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RESUMO

O uso de prebidticos, probidticos, pds-bidticos e simbidticos em produtos dermatoldgicos e
cosméticos tem sido popular para melhorar a sadde da pele, mas ha pouca evidéncia cientifica
para apoiar essa pratica. Este estudo revisou a literatura cientifica e realizou um estudo in
vitro para avaliar a atividade de substancias comerciais de prebidticos sobre o crescimento e
viabilidade bacteriana e a viabilidade e proliferacdo de queratindcitos. As substancias trealose,
fruto-oligossacarideos(FOS), inulina e alfa-glucano oligossacarideo foram avaliadas em
concentragdes variadas de 2% a 0,004% quanto a capacidade de promover o crescimento de
espécies bacterianas presentes no microbioma cutanea, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Streptococcus pyogenes e de bactérias
probidticas como Lactiplantibacillus plantarum em uma curva de crescimento de 24 h. A
trealose semelhante a inulina, favoreceu o crescimento de todas as espécies na concentracao
de 2% em meio basico em nutrientes, enquanto, nessa mesma concentracdo, suprimiu o
crescimento de L. plantarum e S. aureus em meio rico em nutrientes. Alfa-glucan
oligossacarideo estimulou o crescimento na concentracdo de 2% de L. plantarum, S.
epidermidis e S. pyogenes em meio basico em nutrientes e suprimiu o crescimento de S.
epidermidis em todas as concentracOes testadas e analisadas em meio rico em nutrientes. Em
cultura de células de queratinécitos imortalizados HaCat nenhuma das substancias
apresentou atividade antiproliferativa e citotdxica. Em contrapartida, todas as substancias
mostraram estimular a migra¢dao celular. Em conclusdo, as substancias usadas como
prébidticos estimulam o crescimento microbiano de forma inespecifica quando ha menor
oferta de carboidratos no meio de cultura, sem acdo diferenciada em bactérias
potencialmente patogénicas ou mais comensais. No entanto, essas substancias tém potencial

uso na cicatrizacdo de feridas e renovacao celular.

Palavras-chave: prebioticos. Cosméticos. Microbioma cutaneo. Produtos dermatoldgicos



ABSTRACT

The use of prebiotics, probiotics, postbiotics and synbiotics in dermatological and cosmetic
products has been popular to improve skin health, but there is little scientific evidence to
support this practice. This study reviewed the scientific literature and performed an in vitro
study to evaluate the activity of commercial prebiotic substances on bacterial growth and
viability and keratinocyte viability and proliferation. The substances trehalose,
fructooligosaccharide (FOS), inulin and alpha-glucan oligosaccharide were evaluated in
varying concentrations from 2% to 0.004% for their ability to promote the growth of bacterial
species present in the cutaneous microbiome, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Micrococcus luteus, Streptococcus pyogenes and probiotic bacteria such as
Lactiplantibacillus plantarum in a 24 h growth curve. Inulin-like trehalose favored the growth
of all species at a 2% concentration in nutrient-basic medium, while at the same concentration
it suppressed the growth of L. plantarum and S. aureus in nutrient-rich medium. Alpha-glucan
oligosaccharide stimulated growth at 2% concentration of L. plantarum, S. epidermidis and S.
pyogenes in nutrient-basic medium, and suppressed growth of S. epidermidis at all
concentrations tested and analyzed in nutrient-rich medium. In cell culture of HaCat
immortalized keratinocytes, none of the substances showed antiproliferative and cytotoxic
activity. In contrast, all substances have been shown to stimulate cell migration. Substances
used as prebiotics stimulate microbial growth in a non-specific way when there is less supply
of carbohydrates in the culture medium (nutrient-based medium), with no differentiated
action on potentially pathogenic or more commensal bacteria. However, these substances

have potential use in wound healing and cell renewal.

Key-words: prebiotic, microbiome, Skin microbiota, skin, Dermatological product
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1. INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, sendo responsavel por importantes funcdes
na saude e fisiologia humana. A pele desempenha uma fungdo barreira que inibe a entrada
de patdégenos e a saida de agua, o que permite a manutencdo da homeostase corporal

(MADISON, 2003; BARNARD & LI, 2016).

Estudo recentes mostram que ha um sistema complexo de simbiose entre
microrganismos, residentes na pele e o hospedeiro, permitindo que esse dérgao se
mantenha saudavel e desempenhe todas as suas fungdes, evidenciando o papel
fundamental de um microbioma cutdneo (SANFORD & GALLO, 2013; BARNARD & LI,
2016).

Uma infinidade de fatores como género, idade e até habitos de higiene podem
interferir na composigdao do microbioma individual de cada organismo, assim como
regioes do corpo, por diferentes pH, temperatura, umidade e conteudo lipidico (LARSON,

2001; FIERER et al., 2008; SONG et al., 2013; BARNARD & LI, 2016).

O microbioma cutaneo além de promover a manutengdo da saude da pele, é também
responsavel por evitar diversas infeccbes por patdgenos invasores. O entendimento da
composicdo do microbioma ndo foi totalmente elucidado, porém, nos ultimos anos, a
acessibilidade a técnicas de sequenciamento permitiu uma visdo mais ampla e completa
desse sistema (BYRD et al., 2018). Em individuos com pele sauddvel evidenciou-se um
certo equilibrio de quantidade entre as espécies em diferentes partes do corpo e
demonstraram a predomindncia das espécies bacterianas Staphylococcus spp.,
Corynebacterium spp., Streptococcus spp. E Propionibacterium spp. De uma maneira geral

(BYRD et al., 2018).

Staphylococcus epidermidis é o microrganismo mais abundante na pele, as
fungdes dessa bactéria comensal sao muitas. Entre elas se destaca o fato de que S.
epidermidis produz e secreta varios peptideos antimicrobianos (AMPs), como as
modulinas e bacteriocinas, que podem impedir diretamente a colonizagdo de patdgenos
cutaneos, incluindo Staphylococcus aureus e até mesmo outras cepas de S. epidermidis

(FONTANA et al., 2006; BASTOS et al., 2009; COGEN et al., 2010; BARNARD & LI,2017).



Apesar de ser tipicamente considerado um organismo comensal, S. epidermidis pode
atuar como um patégeno oportunista (COGEN et al., 2010). S. epidermidis na pele humana
possui a capacidade de formar biofilmes, resultando em uma alta prevaléncia desse
microrganismo em infeccGes hospitalares, em peles feridas, queimaduras e bacteremia

(WISPLINGHOFF et al., 2004; ROGER et al., 2009; BARNARD & LI, 2016).

Microccoccus luteus também é um microrganismo abundante no microbioma
cutaneo e possui enzimas que degradam dacidos graxos presentes no estrato cérneo,
auxiliando no equilibrio lipidico da pele (HUG et al., 1999) e aparece em maior abundancia
em relacdo a pele sauddvel em casos de dermatite atdpica (BARNES et al.,, 2022).
Streptococcus pyogenes esta muito presente em lesdes e fortemente associada a psoriase.
Estudos demonstram que a presenga de S. pyogenes em psoriase supera sua concentragao
em peles normais e em dermatite atopica (VALDIMARSSON et al., 1995; LEWIS et al.,
2019). O género Lactobacillus também pode ser encontrado na pele integra ou mesmo
em lesGes de psoriase, no entanto, ndo ha relacdo alguma estabelecida desse género com
tal patologia (ALEKSEYENKO et al., 2013; STEHLIKOVA et al.,, 2019), sua funcdo e até
mesmo as espécies mais presentes ainda ndo foram bem estabelecidas. Esse género,
também é conhecido por seu papel como probiodtico, principalmente no trato

gastrointestinal e na cavidade bucal (ALLAKER et al., 2017).

Recentemente conceitos como prebidticos, probidticos, pds bidticos e até
simbidticos vém sido incorporados em produtos dermatolédgicos e cosméticos, com o
intuito de promover a saude da pele, estimulando hidratacdo e fortalecendo sua funcdo
barreia, através da modulagdao e equilibrio do microbioma cutaneo a fim de trazer

beneficios a aparéncia da pele.

Alguns estudos demonstram potencial uso dos probidticos, microrganismos vivos
que conferem beneficios a saude do hospedeiro (MAZLOOM et al., 2019) no tratamento
de DA, psoriase e acne (MOTTIN & SUYENAGA, 2018; LEWIS et al., 2019). Lactobacillus
paracasei apresenta promover uma rapida recuperacao da barreira cutdnea em pacientes
com DA. Além disso, os probidticos diminuem a quantidade total de bactérias presentes
em feridas e aceleram a recuperacdo de pacientes que sofreram queimaduras e diminuem

as Ulceras presentes. Os probidticos, Lactobacillus e Bifidobacterium, presentes em nossa
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microflora intestinal, produzem bacteriocinas e acidos organicos com propriedades
antimicrobianas e competem com o S. aureus pela fixagdo aos queratindcitos (NOLE et al.,
2014). O consumo de Bifidobacterium breve 11trept (BBY) por camundongos demonstrou
aumentar a hidratacdo da pele e auxiliar no balanco oxidativo das células da derme (ISHII
et al.,, 2014). O consumo de L. plantarum em um estudo clinico demonstrou também

promover maior hidratacdo cutanea (ISHIl et al., 2014).

Outro mecanismo que tem ganhado grande espaco nos produtos dematoldgicos e
cosméticos é a incorporagao de prebidticos a férmula. Em contexto gastrointestinal, os
prebiodticos sdo nutrientes para as bactérias benéficas, que normalmente sao fermentados
por elas e estimulam seletivamente o crescimento e/ou atividade desses microrganismos
(KHANGWAL & SHUKLA, 2019). Para ser considerada prebiotico, uma substancia deve
resistir a acidez gastrica, a hidrdlise, a acdo de enzimas e ndo sofrer absorcdo
gastrointestinal (GIBSON & ROBERFROID, 2004). Esse ultimo conceito ndo se aplica ao uso
desses em produtos dermatoldgicos, uma vez que a administracdo tdpica de prebidticos
ndo os colocara em contato com o sistema digestdrio. Nao esta bem estabelecido quais
os critérios que uma substancia deve atender para poder ser considerada um prebidtico
de uso dermatoldgico, principalmente considerando critérios baseados em evidéncias
cientificas (BALASUBRAMANIAM et al.,, 2020), fazendo com que substancias
anteriormente ndo utilizadas como prebidticos, por sofrer absor¢cdao ou nao resistir a
digestdo, possam agora ser candidatas ao uso topico. Mas é claro que de forma geral,
entende-se que um prebidtico para uso dermatoldgico deva atender a critérios
semelhantes aos estabelecidos para prebidticos de uso intestinal como estimular
seletivamente o crescimento e metabolismo de bactérias benéficas, promovendo
equilibrio microbiano na pele (MAGUIRE & MAGUIRE, 2017). A mudanca desse conceito
para o ambito dermatoldgico ainda levanta duvidas, como quais sdo as bactérias alvos,
tidas como exclusivamente comensais na pele e se elas possuem metabolismo favorecido
frente a outras bactérias que residem na microbiota cutanea e como se da o crescimento
desses microrganismos na presenca de prebidticos utilizados no contexto gastrointestinal.
Para isso, o presente estudo se propOs a avaliar o efeito dos principais prebidticos

existentes em contexto gastrointestinal no crescimento de importantes espécies contidas

11
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no microbioma cutanea, assim como a agdo dessas substancias em queratindcitos

humanos

Embora seja promissor a utilizacdo de prebidticos e probidticos na promocgdo e
manutencdo da salde cutanea, ainda ndo é sdlida a base na literatura cientifica para
apoiar essa pratica, pois ndo se sabe o impacto no microbioma cutaneo e na saude de
forma geral pelo uso desses produtos e nem se ha de fato um real beneficio comprovado
no uso desses mecanismos. Portanto, se faz necessario mais estudos, para entender como
0s principais prebidticos utilizados atualmente atuam no crescimento dos principais
microrganismos presentes na pele, estudos in vivo e clinicos que possam oferecer dados
suficientes para suportar o uso dessas substancias que é tdo crescente na industria

cosmética e em produtos dermatoldgicos.

Com base nisto, esta dissertacdo foi dividida em dois capitulos, sendo o capitulo 1, O
uso de prebidticos, probidticos, pds-bidticos e simbidticos em cosméticos e dermatologia:
revisdao da literatura e perspectivas, um artigo de revisdo narrativa sobre a visdo que a
literatura cientifica traz a respeito do uso de pré e probidticos em produtos cosméticos e o
capitulo 2, Avaliacdo de prebidticos para uso em produtos dermatoldgicos: atividade no
crescimento bacteriano, proliferacdo e migracdo celular, os resultados do desenvolvimento
bacteriano, in vitro, frente aos principais prebidticos presentes atualmente no mercado

cosmeético.
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo investigar se a literatura cientifica pode fornecer
subsidios para o uso crescente de ingredientes pré e probidticos em produtos cosméticos e
dermatoldégicos. Para tanto, realizou-se uma pesquisa bibliografica em bases de dados,
PubMed e Scielo, utilizando-se de MeSH terms como prebiotic and skin, probiotic and skin,
prebiotics and cosmetics. Um total de oito estudos que relacionaram o uso de prebidticos com
microbioma cutaneo e cinco estudos que relacionaram o uso de probidticos com microbioma
cutaneo foram selecionados. Esses estudos utilizaram tais ingredientes tanto por via topica
quanto oral e mediram parametros relacionados a saude e estética da pele, assim como quais
produtos com a utilizacdo de pré e prebidticos sdo encontrados atualmente no mercado. Os
resultados obtidos indicam que as evidéncias cientificas sobre o tema ainda sao incipientes e
gue ha poucas evidéncias que possam suportar as alegacOes de eficacia e seguranca desses
ingredientes em produtos de cuidados com a pele. Os dados mais relevantes dos estudos
mostram os efeitos na pele, como diminuicdo da perda transepidermal de agua, aumento da
matriz lipidica e regulagdo do pH cutaneo, porém esses mesmos estudos nao trazem dados
estruturado da mudancga ocorrida no microbioma cutaneo, como alteragdo no nimero de
espécies bacterianas e espécies predominantes. Com isso, torna-se importante o
desenvovimento de mais estudos para compreender as limitacdes e beneficios desse novo
mecanismo atuante no microbioma cutdneo e promover uma abordagem mais critica em
relacdo aos produtos cosméticos e dermatoldgicos que fazem uso desses ingredientes. Em
sintese, este estudo apresenta uma revisao critica da literatura cientifica disponivel sobre as
tendéncias e perspectivas de uso de pré, pro, pos e simbidticos em produtos cosméticos e

dermatoldgicos



15

Introdugao

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, sendo responsavel por importantes fungdes
na saude e fisiologia humana. A pele desempenha uma func¢do barreira que inibe a entrada de
patdégenos e a saida de agua, o que permite a manutencdo da homeostase corporal
(MADISON, 2003; BARNARD & LI, 2016).

