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RESUMO

Introdugao: A incidéncia de infecgdes causadas por bactérias multirresistentes
atingiu niveis alarmantes globalmente. A emergéncia da resisténcia
antimicrobiana tornou-se ainda mais evidente durante a pandemia de COVID-
19, devido ao uso indiscriminado de antibidticos, recrudescimento de doencas
negligenciadas e aumento de infecgdes bacterianas secundarias, como as
causadas por Pseudomonas aeruginosa. Esta bactéria é classificada como um
patdogeno de prioridade pela Organizacdo Mundial da Saude; desenvolve
resisténcia por meio de mutagdes genéticas e selegcado natural devido ao uso de
antibioticos, resultando em linhagens multirresistentes. Esse fenémeno leva a
falhas terapéuticas e desfechos desfavoraveis em um numero crescente de
casos. Neste cenario, abordagens ndo medicamentosas, por terem menor
impacto na selegao e resisténcia, surgem como novas perspectivas terapéuticas.
Bactérias do género Lactobacillus sdo amplamente empregadas como
suplementos probioticos, mas sua colonizagao a partir da dieta é limitada. Por
outro lado, os produtos do metabolismo dos Lactobacillus - pds-bidticos - embora
ainda pouco explorados na medicina, ja demonstraram potencial antimicrobiano.
Esse potencial pode ser mais bem explorado no tocante a descolonizagéo de
agentes patogénicos, além de evitar a selegao de estirpes multirresistentes. Este
estudo objetivou investigar o efeito de pos-bidticos de Lactobacillus rhamnosus
e Lactobacillus reuteri e do sal de butirato de sédio (NaBut) sobre o crescimento
de P. aeruginosa. Material e Métodos: Foram realizadas curvas de crescimento
para bactérias seguindo o protocolo de Concentragao Inibitéria Minima (CIM),
adaptado a partir do BrCAST (Comité Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos
Antimicrobianos) para ensaio de microdiluicdo em caldo. Os Lactobacillus spp.
foram cultivados por 48 horas a 37 + 1°C no meio de cultura MRS BROTH. Ja a
linhagem de P. aeruginosa passou por pré-cultivo em aerobiose durante 24 horas
a 37 £ 1°C em meio Mueller Hinton (MH) BROTH. Os p6s-bidticos foram obtidos
a partir de culturas puras e frescas de Lactobacillus spp.. Os meios para os
ensaios de CIM foram preparados com MH BROTH acrescido dos pds-bibticos
especificos de espécie (v/v) de L. rhamnosus e L. reuteri, ou de concentragdes
iniciais de 50 mM de NaBut. Resultados: Os resultados demonstram redugao
no crescimento de P. aeruginosa na presenga do pos-bidtico de L. reuteri da
ordem de 92,89% na concentracdo de 50% v/v, reducdo de 75,07% na
concentragao de 25% vl/v, e de 52,32% na concentracao de 12,5% v/v. Ja para
0 po6s-bidtico de L. rhamnosus também foi observado reducédo do crescimento,
porém discretamente menor, sendo de 92,73% na concentracado de 50% v/v e
70,34% na concentracao de 25% v/v, as demais concentragbes ficaram com
reducao abaixo de 40%. Para os testes empregando NaBut, fazendo uma média
geral do Nabut, ocorreu inibigdo de P. aeruginosa de 48,4% na concentragao de
50 mM (pogo 1), na concentragdo de 25 mM (pogo 2) houve redugdo de
35,35%% no crescimento, concentragao de 12,5 mM (pogo 3) houve redugéo de
18,15%, na concentracédo de 6,25 mM (pogo 4) houve redugdo de 8,9%.
Conclusao: Tanto os pos-bidticos de Lactobacillus spp. quanto o NaBut
conseguiram reduzir o crescimento in vitro de P. aeruginosa de modo dose-
dependente. E importante destacar que os dados apresentados s&o iniciais e
carecem de estudos complementares para identificar as possiveis moléculas
responsaveis pela observacao. Entretanto, os dados preliminares indicam que
0s pos-bidticos tém efeito inibitdrio sobre bactérias patogénicas e poderdo, no



futuro, serem empregados como abordagem complementar aos tratamentos
clinicos. Além de terem menor impacto na selegao de linhagens resistentes, os
pos-bidticos se destacam pela economicidade e pela possibilidade de serem
oferecidos em regides parcimoniosamente vulneraveis.

Palavras-chave; Lactobacillus; pos-biotico; resisténcia antimicrobiana; butirato
de sodio; Pseudomonas aeruginosa.



ABSTRACT

Introduction: The incidence of infections caused by multidrug-resistant bacteria
has reached alarming levels globally. The emergence of antimicrobial resistance
became even more evident during the COVID-19 pandemic due to the
indiscriminate use of antibiotics, the resurgence of neglected diseases, and the
increase in secondary bacterial infections, such as those caused by
Pseudomonas aeruginosa. This bacterium is classified as a priority pathogen by
the World Health Organization and develops resistance through genetic
mutations and natural selection due to antibiotic usage, resulting in multidrug-
resistant strains. This phenomenon leads to therapeutic failures and unfavorable
outcomes in an increasing number of cases. In this context, non-pharmacological
approaches, which have a lower impact on selection and resistance, emerge as
new therapeutic perspectives. Bacteria of the genus Lactobacillus are widely
used as probiotic supplements, but their dietary colonization is limited.
Conversely, the metabolic products of Lactobacillis- postbiotics—although still
underexplored in medicine, have already demonstrated antimicrobial potential.
This potential can be further investigated concerning the decolonization of
pathogenic agents and the prevention of the selection of multidrug-resistant
strains. This study aimed to investigate the effect of postbiotics from Lactobacillus
rhamnosus and Lactobacillus reuteri, as well as sodium butyrate (NaBut), on the
growth of P. aeruginosa. Materials and Methods: Growth curves for the bacteria
were conducted following the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) protocol,
adapted from BrCAST (Brazilian Committee on Antimicrobial Sensitivity Testing)
for broth microdilution assays. The Lactobacillus spp. were cultivated for 48 hours
at 37 + 1°C in MRS broth. The P. aeruginosa strain underwent pre-cultivation in
aerobic conditions for 24 hours at 37 £ 1°C in Mueller Hinton (MH) broth.
Postbiotics were obtained from fresh, pure cultures of Lactobacillus spp. The
media for the MIC assays were prepared using MH broth supplemented with
specific postbiotics (v/v) from L. rhamnosus and L. reuteri, or with initial
concentrations of 50 mM of NaBut. Results: The results demonstrate a reduction
in the growth of P. aeruginosa in the presence of the postbiotic from L. reuteri of
92.89% at a concentration of 50% v/v, 75.07% at 25% v/v, and 52.32% at 12.5%
v/v. For the postbiotic from L. rhamnosus, a reduction in growth was also
observed, although slightly lower, with 92.73% at 50% v/v and 70.34% at 25%
v/v; the other concentrations showed reductions below 40%. In tests using NaBut,
an average overall inhibition of P. aeruginosa was observed at 48.4% at 50 mM
(well 1), with a reduction of 35.35% at 25 mM (well 2), 18.15% at 12.5 mM (well
3), and 8.9% at 6.25 mM (well 4). Conclusion: Both postbiotics from
Lactobacillus spp. and NaBut were able to reduce the in vitro growth of P.
aeruginosa in a dose-dependent manner. It is important to emphasize that the
presented data are preliminary and require further studies to identify the potential
molecules responsible for the observed effects. However, the preliminary data
indicate that postbiotics exhibit inhibitory effects on pathogenic bacteria and may,
in the future, be employed as a complementary approach to clinical treatments.
In addition to having a lower impact on the selection of resistant strains,
postbiotics stand out for their cost-effectiveness and potential availability in
resource-limited regions.

Keywords; Lactobacillus; postbiotics; antimicrobial resistance; sodium butyrate;
Pseudomonas aeruginosa.
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1. INTRODUGAO

1.1 A problematica da resisténcia antimicrobiana para saude mundial.

A area da Medicina passou por uma transformacgao significativa com a
introdugcdo dos antimicrobianos, representando um notavel avango no cenario
biotecnoldgico. Esta inovagédo propiciou a preservagdo de inumeras vidas ao
confrontar infecgbes anteriormente concebidas como potencialmente letais.
Simultaneamente, promoveu melhorias substanciais na qualidade de vida de
milhdes de individuos afetados por essas enfermidades. O tratamento
farmacoldgico, uma vez iniciado, demonstra eficacia na redugéo dos sintomas a
curto prazo, contrapondo-se aos efeitos prejudiciais dos patdégenos
(“RESISTENCIA BACTERIANA PELO USO INDISCRIMINADO DE
ANTIBIOTICOS: UMA QUESTAO DE SAUDE PUBLICA”, 2020).

No entanto, as crescentes praticas indiscriminadas no uso de
antimicrobianos geram prejuizos que superam os beneficios— o risco € maior
que o beneficio — resultando na aceleragao de processos de selecdo natural
que conduzem a emergéncia de resisténcia aos medicamentos. A resisténcia
bacteriana, nesse contexto, configura-se como uma ameaga substancial a
eficacia desses agentes farmacolégicos. Este fendmeno é caracterizado pela
habilidade dos micro-organismos em contornar as condi¢dées microbicidas
propostas, demonstrando uma capacidade singular de sobreviver as
concentragdes dos farmacos que, teoricamente, deveriam ser eficientes contra

organismos da mesma espécie (ALOS, 2015).

A resisténcia aos antibidticos pode ser conceituada como um fendbmeno
de adaptacdo dos micro-organismos, resultante de mutagdes genéticas ou da
aquisicao de genes de resisténcia, conferindo-lhes a capacidade de sobreviver
a exposicao a agentes farmacoldgicos. Essas alteracbes podem manifestar-se
por meio de modificagcdes no sitio de acdo do farmaco, culminando na inativacao
ou obstrugdo, fruto da incorporacdo de genes de resisténcia (RODRIGUEZ-
SANTIAGO et al., 2021).

Enquanto o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos € um
processo moroso devido a sua intrincada complexidade, a evolugdo do

mecanismo de resisténcia ocorre de maneira acelerada, destacando a imperiosa
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necessidade de priorizar investigacboes direcionadas ao enfrentamento desse
desafio premente (CAMACHO SILVAS, 2023).

As infecgdes multirresistentes sdo reconhecidas pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS) como uma séria preocupacdo global, face ao
crescimento alarmante no numero de casos clinicos e ao aumento da ineficacia
dos tratamentos farmacolégicos. A OMS projeta um incremento substancial na
resisténcia bacteriana a curto prazo. Atualmente, infecgdes resistentes a
medicamentos ja ocasionam pelo menos 700.000 obitos anuais, incluindo
230.000 decorrentes de tuberculose multirresistente. Em um progndstico mais
sombrio, na auséncia de intervencdes, estima-se cerca de 10 milhbes de mortes
anuais até 2050, com 2,4 milhdes previstos em paises de alta renda entre 2015
e 2050 (INTERAGENCY COORDINATION GROUP ON ANTIMICROBIAL
RESISTANCE, 2019).

Um dos principais catalisadores desse cenario preocupante, se nédo o
principal, é a pratica do uso empirico de antibidticos, desprovido de
embasamento em evidéncias cientificas. A OMS posiciona a resisténcia aos
antimicrobianos como uma das principais ameacas a saude global (ANTIBIOTIC
RESISTANCE THREATS IN THE UNITED STATES, 2019; ANVISA, 2022).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) enfatiza que o
incremento na resisténcia aos antimicrobianos acarreta danos significativos a
saude populacional, refletidos por infeccdes notdrias que comprometem o
quadro clinico do paciente, especialmente aqueles imunodeprimidos ou
submetidos a procedimentos hospitalares. Tais infecgdes oportunistas proliferam
no ambiente hospitalar, aumentando a morbimortalidade, demandando maior
atencdo da equipe médica e ensejando o uso de alternativas antimicrobianas
mais dispendiosas (ANVISA, 2022; YUKI MURAI et al., 2022).

A pandemia da COVID-19 emerge como um coadjuvante relevante no
agravamento da resisténcia aos antibiéticos. A disseminagao de desinformacao
pela internet estimulou o uso indiscriminado de diversos farmacos pela
populacao, incluindo antibiéticos, desprovidos de fundamentacéao cientifica. Um
estudo no Distrito Federal, focalizando a resisténcia antimicrobiana em

individuos com mais de 70 anos, revelou que 50% dos entrevistados



17

apresentaram orientacdo inadequada e relataram uso inapropriado de
antibiéticos. Dentre esses, 15% mencionaram ter sido acometidos por micro-
organismos resistentes, e 9,1% afirmaram ter utilizado antibi6ticos para tratar o
virus responsavel pela COVID-19. (GALVAO, ANNA LUIZA ZAPALOWSKI et al.,
2023).

1.2 Pseudomonas aeruginosa — biologia e viruléncia

Pseudomonas aeruginosa é classificada como um patégeno de prioridade
um pela Organizacdo Mundial da Saude, e novos medicamentos sao
urgentemente necessarios devido ao surgimento de cepas multirresistentes
(MDR).

P. aeruginosa € um bacilo gram-negativo aerdbico e nao fermentador da
glicose, ndo produz esporos e € um microrganismo ubiquo, amplamente
distribuido em varios nichos ecoldgicos, destacando-se por sua notavel
versatilidade metabdlica, que |he permite prosperar tanto em ambientes
aquaticos quanto terrestres. P. aeruginosa evidencia a habilidade de colonizar
diversidade de fontes de vida, incluindo plantas, animais e seres humanos
(BOTELHO; GROSSO; PEIXE, 2019).

Com relagao a capacidade patogénica, P. aeruginosa apresenta atributos
de viruléncia importantes, como: motilidade, invasinas, adesinas, toxinas e
propriedades antifagocitarias. A motilidade se divide em 3 tipos, swarming,
swimming e twitching. As invasinas, como a protease alcalina, auxiliam na
capacidade antifagocitaria e na degradagao de proteinas do hospedeiro (SAEKI
et al., 2020). As fimbrias atuam como adesinas, e as toxinas exoenzima S e

exotoxina A promovem dano tecidual e escape fagocitario (AZAM; KHAN, 2019).

Dentre os atributos de viruléncia mais relevantes se destaca o potencial
de formacao de biofilmes. Biofilmes sdo produzidos por microrganismos que se
desenvolvem em estruturas “agregadas”, habitualmente em superficies bidticas
ou abidticas, “embebidos” em uma matriz tridimensional composta por
substancias poliméricas extracelulares (EPS), sintetizadas pelo préprio micro-
organismo (JACOB-LOPES et al., 2014; SANT'ANA et al., 2003). P. aeruginosa
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demonstra um notavel potencial para a formacao de biofiimes. Esses biofilmes
sdo uma ameacga significativa em infecgdes nosocomiais, dificultando o
tratamento com antimicrobianos convencionais (Mahmmudi & Gorzin, 2017). Os
biofilmes de P. aeruginosa sao mais dificeis de tratar e levam a falha terapéutica,
por exibirem uma tolerancia intrinseca aos antibiéticos, bem como o

desenvolvimento de resisténcia mutacional (Ciofu & Tolker-Nielsen, 2019).

1.3 Pseudomonas aeruginosa — meios de cultura

Os meios de cultura nos quais essa bactéria cresce sdo os mais variados,
pois ndo exige tanto no aspecto nutricional. Entretanto, o microrganismo cresce,
por exemplo, nos meios agar Sangue com coldnias irregulares e com produg¢ao
de véu, agar MacConkey— meio seletivo para bactérias gram-negativas—, e
Meio CLED —meio para diferenciagdo de microrganismos da urina. A presenca
de P. aeruginosa nesse meio € conferida por suas colénias nas tonalidades

verdes. Também cresce em outros meios (ANVISA, 2004).

