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Resumo

A microbiota vaginal possui um papel importante no equilíbrio e manutenção da

saúde vaginal das mulheres, apresentando uma vasta quantidade e variedade de

microrganismos. O trato genital feminino é constituído por um ecossistema equilibrado

de microrganismos que promovem as defesas contra infeções, nomeadamente infeções

causadas por agentes bacterianos, como é o caso da gonorreia, causada pela bactéria

Neisseria gonorrhoeae. Um desequilíbrio neste ecossistema pode ainda dar origem a

infeções fúngicas do trato genital feminino, como é o caso da candidíase vaginal,

causada pela levedura Candida albicans.

N. gonorrhoeae é uma bactéria gram-negativo que tem a capacidade de infetar o trato

genital feminino, causando a doença sexualmente transmissível gonorreia. Esta trata-se

de um problema de saúde pública mundial essencialmente devido à sua resistência à

maioria dos antibióticos normalmente usados no seu tratamento. Por outro lado, a

candidíase vaginal é uma infeção fúngica da mucosa genital, que envolve

principalmente a vulva e a vagina, causada pela proliferação excessiva de fungos do

género Candida spp., sendo a espécie C. albicans a mais frequentemente relacionada

com este tipo de infeção.

A utilização de produtos naturais como agentes antimicrobianos e antibiofilme torna-

se uma alternativa terapêutica que possibilita tratamentos eficazes contra estas infeções,

assumindo um papel promissor tendo em conta a crescente resistência destes

microrganismos aos antimicrobianos disponíveis para o seu tratamento. Estes produtos

possuem uma ampla variedade de compostos com diferentes atividades biológicas.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a atividade antimicrobiana e

antibiofilme dos sais minerais extraídos da água mineral natural de Chaves e dos

extratos das plantas de Salvia officinalis L. (sálvia), Malva sylvestris L. (malva) e de

Acacia saligna L. (acácia), isoladamente ou em combinação, sobre microrganismos

patogénicos do TGF e a microbiota vaginal. A avaliação das propriedades

antimicrobianas dos sais minerais extraídos da água mineral natural de Chaves e dos

extratos das plantas, isoladamente e em combinação, foi feita através do método de

microdiluição em microplacas recorrendo ao corante INT, para determinação da

concentração mínima inibitória, da concentração mínima bactericida e da concentração

mínima fungicida. As capacidades de inibição e redução da formação de biofilmes de N.



4

gonorrhoeae e C. albicans por parte das diferentes amostras estudadas foram

igualmente testadas e analisadas por citometria de fluxo.

Depois de analisados os resultados obtidos verificou-se que a solução com melhor

atividade antimicrobiana e com maior capacidade para inibir e reduzir a formação de

biofilmes dos microrganismos patogénicos do TGF, enquanto manteve alguma

viabilidade das bactérias associadas à saúde vaginal, os Lactobacillus spp., foi a mistura

de extrato hidroalcoólico de A. saligna com os sais minerais da água mineral natural de

Chaves, a uma concentração de 10 mg.mL-1 e numa proporção de 50:50.

Com este estudo pode assim concluir-se, tendo em conta as propriedades biológicas

demonstradas pelos produtos naturais testados, estes poderão, no futuro, fazer parte da

formulação de produtos de higiene íntima focados no controlo de microrganismos

patogénicos do TGF, com a capacidade de manter alguma viabilidade da microbiota

vaginal.

Palavras-chave: infeções do trato genital feminino, Neisseria gonorrhoeae, Candida

albicans, microbiota vaginal, água mineral natural, plantas medicinais, antimicrobianos,

biofilmes.
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Abstract

The vaginal microbiota plays an important role in balancing and maintaining

women's vaginal health, presenting a vast amount and variety of microorganisms. The

female genital tract is made up of a balanced ecosystem of microorganisms that promote

defenses against infections, particularly infections caused by bacterial agents, such as

gonorrhoea, which is caused by the bacterium Neisseria gonorrhoeae. An imbalance in

this ecosystem can also lead to fungal infections of the female genital tract, such as

vaginal candidiasis, caused by the yeast Candida albicans.

N. gonorrhoeae is a gram-negative bacterium that can infect the female genital tract,

causing the sexually transmitted disease gonorrhoea. This is a global public health

problem mainly due to its resistance to most antibiotics commonly used to treat it. On

the other hand, vaginal candidiasis is a fungal infection of the genital mucosa, mainly

involving the vulva and vagina, caused by the excessive proliferation of fungi from the

genus Candida spp., with C. albicans being the species most frequently related to this

type of infection.

The use of natural products such as plant extracts and natural mineral water as

antimicrobial and antibiofilm agents becomes a therapeutic alternative that enables

effective treatments against these infections, assuming a promising role considering the

increasing resistance of these microorganisms to the antimicrobials available for their

treatment.