Na superficie da pele, juntamente com as secre¢Bes oriundas deste orgdo, estdo
também milhares de microrganismos, que juntos formam um complexo sistema ecoldgico.
Recentemente a ciéncia vem elucidando o papel desempenhado por microrganismos em
doencas da pele e na manutencdo da sua saude (SANFORD & GALLO, 2013). Na maioria dos
quadros do desenvolvimento de um problema de saude, a remogao desses patégenos € a
forma mais eficaz de tratamento. A remocdo de microrganismos é utilizada a muito tempo,
como praticas comuns de higiene, mas estudos recentes mostram que a utilizagao de alguns
ingredientes como detergentes e alcool etilico tem sido um dos fatores que podem causar
danos e disbiose no microbioma cutaneo (TWO et al., 2016).

Porém, estudos recentes mostram que ha um sistema complexo de simbiose entre o
microbioma e o hospedeiro, permitindo que a pele se mantenha saudavel e desempenhe
todas as suas funcdes, evidenciando o papel fundamental do microbioma cutaneo (SANFORD
& GALLO, 2013; BARNARD & LI, 2016).

O microbioma cutaneo além de promover a manutengao da saude da pele, é também
responsavel por evitar diversas infeccOes por patégenos invasores. O entendimento da
composicdo do microbioma nado foi totalmente elucidado, porém, nos ultimos anos, a
acessibilidade a técnicas de sequenciamento permitiu uma visdo mais ampla e completa desse
sistema (BYRD et al., 2018). Para melhor entendimento do papel do microbioma da pele,
estudos foram conduzidos em pacientes com peles saudaveis e evidenciaram um certo
equilibrio entre as espécies em diferentes partes do corpo, com diferentes niveis de
oleosidade e umidade, e demonstraram a predominancia das espécies bacterianas
Staphylococcus spp., Corynebacterium spp., Streptococcus spp. E Propionibacterium spp. De
uma maneira geral (BYRD et al., 2018).

Em certos momentos, bactérias que antes desempenhavam um papel comensal,
passam a ser patdgenos causadores de complicagdes como acne (P. acnes), dermatite atdpica

(S. aureus) e infecgdes cronicas (Staphylococcus spp. E Streptococcus spp.). Esse desbalanco
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no microbioma, com predominancia de microrganismos potencialmente patogénicos, é
conhecido como disbiose (BYRD et al., 2018).

Uma infinidade de fatores como género, idade e até hdabitos de higiene podem
interferir na composicdo do microbioma individual de cada organismo, assim como regides do
corpo, por diferentes pH, temperatura, umidade e contetdo lipidico (BARNARD & LI, 2016).

Com o intuito de manter o equilibrio, ou até mesmo reequilibrar o microbioma
cutaneo, para que ele desempenhe seu papel apropriadamente, algumas ferramentas passam
a ser desenvolvidas. Os prebidticos, probidticos, simbiodticos e pds bidticos ja muito utilizados
em contexto intestinal, comecaram a ser propostos pela industria cosmética principalmente,
como alternativas para o uso tépico na pele

Prebidticos sdo aclcares ou fibras que promovem o crescimento seletivo de bactérias
benéficas ao hospedeiro, possibilitando o crescimento e desempenho da funcdo de espécies
de microrganismos especificos. J& os probidticos sdo microrganismos vivos que visam a
melhoria da saude do hospedeiro (BYRD et al., 2018). Simbidticos sdo a unido de pré e
probidticos em um sé produto, contanto que o prebidtico seja especifico para o
microrganismo veiculado (OLVEIRA & GONZALEZ-MOLERO, 2016). Pds-bidticos sdo produtos
do metabolismo de probidticos, que por sua biocompatibilidade e atividade, podem ser
usados quando o probidtico possa apresentar algum tipo de restricdo de uso (ZOtKIEWICZ et
al., 2020).

Com isso, observa-se atualmente uma crescente utilizacdo de substancias que atuam
sobre a microbiota em produtos cosméticos e dermatoldgicos. Uma emergente classe de
produtos vem sendo empregados pela indUstria cosmética como prebidticos, probidticos, pds
bidticos e simbidticos com os objetivos controle, adequacdo e até mesmo de reequilibrio do
microbioma cutaneo para manutencdao de uma pele saudavel e de boa aparéncia.

Os prebidticos, probidticos, pds-bidticos e até mesmo os simbidticos vem sendo
estudados e utilizados para tratamento de condigles intestinais. Muitas desordens
metabdlicas como obesidade, hiperglicemia, resisténcia a insulina, hipertensao, entre outras,
estdo relacionadas com o intestino e seu microbioma (ROBERFROID et al., 2010; KOUTNIKOVA
et al., 2019). Recentes estudos mostram que o uso de prebidticos, probidticos, pds-bidticos e
simbidticos sdao muito efetivos no tratamento de obesidade, diabete mellitus tipo 2 entre

outras desordens metabdlicas (GOWD et al., 2019).
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Embora haja uma quantidade considerdvel de estudos que atestam os bidticos como
agentes de promocdo de saude, principalmente em ambito intestinal, poucos sdo os estudos
gue os apontam como promotores de aparéncia e estética para a pele e os indicam com um
bom desempenho como anti-aging ou como componentes de produtos de skincare,
principalmente se pensarmos em seu uso tdpico. Esse trabalho tem como objetivo realizar
uma revisao da literatura e analise critica sobre estudos e o potencial uso dos pré, pro, pos e
simbidticos na manutencao e recuperacao da salde da pele, a fim de fundamentar a eficacia

e seguranca desses produtos no uso em cosméticos.

Microbioma cutaneo em condi¢des saudaveis e em doengas da pele

A pele é a primeira barreira do corpo humano contra patdgenos e lesdGes que
possibilitam diferentes tipos de infeccdes que podem ou ndo estar associadas a doencas
cronicas. Ela abriga microrganismos comensais, como bactérias e fungos que auxiliam na
resposta imune e anti-inflamatdria (GRICE et al., 2010).

Esse microbioma cutaneo comeca a ser definido no momento do nascimento e sofre
influéncias inclusive em relagdo ao tipo de parto em que o recém-nascido é exposto. No parto
natural predominam os microrganismos vaginais na pele do bebé&, como Lactobacillus,
Prevotella e Serrathia, enquanto na cesdrea a pele do bebé passa a se assemelhar a pele
adulta, com a presenca de Staphylococcus, Corynebacterium e Cutibacterium, antigo
Propionibacterium (DOMINGUEZ-BELLO et. Al., 2010).

Os filos bacterianos predominantes na pele saudavel sdo Actinobacteria, Firmicutes,
Proteobacteria e Bacteroidetes (BAURECHT et al., 2018; KEISHA et al., 2013). Em relagdo aos
fungos, a maioria das espécies pertence ao género Malassezia (KAMAMOTO et al., 2017;
FINDLEY et al., 2013). O que se sabe até o momento é que a diversidade de microrganismos
estd relacionada ndo somente com fatores individuais, como idade, praticas de higiene e
género, por exemplo, (YING et al., 2015) mas também a outros fatores como a profundidade
e localizacdo anatémica juntamente com a composicao fisiologica da pele (BAY et al., 2020;
GRICE et al., 2009).

Estudos que avaliaram diferentes regibes da pele em pessoas saudaveis,
caracterizando o microbioma por filotipagem do gene 16S ribossomal bacteriano

sequenciadas (V1-V3/ V3-V5) apontam que nas regides sebaceas ha um predominio de
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Cutibacterium e Staphylococcus. Ja o género Corynebacterium é um dos mais abundantes em
locais Umidos e B-Proteobacteria e Flavobacteriales em locais mais secos (GRICE et al., 2009).

Apesar de conservado na maior parte das condigdes fisiologicas, a microbiota sofre
alteragdes em algumas condi¢cbes patoldgicas cutaneas, com reducdo da diversidade
bacteriana, promovendo a disbiose. No Quadro 1, encontram-se algumas condicdes
patoldgicas da pele e as alteracdes na composicao microbiana em relacdo a pessoas saudaveis.

Na dermatite atdpica (DA), parece existir uma estreita relacdo entre o aumento dos
niveis de S. aureus e a piora das lesGes eczematosas (Kong et al., 2012; Baurecht et al., 2018;
Kwon et al., 2019; Khadka et al.,, 2021). Em um estudo com criangas com quadro de DA
verificou-se um aumento de S. aqureus durante o periodo de crise da doenca (disease flares)
acompanhado do aumento de S. epidermidis, uma bactéria considerada comensal na pele
(KONG et al., 2012). Na psoriase, nota-se também aumento de Staphylococcus e diminuicao
de Cutibacterium, assim como na DA.

Quadro 1. Relagao entre o microbioma da pele saudavel e em diferentes doencgas

cutaneas
Doengas Microrganismos mais Microrganismos menos
associadas a | abundantes em relagao abundantes em Referéncias
pele a pele saudavel relagao a pele saudavel
taphyl taphyl homini
Staphylococcus aureus | Staphylococcus hominis Gong et al., 2006
Staphylococcus Streptococcus
. . L . Kong et al., 2012;
Dermatite epidermidis Corynebacterium
.. . . Baurecht et al., 2018;
Atopica Pseudomonas Cutibacterium
. . . Kwon et al., 2019;
Lactobacillus (Cutibacterium acnes) )
. . Fyhrquist et al., 2019;
Moraxella osloensis Kocuria Khadka et al.. 2021
Micrococcus luteus Chryseobacterium Y
Malassezia
Dermatite Staphylococcus Cutibacterium Lin et al., 2020; Tao et
Seborréica (Staphylococcus aureus) al., 2022
Pseudomonas
Streptococcus
Staphylococcus
Cofgg)’;g:::ium Fahlén et al., 2012;
4 Neisseria Cutibacterium Langan et al., 2019
Psoriase ) . Actinobacteria Fyhrquist et al., 2019
Finegoldia
) Quan et al., 2020; Tao
Burkholderia
) et al., 2022
Lactobacillus
Psychrobacter
Candida
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P
Foliculite seudomonas - Yu et al., 2007
aeruginosa
. Firmicut . .
Lupus Staph Ilt;r:zlccgujsaureus Acidobacteria
eritematoso Py Gemmatimonadetes Huang et al., 2019
A Staphylococcus .
sistémico . p Tenericutes
epidermidis
Penfigdi
AR Staphylococcus
bolhoso e . .
n e Corynebacterium _ Scaglione et al., 2019
Pénfigo e
Firmicutes
vulgar
Porphyromonas
Hidradenite Prevofe//a Cutibacterium Naik et al., 2019;
. Fusobacteria phylum . )
supurativa ) (Cutibacterium acnes) | Jgrgensen et al., 2020
Corynebacterium
Peptoniphilus
Ulcera ~por Staphylococcus aureus B De Wert et al., 2020
pressao Enterococcus
Ulcera por Firmicutes
. P Staphylococcus De Wert et al., 2020
diabetes _
Aerococcus
Quer,aFose Staphylococcus Cutlbacterlym Wood et al., 2018
actinica Malassezia
Leish i taphyl
eis n}anlose Staphylococcus B Gimblet et al., 2017
cutanea Streptococcus
Cuuﬁfgtigcuonzczznes Dreno et al., 2017;
Acnhe p Lactobacillus Chien et al., 2019;
Staphylococcus .
. Kim et al., 2021
Malassezia globosa
Staphylococcus
, (Staphylococcus ) .
Rosacea . .. Cutibacterium Wang et al., 2020;
epidermidis)
Streptococcus

Cutibacterium acnes, uma bactéria que parece ser menos abundante em condigdes

de DA, esta relacionada a outras condicOes patoldgicas da pele, como a acne e a rosacea
(GOLLNICK et al., 2003; WILLIAMS et al.,, 2012). No entanto, essa espécie também
desempenha um papel importante na manutencdo da saude da pele ao metabolizar sebo e
produzir dcidos graxos de cadeia curta (SCFAs), manter o pH ligeiramente 4cido da pele e
produzir bacteriocinas, impedindo o crescimento de possiveis patéogenos (MAYSLICH et al.,
2021).

Ja arosacea é uma inflamagao cronica da pele caracterizada por rubor facial, eritema,

papulas e pustulas, cuja fisiopatologia ainda estda em debate, mas ja se sabe que fatores
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genéticos, desregulagdo na imunidade e alteragao na microbiota da pele estao associados a
essa doenca (DAOU et al., 2021). Staphylococcus e Streptococcus foram os géneros mais
abundantes nessa inflamagao, e o género Cuticubacterium que vem sendo associado a pele
saudavel, encontra-se diminuido na Rosacea (WANG et al., 2020).

Na psoriase, uma doenga sistémica inflamatdria cronica, foi observado que além das
respostas imunes inatas e/ou adaptativas desreguladas, o microbioma cutaneo também se
encontra desequilibrado (HEDRICH, 2016; FAHLEN et al., 2011). Nela foi observado que o
género Staphylococcus é mais abundante, assim como espécies do género Streptococcus, e
nos locais das lesdes também houve um aumento de Corynebacterium enquanto a proporgao
de Cutibacterium diminuiu em comparac3o a pele sauddvel (FAHLEN et al., 2011).

Sendo assim, apesar de algumas espécies serem potencialmente patogénicas, parece
que a grande maioria pode desempenhar em algum momento, papéis importantes para a
manutencdo da saude da pele. Dessa forma, o desequilibrio nas propor¢cdes desses
microrganismos é o principal responsavel pelo desbalango microbiano e consequentemente,

alteragdes na pele podendo promover ou agravar doencas cutaneas.

O papel do microbioma na manutenc¢do da satide da pele

O microbioma na pele saudavel é muito mais diverso em termos de filos e géneros
predominantes do que em condig¢des patoldgicas (KONG, 2011; SCHARSCHMIDT et al., 2015;
SCHOCH et al., 2019). Os microrganismos parecem desempenhar um papel importante na
manuteng¢do da saude da pele, com importancia desde a infancia, ja que o sistema imune de
bebés e criancas é maturado pelo contato com os micro-organismos (KONG et al., 2011;
SCHARSCHMIDT et al., 2015; SCHOCH et al., 2019).

Algumas bactérias parecem também desempenhar papéis importantes tanto na
protecdo da pele quanto em condi¢des patoldgicas. Como exemplo, as bactérias do género
Cutibacterium que se encontram em menores proporcoes em diferentes condigées imuno-
inflamatdrias como na psoriase, dermatite atdpica, dermatite 20treptococ, queratose
actinica, hidradenite supurativa, entre outras (GONG et al., 2006; KWON et al., 2019; LIN et
al., 2020; NAIK et al., 2019), assim como podem estar envolvidas na patogenia de condi¢Ges
dermatoldgicas, como a acne e rosacea (WANG et al., 2020; CHIEN et al., 2019).

Outras espécies potencialmente patogénicas, como Staphylococcus aureus e

Pseudomonas 20treptococc, também podem estar presentes na pele saudavel e podem
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progredir em condi¢des favoraveis, com a capacidade de auxiliar no desenvolvimento de
algumas inflamagGes cronicas (BAY et al., 2020).