1.4 Pseudomonas aeruginosa — mecanismos de resisténcia.

P. aeruginosa exibe resisténcia a diferentes classes de antibidticos,
incluindo aminoglicosideos, quinolonas e B-lactamicos (Figura 1). Dentre os
antibiéticos de uso clinico vale citar a resisténcia intrinseca as cefalosporinas de
12 e 22 geragbes, ampicilina e ertapenem (Santos & Lauria Pires, 2010;
Rodriguez- Bano et al., 2018; DE OLIVEIRA et al., 2020; JEAN; HARNOD;
HSUEH, 2022; DE SOUSA et al., 2021).
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Figura 1: Mecanismos de resisténcia antimicrobiana em P. aeruginosa.
Fonte: Modificado de QIN et al., 2022

Alguns dos mecanismos que geram resisténcias ja foram elucidados,
como a resisténcia aos carbapenémicos, que se da mediante expressido de
genes que codificam uma enzima produtora de metalo-beta-lactamase,
resultando em tratamentos ainda mais dificeis (DE OLIVEIRA et al., 2020; DE
SOUSA et al., 2021; JEAN; HARNOD; HSUEH, 2022;). No geral, os principais
mecanismos de resisténcia podem ser agrupados em mecanismos intrinsecos,
adquiridos e adaptativos (HANCOCK; SPEERT, 2000, Breidenstein et al., 2011).

A resisténcia intrinseca e/ou adquirida envolve variados fatores, como
alteracdo da permeabilidade da membrana, hiper expressao de sistema de
efluxo e sintese de proteinas de ligagao e inativagao das penicilinas por meio de
ligacdo ao anel 3- lactdmico (QUARESMA et al., 2009). P. aeruginosa € ainda
capaz de existir simultaneamente todos esses fatores (STRATEVA;
YORDANOV, 2009). A resisténcia adquirida ocorre por transferéncia horizontal
de genes de resisténcia ou mutacdes (BREIDENSTEIN; DE LA FUENTE-
NUNEZ; HANCOCK, 2011). Todavia, a resisténcia adquirida pode ser

impulsionada em respostas a substancias antimicrobianas (AZAM; KHAN, 2019).

A resisténcia adaptativa inclui a formacao de biofilme nos pulmdes de

pacientes infectados, atuando como barreira a difusdo de antibidticos
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(DRENKARD, 2003). Além disso, células persistentes, tolerantes a multiplos
medicamentos, podem surgir no biofilme, sendo responsaveis por infec¢oes
prolongadas e recorrentes em pacientes com fibrose cistica (MULCAHY et al.,
2010).

No Brasil, devido ao exacerbado numero de surtos e aumento da
mortalidade, os 6rgaos de vigilancia sanitaria propdem que haja rastreio e
controle desses perfis de resisténcia (ANVISA, 2021; SILVA; ESTEVAM,;
NOGUEIRA, 2024).

1.5 P. aeruginosa — aspectos epidemiolodgicos

No tocante aos aspectos epidemiologicos, um panorama atualizado das
infecgcdes ocasionadas por P. aeruginosa sao alarmantes. No Brasil, P.
aeruginosa vem sendo importante causador de Infecgbes Relacionadas a
Assisténcia a Saude (IRA), sendo considerado o patdégeno mais prevalente
associado a pneumonia e o terceiro em infec¢ao primaria da corrente sanguinea
em unidades de terapia intensiva (UTI) (ELMER WILLIAM KONEMAN et al.,
2008; FIGUEREDO et al., 2021).

1.5.1 Infecgbes relacionadas a assisténcia e sua relagdo com P.

aeruginosa

As infecgbes relacionadas a assisténcia a saude (IRA) representam uma
preocupacao substancial no ambito da saude publica mundial. IRA induzem a
elevacao significativa da morbidade e mortalidade entre os pacientes,
desencadeando repercussdes sociais adversas nos sistemas de saude de
distintas nacgdes e territorios (SANT'ANA et al, 2003; OLIVEIRA;
BUSTAMANTE; BESEN, 2022).

Neste contexto, destacam-se os microrganismos multirresistentes como
P. aeruginosa, que ocasionam significativas complicagcbes na terapéutica,
principalmente de individuos imunossuprimidos (ESCOLA-VERGE; LOS-
ARCOS; ALMIRANTE, 2020) (FIGUEREDO et al., 2021). Segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), P. aeruginosa € um dos microrganismos
de alerta se tratando de resisténcia e novas abordagens terapéuticas (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2024). E notéria a persisténcia desta bactéria em
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ambientes clinicos, dada sua extraordinaria plasticidade adaptativa e variado
perfil de resisténcia aos antibiéticos. P. aeruginosa é frequentemente associada
a IRAS como pneumonia, infecgdes do trato urinario e bacteremia,
principalmente em pacientes imunocomprometidos (SKARIYACHAN et al.,
2018).

Atualmente, essa bactéria é considerada a principal causa de pneumonia
associada a ventilagdo mecanica nas Unidades de Tratamento Intensivo (UTI)
(LIMA et al., 2017). E também o micro-organismo mais prevalente em pacientes
com fibrose cistica (MAINZ et al., 2019). Essa bactéria é também um indicador
de contaminagdo de aguas minerais (SANT'ANA et al.,, 2003). Infecg¢des
nosocomiais como pneumonia, infecgdes do trato urinario e bacteremia estao
frequentemente relacionadas a esse patdgeno, principalmente em pacientes
imunocomprometidos (SKARIYACHAN et al., 2018).

1.5.2 Dados epidemiologicos no Brasil

Em Unidade de Terapia Intensiva para adultos (UTI adulto), P. aeruginosa
demonstrou ser o 5° principal microrganismo em infec¢des primarias de corrente
sanguinea confirmada laboratorial (IPCSL). Entretanto, em infecgbes do trato
urinario associada a cateter vesical de demora (ITU-AC) demonstrou ser o 2°
principal micro-organismo. Em UTI pediatrica demonstrou ser 9° em IPCSL e 3°
em ITU-AC. Em IPCSL em UTI neonatal é o 11° micro-organismo mais
prevalente. (SECRETARIA DE SAUDE DO GOVERNO FEDERAL (SES),
Relatério GRSS n°04-2020 - Analise RM - IRAS 2019.)

Ainda, em UTI adulto, P. aeruginosa corresponde a 63,3% da resisténcia
aos carbapenémicos em pacientes com IPCSL e 63,6% em pacientes com ITU-
AC, mas nao apresentaram resisténcia a polimixina. Nas UTI pediatricas, tanto
em pacientes com IPCSL quanto ITU-AC, ndo demonstrou resisténcia para os
carbapenémicos e polimixinas. Em UTIl neonatal apresentou 33,3% de
resisténcia aos carbapenémicos e ndo apresentou resisténcia a polimixina.
(SECRETARIA DE SAUDE DO GOVERNO FEDERAL (SES), Relatério GRSS
n°04-2020 - Analise RM - IRAS 2019.)
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1.6 A microbiota intestinal e seu potencial para novas abordagens

terapéuticas nao-medicamentosas

A microbiota intestinal € um sistema complexo constituido por milhdes de
microrganismos e modulada por seus produtos. Ha estimativas de que a
microbiota intestinal humana possui cerca de 150 vezes mais genes do que todo
o genoma humano (WANG et al., 2017). A microbiota intestinal também tem sido
caracterizada como um ecossistema vital que conecta com outro 6rgao, como,
por exemplo, o sistema nervoso (HONARPISHEH; BRYAN; MCCULLOUGH,
2022). Quando em equilibrio na sua composigde— microrganismos nao-
patogénicos em maiores numeros que os patogénicos— o hospedeiro se
beneficia desta relagdo simbidtica, particularmente no desenvolvimento do
sistema imunitario, além da melhora na funcdo de barreira contra agentes
patogénicos (AFZAAL et al., 2022).

Neste contexto, um grupo importante de microrganismos e seus produtos
metabdlicos vém sendo alvo de diferentes estudos mundialmente, os proé-
bidticos. Consensualmente, pro-bidticos sdao aceitos como agentes que
promovem a saude do hospedeiro. Mais recentemente, os metabdlitos oriundos
desses microrganismos, denominados pés-bidticos, também tém sido objeto de
interesse. Estudos desses compostos bioativos parecem atuar na modulagao da
microbiota do hospedeiro, no sistema imunitario e sobre crescimento e

colonizagao de outras espécies patogénicas.

1.6.1 Pré-bidticos

Por definigdo, pré-bidticos sdo carboidratos ndo digeridos, fermentados
pela microbiota intestinal, que realizam produgédo de acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) como Butirato, acetato e propionato, substancias benéficas para o
organismo por auxiliarem na sele¢cdo de populagbes de micro-organismos que
compdem a microbiota saudavel. A atividade metabdlica inter e intra
reinos/classes, contribui influenciando no desenvolvimento e modulacido do
sistema imunoldégico, evitando a colonizagao de patégenos no intestino (ZHENG;
LIWINSKI; ELINAV, 2020).
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1.6.2 Pro-bidticos

Os proé-bidticos sao microrganismos que, quando presentes no organismo
em quantidades proporcionais, promovem defesa e melhoria na resposta
imunitaria (HILL et al., 2014). Bactérias do género Lactobacillus sdo amplamente
empregadas como suplementos alimentares pro-bidticos. Diferentes estudos
comprovaram que a presencga de pro-bidticos na mucosa intestinal promove
melhor resposta do sistema imunoldgico frente a microrganismos patogénicos
invasores ou oportunistas, além de promoverem melhora na permeabilidade
intestinal (SAAD, 2006; FAN; PEDERSEN, 2020).

Os pro-bidticos também tem sua seguranga comprovada em uso
pediatrico. Estudos apontam a habilidade em manter a hemostasia benéfica ao
hospedeiro, incluindo a indicagao do uso de pré-bidticos para evitar dermatites e
concomitante ao uso de antibidticos, uma abordagem que reduz
significativamente o risco de diarreia aguda (SZAJEWSKA et al., 2014).

No grupo de pro-bidticos, os microrganismos mais estudados e com dados

de seguranga e uso clinico, destacam-se os Lactobacillus.

Beijerinck propds o género Lactobacillus em 1901, abrangendo
microrganismos gram-positivos, fermentativos, anaerébios facultativos e nao
produtores de esporos. Este género esta categorizado no filo Firmicutes, na
classe Bacilli, na ordem Lactobacillales e na familia Lactobacillaceae, que
engloba os géneros Lactobacillus, Paralactobacillus e Pediococcus (ZHENG et
al., 2020).

Os efeitos dos Lactobacillus como imunomoduladores ja sdo conhecidos
(WILSON; WALKER; YIN, 2021). Esses efeitos podem ser originados por uma
multiplicidade de fatores. Estudos empregando Lactobacillus pentosus b240,
inativado pelo calor, promoveu a produg¢do de imunoglobulinas, do interferon
(IFN)-y e do fator de necrose tumoral, mas nao IL-4, IL-5, fatores de ativagao de
células B, IFN-a, IFN -3 e fator de transformacao de crescimento-1 (SHINKAI et
al., 2012).

Interessantemente, a cepa Lactobacillus plantarum YYC-3 foi capaz de

inibir linhagens celulares de céncer colorretal humano HT-29 e Caco2 ao
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modular o sistema imunoldgico, reduzindo a expressao das citocinas
inflamatérias IL-6, IL-17 e IL-22, além de diminuir a infiltracdo de células
inflamatorias (YUE et al., 2020).

1.6.3 Pos-bidticos

Pds-bidticos sdo produtos provenientes de microrganismo considerados
benéficos —Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Eubacterium,
Faecalibacterium, e Saccharomyces — por meio dos seus processos
metabdlicos (SANGILIYANDI GURUNATHAN; PRATHEEP THANGARAJ; KIM,
2023). Sao naturalmente encontrados em alimentos fermentados, como iogurte,
chucrute, vegetais em conserva e kombucha (AGUILAR-TOALA et al., 2018).

A determinagao de pds-bidticos em suplementos dietéticos e produtos
alimentares € regulada pela Farmacopeia Europeia, que os classifica como
"produtos de bactérias vivas e intactas, esporos ou cultura de microrganismos",
principalmente linhagens bacterianas e fungicas identificadas como GRAS
(Generally Recognized as Safe). Conforme dados publicados pela Food and
Agriculture Organization of the United Nations—World Health Organization
(FAO/WHO), os pos-bidticos, como o acido latico, foram classificados como
"metabdlitos tipicos e caracteristicos" produzidos, por exemplo, por Lactobacillus
rhamnosus e Lactobacillus paracasei (O’'TOOLE; MARCHESI; HILL, 2017).

Englobam um vasto grupo de moléculas que incluem acidos graxos de
cadeia curta (SCFAs - Short Chain Fatty Acids), proteinas (por exemplo,
enzimas, bacteriocinas), peptideos, lipideos, hidratos de carbono (por exemplo,
exopolissacaridos), poliaminas, acidos teicoicos, vitaminas, nucleosideos e
outros acidos organicos, substancias inorganicas (por exemplo, CO2, NH3,
H202) e componentes de dimensdo micrénica (por exemplo, vesiculas
membranares). Os pds-bidticos sdo considerados seguros para bebés, criancas
e adultos, proporcionando beneficios para a saude nestas fases da vida
(SANGILIYANDI GURUNATHAN; PRATHEEP THANGARAJ; KIM, 2023;
(CUEVAS-GONZALEZ; LICEAGA; AGUILAR-TOALA, 2020).

Os pos-biodticos sdo descritos como “compostos seguros que néo sao
afetados pelo processo de pasteurizagao”, podendo serem ingeridos e utilizados

em diferentes aplicagbes, como nas industrias alimentar, farmacéutica e
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cosmética. Entretanto, técnicas de processamento, incluindo calor, sonicacéo,
irradiacéo e alta pressdao, podem impactar a composicdo dos pos-bidticos
(SANGILIYANDI GURUNATHAN; PRATHEEP THANGARAJ; KIM, 2023). O

processo de extragcdo, padronizacdo, transporte e armazenamento de pds-
bidticos € mais simples que dos pro-bidticos, que carecem serem mantidos
viaveis para uso. Técnicas de bioengenharia, como tecnologia de fermentacgéao e
alta pressdo, podem ser usadas para a sintese de diferentes pds-bidticos
(AGGARWAL et al., 2022). No entanto, este conceito relativamente recente de
pos-bidticos €, por vezes, controverso, na maioria devido a diversidade de
determinadas biomoléculas e ao fato de surgirem como produtos finais de
diferentes processos, contribuindo, consequentemente, para varios efeitos no

hospedeiro.
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Figura 2: Pré-biéticos, pré-bidticos, pos-bidticos e simbiéticos.
Fonte: Torquati Madeira Costa, 2024.

Essas substancias vém sendo estudadas no ramo da ciéncia por conta da
sua promissora capacidade de uso em determinadas areas da saude humana
(PRAJAPATI et al.,, 2023). Entre os beneficios proporcionados pelos poés-
bidticos, destacam-se os efeitos diretos, os quais resultam da interagcdo dessas
substancias com as células do hospedeiro onde foram administrados. Tais
efeitos diretos podem manifestar-se por meio de modulagdes especificas em vias

metabdlicas celulares ou pela regulacado de processos fisioldgicos intrinsecos.
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Adicionalmente, observam-se beneficios indiretos decorrentes da acao
dos poés-bidticos, tais como a promogao da proliferagcdo de microrganismos
benéficos a saude. Esse fendbmeno contribui para o equilibrio da microbiota,
favorecendo a composicdo de uma comunidade microbiana diversificada e
propicia ao bem-estar do hospedeiro (MARTYNIAK et al., 2021).

Apesar do numero significativo de estudos que descrevem a produgao e
a eficacia dos pds-bidticos como estratégias antimicrobianas promissoras, a
utilizacdo de pos-bidticos como abordagem auxiliar em infeccdo pulmonar
polimicrobiana, por exemplo, as causadas por P. aeruginosa, carece de

investigacao.

1.7 Butirato de Sédio

O Butirato é um acido graxo de cadeia curta (AGCC) produzido a partir da
fermentacao de bactérias pré-bidticas—Bacteroides e Firmicutes presentes no
colon —, a partir de fibra alimentar ndo digerida (FURUSAWA et al., 2013; KIM
et al, 2018). O Butirato apresenta propriedades anti-inflamatérias e
anticancerigenas (AGGARWAL et al., 2022), além de seu papel como modulador

epigenético em fungos patogénicos (BRANDAO et al., 2015).