The present work aimed to study the antimicrobial and antibiofilm activities of the

mineral salts extracted from the natural mineral water of Chaves and the plant extracts

of Salvia officinalis L. (sage), Malva sylvestris L. (mallow) and Acacia saligna L.

(acacia), alone or in combination, on pathogenic microorganisms of female genital tract

and vaginal microbiota. The evaluation of the antimicrobial properties of mineral salts

extracted from the natural mineral water of Chaves and plant extracts, alone and in

combination, was done by the microdilution method in microplates using INT dye and

resazurin, to determine the minimum inhibitory concentration, the minimum

bactericidal concentration, and the minimum inhibitory concentration of biofilm

formation. The inhibition and reduction abilities of N. gonorrhoeae and C. albicans

biofilm formation by the different samples studied were also tested and analysed by

flow cytometry.
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After analysing the obtained results, it was found that the solution with the best

antimicrobial activity and with the greatest ability to inhibit and reduce the formation of

biofilms of TGF’s pathogenic microorganisms, while maintaining some viability of the

bacteria associated with vaginal health, the Lactobacillus spp. was the mixture of

hydroalcoholic extract of A. saligna with natural mineral water from Chaves, at a

concentration of 10 mg.mL-1 and in a 50:50 ratio.

With this study, it is possible to conclude that, knowing the biological properties

demonstrated by the natural products tested, they could eventually be used in the

formulation of intimate hygiene products aimed at the control of pathogenic

microorganisms of TGF, while also preserving some viability of the vaginal microbiota.

Keywords: female genital tract infections, Neisseria gonorrhoeae, Candida albicans,

vaginal microbiota, natural mineral water, medicinal plants, antimicrobials, biofilms.
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1. Introdução

Atualmente, o estudo científico da microbiota dos tecidos e órgãos fornece

informações relevantes acerca da saúde humana. A maioria das pesquisas efetuadas

tem-se vindo a concentrar em métodos de manutenção de uma microbiota saudável. No

entanto, nos dias de hoje, a tendência tem sido procurar entender as causas e as origens

do desequilíbrio da microbiota, de modo a reduzir as patologias associadas às suas

disfunções, e a assegurar a qualidade de vida e a saúde das pessoas afetadas (1). No

trato genital feminino (TGF) é possível encontrar uma microbiota específica que, entre

outras coisas, é responsável pela proteção daquele contra microrganismos patogénicos.

Contudo, alterações na proporção relativa ou no tipo das espécies microbianas presentes

nesta microbiota podem levar ao desenvolvimento de doenças do TGF (2). A microbiota

vaginal possui uma formação variável e dinâmica de leveduras, bactérias aeróbias, e

bactérias anaeróbias facultativas, com predominância de lactobacilos, cujo papel é

fundamental na manutenção e preservação da saúde do TGF (3). A ocorrência de

desequilíbrios da microbiota do TGF proporciona o crescimento de microrganismos

patogénicos oportunistas, levando a manifestações clínicas como a candidíase vaginal

(CV) e outras infeções do TGF, como a gonorreia, que afetam principalmente mulheres

em idade reprodutiva e sexualmente ativas (4, 5). O desequilíbrio da microbiota do TGF

pode ocorrer por uma multiplicidade de fatores como, a fase do ciclo menstrual,

gravidez, infeções, comportamentos sexuais, uso de antibióticos, higiene, terapia

hormonal, mudanças no pH e até hábitos alimentares (6-8). A CV é a segunda causa

mais frequente de vulvovaginite, sendo ainda mais prevalente durante a gravidez (9), e é

uma infeção causada pela proliferação excessiva de leveduras do género Candida (10).

A espécie de Candida mais comummente associada à candidíase vaginal é a Candida

albicans, que normalmente coloniza o TGF de forma assintomática. No entanto, podem

surgir sintomas devido a uma exuberante inflamação da mucosa vaginal causada

essencialmente pelo crescimento excessivo de C. albicans, com subsequente invasão

epitelial e produção de fatores de virulência (11). Já a gonorreia é uma infeção causada

pela espécie bacteriana Neisseria gonorrhoeae, transmissível sexualmente, podendo

ocorrer sob a forma assintomática ou sintomática (12). A infeção do TGF por N.

gonorrhoeae pode levar ao aparecimento de cervicite, ou, com menos frequência,

doença inflamatória pélvica, infertilidade, gravidez ectópica, ou cegueira neonatal

resultante da transmissão durante o parto (13). Tanto a C. albicans como a N.
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gonorrhoeae são microrganismos preocupantes no que diz respeito aos antimicrobianos

mais comummente usados no tratamento de infeções por si causadas devido

especialmente ao aumento da sua resistência aos mesmos (14, 15).

