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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O presente trabalho possui um impacto social significativo, especialmente na promo-
¢ao da saude feminina. Ao investigar o comportamento de diferentes cepas de Lacto-
bacillus em meio semelhante ao ambiente vaginal, a pesquisa oferece subsidios rele-
vantes para o desenvolvimento de probidticos vaginais capazes de prevenir a disbi-
ose, condi¢cdo associada a infecgbes, vaginoses bacterianas e ao aumento do risco
de infecgao pelo virus HPV — principal agente etiolégico do cancer cervical. Nesse
sentido, o estudo contribui diretamente para estratégias de prevencdo do céancer do
colo do utero, ao propor formas de manter uma microbiota vaginal saudavel, que atue
como barreira protetora contra patdgenos e possiveis alteragdes celulares de carater
pré-cancerigeno.

Além disso, o trabalho abre perspectivas para o desenvolvimento de terapias comple-
mentares ou alternativas ao uso de antibiéticos, especialmente em casos de infecgdes
vaginais recorrentes, possibilitando a formulagao de produtos probioticos personaliza-
dos, mais eficazes e com menor risco de efeitos colaterais. Essa abordagem também
representa um avango para a saude publica, ja que o cancer cervical ainda figura entre
as principais causas de morte entre mulheres no Brasil. A adogao de probidticos como
medida preventiva pode reduzir significativamente os custos com tratamentos oncolo-
gicos e melhorar a qualidade de vida de populagdes vulneraveis, principalmente da-
quelas com acesso limitado aos servigos de triagem e tratamento precoce.

Adicionalmente, o uso de fluido vaginal simulado como meio de cultivo representa uma
inovacado metodologica importante, contribuindo para a microbiologia aplicada a gine-
cologia e fortalecendo a ponte entre a pesquisa académica e sua aplicagao pratica.
Dessa forma, este estudo se insere no campo da ciéncia translacional, promovendo o
desenvolvimento de solugdes terapéuticas com potencial direto de aplicagao no Sis-
tema Unico de Saude (SUS), fortalecendo as politicas publicas de salde voltadas &
prevencgao de doengas ginecoldgicas e ao cuidado integral da mulher.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The present study has significant social impact, especially in promoting women's
health. By investigating the behavior of different Lactobacillus strains in a medium that
simulates the vaginal environment, the research provides important insights for the
development of vaginal probiotics capable of preventing dysbiosis—a condition asso-
ciated with infections, bacterial vaginosis, and an increased risk of HPV infection, the
main etiological agent of cervical cancer. In this context, the study directly contributes
to cancer prevention strategies by proposing ways to maintain a healthy vaginal micro-
biota that acts as a protective barrier against pathogens and potential precancerous
cellular changes.

Furthermore, the work opens perspectives for the development of complementary or
alternative therapies to the use of antibiotics, especially in cases of recurrent vaginal
infections, allowing the formulation of personalized probiotic products that are more
effective and have fewer side effects. This approach also represents a step forward for
public health, considering that cervical cancer remains one of the leading causes of
death among women in Brazil. The use of probiotics as a preventive measure could
significantly reduce oncology treatment costs and improve the quality of life for vulne-
rable populations, particularly those with limited access to screening and early trea-
tment services.

Additionally, the use of simulated vaginal fluid as a culture medium represents an im-
portant methodological innovation, contributing to applied microbiology in gynecology
and strengthening the link between academic research and practical application. Thus,
this study falls within the field of translational science, promoting the development of
therapeutic solutions with direct potential for application within Brazil’'s Unified Health
System (SUS), and strengthening public health policies aimed at preventing gyneco-
logical diseases and ensuring comprehensive women’s health care.
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RESUMO

O céancer cervical € o tipo mais frequente de cancer ginecoldgico e envolve a divisdo
celular descontrolada e invasiva na cérvix do utero. Mais de 99% dos tumores de colo de utero
apresentam sequéncias de DNA viral, e por isso, a infeccido por virus do papiloma humano
(HPV) é considerada o principal agente etioldgico dessa neoplasia. A microbiota vaginal sau-
davel tem sido associada a predominancia de diferentes espécies de Lactobacillus, sendo
considerada uma situacédo de eubiose. A disbiose € a alteragdo da comunidade microbiana,
com reducao de Lactobacillus e aumento de outras espécies de bactérias anaerdbicas, con-
dicdo associada muitas vezes a doengas ginecoldgicas, incluindo vaginoses, a infecgéo por
HPV e, consequentemente, cancer cervical. A microbiota bacteriana é responsavel pela sin-
tese de acido lactico e producao de H-O-, que juntos atuam como antissépticos, criando uma
barreira contra agentes patogénicos. Ainda assim, existem muitos fatores a serem elucidados
tanto em relacéo ao efeito protetor desses microrganismos, a sua agao em lesdes pré-cance-
rigenas e cancerigenas, e seus fatores fisioldgicos e de cultivo. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a influéncia da aeracdo no crescimento de 5 espécies de Lactobacillus com
potencial probidtico vaginal (L. crispatus, L. gasseri, L. johnsonii, L. acidophilus e L. rhamno-
sus), em fluido vaginal simulado (FVS). As cepas foram cultivadas em frascos Erlenmeyers
de 125 mL contendo 25 mL de meio MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) ou FVS, estatico ou
agitados (180 rpm) por até 72 h. A influéncia de diferentes carboidratos no meio de cultivo foi
realizada pela adigdo de amido, glicose, galactose, frutose e lactose, a 5 g/L. Os resultados
indicaram que as espécies de Lactobacillus apresentaram diferengas significativas em cresci-
mento e metabolismo, influenciadas pelo meio de cultura e pelas condi¢cdes de cultivo. O con-
sumo de glicose foi intenso nas primeiras 24 horas, sendo maior no meio MRS. L. rhamnosus
destacou-se pelo maior crescimento e eficiéncia na utilizagao de acucares, especialmente em
cultivos estaticos. L. crispatus gerou maior acidez, enquanto L. johnsonii cresceu melhor com
frutose sob agitagdo. Todas as cepas consumiram mais de 90% dos monossacarideos testa-
dos, mas ndao metabolizaram amido. O efeito da agitacao variou conforme a cepa, mas, na

maioria dos casos, nao influenciou significativamente o consumo de agucar e o pH final.

Palavras-chave: eubiose, disbiose, HPV, cancer cervical, Lactobacillus, probidtico



ABSTRACT

Cervical cancer is the most common type of gynecological cancer and involves uncontrolled
and invasive cell division in the cervix of the uterus. More than 99% of cervical tumors contain
viral DNA sequences, making human papillomavirus (HPV) infection the primary etiological
agent of this neoplasm. A healthy vaginal microbiota is associated with the predominance of
different Lactobacillus species, a condition known as eubiosis. Dysbiosis refers to an alteration
in the microbial community, characterized by a reduction in Lactobacillus populations and an
increase in other anaerobic bacteria, a condition often linked to gynecological diseases, in-
cluding vaginosis, HPV infection, and, consequently, cervical cancer. Bacterial microbiota
plays a crucial role in synthesizing lactic acid and producing H,O,, which act as antiseptics,
creating a barrier against pathogenic agents. However, many aspects remain to be elucidated
regarding the protective effects of these microorganisms, their role in pre-cancerous and can-

cerous lesions, and their physiological and cultivation factors.

This study aims to evaluate the influence of aeration on the growth of five Lactobacillus species
with potential vaginal probiotic properties (L. crispatus, L. gasseri, L. johnsonii, L. acidophilus,
and L. rhamnosus) in simulated vaginal fluid (SVF). The microorganisms were obtained from
BS Pharma Farmacia de Manipulacao (Farmacia BS LTDA | CNPJ: 38.510.020/0001-85). The
strains were cultured in 125 mL Erlenmeyer flasks containing 25 mL of De Man, Rogosa, and
Sharpe (MRS) medium or SVF, under static or agitated conditions (180 rpm) for up to 72 hours.
The influence of different carbohydrates in the culture medium was assessed by adding starch,

glucose, galactose, lactose and fructose at 5 g/L.

The results indicated significant differences in growth and metabolism among Lactobacillus
species, influenced by the culture medium and cultivation conditions. Glucose consumption
was intense during the first 24 hours, being higher in MRS medium. L. rhamnosus exhibited
the highest growth and sugar utilization efficiency, particularly under static conditions. L. cris-
patus generated the highest acidity, while L. johnsonii grew better with fructose under agitation.
All strains consumed more than 90% of the tested monosaccharides but did not metabolize
starch. The effect of agitation varied depending on the strain, but in most cases, it did not

significantly influence sugar consumption or final pH.

Keywords: Eubiosis, dysbiosis, HPV, cervical cancer, Lactobacillus, probiotic
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INTRODUCAO

1. Introdugdo ao cancer de colo uterino

O cancer cervical é o tipo mais frequente de cancer ginecoldgico e envolve a
divisao celular descontrolada e invasiva na cérvix do utero. O cancer cervical tem uma
prevaléncia alta e crescente no mundo. No Brasil, excluidos os tumores de pele nao
melanoma, o cancer do colo do utero € o terceiro tipo de cancer mais incidente entre
as mulheres. Para o ano de 2023 foram estimados 17.010 casos novos, 0 que repre-
senta um risco considerado de 13,25 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2022).

O utero é um érgéo do sistema reprodutor feminino, em formato de pera e que
apresenta como principais partes: fundo, corpo do utero e colo uterino. O colo uterino
€ representado pela ectocérvice e a endocérvice, que sao revestidas por epitélio es-
camoso estratificado ndo queratinizado e por epitélio colunar simples, respectiva-
mente. A colheita das amostras citolégicas no exame de prevengao do cancer de colo
uterino (teste de Papanicolaou) é realizada na ectocérvice e endocérvice (Consolaro
& Maria-Engler, 2012). O ponto de uni&do entre esses dois epitélios € chamado juncao

escamocolunar (JEC) (Figura 1).

‘ P

utero

canal endocervical

Jungao escamo-cobunar

ectocervice

células colunares altas 1 células epitelials escamosas
vagna

Figura 1: llustragcdo representando os tipos celulares encontrados no colo uterino e as respectivas

topografias. Fonte: Atlas de citopatologia ginecologica, Ministério da Satude, 2012.

A maior parte das caracteristicas morfolégicas validas para diagnéstico do
cancer esta presente no nucleo da célula (Consolaro & Maria-Engler, 2012). De
acordo com a analise do padrao morfolégico das células epiteliais, bem como de cé-

lulas nao-epiteliais que podem estar presentes na amostra citoldgica, define-se um
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resultado citopatoldgico através do qual s&o estabelecidas as condutas clinicas, inclu-
indo a frequéncia de repeticdo do exame citopatoldgico, a realizagdo de outros exa-
mes complementares (colposcopia e bidpsia) e o tratamento, se for o caso.

O carcinoma de células escamosas € o subtipo histolégico mais comum, re-
presentando aproximadamente 80% dos casos (Kumar et al., 2021). Até que o carci-
noma se estabelega, uma série de alteragdes citoldgicas acontecem e podem ser clas-
sificadas em diferentes estagios progressivos: inflamatorio ou metaplasico, células es-
camosas atipicas e lesdo intraepitelial. As células escamosas atipicas (ASC - atypical
squamous cell) sao classificadas em ASC-US (undetermined significance), de signifi-
cado indeterminado e ASC-H (high grade), quando n&o se pode excluir lesdo de alto
grau. A lesédo intraepitelial escamosa (SIL- squamous intraepithelial lesion) se divide
em lesédo intraepitelial de baixo grau ou displasia leve (LSIL — low squamous intraepi-
thelial lesion) e lesao intraepitelial de alto grau, displasia moderada ou grave (HSIL —
high squamous intraepithelial lesion).