Interessantemente, a combinagcdo de Butirato de sédio com os pro-
bidticos Lactobacillus sp., parece aumentar o papel protetor desta substancia.
No estudo realizado por Wang e colaboradores (2018), foi constatado que a
sinergia entre bactérias capazes de produzir butirato, como o Clostridium
butyricum, juntamente com o Lactobacillus acidophilus, amplificou
significativamente a atividade anti-inflamatéria do Butirato. Tal achado permite
hipotetizar que a combinacao entre Butirato e espécies de Lactobacillus sp.
poderia beneficiar até mesmo contra processos infecciosos causados por

microrganismos residentes, oportunistas ou invasores.

Neste sentido, os estudos empregando proé-bidticos, pré-bidticos e pds-
bidticos podem ser uma “chave” para melhor compreender como se da
interagdes entre microrganismos no ecossistema denominado microbiota. A

relagdo simbidtica entre esses componentes da microbiota intestinal pode ser
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essencial para proporcionar beneficios e sustentar o equilibrio do ecossistema,
fortalecendo a microbiota para que, diante de invasores patogénicos, a resposta
imunoldgica do hospedeiro seja mais seletiva e eficiente (KIM et al., 2019;

FERNANDES; RODRIGUES; SOUZA, 2021; PEIVASTEH-ROUDSARI et al.,
2020).
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2. JUSTIFICATIVA

A resisténcia antimicrobiana representa uma preocupacao significativa
nas infeccdes causadas pela P. aeruginosa, dada a sua extraordinaria
capacidade de resisténcia por mecanismos intrinsecos, adquiridos e adaptativos;
destacando a necessidade de estratégias de controle que melhorem a eficacia

do tratamento.

Uma das vertentes que tenta combater o avanco da resisténcia
microbiana objetiva estudar abordagens coadjuvantes, com menor impacto
sobre sele¢cao de linhagens multirresistentes, além de menor toxicidade ao
paciente. Neste sentido, ha um avanco em estudos com pro-bidticos e/ou seus
pos-bidticos, dada suas capacidades em inibir/diminuir o crescimento de
determinados microrganismos patogénicos, aumentando a barreira de defesa na
microbiota intestinal, somado a uma ac¢do moduladora sobre o sistema

imunoldgico.

A vasta maioria dos estudos com Lactobacillus spp. empregam seu uso
como pro-bidticos, que apresentam como principal limitacdo a necessidade de
serem ingeridos vivos e alcangarem o sitio de atuagao ainda viaveis. Por outro
lado, o presente estudo investiga o papel de metabdlitos excretados no meio por
essas bactérias e do NaBut, como agentes pés-bibdticos, como estdo sendo
denominados. Trata-se de um conceito novo ainda em fase de discussao pelo

ISAPP (Associagao Cientifica Internacional de Pro-bidticos e Pré-bidticos).

Destarte, a proposta deste estudo é avaliar o efeito de pds-bidticos de
diferentes espécies de Lactobacillus spp., de modo a elucidar o papel desses
metabdlitos sobre crescimento da bactéria multirresistente P. aeruginosa. Ha
uma expectativa dos dados apontarem para uma possivel abordagem
terapéutica coadjuvante, com melhor economicidade e, especialmente, com
menor impacto sobre selecdo de linhagens resistentes significativamente

menores que o0s antimicrobianos atuais.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de pds-bidticos secretados por Lactobacillus spp. e acidos
graxos de cadeia curta presentes na microbiota intestinal, sobre crescimento de

P. aeruginosa.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do pds-bidtico de L. reuteri sobre crescimento de P.
aeruginosa;

Avaliar o efeito do pds-bidtico de L. rhamnosus sobre crescimento de P.
aeruginosa;

Avaliar o efeito do Butirato de Sddio sobre o crescimento de P.
aeruginosa;

Determinar a Concentracgéao Inibitéria minima (CIM) do pds-bidtico de L.
reuteri sobre crescimento de P. aeruginosa;

Determinar a Concentragéo Inibitéria minima (CIM) do pds-biotico de L.
rhamnosus sobre crescimento de P. aeruginosa;

Determinar a Concentragao Inibitéria minima (CIM) de NaBut sobre o

crescimento de P. aeruginosa.
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4. METODOLOGIA

4.1 Origem, isolamento e manutencgao das Linhagens.

A linhagem ATCC27853 de P. aeruginosa, gentiimente cedida pelo
LACEN (Laboratério Central de Saude Publica), foi empregada em todos os
ensaios deste estudo. Ja as linhagens de Lactobacillus escolhidas foram: L.
reuteri (Lote: IE2702) e L. rhamnosus (LR-G14) (Lemma®), gentilmente doadas
pela Prof.2 Dr.2 Yanna Nobrega, chefe do LabMIC (ULEG/FS-UnB), devidamente
mantidas durante a execucéao deste projeto de mestrado.

Importante citar que as linhagens de Lactobacillus spp. provenientes da
biblioteca de microrganismos do LABMIC foram, em estudos anteriores,
validadas por espectrometria de massa de tempo de v6o por ionizagdo de
dessorgao a laser assistida por matriz (MALDI-TOF) no LACEN. Na execugéao
da metodologia de MALDITOF, algumas colénias foram aplicadas na lamina
alvo (Biomérieux, Marcy I'Etoile, Franga) com 0,5 uL de acido férmico a 25% e
1 uL de solugao de matriz a 3,1% (acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico) (ambos
de Biomérieux, Marcy'Etoile, Franga). Apos a secagem, as laminas foram
transferidas para uma estagao de leitura Vitek MS® System (Biomérieux, Marcy
I’'Etoile, Franga) e os espectros obtidos foram analisados utilizando o banco de
dados Vitek MS verséao 3.0. Os resultados foram considerados validos quando
a probabilidade percentual de identificacdo dos valores foi maior ou igual a
99,9%.

4.2 Estoque e Manutengao de inéculos

Os estoques bacterianos foram preservados congelados em microtubos
contendo meio de cultura Mueller Hinton BROTH (HIMEDIA) para P.aeruginosa.
Ja aos estoques destinados a L. reuteri e L. rhamnosus foram armazenados em
caldo LACTOBACILLI MRS BROTH, marca Acumedia® 29 (Neogen do Brasil,
Sao Paulo, Brasil), com a adicéo de glicerol. Os estoques de bactérias foram

mantidos em meio de cultivo acrescido de glicerol [30%] e congelados a -20 °C.

Inicialmente, para realizacdo dos ensaios, um pré-inoculo era realizado

extraindo um volume de 15 L do estoque de P. aeruginosa e inoculado em meio
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de cultura Mueller Hinton agar (MH), incubado em uma estufa de CO2 (Fanem
LTDA.) a uma temperatura de 37°C, sem agitagao, por 24 horas. O mesmo
procedimento foi realizado para pré-indculos de L. reuteri e L. rhamnosus, porém,
semeados em caldo MRS e inoculados por 48h em estufa a 37°C, também sem
agitagao. O propdsito era propiciar o crescimento exponencial das amostras
destinadas aos testes posteriores. Posteriormente, os cultivos foram mantidos
refrigerados por até 10 dias, visando sua preservagdo para repiques

subsequentes.

4.3 Meios de cultivo e indculos

As células de P. aeruginosa foram cultivadas previamente em aerobiose
durante 18h a 37 £ 1°C em meio Mueller Hinton (MH) da marca HIMEDIA, para
realizagao da analise de Concentragao inibitéria minima, de acordo protocolo do

BrCast (Comité Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos). O

meio composto por acido hidrolisado de caseina e extrato de carne que fornecem
aminoacidos, nitrogénio, minerais, vitaminas, carbono e outros nutrientes que
suportam o crescimento de P. aeruginosa— Muller Hinton: Ingredientes g/L
(Infusao de Carne: 300 g/L, Hidrolisado acido de caseina: 17,5 g/L, Amido: 1,5
g/L, pH final 7,3 a 25 °C).

Para os ensaios de placa de micro-diluicdo, os pds-bidticos de
Lactobacillus spp., bem como os meios para cultivo, foram preparados na
concentracao 1x (padrao recomendado em bula) para os controles, e nos testes
CIM (Concentragao Inibitéria Minima) na concentragdo de 2x (o dobro da
concentragéo), devido a adigdo dos pds-bidticos ao meio de crescimento.

Os Lactobacillus spp. foram cultivados em meio de cultura
LACTOBACILLI MRS BROTH Acumedia® 29 (Neogen do Brasil, Sao Paulo,
Brasil). Sendo o caldo composto por: enzima digestiva de tecido animal 1%,
extrato de carne 1%, extrato de levedura 0,5%, dextrose 2%, acetato de sodio
0,5%, polissorbato 800,1%, fosfato de dissddico 0,2%, citrato de ambnio 0,234%,

sulfato de magnésio 0,01% e sulfato de manganés 0,005%.
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4.4 Reagentes e solugdes.

Em relagcao ao preparo dos reagentes, para o Butirato de Soédio (Cayman
Chemical®) foi preparada uma solugao estoque, e mantida a -20°C sob protecao
da luz, a uma concentragdo de 500 mM (molaridade), diluido com agua para
injetaveis da marca (ISOFARMA®).

4.5 Ensaio de Concentragao Inibitéria Minima (CIM).

Os ensaios propostos para este estudo foram baseados nos protocolos
do BRCAST (Comité Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos)
para ensaio de microdiluicdo em caldo, com adaptagdes.

Foram utilizadas placas de 96 pocos de fundo chato, contendo meio MH
caldo inoculado com uma suspensao de células bacterianas a 1 x 10° ufc/mL por
poco. Cada coluna da placa de 96 pogos representa um grupo (controle ou teste)
e cada linha representa diluicdo seriada, iniciando na primeira fileira (mais

concentrado) seguindo para ultima fileira (menos concentrado).

Para os grupos teste, foram organizados e analisados da seguinte forma:

° Para os pos-bidticos de Lactobacillus foram testadasas
seguintes concentragoes:
Linha 1 [50% v/v], Linha 2 [25% v/v], Linha 3 [12,5% v/v], Linha 4 [6,25%
v/v], Linha 5 [3,12% v/v], Linha 6 [1,56% v/v], Linha 7 [0,78% v/v] e Linha 8
[0,39% Vv/V].

° Para NaBut foram testadas as seguintes concentragoes:

Linha 1 [50 mM], Linha 2 [25 mM], Linha 3 [12,5 mM], Linha 4 [6,25 mM],
Linha 5 [3,125mM], Linha 6 [1,562 mM], Linha 7 [0,781 mM] e Linha 8 [0,390
mM].
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4.6 Confecgao da Placa — Concentragao Minima Inibitéria (CIM).

4.6.1 — Preparacao dos Pos-bidticos de L. reuteri e L. rhamnosus

Na elaboracdo dos pos-bidticos, 1000 pL de Lactobacillus spp. foram
inoculados em um tubo Falcon (GREINER - 50mL), contendo 20 mL de caldo
MRS com culturas puras e recentemente preparadas. O sistema foi submetido a
incubacdo em estufa por um periodo de 48 horas. Apds esse intervalo, na
ocorréncia bem-sucedida do crescimento bacteriano, as amostras foram
submetidas a centrifugacdo a 2000 rotagdes por minuto (rpm) durante 10
minutos, utilizando a centrifuga TDL80-2B (Arcano®). Posteriormente, o
sobrenadante resultante foi filtrado por meio de um filtro de membrana estéril

com poros de 0,22 pm (KASVI) e transferido para outro tubo Falcon estéril

(GREINER - 50 mL). Apés o processo de filtragdo, os pds-bidticos foram

armazenados a = 5°C por um  periodo maximo de 3 dias, aguardando sua

utilizacdo subsequente nas analises de Concentracao Inibitoria Minima (CIM).

4.6.2 — Semeio de Pseudomonas aeruginosa.

As bactérias foram semeadas em MH caldo. Foram semeadas de 400 a
500ul de bactéria em 10 mL de meio MH, em tubo falcon (GREINER-15 mL).

Apbs o semeio, os inéculos foram incubados em estufa a 37°C por 24h.

4.6.3 — Ajuste de Pseudomonas aeruginosa na escala de MacFarland.

As espécies bacterianas foram ajustadas utilizando a metodologia de
espectrofotometria com o Espectrofotometro BTS 310 (BioSystems® 23,
Barcelona, Espanha). O equipamento foi calibrado para o comprimento de onda
igual a 600 nm para leitura da Densidade Optica (OD), configurado para leitura
monocromatica. As amostras foram acionadas para leitura e diluidas a partir do
primeiro valor de absorbancia em agua destilada, até que se chegasse a uma

absorbancia entre 0,075 e 0,085, equivalente a 10° micro-organismos/mL. Apos
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o ajuste de OD, foi realizada outra diluigdo 1:10 (1mL da diluicado bacteriana e

9mL de agua destilada) para a obtengdo numérica de 10° micro-organismos/mL.

1° passo

f=l=r1 = : S
I ) | ‘ = 2
i ]
T - T | -
Inocubos don (@ 9 =
emeasassnas
Ratoboriin Y- u e Pas-binticos do
0 P Lactobacitlus spp.
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480 ma estufa 237 C e
- T N I Canfeceio da placa de CIM
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ae ' ’ : J
| —> —>: 3 g /,' —_—
! fad) 3
: i \ 0 } ¥ B
 — —J =
] i H :
Indculos de P. o ® ] :./ / . Ea
acruginosa \ ] Bactérias a 1 x 10 % (escalu de McFarland)
24h s etufa 3 37 C == G
e

Processo de diluicio das bactérias

Figura 3: Esquema pratico da metodologia empregada nos ensaios de Concentracdo Minima
Inibitéria. Fonte: ARAUJO, 2024.

4.6.4 — Planejamento e execugdo das placas dos pos-bidticos de

Lactobacillus spp.

Em cada experimento foram confeccionadas: uma para L. reuteri e outra
placa para L. rhamnosus. A placa de 96 pogos possui 12 colunas, sendo cada
coluna um grupo de Lactobacillus sp., controle de crescimento e controle
negativo, e cada linha representando um valor da diluicdo seriada, como

ilustrado na figura 4 a seguir.
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S
< 0%
\)‘2 (‘\(‘
Controle positivo | ¢ e i ©e Controle negativo
1 3 o 5 € 7 8 ) 10 1 12
Mueller Hinton + bactéria € A } =3 Mueller Hinton
Mueller Hinton + bactéria € B —————> Mueller Hinton
Mueller Hinton + bac + MRS ¢ — D ) | 1 MRS
Mueller Hinton + bac + MRS € ¢ prt— MRS
Bactéria + MRS G ) 3 Salina ou /\gua destilada
Bactéria + MRS ¢—— H ) ———> Salinaou Agua destilada

Figura 4: Esquema da placa de 96 pogos representando o planejamento do experimento com
pos-biodticos. Fonte: TORQUATI MADEIRA COSTA, 2024.

Todos os experimentos seguiram os seguintes volumes e

concentracoes:

Coluna 1: Controle positivo de crescimento (os meios estavam na concentragao

padrao de 1x):

e Coluna 1, linhas A e B: bactéria + MH (150 yL de MH + 10 uL P.
aeruginosa);

e Coluna 1, linha D e E: bactéria + MH + MRS (150 yL de MH + 150 yL
MRS + 10 pl de P. aeruginosa);

e Coluna 1, linha G e H: bactéria + MRS (150 yL MRS + 10 yL de P.

aeruginosa);

Coluna 3: Pés-bioticos de L. reuteri:

e Coluna 3, linha A: 150 pyL de MH + 150 pL de pds-bidticos de L. reuteri
(diluigao seriada), foram retirados 150 uL e transferidos para o
poco/linha seguinte;

e Coluna 3,linhas B, C,D, E, F, G: 150 uL de MH + 150 uL de pés-

bidticos retirados do pogo anterior;
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e Coluna 3, linha H: 150 pL de MH + 150 pL de pds-bidticos retirado do
poco anterior, homogeneizado e retirado 150 pL e descartado para
concluir a dilui¢ao;

e Ao final das diluicdes foi acrescentado 10 uL de P. aeruginosa;

e O volume final de cada poco foi de 160 pL.
Coluna 4: Pdos-bidticos de L. rhamnosus:

. Coluna 4, linha A: 150 pyL de MH + 150 pL de po6s-bioticos de L.
rhamnosus (diluicao seriada), foi retirado 150 uL e transferido para o pogo/linha

seguinte.

