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RESUMO

A pele integra € uma importante barreira fisica de protegéo primaria contra a invasao
de patégenos (Byrd; Belkaid ;Segre, 2018). Em vista disso, o dano ou destrui¢ao
completa desse 6rgado ocasionado por queimaduras severas, representa um grave
estado de enfraquecimento imunoldgico e vulnerabilidade a infecgbes pelo bacilo
gram-negativo ndo fermentador oportunista Pseudomonas aeruginosa, dotado de
um arsenal de fatores de viruléncia e multirresisténcia a antimicrobianos (Sauvage;
Hardouin, 2020). Em virtude dos consideraveis efeitos positivos ocasionados pelos
probioticos a saude, microorganismos benéficos dos géneros Lactobacillus,
Saccharomyces e Bifidobacterium tornaram-se objeto de estudo como tratamento
tépico alternativo para condigbes dermatologicas e infecgdes em lesdes teciduais.
Dessa forma, o objetivo dessa revisao foi analisar sistematicamente os efeitos in
vivo, no modelo murino, da aplicagao topica do sobrenadante livre de células (SLC)
e suas variagoes, cultura total e a unidade formadora de colénia (UFC) derivados de
Lactobacillus spp. na cicatrizagdo de queimaduras de segundo grau infectadas pela
Pseudomonas aeruginosa. Ademais, a interacao in vitro desses derivados sobre o
crescimento do agente bacteriano e determinantes de viruléncia associados a essa
bactéria também foram avaliadas. Os sobrenadantes em sua forma natural acida
promoveram a eliminacdo mais rapida da P. aeruginosa multirresistente presente
nas queimaduras e seu uso resultou em mudangas no perfil de cicatrizagao,
destacadas pelo decréscimo no tempo de restauracao tecidual nessas lesdes. Além
do SLC, a cultura total também inibiu significativamente os biofilmes, acil-homoserina
lactonas e elastase produzidos pelas cepas de P. aeruginosa padrao e isolados
clinicos in vitro, enquanto a bioatividade do sobrenadante neutralizado e UFC lavada
demonstrou-se menos expressiva. O presente estudo fornece informagdes que
justificam a possivel existéncia da interagdo entre a bactéria P. aeruginosa, o
hospedeiro e compostos biolégicos, como componentes estruturais imunogénicos e
bacteriocinas providas pela UFC de Lactobacillus spp., consequentemente
concentrados nos seus sobrenadantes. No entanto, a distribuicdo geografica restrita
e a caréncia de dados metodoldgicos importantes foram fatores contribuintes para a
associagcao de um alto risco de viés a apresentacao e interpretacdo dos resultados
reportados na sintese sistematica. Apesar dos impasses, as evidéncias
apresentadas demonstraram-se promissoras em relacdo a aplicagao biotecnoldgica
dos probidticos e pds bidticos, justificando a realizagdo de novos estudos dotados de
dados robustos e de maior qualidade, a fim de possibilitar o asseguramento das
proposi¢cdes decorrentes dessa analise sistematica, acerca do uso topico dos
derivados de Lactobacillus spp. no tratamento de condigbes dermatologicas e
infeccdes teciduais.

Palavras-chave: Sobrenadante livre de células. Lesdo térmica. Cicatrizacao.
Fatores de viruléncia.



ABSTRACT

Intact skin is an important primary physical barrier against pathogen invasion (Byrd;
Belkaid; Segre, 2018). In this regard, the damage or complete destruction of this
organ caused by severe burns represents a serious state of immunological
weakening and vulnerability to infections by Pseudomonas aeruginosa, a non-
fermenting, gram-negative opportunistic bacillus endowed with an arsenal of
virulence factors and multidrug resistance (Sauvage; Hardouin, 2020). Due to the
considerable positive effects of probiotics on health, beneficial microorganisms from
the genera Lactobacillus, Saccharomyces, and Bifidobacterium have become the
subject of study as an alternative topical treatment for dermatological conditions and
infections in tissue lesions. Therefore, the objective of this review was to
systematically analyze the in vivo effects, in a murine model, of the topical application
of the cell-free supernatant (CFS) and its variations—whole culture and colony-
forming units (CFU)—derived from Lactobacillus spp. on the healing of second-
degree burns infected by Pseudomonas aeruginosa. Furthermore, the in vitro
interaction of these derivatives with the growth of the bacterial agent and virulence
determinants associated with this pathogen was also evaluated. The supernatants in
their natural acidic form promoted faster elimination of multidrug-resistant P.
aeruginosa present in the burns, and their use resulted in changes in the healing
profile, highlighted by a decrease in the time required for tissue restoration. In
addition to the CFS, the whole culture also significantly inhibited biofilms, acyl-
homoserine lactones, and elastase produced by standard and clinical strains of P.
aeruginosa in vitro, while the neutralized supernatant and washed CFU
demonstrated less expressive bioactivity. The present study provides information
supporting the possible interaction between P. aeruginosa, the host, and biological
compounds—such as immunogenic structural molecules and bacteriocins—supplied
by the CFU of Lactobacillus spp. and consequently concentrated in their
supernatants. However, the restricted geographic distribution and the lack of
important methodological data were contributing factors to the association with a high
risk of bias in the presentation and interpretation of the results reported in the
systematic synthesis. Despite these limitations, the evidence presented proved
promising regarding the biotechnological application of probiotics and postbiotics,
justifying the development of new studies with robust and higher-quality data, in order
to support the propositions derived from this systematic analysis regarding the topical
use of Lactobacillus spp. derivatives in the treatment of dermatological conditions
and infections in tissue lesions.

Keywords: Cell-free supernatant. Thermal injury. Wound healing. Virulence factors.
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1 INTRODUGAO

Queimaduras sdo lesdes provenientes do contato da pele ou outros tecidos
organicos com fontes térmicas ou nao térmicas (Strokes; Johnson, 2017; Escandon-
Vargas et al., 2020). Em 2017, cerca de 209 milhdes de casos prevalentes foram
atribuidos as queimaduras em todo o globo e, apesar do decréscimo geral no tempo
de internacdo e taxa de mortalidade demonstrados na ultima década, esse tipo de
lesdo ainda € considerada uma relevante fonte de morbidade e mortalidade,
principalmente para populacbes de baixa renda residentes de paises em
desenvolvimento, os quais sdo desproporcionalmente mais afetados (Smolle et al.,
2016; GBD, 2017; Opriessnig et al., 2022).

A pele integra € uma importante barreira fisica de prote¢cdo primaria contra a
invasdo de patégenos (Byrd; Belkaid ;Segre, 2018). Em vista disso, o dano ou
destruicdo completa desse 6rgao ocasionado por queimaduras severas, representa
um grave estado de enfraquecimento imunolégico e vulnerabilidade a infecgdes
localizadas e sistémicas (Lachiewicz et al., 2017).

Dentre os patdgenos bacterianos causadores de infecgbes em pacientes
qgueimados tem-se o bacilo Gram-negativo Pseudomonas aeruginosa, dotado de um
arsenal de fatores de viruléncia, dos quais destacam-se a formacao de biofilme, o
mecanismo de Quorum Sensing (QS) e a liberagdo de proteinas e toxinas por
sistemas secretores (Sauvage; Hardouin, 2020).

Além desses fatores, o uso excessivo de antimicrobianos favorece do
desenvolvimento de cepas de P. aeruginosa multirresistentes, restringindo assim o
numero de antibioticoterapias eficientes conhecidas (Sauvage; Hardouin, 2020). A
vista disso, os probidticos e pds bidticos tornaram-se objeto de estudo como
tratamento tépico para condi¢gdes dermatolédgicas e infecgdes em lesdes teciduais,
em virtude dos consideraveis efeitos positivos ocasionados por esses
microrganismos ao trato gastrointestinal e sistema imunoldégico de humanos e
animais (Yan; Polk, 2011).

Assim, a aplicacdo topica de probidticos, como as espécies bacterianas do
género Lactobacillus e o uso de seus derivados representa um método alternativo

para a possivel prevencao e tratamento de infecgdes teciduais, regulagdo da
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inflamacao e melhoria na cicatrizagdo (Knackstedt; Knackstedt; Gatherwright, 2020;
Thomas; Thomas et al., 2021).

Visto que os impactos do uso topico dos probidticos e produtos do seu
metabolismo n&o s&o totalmente compreendidos, a presente revisdo objetiva avaliar
sistematicamente estudos dos efeitos in vivo do uso do sobrenadante livre de células
(SLC) e outros derivados de Lactobacillus spp. na cicatrizagdo de queimaduras de
segundo grau induzidas no modelo murino e infectadas por Pseudomonas
aeruginosa, bem como a interagao in vitro entre esses probidticos, pds bioticos e os

fatores de viruléncia associados ao agente patogénico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Pele

A pele é um extenso 6rgdo subdividido em duas camadas denominadas de
epiderme e derme, que recobrem a superficie externa corporal e comportam os
foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas, considerados anexos cutaneos.
(Zwieretto et al., 2023). A acdo conjunta dessas estruturas esta relacionada a
termoregulacao, funcéo sensorial e protecdo do organismo contra fatores ambientais
como toxinas, traumas e a invasdo de microrganismos (Zwieretto et al., 2023).

A epiderme conta com um microbioma, inicialmente composto por
microrganismos estritamente originados do sitio de nascimento (vagina no parto
vaginal ou pele no parto cesarea), tornando-se dindmico durante o desenvolvimento
do individuo e consideravelmente estavel durante a vida adulta, prevalecendo nessa
fase o Staphylococcus epidermidis, Cutibacterium acnes e espécies de
Corynebacterium (Byrd; Belkaid; Segre, 2018; Alves et al., 2024). Um microbioma
tegumentar equilibrado contribui com a manutengédo da saude e fungao protetora da
barreira cutanea, através da interacdo da comunidade de microrganismos com o
sistema imunoldgico do hospedeiro, liberacdo de agentes inibidores e crescimento

competitivo em reacgéo a invasores (Knackstedt; Knackstedt; Gatherwright, 2020).

2.1.1 Reparagao tecidual

O reparo tecidual em mamiferos € um mecanismo complexo constituido por
etapas sobrepostas, responsivas a lesdes, representadas na Figura 1 (Pena; Martin,
2024). Imediatamente apdés o dano, a etapa de inflamagéo é iniciada pelo
acionamento de vias de sinalizagcdo inflamatdrias, componentes da cascata de
coagulacao e recrutamento de leucécitos em direcdo ao sitio da lesédo, a fim de
evitar o estabelecimento de uma infeccdo e o agravamento da perda de fluidos
(Gurtner et al., 2008; Lin; Lai., 2024).

De 2 a 10 dias apos a lesdo, o tecido de granulagdo formado no local,
composto por diversos componentes dentre eles macréfagos e fibroblastos, atua
como substrato para a proliferacdo e maturacdo de queratinécitos localizados na

derme lesionada, restaurando assim a fungao de barreira do epitélio (Lin; Lai., 2024).
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Posteriormente, a diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos e a interacao
dessas células com macréfagos resultam na aproximagédo das bordas da leséo e
producdo de matriz extracelular, predominantemente sob a forma de colageno. Esse
processo caracteriza a fase de proliferagcado (Gurtner et al., 2008).