No trabalho publicado por Dasari et al. (2015), os autores destacam que infe-
lizmente a detecgao de muitos tipos de cancer no nivel microscopico € muitas vezes
tarde demais para uma intervengdo bem sucedida. Ao contrario de muitas infecgdes
geniturinario, o cancer do colo do utero geralmente n&do esta associado a sintomas
como coceira, ardéncia ou corrimento vaginal. Esta bem estabelecido que nao existe
um método unico de rastreio que seja altamente sensivel, altamente especifico, aces-
sivel e pratico. Apesar da enorme contribuicdo do teste Papanicolaou e da colposcopia
como ferramentas de triagem, o campo de deteccao tem sido atormentado por desa-
fios como de excesso de diagndstico, especificidade inadequada de marcadores (an-
tigeno-125 do cancer, antigeno Carcino-embrionario), baixa conformidade (colposco-
pia) e falta de ferramentas analiticas para descobrir novos métodos de detecg¢do. Por-
tanto, ha um enorme interesse na identificacdo e entendimento tanto de fatores de

risco como de prevencao para o desenvolvimento de cancer cervical.

O muco é um gel complexo presente na superficie do epitélio secretor, funcio-
nando como a primeira linha de defesa contra agentes nocivos do ambiente externo.
No trato genital feminino, 0 muco desempenha fungdes biolégicas importantes, como
hidratar a mucosa, lubrificar o trato genital inferior durante a relacdo sexual e regular
o movimento dos espermatozoides, dependendo da fase do ciclo menstrual (DONG
et al.,2023).
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O epitélio endocervical é a principal fonte de muco no trato genital feminino.
Esse muco migra pelo canal cervical até a cavidade vaginal, onde se mistura com
compostos do hospedeiro, detritos celulares e a microbiota vaginal, formando o muco
cervicovaginal. Esse muco constitui um nicho ecoldgico que abriga a microbiota vagi-
nal, essencial para a manutengao da barreira da mucosa vaginal (figura 2). A microbi-
ota vaginal, dominada por /actobacilos, pode ser prejudicada em casos de vaginose
bacteriana, que aumenta a proliferacdo de patdogenos oportunistas ou sexualmente
transmissiveis, resultando em infecgdes vaginais. Esse problema & especialmente
grave durante a gravidez, pois esta associado ao risco de parto prematuro (LACROIX,
GUILLAUME et al., 2020)

Na gravidez, forma-se um tampao de muco cervical no canal cervical, que isola
o utero quase estéril da cavidade vaginal, protegendo o feto contra patdégenos. As
propriedades imunoldégicas e fisicas desse tampao sao cruciais para impedir a ascen-
sao de bactérias ao utero (DONG et al.,2023).

De acordo com os estudos realizados por Lacroix, Guillaume et al. (2020) e
Vagios, Stylianos et al. (2021), As variagbes na mucosa do trato genital feminino re-
fletem mudancas significativas na sua anatomia e fisiologia ao longo da vida, especi-
almente durante a menstruacéao, gravidez, parto e menopausa. Esses processos sao
regulados por hormdnios sexuais, que também influenciam a composicao e as propri-
edades do muco genital. Modificagbes nos epitélios e no muco sustentam as diferen-
tes fungdes biolégicas dessas fases. Estudos de analise protedmica identificaram pro-
teinas especificas no muco cervical em diferentes momentos do ciclo menstrual (pré-
ovulatério, ovulatério e pds-ovulatoério), evidenciando que a composicao e a viscoelas-
ticidade do muco mudam ao longo do ciclo. Essas alteragbes permitem identificar a
janela fértil, pois, no periodo proximo a ovulagdo, o muco cervical torna-se mais
aquoso e permeavel aos espermatozoides, facilitando a fecundacao. Tais mudancas
estao relacionadas a variagao na concentragdo de mucina e a glicosilagdo dos glica-
nos associados a ela. No meio do ciclo menstrual, a produgcdao de muco aumenta e
sua composic¢ao inclui mais oligossacarideos neutros, o que pode ser relevante para
a fertilidade.

A expressao das mucinas formadoras de gel foi analisada por meio de técnicas

moleculares avangadas, abrangendo tanto o nivel de RNA mensageiro quanto o de
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proteinas. Dentre essas mucinas, MUC6 e MUC2 apresentam niveis baixos de ex-
pressao, com variagdes sutis ao longo do ciclo menstrual. Por outro lado, MUC5AC e
MUC5B se destacam como as principais mucinas, sendo que MUC5B demonstra
maior expressado e uma associagao mais significativa com as alteragdes nas caracte-
risticas do muco. Notavelmente, a producédo de MUCS5B alcanga seu pico no meio do
ciclo menstrual, momento que coincide com mudancgas importantes na composigao e

nas propriedades viscoelasticas do muco cervical (Vagios, Stylianos et al. 2021) .

Apesar dessas descobertas, muitas analises foram realizadas em pequenas
amostras ou estudos antigos, indicando a necessidade de investigagdes mais apro-
fundadas com tecnologias moleculares modernas. Além disso, as modificacbes das
mucinas durante a gravidez permanecem inexploradas e constituem um topico de

pesquisa relevante.

1.2 A relagao HPV e cancer cervical

Mais de 99% dos tumores de colo de utero apresentam sequéncias de DNA
viral, e por isso, a infeccdo por virus do papiloma humano (HPV) é considerada o
principal agente etiolégico dessa neoplasia. Os HPVs sao virus DNA e sao categori-
zados em baixo e alto risco. Os HPVs de alto risco sdo de longe o fator mais impor-
tante no desenvolvimento do cancer de colo uterino. A infecgao por HPV de alto risco
oncogénico também estd associada ao desenvolvimento de tumores no pénis, na
vulva e no anus, além de papilomas nas regides orofaringea e esofaringea (Kumar et
al., 2021)

Ha 15 tipos de HPV de alto risco, mas o HPV-16 representa quase 60% dos
casos e o0 HPV-18, outros 10%. Os HPVs infectam as células basais imaturas do epi-
télio escamoso em areas de ruptura epitelial ou células escamosas metaplasicas ima-
turas presentes na jungao escamocolunar (JEC). A capacidade de o HPV agir como
carcindgeno depende das proteinas virais E6 e E7, que interferem na atividade das
proteinas supressoras de tumores, que regulam o crescimento e a sobrevivéncia das
células (Kumar et al., 2021).

Kumari & Bohr (2021), em um trabalho de revisédo, apresentam varias a¢des
€ mecanismos que permitem a infeccao pelo HPV e o desenvolvimento de lesées que
conduzem ao cancer cervical. A neoplasia cervical mediada pela infecgao por HPV é
um processo multifacetado que envolve divisdo celular descontrolada, integragao de
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genes virais, alteragdes epigenéticas como metilagao aberrante do DNA e modificagéao
de histonas, expressao de RNA n&o codificante e fuga da vigilancia imunoldgica. A
superexpressao das proteinas E6/E7 do HPV causa desregulagao do ciclo celular,
inativando os genes supressores de tumor p53 e pRB, respectivamente.

Coquilard et al. (2011) quantificaram o RNAm das proteinas E6 e E7 em amos-
tras de citologia cervical em base liquida. A conclusao do estudo é que a porcentagem
de células superexpressando mRNA de E6 e E7 se correlacionam com a gravidade
da lesdo. A medida que as lesdes progridem em gravidade, células que superexpres-
sam mRNA E6/E7 tornam-se distribuidas por todo o epitélio e ndo na camada basal,
como seria esperado em lesdes de baixo grau (NIC 1).

Ainda como descrito por Kumari & Bohr (2022), a infecgao persistente pelo
HPV promove varias outras vias que levam a carcinogénese, regula negativamente a
proteina apoptotica E2, o miRNA34a e o miRNA23b s&o regulados negativamente
pelo HPV EG6 devido a delegcdo dos genes p53.

A relacao entre a persisténcia da infecgao por HPV e, concomitantemente, por
Chlamydia trachomatis também tem sido relacionada ao desenvolvimento de cancer
cervical. Os artigos que deram suporte a revisdao de Kumari e Bhor (2022) trazem
alguns detalhes dessa relagdo. Possivelmente a infeccdo por C. trachomatis pode
atuar como cofator para a persisténcia do HPV e o desenvolvimento de carcinoma
cervical invasivo. Na infecgéo por clamidia, ha altos niveis de reacao inflamatoria me-
diada por citocinas que podem estar ligadas a fisiopatologia da fibrose, a desregulagéo
da reparacgao tecidual derivada da infecgao, a deposicao de proteinas da matriz extra-
celular (ECM), como colagenos | e lll, fibronectina, elastina, fibrinas por miofibroblas-
tos que podem levar a disfuncéo tecidual e causar transi¢cao epitelial-mesenquimal
(EMT), culminando em progressao tumoral.

O trabalho de Kumari & Bhor (2022) apresenta uma representagao das rela-
coes entre a infecgdo por HPV, C. trachomatis, microbiota e disbiose, reproduzida

neste projeto na Figura 2.
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Figura 2:Representacao esquematica demonstrando as relagbes entre disbiose cervicovaginal e des-
regulagao imunolégica relacionada a coinfecgdo por HPV/C.trachomatis, levando a neoplasia cervical
Fonte: Kumari & Bhor (2021).

1.3Microbiota do aparelho reprodutor feminino: prevencéao e tratamento do

cancer cervical

O conteudo cérvico-vaginal normal é constituido de células epiteliais escamo-
sas, células colunares endocervicais em pequeno numero, células endometriais no
periodo menstrual, detritos celulares, muco cervical, microbiota bacteriana variada,
leucocitos em pequeno numero, agua e acido latico. Um grande numero de microrga-
nismos — a maioria espécies bacterianas — € conhecida por colonizar e formar comu-
nidades complexas ou microbiota, em varios locais dentro do corpo e sobre ele. Evi-
déncias crescentes sugerem que a composic¢ao e a fungao da microbiota em diferen-
tes habitats do corpo desempenham um papel vital no desenvolvimento, na fisiologia,
na imunidade e na nutricado do ser humano (Nayar e Wilbur., 2018).

As microbiotas vaginal e cervical sao diferentes, mas se superpdéem no con-
teudo vaginal. As glandulas de Bartholin e Skene, a cavidade uterina, as tubas uteri-
nas, 0s ovarios e as estruturas anexas sao estéreis em condi¢gées normais. Os 6rgaos
genitais externos apresentam microbiota da prépria pele (Staphylococccus aureus, S.
epidermidis, Corynebacterium spp, entre outros), mais alguns componentes da micro-
biota intestinal (Nayar e Wilbur., 2018).
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Ravel et al. (2011) estudaram a microbiota do canal e colo uterino de um grupo
de 396 mulheres americanas, assintomaticas, subdivididas em grupos étnicos: bran-
cas, negras, hispanicas e asiaticas. A composi¢gdo microbiana do ambiente vaginal foi
analisada por sequenciamento do gene RNAr 16S, e o resultado permitiu a classifi-
cacao da microbiota em comunidades (CST), conforme Tabela 1. Em quatro classes
de comunidades bacterianas ocorreu predominancia de bactérias do género Lactoba-
cillus (CST I, 11, 1l e V) e em uma quinta CST (CST IV) houve prevaléncia majoritaria-
mente de bactérias anaerdbicas obrigatorias. Destaca-se neste trabalho, o valor de
pH que se mantém entre 4 e 5, em todas as classes de comunidades, indicando a
produgao de acido latico, mesmo quando nao ha predominancia de Lactobacillus. Por
fim, Ravel et al. (2010) sugeriram que um pH baixo e uma populagédo dominada por
Lactobacillus nao sdao completamente indicativos de que uma mulher é “saudavel” e
que o que € uma microbiota vaginal “normal”’ pode ser diferente dependendo da ori-

gem racial/étnica do individuo.

Tabela 1: Divisdo de comunidades bacterianas na microbiota vaginal (Ravel et al., 2011).

