um

papel imporiants no controbe destn. Trats-se de um esiudo iransvereal com coleta d2 sacreglo de lesbies
pusiulosas & da pele adiacente de lodos o8 pacienies malores de 16 anos com dagndstico de rosdcea
papubopustulosa {subtipe 2} que consultorem no servigo de dermatologia da Umiversidade Federal de
Cigncias da Saude de Poro Alegre, para realizaglo de bactenologico # antibiogramas sspeciicon

Oipjetivo da Pesguisa;

Principal

Avaliar o presenca de agenies bacienanos nas lesdes pustulosas da rosaces sublipo 2 {papulopustulosa)
T um centio de referéncia em stendinianto de Demmatologia da cidade de Porio Alegre.

Especificos:
- Venfcar o perfl de sensiwbinds 5 aniibidicos dos sgenies bacieranos (Soados NOE PACIENIES

Enderego:  Fua Sammenio Lede 245

Bairm: CEP: posD-17a
UF. RS Munigipio: PORTO ALEGRE
Telefons: (5130303 350 E-mait: cepifufcspa soubr

Expa oz
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE wﬂ’
PORTO ALEGRE
CONBNCAD 00 Parecer 13000
com leabes pushilnsas da rosdees sublips 2.

- Venficar a presenca da flom cuiiinea na area de pele adjacenie as lesoes pustulosas,

Avaliagio dos Riscos & Beneficion:

Rizcos

Leve desconforio durante o coleta do exame. Az chances de infecgio da pele no ocal da coleta sdo
minimas, poie todo o procedimendo sera reafizado com tecnica assaptica & material eateril & descartavel.
Banaficios:

ideniificando a presenga de bachérias € a sensibilidade a cerlos anfibioicos em pacienies com nosaces,
poderamos reavabar condutas gue possam methorar o tratamento do pacients.

Comentarios & Consideragoes sobre a Pesquisa:

Listal da Pesquisa’ mmmmudﬂ Crermatoingia da Universifade Federal de CiEncias da Saide
de Porto Alegre (UFSCPA) no Centro de Sadde Santa Maria: Laboratdio

Mont Semat.

Temanho da Amosira no Brasi 30 encaminhados ao Laboraténo MomSerrat, onde serfo culBvados em
mieios d& cultura aerdbico em temperatura de 377 C, sendo posteriorments

realizados antbogramas, se crescimenio bachenano.

Critéric de tnchusdo:

Sero Incluldos todos o8 pacientes com maks 2 15 ancs de idade alandidos no Servigo de Denmatoingis da
UFCSPA durante o perodo com disgnostico de nosacea sublipo 2 & gue apreseniarem leades pustulosas
em face.

Critério de Exckisdo

Serdo excluidos do estedo, pacientes em wso de medicamentos antimicrobianos ou que tenham realizado
iratamento noa dltmos 30 diss.

Enderego:  Fus Sammees Lete 145
Bairro: CEF: @057

UF: BE Mumicipio:  FORTO ALEGRE

Tebelons: (413500 S804 Emait  cepuicspa wou b

Faigira 3 o 0
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE W"""
PORTO ALEGRE
COAIIBCAT 52 PR 014

Congideragdes sobre o0& Termos de apresentagio obrigatdria:

TCLE Adequado

Fnanciamento: Apresentado orgamendo de RS2170,50, asanado pelo pesquisador. Os cuslos serdo por
conta dos pesquisadores.

Recomendagoes:

Mo ienficar o paclenie pelo nome no protocolo de coleta de dados anaxo 1, Bugiro &8 beiras iniclals do
e

Conclusbes ou Pendéncias & Lista de Inadequagdes:
Frojete aprovado

Siwacio do Parecer:

Aprovado

Hecessita Apreciagio da COMEP:

Mo

Congideragoes Fingis o critério do CEP:
D= acordo com o Parecer do Refalor

PORTO ALEGRE, 03 de Jasho de 2013

Agginador por:
Josa Geraldo Vernet Taborda
[Coardenador)
Endereco:  Rus Sarments Latle 245
Baira: CEF- 20850170
FF: RS Mumiciples: PORTD ALEGRE
Tolsfone: (513305 2004 E-mail: cep@ufespa sdubr

Fages o TF
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5.4. ANEXO 4 — CONFIRMACAO DE ACEITAGCAO DO ARTIGO.
Transcri¢cao do e-mail recebido em 08/04/2015:

De: "Journal of the American Academy of Dermatology" < JAAD@aad.org>
Data: 8 de abril de 2015 14:39:31 BRT

Para: wagber@hotmail.com

Assunto: Your submission to The Blue Journal

Ref.: Ms. No. JAAD-D-15-00308R1

Journal of the American Academy of Dermatology

Could a simple microbiological culture and an antibiogram guide the treatment of our
patients with papulopustular rosacea?

Dear Dr. Bertolini:

| am pleased to tell you that your work has now been accepted for publication in Journal of
the American Academy of Dermatology.

When your paper is published on ScienceDirect, you want to make sure it gets the
attention it deserves. To help you get your message across, Elsevier has developed a new,
free service called AudioSlides: brief, webcast-style presentations that are shown (publicly
available) next to your published article. This format gives you the opportunity to explain
your research in your own words and attract interest. You will receive an invitation email
to create an AudioSlides presentation shortly. For more information and examples, please
visit http://www.elsevier.com/audioslides.

Thank you for submitting your work to The Blue Journal.
Sincerely,
Dirk M. Elston, M.D.

Deputy Editor
Journal of the American Academy of Dermatology