. Coluna 4,linhas B, C,D, E, F, G: 150 uL de MH + 150 uL de pos-

bidticos retirados do pogo anterior.

. Coluna 4, linha H: 150 uL de MH + 150 uL de pds-bidticos retirado do
poco anterior, homogeneizado e retirado 150 pl e descartado para concluir a
diluicao.

. Ao final das dilui¢des, € acrescentado 10 uL de P. aeruginosa em todos
0S pOGOS.

. O volume final de cada pogo foi 160 uL.

Coluna 12: Controle negativo (150 uL de cada pogo):
. Linhas A e B: MH
. Linhas D e E: MRS

. Linhas G e H: Salina ou agua destilada

4.6.5 — Planejamento e execugéo das placas de NaBut.

As bactérias foram semeadas em MH caldo. Foram semeadas de 400 a
500 pL do pré-indculo de bactéria em 10 mL de meio MH, em tubo falcon
(GREINER-15 mL). Apos o semeio, os inoculos foram adicionados a estufa por
24h. Apos, foram ajustadas a escala de McFarland, até que se alcangasse a

absorbancia entre 0,075 e 0,085, equivalente a 10° micro-organismos/mL ou
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aproximadamente 10° Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) por mililitro.

Como detalhado na figura 5 a seguir.

Controle negativo Teste P. aeruginosa Controle positivo

L]

/\gua para injetaveis € A % Mueller Hinton + P. aeruginosa
Agua para injetaveis € @& » Mueller Hinton + P. aeruginosa
Mueller Hinton + P. aeruginosa

Mueller Hinton e — » Mueller Hinton + P. aeruginosa

o £ # Mueller Hinton + P. aer inosa
Mueller Hinton — ueller Hir ugir

» Mueller Hinton + P. aeruginosa

N ’ — G — » Mueller Hinton + P. aeruginosa
NaBut+ Salina ou agua

destilada —— w3 Mueller Hinton + P. aeruginosa

Figura 5: Esquema da placa de 96 pogos representando o planejamento do

experimento com NaBut. Fonte: Elaboragao propria.

Em cada experimento foi confeccionada uma placa para P. aeruginosa.
No primeiro pogo da coluna 3 foi adicionado 160 uL de agua para injetaveis
(ISOFARMA®), e nos demais pogos (B - H) pipetava-se 100 pyL de agua para
injetaveis, em seguida pipetava-se no primeiro pogo 40 pL de NaBut e depois
fazia-se a diluicdo seriada, retirando do primeiro pogo (linha A) 100 pL e
passando para o segundo (linha B) até o ultimo poco (linha H) seguindo diluigao
seriada e descartando 100 uL do ultimo pogo para concluir a diluicdo. Apos a
diluicdo foi acrescentado em todos os pogos 100 yL do master-mix (meio de

cultivo MH + P. aeruginosa), e incubadas na estufa a 37°C por 24h.

Coluna 1: Controle negativo (150 uL de cada poco):
. Linhas A e B: agua para injetaveis;
. Linhas D e E: MH;

. Linhas G e H: NaBut (40 L) + Salina ou agua destilada (110 uL);

Colunas 3 e 4: Realizacdo da CIM com NaBut:



38

e Diluicdo seriada: Linha A [50 mM], Linha B [25 mM], Linha C [12,5 mM],
Linha D [6,25 mM], Linha E [3,125mM], Linha F [1,562 mM], Linha G [0,781
mM] e Linha H [0,390 mM].

Coluna 12: Controle de crescimento (MH + P. aeruginosa)

. Linhas A a H: MH + P. aeruginosa

4.7 — Leitura das placas por espectrofotometria

Apds o periodo de 24h de incubagao, todas as placas foram lidas em
leitora de microplaca (PerkinElmer EnSpire multimode plate reader ®) com
método de espectrofotometria, no comprimento de onda de 600 nm, em
protocolo pré-estabelecido para leitura total da placa as leituras permitiram

calcular a absorbéancia da amostra por densidade 6ptica.

4.8 — Graficos e Estatistica

Os dados foram analisados com auxilio do programa GraphPad Prism
(vers&o 8 para Windows). Os resultados da OD (Densidade Optica) das curvas
de crescimento foram inseridos no programa, para confecgao dos graficos. Os
valores de densidade optica (600 nm) no eixo Y e valores de concentragdes
(dose-resposta) apresentados em ordem numérica no eixo X. As amostras foram
testadas para normalidade da distribuicdo dos dados e as analises estatisticas,
quando pertinentes, foram realizadas empregando um teste para multiplas
comparagdes, com repeticobes bioldgicas do mesmo experimento para

comprovagao dos resultados.

Os gréficos foram configurados separadamente, quando representando a
analise individual de cada grupo: CIM1, CIM2 e CIM3, sendo cada CIM uma
réplica biologica, para os testes com Lactobacillus, e para os testes com NaBut
grupos CIM1 e CIM2 (duplicata bioldgica).

Os graficos de desvio padrao foram gerados a partir da analise conjunta
das réplicas bioldgicas, utilizando a média das OD de cada poc¢o, ou seja, cada

concentragdo da diluigdo seriada gerou trés valores de OD. O programa
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estatistico do GraphPad analisa automaticamente a média entre os valores de

cada pogo e gera o desvio padrao da amostra.
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5. RESULTADOS

5.1 — Analise do efeito dos meios sobre o crescimento de P. aeruginosa

Inicialmente, foi avaliado curvas de crescimentos de P. aeruginosa no
meio MH (préprio para crescimento P. aeruginosa), no meio MRS (proprio para
crescimento de Lactobacillus spp.) € no meio MH acrescido de 50% do meio

MRS para Lactobacillus (Figura 6).

Media dos Controles

2.0+
Hm F aeruginosa + MH

1.5+ P. aeruginasa + MRS
E P. aeruginosa + MH + MR3
S 1.0+
=]
o

0.5+

0.0-

.00
&Q}
,ae.
Q.

Figura 6: Analise do viés dos meios sobre o crescimento de P. aeruginosa. Meios de
cultivo Mueller Hinton e MRS combinados e separadamente.

Conforme se observa no grafico da figura 6, a combinacao de MH e MRS
permitiu um crescimento melhor de P.aeruginosa (barra ), em relagdo ao
crescimento em MH somente (barra preta). Portanto, para todos os testes de
CIM que sucederam, foi considerado o meio MH + MRS (volume de 50% de pés-
bidticos + 50% de MH) como controle positivo de crescimento. Embora
também foi usado como controle de crescimento secundario a condigdo de P.
aeruginosa no meio MH. O racional para escolha deste modelo de controle se
deu para evitar vieses de algum efeito inibitério do meio MRS sobre o

crescimento de P. aeruginosa, o que poderia interferir na analise real dos pds-
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bidticos, visto que, para essas analises, € necessario adicionar o sobrenadante
de culturas dos Lactobacillus previamente cultivados no MRS, filtrado e livre de

células.

5.2 — Testes CIM para P. aeruginosa: pés-biéticos de L. reuteri.

Os testes realizados com os pdés-bidticos produzidos por Lactobacillus
reuteri obtiveram resultados observados na figura 7 a seguir. Mesmo na
concentracdo mais baixa avaliada, de 0,39% v/v, ocorreu diminuigao sobre o
crescimento de P. aeruginosa comparada com a média ponderada do controle
de crescimento. O controle de crescimento é constituido por 150 pL do meio
MUELLER HINTON + 150 uL do meio LACTOBACILLI MRS BROTH + 10 uL da

suspensao na escala MacFarland para P. aeruginosa.

LRE - CIM 1 LRE -CIM 2

N
)
1
N
°
|

—as—s—a—8—8—a

-
©
[l
-
(5]
1

M

P

’ v1nl ‘o|o' g’h’ ol: q_‘l“l @“i“l g°l°' °|u'
i O 97027 g0 L T
Concentragao Concentragao

LRE -CIM 3

OD 600 nm
P
1

OD 600 nm
>
1

e
]
1
4
o
1

00 T o o oh ok e _oole _osle
RO I N N NN

-o- Pos-biotico de L. reuteri
1.5+ -+ Controle de Crescimento MH + MRS

-+~ Controle de Crescimentc MH

OD 600 nm

0.0

vll T °|“l T °|.,| ‘\el °l\‘l “ll
S el 8 q,:f;h'sf‘q AP Q1T
Concentragao

Figura 7: Efeito dos pds-bidticos de L. reuteri sobre o crescimento de P. aeruginosa. As
analises foram realizadas no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade
optica (600 nm), o eixo X indica a concentragdes seriadas dos compostos analisados. A
numeracgao (1-8) no eixo X indica o sentido de concentragdo dos compostos testados, esses
valores representam diluigdo seriada dos compostos analisados (da maior a menor concentragao
sendo: 1 = [50%]; 2 = [25%)]; 3 = [12.5%]; 4 = [6.25%]; 5 = [3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 = [0.78%]; 8 =

[0.39%)]. A linha preta representa o controle de crescimento com o meio MH com a presenca de
MRS e P. aeruginosa. A linha representa o controle de crescimento secundario, MH e P.
aeruginosa. A linha verde representa o grupo teste: pos-biodticos de L. reuteri seguindo diluigao
seriada e P. aeruginosa. Cada grafico representa uma réplica bioldgica do estudo.
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Em todas as réplicas bioldgicas € possivel observar que ha um
crescimento acima do controle secundario, a partir do ponto 3 ou 4 (12,5%;
6,75% v/v respectivamente). Contudo, em todas as réplicas o crescimento é

inferior ao controle positivo (linha preta).

A analise estatistica a partir das médias das réplicas biologicas, por
porcentagem de crescimento em relagdo ao controle primario, para cada
concentracao avaliada, aponta redugcdo no crescimento de P. aeruginosa de
92,89% na concentragao de 50% v/v (pogo 1), na concentragéo de 25% v/v (pogo
2) houve redugao de 75,07% no crescimento, concentracao de 12,5% v/v (pogo
3) houve reducéo de 52,32%, na concentragdo de 6,25% v/v (pogo 4) houve
reducao de 35,05%, na concentragao de 3,12% v/v (pogo 5) houve redugdo de
34,06%, na concentracédo de 1,56% v/v (pogo 6) houve redugao de 35,34%, na
concentragao de 0,78% v/v (pogo 7) houve reducao de 39,14% e concentragao
de 0,39% reducao de 42,82%.

A figura 8 a seguir representa a analise global das médias de cada
concentracdo e seus respectivos desvio padrdo. E possivel observar na analise
conjunta dos dados os coeficientes de variagdo entre os experimentos,
demonstrando haver uma variagao proxima entre as concentragdes de 50 e 25%
v/v. Essas concentragdes dos pos-bidticos de L. reuteri apresentaram constancia
em seus resultados de redugao sobre crescimento da bactéria alvo. O desvio
padrao do controle demonstrou que houve variagcdo no crescimento de P.
aeruginosa somente na presenca dos meios de cultura. Os graficos com desvio
padrao foram confeccionados para permitir analisar a distribuicdo dos dados,
visando propor uma observagao unificada, e livre de vieses, do fendmeno

observado.
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Figura 8: Desvio padrao representando o grau de variagcido, entre as réplicas biolégicas,
do efeito dose-dependente do poés-bidticos de L. reuteri sobre o crescimento de P.
aeruginosa. O eixo Y indica a densidade 6ptica (600 nm), o eixo X indica a concentragdes
seriadas dos compostos analisados O eixo X indica o sentido de concentragdo dos compostos
testados, esses valores representam diluicdo seriada dos compostos analisados da maior a
menor concentracdo. A linha pontilhada representa a média global do controle positivo, com
desvio em seu ponto inicial. As barras representam desvio padrdo entre as réplicas biolégicas.

5.3 Testes CIM para P. aeruginosa — Pés-biéticos de L. rhamnosus.

Os testes realizados com os poés-bidticos produzidos por Lactobacillus
rhamnosus obtiveram resultados observados na figura 9 a seguir. Mesmo na
concentragdo mais baixa avaliada, de 0,39% v/v, referente ao oitavo ponto,
ocorreu diminuicdo do crescimento de P. aeruginosa comparada com a media
ponderada do controle de crescimento (linha preta). O controle de crescimento
€ constituido por 150 pL do meio MUELLER HINTON + 150 pL do meio
LACTOBACILLI MRS BROTH + 10 L da suspensao na escala MacFarland para

P. aeruginosa.
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Figura 9: Efeito dos pos-bioticos de L. rhamnosus sobre o crescimento de P. aeruginosa.
As analises foram realizadas no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a
densidade 6ptica (600 nm), o eixo X indica a concentragdes seriadas dos compostos analisados
A numeragéo (1-8) no eixo X indica o sentido de concentragdo dos compostos testados, esses
valores representam diluigdo seriada dos compostos analisados (da maior a menor concentragao
sendo: 1 = [50%)]; 2 = [25%]; 3 = [12.5%]; 4 = [6.25%]; 5 = [3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 = [0.78%]; 8 =
[0.39%]. A linha preta representa o controle de crescimento com o meio MH com a presencga do
MRS e P. aeruginosa. A linha representa o controle de crescimento MH e P. aeruginosa.
A linha azul representa o teste: pds-bidticos de L. rhamnosus seguindo diluicdo seriada e P.
aeruginosa. Cada grafico representa uma réplica biolégica do estudo.

Na réplica bioldégicas CIM1 é possivel observar que ha um crescimento
acima do controle secundario, a partir do ponto 2 (25% v/v), enquanto nas
réplicas CIM2 e CIM3 este mesmo fenbmeno s6 foi observado a partir do ponto
3 (12,5% v/v). Contudo, em todos os ensaios o crescimento € inferior ao controle

positivo (linha preta).

A analise estatistica a partir das médias das réplicas biologicas, por
porcentagem de crescimento em relacdo ao controle primario, para cada
concentragdo avaliada, aponta redugcdo no crescimento de P. aeruginosa na
ordem de 92,73% na concentragdo de 50% v/v (pogo 1), na concentragdo de
25% viv (pogo 2) houve reducéo de 70,34% no crescimento, concentragéo de
12,5% viv (pogo 3) redugado de 35,74%, concentragédo de 6,25% v/v (pogo 4)
reducao de 35,6%, concentragao de 3,12% v/v (pogo 5) reducéo de 31,41%,
concentragao de 1,56% v/v (pogo 6) reducéo de 34,99%, concentragao de 0,78%
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v/v (pogo 7) reducgéo de 37,92% e concentragao de 0,39% v/v (pogo 8) houve
reducao de 36,50%.

Na analise conjunta dos dados na figura 10, com os respectivos desvios
padrao (DP) da amostra, € possivel observar os coeficientes de variagao entre
os experimentos. Ha uma variagao préxima entre as concentragdes de 50, 12,5%
a 0,39%. Contudo, no ponto 2 (25% v/v) houve um DP maior entre as réplicas
biolégicas. O efeito dos pds-bidticos de L. rhamnosus apresentaram constancia
em seus resultados e houve maior redugéo no crescimento de P. aeruginosa nas
concentragbes de 50 e 25%. Os graficos com desvio padrdao foram
confeccionados para permitir analisar a distribuicdo dos dados, visando propor

uma observacéao unificada, e livre de vieses, do fendmeno observado.
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Figura 10: Desvio padrao representando o grau de variagao, entre as réplicas biologicas,
do efeito dose-dependente do pds-bidtico de L. rhamnosus sobre o crescimento de P.
aeruginosa. O eixo Y indica a densidade optica (600 nm), o eixo X indica a concentragdes
seriadas do pos-bidtico analisado, valores representam diluicdo seriada dos compostos
analisados da maior a menor concentragédo. A linha pontilhada representa a média global do
controle positivo de crescimento, com desvio em seu ponto inicial. As barras representam desvio
padréo entre as réplicas bioldgicas.