CST Espécie predominante Proporcao de mulhe- pH
res pertencentes a
cada CST**

I Lactobacillus crispatus 26% 40F0,3
I Lactobacillus gasseri 6,3% 50F0,7
1l Lactobacillus iners 34,1% 44F06
v Anaerococus, Peptoniphi- 5.3 F0,6

lus, Corynebacterium, Pre-

votella, Finegoldia e Strep-

tococcus, Atopobium, Gar-

dnerella, Sneathia, Mobi-

luncus, Megasphera e
Clostridiales - auséncia de
Lactobacillus

\ Lactobacillus jensenii 5,1% 47F04
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** estudo de Ravel et al. (2011), populagado amostral de 396 mulheres.

A microbiota vaginal exerce um papel fundamental para defesa do canal va-
ginal, gerando uma defesa de dupla agao contra patégenos. A microbiota bacteriana
€ responsavel pela sintese de acido lactico e produgcédo de H202, que juntos atuam
como antissépticos, criando uma barreira contra agentes patogénicos (Lewis et al.,
2017). Além disso, alguns Lactobacillus, como L. crispatus e L. gasseri, controlam o
crescimento excessivo e 0s processos infecciosos dos agentes patogénicos, além de
modular a inflamagao sistémica, proliferagao celular, e apoptose (Li et al., 2011; Lewis
et al., 2017; Doorbar, 2006).

A revisado de Yang et al. (2018) descreve os principais fatores de proteg¢ao dos
Lactobacillus no ambiente vaginal: 1) Protegédo contra bactérias patogénicas devido a
adesao dos Lactobacillus ao epitélio vaginal; 2) Produgao de acidos organicos a partir
de glicogénio, o que inibe patdégenos e aumenta a agao de bacteriocinas e do peréxido
de hidrogénio; 3) Ativacao do sistema imune tanto na resposta celular quanto humoral.

Além da acao preventiva de infec¢des, e mesmo que de forma indireta, do
cancer de colo de utero, a presenca Lactobacillus parece exercer agao direta sobre
células cancerosas. Wang et al. (2018), cultivaram diferentes espécies de Lactobaci-
llus e avaliaram os efeitos dos sobrenadantes de cultura sobre células tumorais Caski
in vitro, em uma tentativa de identificar moléculas secretadas por esses microrganis-
mos com potencial antitumoral. Os sobrenadantes de L. crispatus, L. jenseniie L. gas-
seri tiveram efeitos inibitorios sobre a viabilidade das células cancerosas do colo do
utero através da regulagao dos oncogenes do HPV e dos genes relacionados ao ciclo
celular. Os autores concluiram que Lactobacillus presentes na microbiota vaginal séo
promissores para o tratamento do cancer de colo de utero.

Na revisdo bibliografica publicada por Yang et al. (2018) foram reunidos 29
artigos cientificos relacionados a Lactobacillus e cancer cervical, publicados entre
1978 e 2017. Dentre os resultados relatados, destacam-se:

e Cancer cervical e lesdes pré-cancerosas foram associadas a uma alta
abundancia relativa de Lactobacillus iners e Lactobacillus sp e baixa
abundancia relativa de Lactobacillus jensenii e Lactobacillus crispatus;

e Duas investigag¢des revelaram menor abundancia de Lactobacillus em

mulheres com infecgao por papilomavirus humano (HPV);

22



e FEvidéncias de que moléculas secretadas por Lactobacillus exibiram ati-
vidades anti metastaticas e antiproliferativas em linhagens celulares de
cancer cervical, regulando genes relacionados ao cancer e provocando
uma resposta imunologica.

Dessa forma, embora se acumulem evidéncias sobre a influéncia positiva dos
Lactobacillus na saude do aparelho genital feminino, ainda existem questbes a serem
elucidadas tanto em relagdo a agéo contra o HPV e vaginoses bacterianas, quanto
mecanismos moleculares de ativagdo do sistema imune e da agao antitumoral, além

do entendimento sobre qual a acao especifica de qual espécie de Lactobacillus.

1.4 As fungdes do acido latico

O acido latico proporciona uma acidificagéo vaginal, criando um ambiente anti-
microbiano, que impede a colonizagado de patégenos. Esse processo forma um ciclo,
ja que o meio acido beneficia a proliferacao dos Lactobacillus, que sao responsaveis
por produzir ainda mais acido latico (Kalia et al., 2020).

A presencga do acido latico, isoladamente, mostrou ser mais eficaz contra pato-
genos como virus da imunodeficiéncia humana (HIV), Neisseria gonorrhea, C. tracho-
matis, Escherichia coli, virus herpes simples tipo 2 (HSV-2), entre outros (Ravel et al.,
2011). Segundo os estudos de Al Kassaa et al. (2014) a acao desse acido esta deter-
minada pela capacidade de permeabilizacado e penetracdo da membrana plasmatica
de células bacterianas e sua aptidao de conseguir acidificar o citosol e interferir em
seu processo metabdlico.

O acido latico € uma molécula quiral com dois isbmeros, o “D-acido latico” e o
“L-acido latico”. (Witkin et al., 2013), na introdugéo de sua publicagao, cita que células
epiteliais vaginais produzem apenas o isbmero do acido L-latico, enquanto as bacté-
rias laticas produzem os isdbmeros do acido D e L-latico. Além disso, os autores des-
tacam que existem evidéncias de que o acido L-latico, além do seu papel de acidifica-
¢ao vaginal, promove estimulagado do sistema imune e inibicado do crescimento bacte-
riano. Dentre as amostras vaginais de 46 mulheres, Witkin et al. (2013) verificaram
que os niveis de acido D-latico foram maiores nas amostras contendo L. crispatus do
que naquelas com L. iners ou Gardnerella. Os dados sugeriram que a proporgao rela-
tiva de isdmeros de acido L- e D-latico na vagina pode influenciar a extenséo da pro-

ducdo de EMMPRIN (Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer) e subsequente
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inducao de MMP-8 (Matrix Metalloproteinase 8). A expressao dessas proteinas pode
ajudar a determinar a capacidade das bactérias de atravessar o colo do utero e iniciar
infeccdes do trato genital superior. Até o momento da preparacao deste projeto, ndo

foram encontrados outros artigos que dessem continuidade a esta descoberta.

1.5Nutricdo dos Lactobacillus e o glicogénio

O glicogénio € um polissacarideo composto de unidades de glicose unidas por
ligacdo a1—4, e ramificagbes a1—6. O glicogénio assemelha-se a amilopectina pre-
sente no amido, porém com maior numero de ramificagdes. Trata-se de reserva ener-
gética, sendo degradado por reagao de fosfordlise e liberagdo de unidades de glicose.
No corpo humano o glicogénio € armazenado especialmente no figado e no tecido
muscular esquelético (Nelson & Cox, 2019). Entretanto, a citologia cervical também
tem descrito esse polissacarideo nas células escamosas intermediarias. Citdlise ou
lise do citoplasma das células escamosas intermediarias, € o resultado da fermenta-
¢ao do glicogénio por lactobacilos. Uma vez que as células escamosas intermediarias
sdo ricas em glicogénio citoplasmatico, elas s&o o principal alvo dessas bactérias
(Zhang et al., 2022).

A utilizacgao de glicogénio como fonte primaria de carbono para o crescimento
e colonizagao da microbiota do canal vaginal é controversa. Existem relatos indicando
que os lactobacilos utilizam os produtos hidrolisados do glicogénio gerados pelas a —
amilase humana presente nos fluidos vaginais e ndo seriam capazes de secretar as
proprias carboidrases. Entretanto, recentemente tém surgido estudos indicando o
oposto (Zhang et al., 2022).

Os estudos sobre metabolismo de glicogénio tém sido realizados especial-
mente com L. crispatus. van der Veer et al. (2019) demonstraram que L. crispatus sao
capazes de crescer na presenca de glicogénio. Os autores relataram que pululanase
tipo | era responsavel pela degradacéao do glicogénio por L. crispatus. Zhang et al.
(2022) caracterizaram uma nova enzima isolada de L. crispatus envolvida no metabo-
lismo de glicogénio, a pululanase tipo Il.

Em estudo metaproteémico de lavagens vaginais de mulheres com um micro-
bioma dominado por L. crispatus nao foi detectada qualquer proteina amilopullulanase
de L. crispatus, o que levantou questdes sobre fatores genéticos ou relacionados ao

hospedeiro que poderiam influenciar na sua sintese (Kenetta et al., 2020)
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Hertzberger et al. (2022) demonstrou que a atividade de degradacao de alfa-
glucanas se dissipa quando o L. crispatus é cultivado em glicose, maltose e maltotri-
ose, 0 que seria devido ,a represséo catabolica do gene pulA (gene da enzima amilo-
pululanase). A analise do proteoma da camada S confirmou que a proteina amilopu-
lulanase é altamente abundante numa fragdo enriquecida com camada S, mas nao
numa estirpe com uma variante de amilopululanase defeituosa ou numa estirpe sufi-
ciente para amilopululanase cultivada em glicose. Além disso, os autores argumentam
que mutantes de L. crispatus pulA sao relevantes in vivo, pois sdo comumente obser-
vados em conjuntos de dados de metagenoma de comunidades microbianas vaginais
humanas. A analise do maior conjunto de dados publicamente disponivel de 1.507
metagenomas vaginais humanos indica que entre as 270 amostras que contém um
gene L. crispatus pulA, 62 amostras (23%) tinham uma variante defeituosa deste
gene. Estes resultados demonstram que tanto fatores ambientais como genéticos ex-
plicam a variacao das alfa-glucosidases de L. crispatus no ambiente vaginal.

Jenkins et al. (2023) caracterizaram bioquimicamente seis enzimas degrada-
doras de glicogénio (GDEs), todas elas pullanases (homologos de PulA), de bactérias
vaginais que suportam o crescimento, em glicogénio, de L. crispatus deficiente em
amilase. Os resultados demonstraram variagdes na tolerancia ao pH, preferéncias de
substrato, produtos de degradacéao e suscetibilidade a inibicdo. A analise dos conjun-
tos de dados do microbioma vaginal mostra que estas enzimas sdo expressas em
todos os tipos de estados comunitarios e confirmam a presenca e atividade de GDEs
bacterianos e humanos no liquido cervicovaginal. Este trabalho indica que os GDEs
bacterianos podem participar na degradagao do glicogénio, fornecendo informacoes
sobre o metabolismo que pode moldar a microbiota vaginal.

Navarro et al. (2023) verificou que variagdes no pH vaginal influenciam criti-
camente a colonizacgao do trato vaginal por lactobacilos e G. vaginalis JCP8151A, afe-
tando a sua capacidade de metabolizar o glicogénio. Além disso, os autores relatam
que L. jensenii 62G é capaz de metabolismo de glicogénio em uma faixa mais ampla
de pH (4,0-5,0), enquanto a utilizagdo de glicogénio de L. crispatus JV-V01 é sensivel
ao pH (funcional apenas em pH 5,0). Os resultados mostraram que G. vaginalis
JCP8151A pode colonizar o trato vaginal por um periodo prolongado, desde que o pH

permaneca em 4,5 ou acima. Este trabalho se diferencia dos demais devido ao cultivo
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das bactérias ter sido realizado em Fluido Vaginal Simulado contendo glicogénio, gli-
cose e mucina, sendo a composigcao baseada no trabalho de Juarez & Nader-Macias
(2007).

O entendimento do metabolismo do glicogénio é fundamental para esclarecer
aspectos diversos da microbiota no canal vaginal, visto que é a fonte primaria de ener-
gia para esses microrganismos e a origem da produgao de acido latico, que afeta
diretamente o pH local. Apesar dessa importancia, ainda existem muitas lacunas a
serem esclarecidas e percebe-se que apenas recentemente esse tema tem sido ex-

plorado de forma incisiva.