O uso de produtos naturais com fins terapêuticos é considerado uma forma

terapêutica alternativa viável e importante no combate à resistência microbiana aos

tratamentos convencionais. Desde a antiguidade que o homem utiliza plantas medicinais

e os seus extratos nas mais diversas indústrias, nomeadamente nas indústrias alimentar,

cosmética, e farmacêutica (16). As plantas medicinais têm sido alvo de grande interesse

e estudo no ramo da investigação para desenvolvimento de novos fármacos, tendo em

conta as atividades biológicas que apresentam (17). Os metabolitos secundários

provenientes destas plantas apresentam estruturas químicas complexas importantes, com

interações específicas e reconhecimento de alvos moleculares nos microrganismos

patogénicos (18).

Para além das plantas medicinais, as águas minerais naturais (AMN) surgem como

um produto natural com propriedades terapêuticas interessantes, com aplicação no

tratamento de doenças respiratórias, músculo-esqueléticas, metabólicas, entre outras

(19). São águas de circulação subterrânea, bacteriologicamente próprias, e com

características físico-químicas estáveis na sua origem, isto é, apresentam características

que as diferenciam das outras águas subterrâneas, nomeadamente os níveis de

estabilidade dos parâmetros físico-químicos que as caracterizam (20). O uso das AMN

no tratamento de diferentes patologias tem sido reportado desde tempos antigos, tendo

surgido as primeiras termas na Grécia sob o domínio Romano (21). As suas

propriedades terapêuticas encontram-se amplamente descritas na literatura (22-25),

nomeadamente as suas características antimicrobianas (26), o que se pode revelar útil no

tratamento de infeções causadas por microrganismos resistentes às terapias

antimicrobianas convencionais.

Desta forma, os produtos naturais tornam-se uma alternativa terapêutica natural aos

antimicrobianos tradicionais. Com o aumento acentuado da resistência microbiana aos

fármacos antimicrobianos usados na clínica, surge a necessidade de investigar e

desenvolver alternativas eficazes à terapia existente. Assim, este trabalho teve como

principal objetivo estudar a atividade antimicrobiana e antibiofilme dos sais minerais

extraídos da AMN de Chaves e de extratos de plantas medicinais, isoladamente ou em

combinação, em microrganismos patogénicos do TGF e microbiota vaginal.
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2. Estado da Arte

O TGF desempenha várias funções relacionadas com a reprodução, mas devido à sua

exposição direta ao ambiente externo, podem desenvolver-se infeções microbianas (27).

Tanto a parte superior (útero e cérvix) como a inferior (vagina) do TGF estão cobertas

por um epitélio, contendo células do sistema imunitário (macrófagos, células dendríticas,

linfócitos T e B) que proporcionam uma proteção robusta ao hospedeiro, e diferem entre

si em termos das espécies de Lactobacillus spp. que são dominantes (28). Uma alteração

do equilíbrio fisiológico entre a microbiota vaginal e as células do sistema imunitário

conduz a um estado de disbiose que, por sua vez, pode explicar o aparecimento de

infeções, como a gonorreia e a candidíase vaginal, que podem levar a complicações

graves na reprodução e na gravidez (29).

2.1 Gonorreia

A gonorreia trata-se de uma infeção sexualmente transmissível que se tem propagado

desde a antiguidade, vindo a tornar-se, nos dias de hoje, num problema de saúde pública.

Estirpes da espécie bacteriana N. gonorrhoeae, também conhecida como gonococo, têm

vindo a adquirir resistência aos antibióticos normalmente usados no tratamento da

gonorreia desde os finais dos anos 1930 (15), e já em 2018, foi relatado o primeiro caso

de falha no seu tratamento com antibióticos de primeira linha no Reino Unido (30). A

par da ameaça relacionada com o aparecimento de estirpes resistentes aos antibióticos,

está o aumento contínuo do número de casos a nível global (12, 31, 32) e a inexistência

de uma vacina eficaz contra a infeção gonocócica (33).

N. gonorreia é um patógeno humano obrigatório que infeta predominantemente o

epitélio da mucosa do trato urogenital humano, sendo também capaz de infetar outros

locais como o reto, a faringe e a conjuntiva (34). Trata-se de uma bactéria Gram-

negativo que normalmente se apresenta sob a forma de diplococos. A infeção

gonocócica pode surgir tanto em mulheres como homens, sintomática ou

assintomaticamente, com taxas mais elevadas de infeção assintomática relatadas nas

mulheres (12). Devido à proporção significativa de infeções assintomáticas causadas

por N. gonorrhoeae, muitas das pessoas acometidas pela doença estão inconscientes da

mesma, aumentando assim a probabilidade de transmissão e disseminação. A infeção

sintomática apresenta-se geralmente sob a forma de uretrite nos homens e ectocervicite
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ou endocervicite nas mulheres. Embora a infeção disseminada para outros locais

anatómicos seja rara, uma infeção localizada extensa pode causar complicações graves,

incluindo doença inflamatória pélvica, infertilidade, gravidez ectópica, ou cegueira

neonatal resultante da transmissão durante o parto (35).