A Figura 10 sinaliza os coeficientes de variagdo entre os experimentos,

demonstrando haver uma variacado proxima entre as concentracoes de 12,5%
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(poco 3) ao de 0,39% (poco 8), ja as concentracdes de 50% (pogco 1) e 25%
(pogo 2) ficaram bem préximas. As concentracbes dos poés-bidticos de L.
rhamnosus tiveram melhor redugdo nas concentragdes de 50% e 25%. Os
graficos com desvio padrédo foram confeccionados para permitir analisar a
distribuicao dos dados, visando propor uma observagao unificada e mais robusta

do fendbmeno observado.

5.4 Testes CIM para P. aeruginosa — NaBut.

Butirato - CIM 1
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o
o

0.2

0.0 ,

1 1 | 1 1
ollo Olo 0|Q 010 0]0 “I,B
NS RN SN
Concentracao

Figura 11: Efeito do NaBut sobre o crescimento de P. aeruginosa, 12 placa. A andlise foi
realizada no intervalo de crescimento de 24 horas, seguindo 0 mesmo protocolo de diluigdo dos
Lactobacillus spp. O eixo Y representa a densidade éptica (OD 600 nm), o eixo X (1-8) representa
as diluicdes seriadas do NaBut, do mais concentrado para o menos concentrado. A linha preta
pontilhada representa o controle de crescimento, pogo que contém apenas P.aeruginosa e MH.
A linha violeta representa o grupo tratado com concentragdes seriadas do NaBut na presenga do
MH: Linha 1 [50 mM], Linha 2 [25 mM], Linha 3 [12,5 mM], Linha 4 [6,25 mM], Linha 5 [3,12 mM],
6 = [1.56 mM], 7 = [0.78 mM], 8 = [0.39 mM]. O grafico representa uma réplica biolégica com
duplicata técnica entre pogos.

Os dados apresentados na Figura 11 indicam que, até o quarto poco,
correspondente a uma concentragao de 6,25 mM, houve redugao no crescimento
de P. aeruginosa. A andlise estatistica a partir das médias das réplicas técnicas,
por porcentagem de crescimento em relagdo ao controle, para cada
concentracao avaliada, aponta redugdo no crescimento de P. aeruginosa de

39,73% na concentragado de 50 mM (pogo 1), na concentragédo de 25 mM (pogo



47

2) houve reducao de 38,12% no crescimento, na concentragéo de 12,5 mM (pogo
3) houve reducdo de 20,30%, na concentragéo de 6,25 mM (pogo 4) houve
reducao de 9,9%. Portanto, pode-se inferir essa como a menor concentragao
para inibicdo. Tal comparacao dos testes sao feitas em referéncia a média do
controle de crescimento, o qual foi estabelecido utilizando o meio Muller Hinton

combinado com P. aeruginosa, conforme a escala de McFarland.

Butirato - CIM 2
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Figura 12: Efeito do NaBut placa 2 sobre o crescimento de P. aeruginosa, 22 placa. A analise
foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas, seguindo o mesmo protocolo de diluigao
dos Lactobacillus spp. O eixo Y representa a densidade optica (OD 600 nm), o eixo X (1-8)
representa as diluicbes seriadas do NaBut, do mais concentrado para o menos concentrado. A
linha preta pontilhada representa o controle de crescimento, pogo que contém apenas
P.aeruginosa e MH. A linha violeta representa o grupo tratado com concentra¢des seriadas do
NaBut na presenga do MH: Linha 1 [50 mM], Linha 2 [25 mM], Linha 3 [12,5 mM], Linha 4 [6,25

mM], Linha 5 [3,12 mM], 6 = [1.56 mM], 7 = [0.78 mM], 8 = [0.39 mM]. O gréfico representa uma
réplica bioldgica com duplicata técnica entre pocos.

Os dados apresentados na Figura 12 indicam que, até o quarto poco,
correspondente a uma concentracdo de 6,25mM, houve uma redugao
significativa de P. aeruginosa. A anadlise estatistica a partir das médias das
réplicas técnicas, por porcentagem de crescimento em relagéo ao controle, para
cada concentracédo avaliada, aponta reducdo no crescimento de P. aeruginosa
de 56,43% na concentracdo de 50 mM (pogo 1), na concentragdo de 25 mM

(pocgo 2) houve redugao de 35,04% no crescimento, concentragdo de 12,5 mM
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(poco 3) houve redugédo de 16,27%, na concentragao de 6,25 mM (pogo 4) houve
reducéo de 7,96%. Portanto, pode-se inferir essa como a menor concentragao
para inibicdo. Tal comparacao dos testes sao feitas em referéncia a média do
controle de crescimento, o qual foi estabelecido utilizando o meio Muller Hinton

combinado com P. aeruginosa, conforme a escala de McFarland.
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6. DISCUSSAO

O papel dos pro-bidticos e, mais recentemente, dos seus
metabdlitos —es pos-bidticos —vem sendo explorado em estudos in vitro, que
primam por elucidar os possiveis mecanismos relacionados aos efeitos
evidenciados sobre a resposta imunoldgica, até abordagens promissoras para

tratamento de canceres.
6.1 Lactobacillus sp. & Pos-biodticos

Ha na literatura cientifica uma variedade de estudos investigando,
particularmente in vitro, os pré-bidticos e seus efeitos sobre saude humana e
animal. Estudos em seres humanos demonstraram que espécies de
Lactobacillus possuem efeitos antialérgicos em pacientes com rinite alérgica,
reduzindo sintomas nasais e oculares. Esse potencial se deve a sua capacidade
imunomoduladora, que aumenta a producdo de citocinas Th1 e reduzindo
citocinas Th2 e reduzindo imunoglobulinas relacionadas a alergia (STEINER;
LORENTZ, 2021).

Os Lactobacillus também possuem efeito sobre a prevengdo do
envelhecimento humano, pelo seu potencial antioxidante induzido sobre D-
galactose. O monossacarideo D-galactose esta ligado diretamente no processo
de envelhecimento por reduzir a atividade enzimatica da cadeia respiratoria,
como na sintese de ATP, disfungao mitocondrial e aumento na producao de

espécies reativas de oxigénio (KUMAR et al., 2022).

Na microbiota vaginal saudavel sado encontradas espécies como L.
crispatus, L. gasseri, L. iners e L. jensenii (CHEE; CHEW; THAN, 2020). Esses
tipos de microrganismos estdo associados na prevengdo de invasdo de
microrganismos patogénicos. As espécies como Lactobacillus gasseli e
Lactobacillus crispatus administradas por via oral possuem efeito na restauragao

da microbiota vaginal (Ql et al., 2023).

Por outro lado, em fase inicial, se encontram os estudos

empregando/investigando os pos-bidticos. Esses metabdlitos produzidos ou
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procedentes dos pro-bidticos vem surgindo como uma “espada”’ efou um

“escudo” na manutengéo e defesa da homeostasia.

Dados demonstram que poés-bidticos conseguiram eliminar células
tumorais ao modular respostas imunoldgicas e ativarem citocinas anti-
inflamatérias e pro-apoptoéticas, como TRAIL, interleucina (IL)-10 e TGF{3 (KIM;
KIM; CHO, 2021).

Embora haja evidéncias dos efeitos benéficos dos pds-bidticos na saude
humana, e tais evidéncias nortearam a hipétese testada neste estudo, cabe
destacar que uso desses compostos para controle do crescimento que impegam
colonizagédo por patdogenos, € ainda escasso. Os poucos estudos que citam
efeitos antimicrobianos ndo determinaram concentracdes ideais de uso, e nem

investigaram, por métodos microbioldgicos clinicos, a CIM dos pds-bidticos.

Neste contexto, o presente estudo teve o interesse de avaliar o efeito do
sobrenadante de cultura (p6s-bidticos) das espécies de L. reuteri e L. rhamnosus
e do butirato de sédio sobre o crescimento de P. aeruginosa, além de determinar
as concentragoes inibitérias minimas. A escolha das espécies dos lactobacilos
se deu pelas evidéncias robustas dos beneficios que esses pro-bidticos

apresentam na literatura.

L. reuteri € uma espécie pro-bidtica que coloniza diversas partes do corpo
humano, como a microbiota intestinal, pele, trato urinario e leite materno. Esta
bactéria produz etanol, reuterina e acidos organicos com atividade
antimicrobiana, ajudando a eliminar microrganismos patogénicos e melhorando
a resposta imunoldgica. L. reuteri também consegue reduzir citocinas pré-
inflamatdrias, o que pode diminuir a inflamagao e prevenir a progressao de
doencgas inflamatdrias cronicas (MU; TAVELLA; LUO, 2018).

L. rhamnosus é também uma espécie pro-bidtica com propriedades
antimicrobianas relatadas. Hamad relatou a capacidade antibacteriana de
suspensodes de culturas produzidas a partir de quatro cepas probidticas, incluindo
L. rhamnosus, L. fermentum, L. delbrueckii subsp. lactis e Pediococcus

acidilactici, contra Clostridium perfringens (HAMAD et al., 2020).
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6.2 Analise do efeito dos poés-biéticos sobre crescimento in vitro de P.

aeruginosa

Inicialmente, para investigar algum possivel efeito dos pds-bidticos sobre
o crescimento de P. aeruginosa, foi necessario validar as adaptagdes do

protocolo do BrCAST empregado.

A primeira adaptacgao foi o uso de concentragdes variadas, a partir de 50%
volume por volume, de pos-bidticos presentes no meio de crescimento dos
Lactobacillus sp., o MRS, acrescidas ao meio de cultivo de P. aeruginosa (MH).
Os pos-bidticos sao liberados no sobrenadante do meio de cultivo (MRS), e este
meio poderia ser o interferente mais importante na analise dos dados. Destarte,
foi necessario eliminar o viés de que o MRS teria efeito inibidor sobre

crescimento de P. aeruginosa.

Os dados da figura 6 claramente apontam um efeito estimulante do MRS
sobre P. aeruginosa, haja vista que as bactérias cresceram mais na condi¢ao de
50% de MSR acrescido ao meio MH. Este dado foi inesperado, pois MRS é um
meio de cultivo especifico para Lactobacillus spp., seletivo para microrganismos
fastidiosos (COX; BRIGGS, 1954). O crescimento melhorado na mistura dos
meios foi excelente para esta pesquisa, haja vista que qualquer efeito que reduza
o crescimento na presenca do pés-bidtico poderia ser atribuido exclusivamente

a existéncia de moléculas presentes no filtrado do sobrenadante.

O uso de sobrenadante de cultura filtrada para obtencao de pdés-bidticos
ja havia sido testado em um estudo. Os dados apontam uma inibi¢ao significativa
pelo acido lactico, a partir do filtrado de culturas das espécies de Lactobacillus,
sobre o crescimento de bactérias como: Staphylococcus aureus, E. coli, e de
fungos como: Asperqgillus niger e Aspergillus flavus (GEORGE-OKAFOR;
NWACHUKWU; MIKE-ANOSIKE, 2018).

Assim, havia evidéncias sugerindo um papel importante dos pds-bidticos
como, por exemplo, o acido lactico e outros, presentes no sobrenadante de
culturas puras de Lactobacillus sp. Todavia, o uso do sobrenadante total livre de
células e a determinacdo de uma concentracao inibitéria minima ainda carece

investigacao.
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6.3 Atividade antimicrobiana dos p6s-biéticos de Lactobacillus spp.

Nos testes realizados com os pds-bidticos de Lactobacillus reuteri e
Lactobacillus rhamnosus, observou-se resultados em todas as concentragdes
testadas até o volume de 0,39%, quando comparados ao controle de
crescimento com os meios MRS mais o Muller Hinton. No entanto, em
comparagao ao controle utilizando apenas o meio Muller Hinton (controle
secundario), houve uma redugdo no crescimento de P. aeruginosa até a

concentracao de 25% v/v.

Corroborando os dados desta pesquisa, no estudo realizado por Wieérs
et al. (2021), foi observada uma redugdo do crescimento de espécies
bacterianas, incluindo P. aeruginosa. Além disso, o estudo de RAY
MOHAPATRA et. al., (2019) relatou que bacteriocinas produzidas por espécies
de Lactobacillus e purificadas pelos métodos de adsorgcédo-dessorcado celular,
cromatografia de permeacgao em gel e cromatografia de interagdo hidrofdbica,
levaram a diminuigcao do biofilme de P. aeruginosa, utilizando métodos baseados

em colorimetria.

Estudos que empregaram sobrenadantes isentos de células de L.
rhamnosus e L. plantarum evidenciaram a capacidade de inibigdo do
crescimento de P. aeruginosa. Adicionalmente, observou-se que essas duas
espécies de Lactobacillus prejudicaram a formacéo de biofilmes, um aspecto de
significativa relevancia na colonizagédo por P. aeruginosa. A pesquisa também
abordou a avaliagcdo de outra bactéria patogénica, Listeria monocytogenes
(REZAEI; SAEID KHANZADI, 2021).

Outros estudos também demonstram que determinadas cepas de
Lactobacillus sp. apresentaram atividade antimicrobiana, como as cepas pro-
bidticas de L. acidophilus (ATCC 4356) e L. rhamnosus (ATCC 9595), que
obtiveram resultados contra bactérias patogénicas. Os estudos observaram o
potencial de inibicdo mediante variadas técnicas como: fluorescéncia,
microscopia eletrénica e métodos in silico (CARMO et al., 2016; MODIRI et al.,
2020; FERNANDES, 2019).
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Outro estudo investigando pds-bidticos gerado por espécies de
Lactobacillus, demonstrou atividade antimicrobiana de acidocina 4356 contra P.
aeruginosa. Trata-se de um peptideo antimicrobiano produzido pela espécie
Lactobacillus acidophilus que possui a capacidade de inibir fatores de viruléncia,

provocar a morte do microrganismo e degradar biofilmes (MODIRI et al., 2020).

Interessantemente, o efeito de pds-bidtico sobre outra bactéria gram-
negativa, K. pneumoniae, demonstrou que L. reuteri e L. rhamnosus exibiram
atividade antibacteriana contra isolados clinicos dessa espécie. Fedorova et al.
(2018) observaram que essas espécies de Lactobacillus reduziram em 20% no
primeiro dia e 86% no segundo dia, o crescimento de K. pneumoniae. O pro-
bidtico L. rhamnosus se destacou devido a indugdo de hidrolases de

peptidoglicano, enzimas que desintegram a parede celular bacteriana.

6.4 Efeito do Butirato de so6dio sobre o crescimento de patégenos

humanos.

O butirato é um acido graxo de cadeia curta (AGCC) com beneficios
consideraveis para a saude intestinal e, nos ultimos anos, o butirato tem sido

comumente utilizado como alternativa aos antimicrobianos na produgao animal.

Neste estudo, os resultados obtidos empregando concentragdes variadas
de Nabut apontam para uma redugcdo no crescimento de P. aeruginosa, nas
concentragdes de 50 mM a 12,5 mM. Interessantemente, o estudo de WANG et
al., (2023) empregando Nabut, demonstrou que larvas de peixe-zebra, pré-
tratadas com 6000 pM antes do desafio letal com LPS de P. aeruginosa,

registaram um aumento significativo da sobrevivéncia em 40%

O butirato de sédio (Nabut) possui potencial inibitorio contra alguns
microrganismos, incluindo aqueles responsaveis por infecgdes e formacgao de
biofilmes em dispositivos médicos, como préteses e cateteres. Tal observacao
pode ter relacdo com a sua capacidade de atuar como inibidor da histona
desacetilase (HDAC), provocando alteragbes na conformacgédo da cromatina e
interferindo na viabilidade de células plancténicas (CORDEIRO et al., 2019).
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A inulina e os fruto-oligossacarideos, ambos pré-bidticos, sao
fermentados para gerar AGCC, principalmente acetato, propionato e butirato,
presentes no colon e nas fezes em uma propor¢cado molar aproximada de
60:20:20. Esses acidos auxiliam na regeneragao do epitélio intestinal (TAKAGI
etal., 2016; ZOLKIEWICZ et al., 2020). Além disso, eles reduzem a produgao de
citocinas pro-inflamatérias, evitando a ativagao do fator nuclear kappa B (NF«B).
Em um estudo com camundongos, observou-se uma diminuicdo na aterogénese
com o uso de um modelo in vivo de butirato (KASAHARA et al., 2019).