O ultimo estagio € o remodelamento, momento em que 0s mecanismos
ativados apos a lesdo cessam e as células entram em morte programada apoés 3
semanas de reparagao, resultando no remodelamento da matriz acelular
majoritariamente formada por cadeias de colageno do tipo Il para o tipo I, propiciado
por metaloproteinases, macrofagos e células endoteliais (Lin; Lai., 2024). Mesmo
ap6s uma reparagao tecidual efetiva, o tecido regenerado nunca tera as mesmas

propriedades de uma pele nunca lesionada (Gurtner et al., 2008).

Figura 1 - Representagao das fases do mecanismo de reparagéo tecidual em mamiferos.

@ Inflamagéo

Crosta ——

/ Células
- epiteliais

’ migratorias
Macréfagos — |

Neutréfilos —49 »—— Fibroblastos
@ Proliferagdo @RemOdelamento
= = Cicatriz ——
Proliferagdo ——. -
de .~ _—— Tecido de

fibroblastos . granulacdo

Fonte: Elaborado pelo autor com base no template disponibilizado no software BioRender, 2025.

2.2 Queimaduras

Apesar da resisténcia da barreira tegumentar, sua integridade pode ser
prejudicada por eventos traumaticos como as queimaduras, caracterizadas como

lesbes provenientes do contato de tecidos organicos com o calor de chamas,
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sélidos, liquidos ou fontes nao térmicas (Strokes; Johnson, 2017; Escandén-Vargas
et al., 2020). Parametros como aparéncia, dor, branqueamento em relagdo a
pressdo e sensibilidade do local afetado sdo avaliados para a categorizagdo das
queimaduras em diferentes profundidades, representadas na Figura 2 (Warby;
Maani, 2025).

As queimaduras superficiais (Grau |) sdo aquelas que permanecem restritas a
epiderme (Zwiereto et al., 2023). Além da camada mais superficial, queimaduras
parcialmente superficiais (Grau IlI) também atingem a derme, de modo que lesdes
consideradas do tipo IIA estao limitadas a regido superficial da derme e as do tipo |IB
se extendem a regiao reticular dessa camada (Markiewicz-Gospodarek et al., 2022).
As queimaduras profundas (Grau lll), por sua vez, chegam ao tecido subcutaneo e
quando ha a misturas de lesdes de diferentes profundidades, ou até mesmo o
comprometimento de musculos e o0ssos, sdo categorizadas como de Grau IV (
Markiewicz-Gospodarek et al., 2022; Warby; Maani, 2025).

Figura 2 — Representagao das diferentes categorizagdes das queimaduras com base na profundade
da pele acometida.

Epiderme = ) : -‘I ° Grau _
— - ~— o —
2° Grau-A
Derme 4
2°Grau-B
B 3° Grau
Hipoderme _]

Fonte: Elaborado pelo autor com base no template disponibilizado no software Biorender, 2025.

2.2.1 Isolamento bacteriano em queimaduras

Apesar de nao ser considerado uma regra pela comunidade cientifica, é
possivel observar um padrao de isolamento bacteriano relacionado ao tempo de
internacdo em pacientes queimados, no qual bactérias Gram-positivas sao
predominantemente encontradas nos primeiros dias da estadia hospitalar, paralelo a

maior incidéncia de resultados positivos para Gram-negativas ao passar das
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semanas, como esquematizado na Figura 3 (Norman et al., 2017; Escandén-Vargas
et al., 2020).

Uma das justificativas para essa linha do tempo é o rompimento da
esterilidade inicial da queimadura, propiciada pela morte dos microorganismos da
regido devido ao contato com altas temperaturas, em até 48 horas por bactérias
Gram-positivas colonizadoras da pele, que em sua maioria sdo Staphylococcus
coagulase-negativos e Staphylococcus aureus residentes dos foliculos capilares e
glandulas sebaceas (Diederen et al., 2015; van Duin et al., 2016; Lachiewicz et al.,
2017; Norman et al., 2017).

Entre 48 e 72 horas, a colonizagdo da queimadura converte-se tipicamente a
bactérias Gram-negativas endogenas, originadas dos tratos respiratério e
gastrointestinal do préprio paciente, como as espécies Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli ou translocadas do ambiente, como o bacilo ndo fermentador
oportunista Pseudomonas aeruginosa (Diederen et al., 2015; Norman et al., 2017,
Lachiewicz et al., 2017; Tsolakidis et al., 2022).

Figura 3 - Padrdo de isolamento bacteriano relacionado ao tempo de internacdo em pacientes
queimados.

Apods a queimadura
Antes da P 9

queimadura

Tempo (Horas)

Fonte: Elaborado pelo autor com base no template disponibilizado no software Biorender, 2025.

2.3 Pseudomonas aeruginosa: Caracteristicas gerais e relevancia clinica em
pacientes queimados

Membro da familia Pseudomonadaceae, o bacilo mével Gram-negativo,
aerobico e nado fermentador Pseudomonas aeruginosa é caracterizado como um
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agente oportunista prevalente em infeccgdes relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS), dotado de motilidade e capacidade de contaminar superficies e colonizar a
pele saudavel (Santamarina-fernandéz et al. 2025).

Os longos periodos de hospitalizagdo, necessidade de procedimentos
meédicos como intubacao, acesso venoso central, catéter urinario e a fragilidade do
sistema imunoldgico caracteristicos de individuos queimados, sao alguns dos fatores
que favorecem a transmissdo ou translocagdo da bactéria P. aeruginosa
provenientes de profissionais da saude, superficies inertes e equipamentos médicos
para a populagdao queimada imunossuprimida (Tsolakidis et al., 2022; Santamarina-
fernandéz et al. 2025).

Além de infecgdes do trato urinario e pneumonia associada a ventilagao
mecanica (PAV), as queimaduras, descritas como um ambiente rico em nutrientes,
umido, aquecido e avascularizado, tornam-se o0 cenario ideal para a multiplicagao
exacerbada da P. aeruginosa (Li et al., 2025). Quando nao tratadas corretamente,
queimaduras infectadas frequentemente tornam-se o foco primario de infecgdes de
cunho sistémico. (Lachiewicz et al., 2017; Tsolakidis et al., 2022)

Ademais, tratamentos efetivos contra infec¢des localizadas e sistémicas pela
P. aeruginosa tornaram-se restringidos, de tal forma, que ela permanece na lista de
patdogenos bacterianos resistentes prioritarios ao desenvolvimento de pesquisas e
intervengdes (BPPL), criada pela Organizagdo Mundial de Saude em 2017 (Qin et
al., 2022; WHO, 2024). Isso ocorre em razdo da associacdo de clones da P.
aeruginosa a fenotipos multirresistentes a antibiéticos, uma circunstancia permeada
pela confluéncia de fatores antropogénicos, ambientais, genéticos e
comportamentais (Pei; Hamar; Pei., 2025).

O alto potencial de geragao e transmissédo da resisténcia a antimicrobianos
por essa especie bacteriana se da pela acao sinérgica de mecanismos inatos e
adiquiridos através de mutagbes ou transferéncia horizontal (Pifia-Sanchez; Rua;
Pozo, 2023). Alguns exemplos sdo a produgdo de [-lactamases de expectro
extendido e carbapenemases, superexpressdo de bombas de efluxo, perda de
porinas e produgédo de biofilme (Pina-Sanchez; Rua; Pozo, 2023). Dentre outras
funcbes, esses mecanismos sao responsaveis pela inativacdo, reducdo da
penetragcdo ou excrecao de variadas classes de antibidticos, incluindo B-lactamicos,

aminoglicosideos e fluoroquinolonas (Pei; Hamar; Pei., 2025).
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2.4 Fatores de viruléncia associados a Pseudomonas aeruginosa

A patogénese da Pseudomonas aeruginosa € intreposta por um arsenal de
fatores de viruléncia, descritos como produtos génicos secretados ou mediados por
células,vque dao suporte a sobrevivéncia de microorganismos € aumentam sua
capacidade de causar infecgdes ao induzir danos ao hospedeiro e propiciar a evasao
da resposta imunoldgica (Sauvage; Hardouin, 2020; Pifa-Sanchez; Rua; Pozo,
2023).

Para o sucesso da expressdo génica bacteriana ligada grande parte desses
efetores e coordenacgao de atividades em comunidade, a P. aeruginosa performa o
mecanismo de Quorum sensing (QS), um sistema de comunicagdo densidade-
dependente que funciona a partir da interagcdo entre moléculas quimicas, como as
Acil-homoserina lactonas (AHLs) (N-3-oxododecanoil-L-homoserina lactona (30-
C12-HSL) e N-butiril-L-homoserina lactona (C4-HSL), e seus receptores. (Moura-
Alves et al., 2019; Jurado-Martin; Sainz-Mejias; Mcclean, 2021; Qin et al., 2022).

Dentre os fatores de viruléncia secretados pela P. aeruginosa, destacam-se
exotoxinas e proteases liberadas por sistemas secretores e o biofilme (Pifa-
Sanchez; Rua; Pozo, 2023).

2.4 .1 Sistemas secretores

De maneira geral, os sistemas secretores (TSSs) sé&o responsaveis pela
liberacao de proteases, exotoxinas e outros efetores téxicos (Qin et al., 2022). Até o
momento, foram identificados seis sistemas portados pela P. aeruginosa,
representados na Figura 4, dos quais destacam-se os sistemas secretores dos tipos
2 (T2SS), 3 (T3SS) e 6 (T6SS) (Santamarina-fernandéz et al. 2025). A depender do
tipo de sistema e produto, a liberagdo pode ocorrer de maneira intracelular através
da injegdo direta no citoplasma de células alvo, sejam elas eucariontes ou
competidores procariontes, ou de maneira extracelular (Sauvage; Hardouin, 2020;
Qin et al., 2022).

Através do T2SS, a P. aeruginosa pode secretar multiplos fatores danosos a
tecidos e sistemas, como a exotoxina A, LasA e LasB no meio extracelular
(Sauvage; Hardouin, 2020; Qin et al, 2022). Também conhecida como

“pseudolisina”, a LasB € uma enzima proteolitica extracelular, considerada um dos
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principais fatores de viruléncia da P. aeruginosa (Santamarina-fernandéz et al.

2025). Além de causar a degradacao tecidual, principalmente no epitélio pulmonar, a

LasB possui a capacidade de clivar outras proteinas importantes no processo de

eliminacdo bacteriana pelo sistema imunolégico, como citocinas e imunoglobulinas
(Jurado-Martin; Sainz-Mejias; Mcclean, 2021).

A interagcdo entre o T3SS, T6SS, o hospedeiro e agentes bacterianos é

intermediado por reguladores de mecanismos complexos como a injecédo de efetores

toxicos (ExoS, ExoT, ExoU e ExoY) e toxinas antibacterianas (Tse1 — Tse7),

representando assim, um circuito influente sobre aspectos comportamentais de

competicdo e interagdo bacteriana, bem como sobre a resposta do hospedeiro a

inflamacéo e apoptose (Sauvage; Hardouin, 2020; Santamarina-fernandéz et al.

2025).