No caso da espécie C. acnes, seu papel na manutencdo da saude da pele ja foi
investigado, assim como sua patogenicidade (FITZ-GIBBON et al., 2013). Ja foi demonstrado
que C. acnes tém a capacidade de metabolizar triglicerideos em acidos graxos de cadeia curta
e que esses por sua vez, agem como antimicrobianos impedindo a coloniza¢do da pele por
outras espécies (SHU et al., 2013). As espécies de Staphylococcus também desempenham um
papel importante no quesito saude e doenca da pele. S. epidermidis se mostrou menos
patogénica em comparagdo a S. aureus e isso tem relagdo com a sua capacidade de secretar
bacteriocinas que impedem a colonizagao por outros microrganismos (COGEN et al., 2010). Ja
a Malassezia, ndo sintetizam acidos graxos e, portanto, precisam de muitas enzimas como
lipases e fosfolipases para auxiliar no metabolismo dos lipideos do hospedeiro, essa atividade
enzimatica acaba também por secretar alérgenos e subprodutos com acdo antimicrobiana
como o acido azeldico, o que pode trazer uma melhor compreensao de seu envolvimento em
doencas de pele (XU et al., 2007; ANDERSSON et al., 2003; DAWSON et al., 2007; LEEMING et
al., 1986).

Todas essas informagcbes corroboram entdo com evidéncias de que de fato o
microbioma da pele é sim muito importante para a manutencdo da saude dela. A pele abriga
redes complexas de comunidades e habitats de microrganismos que ainda sao pouco
compreendidos (PRESCOTT et al., 2017). O que ja se sabe, no entanto, é que as interacdes
entre o microbioma “imune” na pele sao essenciais na formagao de uma barreira eficiente de
defesa contra patdgenos e na producdo de compostos anti-inflamatdrios e antimicrobianos

gue mantém a homeostase da pele (PRESCOTT et al., 2017).

Prebiodtico, probidtico, pds-bidtico e simbidtico

Tendo em vista todas as influéncias do microbioma na saude e consequentemente na
estética da pele, ferramentas e estratégias para evitar ou recompor a disbiose e manter os
microrganismos desse érgdao em equilibrio surgem no mercado farmacéutico e cosmético com
a proposta do emprego de prebidticos, probidticos, pds bidticos e simbidticos. A utilizacdo
desses produtos veio originalmente dos estudos e do uso clinico dessas substancias para
equilibrar a microbiota intestinal e promover beneficios no controle imunoldgico, e hoje vem

sendo empregados em estudos dermatolégicos.
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Uma das formas encontradas para melhorar a microbiota intestinal é a entrega de
microrganismos vivos e selecionados ao trato gastrointestinal nas quantidades que podem
promover um resultado positivo na saude do hospedeiro. Os géneros mais utilizados na

pratica clinica s3o os Lactobacillus, bifidobacterium e streptococcus. (ZOtKIEWICZ et al., 2020)

Para a efetividade do microrganismo probidtico, ele deve chegar até o célon e colonizar
o epitélio intestinal, 1a ele encontrarad condi¢cdes adversas, como competir por nutrientes e
locais de colonizacdo com milhares de outros microrganismos de diversas espécies. Caso isso
ndo ocorra ele é eliminado e ndo cumpre o seu papel. Frente a esses problemas o uso dos
prebiodticos se mostrou eficiente, para proporcionar um ambiente favoravel ao crescimento,

desenvolvimento e atividade dos microrganismos comensais. (GIBSON & ROBERFROID, 1995)

Ao metabolizar carboidratos complexos e proteinas, as bactérias produzem &acidos
graxos de cadeia curta e a absorc¢do destes pelo hospedeiro resulta em um armazenamento
de energia e uma regulagcdo metabdlica. A partir disso, surge um interesse em modular a
microbiota intestinal, aumentando o nimero e a atividade de grupos bacterianos que
possuem propriedades promotoras de saude (MACFARLANE & CUMMINGS, 1999; GIBSON &
ROBERFROID, 1995).

A primeira definicdo de prebidtico surge em 1995: “suplementos alimentares
microbianos que beneficiam o hospedeiro, melhorando sua capacidade microbiana
intestinal”. (GIBSON & ROBERFROID, 1995). Os prebidticos sdo ingredientes alimentares que
ndo podem ser digeridos pelo ser humano e estimulam seletivamente o crescimento e/ou
atividade de um ndmero limitado de espécies bacterianas que residem no célon do

hospedeiro, melhorando assim sua saude. (GIBSON & ROBERFROID, 1995)

A maior parte dos agucares simples e oligossacarideos sao absorvidos no intestino
delgado (GIBSON & ROBERFROID 1995) porém, algumas substdncias como lactose, rafinose,
fruto-oligossacarideos e inulina, podem chegar até o célon de forma intacta, podendo assim
serem fermentados pelo microbioma intestinal (ROBERFROID et al., 2010, GIBSON &
ROBERFROID, 1995). Em sintese, os prebidticos sdo ingredientes alimentares ndo digeriveis
que estimulam seletivamente o crescimento e/ou atividade de bactérias benéficas no trato

gastrointestinal, melhorando a saude do hospedeiro. Eles sdo considerados como “alimentos
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funcionais”, pois além de fornecerem nutrientes para o organismo, também possuem

beneficios adicionais para a saude. (DAVANI-DAVARI et al., 2019)

Com base nos novos dados fornecidos por novas técnicas de sequenciamento, a
comunidade cientifica pode deduzir que os prebidticos ndo eram tdo especificos como se
imaginava, promovendo o crescimento de outras espécies fora as comensais. Na tentativa de
compreender de melhor forma a nova descoberta, estudos propuseram que as definicbes de
prebidticos sejam ainda mais amplas e ndo tenha foco apenas na funcionalidade da
microbiota, mas sim na sua relevancia na fisiologia do hospedeiro, garantindo um ecossistema
diverso, uma alta complexidade de microrganismos e a producdo de acidos graxos de cadeia
curta (BINDELS et al., 2015). Essas novas descobertas possibilitam estender o ambito de
aplicacdo e dos beneficios dos prebidticos para além do célon, como por exemplo na cavidade
oral, trato urogenital e até na pele. Esse ultimo sendo a partir de entdo alvo de interesse da

cosmetologia e dermatologia. (VALCHEVA & DIELEMAN, 2016).

Os pds-bidticos, por sua vez, sdo produtos do metabolismo de probiéticos, que devido
sua bioatividade e sua biocompatibilidade, podem mimetizar os beneficios proporcionados
pelos microrganismos, porém sendo uma alternativa mais segura e eficaz. Esses produtos
metabodlicos podem incluir Jacidos organicos, peptideos, vitaminas, aminoacidos,
polissacarideos, entre outras substancias. (ZOtKIEWICZ et.al., 2020; TSINLINGIRI & RESCIGNO,
2013; PELUZIO et al., 2021).

Os posbidticos tém como fundamento o entendimento que o beneficio ao hospedeiro
criado pelo microbioma baseia-se nos metabdlitos que sdo por ele produzido e secretado,
portanto, o posbidtico pode ser definido como qualquer substancia que produzida pela
atividade metabdlica de microrganismos tem papel de auxiliar direta ou indiretamente a

saude do hospedeiro (ZOtKIEWIC et.al., 2020; TSINLINGIRI & RESCIGNO, 2013).

J4 os simbidticos, consistem no uso de prebidtico e probidtico juntos em um sé
produto, sendo que o prebidtico deve ser ideal para favorecer o crescimento do
microrganismo veiculado juntamente a ele, auxiliando na proliferacdo e metabolismo do

probidtico (OLVEIRA & GONZALEZ-MOLERO, 2016; PANDEY et al., 2015).
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Portanto, o uso desses produtos parece plausivel para o cendrio cosmético e
dermatoldgico, ja que eles podem ser uma ferramenta Util ao apresentar uma interagdo e
modulacdo no microbioma da pele, promovendo beneficios direta ou indiretamente, como
estabilizacao do pH, evitar a colonizagao de patdgenos e até mesmo auxiliando nas respostas
inflamatdrias da pele. Busca-se entdo, entender como os estudos suportam essas suposicoes
propostas pelo mercado e quais as perspectivas do uso tdpico dessas moléculas e

microrganismos.

Figura 1. Diagrama de Venn com principais definicbes sobre prebioticos, probioticos, pds

bidticos, simbidticos e suas possiveis relagdes

" POS BIOTICOS

metabdlitos produzidos pelos
microrganismos vives. acidos orgénicos,
outros.
Pﬂ.lma, Miil_.'.!-m
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Emprego de pré, pro, pos e simbioticos no mercado de produtos cosméticos

Por definicdo da food and drug administration (FDA), os cosméticos sdo produtos
destinados a aplicacdo no corpo humano para manuteng¢do, embelezamento ou alteracdo de

aparéncia (FDA, 2021).

Ao realizar uma pesquisa dos produtos cosméticos disponiveis no mercado que
afirmam conter prebidticos, probidticos, pds-bidticos ou simbidticos em sua formula ou
proposta de uso, foram encontrados muitos exemplos. Algumas fontes ndao académicas e
populares, como o Ulprospector, Cosing, Cosmetic and Toiletries e My Microbiome (produtos
microbiome-friendly), foram utilizadas para buscar ingredientes e produtos cosméticos que ja
estdo disponiveis no mercado e que fazem uso de prebidticos, probidticos, pds-bidticos ou
simbidticos em sua alegacdo de a¢do ou proposta de uso dermatolégico (UL PROSPECTOR,

2023; MY MICROBIOME, 2023; COSING, 2023; COSMETIC AND TOILETRIES, 2023).

Foi encontrada uma grande diversidade de produtos para pele e cabelos que contém
pro, pré, pds ou simbidticos. Entre eles, cremes hidratantes e produtos para limpeza da pele
sdo os que mais se destacam no uso de prebidticos, propondo nutricdo, reequilibrio ou
balanco do microbioma cutdneo, assim como sua conservacao através de uma limpeza mais
suave. Nesses produtos, os prebidticos que mais se destacam sdo a trealose, oligossacarideos
e inulina (quadro 2). J4 os produtos que usam probidticos ainda sdo menos comuns no
mercado e geralmente se apresentam como hidratantes, propondo também o reequilibrio ou
balanco do microbioma (quadro 3). Entre os probidticos mais utilizados estdo os Lactobacillus

sp., Micrococcus luteus, Nitrosomonas eutropha.



Quadro 2. Cosméticos com prebidticos, seus usos e apelos

Prebiotico

Cosmético de uso

topico

Apelos

Trealose

Alfa- glucano
oligossacarideo

Creme hidratante
Corpo e face

Shampoo
Logao

Nutricdo e maciez
Reequilibrio do microbioma
cutaneo, auxilia a barreira cutanea
Repara sensibilidade, pele irritada e
sensibilizada
Shampoo de nutri¢do

Alfa-glucano
oligossacarideo e
Cichorium Intybus
(Chicoria) Root Extract

Creme de limpeza

Para pele propensa a desequilibrios
bacterianos ou fungicos, como
foliculite, Candida cutdnea ou

erupcao cutanea sob as mamas

Sabonete facial

Ajuda a suavizar a pele e a nutrir o

Alfa-glucano Tonificante ecossistema protetor da pele, reduz
oligosaccarideo, acido Espuma de limpeza a vermelhiddao em peles sensiveis,
latico e Inulina facial purifica e esfolia a pele oleosa
Barra de limpeza Lavagem facial ultra suave
Body spra Pele sensivel
Alfa-glucano . y spray .
. ] . Hidratante para as Luz e condicionamento para todos
oligosaccarideo, Inulina N )
maos os tipos de pele
Alfa-glucano .
. . . Limpa suavemente os dentes
oligosaccarideo, Inulina Pasta de dente . . .
. enquanto apoia o microbioma oral
e Xylitol
Extrato de aveia .
- Hidratante Eczema
prebidtico
Limpa eficazmente o couro cabeludo
Propanediol and da descamacao e da acumulagao de
. Shampoo
Saccharide Isomerate

Epilobium Fleischeri /
Flower / Leaf / Stem
Extract

Mousse de limpeza

oleosidade, ao mesmo tempo que o
hidrata e fortalece e diminui a caspa

Remove a maquilhagem e outras

impurezas, regula o excesso de sebo
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Quadro 3. Cosméticos com probidticos, seus usos e apelos

. 2ss Cosmeético de uso
Prebiodtico , . Apelos
topico

Restaura o equilibrio de todas as
peles, melhora a clareza e suavidade
Nitrosomonas eutropha Body spray da pele, combate as bactérias
causadoras de manchas e equilibra o

Ph no manto 4acido

Lactobacillus sp. Hidratante Hidratagdo intensa
Acne
. Serum . o
Micrococcus luteus ) Hidratacdo
Hidratante
Pele seca

Os produtos que utilizam pods-bidticos sdo inumeros, cremes hidratantes,
higienizantes, esfoliantes, desodorantes, balms e emulsGes fazem uso, em sua maior parte de
microrganismos lisados ou dos metabdlitos gerados através da fermentagdo desses

microrganismos, propondo renovacao celular e efeitos anti-aging.

J4 o uso de simbidticos, nos cosméticos encontrados, se distancia do conceito original.
Os produtos, em sua maior parte, ndo veiculam os microrganismos de forma ativa, apenas
seus lisados ou resultados de sua fermentacdo, juntamente com os prebidticos. Os
microrganismos que se destacam sao os Lactobacillus sp. E os prebidticos destacados ainda
sdo a inulina e os oligossacarideos. Esses produtos propéem também a renovacao celular e

efeito anti-aging.

Estudos cientificos avaliando o potencial de pré, prd, pos e simbidticos em

cosméticos

Ao revisar a literatura, muitos trabalhos trazem o uso de prebiédticos e probidticos para
o tratamento de doengas cutaneas, mas poucos estudos verificaram os efeitos e mecanismos
dessas substancias na manutencdo da saude da pele, embelezamento e alteracdo da
aparéncia. Um resumo sobre o delineamento experimental, métodos e principais achados

desses estudos encontra-se nos quadros 4 e 5.
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Entre as substdncias com potencial prebidtico, foram encontrados os
galactooligossacarideos, 2-butyloctanol e aveia coloidal. Esses estudos verificaram os
possiveis efeitos dessas substancias na diversidade da microbiota da pele (HONG et al., 2020)
e/ou no crescimento in vitro de microrganismos presentes na microbiota deste 6rgdo (PETROV
et al,, 2022; LI M et al., 2021; LIU-WALSH et al., 2021). Esses estudos, em geral, mostraram
uma reducdo no crescimento de espécies potencialmente patogénicas, como S. aureus e
Corynebacterium (HONG et al., 2020; PETROV et al., 2022; LI M et al., 2021; LIU-WALSH et al.,
2021), aumento na diversidade do microbioma da pele (HONG et al., 2020), com aumento de
crescimento ou ndo alteragdo para a espécie mais comensal, S. epidermidis (PETROV et al.,

2022; LI M et al., 2021; LIU-WALSH et al., 2021).

Em relacdo aos possiveis efeitos diretos sobre a pele, o uso tdépico de
galactooligossacarideo a 7%, apresentou resultado de reducdo da perda transepidermal e
diminuicdo da profundidade das rugas (HONG KB et al., 2020). J4 com o uso da aveia coloidal,
houve aumento da produgdo de acido latico na pele, um fator natural de hidratagao (FNH),

levando a uma melhora na fungdo barreira (LIU-WALSH et al., 2021).