1.6Relagao entre disbiose, vaginoses e HPV

A microbiota vaginal saudavel tem sido associada a predominéancia de diferen-
tes espécies de Lactobacillus, sendo considerada uma situagéo de eubiose. A disbi-
ose é a alteragao da comunidade microbiana, com redugao de Lactobacillus e au-
mento de outras espécies de bactérias anaerdbicas, condicdo associada muitas vezes
a doencas ginecoldgicas.

Engberts et al. (2007) estudaram a possivel relagao entre a presenga de Can-
dida e disbiose com a susceptibilidade a lesdes intraepiteliais (SIL) de baixo ou alto
grau (LSIL e HSIL, respectivamente). O estudo foi retrospectivo, longitudinal e de co-
orte e incluiu 100.605 mulheres em um periodo de 12 anos. Os resultados indicaram
que a presenga de C. vaginalis nao foi associada a aumento de risco de SIL. A disbi-
ose, ao contrario, foi associada com aumento de risco de LSIL e HSIL.

Oh et al. (2015) estudaram a microbiota cervical de 70 mulheres coreanas com
neoplasia cervical e 50 mulheres controle, pelo pirosequenciamento do gene RNAr
16S. Os resultados mostraram que a predominancia de Atopobium vaginae, G. vagi-
nalis e L. iners, com reducao de L. crispatus, estava associada a aumento de risco
para neoplasia cervical, sugerindo que a disbiose e a presenca de HPV séao fatores
de risco de cancer cervical.

Brusselaers et al. (2019) avaliaram se a disbiose afeta a aquisicéo, persisténcia
da infeccao por HPV e consequente progressao para lesdes malignas no colo uterino.
O estudo foi realizado como reviséo sistematica, incluindo 101.049 mulheres, em ar-
tigos publicados entre 2003 e 2017. Os resultados mostraram correlagédo entre disbi-

ose e aumento do risco de infeccado pelo HPV, incluindo os subtipos de alto risco,
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aumento de persisténcia da infecgdo por HPV e relagdo com numero aumentado de
casos de HSIL.

Mitra et al. (2020) realizaram o sequenciamento de DNA de amostras vaginais
de 87 mulheres com idade entre 16 e 26 anos, com diagnostico de neoplasia cervical
2 (CIN 2) nao tratadas, para avaliar a relagao entre a microbiota vaginal e a regressao
da lesdo em 24 meses. Os resultados demonstraram que em mulheres com microbiota
com predominancia de Lactobacillus ocorreu maior taxa de regressdo em 12 meses.
Reducédo de Lactobacillus e aumento de bactérias anaerdbicas especificas: Megas-
phaera, Prevotella timonensis e G. vaginalis foi associado a persisténcia da lesao e
lentiddo na regressdo. Os autores sugerem que o estudo da microbiota pode ser
usado como biomarcador, possibilitando estratégias de prevencéo e tratamento do
cancer cervical.

Lebeau et al. (2022) propuseram uma perspectiva oposta a da maioria dos tra-
balhos sobre o assunto: a acao do préprio HPV alterando a capacidade de defesa do
organismo, por impedir a presenca do Lactobacillus no trato genital feminino. O estudo
foi baseado em dados retrospectivos (n=6.085 mulheres) e também experimentos in
vivo usando camundongos transgénicos K14HPV16. Os autores demonstraram que a
oncoproteina E7 do HPV inibe a expressédo de um peptideo de defesa do hospedeiro.
Fisiologicamente, esse peptideo € secretado pelas células escamosas da mucosa,
sendo utilizado por Lactobacillus como fonte de N, em uma relagao simbidtica. A ini-
bicdo da expressao desse peptideo torna-se uma estratégia de invasao viral, visto que
prejudica a permanéncia dos Lactobacillus, favorecendo a disbiose e reduzindo a de-
fesa do organismo.

Santella et al. (2022) seguiram a mesma estratégia de Lebeau et al. (2022) e
investigaram se a infecgdo por HPV pode afetar a microbiota na cervix uterina. Foram
incluidas 31 mulheres neste estudo. A partir de coletas de swab foi extraido DNA para
sequenciamento de genes de HPV e de bactérias da microbiota. Os resultados supor-
tam a hipotese de que a infecgao por HPV aumenta a diversidade da microbiota, con-
duzindo a uma composicao diferente entre mulheres contaminadas com HPV e mu-

Iheres ndo contaminadas.
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1.7 Possibilidade de utilizagao de probioticos para prevengao e tratamento
do cancer de colo do utero

Probidticos sdo microrganismos vivos que podem ser administrados em quan-
tidades benéficas. Para ser classificado como probidtico, o microrganismo deve ser
capaz de colonizar o hospedeiro e ter uma relagdo simbidtica, com efeitos benéficos
para saude do hospedeiro (Faintuch, 2017).

A microbiota intestinal foi a primeira a ser avaliada a respeito da agao probio-
tica e tem sido intensivamente estudada (Mancabelli et al. 2021). Dentre os probioticos
intestinais, destacam-se varias espécies de bactérias laticas, incluindo o género Lac-
tobacillus. Sao conhecidas e estudadas as seguintes espécies: L. acidophilus, L. hel-
veticus, L. casei - subsp. paracasei e subsp. tolerans, L. paracasei, L. fermentum, L.
reuteri, L. johnsonii, L. plantarum, L. rhamnosus e L. salivarius. Dessa forma, o género
Lactobacillus esta presente nos dois ambientes - intestinal e genital feminino.

Kandati et al. (2022) publicaram uma extensa revisdo sobre probioticos em ge-
ral e sua relagdo com cancer cervical. Os probi6ticos intestinais estdo relacionados a
exclusao de patdgenos por competicdo no espago de colonizagéo sobre o epitélio in-
testinal, produgao de substancias antimicrobianas e competi¢cao por nutrientes, prote-
¢ao da juncao celular do epitélio, estimulo do sistema imunolégico, degradacéao de
carcindgenos e defesa contra danos ao DNA. Os autores discutem a estratégia de
utilizagcado de probidticos ja conhecidos e utilizados para colonizagao intestinal, para
atuacao na prevencao e tratamento de cancer cervical, seguindo a expectativa de ob-
ter, no ambiente vaginal, os bons resultados observados no intestino. Especificamente
sobre probidticos e cancer cervical, destacam-se abaixo algumas das evidéncias pro-
missoras apresentadas no trabalho de Kandati et al. (2022):

e Em um grupo de 62 mulheres com HPV de alto risco, tratadas com Lac-
tobacillus rhamnosus GR-1 e Lactobacillus reuteri RC-14, e acompanha-
das por 6 meses, verificou-se diferenca significativa nos exames citol6-
gicos, com maior numero de esfregacos normais nas mulheres tratadas
em relagao as nao tratadas com lactobacilos.

e Bactérias laticas podem ativar a via de sinalizagdo da apoptose por via
intrinseca ou extrinseca

e Em estudo com 54 mulheres que consumiram probidticos via oral diari-

amente, verificou-se uma redugao no tempo de clearance de HPV.
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e Lactobacillus isolados do ambiente vaginal foram capazes de inibir o
crescimento de linhagens de células tumorais in vitro (culturas de células
Caski e Hela).

Os relatos da acéo anti-tumoral de diferentes espécies de Lactobacillus tém se
acumulado na literatura. Como exemplo, o trabalho de Nami et al. (2014), que trata de
uma cepa de L. acidophilus 36YL isolada do ambiente vaginal. A bioatividade da se-
cregcdo desta cepa foi avaliada por ensaio de citotoxicidade e apoptose em quatro
linhagens celulares de cancer humano (AGS, HelLa, MCF-7 e HT-29) e uma linhagem
celular normal (HUVEC). Descobriu-se que esta cepa recentemente isolada exibe pro-
priedades probiodticas notaveis, como admiraveis suscetibilidade a antibiéticos, boa
atividade antimicrobiana e resisténcia a acidos e sais biliares. A cepa pode representar
uma alternativa nutracéutica ou um medicamento tépico devido a auséncia de citoto-

xicidade para células normais, mas toxicidade eficaz para linhas celulares de cancer.
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2. OBJETIVO
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da aeragao no cres-
cimento e parametros de cultivo de 5 espécies de Lactobacillus com potencial probio-
tico vaginal (L. crispatus, L. gasseri, L. johnsonii, L. acidophilus e L. rhamnosus), em

fluido vaginal simulado (FVS).

2.1 Objetivo especificos
Para alcancgar o objetivo geral, foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

1) Avaliar aspectos morfolégicos microscépicos das diferentes espécies, apos
crescimento estatico e agitado, em meio FVS e meio controle (MRS).

2) Avaliar crescimento celular e parametros como consumo de nutrientes, pH e
acidez apos crescimento em meio FVS e controle (MRS), estatico e agitado,
utilizando glicose

3) Avaliar crescimento celular e parametros como consumo de nutrientes, pH e
acidez apos crescimento em meio FVS e controle (MRS), estatico e agitado,

utilizando diferentes carboidratos
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3. MATERIAIS E METODOS

A proposta do projeto se baseou no estudo fisiolégico, bioquimico e morfolégico
in vitro de 5 espécies de Lactobacillus, comumente encontradas em ambiente vaginal.
O diferencial inédito deste trabalho foi a realizagao do estudo em meio de fluido vagi-

nal simulado.
3.1 Microrganismos

Neste trabalho foram utilizadas 5 cepas de Lactobacillus: L. crispatus, L. gas-
seri, L. johnsoni, L. rhamnosus e L. acidophilus. Os microrganismos foram adquiridos
da empresa BS Pharma Farmacia de Manipulagdo (Farmacia BS LTDA | CNPJ:
38.510.020/0001-85).

3.2 Manutencao das cepas

As cepas foram cultivadas em frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL
de meio MRS (De Man, Rugosa e Sharpe), por até 48h. O crescimento foi acompa-
nhado em espectrofotdmetro a 580 nm até D.O. de 0,8. Apds o crescimento, cada

cepa foi congelada a -22 °C em glicerol 10% (m/v), em frascos criogénicos de 1 mL.
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4. CULTIVO DE DIFERENTES LINHAGENS DE LACTOBACILLUS

4.1 cultivo em fluido vaginal simulado (fvs)

Os microrganismos foram cultivados em meio de cultura de composi¢cao seme-
Ihante ao ambiente vaginal. Para isso, foi utilizado o fluido vaginal simulado proposto
por Owen & Katz em 1999, ndo adicionado de acido latico. O fluido é composto de
(g/L) NaCl 3,51; KOH 1,40; Ca(OH)2, 0,222; Albumina bovina 0,018; acido acético
1,00; glicerol 0,16; uréia 0,4 e glicose 5,0. O pH foi ajustado a pH de 4,2 usando HCI.

4.2 Cultivo em meio MRS
Os microrganismos também foram cultivados em meio MRS (De Man, Rogosa

e Sharpe), como condi¢ao de controle. Adicionar o mrs
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5. FATORES QUE INFLUENCIAM O CRESCIMENTO DE LACTOBACILLUS
EM FLUIDO VAGINAL SIMULADO

Os cultivos foram iniciados pela preparagao de inéculo em meio MRS com gli-
cose de concentragao 5 g/L. Foram usados erlenmeyers de 150 mL contendo 25 mL
de meio. O crescimento foi iniciado pela adicdo de 1 mL da cultura congelada (-22°C)
na ordem de 10° cel. A incubacéo foi realizada em agitagdo de 180 rpm, 30 °C, até
DO de 0,8 a 580 nm. Foi utilizado 1 mL de suspensao celular para cada frasco da
segunda fase, na qual a influéncia de diferentes fatores foram avaliados. Todos os

ensaios foram acompanhados pelas determinagdes analiticas descritas no item 4.