Figura 4 — Sistemas secretores identificados na P. aeruginosa.
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Considerado a forma dominante de crescimento bacteriano e atribuido a
aproximadamente 60% das mortes por queimaduras, o biofilme & descrito como uma
comunidade de células bacterianas envolvida e estruturada por uma matriz
polimérica aderente, produzidas por elas proprias através de um processo complexo
e coordenado de cinco etapas: aderéncia reversivel, aderéncia irreversivel,
maturacdo 1, maturagcdo 2 e dispersdo (forma plancténica) (Sauer et al., 2002;
Thomas; Thomas, 2021).

Essa matriz extracelular hidratada confere a P. aeruginosa e outras bactérias
que também podem coabitar nesse sistema, extraordinaria resisténcia contra a agao
do sistema imunoldgico, agentes antimicrobianos e desinfetantes. (Goodwine et al.,
2019). Na P. aeruginosa, a formacdo do biofiime é afetada por um circuito de
sinalizagdes mediado pelo sistema ligado ao gene LasL, que por sua vez, é regulado
pelo mecanismo de quorum sensing (Thomas; Thomas, 2021).

Além da limpeza e debridamento do tecido necrético das queimaduras,
multiplas coberturas sdo estudadas como ferramentas para evitar infeccbes por
biofiimes nessas lesbes (Thomas; Thomas, 2021). Durante décadas, um dos
principais componentes das coberturas foi a sulfadiazina de prata, no entanto,
avancgos no desenvolvimento de pesquisas no campo de tratamentos topicos para
queimaduras propiciaram a expansdao do conjunto de materiais avaliados e
aplicados, variando entre outros metais, hidrogéis, glicanos, espécies de lactobacilos

e a fagoterapia (Thomas; Thomas, 2021).

2.5 Uso topico de probiéticos e poés bioticos

De acordo com a Organizagdo das nagbes unidas para alimentagcéo e
agricultura (FAO), os pdés bidticos sédo substancias bioativas produzidas por
microrganismos, como as bactérias, através do processo de fermentagdo ou lise.
(Kim et al., 2019). Esses compostos podem ser produzidos pelos probioticos,
também definidos pela FAO como microrganismos vivos promotores da saude de
humanos e animais quando administrados em quantidades adequadas (Wegh et al.,
2019).

A partir da divulgagéo de evidéncias benéficas da ingestdo de bactérias e
leveduras, como as espécies de Lactobacillus, Bifidobacterium e Sacharomyces,

para o equilibrio do microbioma gastrointestinal, imunidade e fungdes cerebrais, o
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microbioma da pele também tornou-se alvo de pesquisas (Alves et al.,2024). Assim,
foi destacado o estudo dos probidticos e pds bidticos como inovagdes terapéuticas
promissoras no ambito dermatologico, uma vez que alteragbes na microbioma desse
orgao podem interferir na dindmica da reparagao tecidual e outros mecanismos de
homeostasia corporal (Machado et al., 2025).

Compreendido no grupo das Bactérias Acido Laticas (BAL), o género
Lactobacillus €& composto por bactérias Gram-positivas ndo esporulantes,
frequentemente utilizadas pela industria alimenticia em razdo de sua capacidade de
produgdo de acido latico, a partir da metabolizagao de carboidratos, das quais
algumas espécies podem apresentar um perfil heterofermentativo (Shah et al,
2024). Dentre as espécies desse género, os Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus reuteri e Lactobacillus
bulgaricus sdo reconhecidos pelas suas propriedades probiéticas (Shah et al., 2024).

Além do uso da cultura total de Lactobacillus spp., composta pelos probidticos
(células bacterianas) e pods-bidticos secretados no sobrendante (caldo de
crescimento), ela pode ser fragmentada para a disposicdo de diferentes derivados
(Crowley, 2020). Um dos modos de isolamento desses produtos consiste na
sedimentagcdo das unidades celulares através da centrifugagcdo da cultura total,
garantindo a sua separagdo do sobrenadante (Crowley, 2020). Dessa forma, a
separacgao e filtragcdo da fase liquida, utilizando-se membranas com poros de no
maximo 0,2um de didmetro, garante o isolamento do sobrenadante livre de células
(SLC), utilizado na sua forma natural acida, neutralizado a partir do uso de hidroxido
de sdodio (NaOH) ou concentrado apds passagem em colunas de concentragéo
especificas (Valdéz et al., 2005; Ramos; Peral; Valdéz, 2010; Lenzemeier et al.,
2019).

Outrossim, a segunda fase da solucdo, correspondente ao pellet celular
formado ao fundo do recipiente centrifugado, é definida como a Unidade Formadora
de Colonia (UFC), a qual conta com resquicios do sobrenadante. Uma vez
ressuspendida em salina tamponada, os residuos do sobrenadante nao eliminados,
obtendo-se a UFC lavada (Valdéz et al., 2005; Moghadam et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar de modo sistematico estudos in vitro e in vivo que investigam a
interacdo entre a cultura completa, Unidade Formadora de Colbnia (UFC),
Sobrenadante Livre de Células (SLC) nas suas formas &acida, concentrada e
neutralizada derivadas de Lactobacillus spp. e a bactéria Pseudomonas aeruginosa,

com énfase no modelo de queimaduras térmicas.

3.2 Especificos

» Sintetizar e descrever as principais caracteristicas dos estudos in vitro e in vivo que
investigam a interagdo entre o SLC e outros derivados de Lactobacillus spp. e
Pseudomonas aeruginosa;

» Analisar os efeitos in vitro do SLC e outros derivados de Lactobacillus spp. sobre o
crescimento bacteriano, formacdo de biofiime, producdo de acil-homoserina
lactonas e atividade da elastase por cepas padrdo ou isolados clinicos de P.
aeruginosa;

» Avaliar os impactos do uso tépico do SLC e outros derivados puros ou carreados por
algum veiculo, preparados a partir de espécies de Lactobacillus spp. sobre os
aspéctos macroscoépicos e microscépicos de queimaduras térmicas de segundo
grau induzidas em murinos e infectadas por cepas de P. aeruginosa

multirresistentes.
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4 METODOLOGIA

Essa revisao sistematica foi conduzida de acordo com os critérios descritos no
protocolo submetido ao Registro Prospectivo Internacional de Revisdes Sistematicas
(PROSPERO) no dia 07 de fevereiro do ano de 2024, com o numero de registro
CRD42024492224, e relatada conforme as recomendagbes estabelecidas pela
declaragéo dos Principais Itens para Relatar Revisdes Sistematicas e Meta-analises
(PRISMA) (Page et al., 2021).

4.1 Estratégia de busca

Os termos “Lactobacillus”, "Burns", "Pseudomonas aeruginosa" e suas
variagdes foram organizados na forma de string de busca, montado na ferramenta
de busca avancada de cada uma das bases de dados eletrbnicas utilizadas como
fontes para a revisdo: Pubmed/MEDLINE e EMBASE. Apds a montagem, dois
membros da equipe de pesquisadores efetuaram a busca nas bases de maneira
independente, sem o uso de filtros cronoldgicos ou de linguagem. Os resultados da

busca estao descritos nos apéndices A e B.

4.2 Critérios de elegibilidade e selegcao

Em conjunto, os componentes do grupo de pesquisa delimitaram os critérios
de elegibilidade dos estudos para a revisdo sistematica. Foram considerados
elegiveis artigos de carater primario e metodologia in vitro elou in vivo, que
objetivassem a interagdo entre cepas de Pseudomonas aeruginosa (padrao ou
isolados clinicos) e, obrigatoriamente, o sobrenadante livre de células preparado a
partir da cultura de Lactobacillus spp. Estudos in vitro em que havia a presenga de
outros tipos de intervencbes, como a cultura completa, UFC, sobrenadantes
neutralizados e concentrados preparados a partir desse mesmo género além do
sobrenadante, também foram considerados elegiveis.

Para os estudos in vivo, delimitou-se o modelo animal murino com
queimaduras térmicas de segundo grau induzidas de maneira controlada,

posteriormente infectadas por P. aeruginosa e que, na existéncia de mais de um
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grupo tratamento, um deles fosse obrigatoriamente tratado topicamente com o SLC
puro, concentrado ou carreado por algum veiculo. Dessa forma, estudos in vivo em
que foram testados outros tipos de intervengdes preparadas a partir dos lactobacilos,
além do SLC, também foram consideradas elegiveis, desde que esses outros
tratamentos também fossem aplicados de maneira tdpica. Além disso, artigos que
apresentavam as duas metodologias (in vitro e in vivo), das quais somente uma
atendia aos critérios estabelecidos também foram incluidos, considerando-se apenas
a parcela elegivel para essa revisao.

Considerando os critérios supracitados, dois pesquisadores procederam com
a triagem dos artigos de maneira independente. A principio, foram excluidos os
artigos duplicados, e os restantes foram avaliados quanto a elegibilidade em trés
etapas sucessivas: (l) leitura do titulo, (II) leitura do resumo e (lll) leitura do conteudo

completo.

4.3 Extracao, sintese de dados e analise descritiva dos estudos in vivo e in

vitro

Para a obtencdo de uma descri¢ao detalhada de todos os artigos incluidos na
revisao sistematica, os elementos foram extraidos e organizados em tabelas gerais.
Cada tabela foi separada em trés secoes: (I) Dados de identificagcdo e metodologia
do estudo; (Il) Caracteristicas do estudo in vivo e (lll) Caracteristicas do estudo in
vitro.

A primeira segao foi subdividida em: (l.a) Dados da publicagao e (I.b) Tipo de
estudo: in vitro e/ou in vivo. Em relagdo aos estudos in vivo, a segao foi fragmentada
em: (ll.a) Caracteristicas do modelo murino; (ll.b) Modo de indugéo da leséo; (ll.c)
Aspectos do tratamento administrado; (ll.d) Aspectos do agente infectante; (ll.e)
Caracteristicas da cicatrizagdo. Por fim, a terceira secao foi separada em: (lll.a)
Metodologia do estudo in vitro e (lll.b) Resultados dos ensaios in vitro.

Os dados categorizados de maneira mais especifica, disponibilizados nos
apéndices C - P, foram avaliados em conjunto, para que assim as principais
informagdes apresentadas fossem sintetizadas e a analise descritiva realizada,
considerando os efeitos na cicatrizagéo (estudos in vivo) e a inibicao dos fatores de

viruléncia e cepas de P. aeruginosa (estudos in vitro).
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4.4 Avaliagao do risco de viés dos estudos in vivo

O risco de viés dos estudos com animais incluidos na pesquisa foi investigado
com o uso da ferramenta RoB do Centro de Revisdo Sistematica para
Experimentacdo em Animais de Laboratério (SYRCLE) (Hooijmans et al., 2014). Os
autores da revisao analisaram o risco de viés de cada estudo in vivo de maneira
isolada. Apos a avaliacdo individual, os autores compararam suas analises,

discutiram e entraram em consenso em relac&o ao julgamento.
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5 RESULTADOS

5.1. Selecao dos estudos

A partir da aplicagdo da estratégia de busca nas bases de dados, 78 estudos

foram identificados, encaminhados para a fase de triagem e avaliados quanto a

elegibilidade para a revisédo sistematica (Figura 5). Inicialmente, foram excluidas 16

duplicatas e 54 estudos durante a fase de triagem. Dentre os 8 estudos analisados

quanto aos critérios de elegibilidade, apenas dois foram excluidos nessa fase, em

razao do nao cumprimento dos requisitos relacionados a administracdo da

intervencao. Um total de 6 artigos foram incluidos na revisédo sistematica, sendo que

trés deles apresentaram experientagdes in vivo que contemplaram os critérios de
selegdo (Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2020; Moghadam et al., 2020 Abootaleb;
Bandari; Soleimani, 2021).