Nos estudos de administracdo tépica, as espécies com potencial probidtico estudadas
foram Streptococcus thermophilus, S. epidermidis, Enterococcus faecalis e Nitrosomas
eutropha com administracdo tépica na pele humana, em regiées como face (NODAKE et al.,
2015; NOTAY et al., 2020) e antebraco (MARZIO et al., 1999; LEE et al., 2018). Grande parte
dos estudos utilizou esses microrganismos na forma liofilizada e incorporados em cremes e
locGes (MARZIO et al.,, 1999; NODAKE et al.,, 2015), porém, em um dos estudos, o
microrganismo foi administrado vivo na forma de aerossol (NOTAY et al., 2020). Quanto ao
aspecto microbiolédgico, um estudo verificou que a aplicagao tdpica de E. faecalis promoveu a
reducdo de C. acnes na pele com lesdo acneica (KANG et al.,, 2009). Nos outros estudos,
verificou-se aspectos relacionados a integridade da pele como nivel de ceramidas no estrato
corneo, promocgao de hidratacdo e funcdo barreira da pele, diminuicdo de rugas, eritemas e
inflamacdes provocadas por acne, com resultados positivos para esses parametros (KANG et

al., 2009; NOTAY et al., 2020 NODAKE et al., 2015 MARZIO et al., 1999).

Em relacdo ao uso oral, foram desenvolvidos estudos em ratos avaliando a ingestdao

dos probidticos, especialmente, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus johnsonii e
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Bifidobacterium breve (Yakult) avaliando espessura, ciclo celular no foliculo piloso e reagdes
inflamatdrias na pele de ratos, além da resposta a exposicdo a radiacdo UV (GUENICHE et al.,
2006; LEVKOVICH et al., 2012; ISHII et al., 2014). Apenas um estudo referente ao consumo de
prebidticos com objetivo de avaliar a aparéncia cutanea foi encontrado, o consumo de GOS e
lactulose mostrou potencial efeito anti-aging (JUNG et al., 2017). Os principais achados se
resumem no Quadro 5. Ndo foram encontrados estudos com pds-bidticos ou simbidticos na

literatura.



Quadro 4. Estudos com pré e probiéticos com proposta de uso tépico na manutengao da satide cutanea
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Obietivo do Atividade Atividade nos
;stu do Pré e probiotico Tipo de Estudo Concentragao Metodologia microbioldgic tecidos Referéncias
a (resultados) (Resultados)
N diversidade
L. . de espécies TEWL
GOS tdpico pode randomizado nF:) ¢ i\]/mentos de
promover Galacto — duplo cego 7% GOS em Uso do sérum 0,5 . , P g. Hong KB, et
o . , . , ~ . microbioma melanina na pele, al.. 2020
equilibrio no oligossacarideo | ensaio clinico sérum mL manha e noite . !
. . ™ J profundidade
microbioma (n=60) )
Pediococcus de rugas.
J S. aureus
Como o GOS ™
influencia o 5% em caldo em Crescimento das crescimento
. Galacto - . N Petrov A et
crescimento de S. . , In vitro formulagdes gel e cepas em 24h. de S. —
oligossacarideo - . .. al., 2022
aureus e S. emulsao. epidermidis
epidermidis J S. aureus
In vitro -0.16 In v.ltro - Clinico — 3% 2-
r;vllt;r; ) f,BO_ _ cre;_amento 18 In vitro — butiloctanol
Avaliar o efeito do e 0 microdiano em . reduziu
2-butvloctanol h inalterado lati t
. .;.y~ocdano na Estudo clini Estudo clinico — crescimento reba |\;aAme_n ga
m:j 'GZO ° r_r;au 5 —butvl | stu OIC(T"‘?O base desodorante | Estudo clinico — de S. a .unbanua. © Li M |
odor das axilas —butyloctano contr.o adoin  ion3basede  dois desodorantes epidermidis corinebacterium i M, etal.,
sem afetar o (BO) vitro e = . | (causador de mau 2021
. d domizad emulsdo roll-on Corynebacteri p
cresbam(’er!to e randomizado (placebo) e a (randomizados um odor) enquanto
bact’e;.rlas mesma base para axila esquerda al:mzrjta .a
eneficas contendo 3% de x direita) — abundancia
e relativa de
BO. aplicagao diaria por

quatro semanas.

Staphylococcus




Objetivo do
estudo

Pré e probiotico Tipo de Estudo

Concentragao

In vitro -1% aveia
31akult31ll em

Atividade
microbioldgic
a (resultados)

Metodologia

In vitro — ensaio de
crescimento e

Atividade nos
tecidos
(Resultados)
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Referéncias

Avaliar atividade e In vitro e meio de cultivo - . e
. .. ) competicao S. epidermidis .
crescimento de S. clinico bacteriano . . O uso topico
. .y bacteriana — cresceu mais .
epidermidis frente . (n=6) . . demonstrou Liu-Walsh, et
Colloidal oat . Estudo clinico — rapido que S. , . s
a S. aureus na Estudo clinico — . L acido latico na al., 2021
. . logao hidratante aureus
presenca de aveia 1% aveia di4ria contendo pele.
coloidal. 31akult31l em . .
. aveia coloidal
hidratante .
(2x/dia 6 semanas)
corporal
. . 1.7gd
AAELEOCUG in vitro microrgganiimo
dpi ’ Apli 2 ivel
SEOLLLIEICE Streptococcus duplo cego liofilizados e p' icado 0,55 X T nlye de Marzio L, et
Streptococcus no . . . . dia por 7 dias. ceramidas no
i . thermophilus ensaio clinico sonicados em 5 i al., 1999
nivel de ceramidas (n=17) — estrato cérneo
) (n=17) mL de PBS e 20
do estrato cérneo.
mL de creme
1,36 x 10° células,
liofilizadas S. epidermidis s
Efeitos do uso duplo cego amostras feitas a = liofilizada em gel — T matriz lipidica,
L. Staphylococcus e . . J TEWL e da Nodake Y, et
topico de epidermidis ensaio clinico  partir de isolados 2x por semana acider da pele al. 2015
S.epidermidis p (n=21) individuais da durante 4 semanas pele. v

testa de cada
paciente




Objetivo do
estudo

Pré e probiotico

Tipo de Estudo

Concentragao

Metodologia

Atividade
microbioldgic
a (resultados)

Atividade nos
tecidos
(Resultados)
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Referéncias

Efeitos do uso
topico de
Enterococcus
faecalis em acne

Efeitos do uso
topico de
Nitrosomonas
eutropha em rugas

Enterococcus
faecalis

Nitrosomonas
eutropha

Estudo clinico
(n=70),

Estudo clinico
(n=29)
2 grupos
(baixa e alta
concentragéo)

Sobrenadante de
cultura, filtrado e
liofilizado.
6,4% da
composicao da
logdo.
Microrganismo
vivo
aerossolizado 2x
dia.
1x10° células/mL
(baixa
concentracdo) e 8
x 10° células/ mL
(alta
concentracao)

Sobrenadante de
Enterococcus
faecalis liofilizada
em creme.

2 x dia por 8
semanas

Nitrosomonas
eutropha
aerolizada viva
2x dia 1 semana

J C. acnes

J das lesdes,
inflamagdo e
eritema.

J profundidade
das rugas e
pigmentagao

Kang BS, et
al., 2009

Notay M, et
al., 2020



Quadro 5. Uso oral de pré e probidticos em doengas e manutengao da salide cutanea

Atividade

Atividade nos
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tecidos

Referéncias

Objetivo do Prée - . . .
; st:Jvdo robiético Estudo Concentragao Metodologia microbioldgica
P (Resultados) (Resultados)
Efeito nos
N espessura
pelos e pele Camundongos
L. n logurte com ) da pele,
apos ingestao . . alimentados com ~
Lactobacillus In vivo, . s regulacdo do
de . iogurte probidtico . .
Lactobacillus reuteri e camundongos or 20-24 semanas ciclo do Levkovich T, et
] Lactobacillus C57BL/6 P o foliculo piloso, al., 2012
reuteri e < (n=30) em condigGes . 4 reacdes
Lactobacillus p - — normais de . 6o¢
sp crescimento inflamatérias,
J pH.
J inflamagdo
causada por
uv
A ingestao de A densidade
probidticos : de células de
ot In vivo, —
auxilia na Medicao de Langerhans
. camundongos 3 , , ) . -
homeostase Lactobacillus <em pelo 108 ufc/dia eritema e células fica Guéniche, et al.,
do sistema johnsonii (Lal) p . Por 10 dias de Langerhans apds inalterada, 2006
. Skh:hrl mice - =
imune exposigao UV mostrando
(n=120)
melhora da

cutaneo apos
exposi¢cao UV

resposta do
sistema imune
apos ingestao

do probidtico.
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. . Atividade Atividade nos
Objetivo do Prée o . . c .. . a .
iy Estudo Concentragao Metodologia microbioldgica tecidos Referéncias
estudo probidtico
(Resultados) (Resultados)
Efeito foto Medicdo de TEWL e
protetor na ) niveis de
/ TEWL
pele de ratos | Bifidobacteriu P marcadores de v ..
. ~ camundongos 5 . 1 J atividade
pela ingestao m breve sem pelo 1x 10° ufc/dia oxidacdo na pele enzimatica Ishii. et al. 2014
de 34akult (BBY). p . por 14 dias (H202) e atividade ! !
e , Hos:HR1 mice . . = J [H202]
Bifidobacteriu de xantina oxidase,
(n=18) , .
m breve através de bidpsia
yakult
Formulagao Mulheres de 52-65
Observar o .
efeito anti contendo anos fizeram a 4 na
aging de Lactulose Estudo clinico 52,67% de ingestdo de um rofundidade Jung EY, et al,,
Lacti Ioie+ o GOS (n=14) lactulose + | tablete de 4,5g 1 x B P e 2017
S 15,80% de por dia durante 8 &
GOS semanas.
Observar o 41-59 anos com \]’Ji\;\”'
efeito anti- pele seca e rugas. .
. . o 10 . profundidade
aging da Lactiplantibacil Duplo cego 1x 10*%ufc/dia | A cada 4 semanas
~ .. - das rugas
suplementaga | /us plantarum | Ensaio clinico por 12 medicdo de TEWL, 2 brilho da Lee, et al., 2015
ode (HY7714) (n=110) semanas profundidade de ol
Lactiplantibaci rugas, skin gloss e P
. T
llus plantarum elasticidade. = .
elasticidade
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Discussao

A microbiota cutanea é de suma importancia para a manutencdo da pele saudavel e
funcional (BYRD et al.,, 2018). Dessa forma, a aplicacdo de estratégias que promovam o
equilibrio da microbiota a fim de restabelecer a sauide da pele ou promover a sua manutencgdo,
sdo bastante promissoras. Atualmente, as inddstrias de cosméticos e produtos
dermatoldgicos tém utilizado insumos com apelo de atividade pré ou probidtico na pele. Neste
trabalho, realizamos um levantamento dos principais produtos utilizados comercialmente
com o proposito de atuarem como prebidticos ou probidticos, além de avaliar estudos
cientificos que verificaram o potencial dessas substancias sobre a saude da pele. Apesar de
muitos estudos apresentarem resultados promissores nessa area (NOTAY M et al., 2020;
NODAKE Y et al., 2015), a quantidade de estudos ainda é limitada, destacando a necessidade
de pesquisas adicionais que avaliem de forma mais ampla e rigorosa a eficécia e seguranca do
uso de pré e probidticos na pele humana

Estudos com prebidticos avaliaram os efeitos dessas substancias in vitro, a fim de
verificar essa possivel modulagdo. Entre os estudos encontrados, estes apontam para um
potencial efeito prebidtico, mostrando uma redugao ou ndo estimulo em bactérias
patogénicas como S. aureus, por exemplo, promovendo o crescimento de bactérias
potencialmente benéficas, como S. epidermidis (PETROV A et al., 2022; LIU-WALSH et al.,
2021). Em um estudo clinico, prebidticos foram veiculados em formula¢Ges cosméticas, e
demonstraram um aumento da diversidade bacteriana, o que aponta para uma possivel
reducdo da disbiose, ou um reequilibrio entre as espécies (HONG KB et al., 2020). No entanto,
os achados desses estudos sdo bastante preliminares, ja que poucos estudos foram
conduzidos e alguns deles com um numero pequeno de pacientes avaliados. Ainda, poucas
espécies foram avaliadas in vitro, e algumas espécies potencialmente patogénicas como
Streptococcus pyogenes e Cuticubacterium acnes, além de espécies comensais como, do
género Micrococcus, entre outras nao foram avaliadas quanto ao crescimento nesses estudos.

Apesar desses estudos apontarem para um possivel potencial do uso de prebidticos de
uso tdpico no equilibrio da pele, faltam maiores evidéncias da eficacia e seguranga do uso
dessas substancias na pele. A microbiota é muito complexa e diversa e possivelmente os
prebidticos podem ndo ter uma acdo direta apenas em bactérias benéficas, especialmente se

a pele estiver apresentando uma condicdo de doenca, ja apresentando um aumento de
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espécies patogénicas, como em doengas como acne, psoriase, dermatite atdpica, entre
outras. Se considerarmos o conceito inicial dos prebidticos e probidticos que levam em
consideragao a microbiota intestinal, ha uma grande diferenga na composicao destes
microbiomas com o microbioma cutaneo. Na microbiota intestinal hd uma grande abundancia
de espécies sabidamente benéficas e cujo papel como probidticos ja estd bem documentado,
como o caso do género Lactobacillus e Bifidobacterium (HILL et al., 2014). Ainda, os estudos
avaliando os mecanismos de acdo dos probidticos e prebidticos em relacdo a esse microbioma
ja estdo bastante avancados. Entre os estudos avaliados nesta revisao, poucos aprofundaram
sobre os mecanismos pelos quais prebidticos ou probidticos podem atuar no microbioma
cutaneo (KONG 2011; SCHARSCHMIDT et al., 2015; SCHOCH et al., 2019).

Em relacdo aos beneficios diretos sobre a pele, os principais achados indicam que os
pré e probidticos de uso tdpico sdo promissores promotores de salde e que possuem
beneficios cosméticos, podendo atuar na melhora da fungdo barreira da pele (LEVKOVICH T et
al., 2012; HONG KB et al., 2020; MARZIO L et al., 1999; NODAKE Y et al., 2015), aumentando a
matriz lipidica e ceramidas (NODAKE Y et al., 2015; MARZIO L et al., 1999), diminuindo a perda
de agua transepidermal (HONG KB et al.,, 2020; NODAKE Y et al.,, 2015), diminuindo a
profundidade de rugas (HONG KB et al., 2020; NOTAY M et al., 2020; JUNG EY et al., 2017) e
até eritemas e regulagdo do pH (KANG BS et al., 2009; HONG KB et al., 2020; NODAKE Y et al.,
2015; LEVKOVICH T et al., 2012). Estes efeitos sdo bastante promissores e desejdveis em
produtos para cuidados com a pele e antienvelhecimento, porém mais estudos clinicos sdo
necessarios a fim de avaliar com um maior nimero de pacientes os efeitos
antienvelhecimento, na hidratacdo bem como na fotoprotecao.