5.1Influéncia da aeracao nos cultivos de cepas de Lactobacillus

Na segunda fase, os experimentos foram realizados em frascos erlenmeyers
de 150 mL contendo 25 mL de meio FVS, conforme Owen e Katz (1999), contendo
glicose concentragdo 5 g/L e sem adi¢do de acido latico. O controle do experimento
foi realizado pela inoculagcdo em meio MRS, mantidas as mesmas condi¢des. Metade
dos Erlenmeyers foram mantidos em agitagcao a 180 rpm e metade estatico. A incuba-

¢ao foi realizada a 30°C e as analises foram realizadas a cada 24 h por 72 h.

5.2 Influéncia de diferentes carboidratos
Os experimentos foram realizados em frascos erlenmeyers de 150 mL con-

tendo 25 mL de meio FVS, conforme Owen e Katz (1999), sem adi¢éo de glicose. Os
experimentos foram realizados adicionando como fonte de carbono: amido (polvilho
doce, Yoki), glicose, galactose, frutose e lactose, sendo que todos eles contém a
mesma concentracédo de 5 g/L. O controle do experimento foi realizado pela inocula-
cdo em meio MRS, mantidas as mesmas condi¢gdes. A incubacao foi realizada a 30°C

e as analises foram realizadas apés 48 h.
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Owen e Katz (1999)

A formulagao para 1 L de solugdo é
dada como composto e peso (g), é a

Formula atual

A formulagao para 1 L de solugao é
dada como composto e peso (g), é a

) seguinte:
Segl.llrlte.l » Cdlcio: 0,120
« Calcio: 0,120 * Potdassio: 0,978
. Potéssio: 0,978 « Sédio: 1,38
: z?:rl:t-;?ia « Cloreto: 2,13
B « Albumina: 0,018
« Albumina: 0,018 « Acidotactico 2,60
« Acido lactico: 2,00 « Acido acéticc;-l,oo
« Acido acético: 1,00 . Glicerol:016. '
« Glicerol: 0,16 ¢ Ureia, 0,4 ,
* Ureia, 0,4 . Glico;e:'5,0
+ Glicose: 5,0

Variacdo de Fonte de

Carbono Variagédo da presenca

do acido lactico

Figura 3: Composi¢cao dos compostos identificados nos meios FVS, destacando as alteragbes na fonte

de carbono e a produgéo de acido latico ao longo do cultivo.
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6. METODOS ANALITICOS PARA OS ESTUDOS DE FERMENTAGCAO

Apos a incubagao pelo tempo necessario para cada experimento, as células
foram separadas por centrifugag¢ao. Para isso, o conteudo total do frasco Erlenmeyer
foi centrifugado a 3500 rpm, por 15 min. O sobrenadante foi utilizado para as analises

a seguir.

6.1 Determinagao de pH
O pH foi determinado em pHmetro, calibrado a 25 °C, com tampdes pH 4 e 7.

6.2 Determinacgao de acidez
Para determinacao de acidez foram utilizados 10 mL de amostra, em Erlenme-

yer de 125 mL. Foram adicionados 25 mL de solugdo éter-alcool (2:1) neutra e duas
gotas do indicador fenolftaleina. A titulagao foi realizada com solugdo de NaOH 0,1
mol/L ou 0,01 mol/L (conforme os resultados das amostras) até o aparecimento da
coloragao rosea. A acidez foi calculada pela relacdo molar entre o volume de base

gasto na titulagao e a acidez total da amostra. Equagao da acidez

6.3 Determinacgao de proteinas
Para a determinacéo da concentracao de proteinas nos sobrenadantes de cul-

tura, foi utilizado o método de Bradford (1976), utilizando albumina bovina como pa-
drao (100 ug/mL).

6.5 Determinacéao de glicose
A quantificacédo de glicose foi realizada pelo método da glicose oxidase utili-

zando kit comercial. Foi utilizado como padrao uma solucéo de glicose 1 mg/mL. A
solugéo reagente foi composta de solugcdo tampéo fosfato pH 7 contendo 4-hidroxi-
benzoato. O teste foi realizado a 37 °C, 5 min, com leitura em espectrofotémetro a 505
nm.

A velocidade especifica de consumo de glicose (mg/mL/h) (rS) foi calculada

linearizando a curva da concentragao de glicose em fung¢ao do tempo (Equacgao 1).

(Equacéo 1)

rS = — Equacao 1
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Onde:

S é o substrato glicose

rS é a velocidade de consumo da glicose

dS é a variagao na concentragéo de glicose durante o periodo analisado em mg/mL

dt é a variagdo do tempo em horas

6.6 Determinacao do crescimento celular
O crescimento celular foi determinado por contagem de células em camara de

Neubauer, utilizando microscopio 6ptico. O calculo de células por mL foi realizado

como descrito abaixo (Equagao 2):

celulas B n° total de celulas

de x fator de diluicao x 10.000 Equacgao 2

mL  n°de quadrantes contados

A velocidade especifica de crescimento (rX) foi calculada linearizando a curva

da concentragao de biomassa em fungédo do tempo (Equacgéo 3).

rX = — Equacao 3

Onde:
X é a contagem de células no tempo analisado;
rX é a velocidade instantédnea de crescimento em (n. cel/mL) / hora;
dX é a variagao contagem de células durante o periodo analisado;

dt é a variagao do tempo em horas;
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6.7 Morfologia bacteriana
A morfologia celular foi avaliada em microscoépio 6ptico, utilizando coloragao de

Gram.

6.8. Métodos estatisticos - Analise de Variancia (ANOVA) no Software Origin
Para avaliar a influéncia das condicdes de cultivo e do meio de cultura no cres-

cimento e metabolismo das espécies de Lactobacillus, foi realizada uma analise de
variancia (ANOVA) utilizando o software Origin (OriginLab Corporation, Northampton,
MA, EUA). Os dados de crescimento bacteriano, consumo de carboidratos e variagao
de pH foram analisados por meio de ANOVA de uma via (one-way ANOVA) e, quando
necessario, ANOVA de duas vias (two-way ANOVA) para verificar a interacao entre
fatores experimentais, como tipo de meio (MRS ou FVS) e condigédo de cultivo (esta-

tico ou agitado).

A suposigcdo de homogeneidade das variancias foi testada pelo teste de Levene, e
a normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando a ANOVA
indicou diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05), as médias foram compa-
radas pelo teste de Tukey, garantindo uma analise detalhada das diferengas entre os
grupos experimentais. Todas as analises estatisticas foram conduzidas no Origin, e

os graficos gerados foram utilizados para melhor visualizagdo dos resultados.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Morfologia celular
As cepas do presente estudo foram cultivadas em meio MRS contendo glicose

20 g/L. Apds 48 h de cultivo estatico, a 30 °C, foi realizada coloragdo de gram e ob-
servado ao microscopio optico, com aumento de 1000 vezes e objetiva de imers&o. A

Fig 4 apresenta as imagens obtidas.

Assim como descrito na literatura, as cepas de Lactobacillus do presente es-
tudo apresentam formato bacilar e coloragdo gram positiva. No entanto, cada um dos
microrganismos apresentou caracteristicas morfolégicas proprias. Cada uma das es-
pécies apresenta um tamanho de célula diferente, sendo L. johnsonii (Fig C) as de

menores dimensodes e as de L. rhamnosus (Fig D), formam corddes semelhantes a

streptococcus.
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= E

Figura 4: Morfologia celular das cepas de Lactobacillus utilizadas no presente estudo. A) L. crispa-
tus; B) L. acidophilus , C) L. johnsonii, D) L. rhamnosus E)L. gasseri. Condi¢bes de analise: Coloragao
de gram, microscopio 6tico Olympus CX21, aumento de 1000 vFigura 4: Morfologia celular das cepas
de Lactobacillus utilizadas no presente estudo. A) L. crispatus; B) L. acidophilus , C) L. johnsonii, D)
L. rhamnosus E)L. gasseri. Condigées de analise: Coloragéo de gram, microscopio otico Olympus
CX21, aumento de 1000 vezes.

7.2 Influéncia da aeracado na multiplicacao celular de cepas de Lactobacillus
cultivadas em Fluido Vaginal Simulado (FVS) e glicose

Para avaliar a influéncia da aeragao no desenvolvimento de bactérias do gé-
nero Lactobacillus em FVS, foram realizados cultivos estaticos e em agitacéo de 180

rpom. Cultivos em meio MRS, estaticos e agitados, foram realizados como controle.

Considerando o meio MRS, usado para controle, verificou-se contagem de cé-
lulas na ordem de 107 células/mL de meio de cultura para 4 das 5 cepas (L. rhamno-
sus, L. gasseri, L. johnsonii, L. crispatus) (Figuras 5 C e D), indicando que as bactérias
estavam viaveis e poderiam ser usadas para avaliar o meio FVS (Figuras 5 A e B),

proposto neste projeto.

Em meio FVS, considerando as cepas de L. rhamnosus, L. gasseri, L. johnsonii
e L. crispatus, observou-se crescimento celular, tanto em condi¢des de cultivo com
aeragdo quanto estaticos. A contagem de células permaneceu na ordem de 10° célu-
las/mL de meio de cultura tanto nos cultivos estaticos quanto aerados. Ainda que o
crescimento tenha sido menor do que o obtido em meio controle (MRS), o experimento
demonstrou que bactérias do género Lactobacillus podem ser cultivadas em meio FVS

e que esta condigdo de cultivo pode ser explorada para estudo da fisiologia destas
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cepas em ambiente que simule o vaginal. Por outro lado, os dados também demons-
tram que cada espécie, dentro do género Lactobacillus, apresenta seu proprio padrao
de crescimento, indicando que devem ser realizados estudos individuais para cada
uma delas, e posteriormente, ser avaliada também a interacdo dessas cepas em cul-

tivos mistos.

Analisando a importancia da aeragao no crescimento destes microrganismos,
verificou-se que, em meio FVS, dentre as 5 espécies estudadas, L. rhamnosus se
destacou pelo crescimento superior aos demais, tanto em cultivos estaticos, quanto
agitados (Figura 6 A e B). A maior contagem de células em meio FVS foi obtida em
cultivo de L. rhamnosus, em 48h de cultivo estatico, na ordem de 107 células/mL de
meio de cultivo. L. johnsonii apresentou crescimento superior aos demais entre 48 e
72 h em cultivos agitados e nenhuma alteracéo na contagem de células nos cultivos

estaticos.
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Figura 5:Analise individual das cepas em meio Fluido Vaginal Simulado (FVS)

(A) L. acidophilus, (B) L. rhamnosus, (C) L. crispatus, (D) L. gasseri, (E) L. johnsonii. Cultivos em meio
FVS, estaticos (@) ou agitados (Jl]), a 30°C, com contagem em camara de Neubauer a cada 24 ho-
ras. Cultivos controle realizados em meio MRS. As barras de erro representam o desvio padrao e
cada ponto corresponde a média de 3 réplicas.
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Figura 6:Analise comparativa entre as cepas em meio Fluido Vaginal Simulado (FVS), em cultivos
estaticos ou agitados (180 rom), 30 °C, analises a cada 24 h, contagem de células na cadmara de Neu-
bauer. Cultivos controle realizados com meio MRS. Figuras A e B: Cultivos em Fluido Vaginal Simulado
(FVS) com agitagéo (A) e estatico (B); Figuras C e D: cultivos controle com meio MRS com agitagéao
(C) e estatico (D). Microrganismos: L. acidophilus (m); L. gasseri (e); L. rhamnosus (A); L. johnsonii
(V); L.crispatus (+).

Ao contrario do observado no meio FVS, no meio controle MRS verificou-se
uma diferenga marcante entre cultivos estaticos e agitados em relagéo a contagem de
células (Fig. 5). As espécies L. gasseri, L. johnsonii e L. crispatus apresentaram maior
contagem de células nos cultivos com agitagdo. Entretanto, L. rhamnosus exibiu um
comportamento distinto: até 24 horas de incubagao, as contagens celulares foram se-
melhantes em condi¢des estaticas e agitadas, mas, apds esse periodo, os cultivos

estaticos apresentaram maior crescimento em comparagao aos agitados.