Figura 5 - Fluxograma com o detalhamento da seleg¢édo dos estudos incluidos na revisdo sistematica.

| Identificacéo |

Referéncias identificadas por meio da
pesquisa nos bancos de dados (n = 78)

o PUBMED (n= 21)
+ EMBASE = (n= 57)

Artigos incluidos para
triagem (n = 62)

[ Triagem J

Artigos excluidos por
duplicacido (n= 16)

k.

Artigos excluidos durante a
leitura do titulo e resumo (n= 54)

Artigos avaliados quanto a
elegibilidade através do texto
completo (n= 8)

| Eleaibilidade |

Artigos excluidos durante a
leitura do texto completo (n= 2)
+ Intervengéo ndo cumpriu
com os critérios
estabelecidos (n= 2)

Estudos incluidos na revisdo sistematica

(n=6)

Fonte: Elaborado pelo autores com base na declaragao PRISMA “ltens de Relato Preferenciais para
Revisbes Sistematicas e Meta-Analises” (www.prisma-statement.org), 2025.
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A origem geogréfica dos 6 estudos (100%, n=6) estd compreendida no Ira
(50%, n=3), Estados Unidos (16,66%, n=1) e Argentina (33, 33%, n=2), representada
na Figura 6.

Figura 6 - Distribuicdo geografica dos estudos incluidos na revisao sistematica.

[_] Estados Unidos da América
[_] Argentina
e

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025

5.2 Resultado da avaliagao dos riscos de viés dos estudos in vivo

De maneira geral, os estudos apresentaram fragilidades metodoldgicas,
resultando em um risco de viés indeterminado ou alto, disposto com mais detalhes
na Figura 7. A maioria dos apectos especificos de cada estudo foram considerados
indeterminados em razao da caréncia de informagdes apresentadas no corpo desses
textos. Apenas um estudo demonstrou um baixo risco de viés, sendo esse apenas
em relacdo as caracteristicas de linha de base do modelo animal, limitando
significativamente a qualidade da evidéncia disponivel.
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Figura 7 - Avaliacdo dos estudos em animais usando a ferramenta Rob do SYRCLE para estudos em
animais. (a) Resultados especificos de cada estudo; (b) Resultados gerais por aspecto.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2025.

5.3 Caracteristicas das intervengoes

A espécie de lactobacilo mais utilizada para o preparo das intervencdes,
considerando todos os estudos (100%, n=6), foi o L. plantarum (66,67%, n=4)
(Valdéz et al., 2005; Ramos; Peral; Valdéz, 2008; Moghadam et al., 2020; Abootaleb;
Bandari; Soleimani, 2021). Todas as cepas dessa espécie advieram de culturas
comerciais padrao, assim como as demais espécies utilizadas: L. casei (16,66%,
n=1) (Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2020) e L. gasseri (16,66%, n=1) (Lenzemeier
et al., 2019).

Assim como explicitado nos critérios de elegibilidade, todos os estudos in vitro
avaliaram o sobrenadante livre de células (SLC) derivado da espécie de lactobacilo
estudada, disposto com mais detalhes na Tabela 1. A cultura total também foi

utilizada como intervengdo em dois desses trabalhos (Valdéz et al, 2005;
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Lenzemeier et al., 2019), enquanto o sobrenadante neutralizado esteve presente no
mesmo numero de estudos (Valdéz et al., 2005; Ramos; Peral; Valdéz, 2008).
Diferentemente das intervengdes anteriores, as células lavadas foram avaliadas em

um estudo, sendo esse realizado por Valdéz e colaboradores (2005).

Tabela 1 - Principais caracteristicas dos estudos in vitro.

Autores e Espécies de Cepa de
ano Lactobacillu Pseudomonas Intervengoes Controles
s aeruginosa
(C:‘I_l;!tura total > P
SLC acido aeruginosa
] AF); em meio
Valdéz et al., L. plantarum PA100 (SLC’ LB;
2005. ATCC 10241 , > P
neutralizado .
(NF): aeruginosa
o em caldo
Células MRS
lavadas (Lp). |
» Amostra
policlonal, > DNAse tipo
obtida de uma SLC acido | de 1 mg%
Ramos; L. plantarum queimadura (AF); (D1)
Peral; crénica: SLC > DNAse tipo
. ATCC 10241 ; .
Valdéz, 2008. > Cepa isolada neutralizado | de 100
’ (o)
obtida de uma (NF). rBQIA’
queimadura (D100).
cronica.
Aboolaleb; ltrosistonts
Bandari; L. plantarum solada de SLC acido (AF); P. aeruginosa
Soleimani, PTCC 1058 . em caldo BHI.
pacientes
2021. )
queimados.
» Cultura total
: . (T)
Lenzmeier et L. gasseri PAO1T » SLC acido 20 MRS 20 vezes
al, 2019. ATCC 33323 vezes concentrado.
concentrado
(AFCs);
Abootsieb; imesistonts
Bandari; L. casei solada de SLC acido (AF); P. aeruginosa
Soleimani, PTCC 1608 . em caldo BHI.
pacientes
2020. .
queimados.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2025.
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Em relacdo aos estudos in vivo, somente dois deles,

realizados por

Abootaleb, Bandari e Soleimani nos anos de 2020 e 2021, utilizaram apenas o SLC

como intervengdo, enquanto na terceira pesquisa foram estudados, além do

sobrenadante isolado, a unidade formadora de col6nia (UFC) e a cultura completa

(Moghadam et al., 2020), como apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas gerais dos estudos in vivo

Autores e Lactobacillus Pseudomonas ~
, Intervencgoes Controles
ano spp. aeruginosa
Aboolsleb; ultresistons
Bandari; L. plantarum solada de SLC acido (AF).  Sulfadiazina
Soleimani, PTCC 1058 . de prata 1%.
pacientes
2021. )
queimados.
» Pomada
Eucerin +
UFC.deL  » Pomada
Eucerin
lant
plantarum N +0,9% NaCl
. 299v (1g/108); X
P. aeruginosa, (1g/1ml);
. » Pomada Pomada
isolada de . ¢
Moghadam L. plantarum ueimaduras de Eucerin + AF Eucerin +
etal., 2020. 299v qacientes (1g/1ml); Imipenem
paciente Pomada (19/1mg).
(UF.C.de L. godo
Iantarum Imipenem:
pran (50mg/1kg).
299v + AF)
(108/1g/ml).
Aboolaleb; ulimesistons
Bandari; L. casei PTCC solada de SLC acido (AF).  Sulfadiazina
Soleimani, 1608 . de prata 1%.
pacientes
2020. )
queimados.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2025.

5.4 Caracteristicas dos estudos in vitro

5.4.1 Origem e caracteristicas das cepas de P. aeruginosa
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Todos os estudos (100%, n=6) incluidos nessa revisdo partiram de analises
utilizando culturas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa, especificadas na
Tabela 1 e 2. Em parte deles, as cepas foram obtidas de culturas padronizadas
(33,33%, n=2), sendo elas P. aeruginosa PA 100 e P. aeruginosa PAO1 (Valdez et
al., 2005; Lenzmeier et al., 2019). Nos mesmos estudos, a P. aeruginosa 119 qsc
mutante e P. aeruginosa PAO1/pMP7605 também foram incluidas nos experimentos,
porém, apenas como ferramentas auxiliares na avaliagdo da producido de acil-
homoserina lactonas e visualizagdo por Microscopia Confocal de Varredura a Laser
(CLSM), respectivamente.

Nos demais artigos (66,67%, n= 4), foram utilizadas cepas de P. aeruginosa
isoladas de pacientes queimados hospitalizados ou de lesbes com carater crdnico,
todas declaradamente resistentes a antibiéticos e outros tratamentos (Ramos; Peral;
Valdéz et al., 2008; Moghadam et al., 2020; Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2020;
Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2021). O perfil de resisténcia da P. aeruginosa
utilizada nos experimentos avaliado pelo didmetros dos halos resultantes do ensaio
de susceptibilidade a antimicrobianos foi reportado em apenas dois estudos, sendo
ambas as cepas resistentes a Ceftazidima, Imipenem e Ciprofloxacina (Moghadam
et al., 2020; Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2021), descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Perfil de resisténcia dos isolados clinicos utilizados nos estudos incluidos na revisao

sistematica.
Autores e ano Origem da cepa de P. aeruginosa Resisténcia a:
Ramos; Peral; » Queimadura crénica Nao informado
Valdéz et al, 2008.
Abootaleb; Bandari; » Queimadura Ceftazidima
Soleimani, 2021. Imipenem
Ciprofloxacina
Gentamicina
Amicacina
Piperaciclina
Colistina
Abootaleb; Bandari; » Queimadura Nao informado
Soleimani, 2020.
Moghadam et al., » Queimadura Ceftazidima
2020. Imipenem
Ciprofloxacina
Gentamicina
Amicacina
Tetraciclina

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

5.4 2 Testes realizados

Reunindo-se os estudos, obteve-se um numero de 10 testes diferentes
realizados em um total de 6 estudos (100%, n=6), sendo estes: ensaio de inibigdo do
crescimento em caldo; ensaios de inibicdo da producido direta e indireta de acil-
homoserina lactonas; ensaio de inibicdo biofilme estatico em microplaca; ensaio de
inibicdo de elastase; atividade de DNase; ensaio de zona de inibicdo; inibicado da
formacdo de biofilme pelo método do deslizamento em I|admina de vidro;
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) do SLC e ensaio de inibicdo da
formacgao e desintegracao do biofilme.

Os testes realizados em mais de um estudo foram os ensaios de biofilme
estatico em microplaca (33,33%, n=2) (Valdez et al., 2005; Ramos; Peral;Valdéz et
al., 2010), inibicdo do crescimento em caldo (33,33%, n= 2) (Valdez et al., 2005;
Lenzemeier et al, 2019), HPLC do SLC (33,33%, n= 2) (Abootaleb; Bandari;
Soleimani, 2020; Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2021) e inibicdo da formacao de
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biofilme pelo método do deslizamento em Iamina de vidro (33,33%, n=2) (Abootaleb;
Bandari; Soleimani, 2020; Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2021).

5.5 Caracteristicas dos estudos in vivo

5.5.1 Modelo animal

Em todos os estudos in vivo, os autores utilizaram o modelo animal murino de
linhagem Wistar e sexo masculino (100%, n=3) e afirmaram a aprovagdao dos
projetos pelos comités de éticas a qual foram submetidos. O peso das cobaias foi
informado por dois desses estudos, sendo 250 + 20 g (33,33%, n=1) (Abootaleb;
Bandari; Soleimani, 2021) e 200-250g (33,3%, n=1) (Moghadam et al., 2020),
enquanto na ultima pesquisa essa informagcdo nao foi relatada (33,3%, n=1)
(Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2020).

Em relacdo a idade dos animais, apenas um dos manuscritos informou o
parametro de 8-10 semanas (33,33%, n=1) (Moghadam et al., 2020) e nos demais
esse aspecto nao foi descrito no corpo do texto (66,66%, n=2) (Abootaleb; Bandari;
Soleimani, 2020; Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2021).