Quanto aos mecanismos, ainda se desconhece a forma como os prebidticos podem
atuar no microbioma cutaneo. Baseando-se no conhecimento sobre a acdo dos prebidticos na
microbiota intestinal, acreditamos que estes também podem modular o crescimento de
bactérias cutaneas comensais por ser fonte de energia para as bactérias preferencialmente
sacaroliticas, ja que a grande maioria dos prebidticos intestinais sao constituidos de
oligossacarideos e carboidratos simples em geral (SLAVIN, 2013). Ainda, em relacdo aos
efeitos sobre a pele, os prebidticos podem estar promovendo aumento da hidratacdo por
regular o pH da pele, ou por promover a sintese de fatores naturais de hidratacdao, como acido

latico, que auxilia na formacdo da barreira cutdnea, mantendo a pele integra e hidratada, o
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que impacta diretamente na sua estrutura e preenchimento, podendo contribuir para a
diminuicdo de rugas, por exemplo (HONG KB et al., 2020; LIU-WALSH et al., 2021).

Como demonstrado no levantamento realizado, um grande nimero de prebidticos e
alguns probidticos de uso tépico vem sendo utilizados no mercado de produtos
dermatoldgicos. Alguns prebidticos ja vem sendo estudados, como o extrato de aveia (LIU-
WALSH et al., 2021), porém outros como trealose, alfa glucano oligossacarideo, inulina,
propanediol, isomerato de sacarideo, sdo pouco ou nada relatados em estudos cientificos. Em
relacdo aos probidticos, alguns estudos mostraram beneficios do uso de Lactobacillus (LEE et
al., 2015) e Bifidobacterium (ISHII et al., 2014) na saude da pele quando administrados via oral,
enguanto ndo foram encontrados estudos para Micrococcus luteus e Streptococcus pyogenes,
seja de uso tépico ou oral. Além disso, os estudos que sugerem a administracdo tépica de
microrganismos liofilizados e vivos ndo demonstram o impacto no microbioma cutaneo, como
a diversidade bacteriana apds a administracdo do produto ou até mesmo se aquele
microrganismo pode se desenvolver de forma adequada, levantando questdes quanto a
seguranca e eficacia desses produtos. O mercado cosmético vem utilizando o claim de
prebidticos baseando-se especialmente em estudos préprios, o que é importante, porém
insuficiente para mostrar as evidéncias da eficacia desses produtos. Frente a isso, ha um
amplo campo de estudos, a fim de verificar de fato o potencial, eficacia e seguranca desses
produtos como pré ou probidticos na pele.

A maior parte dos produtos cosméticos que utilizam de pré e probidticos, possuem o
claim de restabelecer o equilibrio do microbioma cutaneo, porém a literatura ndo corrobora
com isso, por falta de estudos que analisem a composi¢cdo do microbioma apds o uso desses
produtos. A questdo da seguranca, ao se usar produtos que veiculem microrganismos vivos
ou liofilizados e/ou prebidticos que podem estimular o crescimento de espécies que ndo sdo
exclusivamente comensais, também é algo importante. Ao pesquisar por registro dessa classe
de produtos na FDA ou na comissdo europeia (EMEA), nenhuma informacdo foi encontrada.

A empresa alem3a my microbiome é pioneira ao fornecer um registro e certificado
denominado "microbiome friendly" para validar produtos que ndo prejudicam o microbioma
cutaneo e até mesmo produtos que promovem a saude e equilibrio do microbioma. No

entanto, os critérios para essa avaliagao ainda nao sao claros.
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Apesar da crescente utilizagao de prebiodticos e probidticos em cosméticos, a
literatura ainda é limitada quanto as evidéncias de sua eficacia na manutenc¢do da saude e
equilibrio microbiano da pele. E necessario o desenvolvimento de estudos clinicos para
compreender como o uso prolongado desses produtos afeta a hidratacdo, pH, ecogenicidade
e outros parametros estéticos da pele, minimizando os efeitos indesejados. Esses estudos
também s3o importantes para o desenvolvimento de métodos que comprovem a seguranga

e eficacia desses produtos perante érgaos reguladores

Conclusdao

A utilizacdo de prebidticos e probidticos em cosméticos vem aumentando, porém, a
literatura cientifica apresenta poucas evidéncias que comprovem sua eficacia. Embora haja
um grande potencial desses mecanismos na industria cosmética, necessaria uma abordagem
baseada em evidéncias para garantir a eficiéncia desses produtos. Estudos clinicos e in vivo
sdao fundamentais para validar a eficdcia e seguranca, e entender como eles afetam o
microbioma da pele de forma geral. E importante avaliar a diversidade de espécies e
quantificar as mesmas apds o uso dos produtos, principalmente os probidticos, que podem
trazer potenciais riscos com a administracdo de bactérias liofilizadas e vivas. Além disso, é
necessario realizar estudos para entender como o uso prolongado desses produtos pode
acarretar mudancas na pele. Isso é fundamental para garantir que os consumidores tenham
acesso a produtos seguros e eficazes, e para que a industria de cosméticos possa continuar a
evoluir e inovar em seus produtos. Em contrapartida, dados mostram que o uso desses
mecanismos na abordagem dermatoldgica pode ser promissor, os principais achados estdo
resumidos na figura 2 - Possiveis efeitos e objetivos do uso topico de prebidticos e probidticos

em aplicacOes estéticas e dermatoldgicas.
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Figura 2. Possiveis efeitos e objetivos do uso tépico de prebidticos e probidticos em

aplicagOes estéticas e dermatologicas
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Fonte: llustracdo desenvolvida por inteligéncia artificial - mid journey e posteriormente
editada (autoria prépria).
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RESUMO

Introdugdo: O uso de prébidticos vem aumentando no mercado cosmético e dos produtos
dermatolégicos. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos dessas substancias na microbiota
cutaneo bem como nas células da pele. Objetivo: O presente estudo teve como proposta
avaliar in vitro a atividade de substancias comercializadas como prebidticos sobre o
crescimento e viabilidade bacteriana de espécies que desempenham importantes funcoes na
pele, bem como sobre a viabilidade, proliferacdo e migracdo de queratinécitos. Materiais e
métodos: As substancias trealose, fruto-oligossacarideos (FOS), inulina e um produto ja
comercializado como ativo cosmético, Bioecolia® (alfa-glucano oligossacarideo) foram
avaliadas em concentragdes variadas de 2% a 0,004% quanto a capacidade de promover o
crescimento de espécies bacterianas presentes na microbiota cutdnea como Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Streptococcus pyogenes e de uma
bactéria probidtica, Lactiplantibacillus plantarum em uma curva de crescimento de 24h. Além
disso, foi avaliado o efeito dessas substancias sobre a viabilidade, proliferacdo e migracao de
queratindcitos (HaCat) em cultura de células. Resultados: A inulina mostrou promover o
crescimento de todas as espécies na concentracdo de 2% em meio basico em nutrientes, em
contrapartida, essa mesma concentracdo desse prebidtico, suprimiu o crescimento de L.
plantarum e de S. pyogenes em meio rico em nutrientes. O FOS promoveu o crescimento de
L. plantarum, M. luteus, S. pyogenes em meio bdasico em nutrientes, o crescimento de M.
luteus também foi estimulado na concentragdao de 2% em meio rico em nutrientes. A trealose
semelhante a inulina, favoreceu o crescimento de todas as espécies na concentracao de 2%
em meio basico em nutrientesenquanto, nessa mesma concentrag¢do, suprimiu o crescimento
de L. plantarum e S. aureus em meio rico em nutrientes. Alfa-glucano oligossacarideo
estimulou o crescimento na concentracdo de 2% de L. plantarum, S. epidermidis e S. pyogenes
em meio bdsico em nutrientes e suprimiu o crescimento de S. epidermidis em todas as
concentracOes testadas e analisadas em meio rico em nutrientes. Em cultura de células de
gueratinocitos imortalizados HaCat nenhuma das substancias apresentou atividade
antiproliferativa e citotoxica, em adicdo a isso todas as substancias mostram estimular a
migragao celular. A trealose e alfa-glucano oligossacarideo ganham destaque nesse ensaio,
promovendo um grande fechamento da ferida. Conclusdes: De forma geral, as substancias
testadas ndao apresentaram crescimento espécie-especifica, mas promoveram uma grande
migracdo celular de queratindcitos sem alterar a viabilidade celular.
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Introdugao

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e desempenha muitas fungdes de suma
importancia para a sobrevivéncia, como regulacdo da temperatura corporal, protecdo contra
entrada de agentes externos e regulacdo da hidratacdo evitando a saida excessiva de agua.
Uma pele saudavel, com brilho e bem cuidada, sdo indicativos de boa saude e impactam
diretamente a autoestima e ao bem-estar emocional do individuo (NGUYEN & SOULIKA,
2019).

A pele humana é colonizada por uma variedade de microrganismos, bactérias, fungos,
e virus, inicialmente acreditava-se que a assepsia e retirada total desses era a melhor das
estratégias para evitar doengas, entretanto, recentes estudos mostram que as bactérias
desempenham um importante papel na manutencdo de uma pele sauddvel e funcional
(BARNARD & LI, 2017; MADISON, 2003).

Microrganismos podem ser benéficos ao hospedeiro, desempenhando funcdes
importantes como proteger a pele da colonizagdo por microrganismos patogénicos e/ou a
instalacdo de infeccGes e orientar o sistema imune em resposta a invasdo. Contudo, mesmo
essas bactérias sendo essenciais para a saude da pele, quando estdao em abundancia ou sofrem
uma alteracdo de meio ambiente ou até mesmo de hospedeiro, mostram mudanca de
comportamento e atividade, tornando-se potencialmente maléficas a saide (BARNARD & LI,
2017; MADISON, 2003). Nesse contexto, bactérias antes comensais, podem passar a ter um
carater patogénico, caracterizado por um quadro de desequilibrio entre as proporcoes de
espécies bacterianas na pele, o que caracteriza uma disbiose (IEBBA et al., 2016). Essa disbiose
costuma aparecer em quadros de doencgas e ser dirigida por espécies antes comensais e agora
causadoras de condicGes como acne, eczema, dermatite atopica e psoriase (BYRD et al., 2018).

As proporgdes e espécies dos microrganismos presentes na pele variam de acordo com
o local do corpo, por conta da umidade, concentracdo de sebo e hidratagdo. Entre as espécies
majoritarias e importantes estdo Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus e a
Cuticubacterium acnes (antiga Propionibacterium acnes) (BARNARD & LI, 2017), Micrococcus
luteus (KLOOS & MUSSELWHITE, 1975) e Streptococcus pyogenes, essa por sua vez, muito
presente em lesGes (VALDIMARSSON et al., 1995; LEWIS et al., 2019). Essas espécies sdo
capazes de metabolizar nutrientes que se encontram na pele, produzindo moléculas que

possuem importante funcdo fisioldgica, como por exemplo, producdo de peptideos
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antimicrobianos (AMPs), bacteriocinas e acidos graxos de cadeia curta (AGCC), que sdo
responsaveis por impedir a colonizacdo e infeccdo por patégenos (FONTANA et al., 2006;
BASTOS et al., 2009; COGEN et al., 2010; BARNARD & LI, 2017).

Um dos métodos mais utilizados para controle do equilibrio ou promoc¢do do
crescimento de bactérias comensais dentro de um microbioma sdo os prebiédticos, utilizados
predominantemente em contexto intestinal. Prebidticos podem ser obtidos por sintese,
através da digestao enzimatica de polissacarideos ou ser de origem natural, extraidos de
plantas e alimentos como cogumelos, sementes, cereais, leite, entre outros (GEIGEROVA et
al., 2017; MAGUIRE & MAGUIRE, 2017). Entre as substdncias mais estudadas e utilizadas
encontram-se os fruto-oligossacarideos, galacto oligossacarideos, inulina, trealose, e amidos

resistentes (CUMMINGS, 2001).

A inulina é um polissacarideo soluvel em agua e pertence a familia dos frutanos, estd
presente em muitas plantas, como a raiz de chicéria por exemplo, uma rica fonte de inulina.
Esse frutano é formado por cadeias compostas de frutose com ligacGes 3 (1-2) frutosil-frutose

com residuo de glicose (CHARALAMPOPOULOS & RASTALL 2009; TEBERGA, 2017).

Espécies de bifidobactérias sao capazes de metabolizar inulina devido a presencga da
enzima chamada B-frutofuranosidase, isso as colocam em vantagem competitiva em
comparacdo a outras bactérias (TEBERGA, 2017).

Ja os fruto-oligossacarideos (FOS) sdo oligdbmeros de frutose compostos por 1-kestose,
nistose e frutofuranosil nistose, onde o frutosil é ligado na posicdo B-2,1 da sacarose
(TEBERGA, 2017).

O FOS pode ser metabolizado seletivamente por bifidobactérias e lactobacilos, o
que fez com que ele pudesse ser classificado como prebidtico, além dos claros beneficios que
ele traz para a saude. O FOS pode ser encontrado em uma grande variedade de plantas, como
alcachofra, aspargo, beterraba, chicdria, banana, alho e mel (TEBERGA, 2017, SABATER-
MOLINA et al., 2009).

Outro prebidtico muito conhecido é a trealose, esse aglcar é um dissacarideo formado
por duas unidades de glicose unidas por uma ligacdo a (1-1), pode ser encontrada em animais,
plantas e até microrganismos e é um material muito utilizado em cosméticos, alimentos e

produtos farmacéuticos devido suas propriedades quimicas e fisicas (WU et al., 2020).
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Recentemente, produtos cosméticos com o claim de equilibrio da microbiota cutdnea e que

contém prebidticos, tém utilizado, aparentemente, a trealose como ingrediente ativo.

A Solabia, industria farmacéutica brasileira, também desenvolveu uma abordagem
prebiodtica para auxiliar a manutencdo do microbioma saudavel da pele através do composto
intitulado por eles de Bioecolia®. Esse composto é um alfa-glucano oligossacarideo, que sao
unidades de glicose unidas por ligacOes especificas (a 1-2) e (a 1-6), essa ligacdo especifica faz
com que esse agucar seja metabolizado de forma mais rapida se comparado com a glicose. Os
estudos in-vitro consistiram em crescimento bacteriano em seus meios de referéncia
contendo 0,5% adicional de Bioecolia® e como controle 0,5% de glicose e a andlise quantitativa
foi feita apds 48 horas de crescimento.Os resultados obtidos pela empresa mostraram que
Bioecolia® é fonte de carbono para todas as bactérias, porém, as espécies oportunistas ndo
possuem uma metabolizagao significativa do agucar em comparagao com a flora comensal,

gue assimila melhor e mais rapido esse agicar como fonte de carbono.