Quando ha um excesso de atomos de carbono disponiveis, as
bifidobactérias produzem acetato e lactato. A fim de inibir o crescimento de
Klebsiella oxytoca, cepas como L. acidophilus, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus paracasei ATCC 335 e Lactobacillus brevis produzem AGCC pela
lise da parede celular (HIGASHI et al., 2020). Os AGCC trazem diversos
beneficios para a saude, incluindo a melhoria da funcéo colbnica, a redugao do
pH, além de promoverem a proliferagao de células epiteliais € aumentarem o
fluxo sanguineo no célon (MARKOWIAK-KOPEC; SLIZEWSKA, 2020).

No estudo de Brandao et al. (2015), o butirato de sodio (NaBut)
demonstrou efeitos inibitdrios significativos contra a levedura patogénica
Cryptococcus neoformans. Esse resultado foi atribuido a capacidade do NaBut
de inibir histona desacetilases (HDACs), promovendo modificagdes epigenéticas
que induzem alteragdes fenotipicas especificas no microrganismo, incluindo

alteragdes na estrutura da capsula e outros atributos de viruléncia do fungo.

Além de seu potencial antimicrobiano, o NaBut apresenta propriedades
anti-inflamatérias e regenerativas significativas. FACCHIN et al., (2020)
evidenciou que a administracdo oral de NaBut em pacientes com doencas

inflamatadrias intestinais proporciona alivio sintomatico.
6.5 Vantagens dos Pos-bibticos sobre Pré-biéticos:

Os pods-bidticos sao estaveis em uma ampla faixa de temperaturas e
niveis de pH, facilitando sua adicdo a refeicbes e componentes antes do
processamento térmico sem afetar sua eficacia. Os produtores podem se

beneficiar disso, tanto técnica quanto financeiramente. Eles podem ser
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empregados em sistemas de entrega, como produtos farmacéuticos e/ou
alimentos funcionais, pois a quantidade adequada de pés-bidticos pode ser
gerenciada sob condicbes de fabricagdo e armazenamento quando a

sobrevivéncia n&o € o principal fator determinante (RAD et al., 2020).

Lisados bacterianos contendo proteinas da superficie celular, enzimas,
peptideos, metabdlitos, neuropeptideos e acidos organicos menores, como 0
acido latico, sdo exemplos de pds-bidticos. A fermentacéo é a fonte mais comum
de pods-bidticos na industria alimenticia. Os pdés-bidticos estdo naturalmente
presentes em muitos produtos lacteos, como kefir, kombucha, iogurte e vegetais
em conserva. Geralmente, os géneros Lactobacillus spp., Bifidobacterium,
Saccharomyces, Bacillus, Streptococcus ou  Faecalibacterium  sao
microrganismos altamente eficazes na producédo de pds-bidticos, na forma de
extratos citoplasmaticos e componentes da parede celular (SOKOL et al., 2008;
JENSEN et al., 2010; TEJADA-SIMON et al., 1999; ARSHAD et al., 2018).

Dado ao conjunto de argumentos supracitados, somado ao custo
econdmico da produgcao de pods-bidticos a partir de alimentos e outras fontes,
ALEM da possibilidade de formulacdes farmacéuticas mais eficazes e de facil
acesso a populagdes socioeconomicamente vulneraveis, esta pesquisa aponta
novos rumos acerca do efeito dos pds-bidticos sobre uma bactéria de relevancia
critica, apontada pela OMS como um problema de saude publica sério e que

requer estudos e agdes de controle.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSAO

Os pos-bidticos provenientes de Lactobacillus reuteri e Lactobacillus
rhamnosus demonstraram capacidade de prejudicar o crescimento de P.
aeruginosa in vitro, conforme evidenciado pelos ensaios de Concentragao
Inibitéria Minima (CIM), realizados neste estudo. Além disso, o Butirato de sddio
também exibiu efeito prejudicial ao crescimento in vitro de P. aeruginosa,

empregando a metodologia de Concentragao Minima Inibitoria (CIM).

Em atencdo aos objetivos propostos nesta pesquisa, foi possivel
determinar o efeito e as concentragdes inibitérias minimas que afetam o

crescimento in vitro de P. aeruginosa.

Os dados apontam que, na escala de redugdo de até 50%, as
concentragdes de 50, 25 e 12,5% (v/v) do pos-bidtico provenientes de L. reuteri
foram capazes de reduzir o crescimento de P. aeruginosa em 92,89%, 75,07%
e 52,32% respectivamente. Sendo essas concentragdes com melhores

resultados.

Para o pés-bidtico de L. rhamnosus foi observado uma reducéo de 92,73%
na concentracdo de 50% v/v, na concentragdao de 25% v/v houve reducao de
70,34%. As demais concentragdes testadas inibiram abaixo de 50% do

crescimento em relagdo ao controle primario.

Ja nos testes envolvendo o NaBut, houve redugao no crescimento de P.
aeruginosa nas concentragoes de 50 mM, 25 mM, 12,5 mM e 6,25 mM. No CIM
1 ocorreu redugao no crescimento de P. aeruginosa de 39,73% na concentragéo
de 50 mM (pogo 1), na concentragdo de 25 mM (pogo 2) houve reducao de
38,12% no crescimento, na concentragao de 12,5 mM (pogo 3) houve redugéo

de 20,30%, na concentragao de 6,25 mM (pogo 4) houve redugéo de 9,9%.

Entretanto, no CIM 2 de Nabut houve reducdo no crescimento de P.
aeruginosa de 56,43% na concentragao de 50 mM (pog¢o 1), na concentragao de
25 mM (pogo 2) houve redugéao de 35,04% no crescimento, concentragao de 12,5
mM (pogo 3) houve reducgao de 16,27%, na concentragao de 6,25 mM (pogo 4)
houve reducgao de 7,96%.
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Fazendo uma média geral do Nabut, ocorreu inibicdo de P. aeruginosa de
48,4% na concentragao de 50 mM (pogo 1), na concentragao de 25 mM (pogo 2)
houve reducéo de 35,35%% no crescimento, concentragao de 12,5 mM (pogo 3)
houve reducdo de 18,15%, na concentragao de 6,25 mM (pogo 4) houve redugéo
de 8,9%.

Apesar de a literatura documentar os efeitos positivos dos pro-bidticos e
do NaBut, observa-se uma lacuna de informagdes no que tange ao emprego de
pos-bidticos. Esta pesquisa se torna, entdo, oportuna ndo apenas devido a
abordagem da tematica e escolha dos métodos, mas também pela escolha do
patogeno alvo, haja vista seu importante impacto no tocante a resisténcia
microbiana. P. aeruginosa é considerada pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) como um microrganismo de alerta critico para novas abordagens

terapéuticas.

Em conclusao, os dados provenientes deste estudo apontam que os pos-
bidticos podem emergir como uma estratégia terapéutica nao-medicamentosa,
caracterizada por melhor economicidade e, possivelmente, por se tratar de um
estrato plural de compostos organicos, teria um impacto notavelmente menor
sobre a selegcdo de linhagens resistentes em comparacdo com o0s

antimicrobianos atualmente em uso.

Nao obstante, os dados desta pesquisa foram in vitro e ainda nao foram
analisadas as composi¢des dos pés-bidticos investigados. Portanto, sdo dados
iniciais que carecem, além de analises in vivo, investigacdo sobre grupos
quimicos presentes nos poés-bidticos responsaveis pelos efeitos observados.
Espera-se que, em breve, sejam esses 0s proximos passos objeto de pesquisa

do grupo.
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RESUMO

Introducio: Neste estudo é abordada a crescente preocupacdo com a resisténcia
antimicrobiana, causada pelo uso excessivo de antibidticos. Dois grupos bacterianos sdo
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Foram incluidos e analisados 21 estudos. Resultados: Diferentes estudos sugerem que os
Lactobacillus tém efeitos benéficos para o hospedeiro e para microbiota. Além disso, estudos
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promissores para controlar o crescimento e a colonizacdo de P. aeruginosa. Conclusao:
Lactobacillus e seus produtos demonstram serem seguros para uso em humanos, mas seus
efeitos benéficos podem ser especificos para determinadas espécies, especialmente no controle
de P. aeruginosa. Pré, pro e pos-bioticos podem ser complementos valiosos para abordagens

clinicas no combate a infeccdes bacterianas, especialmente as causadas por P. aeruginosa.

Palavras-chave: Lacrobacillus; Pseudomonas:; Pré-bioticos; Pro-bioticos; Pos-bioticos.

ABSTRACT

Introduction: This study addresses the growing concern of antimicrobial resistance,
driven by the excessive use of antibiotics. Two bacterial groups are highlighted: Pseudomonas
aeruginosa, a highly drug-resistant agent in healthcare-associated infections (HAI), and
probiotics, beneficial bacteria that can serve as a non-pharmaceutical alternative. The research
focuses on the Lactobacillus genus, one of the most extensively studied probiotics. These
bacteria show potential in combating pathogens and modulating the immune system.
Objective: The study aims to compile relevant information on how Lactobacillus bacteria
impact pathogen growth. Method: This is a systematic review following PRISMA guidelines,
encompassing articles from 2017 to 2022. A total of 21 studies were included and analyzed.
Results: Findings indicate that Lactobacillus has beneficial effects on the host and microbiota.
Moreover, recent studies suggest that products derived from these bacteria, referred to as
postbiotics, could be employed as a therapy to control the growth and colonization of P.
aeruginosa. Conclusion: Lactobacillus and its products appear to be safe for human use, but
their beneficial effects may be species-specific, particularly in controlling P. aeruginosa. Pre-,
pro-, and postbiotics can serve as valuable adjuncts to clinical approaches in combating

bacterial infections, especially those caused by P. aeruginosa.

Keywords: Lactobacillus; Pseudomonas; Prebiotics; Probiotics; Postbiotics.
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INTRODUCAO
Infeccoes relacionadas a assisténcia e sua relacio com Pseudomonas aeruginosa

As infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) tém gerado relevantes impactos
na saude publica mundial. As IRAS provocam aumento da morbidade e da mortalidade de
pacientes, resultando em danos sociais aos sistemas de saiide em diferentes paises e territorios.!
Neste contexto, destacam-se os micro-organismos multirresistentes, aqueles que desenvolvem
ou adquirem resisténcia a variados grupos de antimicrobianos, ocasionando significativas
complicagdes na terapéutica, principalmente de individuos imunossuprimidos.?

Dentre os micro-organismos de maior relevancia clinica, destaca-se Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa), um patogeno humano oportunista responsavel por infeccdes
agudas e cronicas.’ E notoria a persisténcia desta bactéria em ambientes clinicos, dada sua
extraordinaria plasticidade adaptativa e variado perfil de resisténcia aos antibioticos. P.
aeruginosa ¢ frequentemente associada a Infecgoes Relacionadas a Assisténcia (IRAS) como
pneumonia, infecgdes do trato urinario e bacteremia, principalmente em pacientes
imunocomprometidos.* Essa bactéria ¢ considerada a principal causa de pneumonia associada
a ventilacdo mecanica nas Unidades de Tratamento Intensivo (UTI).” E também o micro-

organismo mais prevalente em pacientes com fibrose cistica.®
P. aeruginosa — biologia e viruléncia

P. aeruginosa € um bacilo gram-negativo aerdbico e ndo fermentador da glicose, que
nao produz esporos. Essa bactéria possui fatores de viruléncia importantes, como: motilidade,
invasinas, adesinas, toxinas e propriedades antifagocitarias. A motilidade se divide em 3 tipos,
swarming, swimming e twitching. As invasinas, como a protease alcalina, auxiliam na
capacidade antifagocitéria e na degradacio de proteinas do hospedeiro.” As fimbrias atuam
como adesinas, e as toxinas exoenzima S e exotoxina A promovem dano tecidual e escape

fagocitario.®

Dentre os fatores de viruléncia mais relevantes se destaca o potencial de formagao de
biofilmes. Biofilmes sdo produzidos por micro-organismos que se desenvolvem de forma

“agregada”, habitualmente em superficies bioticas ou abioticas, “embebidos” em uma matriz
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tridimensional composta por substancias polimericas extracelulares (EPS), sintetizadas pelo

proprio micro-organismo.’- 1

P. aeruginosa — resisténcia a antibioticos de uso clinico

P. aeruginosa apresenta diferentes mecanismos para resistir a agentes antimicrobianos.
Os mecanismos de resisténcia sdo conferidos por: resisténcia intrinseca, adquirida ou
adaptativa. As dificuldades no tratamento de infec¢des por esses micro-organismos Sao

atribuidas a expressdo de genes relacionados a tais mecanismos.®

A resisténcia adquirida ocorre mediante a transmissao horizontal de genes e mutagdes
genéticas cromossomiais. Todavia, a resisténcia adquirida pode ser impulsionada em respostas

a substancias antimicrobianas.®

Dentre os mecanismos de resisténcia intrinseca, vale pontuar a alteracdo da
permeabilidade da membrana, hiperexpressao de sistema de efluxo e pela sintese de proteinas
de ligacdo a penicilina, por afinidade com B-lactdmicos.!! P. aeruginosa possui todos esses

mecanismos e alarmantemente todos esses podem coexistir simultaneamente.'?

P. aeruginosa expressa resisténcia intrinseca a variadas classes de antibioticos de uso
clinico, como exemplo as cefalosporinas de 17 e 2 geracdes, ampicilina e ertapenem. Alguns
dos mecanismos que geram resisténcias ja foram elucidados, como a resisténcia aos
carbapenémicos, que se da mediante expressao de genes que codificam uma enzima produtora
de metalo-beta-lactamase, resultando tratamentos contra infec¢des ocasionadas por esse micro-
organismo ainda mais dificeis.’*** Devido ao exacerbado numero de surtos e ao aumento da
mortalidade, os orgaos de vigilancia sanitaria propdem que haja rastreio e controle destes perfis

de resisténcia. '°
P. aeruginosa — aspectos epidemiologicos

No tocante aos aspectos epidemiologicos, um panorama atualizado das infecgoes
ocasionadas por P. aeruginosa sao alarmantes. No Brasil, P. aeruginosa vem sendo importante
causador de IRA, sendo considerado o patégeno mais prevalente associado a pneumonia e o

terceiro em infecgdo primaria da corrente sanguinea em unidades de terapia intensiva (UTT).>!’
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Na UTI adulto, demonstrou ser o 5° principal micro-organismo em infec¢des primarias
de corrente sanguinea confirmada laboratorial (IPCSL). Entretanto, em infeccdes do trato
urinario associada a cateter vesical de demora (ITU-AC) demonstrou ser o 2° principal micro-

organismo. Em UTI pediatrica demonstrou ser 9° em IPCSL e 3° em ITU-AC. Em IPCSL em

UTI neonatal é o 11° micro-organismo mais prevalente. '8

Ainda, em UTI adulto, P. aeruginosa corresponde a 63,3% da resisténcia aos
carbapenémicos em pacientes com IPCSL e 63,6% em pacientes com ITU-AC, mas nao
apresentaram resisténcia a polimixina. Nas UTI pediatricas, tanto em pacientes com IPCSL
quanto ITU-AC, ndo demonstrou resisténcia para os carbapenémicos e polimixinas. Em UTI
neonatal apresentou 33,3% de resisténcia aos carbapenémicos e ndo apresentou resisténcia a

polimixina. '®
Abordagens terapéuticas nio-medicamentosas
Pré-bioticos

Por defini¢do, pré-bidticos sdo carboidratos ndo digeridos, fermentados pela microbiota
intestinal para producao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) como butirato, acetato e
propionato. substancias benéficas para o organismo por auxiliarem na selecao de populagoes
de micro-organismos que compdem a microbiota saudavel. A atividade metabolica inter e intra
reinos/classes sobre os pre-bioticos contribuem indiretamente no desenvolvimento e modulagao

do sistema imunolégico, evitando o alojamento de patogenos no intestino.*

O butirato de sodio (NaBut) € um acido graxo de cadeia curta (AGCC) produto da
fermentacdo de bactérias pro-bioticas presentes no colon, a partir de fibra alimentar ndo
digerida. *° O NaBut apresenta propriedades anti-inflamatorias e anticancerigenas, além de seu

papel como modulador epigenético em fungos patogénicos.*’
Pro-bioticos

Pro-biodticos sdo micro-organismos que, quando presentes no organismo em quantidades
proporcionais, promovem defesa e melhoria na resposta imunitaria. Bactérias do género
Lactobacillus sao amplamente empregadas como suplementos alimentares pro-bioticos. Dados

apontam que a presenca desses pro-bioticos na mucosa intestinal promove melhor resposta do
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sistema imune frente a micro-organismos patogénicos invasores ou oportunistas, além de

promoverem melhora na permeabilidade intestinal.**
Pos-bidticos

Pos-bioticos, termo mais recente, sdo os produtos do metabolismo de bactérias
intestinais, que a partir da liberacdo de componentes no meio € possivel observar suas atividades

anti-inflamatoria, imunomoduladora e até mesmo moderadora de colesterol e obesidade.