5.5.2 Lesao e infeccéo

Na totalidade dos estudos (100%, n=3), a leséo foi induzida por queimadura
na regiao das costas dos animais e classificada como de segundo grau. Para isso,
os pelos foram raspados e dois tipos de dispositivos metalicos foram utilizados, um
deles com o didmetro de 1cm, aquecido em agua fervente e colocado em contato
com a pele da cobaia por 5 segundos (66,66%, n=2) (Abootaleb; Bandari; Soleimani,
2020; Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2021) e o outro, descrito como uma barra de
ago quente com temperatura de 95°C e didametro de 2 cm (33,33%, n=1) (Moghadam
et al., 2020). Os dados apurados mostram que em todos os estudos as lesdes foram
infectadas com cepas Pseudomonas aeruginosa multirresistentes descritas na
Tabela 2 e 3.

A obtencao das cepas de P. aeruginosa se deu através de isolados clinicos

de pacientes com queimaduras hospitalizados nos Hospitais Firooz Gar (33,33%,
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n=2) (Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2020; Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2021) e
Motahari (33,33%, n=1) (Moghadam et al., 2020), todos localizados em Teera, Ira
(100%, n=3). Ainda, as concentragbes bacterianas para a indugéo das infeccdes
foram de 200-300 UFC (66,66%, n=2) (Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2020;
Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2021) e 1 ml da cepa na concentragédo de 1.5x108
UFC/mI (33,33%, n=1) (Moghadam et al., 2020).

5.5.3 Tratamento

Em dois dos estudos in vivo (66,66%), o SLC foi administrado por asperséo
uma vez ao dia, durante 28 dias, sem a utilizacdo veiculo (Abootaleb; Bandari;
Soleimani, 2020; Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2021). Em contrapartida, o terceiro
estudo (33,33%) aponta a utilizagdo da pomada Eucerin® como veiculo para o teste
de trés diferentes tratamentos, sendo eles a unidade formadora de colénia (UFC), o
SLC e a cultura completa. A vista disso, a aplicagao dos tratamentos sob a forma de
pomada sobre as queimaduras também foi realizada uma vez por dia, no entanto,

apenas durante 14 dias (Moghadam et al., 2020).

5.6 Principais resultados

5.6.1 Estudos in vitro: Inibigao do crescimento e fatores de viruléncia

De acordo com os dados extraidos dos estudos in vitro incluidos nessa
revisdo sistematica, todos os sobrenadantes livres de células em sua forma natural
acida (AF) e cultura total (T), preparados a partir dos Lactobacillus plantarum ATCC
10241 e PTCC 1058, inibiram significativamente os biofilmes formados pelas cepas
de P. aeruginosa, especificados na Tabela 1 (Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2020;
Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2021; Ramos; Peral; Valdéz, 2010).

Em contrapartida, o filtrado neutralizado (NF) — preparado apos a
neutralizagdo do pH acido caracteristico do sobrenadante acido derivado do L.
plantarum ATCC 10241 — n&o apresentou efeitos significativos sobre o biofilme
desenvolvido pela PA100, caracterizada como uma amostra de clone isolado

(Valdez et al., 2005). Em outro estudo, a atividade inibitéria de uma intervengcédo NF
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semelhante, proveniente da mesma espécie de lactobacilo, método de neutralizagao
e pH final, também foi insatisfatéria sobre o biofilme produzido pela cepa de P.
aeruginosa isolada, porém, quanto a colbnia policlonal da mesma espécie
bacteriana, a inibicao foi significativa (Ramos; Peral; Valdéz, 2010).

A atividade de DNase nao foi constatada em nenhum dos derivados do L.
plantarum ATCC 10241 quando dispostos em agar DNA, sendo este um resultado
auxiliar na compreensdo do mecanismo de agao desses compostos (Ramos; Peral;
Valdéz, 2010). Ademais, informagdes sobre composi¢do do AF provenientes dos
probidticos L. platarum PTCC 1058 e L. casei PTCC 1608 foram obtidas pela analise
por cromatografia de alta performance (HPLC), indicando a presenca de quatro
acidos principais: acido lactico, acido acético, acido citrico e acido succinico
(Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2020; Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2021).

Ainda sobre os ensaios relacionados ao biofilme bacteriano, os preparados
provenientes das demais espécies de lactobacilos dispostas na Tabela 1, também
revelaram efeitos sobre a progressédo desse fator de viruléncia. De acordo com os
autores, o sobrenadante acido derivado do L. casei promoveu a reducao da adesao
da P. aeruginosa em lamina, porém, a quantificacdo exata dessa diminuicdo nao foi
relatada, uma vez que os resultados foram apresentados apenas na forma de
imagens (Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2021).

Ja o ensaio performado com o uso do AF proveniente do L. gasseri,
ocasionou a desintegragao e inibicao da formagao do biofilme, pois ao final do tempo
de incubagdo, houve um decréscimo significativo nas massas dos biofilmes em
relagdo ao controle, reportando-se apenas a visualizagdo microscopica de alguns
aglomerados de bactérias dispersas na amostra tratada apoés 8 horas de
crescimento do biofilme (Lenzmeier et al., 2019).

Os derivados de Lactobacillus spp. também se demonstraram promissores
contra a forma planctbnica da P. aeruginosa. A adicdo da cultura total ou
sobrenadante acido provenientes do L. plantarum ATCC 10241 propiciaram a
diminuigdo significativa da contagem de UFC/ml' das cepas de P. aeruginosa
PA100 e PAO1, respectivamente (Valdez et al., 2005; Lenzmeier et al., 2019). Em
contrapartida, o sobrenadante mostrou uma reducéo na sua tividade bacteriana apés

a neutralizacdo, enquanto a intervengao caracterizada pela unidade formadora de
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coldénia lavada com solugdo salina tamponada com fosfato (Lp) nao propiciou
inibicao (Valdez et al., 2005).

Em relacdo as acil-homosserina lactonas, a cultura total e AF preparados a
partir do L. plantarum ATCC 10241 bloquearam significativamente a atividade e/ou
sintese dessas moléculas, avaliadas por ensaios direto e indireto. No entanto, notou-
se uma moderada, porém significante, interferéncia propiciada pelo meio Man
rogosa e Sharpe (MRS), utilizado no cultivo dos lactobacilos. Esse achado foi
destacado pela observagao de atividade inibitéria pelo controle MRS (meio sem os
lactobacilos) sobre as acil-homoserina lactonas, tanto no ensaio indireto quanto no
direto.

No mesmo estudo, esse componente ndao apresentou interferéncia na acao
das intervencbes sobre a elastase produzida pela PA100, havendo a inibigao
significativa da atividade dessa enzima por todos os preparados: cultura total, AF e

NF, sendo que a cultura total se mostrou mais efetiva (Valdéz et al., 2005).

5.6.2 Estudos in vivo: aspectos microscépicos e macroscopicos da lesao infectada

Na avaliagao realizada apds 21 dias de tratamento, os grupos de animais
infectados com cepas de P. aeruginosa multirresistentes e tratados com os
sobrenadantes acidos preparados a partir de culturas de L. casei PTCC 1608 e L.
plantarum PTCC 1058, foram os unicos a atingir a cicatrizagdo completa das lesdes
nesse dia, enquanto o mesmo feito foi observado nos grupos controle positivo
apenas na avaliacdo seguinte, realizada no 28° dia. Os estudos histologicos das
lesdes através da coloragdo com Hematoxilina e Eosina e Tricromico de Masson
mostraram um numero aumentado de fibroblastos associado a camadas epidérmicas
e dérmicas mais espessas (Abootaleb; Bandari; Soleimani, 2020; Abootaleb;
Bandari; Soleimani, 2021).

Diferentes derivados preparados a partir do L. plantarum 299v, também foram
avaliados quanto aos impactos na cicatrizagao de queimaduras infectadas, ao passo
que, ao fim do periodo de 14 dias de tratamento, o principio ativo a conseguir a
maior taxa de cicatrizagdo foi a UFC nado lavada do lactobacilo, seguido pelas
demais intervencdes, detalhadas no apéndice H, referente ao estudo de Moghadam

e colaboradores (2020).
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Embora a cicatrizagdo tenha respondido melhor a UFC, o derivado a inibir o
crescimento da P. aeruginosa em 100% das les6es no menor tempo de tratamento
foi a unido desse derivado com o sobrenadante acido. Outrossim, ao fim do periodo
de administragdo das intervengdes, as contagens médias de leucdécitos dos murinos
tratados apenas com o sobrenadante acido ou UFC nédo lavada foram
significativamente maiores que o controle positivo, o qual continha como principio

ativo o antimicrobiano Imipenem (Moghadam et al., 2020).
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6 DISCUSSAO

Atribuida a capacidade de escape ao efeito biocida dos antimicrobianos e
expressdo de uma gama fatores de viruléncia, a P. aeruginosa demonstra relevante
papel como agente patogénico oportunista causador de infecgbes em pacientes
queimados, de modo que, o sucesso no tratamento dos individuos acometidos
depende de intervengdes eficazes contra diferentes aspectos dessa bactéria (Li et
al., 2021).

A inibicdo e descontrucdo satisfatérias dos biofilmes por grande parte dos
sobrenadantes constatada nessa revisao sistematica, principalmente demonstradas
pelos filtrados acidos derivados de Lactobacillus spp., associada a inatividade de
DNase, sugere que a interagao entre o biofilme e os fatores inibidores possivelmente
presentes em derivados especificos dos lactobacilos seja caracterizada por
mecanismos de agao diferentes da degradacdo de DNA extracelular (Ramos; Peral;
Valdéz, 2010).

Essa inibicdo pode estar relacionada a atividade de biosurfactantes,
compostos comprovadamente produzidos por espécies de lactobacilos, capazes de
desintegrar biofilmes ja formados e impedir a aderéncia bactériana, etapas
importantes para o estabelecimento dessa matriz polimérica (Ma; Tu; Chen, 2023).
Além disso, a deteccdo de células bacterianas dispersas apenas na amostra tratada
mais tardiamente reforca a importancia da intervencao precoce na inibicdo desse
fator de viruléncia (Thomas; Thomas, 2021).

Outrossim, a impossibilidade de crescimento dos biofilmes tratados com o
sobrenadante acido, também propde a existéncia de metabdlitos secundarios
inibidores provenientes desse tratamento. Isso pois, apesar do acido latico produzido
pelos lactobacilos apresentar eficiéncia antimicrobiana sobre patdgenos Gram-
negativos, ambientes dotados de um pH moderadamente acido também podem
acabar induzindo a formagao de biofiimes mais densos por cepas especificas de P.
aeruginosa, o que nao ocorreu a partir da adicdo do AF (Mozaheb et al., 2023; Ma;
Tu; Chen, 2023).

No entanto, é importante salientar que as quantidades de sobrenadante

usadas podem nao ter sido suficientes para a acidificagdo do meio de crescimento
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da P. aeruginosa, dado que as informagdes acerca do pH final apds o tratamento
nao foram relatadas nos estudos.