E crescente o uso de prebidticos em formulagdes tépicas para pele. Hd um grande
apelo para o uso dessas substancias a fim de promover um reequilibrio do microbioma
cutdneo. No entanto, sdo escassos os estudos cientificos avaliando o efeito desses
ingredientes no crescimento sobre as principais bactérias que compdem a microbiota da pele.
Dessa forma, o presente estudo prop0s avaliar o efeito de prebidticos existentes no mercado
e ja suportados pela literatura para o uso gastrointestinal, inulina, FOS, trealose e alfa-glucano

oligossacarideo.
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Material e métodos

Substdncias utilizadas e Grupos Experimentais - crescimento bacteriano

Foram utilizadas para a avaliacdo dos possiveis efeitos prebidticos, as seguintes
substancias: Alfa-glucano oligossacarideo (grupo Solabia, Maringd, Brasil), trealose (Neovita,
Sdo Paulo brasil), inulina (Fagron, Roterddao, Holanda) e Fruto-oligossacarideos (Florien,
Piracicaba, Brasil). As solucdes das substancias foram feitas utilizando os préprios meios de

cultura estéreis como solvente. Os grupos experimentais testados foram:

® Grupos experimental prebidtico: meio de cultura, prebidtico mais bactéria;
e Grupo controle prebidtico: meio de cultura mais prebidtico (sem bactéria);
e Grupo controle positivo: meio de cultura mais bactéria

® Grupo controle contaminagdo: meio de cultura

Amostra bacteriana e condig¢des de cultivo

Nesse estudo, foram utilizadas as espécies bacterianas: Staphylococcus aureus ATCC
29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 00197, Micrococcus luteus ATCC 14452,
Streptococcus pyogenes ATCC 8668 e Lactiplantibacillus plantarum ATCC8014. As bactérias
foram rotineiramente cultivadas em meio de cultura caldo TSB (Tryptic Soy broth - Kasvi) ou
em TSA (Tryptic Soy agar- Kasvi) para S. aureus, S. epidermidis e M. luteus, em BHI, caldo e
agar (Brain Heart Infusion - Agar Infusdo Cérebro e Coracgdo - Kasvi) para S. pyogenes e MRS,
caldo e agar (man, rogosa e sharpe - Kasvi) para L. plantarum. O crescimento foi conduzido
sob condicGes aerdbicas para S. aureus, S. epidermidis e M. luteus a 37°C, 37°C e 30°C,
respectivamente, e 5% CO2 a 37°C para L. plantarum e S. pyogenes.

As culturas congeladas em meio TSB com 20% glicerol a -80°C, foram reativadas nos
meios e condi¢bes de cultura especificados anteriormente. O crescimento bacteriano foi
avaliado em duas condicOes diferentes: em meio basico em nutrientes, MHI (Caldo Mueller
Hinton - Kasvi), para todas as espécies testadas e em meio rico em nutrientes caldo TSB, para
S. aureus, S. epidermidis e M. luteus; caldo MRS para L. plantarum e caldo BHI para S.
pyogenes, relatados anteriormente e descritos no quadro 1 - composicdo dos meios de

cultura.



Quadro 1. Composicdo dos meios de cultura utilizados.

Meio de cultura

Composicdo em g/L

MEIO BASICO EM NUTRIENTES

MHI

Hidrolisado acido de caseina 17,0g
Extrato de carne bovino 2,0g
Amido de milho 1,5g

MEIOS RICOS EM NUTRIENTES

BHI

Cérebro de boi, infusdao de 200 g- 7,7g
Coracao de boi, infusdo a partir de 250g - 9,8g
Proteose Peptona 10g
Dextrose 2g
Cloreto de Sédio 5g
Fosfato dissddico 2,5g

MRS

Peptona Especial — 10,0
Extrato de Carne — 10,0
Extrato de Levedura—5,0
Glicose — 20,0
Citrato Triamonico — 2,0
Acetato de Sadio— 5,0
Sulfato de Magnésio — 0,2
Fosfato Dipotassico — 2,0

TSB

Digestdo pancreatica de caseina 17g
Digestdo papainico de soja 3,0g
Dextrose 2,5g
Cloreto de sédio 5,0g
Fosfato dipotassico 2,5g
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MHI: Mueller Hinton; BHI: Brain Heart Infusion - Agar Infusdo Cérebro e Coracdo; MRS: man, rogosa e

sharpe; TSB: Tryptic Soy broth
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Prova de sensibilidade dos microrganismos por diluigdo em caldo

Para avaliar o possivel efeito prebidtico das substancias sobre essas espécies
bacterianas, foi realizado um ensaio de sensibilidade a fim de avaliar o crescimento dos
microrganismos. O método utilizado foi realizado segundo a descricdo do ensaio de
concentracdo inibitdria minima, com modificacdes (CLSI, 2012).

Todos os ensaios foram feitos em quintuplicatas, em pelo menos dois experimentos
distintos e independentes. Os grupos testados foram os mencionados no item anterior (3.2).
Os testes foram feitos em placas de poliestireno de 96 pocos fundo chato (Kasvi).

Grupo experimental prebidtico: 100 pL de meio de cultura (adequado a espécie e
sendo rico ou basico em nutrientes) + 100 pL solugdo do prebidtico a ser testado e na
concentracdo correta para diluicdo inicial ser igual a 2% (diluicdo seriada) + 100 uL de
suspensdo bacteriana.

Grupo controle prebiotico: 200 pL de meio de cultura + 100 pL solugdo do prebidtico.

Grupo controle positivo: 200 pL de meio de cultura + 100 pL de suspensdo bacteriana.

Grupo controle contaminagdo: 300 pL de meio de cultura

Para a preparacdo do in6culo bacteriano, culturas bacterianas foram crescidas em
meio agar especifico para cada espécie por 18 — 24 h. Coldnias isoladas foram suspensas em
meio caldo especifico para cada espécie e ajustadas para uma absorbancia de 0,1 (660 nm).
Cem microlitros de inéculo foram adicionados a 9,9 mL de meio de cultura. Dessa suspensao,
100 pL foram adicionados aos grupos experimentais, ficando com uma concentragao final de

5x10° UFC/mL.

As placas foram submetidas as condi¢des de incubacdo adequadas para cada espécie
por 24 h. Nos tempos 2, 4, 6, 8, 16 e 24 horas foram feitas leituras em espectrofotometro de
microplacas (agitacdo de 10 segundos anterior a medida e leituras de absorbancia em

comprimento de onda de 660nm).
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Preparagdo das amostras - cultura de células

Para o ensaio de viabilidade celular e scratch foram utilizadas queratindcitos
imortalizados HaCat, as células foram cultivadas em incubadora umidificada com 5% de CO; e
37° C em meio de cultivo [meio RPMI 1640 (Nutricell, Campinas, Brasil) com vermelho fenol
suplementado com 5% SFB (Vitrocell, Campinas, Brasil) e as células utilizadas se encontravam

entre a 4-12 passagem.

Aliquotas de alfa-glucano oligossacarideo, trealose, inulina e FOS foram inicialmente
diluidas (1:10 p/v) em DMSO antes da diluicdo seriada em meio de cultivo. Para o experimento
de viabilidade celular, as amostras foram diluidas no meio de cultivo (meio RPMI 1640 com
vermelho fenol suplementado com 5% SFB) para obtencdo das concentragdes finais de 0,15 a
150 pg/mL. No experimento de migracdo celular (scratch assay), as amostras foram diluidas
em meio RPMI 1640 com vermelho fenol suplementado com 0,2% SFB para obtengao da

concentragdo final de 1000 pg/mL.
Avaliagdo de viabilidade celular

Para execucdo do experimento, as células HaCaT dispostas em placas de 96
compartimentos (100 pL/mL, 3 x 10* cel/mL) foram expostas a quatro concentrac¢des de cada
amostra e incubadas por 48 h. A concentracdo final de DMSO (< 0,25%) ndo interferiu na
proliferacdo das células. Ao final de 48 h de incubacao, as células foram fixadas com TCA (acido
tricloroacético 50%, 50 plL/compartimento) e, apds etapas de lavagem e secagem, coradas
com sulforrodamina B (SRB 0,4% p/v em &cido acético 1%, 20 min, 50 pL/compartimento). O
corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com Trizma Base (10 mM, pH 10,5) e a
leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 540 nm em leitor de microplacas.

Com os valores médios de absorbancia para cada concentragdo da amostra, a
viabilidade celular, expressa em porcentagem, foi calculada considerando-se a leitura das
células ndo tratadas como representativas de 100% de viabilidade celular. Foi gerado grafico
de viabilidade celular (%) em funcdo da concentracdo (ug/mL) da amostra testada. Caso a
amostra promovesse reducdo de mais de 50% da viabilidade celular, seria possivel calcular a
concentragdo efetiva denominada ICso, através de regressao ndo linear, tipo sigmoidal,

utilizando-se software Origin, versdo 8.0 (Braga et al. 2022).
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Avaliagdo de migragdo celular - Scratch assay

Tendo como base o protocolo descrito por Liang et al. (2007), com pequenas
modificagbes, aliquotas de alfa-glucano oligossacarideo, trealose, inulina e FOS foram
avaliadas no protocolo de migracao celular.

Ap06s preparo da suspensdo (2 x 10° cel/mL, em meio completo), os queratindcitos
HaCaT foram distribuidos em uma placa de 24 compartimentos (1 mL/compartimento) e
incubados por 24h. Ao final desse periodo, o meio completo foi substituido por meio RPMI
1640 suplementado com 0,2% SFB e as células foram incubadas por mais 24 h. Em seguida, foi
realizada uma ferida longitudinal, com auxilio de ponteira estéril de 200 ul (1 ponteira a cada
dois compartimentos), no tapete de células em cada compartimento. Apds cuidadosa
remocao do meio, as células foram tratadas com alfa-glucano oligossacarideo, trealose,
inulina e FOS, na concentragdo de 1000 pg/mL (2 mL/compartimento, em duplicata) em meio
RPMI 1640 suplementado com 0,2% SFB. Os controles positivo e negativo foram,
respectivamente, células mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com 5% e 0,2% SFB.
Cada placa foi entdo mantida em microscopio invertido LSM780 (INFABIC/UNICAMP), no
modo timelapse com controle de temperatura e CO;, durante 24 h com aquisi¢ao periddica
de imagem (trés imagens por compartimento por hora) para acompanhamento da migracao
celular. As imagens foram entdo analisadas com auxilio do software Imagel)® e o tamanho da
area ferida foi medido nos tempos 0,9, 12, 18 e 24 h. Areducdo da ferida (WR, %) foi calculada
por WR = (100 x Tx area/To area) - 100, onde Ty = area da ferida em um determinado tempo
apos aplicacdo da amostra e To = area da ferida no tempo 0. Ao final das vinte e quatro horas
de avaliacdo por microscopia, as células foram fixadas com TCA 50% (500 pl/compartimento)
e submetidas a coloragao com SRB. Os resultados foram expressos como viabilidade celular

(%) em fungdo da concentragao.
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Andlise estatistica

Os dados do crescimento bacteriano foram avaliados quanto a presenca de outliers
em todos os grupos, quintuplicata e controles, e quanto a distribuigdo, pelo teste de Shapiro-
Wilks. Os dados apresentaram distribuicdo normal e foram entdo submetidos a uma analise
de ANOVA dois critérios seguido de teste de Tukey. O programa utilizado foi o GraphPad 8.0
(GraphPad Prism Software, San Diego, CA, USA) e o nivel de significancia considerado foi de

5% (P<0,05).

Para a cultura de células, os resultados foram expressos como média * desvio padrao.
A significancia das diferencas observadas no teste de migracdo celular foi avaliada por analise
de variancia ANOVA, one-way ou two-way seguida de testes de Tukey ou Bonferroni,
respectivamente, dependendo dos parametros em analise. O programa utilizado foi o

GraphPad 8.0 (GraphPad Prism Software, San Diego, CA, USA).

Resultados

Influéncia dos prebidticos no crescimento bacteriano

As concentragdes utilizadas para analise estatistica foram as concentragdes de 2%,
0,5%, 0,125%, 0,03% e 0,008%. A concentracdo inicial utilizada foi baseada em estudos
anteriores como o de Sanchez-Zapata, et al. (2011), que teve por objetivo comparar o
potencial prebidtico do leite de noz com os principais prebidticos ja conhecidos como inulina
e FOS e de Teberga (2017), onde avaliou o efeito de diferentes prebidticos sobre o
desenvolvimento de cepas de Lactobacillus sp.

De forma geral, a concentracdo de 2% de todos os prebidticos foi a que promoveu
maior interferéncia no crescimento bacteriano, tanto no meio mais rico em nutrientes e
propicio ao crescimento dos microrganismos, assim como no meio basico em nutrientes. No
entanto, outras concentragdes também promoveram alteragao do crescimento. Na Tabela 2,
encontram-se os resultados das concentragGes que promovem aumento ou reducdo do
crescimento bacteriano, de forma estatisticamente significativa, em relagdo ao grupo controle
(p<0,05, ANOVA 2 critérios - Tukey). Ainda, nas figuras 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 encontram-se

as curvas de crescimento para cada bactéria, considerando os diferentes prebidticos testados.
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Apesar da concentragao de 2%, na maioria das situagdes promover estimulo do
crescimento, observou-se que todos os prebidticos nessa mesma concentragdo em meio rico
em nutrientes suprimiu o crescimento de pelo menos uma espécie de bactéria. Por exemplo,
a inulina reduziu o crescimento de L. plantarum e S. pyogenes, enquanto a trealose promoveu
reducdo de L. plantarum (p>0,05, ANOVA 2 critérios - Tukey).

J4 em meio basico em nutrientes, a mesma concentracdo de 2% de todos os
prebidticos mostrou estimular o crescimento da maior parte dos microrganismos. A
concentracdo de 0,5% de alguns prebidticos também promoveu estimulo em algumas
espécies, como por exemplo, inulina estimulando S. epidermidis e M. luteus, FOS estimulando
S. pyogenes, trealose e alfa-glucano oligossacarideo estimulando o crescimento de L.

plantarum.
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Tabela 1. Influéncia dos prebidticos inulina, FOS, trealose, e alfa-glucano oligossacarideo sobre o crescimento de bactérias da microbiota dérmica, em meio rico

ou basico em nutrientes.