Em um paralelo entre pro e pos-bioticos, em relacdo a sitio de atuacao e viabilidade,

parece que 0s pos-bidticos sobressaem .

A multiplicidade de estudos investigando a funcao pro-biodtica define-os como micro-
organismos ““auxiliares” do sistema imunologico, seguros e benéficos ao organismo humano.
Entretanto, € questionavel a sua viabilidade até chegar no seu local de principal acdo, devido as

etapas que enfrentam ao serem ingeridos na dieta. >

Em contraposicao, os pos-bioticos demonstram capacidade de alcancar o intestino
mantendo suas funcgdes integras, o que os tornam mais estaveis e com melhor chance de
“sucesso terapéutico”, em rela¢do aos pro-bioticos. Dados sugerem sua eficacia e aponta como
uma nova abordagem terapeutica que podera auxiliar na descoloniza¢do de micro-organismos

invasores, além de “abrir” para uma ampla aplicabilidade.”?

Por fim, a proposta desta pesquisa em avaliar o potencial inibitorio de Lactobacillus
spp.. seja por sua acao direta ou indireta sobre outro micro-organismo, remete a hipotese das
relacdes ecologicas entre os seres vivos: harmonicas ou desarmonicas. A competicdo por
nutrientes e espaco entre micro-organismos resulta na coloniza¢do de algumas espécies em
detrimento de outras. Neste contexto, este estudo tem em vista explorar o potencial da relacdo
desarmonica entre Lactobacillus spp. e P. aeruginosa, na tentativa de levantar evidéncias que
Justifiquem novos estudos que sugiram o uso de pre-bioticos., pro-bioticos e/ou pos-bioticos
como abordagem terapéutica nio medicamentosa. Uma abordagem com menor impacto
sobre a selecdo de linhagens resistentes, além de ampliar as chances de desfecho clinico

favoravel.
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METODO

Trata-se de uma revisdo integrativa com buscas de trabalhos cientificos publicados no
periodo entre 2017 a 2022. As consultas foram realizadas no primeiro semestre de 2023, nas
bases de dados da National Library of Medicine (PubMed) e Biblioteca Virtual em Satde
(BVS). O processo de selecdo dos artigos para analise de conteudo foi baseado nos critérios de
identificacdo, sele¢do, inclusio e exclusdo seguindo o método PRISMA.?* Foram empregados
os seguintes descritores: “Lactobacillus and Pseudomonas aeruginosa”, “Lactobacillus
supernatant and Pseudomonas™ e “Butyrate sodium and /actobacillus combination”, usando o
conectivo “AND”. Os critérios de inclusdo analisaram a relevancia de estudos que relatam a
atividade microbicida do extrato de Lactobacillus na presenca de bactérias e efeito do
sobrenadante puro e em comparacdo ao uso de antibioticos. Os critérios de exclusao
constituiram-se da repeticdo de artigos na base de dados, titulos e resumos que ndo contribuem

com o tema abordado nesta revisdo e trabalhos sem acesso livre (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma PRISMA apresentando esquema de identificagdo e elegibilidade dos
artigos, 2023.
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RESULTADOS

Foram incluidos 21 estudos (Figura 1) que contemplam a proposta desta revisdo. Na
etapa inicial, foram identificados 262 artigos no PubMed e 202 artigos na BVS. Apos a busca,
avaliou-se a duplicacao de titulos, excluindo-se 19 artigos duplicados; em seguida, efetuou-se

a analise dos titulos e resumos, considerando-se a aplicacdo dos critérios de inclusao e exclusao.

De modo a explorar e discutir melhor, os estudos incluidos foram compilados na tabela
1 a seguir. A construcao dessa tabela foi arquitetada em topicos: titulo pertencente ao artigo,

autor/ano, pos-biotico e/ou pro-biotico, objetivo conforme descrito no estudo original e o

resumo geral dos resultados obtidos.

Tabela 1. Compilado dos estudos incluidos., conforme o titulo, autor/ano, pos-biotico e/ou
pro-bidtico, objetivos e resultados, organizados em ordem alfabética ascendente.

Pés-bidtico
, e/ou Pro-biodtico
Titulo Autor/Data Objetivo Inferéncia
Application of Pro-biodticos e Buscou-se a Lactobacillu
Lactobacillus 0s-bioticos  elaboracdo deuma s gasseri
. LENZMEIER = © ¢ -
gasseri 63 AM % abordagem inibiu
etal., 2019 g ;
supernatant to terapéutica a base ~ crescimento
Pseudomonas de probioticos, de P.
aeruginosa- para o tratamento aeruginosa,
infected wounds de infecgdes impedindo o
prevents sepsis in topicas por crescimento
murine models of Pseudomonas de biofilmes
thermal injury aeruginosa. e eliminando
and dorsal os biofilmes
Excision parciais
desenvolvid
0s.
Bacteriocin Pos-bioticos Triagem de A atividade
Production b robioticos (LAB) antibacterian
Y | YOUNAS et 5 Hk) .
Lactobacilli and i de amostras de a fo1
- al., 2022 2 :
their role as carne de aves e verificada
antibacterial tool picles de diferentes  contra P.
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against common
pathogens

Bacteriocins:
Properties and
potential use as
antimicrobials

DARBANDI et
al., 2022 26

fontes, para
identificar e
caracterizar
Lactobacillus por
testes bioquimicos
e bioensaios,
producao de
bacteriocina e
detectar genes que
codificam
bacteriocina em
Lactobacillus spp.
verificar a
atividade
antibacteriana de
espécies de
Lactobacillus
contra bactérias
patogénicas.

Pro-bioticos e
pos-bidticos

Revisar a literatura
sobre as
propriedades das
bacteriocinas como
substituto da
antibioticoterapia,
seus efeitos
antibacterianos em
patégenos
transmitidos por
alimentos, seu
impacto em
bactérias
resistentes a
antibioticos e a
identificacdo e
extracao de novas
bacteriocinas
contra patogenos
intestinais.

aeruginosa,
E. colieS.
aureus.
Dessas.
cinco cepas
encontradas
na carne de
frango e seis
cepas de
picles
mostraram
atividade
antibacterian
a de oito
cepas contra
bactérias
patogénicas.

Os
resultados
deste estudo
descrevem
as
bacteriocinas
como
suplementos
para
antibioticos
devido a sua
alta
estabilidade,
sem efeitos
colaterais e
potencial
para induzir
um efeito
sinérgico.

Em
combinagdo
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com
antibioticos,
as
bacteriocinas
atuam
sinergicame
nte. Eles ndo
apenas
aumentam a
eficiéncia
dos
antibioticos
e evitam o
surgimento
de espécies
resistentes,
mas também
reduzem os
efeitos
colaterais
dos
antibioticos,
diminuindo a
concentracao
necessaria
para eliminar
as bacterias.

Beneficial effect Pro-biotico Investigar como os  Probioticos
of probiotics on HUANG et al.. probidticos atuam aumentareim
Pseudomonas sobre a IL-8 e beta  a expressdo
: 202027 :
aeruginosa— — defensina de Hbd-2 e
infected intestinal humana 2 (hBD-2) suprimiram a
epithelial cells em células do resposta de
through epitelio intestinal ~ IL-8, quando
mflammatory IL- infectados por administrara
8 and Pseudomonas m apos a
antimicrobial aeruginosa. infeccdo por
peptide human Pseudomona
beta-defensin-2 s
modulation aeruginosa.
Houve
também o
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Biofilm
formation and
antagonistic
activity of
Lacticaseibacillus
rhamnosus
(PTCC1712) and
Lactiplantibacillu
s plantarum
(PTCC1745)

REZAEI et al.,
2021 28

Pos-biodtico

Descrever
atividade inibitoria
de sobrenadante
livre de celulas
(CFS), células
planctonicas, e
forma de biofilmes
de cepas de
Lactobacillus (L.
rhamnosus e L.
plantarum) contra
patogenos
alimentares como
P. aeruginosa e
Listeria
monocytogenes.

aumento da

induzida por

aeruginosa €

proteina
NODI1

P

ativacao de
Akt.

48h de

incubacao
foi o melhor
tempo para

produzir
biofilme. L.
monocyioge
nes diminuiu
cerca de 4,5

logs em
comparacao

com o
controle, e
E

aeruginosa
reducao de
crescimento
de cerca de
2,13 log. a
formacdo de
biofilme de
L
monocytoge
nes na
presenca de
CFS de L.
I'IICII)II?OSIIS
foi mais
fraca do que
L. plantarum
CFS, mas
seu efeito
CES na
reducdo da
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Comparison of
the effects of
Lactobacillus

plantarum versus
imipenem on
infected burn
wound healing

MOGHADAM
et al., 2020 2

Pro-biodtico e
Pos-biodtico

Comparar os
efeitos de L.
plantarum na
forma de pellet
celular bacteriano,
sobrenadante e
combinacao de

uma
ambos, bem como alternativa
o uso de aos
imipenem, como antibioticos
estratégias para tratar
terapéuticas para infecgoes
queimaduras ulcerosas
infectadas de ratos. causadas por
bacterias
resistentes.
Development of Pro-biotico Desenvolverum L. plantarum
guar gum-based | curativo de camada labil ao calor
dual-layer wound K‘I,zl\(;lzit; 2 dupla (DLD) fo1 carregado
dressing - carregado com com sucesso
containing Lactobacillus no DLD a
Lactobacillus plantarum com base de
plantarum: Rapid excelente goma de
recovery and recuperacgao de guar. Alem
mechanically feridas e disso, DLD a
flexibility propriedades base de
mecanicas. goma de
guar
contendo L.
plantarum
exibiu
capacidade
de
mntumescime
nto e
elasticidade
significativa
mente

populacédo de
P
aeruginosa
foi 0 mesmo.

Indicam que
L. plantarum
e seus
subprodutos
podem ser
usados como

Unimontes Cientifica, Montes Claros (MG). Brasil. v. 26, n. L. p. 1-30, jan/jun. 2024

13



fievisea Unimantes Ceroitico

Different
Concentrations of
Lactobacillus
acidophilus cell
free filtrate have
differing anti-
biofilm and
immunomodulato
ry effects

Do probiotics
during in-hospital
antibiotic
treatment prevent
colonization of
gut microbiota
with multi-drug-
resistant bacteria?
A randomized
placebo-

WILSON et al.,
2021 3t

WIEERS et al.,
2021 32

Pro-biotico e
Pos-biodtico

Pro-biodticos

Mostrar que
Lactobacillus
acidophilus €

antimicrobiano e
imunomodulador.

Determinar se o
tratamento com
probioticos durante
um tratamento com
antibioticos
poderia prevenir a
colonizagdo da
microbiota
mtestinal com
bactérias

melhoradas
em
comparacao
com uma
unica
camada de
hidrogel.

Fornecem
evidéncias
de que
diferentes
concentracoe
sde L.
acidophilus
CFF
possuem
varios
efeitos
bactericidas,
anti-biofilme
e
imunomodul
adores. Isso
€ importante
In vivo para
avaliar o
possivel uso
de L.
acidophilus
CFF em
diferentes
condicdes.

O tratamento
com a
mistura pro-
bidtica levou
aum
declinio
significativo
na
colonizacdo
com
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controlled trial multirresistentes.  Pseudomona
comparing s apos o
Saccharomyces to tratamento
a mixture of antibiotico.
Lactobacillus,
Bifidobacterium,
and

Saccharomyces
Gastrointestinal Nio informa

microbiota
disruption and
risk of
colonization with
carbapenem-
resistant
Pseudomonas
aeruginosa in
intensive care
unit patients

PETTIGREW
etal.. 201933

Pos-biotico

Inhibiting
bacterial MOHAPATRA
colonization on &
catheters: JEEVARATN
Antibacterial and A 2019 34
antibiofilm

activities of
bacteriocins from
Lactobacillus
plantarum SJ33

Descrever a Pacientes de

microbiota UTI
gastrointestinal de ~ apresentara
pacientes de UTL m baixos
Examinar o niveis de
impacto de diversidade e
antibioticos e alta
outros abundancia
medicamentos na relativa de
microbiota Gl e patobiontes.
identificar Piperacilina-
marcadores tazobactam
taxonomicos foi prescrito
associados a com mais
aquisi¢ao da frequéncia
colonizagdo CRPA para
no trato GI. pacientes
com
aquisicao de
colonizacao
CRPA do
que aqueles
sem.
Avaliou 0o método  Bacteriocina
preciso de exibiu
purificacao da atividade de
bacteriocina de amplo
Lactobacillus espectro
plantarum subsp. contra
argentoratensis bactérias
SJ33, e sua Gram
caracterizacao e positivas e
Gram

eficacia na inibicao

do biofilme em

negativas, e

15
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cateteres urinarios a analise
revestidos com SEM revelou
bacteriocina. a formacdo
de poros na
membrana.
Ao tratar
com varias
enzimas, a
bacteriocina
mostrou-se
sensivel a
proteases, 0
que
confirmou
sua natureza
proteica. A
bacteriocina
mostrou sua
aplicabilidad
e em pH
acido no
trato
urinario. A
atividade
antibiofilme
da
bacteriocina
estabeleceu
sua
importancia
na inibi¢ao
do biofilme
associada ao
cateter
contra
Pseudomona
iy aerngfnosa
e
Staphylococ
ClUs aureiis.