De acordo com os resultados, a relagao entre a presenga de oxigénio e o cres-
cimento celular varia com a espécie e também com a composi¢cdo do meio de cultivo,
sendo obtidos resultados diferentes quando se compara 0 mesmo microrganismo em

meio FVS e em meio MRS.

7.3 Determinacao de glicose e proteinas no sobrenadante de cultivo
As determinacdes de glicose foram realizadas no sobrenadante de cultivo, apos

a separagao das células por centrifugacao (Figura 6). Observou-se intenso consumo
de glicose, em todos os cultivos, aproximando-se da exaustdao em 24 h de cultivo,

tanto em meio MRS quanto FVS, para ambas as condigbes, estatica e agitada.
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A velocidade de consumo da glicose (Tabela 2), foi maior nos cultivos controle
(meio MRS) do que nos meios com FVS. para todas as cepas testadas. Considerando
os cultivos com FVS, as variagdes no consumo entre as cepas de Lactobacillus foi
muito pequena, variando entre 0,06 e 0,23 mg/mL/h. Por outro lado, € interessante
destacar que a presenga de oxigénio nao proporcionou aumento significativo na velo-
cidade de consumo de glicose, ja que nao foi observada diferenga significativa entre

cultivos agitados e estaticos, para todos os microrganismos estudados.

Tabela 2: Velocidade de consumo de glicose (mg/mL/h) em 24 h por diferentes espécies de Lactoba-
cillus em Fluido Vaginal Simulado (FVS).

Microrganismo | L.crispatus L.johnsonii L. gasseri L. rhamnosus | L. acidophilus
FVS agitado 0,20 0,149 0,19 0,13 0,13
FVS estatico 0,19 0,063 0,09 0,12 0,06
MRS agitado 0,23 0,69 0,8 0,55 0,37
MRS estatico 1,25 0,67 0,62 0,50 0,37
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Figura 7: Determinagéo de glicose nos sobrenadantes de cultivos de Lactobacillus em meio Fluido
Vaginal Simulado (FVS) e controle (MRS). Cultivos em FVS com agitagéo (V) e estatico (A). Cultivos
controle com meio MRS com agitagéo (e) e estatico (m). Condigdes de cultivo: agitacao de 180 rpm,
30°C.

As determinagdes de proteina foram realizadas no sobrenadante do meio de cultivo,
apo6s a remogéao das células por centrifugacao (Figura 7). Dada a concentragao limi-
tada de fonte de nitrogénio em meio FVS, as medidas de proteina apresentaram va-
lores proximos de zero, devido ao consumo desta fonte. Por outro lado, em meio
MRS, que contém concentragdes de fonte de nitrogénio muito superiores, aproxima-
damente 944,44 vezes maiores que no meio FVS, ndo foram observadas variacoes
significativas na determinacao de proteinas, o que permite supor que esse nutriente
estava disponivel em quantidade superior a necessidade metabdlica.

7.4 Determinacao de pH e acidez
Foram realizadas determinacdes de pH do sobrenadante do meio de cultivo,

apo6s remocao das células por centrifugagao. Os resultados obtidos estdo apresenta-
dos na Figura 8. De maneira geral, os Lactobacillus sao aerdbicos ou anaerdbicos
facultativos, sendo consumidores de glicose e produtores de acido latico. Dessa
forma, seria esperada a acidificacdo do meio para valores em torno de pH 3 e 4. De
fato, observou-se acidificagdo do meio nos cultivos com L. crispatus, L. rhamnosus e
L. acidophilus, em ambas as condi¢des de cultivos, estatica ou agitada, tanto em meio
FVS, quanto MRS.

Os cultivos com L. johnsonii e L. gasseri mostraram algumas diferencas em
relacdo aos demais Lactobacillus. Nos cultivos com L. johnsonii, em meio controle
MRS ocorreu acidificagao tanto nos cultivos agitados quanto estaticos. Porém, em
meio FVS, o pH dos cultivos estaticos permaneceu sem alteragao e em valor em torno
de 4,5. Ja nos cultivos agitados verificou-se aumento de pH, alcangando pH 7 com 48

h de cultivo.
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Nos cultivos com L. gasseri, em meio MRS ocorreu acidificagédo do meio, ainda
que menos intensa do que observado para as outras espécies. Em meio FVS, o pH
permaneceu constante e em torno de pH 4,5, tanto estatico, quanto agitado.

E importante destacar que o pH inicial ndo foi corrigido, resultando em variagcéo
na medida inicial tanto no MRS quanto no FVS. Além disso, é relevante mencionar os
baixos desvios-padrao, que variam de 0,03 a 0,6.

Todos os Lactobacillus utilizados neste trabalho sdo homofermentativos. Isso
significa que essas cepas sédo capazes de degradar agucares através da via glicolitica,
levando a formacgao de piruvato. Este ultimo é posteriormente reduzido a acido lactico
gracas a presenca da lactato desidrogenase (LDH). Nas espécies homofermentativas,
uma molécula de glicose é convertida em duas moléculas de acido latico. Nas espé-
cies heterofermentativas, uma molécula de glicose € convertida em uma molécula de
acido latico e uma molécula diferente, como etanol, CO2 ou outros acidos (TORTORA
et al.2017).
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Figura 8: Determinagédo de pH nos sobrenadantes de cultivos de Lactobacillus em meio Fluido Vagi-
nal Simulado (FVS) e controle (MRS). Cultivos em FVS com agitacao (e) e estatico (m). Cultivos con-

trole com meio MRS com agitagéo (V) e estatico (A ). Condigdes de cultivo: agitagao de 180 rpm,
30°C.

A determinacéo de acidez foi realizada com o sobrenadante do meio de cultivo,
apo6s remocgao das células por centrifugagéao, utilizando método titulométrico. A acidez
foi determinada como acidez total, por neutralizagdo com NaOH 0,1 mol/L. Observa-
se que os cultivos com meio MRS apresentaram maiores valores de acidez do que os
cultivos em meio FVS. Em meio FVS, os cultivos estéaticos ou agitados demonstraram
o mesmo perfil de acidez, provavelmente devido a pequena concentragao de glicose
inicial, que consequentemente foi convertida a pequena concentragao de acidos.

Com os cultivos com L. johnsonii e L. acidophilus, destaca-se o fato de que
comparando-se 0s meios estaticos e agitados, de um mesmo meio de cultivo (MRS

ou FVS), néo foi observada diferenga significativa no perfil de acidez.
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8. INFLUENCIA DAS DIFERENTES FONTES DE CARBONO NO CULTIVO
DE LACTOBACILLUS EM FLUIDO VAGINAL SIMULADO.

8.1 Monossacarideos (glicose, frutose e galactose)

Para realizagdo dos experimentos, foi preparado inéculo cultivando as cepas
em meio MRS contendo 20 g/L de glicose. Apds 48 h de incubagéo, 1 mL do meio foi
transferido para os frascos com FVS ou MRS (controle). Cada frasco continha inicial-
mente 10° cel/mL. Os diferentes Lactobacillus foram cultivados em meio FVS con-
tendo glicose, frutose ou galactose, a 5 g/L, por 48 h, com agitagao (180 rpm) ou

estaticos.

Em relagdo ao crescimento celular em meio FVS, podem ser destacados os

seguintes resultados:

1. L. rhamnosus apresentou crescimento superior aos demais microrganismos
com os 3 monossacarideos testados.

2. Os cultivos com L. rhamnosus apresentaram diferenga estatisticamente signifi-
cativa entre os valores de crescimento celular em processo estatico e agitado.
Porém, os resultados variaram com o agucar adicionado: cultivos com frutose
apresentaram maior crescimento agitados, enquanto com galactose e glicose,
estaticos.

3. Cultivos com L. acidophilus apresentaram o segundo melhor crescimento nos
diferentes acgucares, mas nao houve diferenca significativa entre processos es-
taticos ou agitados.

4. Cultivos com L. gasseri destacaram-se pelo terceiro melhor crescimento em
glicose e galactose, e nestes experimentos, os processos estaticos e agitados
apresentaram diferenga estatisticamente significativa, com melhores resulta-
dos nos cultivos agitados.

5. Cultivos com L. johnsonii apresentaram destaque apenas nos cultivos com fru-

tose em processo agitado.

Em relagdo ao agucar redutor quantificado apds as 48 h de cultivo em meio
FVS, destacam-se os seguintes resultados:
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1. A quantificagdo do acgucar redutor residual resultou em valores entre 8 e 22
mg/mL, para todos os microrganismos e agucares testados. Considerando que
os experimentos foram iniciados com 5 g/L de cada monossacarideo, verificou-
se consumo de 95 a 99% da quantidade inicial.

2. Na maioria dos cultivos, o consumo de acucar nao foi estatisticamente diferente
nos processos estaticos ou agitados. As unicas excegdes foram os cultivos
com: L. rhamnosus, que apresentaram maior consumo de agucares nos cultivos

estaticos; e L. gasseri, que com maior consumo de galactose em cultivo agitado
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Figura 9: Determinag¢do de crescimento na presenca de diversas fontes de carbono em cultivos de
Lactobacillus em meio Fluido Vaginal Simulado (FVS). Cultivos em estatico (=) e com agitagdo (m).
Condigbes de cultivo: agitacao de 180 rpom, 30°C, 48 h. Microrganismos: L.crispatus ; L. johnsonii ; L.
gasseri ; L. rhamnosus ; L. acidophil

Em relagao a acidez e pH do meio de cultivo FVS verificou-se que:
1. Os cultivos com L. crispatus foram os que proporcionaram maiores valores de

acidez em todos os agucares testados. Entretanto, apenas nos cultivos com
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glicose observou-se maior acidez em meio estatico do que agitado, com uma
diferencga estatisticamente significativa.

Os cultivos com L. rhamnosus apresentaram valores de acidez menores do que
L. crispatus, mas superiores aos demais lactobacilos, em todos os agucares
testados. Destaca-se o fato de que os cultivos com L. rhamnosus apresentaram
maior acidez em processo estatico do que agitado, e a diferenca foi estatistica-
mente significativa.

Os cultivos com L. gasseri apresentaram valores de acidez intermediarios entre
os diferentes lactobacilos testados. Apenas nos cultivos com galactose obser-
vou-se maior acidez no processo agitado do que no estatico, estatisticamente
significativa. Com glicose e frutose, ndo houve diferenca entre os processos.
Os cultivos com L. johnsonii e L. acidophilus apresentaram os menores valores
de acidez, sem diferencga significativa entre processo estatico ou agitado.

As medidas de pH do meio de cultivo nos experimentos com L. crispatus, L.
Johnsonii, L. gasseri e L. rhamnosus variaram entre 3 e 5. Ainda que os testes
estatisticos até apontem diferengas significativas, analisando médias e desvio-
padrao, ndo ha diferenga importante entre os processos estaticos ou agitados
em relagao ao parametro pH para esses microrganismos.

Corroborando com os resultados de acidez (foram as menores medidas), os
cultivos de L. acidophilus apresentaram os maiores valores de pH, sem dife-

renca estatistica entre processos estaticos ou agitados.

8.2 Lactose

Para realizagdo dos experimentos, as cepas foram crescidas em meio MRS

contendo 20 g/L de glicose. Apds 48 h de incubacgao, 1 mL do meio foi transferido para

os frascos com meio FVS e lactose ou meio MRS e glicose (controle). Cada frasco

continha inicialmente 10° cel/mL. (Figuras 10)

Em relagédo ao crescimento celular em meio FVS contendo lactose, observa-se

Os cultivos com L. rhamnosus foram os que apresentaram os maiores valores

de crescimento celular em comparagdo com as outras cepas, na ordem de 108
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cel/mL. Destaca-se que o processo estatico proporcionou resultados significa-

tivamente superiores.