A néo inibigdo ou diminuicdo da bioatividade demonstrada pela interagcéo
entre sobrenadantes neutralizados e cepas isoladas quando comparadas as cepas
policlonais, como relatado na presente revisdo, pode estar relacionada a maior
variedade genética presente nas amostras policlonais e consequente
susceptibilidade aumentada a variacdo de moléculas inibidoras no sobrenadante
(van Schaik et al., 2005). Além disso, existe a possibilidade das multiplas passagens
da amostra original em meio de cultura para o isolamento do clone de P. aeruginosa
a ser utilizado em um dos ensaios terem favorecido variacbes fenotipicas e
mutagdes no microrganismo, influenciando assim na sua interagdo in vitro com o
sobrenadante neutralizado (USP 37, 2012).

Além da extraordinaria resisténcia conferida pelo biofilme, a importante fungao
desempenhada pela 30-C12-HSL e C4-HSL na comunicacdo e coordenagao de
atividades envolvidas na sobrevivéncia e adaptagéo da P. aeruginosa, mediada pelo
mecanismo de quorum-sensing (QS), as destaca como alvos no combate a esse
patdgeno bacteriano (Moura-alves et al., 2019). A vista disso, a inibigao da sintese e
atividade dessas moléculas pelos derivados de Lactobacillus spp. destaca o
potencial multimodal dessas intervengbes, apesar da influéncia do meio de
crescimento MRS nos resultados obtidos (Moura-alves et al., 2019).

No entanto, o estudo da interagcdo dos sobrenadantes e outros derivados
sobre os fatores de viruléncia pertencentes a P. aeruginosa durante infecgao tecidual
ativa seria capaz de esclarecer melhor o impacto desses fatores na evolucado da
lesdo, mecanismo de acao dos preparados provenientes de Lactobacillus spp. nas
queimaduras infectadas e no processo de restauragdo da integridade e
funcionalidade tecidual.

Assim como os estudos in vitro promovem o melhor entendimento sobre a
interacdo entre os fatores de viruléncia da P. aeruginosa e os derivados de
Lactobacillus spp., a experimentacgao in vivo fornece informagdes valiosas sobre os
efeitos do uso dessa intervencado na cicatrizagdo de queimaduras infectadas por
esse microrganismo. Ao considerar a eliminagdo mais rapida da P. aeruginosa
presente nas lesdes infectadas e a melhoria no tempo e qualidade da cicatrizagao,

pressupode-se que o sobrenadante de lactobacilos possua uma agao antibacteriana,

41



predominantemente relacionada a presencga de bacteriocinas, como ja reportado na
comunidade cientifica (Knackstedt; Knackstedt; Gatherwright, 2020; Mozaheb et al.,
2023; Ma; Tu; Chen, 2023).

Indicios do aumento no numero de fibroblastos e a presenca de camadas
epidérmicas e dérmicas mais espessas nos grupos tratados com os sobrenadantes
acidos, descritos em dois estudos incluidos nessa revisao, expandem a gama de
possiveis efeitos exercidos pelas moléculas produzidas nesse meio, sendo um deles
a eventual interagdo com fibroblastos e vias de sinalizagdo, divulgado mediante
ensaios in vitro envolvendo probidticos e culturas de fibroblastos dérmicos humanos
(HDFs) (Zhang et al., 2025).

Ainda, as vantagens de producédo constante dos metabdlitos e a aderéncia
competitiva podem ter sido promovidas pela unidade formadora de colbnia, seja
isolada ou junto ao sobrenadante, uma vez que a sua presenca resultou em efeitos
positivos proeminentes em parte dos estudos avaliados. Ademais, elementos
celulares estruturais do lactobacilo como o envelope celular e acidos tecdicos podem
interagir com o sistema imunoldgico do hospedeiro, desempenhando assim um
papel imunomodulatério (Ma; Tu; Chen, 2023).

No que diz respeito a robustez dos estudos, Valdéz e colaboradores (2005)
sobressairam-se em relagdo aos demais ao serem 0s unicos a avaliar o potencial
inibidor das intervengdes sobre moléculas QS e elastase de P. aeruginosa, provendo
assim, resultados que repercutiram em uma discussdo detalhada sobre a
bioatividade do sobrenadante acido concentrado.

De maneira analoga, o ensaio de inibicao dindmica do biofilme apresentado
por Lenzemeier e colaboradores (2019) proveu informagdes inovadoras sobre o
comportamento do biofilme em relacéo a variagdes no tempo de tratamento, sendo a
visualizagao por microscopia um fator diferencial decisivo para a intrepretagao. Além
disso, esse mesmo estudo foi 0 unico a avaliar a possivel contribuicao de compostos
espécificos provenientes do sobrenadante de Lactobacillus spp. para a bioatividade
desse derivado além do pH, ao investigar a presenga de proteinas termo-labeis e
Perdxido de Hidrogénio nesse preparado.

Apesar do aporte das informacdes apresentadas para o entendimento da
interacao entre o sobrenadante e outros de derivados de Lactobacillus spp. e a P.

aeruginosa, a descricdo dos detalhes metodoldgicos e resultados nos estudos de
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Abootaleb e colaboradores foi insatisfatéria, principalmente em relagdo ao
cegamento dos pesquisadores, obtencdo e apresentagdo dos resultados dos
estudos in vivo, prejudicando a confiabilidade dos desfechos. Outrossim, a omiss&o
da quantificagdo do cristal violeta referente ao ensaio de inibigdo do biofilme torna

incompleta a interpretacao do grau de inibicao pelo leitor.

43



7 CONCLUSAO

Os resultados provenientes dessa revisdo sistematica fornecem importantes
informagdes sobre a interacdo dos sobrenadantes e outros derivados de
Lactobacillus spp. com o crescimento, fatores regulatérios e de viruléncia associados
as cepas de Pseudomonas aeruginosa, bem como os efeitos na cicatrizagdo de
queimaduras de segundo grau infectadas por essa bactéria a partir de um modelo
animal.

As evidéncias apresentadas demonstraram-se promissoras em relacdo a
aplicagao biotecnologica dos probidticos e pos bidticos, dos quais destacaram-se os
efeitos do sobrenadante acido, cultura completa e a UFC, tanto nos estudos in vivo,
quanto in vitro. No entanto, a distribuicdo geografica restrita, principalmente em
relacdo aos estudos in vivo, acompanhada da falta de padronizagdo nos parametros
avaliativos, caréncia de dados metodoldgicos importantes e resultados quantitativos
em ambas as metodologias, foram fatores contribuintes para um alto risco de viés
nas experimentagdes, apresentacdo e interpretacdo dos resultados, limitando
também a comparagao entre estudos.

Apesar dos impasses encontrados, os desfechos encontrados fundamentam a
realizacdo de novos estudos nesse ambito, sendo esses adequadamente
reportados, para que assim, um conjunto de dados mais homogéneo, claro e de
maior qualidade possibilite 0 asseguramento das proposi¢cées apresentadas e uma

futura aplicacao biotecnoldgica efetiva e segura dos derivados de Lactobacillus spp.
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APENDICE A - STRING DE BUSCA E RESULTADOS OBTIDOS DA BASE DE
DADOS PUBMED.

BUSCA

QUADRO

RESULTADOS

#1

"Lactobacillus"[All Fields] OR "Probiotics"[All
Fields] OR "Probiotic"[All Fields]

81.112

#2

"Burns"[All Fields] OR "Burn"[All Fields] OR
"Thermal injury"[All Fields] OR "Thermal
injuries"[All Fields]

138.678

#3

"Pseudomonas aeruginosa"[All Fields] OR
"Bacillus aeruginosus"[All Fields] OR "Bacillus
pyocyaneus"[All Fields] OR "Bacterium
pyocyaneum"[All Fields] OR "Pseudomonas
polycolor"[All Fields] OR "Pseudomonas
pyocyanea"[All Fields]

82.377

#4

("Pseudomonas aeruginosa"[All Fields] OR
"Bacillus aeruginosus"[All Fields] OR "Bacillus
pyocyaneus"[All Fields] OR "Bacterium
pyocyaneum"[All Fields] OR "Pseudomonas
polycolor"[All Fields] OR "Pseudomonas
pyocyanea"[All Fields]) AND ("Burns"[All Fields]
OR "Burn"[All Fields] OR "Thermal injury"[All
Fields] OR "Thermal injuries"[All Fields]) AND
("Lactobacillus"[All Fields] OR "Probiotics"[All
Fields] OR "Probiotic"[All Fields])

21
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APENDICE B - STRING DE BUSCA E RESULTADOS OBTIDOS DA BASE DE
DADOS EMBASE

BUSCA
#17
#16
#15
#14
#13
#12
#11
#10
#9
#8
#7
#6
#5
#4
#3
#2
#1

QUADRO
#14 AND #15 AND #16
#11 OR #12 OR #13

#5 OR #6 OR #7 OR #8 OR #9 OR #10

#1 OR #2 OR #3 OR #4
'‘probiotic’

'probiotics'

'lactobacillus'
'pseudomonas pyocyanea'
'pseudomonas polycolor'
'bacterium pyocyaneum'
'bacillus pyocyaneus'
'bacillus aeruginosus'
'Pseudomonas aeruginosa'
'thermal injuries’

'thermal injury'

‘burn’

‘burns’

RESULTADOS
57
112,802
142,483
190,684
59,827
36,116
73,865
151
4
12
112
3
142,146
1,267
12,990
122,645
107,658
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APENDICE C - CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS IN VIVO E MODELO ANIMAL

Autores e Ano Pais Modelo animal Linhagem/espéci Sexo Idade Peso
e

Abootaleb; Ira Murino Ratos Wistar M NI NI
Bandari;
Soleimani, 2020
Abootaleb; Ira Murino Ratos Wistar M NI 250g + 20
Bandari;
Soleimani, 2021
Moghadam et Ira Murino Ratos Wistar M 8 a10 semanas 200-250g
al., 2020

Legenda: M= masculino; NI= Nao informado; g= gramas
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APENDICE D - CARACTERISTICAS DA LESAO E INFECGAO DOS ESTUDOS IN VIVO.

Autores e Ano

Tipo de lesao

Modo de indugao da

Cepa bacteriana

Modo de indugao da infecgao

lesdo
Abootaleb; Queimadura Dispositivo metalico Pseudomonas aeruginosa 200 - 300 UFC da P
Bandari; com 1cm de didametro multiresistente isolada de aeruginosa foi colocada sobre
Soleimani, foi aquecido em agua pacientes queimados a superficie da queimadura
2020. fervente e colocado em hospitalizados no Hospital logo apés sua indugao (dia 0).
contato com as costas Firoozgar, em Teer3, Ira.
do animal por 5
segundos.
Abootaleb; Queimadura Dispositivo metalico Pseudomonas aeruginosa 200 - 300 UFC da P
Bandari; com 1cm de didmetro multiresistente isolada de aeruginosa foi colocada sobre
Soleimani, foi aquecido em &agua pacientes queimados a superficie da queimadura
2021. fervente e colocado em hospitalizados no Hospital logo apés sua indugao (dia 0).
contato com as costas Firoozgar, em Teer3, Ira.
do animal por 5
segundos.
Moghadam et Queimadura Barra de aco quente Pseudomonas aeruginosa, Foi inoculado 1 ml da cepa

al., 2020.

com didmetrode 2 cm e
temperatura de 95°C.

isolada de queimaduras de
pacientes hospitalizados no

Hospital Motahari, em Teer3,

Ira.

(1.5%108 UFC/ml) na
queimadura apds 24 horas (dia

1).