Inhibitory effect DALLAL et Pos-biotico Determinar as Os
of Lactobacillus al., 2017 % propriedades lactobacilos
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plantarum and antagonicas de tiveram bons
Lb. fermentum Lactobacillus efeitos na
isolated from the plantarum e L. prevencao
faeces of healthy fermentum isolado do
infants against das fezes de crescimento
non-fermentative criancas saudaveis de 4.
bacteria causing contra bactérias  baumannii e
nosocomial nao fermentadoras P
infections causadoras de aeruginosa.
infeccdes
nosocomiais.
Lower respiratory Nao informado Caracterizar a A
tract microbial microbiota LRT  composicao
composition was et a;; 2018 em pacientes com  microbiana
diversified in PAV por P. LRT de
Pseudomonas aeruginosa e pacientes
aeruginosa explorar a relacdo com PAV
ventilator- entre a microbiota por P.
associated e o prognostico do  aeruginosa
pneumonia paciente. foi
patients significativa
mente
diferente de
pacientes
intubados
nao
infectados e
mostrou
diferencas
individuais
significativa
s, formando
dois grupos.
Microencapsulati Pos-biotico Microencapsular a  Indicaram
on of reuterin to MISHRA ef al.. reutgrina que as
enhance long- produzida pela caracteristica
2018 37 ;
term efficacy cepa Lactobacillus s de
against food- reuteri BPL-36 liberacdo de
borne pathogen para sua eficaciaa reuterina das
Listeria longo prazo contra  particulas
monocytogenes 0 patogeno de encapsuladas
origem alimentar eram
17

Unimontes Cientifica, Montes Claros (MG). Brasil. v. 26, n. L. p. 1-30, jan/jun. 2024



fievisea Unimantes Ceroitico

MODIRI et al.,
2020 38

Multifunctional
acidocin 4356
combats
Pseudomonas
aeruginosa
through
membrane
perturbation and
virulence
attenuation:
Experimental
results confirm
molecular
dynamics
simulation

RANA etal..
2020 ¥

pH-dependent
inhibition of
AHI -mediated
quorum sensing
by cell-free
supernatant of
lactic acid
bacteria in
Pseudomonas
aeruginosa PAO1

Pos-biodtico

Pos-biodtico

Listeria dependentes
monocytogenes. do pH. As
caracteristica
sde
liberacao
ndo foram
afetadas pelo
armazename
nto de
reuterina
encapsulada
a 4°C por 2
semanas.
Avaliar um novo Os
peptideo resultados
antimicrobiano suportam o
isolado potencial
de Lactobacillus terapéutico
acidophilus ATCC da ACD para
4356, para que o tratamento

pudesse ver se de infeccoes

teria potencial de  por Pseudom
neutralizacao de onas.
biofilmes e as
células
planctonicas
de Pseudomonas
aeruginosa.
Tem como A forte
objetivo avaliar a atividade
mibicao da anti-biofilme
deteccdo de e a mibicdo
quorum mediada do quorum
por AHL por sensing
sobrenadante livre =~ causada por
de células de bactérias
bactérias laticas laticas
em P. aeruginosa. contra P.
aeruginosa p
odem ser
devidas ao
pH acidoe a
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Priming with
intranasal
Lactobacilli
prevents
PSQI-IdO?HOI‘?GS
aertginosa acute
pneumonia in
mice

Avaliar os efeitos
de isolados
clinicos de

Lactobacillus in

Pro-biodtico

FANGOUS et
al., 2021 40

vivo, por meio de
administra¢ao
intranasal, em
modelo murino de
pneumonia por
Pseudomonas
aeruginosa.

presenca da
forma ativa
dos
metabolitos.
Isso €
confirmado
pela
diminui¢do
na liberacao
de sinais
autoindutore
s (AHL),
expressao de
genes
autoindutore
s da sintase
(LasI &
Rhll) e
atividade da
elastase de
P

aeruginosd.

Foram
rastreados in
vitro 50
1solados
clinicos
pulmonares
de
Lactobacillu
s quanto a
sua
capacidade
de diminuir
a sintese de
dois fatores
de virulencia
dependentes
de quorum
sensing
(elastase e
pilocianina)
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Separate and
synergic effects
of Lactobacillus

uvarum
LUHSS245 and
arabinogalactan
on the in vitro
antimicrobial
properties as well
as on the fecal
and metabolic
profile of
newborn calves

ZAVISTANA Pro-biotico
VICIUTE et
al., 2020 4

Avaliar a
influéncia da cepa
Lactobacillus

uvarum LUHS2435,

ARB, e sua
combinacio em
parametros de
saude, incluindo
bioquimica
sanguinea e
microbiologia
fecal de bezerros
recém-nascidos.

produzidos
por P.
aeruginosa
cepa PAOI.
Os
resultados
demonstrara
mquea
preparacao
intranasal
com
lactobacilos
atua como
profilaxia e
evita
complicagde
s fatais
causadas
pela
pneumonia
por P.
aeruginosa
em
camundongo
S.

A
suplementag
do de
LUHS245 e
ARB,
1soladamente
ou em
conjunto,
reduziu a
contagem
bacteriana
total nas
fezes e
reduziu as
concentragoe
s de lactato e
alanina
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aminotransfe
rase sérica
no sangue.

Antimicrobial VATASCINO Pro-bidticoe  Selecionar as cepas  As cepas L.
potential of VA etal., 2020 Pos-biotico de Lactobacillus
Lactobacillus 2

plantarum strains
isolated from

plantarum
plantarum isoladas 3. 119,
do tradicional 120 eL22

quetijo de leite de mostram
Slovak raw sheep ovelha cru suficiente
milk cheeses eslovaco para seu atividade
potencial antibacterian
inibitorio. a in vitro
contra um
amplo
espectro de
patogenos de
origem
alimentar,
incluindo as
cepas
selvagens de
S. aureus.
Sodium butyrate Pos-bioticos  Avaliar o efeito do  Mostrou que
inlﬁbits DE AGUIAR butirato de sodio 0 NaBl}t é-
plankt'omc cells CORDEIRO et '(NaBut.) - um um inibidor
and biofilms of farmaco inibidor do
. al., 2019 # ! :
Trichosporon da histona crescimento
spp. desacetilase - sobre  planctonico
cepas clinicas de de T.
Trichosporon spp.  asahiie T.
inkin,
mterferindo
na filamenta
cao de
ambas as

espécies. Alé
m disso, foi
demonstrado
que o NaBut
afetaa
adesao,
desenvolvim
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ento e
maturagao
dos biofilme
sde T.
asahiie T.
inkin.
Topical MOGHADAM Pos-biotico Investigar se o L. plantarum
Treatment of etal., 2022 4 tratamento com podem ser
Second-Degree L.plantarum possui = considerados
Burn Wounds potencial uma possivel
with antimicrobiano em opcao de
Lactobacillus feridas de segundo = tratamento
plantarum grau. topico no
Supernatant: caso de
Phase I Trial queimaduras
de segundo
grau.

Fonte: proprio autor (2023)

DISCUSSAO

Lactobacillus e a modulacao da microbiota

A disbiose da microbiota intestinal quando se instala ocasiona em efeitos prejudiciais
ao hospedeiro. O mecanismo por tras dos maleficios da disbiose ocorre quando micro-
organismos que colonizam normalmente aquele sistema (homeostasia) comecam a declinar;
assim micro-organismos patogénicos assumem aquela area, desestabilizando o equilibrio.
Pacientes internados em UTI apresentam uma microbiota com predominio de patogenos, fato
que pode ser explicado pelo uso de antibiéticos ou medicamentos como os opioides.*?

Sao inumeros os estudos acerca de mecanismos de combate a esses variados micro-
organismos patogenicos. Uma das estratégias que surgiu e vem ganhando espaco € o uso de
Lactobacillus spp. como uma nova abordagem terapéutica complementar. Um estudo analisou
a administracao de cepa de Lactobacillus uvarum LUHS245, isolados de centeio integral

fermentado, em modelos animais, demonstrando possuir efeito contra patogenos importantes

como, por exemplo, o género Pseudomonas.** Ainda, outro estudo aponta que cepas de L.
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plantarum 1soladas de queijos apresentaram efeitos sobre micro-organismos causadores de
doenca em humanos.*

Na literatura sdo descritos efeitos imunomoduladores dos pro-bidticos.’! Algumas
espécies de Lactobacillus apresentaram efeito inibidor sobre P. aeruginosa, por estimulo do
sistema imunologico, por meios de citocinas e expressio de mRNA.?” No estudo de Fangous e
colaboradores (2021)* foram testados priming de diferentes espécies de Lactobacillus,
administrados via intranasal em camundongos, resultando em sobrevida dos animais, no qual o
sistema imunologico teve alteragdes como reducgdo no recrutamento de neutrofilos, citocinas e
quimiocinas. A producdo de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, também foi aumentada.
Lactobacillus spp. — potencial terapéutico

Isolados de L.platarum e L. fermentum, proveniente de fezes de criancas, demonstraram
efeitos contra crescimentos de patogenos.” Estudos empregando sobrenadantes livre de células
de L. rhamnosus e L. platarum conseguiram inibir o crescimento de P. aeruginosa. Ademais,
essas duas especies de Lactobacillus conseguiram afetar a formagdo de biofilmes, um fator
ainda mais relevante no tocante a colonizacdo de P. aeruginosa. Outra bactéria também
avaliada no estudo foi Listeria monocytogenes.*®

Em um estudo recente, P. aeruginosa demonstrou ser sensivel a certos tipos de pos-
bioticos. Tal fato foi observado sobre o fator de viruléncia para quorum sensing, mediado por
N-acil homoserina lactona (AHL), que na presenca de pos-bioticos produzidos por bactérias
lacticas como L. rhamnosus e L. fermentum, teve o mecanismo de quorum prejudicado. *°

A inibicao da formacao de biofilmes de patogenos relevantes, empregando especies de
Lactobacillus, pode ser explicada pela expressdo de compostos produzidos e secretados, como
as bacteriocinas, um potente antibacteriano, e mecanismos de imunidade especifica. A maioria
das bacteriocinas sdo pequenas moléculas cationicas com caracteristicas hidrofobicas ou
anfifilicas. O mecanismo pelo qual essas bacteriocinas agem sobre os patdogenos sdo por
mibicdo da biossintese de parede celular, permeabilidade de membrana citoplasmatica e
interferindo nas vias metabolicas.? E provavel que na composi¢io dos pos-bidticos de algumas
espécies de Lactobacillus haja quantidades expressivas de bacteriocinas, o que poderia explicar

parte do efeito observado pelos estudos.
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A retuterina € um composto antimicrobiano produzido atraves da fermentacao aerdbica
do glicerol. A retuterina, um outro tipo de bacteriocina, demonstrou ter eficacia contra espécies
como E. coli, L. monocytogenes e P. aeruginosa.’’

Outro exemplo de metabolito produzido por espécies de Lactobacillus, que apresenta
acao antimicrobiana contra P. aeruginosa, € a acidocina 4356, um peptideo antimicrobiano
produzido pela especie L. acidophilus, o qual apresenta capacidade de inibicdo dos fatores de
viruléncias, morte do micro-organismo e degrada¢io de biofilmes.*®

Lactobacillus sao investigados em conjunto com diferentes tipos de antibioticos. Estudos
ja demonstram que espécies de Lactobacillus associadas a antibioticos favoreceram o
tratamento contra a colonizacdo da microbiota intestinal de bactérias multirresistentes, como.
por exemplo, P. aeruginosa.>

Infecgdes por P. aeruginosa sao potencialmente agravantes para pacientes que fazem o
uso de ventilacdo mecanica, devido aos riscos de pneumonia associada a ventilacdo (PAV).
Pacientes com predominio de P. aeruginosa estdo relacionados com uma maior tendéncia a
gravidade da pneumonia, enquanto pacientes com predominio de espécies de Lactobacillus
estava relacionado a uma melhora do quadro clinico.>

Em relacdo a colonizacao de cateteres, evidéncias apontam que cepas de L. platarum SJ33
purificados para posterior obtencdo de bacteriocinas, obtiveram efeitos na inibicdo do
crescimento bacteriano e formacao de biofilmes de P. aeruginosa em cateteres urindarios.>*

Outro relevante, talvez o mais grave, problema ocasionado por P. aeruginosa sao as
infeccoes em feridas, principalmente em pacientes queimados grupo mais suscetivel a essa
infeccdo. O sobrenadante de L. p/antarum demonstrou auxiliar na cura de feridas proveniente
de queimaduras, reduzindo a inflamacao e acelerando o processo de cicatrizacdo. Isso por conta
do seu potencial imunomodulador e antimicrobiano, indicando que o uso de L. plantarum pode
ser uma nova alternativa adjuvante ao uso de antibioticos.”

Lactobacillus gasseri tambeém apresentou efeito contra contaminagao/infeccdo
ocasionada por P. aeruginosa. O sobrenadante da cepa de L. gasseri 63 AM inibiu o
desenvolvimento de biofilmes e ainda eliminou os que estavam preé-desenvolvidos, usando a
metodologia em microplaca de 24 pogos e infectando os modelos murinos com P. aeruginosa

no local da ferida, observou-se que a cepa de L. gasseri 63 AM preveniu a ocorréncia de sepse.”
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Modelos de terapéuticas para os mais diversificados tipos de infecgdes estio em
desenvolvimento. Curativos a base de extratos de Lactobacillus € um dos possiveis exemplos
de tratamentos “chave” para infeccdes de micro-organismos que afetam essa regiao. Estudos
indicaram que L. plantarum, pela producao de suas bacteriocinas e acidos organicos, auxiliam
no efeito antimicrobiano e no processo de cicatrizacao de feridas, apresentando ser eficaz contra
P. aeruginosa.’

Sobrenadante de L. plantarum apresentou ser eficaz em feridas ocasionadas por
queimaduras. A elaboracdo de pomada a base de L. plantarum obteve éxito no tratamento em
queimaduras de segundo grau, principalmente sobre bactérias multirresistentes (MDR).
Verificou-se que o uso desses pos-bioticos, além de ajudar no processo de cicatrizacao,
diminuiram o surgimento de resisténcia em comparacio ao uso com antibioticos.**

Em conjunto, os trabalhos analisados evidenciam que os lactobacilos apresentam um
potencial terapeutico, podendo ser utilizados em condutas clinicas, principalmente por ndo
acelerar a resisténcia antimicrobiana e por favorecerem a diminuicdo dos efeitos negativos
causados por patogenos.

Potencial do Butirato de Sodio como agente pré-biotico ou pos-bidtico.

O butirato de sodio (NaBut) ¢ um acido graxo de cadeia curta, resultado do produto final
da fermentacdo sacarolitica de polissacarideos complexos, nao digeriveis, por bactérias
anaerobicas.*? Assim, por se tratar do produto do metabolismo de algumas bactérias, ou mesmo
por servir de alimento para tais, poderia ser classificado tanto com um pre-biotico ou como um
pos-biotico. Além disso, NaBut dispde de multiplas propriedades, uma delas € ser um inibidor
histona deacetilase, podendo alterar a conformacdo da cromatina. ** Testes in vitro
evidenciaram um papel inibidor de crescimento de determinados micro-organismos, por meio
da metodologia de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Butirato de sodio também
conseguiu inibir a formacdo de biofilmes de algumas espécies de micro-organismos
patogénicos.**

Muito embora ainda nao haja dados sobre o efeito de NaBut sobre crescimento de P.
aeruginosa, € evidente que em outros modelos ha um potencial inibitorio. tanto do crescimento

de patogenos, quanto dos fatores de viruléncia associados. Destarte, dadas as propriedades

antioxidantes, antineoplasicas, anti-inflamatorias e antimicrobianas do NaBut*’, é razoével
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pressupor que este composto seria uma abordagem interessante a ser investigada em associacao

com pos-bidticos de Lactobacillus spp. sobre P. aeruginosa.

CONCLUSAO

Com base nos achados apresentados neste estudo, compreende-se que o uso de
Lactobacillus spp. € seguro, além de se apresentarem como uma promissora abordagem
terapéutica, capaz de auxiliar no controle e tratamento de infec¢des por micro-organismos
resistentes, como as causadas por P. aeruginosa.

Dados ainda escassos sugerem que além dos pro-biodticos terem um potencial terapéutico
ndao medicamentoso, seus produtos metabolicos, denominados pos-bioticos, tambem sdo
promissores para o0 mesmo fim. Na vanguarda deste tema, os pos-bidticos podem ter amplas
vertentes de pesquisa, particularmente por ndo se tratar de micro-organismos vivos que
precisam estarem viaveis para colonizar a regido alvo, podendo, assim, serem veiculados em
diferentes formulagdes farmacéuticas. Ademais, pos-bidticos podem conter moléculas com
acao antimicrobiana e regulatorias inter-espécies.

Nao obstante, ¢ imprescindivel a necessidade de novos estudos. especialmente estudos
clinicos que visem elucidar as propriedades biologicas por tras do tema, de modo a permitir
melhor compreensdo da interacao entre esses micro-organismos e suas funcdes complementares
a saude.

Indubitavelmente, os pro-bioticos e seus produtos podem ser complementos importantes
para auxiliar em abordagens clinicas existentes, especialmente ao considerar o menor impacto
da pressao seletiva deste tratamento sobre linhagens resistentes. A relacdo desarmonica entre
Lactobacillus spp. e P. aeruginosa pode e deve ser mais bem explorada, haja vista que novos
farmacos podem ser isolados a partir do estudo molecular da composicao dos pos-bioticos de

algumas espécies de Lactobacillus, capazes de inibir ou reduzir o crescimento deste patogeno.
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