Prebioticos

Alfa-glucano

Inulina FOS Trealose
oligossacarideo

Microrganismos  Meiorico Meio basico  Meiorico Meio basico Meiorico Meio basico Meiorico Meio basico

L. plantarum 3 [2%] T [2%] A 1 [2%] 3 [2%] [2%];[0,5%] Aad 1 [2%];[0,5%]
S. aureus T [2%] T [2%] 3 [0,5%] & 4 [Todas] T [2%] 2 N
S. epidermidis T [2%] T [2%]; [0,5%] A A A T [2%] ¥ [Todas] @ [Todas]
M. luteus ® T [2%]; [0,5%] T [2%] T [2%] ® ©[2%];[0,5%] ® ®
S. pyogenes 3 [2%] 1 [2%] & 112%];00,5%] 1 [0,5%] 1 [2%] 1 [2%] [2%]; [0,5%]

Microrganismos: S. aureus = Staphylococcus aureus ATCC 29213; S. epidermides = Staphylococcus epidermidis ATCC 00197; M. luteus = Micrococcus luteus ATCC 14453; S.
pyogenes = Streptococcus pyogenes ATCC 8668; L. plantarum = Lactobacillus plantarum 8014. Crescimento bacteriano: f = promogdo de crescimento; & = inibigdo de
crescimento; <> = crescimento inalterado. Entre colchetes: concentragdes que alteraram o crescimento de forma significativa em relacdo ao controle (p< 0,05; ANOVA two way,
seguido de teste de Tukey) Meio rico: TSB (S. aureus, S. epidermidis e M. luteus); BHI (S. pyogenes,), MRS (L. plantarum). Meio basico: MHI (todas as espécies)
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Inulina + meios ricos em nutrientes
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Figura 1. Curva de crescimento dos microrganismos em meio de cultura rico em nutrientes com a
adicdo de inulina. A. a concentracdo de 2% de inulina apresenta restringir de alguma forma o
crescimento do L. plantarum em comparagao ao controle. B. O crescimento de S. Aureus apresentou
maior D.Ose0 com 2% de inulina se comparado ao controle, enquanto as outras concentragdes ndo
apresentaram diferencga estatisticas se comparadas ao controle. C. Embora no grafico, no tempo de 24
horas, a curva de 2% pareca se destacar, ndo foi observada diferenca significativa entre as medidas de
D.Os0o da curva de 2% de inulina e do controle. D. M. luteus apresentou um crescimento maior que o
controle com a adigdo de 2% de inulina. E. Resultados ndo demonstraram diferenga no crescimento do
microrganismo.
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Figura 2. Curva de crescimento dos microrganismos em meio de cultura basico em nutrientes com a
adicdo de inulina. A. No meio de cultura bdsico em nutrientes, L. plantarum apresentou melhora no
crescimento se comparado ao controle com a adi¢ao de 2% de inulina. B. Se comparado ao controle,
as curvas com as adicoes de 2% e 0,5% de inulina, apresentam maior crescimento, o crescimento se
destaca na 6° hora e prossegue até a 24° hora, embora haja queda na curva 0,5%, a andlise estatistica
confirma a diferenga de crescimento. C. Com exce¢do da concentragdao 0,0078%, S. epidermidis
apresentou ter um crescimento maior que o controle em todas as outras concentragdes. D. M. luteus
apresentou maior crescimento se comparado ao controle com a adi¢ao de 2% e 0,5% de inulina. E. A
concentragdo de 2% de inulina apresentou maior crescimento se comparada ao crescimento do
controle.
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Figura 3. Curva de crescimento dos microrganismos em meio de cultura rico em nutrientes com a
adicdo de FOS. A. Embora a analise visual indique que o crescimento com adi¢do de 2% de FOS tenha
sido o menor, estatisticamente ndo houve diferenca significativa. B. Ndo houve diferenca estatistica C.
S. epidermidis ndao apresentou diferenga no crescimento com a adi¢gdo de FOS D. M. luteus apresentou
ter o crescimento favorecido com a adicdo de 2% de FOS em meio rico em nutrientes. E. As
concentragdes de 0,5% e 0,125% de FOS apresentaram promover o crescimento maior de S. pyogenes
em meio rico em nutrientes, se comparado ao controle.
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FOS + meio basico em nutrientes
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Figura 4. Curva de crescimento dos microrganismos em meio de cultura basico em nutrientes com a
adicdo de FOS. A. A adicdo de 2% de FOS mostrou favorecer o crescimento do L. plantarum em meio
basico em nutrientes. B. S. aureus nao apresentou diferenga no crescimento na presenga de nenhuma
concentracdo do prebidtico. C. S. epidermidis ndo apresentou diferenga no crescimento na presenca
de nenhuma concentracdo do prebidtico. D. M. luteus apresentou ter o crescimento favorecido na
adicao de 2% e de 0,5% de FOS em comparagdo ao controle. E. S. pyogenes apresentou ter seu
crescimento favorecido em relagdo ao controle com a adi¢do de 2%, 0,5% e 0,125% de FOS.
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Trealose + meios ricos em nutrientes
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Figura 5. Curva de crescimento dos microrganismos em meio de cultura rico em nutrientes com a
adicdao de trealose. A. a concentracdao de 2% de trealose apresenta restringir de alguma forma o
crescimento do L. plantarum. B. A adicdo de trealose parece ter inibido o crescimento de S. aureus,
com excegao da concentragdo 2%. C. S. epidermidis ndao apresentou diferenga no seu crescimento com
a adicdo de trealose. D. M. luteus também ndo apresentou diferenga em seu crescimento. E. Com a
adicdo de 0,5% e 0,125% de trealose, S. pyogenes apresentou ter maior crescimento se comparado ao
controle.
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Trealose + Meio basico em nutrientes
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Figura 6. Curva de crescimento dos microrganismos em meio de cultura basico em nutrientes com a
adicdo de trealose. A. As adi¢cOes de 2%, 0,5% e 0,125% de trealose ao meio bdsico em nutrientes,
estimulou o crescimento de L. Plantarum em comparac¢do ao controle. B. A adi¢cdo de 2% de trealose,
estimulou o crescimento de S. aureus. C. S. epidermidis apresentou ter um maior crescimento se
comparado ao controle com a adicdo de 2% de trealose. D. 2%, 0,5% e 0,125% de trealose ao meio
basico em nutrientes, estimulou o crescimento de M. luteus em comparagado ao controle. E. A adi¢do
de 2% de trealose em meio basico em nutrientes mostrou favorecer o crescimento de S. pyogenes se
comparado ao crescimento do controle.
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Alfa-glucano oligossacarideo + meios ricos em nutrientes
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Figura 7. Curva de crescimento dos microrganismos em meio de cultura rico em nutrientes com a
adigdo de alfa-glucano oligossacarideo. A. A adi¢do de alfa-glucano oligossacarideo, na concentragao
de 2%, demonstrou diminuir o crescimento de L. plantarum em meio rico em nutrientes. B. S. aureus
nao mostrou diferenca em seu crescimento. C. A adi¢ao de alfa-glucano oligossacarideo, em todas as
concentragOes testadas, inibiu o crescimento de S. epidermidis. D. A adicdo de 0,0078% de do
prebidtico apresentou diminuir o crescimento de M. luteus. E. A adicdao de 2% ao meio rico em
nutrientes, mostrou promover o crescimento de S. pyogenes.
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Figura 8. Curva de crescimento dos microrganismos em meio de cultura basico em nutrientes com a
adicao e diluicao de alfa-glucano oligossacarideo. A. a adicdo de alfa-glucano oligossacarideo nas
concentracdes de 2% e de 0,5% apresentou favorecer o crescimento de L. Plantarum. B. N3o
apresentou diferenga no crescimento. C. A adi¢do de alfa-glucano oligossacarideo nas concentragdes
de 2%, 0,5%, 0,125% e 0,03% mostrou promover o crescimento de S. Epidermidis. D. A adi¢ao do
prebidtico na cultura de M. Juteus ndo demonstrou diferenca no crescimento do microrganismo. E. as

concentragdes de 2% e de 0,5% apresentaram favorecer o crescimento de S. Pyogenes.
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Avaliagdo de viabilidade celular

A viabilidade de queratindcitos humanos imortalizados HaCaT em fungao da
concentracdo dos prebiodticos alfa-glucano oligossacarideo, trealose, inulina e FOS foi

verificada.

Segundo a norma ISO, resultados de viabilidade celular acima de 70% sao
considerados como indicativo de amostras ndo citotdxicas (1ISO 10993-5, 2009). Seguindo esse
critério, os prebidticos em estudo ndo afetaram a viabilidade dos queratindcitos até a maior

concentracdo testada (150 pg/mL).
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Figura. 9 Viabilidade dos queratindcitos apds exposi¢cdo aos prebidticos nas concentragdes: 0,15; 1,5,
15 e 150 pg/mL; tempo de exposi¢do: 48h.
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Viabilidade celular e Ensaio de migragdo celular (scratch assay)

Para escolha da concentragao a ser avaliada no teste de migragao celular levou-se em
conta a maior concentracdo ndo citotoxica e os conceitos de “concentracdo” (quantidade de
amostra por uma unidade de volume) e “dose” (quantidade de amostra por compartimento
utilizado ou por quantidade de células presentes neste compartimento) (Kisitu et al., 2019).
Isso porque cada um dos experimentos realizados, viabilidade e migracdo celular, utilizaram
guantidades diferentes de células por compartimento. Assim, ndo fazer o ajuste da
guantidade de amostra por quantidade de células no compartimento poderia levar a
resultados falso negativos.

Desta forma, no teste de viabilidade celular realizado em placa de 96 compartimentos,
foi determinado que a concentragdo de 150 pg/mL seria a maior concentragdo dos prebidticos
gue ndo afetaria a viabilidade celular. Considerando-se que nesse experimento o volume total
por compartimento foi de 200 pl, a maior concentrac¢do avaliada representava uma dose de
30 pg/compartimento. Ou seja, a quantidade de células HaCaT por compartimento (3 x 103
células/compartimento) foi exposta a 30 ug de cada prebidtico.

Por sua vez, o teste de migracdo celular foi realizado em uma placa de cultura de 24
compartimentos, com uma densidade celular de 2 x 10° cel/compartimento. Desta forma,
para que as células fossem submetidas a mesma condigao experimental a dose deveria ser de
30 pg para cada 3 x 103 células. Considerando o volume utilizado por compartimento de 2 mL,
a concentracdo final foi estimada em 1000 pg/mL. Com base nesses calculos, a avaliacdo do
efeito dos prebidticos alfa-glucano oligossacarideo, trealose, inulina e FOS sobre a migracao
dos queratindcitos foi feita na concentragdo de 1000 pg/mL em meio de cultura suplementado
com 0,2% de SFB. Ou seja, a condicdo de cultivo era desfavoravel a migracdo celular.

Nessa condicdo experimental, os quatro prebidticos estimularam a migracao celular
de maneira similar ao controle positivo ao final das 24h de exposicdo (Tabela 3 e Figura 10).
Ainda, tanto a trealose quanto o alfa-glucano oligossacarideo induziram maior migracao

celular do que o controle positivo nos tempos de 12 e 18 h de exposicdo, evidenciando um
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possivel potencial terapéutico dessas substancias em situacdes de feridas, ou onde a
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capacidade de migracao celular apresenta-se comprometida.

Figura 10. Viabilidade celular de HaCat apds 24 horas de experimentagdo. O ensaio de viabilidade visa
entender se a reducdo de fissura se deu por conta da multiplicacdo celular, ou se, por uma migracdo
celular de fato. O grafico mostra que as células, na presenca dos prebidticos, se mantiveram viaveis,
assim como o controle com SFB 5%, ndo mostrando uma proliferagdo exagerada e acentuando a
migracdo das células HaCat, corroborando com a escolha da concentracdo teste. Andlise estatistica
feita por ANOVA one-way
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Tabela 2. Efeito dos prebidticos alfa-glucano oligossacarideo, trealose, inulina e FOS sobre a
migracao de queratindcitos humanos imortalizados HaCaT em func¢do do tempo de exposicao:

Concentragao
Tratamento”
(ng/mL)
50
SFB
0.2
FOS 1000
Inulina 1000
Trealose 1000
Alfa-glucano
1000

oligossacarideo

Retragdo da fissura (%)

9h 12h 18h 24h
11,2 +6,6° 23,5+13,0% 50,1+19,8° 71,5+ 26,3°
6,3+3,1° 56+£2,1° 6,7+ 1,0° 9,5+0,9°
20,5+10,4° 32,7+17,1% 59,8+24,1%4 80,4 +23,6°
13,1+4,2° 26,5+ 6,7% 509+ 74°¢ 72,5+ 8,8¢°
19,0+9,7° 42,5+ 11,9 89,0+ 14,1¢ 97,2+5,5°
25,6 £10,4° 47,6 + 15,3 79,8 + 16,34 96,0+ 5,67

Resultados expressos como média + desvio padrdo de sextuplicatas técnicas. *Tratamentos:
SFB = meio RPMI 1640 suplementado com Soro Fetal Bovino nas concentragdes de 5%
(controle positivo) ou 0,2% (controle negativo); prebidticos: FOS, inulina, trealose e alfa-
glucano oligossacarideo (diluidas em meio RPMI 1640 suplementado com 0,2% SFB, na
concentra¢do de 1000 pg/mL). Analise estatistica por ANOVA two-way seguida de teste de
Bonferroni (letras diferentes indicam diferenca significativa na mesma coluna com p <0,01).
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Figura 11. Curva de reducdo de fissura em fungao do tempo. Todos os prebidticos demonstraram
auxiliar na migracao celular de HaCat, sendo trealose e alfa-glucano oligossacarideo (Bioecolia), os
prebidticos que promoveram o maior estimulo de migracdo. Controles feitos com soro fetal bovino
(SFB)

Discussao

Embora a utilizacdo de prebidticos e probidticos esteja se tornando cada dia mais
comum em cosméticos, a literatura cientifica ndo possui dados suficientes para suportar essa
pratica. Os estudos nessa area se fazem cada vez mais necessarios, para comprovar se ha real
beneficio para a saude da pele na utilizagdo desses mecanismos e entender quais 0s riscos
envolvidos. No presente estudo, os prebidticos, de forma geral estimularam o crescimento
microbiano de forma inespecifica, além de promover a migracdo celular de queratindcitos
humanos.

Em geral, ndo se observou atividade especifica de um determinado prebidtico em
alguma espécie bacteriana especifica. De forma ampla, os prebidticos ndao demonstraram ser
efetivos em meio rico em nutrientes, por esses meios (TSB, BHI e MRS) terem fontes de
acucares simples e de facil metabolizacdo, os acucares adicionais, inulina, FOS, alfa-glucano
oligossacarideo e trealose ndo promoveram efeito adicional ao meio, em alguns casos até
promoveram uma reducdo leve no crescimento.

No meio de cultura com menor concentracao de carboidratos (MHI), a adicdo de
prebidticos se mostrou com um facilitador do crescimento bacteriano, principalmente na
concentracdo de 2%, mas sem apresentar atividade espécie-especifica, promovendo assim o

crescimento de bactérias teoricamente benéficas, como S. epidermidis e L. plantarum, mas
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promovendo também o crescimento de S. aureus e S. pyogenes, bactérias que sdo comuns em
guadros patogénicos (COGEN et al., 2010; BARNARD & LI, 2017; VALDIMARSSON et al., 1995;
LEWIS et al., 2019).

Em relacdo a redugdo do crescimento, essa ocorreu com todos os prebidticos em ao
menos uma espécie bacteriana em meio rico em nutrientes. Esse evento pode ter ocorrido
por um possivel aumento na pressdo osmotica com a adi¢do das concentragées maiores dos
oligossacarideos, que somando-se a pressdao osmotica das substancias ja presentes no meio
de cultura, pode ter promovido um disturbio celular, reduzindo o seu crescimento. Ndo ha
ainda um consenso definido sobre o que seria um prebidtico ideal para uso dermatoldgico. O
conceito surge inicialmente em contexto gastrointestinal e tem em suas definigdes ser
resistente a acidez estomacal, ndo sofrer hidrélise por enzimas de mamiferos e ndo ser
absorvido pelo trato gastrointestinal, ser fermentado pela microflora intestinal e estimular
seletivamente o crescimento e atividade de bactérias intestinais potencialmente associadas a
saude e ao bem-estar (SLAVIN, 2013). A grande problematica ndo sdo as diferengas evidentes
entre o conceito inicial e sua transposi¢cdo ao uso dérmico, pois obviamente o fato da digestado
e absorcao gastrointestinal ndo se aplica ao uso tdpico dessas substancias, porém a questao
se apresenta no alvo dos estudos até o presente momento, uma vez que todas as substancias
potencialmente prebidticas foram testadas tendo como objetivo estimular géneros
bacterianos potencialmente benéficos e residentes do trato gastrointestinal, como
bifidobactérias e lactobacilos.