Legenda: °C= graus Célsius; UFC= unidade formadora de col6énia; UFC/mI= Unidade formadora de colénia por ml.
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APENDICE E - CARACTERISTICAS DO TRATAMENTO DOS ESTUDOS IN VIVO.

Autores e Tratamento Modo de preparo Rota de Posologi Duragao Controles
Ano administragao a (dias)
Abootaleb; Sobrenadante livre O lactobacilo Topica — O SLC foi Acada 24 28. > Controle negativo:
Bandari; de células (SLC) cultivado por 1 dia aplicado sobre a horas. Sem tratamento;
Soleimani, derivado de culturas em caldo MRS foi queimadura por > Controle positivo:
2020. de Lactobacillus centrifugado e filtrado asperséo. Sulfadiazina de
casei PTCC 1608. em membrana prata 1%.
0.2um.
Abootaleb; Sobrenadante livre O lactobacilo Topica — O SLC foi Acada 24 28. > Controle negativo:
Bandari; de células (SLC) cultivado por 1 dia aplicado sobre a horas. Sem tratamento;
Soleimani, derivado de culturas em caldo MRS foi queimadura por > Controle positivo:
2021. de Lactiplantibacillus centrifugado e filtrado aspersao. Sulfadiazina de
plantarum PTCC em membrana prata 1%.
1058. 0.2um.
Moghadam Lactobacillus O lactobacilo Toépica — Cada um Acada 24 14. > Controle negativo:
etal., 2020. plantarum 299y, cultivado por 2 dias dos tratamentos sob horas. Pomada Eucerin
sendo: em caldo MRS foi a forma de pomada +0,9% NaCl
centrifugado e filtrado (1g/1ml),

» Pomada Eucerin
+ pellet celular
(19/108);

» Pomada Eucerin
+ SLC (1g/1ml);

» Pomada Eucerin
+ (pellet celular+
SLC) (108/1g/ml).

em membrana

0.22um.

foi aplicado sobre a
queimadura.

» Controle positivo:
Pomada Eucerin
+ Imipenem
(19/1mg).
Concentragao do
Imipenem:
(50mg/1kg).

Legenda: °C= Graus célcius; MRS= Man, Rogosa e Sharpe; SLC= sobrenadante livre de células; PTCC = Persian Type Culture Collection
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APENDICE F - RESULTADOS ESPECIFICOS DO ESTUDO IN VIVO DE ABOOTALEB; BANDARI; SOLEIMANI, 2020.

Autores e Ano Tratamento Modo de avaliagao Intervalo de Resultados especificos relatados
avaliagao
Abootaleb; Sobrenadante 1. Area da ferida Semanal: dias 1. No sétimo dia de tratamento, a taxa de
Bandari; livre de células (método da régua), 7, 14, 21 e 28 cicatrizagao referente aos controles positivo e
Soleimani, (SLC) calculo das taxas do periodo de negativo foi de 0%. Ja a do grupo tratado com
2020. preparado a referentes a area da tratamento. o SLC foi de 75%.
partir de leséo aberta e
culturas de cicatrizagao; O grupo tratado com o SLC atingiu a
Lactobacillus cicatrizagdo completa (taxa de cicatrizacdo =
casei PTCC 2. Estudo 100% e area da lesao aberta = 0%) no 21° dia
1608. Histopatologico: de tratamento, enquanto o controle positivo
avaliacao de (sulfadiazina de prata 1%) atingiu o mesmo
inflamacao, feito no 28° dia.

reepitelizacao,
neovascularizacao,
formacédo de tecido de
granulagao e
acumulagao de
colageno a partir da
microscopia Optica das
ldminas histopatologicas
obtidas por bidpsia.

2. No 28° dia, as feridas tratadas com o SLC
apresentaram camadas de derme e epiderme
mais grossas, quando comparada ao grupo
controle positivo

Legenda: SLC= Sobrenadante livre de células; : °C= Graus célcius;
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APENDICE G - RESULTADOS ESPECIFICOS DO ESTUDO IN VIVO DE ABOOTALEB; BANDARI; SOLEIMANI, 2021.

Autores e Ano Tratamento Modo de avaliagao Intervalo de Resultados especificos relatados
avaliagao

Abootaleb; Sobrenadante 1. Area da ferida Semanal:dias 1. O grupo tratado com o SLC atingiu a
Bandari; livre de células (método da régua), 7,14,21e28 cicatrizagdo completa (taxa de cicatrizagdo =
Soleimani, (SLC) calculo das taxas do periodode 100% e area da lesdo aberta = 0%) no 21° dia
2021. preparado a referentes a area da tratamento. de tratamento, enquanto o controle positivo
partir de leséo aberta e (sulfadiazina de prata 1%) atingiu o mesmo

culturas de cicatrizacao feito no 28° dia.

Lactiplantibacillu

S plantarum 2. Estudo 2. No dia 28 de tratamento, os estudos
PTCC 1058. Histopatologico: histopatoldgicos revelaram que a pele do grupo
avaliacao de tratado com o SLC de L. plantarum PTCC 1058
inflamacao, apresentou camadas epidérmicas e dérmicas

reepitelizacao,
neovascularizacao,
formacéao de tecido de
granulagao e
acumulagao de
colageno a partir da
microscopia Optica das
ldminas histopatoldgicas
obtidas por bidpsia das
queimaduras.

mais espessas € um maior numero de células
fibroblasticas em comparagdo com os outros
grupos.

Legenda: SLC= Sobrenadante livre de células; : °C= Graus célcius;
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APENDICE H - RESULTADOS ESPECIFICOS DO ESTUDO IN VIVO DE MOGHADAM ET AL., 2020.

Autores e Ano Tratamento Modo de avaliagao Intervalo de Resultados especificos relatados
avaliagao
Moghadam et Lactobacillus 1. Area da ferida Semanal: dias 1. No dia 14° dia, o tamanho médio das feridas
al., 2020. plantarum 299v, (método da régua) e 0,7e14do no grupo tratado somente com pellet foi
sendo: calculo da taxa de periodo de signmenor do que nos grupos controle negativo
> Pomada cicatrizacao; tratamento. (p=0.001), positivo (p= <0.001) e sobrenadante
Eucerin + 2. Avaliacao (p= 0.003). A respeito da taxa de cicatrizacao, a
pellet celular hematoldgica da ferida: porcentagem do grupo referente ao pellet maior
(19/108); Contagem de quando comparada ao controle positivo
> Pomada leucaocitos. (p=0.014). Além disso, a taxa foi maior no
Eucerin + 3. Cultura das feridas: grupo pellet + sobrenadante, quando
SLC obtencao de camadas comparada ao grupo sobrenadante (p= 0.004).
(1g/1ml); superficiais da lesdo 2. Houve um aumento significativo na
> Pomada com um swab estéril contagem de leucdcitos no grupo referente ao
Eucerin + posteriormente cultivado pellet celular, avaliado como superior ao valor
(pellet em agar sangue e do grupo controle positivo (p= 0.002) no dia 14.
celular+ incubado por 24 horas a Além disso, o numero de leucdcitos do grupo
SLC) 37°C. sobrenadante também foi maior que o controle

(108/1g/ml).

positivo nesse mesmo dia (p= 0.001).

3. No 7° dia de tratamento, o grupo tratado com
sobrenadante + pellet celular foi o Unico a
atingir 100% de lesdes negativas para P.
aeruginosa. No dia 14 todos os grupos, exceto
o controle positivo, demonstraram 100% de
casos negativos.

Legenda: SLC= Sobrenadante livre de células; : °C= Graus célcius;
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APENDICE | - CARACTERISTICAS DO ESTUDO IN VITRO DE VALDEZ ET AL., 2005.

Autores e Pais Intervencgao(s) e Cepa(s) bacteriana Testes realizados Controles
Ano modo de preparo
Valdéz et Argentina  Lactobacillus P. aeruginosa PA100 e 1.Teste de Inibigao 1.Controle LB: P. aeruginosa
al., 2005. Plantarum ATCC P. aeruginosa 119 gsc  em caldo e contagem em meio LB;

10241, crescido em
caldo MRS,sendo:
Cultura total (T);

» SLC acido (AF),
através da
centrifugacéao e
filtragem do
sobrenadante
em membrana
0,22um;

» SLCempH?7,
obtido pela
neutralizagdo do
AF com 8 M de
NaOH (NF);

> Células lavadas,
na concentragao
de 108 UFG/MmL

(Lp).

mutante*

em agar MacConkey;
2. Producao direta de
Acil-homosserina-
lactonas;

3. Producao indireta
de Acil-homosserina-
lactonas;

4. Ensaio estatico de
biofilme em
microplaca de 96
pocos: medicao da
absorbancia do
cristal violeta apés 1
e 7 horas de
incubacgao;

5. Ensaio de
elastase: medicao da
absorbancia apos 1 e
18h de incubacao.

Controle MRS: P. aeruginosa
em caldo MRS.

2. Controle LB: P. aeruginosa
em meio LB;

Controle MRS: P. aeruginosa
em caldo MRS.

3. Controle LB: P. aeruginosa
em meio LB;

Controle MRS: P. aeruginosa
em caldo MRS.

4. Controle LB: P. aeruginosa
em meio LB;

Controle MRS: P. aeruginosa
em caldo MRS.

5. Controle LB: P. aeruginosa
em meio LB;

Controle MRS: P. aeruginosa
em caldo MRS.

Legenda: NI = Nao informado; MRS= Man, Rogosa e Sharpe; Legenda: °C= Graus célcius; SLC= sobrenadante livre de células; LB: Luria- Bertani; ATCC:
American Type Culture Collection.*= Esta cepa tem uma fuséo transcricional /acZ aleatéria no cromossomo de um las/—rhll duplo mutante, assim, ela n&o
produz 30-C12-HSL e C4-HSL, mas responde a presenga desses compostos aumentando a expressao de [ -galactosidase e foi usada para detectar a

producéo de acil-homoserina-lactonas (AHLs) pela PA100.
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APENDICE J - CARACTERISTICAS DO ESTUDO IN VITRO DE RAMOS; PERAL; VALDEZ, 2010

Autores e Pais Intervencao(s) e modo Cepa(s) bacteriana Testes realizados Controles
Ano de preparo
Ramos; Argentina Sobrenadantes livres de Pseudomonas 1.Ensaio estatico de 1. Controle negativo: NI;
Peral; células preparados a aeruginosa obtida biofilme em microplaca  Controle positivo: : DNAse

Valdéz, 2010

partir

de culturas de

Lactobacillus plantarum
ATCC 10241, em caldo
MRS a 37° C, sendo:

> Filtrado acido (AF):
obtido apds
centrifugacéao e
filtracdo em filtro de
0,22 um;

> Filtrado
neutralizado (NF):
parte do AF
neutralizado com 8
M de NAOH, até a
obtencao de pH 7.

de uma queimadura
crbnica de um més

de evolugdgo e
resistente a
diversos
tratamentos:

> (I): Mistura de
cepas (amostra
policlonal).