2. As demais cepas apresentaram crescimento na ordem de 107 cel/mL, sem di-

ferenga importante entre cultivos estaticos ou agitados.
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Figura 10: Determinagéo de crescimento na presencga de dicarrideos como fonte de carbono em culti-
vos de Lactobacillus em meio Fluido Vaginal Simulado (FVS) e o Meio controle (MRS). Cultivos em
FVS e MRS estatico (m) ou com agitagéo (m). Condigbes de cultivo: agitagdo de 180 rpm, 30°C, 48 h.
Microrganismos: L.crispatus ; L. johnsonii; L. gasseri; L. rhamnosus ; L. acidophilus..

Em relacdo aos parametros de cultivo, observa-se que:

1.

As medidas de agucar redutor foram quantificadas entre 2 e 10 mg/mL
em todos os experimentos com meio FVS. Isso significa que todas as
cepas consumiram mais de 90% do agucar inicial, independente do pro-
cesso ser agitado ou estatico. Os resultados indicam que as cepas do
presente estudo produzem lactases (3.2.1.108 lactose galactohidro-
lase), permitindo a hidrélise da ligagao glicosidica, liberagao dos monos-
sacarideos e sua utilizacdo como fonte de energia (Fig 10).

O maior valor de acidez (em média 40 mmol/L) e o menor valor de pH
(em torno de 3,5) foram medidos nos cultivos estaticos de L. rhamnosus,
nos quais também foram detectados os maiores valores de crescimento
celular. Destaca-se que neste experimento, os processos estaticos e
agitados foram estatisticamente diferentes (Fig 10).

Nos cultivos com L.crispatus, L. gasseri, L. johnsonii e L. acidophilus, os
valores de acidez variaram entre 10 e 30 mmol/L, e pH entre 4 e 7, sem
diferencga estatisticamente significativa entre os processos agitados e es-
taticos (Fig 10).
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8.3 Amido

Para realizagdo dos experimentos, as cepas foram crescidas em meio MRS

contendo 20 g/L de glicose. Apds 48 h de incubagao, 1 mL do meio foi transferido para

os frascos com meio FVS e amido ou meio MRS e amido (controle). Cada frasco

continha inicialmente 108 cel/mL. (Figuras 11).

Em relacdo ao crescimento celular, os dados indicaram crescimento irrisorio,

tanto em meio FVS quanto MRS. A analise de outros parametros de cultivo corrobora

esse resultado, como destacado a seguir:

1.

Neste experimento, diferente do que havia sido realizado nos experimentos an-
teriores, o acucar foi medido pelo método Fenol sulfurico, pois o amido é polis-
sacarideo nao redutor, tendo que ser quantificado por método de agucar total.
Observou-se consumo muito pequeno do amido, tanto em meio MRS quanto
FVS . Os resultados indicam que as cepas de Lactobacillus nao secretaram
carboidrases necessarios para a hidrolise do polissacarideo, pois mesmo em
meio rico em nutrientes, como o meio MRS, ndo houve consumo desse polis-
sacarideo. Da mesma forma, a presenga de oxigénio ndo alterou o consumo
do carboidrato.

Um teste qualitativo com adi¢cao de iodo ao sobrenadante de cultivo corroborou
a afirmacao de que o amido praticamente nao foi consumido. Os tubos testes
ficaram fortemente coloridos pela complexagao do iodo com o amido.
Observou-se pH acima de 5 e baixos valores de acidez em todos os experi-
mentos, tanto em meio MRS quanto FVS. Esses resultados refletem o pequeno
consumo do agucar, ndo ocorrendo produgcdo de acidos organicos, como o
acido latico.

Apesar de alguns resultados pontuais apresentarem diferenga estatistica entre
processos estaticos e agitados, os dados no geral ndo indicam que um pro-
cesso ou outro promova o crescimento/metabolismo dos microrganismos na

presenca de amido.
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Cultivos com MRS (amido)

Cultivos com FVS (amido)
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Figura 11: Parametros de cultivo na presenca de amido como fonte de carbono em cultivos de Lacto-
bacillus em meio FVS ou meio controle (MRS). Cultivos estatico (=) e agitado (m). Condigbes de cul-
tivo: agitagcdo de 180 rom, 30°C, 48 h. Microrganismos: L.crispatus ; L. johnsonii ; L. gasseri; L.

rhamnosus ; L. acidophilus..

8.4 Curva de crescimento de Lactobacillus crispatus em glicose

Para avaliar com mais detalhes o crescimento celular e parametros de cultivo

em meio FVS, foi realizada uma curva de crescimento utilizando glicose. Para isso, foi

selecionada a cepa de L. crispatus, por pertencer a microbiota vaginal e estar inserida
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na classe CST | proposta por Ravel et al. (2011). Os cultivos foram realizados em
frascos de 125 mL com 25 mL de meio FVS ou MRS, ambos com glicose.

Em relagéo ao crescimento celular, em meio FVS nao foi observado o perfil de
crescimento tipico de microrganismos, com uma fase lag, uma fase log ou exponencial
e uma fase estacionaria. Na verdade, por todo o periodo do experimento observou-se
um lento crescimento. Para explicar esse comportamento, parece razoavel propor que
a composi¢cao do meio FVS precisa ser adequada para o crescimento de microrganis-
mos em relagao a outros nutrientes, além da fonte de carbono. Em meio MRS, obser-
vou-se perfil de crescimento préximo do esperado, concordando com a idéia de que o
resultado obtido em meio FVS n&o se deve a cepa, mas sim a composi¢cao do meio.

Em meio MRS, a fase exponencial de crescimento ocorreu nas primeiras 12 h
do experimento, entretanto, em um periodo no qual ndo foram coletadas amostras.
Devido aos poucos dados experimentais, ndao foi possivel calcular com precisao a
velocidade especifica de crescimento. Realizando um calculo aproximado, obteve-se
uma velocidade média de 2x108 cel/mL/h.

Em relagdo aos parametros de cultivo, podem ser destacados os seguintes re-
sultados:

1. As medidas de acgucar redutor indicaram rapido consumo nas primeiras
6 h de cultivo, tanto com o meio MRS quanto FVS.

2. As medidas de proteina ndo apresentaram flutuagdes significativas ao
longo do cultivo. As medidas com MRS s&o superiores ao meio FVS
porque a composi¢ao do meio de cultivo apresenta quantidade superior
de fonte de nitrogénio organica.

3. Os cultivos com meio FVS apresentaram aumento de acidez nas primei-
ras horas de cultivo, mantendo-se constantes nos periodos posteriores.
Esse resultado reflete o esgotamento do agucar apés 6 h de cultivo, im-
possibilitando a produg¢ao de acidos a partir desse periodo. A acidez em
meio MRS é bastante superior ao meio FVS, justamente pela maior
quantidade de acgucar adicionado. Ainda assim, destaca-se o fato dos
perfis de producao de acidos serem iguais entre os dois meios.

4. As medidas de pH do meio de cultivo corroboram as medidas de acidez,
observando-se intensa queda de pH nas primeiras horas de cultivo,

quando também sdo consumidos os acucares do meio.
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9.0 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O objetivo do presente estudo € contribuir com o conhecimento sobre a fisiolo-
gia/bioquimica de bactérias do género Lactobacillus em ambiente vaginal simulado,
visando a utilizagdo destes microrganismos como probioticos. Dessa forma, o Fluido
Vaginal Simulado (Owen e Katz et al., 1999) foi utilizado como meio de cultura para
estes microrganismos, a fim de investigar as possiveis respostas destas bactérias as
condi¢gbes do aparelho genito-urinario feminino em relagéo a crescimento, consumo
de glicose e acidificagdo do ambiente. O estudo do crescimento de Lactobacillus em
meio FVS é inovador, uma vez que na literatura atual, até o momento, sé existem
referéncias ao FVS (Owen e Katz et al., 1999) em estudos que abordam a relagao
desse fluido com os biofilmes que podem ocorrer na regido vaginal (Borges et al.,
2011; Fernandes et al., 2023).

Os Lactobacillus sao bactérias amplamente conhecidas e estudadas. L. aci-
dophilus, por exemplo, foi isolada por Moro (1900) das fezes de criangas alimentadas
com leite materno e acreditava-se ser a mesma espécie dos Lactobacillus vaginais,
denominados genericamente de Bacilos de Doderlein. Estas bactérias crescem em
caldo glicosado a 2% com gotas de acido latico ou acético, com pH em torno de 5. O
crescimento é estimulado por vitaminas do complexo B, presentes em extrato de le-
vedura. A temperatura 6tima de crescimento é de 37°C. Sao bactérias consumidoras
de glicose e lactose, e produzem acidificagédo até pH 3,5 a 4. Essa descri¢do ja estava
no livro de Microbiologia e Imunologia, de Otto Bier, publicado em 1965. Entretanto,
as condigdes fisiologicas e patoldgicas da regido vaginal sao diferentes das condigdes
laboratoriais da microbiologia basica. Sendo assim, o entendimento destas bactérias

em condi¢des que simulem o ambiente in vivo é de suma importancia.

Para controle dos experimentos, neste trabalho, foi utilizado o meio MRS (De
Man, Rogosa e Sharpe), amplamente empregado na literatura para o cultivo de Lac-
tobacillus em estudos de microbiologia. A Tabela 1 apresenta a comparagéo de nutri-
entes entre os meios MRS e FVS, evidenciando que o meio MRS contém maior con-
centragao de glicose, além de fontes de nitrogénio organico e extrato de levedura

como fonte de vitaminas.
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Por outro lado, o meio FVS apresenta uma formulagdo menos rica em nutrientes,
com concentragao de glicose quatro vezes menor que o meio MRS. Quando analisa-
das as fontes de nitrogénio, observa-se uma diferenga ainda mais significativa: en-
quanto o meio MRS contém 25 g/L (proveniente de extrato de carne, extrato de leve-
dura e proteose peptona), o meio FVS possui apenas 0,5 g/L (derivado de albumina e
ureia), representando uma diferencga de 50 vezes na disponibilidade desse nutriente.
Assim, o meio FVS se mostra menos favoravel ao crescimento de Lactobacillus, mas
serve como uma referéncia mais préxima do ambiente humano.

Tabela 3: Composigdo dos meios MRS e FVS utilizados para cultivo das cepas de Lactobacillus - fon-
tes de carbono e nitrogénio

Componentes MRS | FVS

(g/L) | (glL)

Extrato de carne 10

Extrato de levedura 5

Proteose peptona 10

Glicose 20 5
Albumina bovina 0,018
Acido acético 1
glicerol 0,16
ureia 0,4

9.1Influéncia da aeracao no crescimento de Lactobacillus em meio FVS

Em relagéo a disponibilidade de oxigénio, os Lactobacillus sao classificados como
anaerdbios facultativos (Tortora et al. 2017 e Nelson et al., 2019). Para avaliar a in-
fluéncia do oxigénio no crescimento bacteriano considerando o ambiente vaginal, fo-

ram realizados cultivos agitados e estaticos, em meio FVS.

No meio FVS, as contagens celulares apresentaram a mesma ordem de grandeza

em ambas as condigbes (agitada e estatica), possivelmente devido a escassez de
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glicose e fontes de nitrogénio, que foram rapidamente consumidas. Por outro lado, no
meio MRS, observou-se que L. gasseri, L. johnsonii e L. crispatus apresentaram cres-
cimento mais intenso em cultivos agitados, sugerindo um beneficio da maior disponi-
bilidade de oxigénio. Ja L. rhamnosus foi a unica espécie que apresentou crescimento
favorecido em cultivo estatico, enquanto L. acidophilus demonstrou comportamento

indiferente a agitacao.