Esses géneros, em especial bifidobactérias, tém grande preferéncia por
oligossacarideos e amidos resistentes, e apresentam metabolismo praticamente sacarolitico,
sendo as proteinas um nutriente pouco utilizado (SLAVIN, 2013). Embora exista na literatura
trabalhos que identifiguem as bactérias potencialmente comensais e potencialmente
patogénicas que compdem a microbiota cutanea, ainda nao se definiu quais seriam os géneros
alvos que deveriam ser estimulados para efetivar uma substancia como prebidtico cutaneo,
além de limitar as substancias em agucares resistentes a digestao.

Uma das bactérias mais importantes e destacadas como patdégeno cutaneo é a S.
aureus. Essa bactéria possui um metabolismo heterotrofico e pode metabolizar agucares,
aminodcidos e d4cidos graxos para obter energia, facilitando seu desenvolvimento e

colonizacdo em diversos ambientes (PROCTOR & PETERS, 2013). Embora S. epidermidis possa
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aparecer em infecgbes de feridas cutaneas, essa espécie de bactéria é potencialmente
benéfica para a pele e possui um metabolismo aerdbio facultativo e possui capacidade de
metabolizar agUcares, aminoacidos e acidos graxos também (SCHOMMER & GALLO, 2013). M.
luteus é considerada uma bactéria benéfica, uma vez que produz antimicrobianos e pode
competir pela colonizacdo da pele, impedindo a instalacdo de patdgenos e ja é encontrada em
microbiomas de peles sauddveis, e possui o metabolismo de agucares favorecido, embora
possa metabolizar aminoacidos (GRICE & SEGRE, 2011; SCHMIDT et al., 2004). Ja S. pyogenes,
muito comum em infeccbes de lesGes cutaneas, pode metabolizar diversas fontes de
nutrientes, como agucares, proteinas e acidos graxos (LEMBKE et al., 2016).

Portanto, todas as bactérias possuem capacidade de metabolizar os agucares utilizados
no experimento, ndo resultando em nenhuma interacdo espécie-especifica entre prebidtico e
espécie bacteriana. Entretanto, frente a exposi¢do a inulina a 0,5%, M. luteus e S. epidermidis,
espécies benéficas, apresentaram ter seu crescimento favorecido, enquanto as outras
bactérias ndao apresentaram crescimento. Quanto ao alfa-glucano oligossacarideo, L.
plantarum e S. epidermidis também apresentaram ter o seu crescimento favorecido, porém
esse prebidtico também estimulou o crescimento de S. pyogenes, assim como a inulina e a
trealose, que também favoreceu o crescimento de S. aureus.

Embora os estudos ainda sejam escassos, a literatura mais recente, demonstrou que o
uso tépico de prebidticos pode de fato ser promissor. Um estudo clinico demonstrou aumento
na diversidade de espécies no microbioma cutaneo, e diminui¢cdo do crescimento de S. aureus,
mas ndo deixando claro por qual mecanismo isso ocorreu (HONG KB et al., 2020). Os estudos
in vitro também demonstraram que o crescimento de S. epidermidis é estimulado com
galactooligossacarideo (GOS), enquanto S. aureus é inibido (PETROV et al., 2022). Embora no
presente estudo ndo tenha sido utilizado GOS, ndo pudemos corroborar com esses dados a
partir do que obtivemos de resultados, ndo obsevando crescimento espécie-especifica, e
juntamente a isso um estudo de competicao deve ser conduzido. Como os mecanismos ainda
sao desconhecidos e o estudo metabdlico dessas substancias por essas espécies nao é ainda
conhecido, estudos de competicdo ajudariam a nortear se alguma espécie poderia ter
vantagem competitiva sobre outra na presenca dos prebidticos. Um estudo in vitro
competitivo entre S. aures e S. epidermidis, mostrou que a adicdo de aveia coloidal promoveu

um crescimento mais rapido de S. epidermidis, demonstrando que de fato, o uso de
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prebidticos para fins dermatoldgicos devem ser cada vez mais estudados (LIU-WALSH et al.,
2021).

De fato os prebidticos usados no presente estudo promovem o crescimento
bacteriano, principalmente em meio bdsico em nutrientes, todas bactérias destacadas no
estudo mostraram uma possivel capacidade de metabolizagao desses agucares, portanto, a
capacidade metabdlica ndo destaca ou da preferéncia a alguma espécie benéfica, ndo sendo
assim, a questdao metabdlica algo a se destacar na selecao de um prebidtico cutaneo, uma vez
gue todas as espécies envolvidas na experimentacdo apresentaram aparente capacidade de
metabolizar os acgucares.

Ao procurar na literatura por ensaios que correlacionam o uso de prebidticos e culturas
de células, especificamente queratindcitos e fibroblastos, ou sobre seu uso tdpico
diretamente na pele, os achados sdo escassos. O Unico prebidtico que ganha relevancia nesse
aspecto é a trealose que foi utilizada em tratamentos de queimaduras e lesdes cutdneas
(CASSANO & TROMBINO 2017) e recentemente esse dissacarideo foi também associado com
a atividade de fibroblastos e mostrou promover mecanismos que auxiliam e estimulam a
cicatrizacdo de feridas (MUTO et al., 2023).

Os resultados do presente trabalho corroboram com esses dados, uma vez que todas
as substancias testadas demonstraram ndo afetar a viabilidade celular de queratindcitos
imortalizados HaCat e auxiliaram na migragao celular de forma clara, por mecanismos nao
elucidados ainda. Esses dados mostram que de fato esses aglcares possuem capacidade de
estimular, de alguma forma, a cicatrizagao. Entendendo com clareza a interagao dessas
substdncias com o microbioma cutaneo, podemos prospectar uma possivel terapéutica para
o tratamento de feridas ou tecidos com limitagGes no processo cicatrizante e/ou em processos
gue envolvam infec¢Oes.

Cosméticos sdao formulagdes de uso tdpico que visam higienizar, embelezar ou alterar
a aparéncia da pele (FDA, 2021), ou ainda, produtos de uso externo que tém a finalidade
exclusiva ou principal de limpar, perfumar, modificar a aparéncia, proteger, manter em bom
estado ou corrigir odores corporais (ANVISA, RDC N° 752, 2022), ndo tendo, portanto, um
enfoque em tratamento de doencas, mas sim na promog¢do e manutencdo da saude. Nesse
contexto, os prebidticos podem de fato apresentar potenciais usos e podem ser pensados em

contexto para um possivel equilibrio do microbioma e de uma pele saudavel, ja que a maior
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parte dos prebidticos promovem o crescimento de todas as espécies. Em contexto de doencga
ou até mesmo inibicdo de um patdgeno, os dados desse estudo ainda ndo sdo suficientes.

O presente estudo apresenta dados que corroboram ao entendimento de que as
bactérias presentes no microbioma cutdneo podem metabolizar os tradicionais prebidticos,
embora nenhuma das substancias seja seletiva, devemos pensar que o estudo in vitro deve
ser ampliado com estudos in vivo e testes clinicos para compreender a atuacdo dessas
substancias em condigdes de uso real. Em adi¢ao a isso, ensaios de competitividade entre os
microrganismos devem ser feitos, uma vez que os prebidticos testados estimulam o
crescimento de todas as bactérias individualmente, deve-se ver se alguma dessas substancias
pode favorecer o crescimento de uma espécie quando em competicdo. Outras espécies
bacterianas que desempenham importantes papéis na pele devem ser acrescentadas, como
Cutibacterium acnes por exemplo.

Muitos indicios levam a entender que de fato o microbioma da pele tem papel
fundamental na salude e estética deste 6rgdo, fazendo com que a industria cosmética tente
abordar esses conceitos a fim de desenvolver novos produtos e tecnologias que possam
manipular esse microbioma, criando um mercado novo e em expansdo. Em contraponto, ndo
sdo solidos os dados na literatura cientifica que trazem evidéncias de quais os mecanismos
envolvidos no uso tdpico de pré e probidticos, nem como essas substdncias agem no
desenvolvimento e crescimento das principais espécies presentes na pele, em adicdo a isso,
estudos ndo trazem quais os custos envolvidos, principalmente em uso prolongado desses
produtos e se os beneficios trazidos inicialmente, sdo de fato consistentes.

Embora seja promissor a utilizacdo desses mecanismos como promotor de saude e
bem-estar, mais estudos precisam ser desenvolvidos e métodos para avaliacdo regulatéria
precisam ser propostos, uma vez que esses produtos devem ser comprovadamente seguros e
eficazes para serem disponibilizados no mercado. Em adicdo, a aparente estimulacdo dos
acucares a migracdo celular faz com que sejam possiveis ingredientes de formulacdes

dermatoldgicas que visam o estimulo da cicatrizacao.
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Conclusao

Em conclusdo, as substdncias prebidticas inulina, fruto-oligossacarideos, trealose e
alfa-glucano oligossacarideo promovem, de forma geral, o crescimento microbiano, de forma
ndo espécie-especifica, podendo estimular o crescimento in vitro de bactérias potencialmente
patogénicas quanto de espécies mais comensais presentes na microbiota cutanea. Ainda, os
oligossacarideos e polissacarideos sdo capazes de promover a migracao celular, sem alterar a
viabilidade de queratinécito humanos. Esses achados apontam que as substancias
denominadas prebidticas podem ndo promover um estimulo especifico na microbiota
cutanea, o que poderia ser ndo seguro no uso em condicdes de uma pele com disbiose. Mais
estudos sdo necessarios para verificar as interacdes desses oligo e polissacarideos com o
microbioma cutaneo, a fim de avaliar sua eficacia e seguranca clinica.

As substancias prebidticas inulina, fruto-oligossacarideos, trealose e alfa-glucano
oligossacarideo tém um efeito geral de promocdo do crescimento microbiano, sem
especificidade de espécie, podendo estimular tanto bactérias potencialmente patogénicas
guanto espécies mais comensais presentes na microbiota cutanea. Além disso, esses oligo e
polissacarideos, como o FOS e alfa-glucano oligossacarideo, promovem a migracao celular,
sem afetar a viabilidade de queratinécitos humanos. E importante destacar que essas
substancias podem ndo ser seguras para uso em condi¢des de pele com disbiose, ja que ndo
promovem um estimulo especifico na microbiota cutdnea. Portanto, mais estudos sao
necessarios para avaliar a eficacia e seguranca clinica desses compostos e suas interagées com

0 microbioma cutaneo.
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3. Discussao geral

No trabalho de revisdo da literatura, identificamos um crescente nimero de produtos
cosméticos que incluem pré e pré-bidticos em suas formulagdes, mas ao mesmo tempo,
poucos estudos cientificos que comprovem sua eficacia e seguranca foram encontrados. Isso
destaca a importancia da realizacdo de mais pesquisas nessa area para determinar como esses
ingredientes podem ser eficazes e seguros para a salde da pele e como podem promover
saude e bem-estar, além de como podem ser de fato definidos como prebidticos cutaneos e
posteriormente desenvolvidos métodos e requisitos de andlise de seguranca e eficacia para
regulamentar esses produtos.

No primeiro estudo de revisdo, observou-se que embora haja um aumento no nimero
de produtos cosméticos que contém pré e probiodticos, hd uma escassez de estudos que
comprovem a eficdcia e seguranca desses ingredientes. Isso ressalta a importancia de
pesquisas adicionais nessa area para determinar a eficicia e seguranca desses produtos, além
de definir critérios para avaliagao de seguranca e eficdcia.

Em relacdo ao estudo experimental, verificou-se que os prebidticos testados nao
apresentaram seletividade no estimulo do crescimento de espécies bacterianas benéficas,
indicando que eles ndo sdo fonte exclusiva de nutrientes para uma Unica espécie. Além disso,
os prebidticos mostraram potencial na promocado da migracao celular e cicatrizacao de feridas,
sugerindo um papel importante no cuidado da pele e na regeneracdo cutanea.

Entretanto, estudos in vivo e ensaios clinicos precisam ser conduzidos, além de ensaios
competitivos in vitro entre as principais bactérias benéficas da pele e as principais bactérias
patdgenas ou caracteristicas de alguma doenca cutdnea. Para entender se ha um crescimento
das bactérias benéficas em competicdo, favorecido pelos prebidticos. Em adicdo a isso, o
entendimento do uso prolongado dessas substancias sobre a pele deve ser mais bem
elucidado.

Portanto, a investigacdo do papel do microbioma da pele humana e sua relagdo com
os prebidticos pode ajudar a desenvolver produtos mais eficazes e seguros para o cuidado da
pele, manutencdo da saude e possivel terapéutica cicatrizante. Mais estudos sdo necessarios
para entender completamente como esses ingredientes podem ser usados para melhorar a
saude e beleza da pele e como podem ser formulados de forma mais eficaz em produtos

cosméticos.
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4. Conclusao geral

Em suma, o uso de pré e pro-bidticos em produtos cosméticos é uma tendéncia em
ascensao. Embora exista um crescente nimero de produtos disponiveis no mercado, a falta
de estudos cientificos que comprovem sua eficacia e seguranga é evidente. Isso ressalta a
importancia de realizar pesquisas adicionais nessa area.

Nossos estudos revelaram que os prebidticos testados ndo apresentaram seletividade
no estimulo do crescimento de espécies bacterianas benéficas, mas mostraram potencial na
promocdo da migracao celular e cicatrizacdo de feridas. No entanto, é necessario conduzir
mais estudos in vivo e ensaios clinicos para confirmar esses resultados e avaliar seu impacto a
longo prazo.

A definicdo de critérios de seguranca e eficacia, bem como o desenvolvimento de
métodos de analise adequados, sdo essenciais para regulamentar esses produtos. Além disso,
é fundamental realizar ensaios competitivos in vitro entre as bactérias benéficas e patégenas,
a fim de compreender melhor o crescimento seletivo promovido pelos prebidticos.

Portanto, é evidente a necessidade de mais pesquisas para compreender
completamente o papel do microbioma da pele humana e sua relagdo com os prebidticos.
Esses estudos ajudarao no desenvolvimento de produtos cosméticos mais eficazes, seguros e
direcionados as necessidades da pele, promovendo assim a saude, bem-estar e possiveis
aplicacoes terapéuticas.

Ao preencher as lacunas de conhecimento e aprimorar nossa compreensao desses
ingredientes, poderemos aproveitar ao maximo seu potencial e fornecer aos consumidores

produtos cosméticos de qualidade, que beneficiem a salde e a beleza da pele.
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