> (Il): Cepa
isolada atraves de
multiplas
passagens em
meio LB.

de 96 pocos (avaliagao
pela medicao da
absorbancia apés 1 e 6
horas de incubacéo;

2. Deteccao de
atividade de DNAse
pelos Filtrados Acido
(AF) Neutralizado (NF)

e cultura completa de L.

plantarum em agar
DNase;

tipo I de 1 mg% (D1) e 100
mg% (D100);

2. Controle negativo: NI;
Controle positivo: DNAse
tipo 1 de 1 mg% (D1) e 100
mg% (D100).

Legenda: NI = Nao informado; MRS= Man, Rogosa e Sharpe; Legenda: °C= Graus célcius; SLC= sobrenadante livre de células; LB: Luria- Bertani; ATCC:

American Type Culture Collection.
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APENDICE K - CARACTERISTICAS DO ESTUDO IN VITRO DE LENZMEIER ET AL, 2019.

Autores e Pais Intervengao(s) e modo Cepa(s) bacteriana Testes realizados Controles
Ano de preparo

Lenzmeier  Estados Preparados a partir da Pseudomonas 1. Ensaio de zona de 1. Controle negativo: MRS

et al, 2019. Unidos  cultura de Lactobacillus aeruginosa PA0O1, inibicdo: Zonas de ndo 20 vezes concentrado;
gasseri ATCC 33323, cepa prototropica  crescimento da PAO1 Controle positivo: NI.
crescidos por 48h em originalmente em contato com o LgCS 2. Controle negativo: MRS
caldo MRS a 37°C, isolada de uma e Lg63AM. 20 vezes concentrado;
sendo: ferida infectada e 2. Ensaio de inibicao Controle positivo: NI.

> Cultura completa PAO1/pMP7605 **

de Lactobacillus
gasseri ATCC
33323 (Lg63AM);

» SLC 20 vezes
concentrado partir
da centrifugacao,
passagem em
coluna 5000 Da
MWCO e filtragem
em filtro de poro de
0.2um.

em caldo: contagem de
unidades formadoras de
colonia CFU de PAO1
apoés incubagcao em
LgCS.

3. Ensaio de inibicdo da
formacgao ou
desintegragao do
biofilme em placa de 24
pocos, analisados de
maneira quantitativa
através da absorcéo do
cristal violeta ou
qualitativa por
observacdo em CLSM.

3. Controle negativo: MRS
20 vezes concentrado;
Controle positivo: NI.

Legenda: NI = Nao informado; MRS= Man, Rogosa e Sharpe; Legenda: °C= Graus célcius; SLC= sobrenadante livre de células; LB: Luria- Bertani; ATCC:

American Type Culture Collection.

**= Esta cepa produz uma proteina fluorescente visualizada por Microscopia Confocal de Varredura a Laser (CLSM.
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APENDICE L —- CARACTERISTICAS DO ESTUDO IN VITRO DE ABOOTALEB; BANDARI; SOLEIMANI, 2020 E ABOOTALEB;

BANDARI; SOLEIMANI, 2021.

Autores e Pais Intervencao(s) e modo Cepa(s) bacteriana Testes realizados Controles
Ano de preparo
Abootaleb; Ira Sobrenadante livre de Pseudomonas 1.Inibicdo do biofilme: 1. Controle negativo:
Bandari; células preparado a aeruginosa Atividade antiadesiva do Lamina de biofilme
Soleimani, partir de culturas de multirresistente SLC pelo método de formado pela Paeruginosa
2020. Lactobacillus casei isolada de pacientes deslizamento em apenas em caldo BHIl;
PTCC 1608 como queimados lamina; Controle positivo: NI,
previamente descrito na  hospitalizados no  2.Cromatografia Liquida
Hospital Firoozgar, de Alta Performance do
em Teer3, Ira. SLC.
Abootaleb; Ira Sobrenadante livre de Pseudomonas 1. Inibicdo do biofilme: 1. Controle negativo:
Bandari; células (SLC) preparado aeruginosa Atividade antiadesiva do Lamina de biofilme
Soleimani, a partir da cultura de multirresistente SLC pelo método de formado pela P.aeruginosa
2021. Lactiplantibacillus isolada de pacientes deslizamento em apenas em caldo BHI,
plantarum PTCC 1058, queimados lamina; Controle positivo: NI.

hospitalizados no
Hospital Firoozgar,
em Teer3, Ira.

preparado como
previamente descrito na

2.Cromatografia Liquida
de Alta Performances
do SLC.

Legenda: NI = Nao informado; MRS= Man, Rogosa e Sharpe; Legenda: °C= Graus célcius; SLC= sobrenadante livre de células; LB: Luria- Bertani; ATCC:

American Type Culture Collection.
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APENDICE M - RESULTADOS ESPECIFICOS DOS TESTES REALIZADOS NO ESTUDO IN VITRO DE VALDEZ ET AL., 2005.

Intervencgao(s)

Ensaio de
inibicao de

Ensaio de inibigao
do crescimento em

Ensaio de inibigao

da producao

Ensaio de inibigao
da producao indireta

Ensaio de elastase

biofilme estatico caldo e contagem direta de Acil- de Acil-
em placa de 96 de coldnias homosserina- homosserina-
pogos: lactonas. lactonas
Preparadosa  Comparados ao Comparados ao Comparados ao Comparados ao Comparados ao
partir da cultura controle de controle LB: controle LB: controle LB: controle LB:
de Lactobacillus crescimentoda P »TeAF = » T = Inibicao » T=Inibicao » T=Inibicdo
Plantarum ATCC aeruginosa (LB): nenhuma célula significativa (p significativa (p < significativa (p
10241, crescido > TeAF= bacteriana viavel; < 0.001); 0.001); < 0.001);
em caldo MRS a Capacidade » NF=reduzida » AF= Inibicao » AF= Inibicao » AF= Inibigcao
37°C, sendo: inibitéria capacidade de significativa (p significativa (p < significativa (p
> Cultura total significativa inibicdo do <0.01); 0.001); <0.01);
(T); apos 7 horas crescimento da » NF=néo » NF = Inibicado » NF = Inibicdo
> SLC acido de incubacao PA 100 (97%), significativa. significativa (p < significativa (p
(AF); (p < 0.001). quando » Controle MRS 0.01); < 0.05);
> SLC Inibicao comparado ao Inibicdo » Controle MRS = » Controle MRS
neutralizado ndependente do controle LB (p < significativa. Inibicao = nao
(NF); crescimento da 0.001); Porém menor significativa, porém significativa;
> Células PA 100. » Lp= ngnhuma (p < 0.05). menor (p < 0.05).
lavadas capacidade de
(Lp). inibicao.

Legenda: MRS= Man, Rogosa e Sharpe; °C= Graus célcius; SLC= sobrenadante livre de células; LB: Luria- Bertani; ATCC: American Type Culture

Colletcion
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APENDICE N - RESULTADOS ESPECIFICOS DOS TESTES REALIZADOS NO ESTUDO IN VITRO DE RAMOS; PERAL;
VALDEZ, 2010

Intervencgao Ensaio estatico de biofilme em placa de 96 pocgos Atividade de DNase
Sobrenadantes livres de Biofilme formado pelo isolado clinico policlonal: Nenhuma atividade de DNase foi
células preparados a partir > Filtrados AF e NF = inibicdes significativamente encontrada nos sobrenadantes (AF e NF)
de culturas de Lactobacillus superiores as duas concentragdes de DNase (p < e na colbnia completa de L. plantarum
plantarum ATCC 10241, em 0,001); ATCC 10241 em agar DNase.
caldo MRS a 37° C, sendo:

> Filtrado &cido (AF); Biofilme formado pela cepa isolada:
> Filtrado neutralizado » AF = inibigdo significativamente superior as duas
(NF). concentragbes de DNase (p < 0,0001);

» NF = Inibigao significativamente inferior a solugao
de DNase 100mg% (p < 0,001).

Inibicdo independente da taxa de formacéao do biofilme.

Legenda: MRS= Man, Rogosa e Sharpe; °C= Graus célcius; ATCC: American Type Culture Collection.
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APENDICE O - RESULTADOS ESPECIFICOS DOS TESTES REALIZADOS NO ESTUDO /N VITRO DE LENZMEIER ET AL,

2019.

Ensaio de zona de
inibicao

Intervencgao

Ensaio de inibigao
em caldo em placa

Ensaio de inibigao da
formagao ou desintegracao

Visualizagao dos biofilmes
por Microscopia Confocal

de 24 pocgos do biofilme de Varredura a Laser
(CLSM)
Preparados a A cultura completa Comparado ao Tratamento apés Oh de Tratamento apoés Oh de
partir da culturade (Lg63AM) e o LgCS cMRSB: crescimento do biofilme: crescimento do biofilme:

inibiram
significativamente o
crescimento da cepa

Lactobacillus
gasseri ATCC
33323, crescidos

por 48h em caldo  PAO1.
MRS a 37°C,
sendo: Nao houve inibigao
pelo cMRSB.
> Cultura
completa;

> SLC 20 vezes
concentrado
(LgCS).

» O LgCS reduziu

as c.f.u. ml' da
PAO1 de
maneira

significativa (p <
0.0001)

» A biomassa do biofilme
formado na presenca de
LgCS foi menor do que a
produzida na presenca de
cMRSB (p < 0.0001).

Tratamento apds 4h
crescimento do biofilme:

» Os biofilmes tratados com
LgCS tiveram reducédo da
biomassa em 16 vezes,

de

quando comparado ao
controle
Tratamento apdés 8h de

crescimento do biofilme:

» O tratamento com LgCS
reduziu a biomassa dos
biofilmes em 40 vezes,
quando comparado ao
controle.

» Na presenca de LgCS,
nem biofilme ou células

bacterianas da
PAO1/pMP7605 foram
detectadas.

Tratamento apdés 4h de

crescimento do biofilme:

» Nenhum sinal do
biofilme foi visualizado
nas amostras tratadas
com LgCS;

Tratamento apdés 8h de

crescimento do biofilme:

» Apenas alguns
aglomerados dispersos
de células foram
visualizados nas

amostras tratadas com
LgCS.

Legenda: °C= Graus célcius; cMRS= Controle positivo composto pelo meio de Man, Rogosa e Sharpe.
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APENDICE P - RESULTADOS ESPECIFICOS DOS TESTES REALIZADOS NO ESTUDO /N VITRO DE ABOOTALEB;

BANDARI; SOLEIMANI, 2020 E ABOOTALEB; BANDARI; SOLEIMANI, 2021.

Ensaio de inibicao da formagao de
biofilme (método do deslizamento
em lamina):

Cromatografia Liquida de Alta Performance

Intervencgao
Sobrenadante livre de
células preparado a

partir de culturas de

O SLC de L. casei PTCC 1608
demonstrou efeito na reducdo da
adesao de P. aeruginosa em lamina

Foram detectados quatro acidos organicos principais: acido

latico, acido acético, acido citrico e acido succinico.

Lactobacillus casei de vidro*.
PTCC 1608.
Sobrenadante livre de A  presenga do SLC de Foram detectados quatro acidos organicos principais: acido

células (SLC) preparado
a partir de culturas de
Lactiplantibacillus
plantarum PTCC 1058.

Lactiplantibacillus plantarum PTCC
1058 reduziu significativamente o
processo de adesdo do biofilme na
|lamina de vidro*.

latico, acido acético, acido citrico e acido succinico.

Legenda: PTCC: Persian Type Culture Collection.
*Os resultados foram apresentados apenas na forma de imagens.
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