Considerando que os Lactobacillus sao anaerdbicos facultativos, podem realizar
tanto respiragao aerobica quanto anaerobica (Fig. 13). Na respiragdo aerdbica, a gli-
cose é completamente oxidada, sendo todos os carbonos convertidos a CO:2. A glicose
€ inicialmente oxidada pela via glicolitica, até piruvato (no citoplasma). O piruvato é
convertido a acetil-CoA por descarboxilagdo oxidativa e posteriormente oxidado nas
reacdes do ciclo de Krebs (matriz mitocondrial). Todas as oxidagdes liberam elétrons
que sao carreados por transportadores como NADH e FADH2, para a cadeia respira-
téria (membrana mitocondrial interna). Neste processo, o oxigénio é o aceptor final
dos elétrons, gerando agua e CO2. Gragas ao bombeamento de prétons que ocorre
simultaneamente ao transporte de elétrons, na cadeia respiratoria, a enzima ATP sin-
tase catalisa a ligagado de um fosfato a uma molécula de ADP, liberando ATP. Neste
processo, uma molécula de glicose proporciona o rendimento de 32 moléculas de

ATP, e ndo ocorre a formacao de acido latico (Nelson et al., 2019).

63



ﬁ\ Glucose

L

Cell Membrane

— &\t

reple,,.
AP < — Glycolysis ( “'43
NADH 3
NADH

Oxygen

) NADH
G D'Q i ; \_] Pyruvate NAD*
' 4 I
N ‘ Fermentatlonj

In absence L
of oxygen *

AT'5 Mitochondrion Lactate
CO, H > 0
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No entanto, em condi¢des de baixa disponibilidade de oxigénio ou em bactérias
anaerodbias, ocorrem vias metabdlicas alternativas, como a fermentacao (oxidagao
anaerobica). A glicolise € uma via metabdlica que ocorre no citoplasma, independente
da presenca de oxigénio. Para cada molécula de glicose, a via glicolitica proporciona
a liberacao de 2 moléculas de ATP até a formacao de piruvato. No caso dos Lactoba-
cillus, na auséncia de oxigénio, a oxidagao da glicose € incompleta, e o piruvato &
convertido a acido latico pela agdo da lactato desidrogenase, regenerando o NAD",
um cofator essencial para a continuidade da glicolise. Sem essa regeneracgao, a glico-
lise cessaria, comprometendo a produgéo de ATP e levando a morte celular (Madigan
et al. 2016; Tortora et al. 2017) . Nesse contexto metabdlico, o rendimento energético
€ menor do que em aerobiose, ha a formacgao e acumulo de acido latico e maior con-

sumo de glicose (Nelson et al., 2019).
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Dessa forma, era esperado que nos cultivos estaticos ocorresse maior acidifi-
cacao do meio de cultura. Esse resultado foi verificado no presente estudo em todos
os cultivos em meio MRS, em todas as cepas avaliadas. Ainda que a acidez tenha
aumentado também nos meios agitados, a acidez dos cultivos com meio MRS em
processo estatico foi superior. Os cultivos com meio FVS apresentavam 4 vezes me-
nos glicose do que o meio MRS. O rapido esgotamento do agucar deve ter contribuido

para a pequena acidez detectada nessa condicao.

A variacéo de pH e acidez desempenha um papel crucial no ambiente cervical,
pois influencia diretamente os microrganismos presentes na microbiota, determinando
se estara em estado de eubiose (equilibrio) ou disbiose (desequilibrio). A disbiose, em
particular, contribui para a redugéo da integridade do muco cervical, ja que bactérias
anaerobicas presentes nesse estado tendem a consumir acido sialico, gerando meta-
bolitos como a sialidase, uma enzima que degrada o muco cervical. Esse processo
esta associado a complicagdes importantes, como parto prematuro, infecgao intraute-

rina durante a gravidez e infec¢des vaginais (Lacroix et al., 2020 e Guillaume et al.,

2020).

9.2 Influéncia de diferentes agucares no crescimento de Lactobacillus, em meio FVS,
estatico e agitado.

No presente estudo, foram utilizadas diversas fontes de carboidratos para ana-
lisar os padrdes nutricionais dos Lactobacillus, abrangendo:
1) monossacarideos (glicose e galactose, ambas aldo-hexoses, e a frutose, uma ceto-
hexose Fig 14),
2) dissacarideo (lactose, agucar redutor, glicose 3(1—4) galactose, Fig 15).

3) polissacarideo (glicogénio, Fig 16 e amido, Fig 17.).
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Figura 15: Estrutura quimica da Lactose (Nelson et al. 2019).

Considerando os experimentos em meio FVS, todas as cepas de Lactobacillus
foram capazes de crescer em glicose, galactose, frutose e lactose em meio FVS. En-
tretanto, a intensidade do crescimento celular variou de acordo com a espécie. O cres-
cimento na presenga desses agucares, em um meio nutritivo que simula o ambiente
in vivo no qual se deseja empregar essas bactérias € de vital importancia para estudos
de desenvolvimento de probidticos. Tanto para garantir energia metabdlica para man-
ter a eubiose no ambiente vaginal, quanto como estratégia de tratamento em caso de
disbiose. Entender o metabolismo energético dessas bactérias permitira propor estra-
tégias de fortalecimento dessas linhagens ou reposi¢ao de sua presenga, associando
assim acao probidtica com prevencao e tratamento de infecgdes.

Considerando a fisiologia vaginal, a principal fonte de carbono para forneci-
mento de energia para Lactobacillus é o glicogénio, presente nas células da mucosa
(Ravel et al. 2011). No presente estudo, utilizou-se amido nos cultivos com Lactoba-

cillus na intengéo de simular a presencga do glicogénio. Tanto o amido quanto o glico-
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génio sao polimeros de glicose, unidos por ligagdes a(1—4) em suas cadeias princi-
pais e a(1—6) em suas ramificagées. O grao de amido € composto por dois tipos de
cadeia, uma linear (amilose) e outra ramificada (amilopectina). O glicogénio é similar
a amilopectina, diferenciando-se por apresentar maior densidade de ramificacboes
(uma a cada 8-12 residuos de glicose) em comparagao com amilopectina (ramifica-
¢cbes a cada 20-30 residuos) Nelson et al. 2019. Neste trabalho, optou-se por utilizar
o amido de mandioca justamente pela maior propor¢do de amilopectina (amilose,
cerca de 20-30% e amilopectina, 70-80%) Nelson et al. 2019. A adigdo de amido de
mandioca ao meio FVS poderia se aproximar do ambiente fisiolégico e se trata de
material muito mais acessivel, podendo ser adquirido no comércio local, ao contrario
do glicogénio.

O entendimento do metabolismo do glicogénio por Lactobacillus € fundamen-
tal para esclarecer aspectos diversos da microbiota no canal vaginal, visto que é a
fonte primaria de energia para esses microrganismos e a origem da producéao de acido
latico, que afeta diretamente o pH local. Apesar dessa importancia, ainda existem mui-
tas lacunas a serem esclarecidas e percebe-se que apenas recentemente esse tema
tem sido explorado de forma incisiva.

A utilizacgao de glicogénio como fonte primaria de carbono para o crescimento
e colonizagao da microbiota do canal vaginal é controversa. Existem relatos indicando
que os lactobacilos utilizam os produtos hidrolisados do glicogénio gerados pelas a —
amilase humana presente nos fluidos vaginais e ndo seriam capazes de secretar as
proprias carboidrases.

Entretanto, recentemente tém surgido estudos indicando o oposto. Os estudos
sobre metabolismo de glicogénio tém sido realizados especialmente com L. crispatus,
e a identificagdo de suas carboidrases. As referéncias nesse sentido tem se acumu-
lado como van der Veer et al. (2019), Zhang et al. (2022), Argentini et al.(2022) e
Jenkins et al. (2023).

O trabalho de Argentini et al.(2022) verificou a capacidade de L. crispatus em
degradar o glicogénio e de atuar em co-culturas com outros Lactobacillus fornecendo
glicose a partir de glicogénio. O mesmo trabalho identificou genes de carboidrases em
L. crispatus. Ainda neste estudo, os autores verificaram que outras espécies de Lac-
tobacillus de fato ndo tem capacidade de metabolizar o glicogénio, e que dependeriam

de relacionamentos simbioticos para isso.
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As cepas utilizadas no presente estudo foram adquiridas no comércio farma-
céutico local e sdo vendidas em capsulas para uso probiético oral. Era esperado, por-
tanto, que tivessem capacidade metabdlica para sobrevivéncia em ambiente vaginal
e intestinal. As cepas testadas, incluindo L. crispatus, nao apresentaram capacidade
de metabolizar uma alfa-glucana ramificada semelhante ao glicogénio - amilopectina.
Na verdade, mesmo a alfa-glucana linear que estava presente em menor proporgao -
amilose, também nao foi hidrolisada. Esse resultado ndo parece ser devido ao fluido
vaginal simulado usado como meio de cultura, pois mesmo em meio de cultura MRS
(controle), ndo ocorreu crescimento, indicando que as cepas nao estavam secretando
as carboidrases necessarias.

Por outro lado, no trabalho de Argentini et al.(2022) também foi relatado que
nem todas as cepas de L. crispatus isoladas de amostras de secregao vaginal apre-

sentavam a capacidade de metabolizar o glicogénio.
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Figura 16: Estrutura quimica do glicogénio (Nelson et al. 2019).
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Figura 17: Estrutura quimica da amilopectina (Nelson et al. 2019).
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10. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo indicam que as espécies de Lactobacillus analisa-
das apresentam diferencas significativas em morfologia, crescimento e metabolismo,
influenciadas pelo meio de cultura e pelas condi¢des de cultivo. O meio FVS demons-
trou ser adequado para o crescimento de L. crispatus, L. gasseri e L. johnsonii, mesmo
com baixos niveis de macro e micronutrientes, enquanto no meio MRS, a disponibili-
dade de oxigénio influenciou o crescimento, conforme esperado para bactérias anae-

robicas facultativas.

O consumo de glicose foi intenso nas primeiras 24 horas, sendo maior no meio
MRS, enquanto a limitagao de nitrogénio no FVS resultou em baixa concentracéo de
proteina no sobrenadante. A acidificagdo do meio foi evidente na maioria dos cultivos,
com L. crispatus apresentando maior produgéo de acidos, enquanto L. johnsonii cres-
ceu melhor na presenga de frutose sob agitacdo. L. rhamnosus destacou-se pelo
maior crescimento e eficiéncia na utilizagdo de agucares, especialmente em cultivos

estaticos.

A analise do consumo de agucares mostrou que todas as cepas metabolizaram
glicose, frutose, galactose e lactose com alta eficiéncia, consumindo mais de 90% da
concentracao inicial. No entanto, a incapacidade de metabolizar amido sugere a au-
séncia de enzimas amiloliticas, indicando uma limitagdo no uso de carboidratos com-
plexos. O efeito da agitagédo variou conforme a cepa e o tipo de agucar utilizado, sendo
que, para L. rhamnosus, o cultivo estatico favoreceu o crescimento e a producao de
acidos, enquanto para L. gasseri, o cultivo agitado foi mais eficiente. No entanto, para
a maioria das cepas, as diferengas entre processos estaticos e agitados nao foram

estatisticamente significativas quanto ao consumo de agucar e ao pH final do meio.

Diante desses achados, torna-se evidente a necessidade de estudos adicionais
para aprofundar a compreensao dos padroes fisioldgicos e bioquimicos dos Lactoba-
cillus, incluindo a influéncia das fontes de carbono, a presencga de acido latico no inicio
da fermentacgao e possiveis respostas imunoldgicas mediadas por esses microrganis-
mos. Além disso, o aprimoramento do meio FVS, incorporando parametros adicionais,

podera ampliar seu potencial como modelo experimental. Essas questbes represen-
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tam desafios instigantes para pesquisas futuras e poderdo contribuir significativa-
mente para o avang¢o do conhecimento no campo da microbiota vaginal e suas aplica-

cOes biotecnoldgicas.
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