N. gonorrhoeae apresenta um diversificado conjunto de moléculas na superfície

bacteriana que lhe permite entrar e invadir diferentes tipos de tecido (34).

Adicionalmente, esta bactéria possui a capacidade de submeter os seus antigénios de

superfície ao processo de variação de fase e de variação antigénica, conseguindo assim

fugir ao sistema imunitário e à formação de memória imunitária (36).

Tendo em conta a incapacidade dos antibióticos de primeira linha em tratar as

infeções causadas por N. gonorrhoeae, o tratamento normalmente indicado é uma

combinação de cefixima (cefalosporina de 3ª geração) com azitromicina (macrólido)

(37). Contudo, considerando que a toma destes antibióticos pode levar ao aparecimento

de vários efeitos secundários, como náuseas, diarreia e vómitos, e o rápido

aparecimento de estirpes de N. gonorrhoeae resistentes à cefixima e à azitromicina (38),

o desenvolvimento de alternativas ao tratamento da gonorreia, que sejam

simultaneamente mais eficazes e sustentáveis, tem vindo a tornar-se uma urgência.

2.2 Candidíase vaginal

A candidíase é uma infeção oportunista causada por leveduras do género Candida

spp.. A C. albicans é uma espécie de levedura comensal que coloniza em diferentes

localizações do corpo humano, nomeadamente o TGF, o trato gastrointestinal, a pele, a

mucosa oral, entre outras (39). Uma elevada percentagem de mulheres, cerca de 20%,

em idade fértil e sexualmente ativas apresenta C. albicans na região do TGF em algum

momento da sua vida. Normalmente, não manifestam sintomas ou sinais de infeção,

encontrando-se a levedura em baixas quantidades (40). No entanto, C. albicans é

igualmente considerada uma espécie fúngica oportunista, pois pode levar ao

aparecimento de patologia quando ocorrem situações como o desequilíbrio imunológico

do hospedeiro ou disbiose causada pela toma de antibióticos (41). Uma das patologias

frequentemente causadas por C. albicans é a CV. Esta é uma infeção que se caracteriza

por um processo inflamatório da mucosa genital, que envolve essencialmente a vulva e

a vagina, causada pela proliferação excessiva de C. albicans (10). Uma das

características de C. albicans que lhe permite transitar entre o estado comensal e
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patogénico é o seu dimorfismo, isto é, este fungo tem a capacidade de colonizar tecidos

sob a forma leveduriforme, quando comensal, ou de um micélio composto por hifas,

quando assume a forma patogénica (42). Apesar de C. albicans ser a espécie de

Candida spp. mais reconhecida como a principal responsável pela CV, representando

cerca de 85% dos casos, esta patologia pode ser causada por outras espécies como C.

glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, e C. tropicalis, embora com menos relevância (10,

43).

Os principais fatores relacionados com a ocorrência de CV são a gravidez, idade

superior a 45 anos, diabetes tipo 1 não controlada, uso de antibioterapia, e histórico de

ocorrência de CV (44). Outros fatores importantes relacionados com a ocorrência desta

patologia são, por exemplo, o uso de vestuário justo, contracetivos orais com doses

elevadas de estrogénio, dispositivos intrauterinos, uso de fármacos imunossupressores,

obesidade, doenças da tiroide, e ainda predisposição genética (40).

Relativamente à epidemiologia da CV, estima-se que cerca de 75% das mulheres

apresentem pelo menos um episódio de CV ao longo da sua vida, e aproximadamente

40-45% entre dois ou mais episódios. Durante a gravidez, cerca de 40% das mulheres

são acometidas por esta patologia (45).

A CV apresenta como principais sintomas prurido na região vaginal, ardência na

vulva, inchaço dos lábios vaginais, corrimento espesso esbranquiçado, podendo ocorrer

também dor durante as relações sexuais e ao urinar, lesões na região da vagina, e

ressecamento da pele da vulva (46).

O tratamento de CV passa normalmente pela toma de antifúngicos azólicos (45, 46).

Contudo, a resistência de C. albicans, bem como de outras espécies de Candida spp.

causadoras de CV, aos antifúngicos disponíveis no mercado é cada vez mais expressiva

(47). Por isso, é necessário encontrar alternativas terapêuticas que permitam combater

estes mecanismos de resistência.
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2.3 Microbiota vaginal e a importância de Lactobacillus spp. na prevenção de

patologias vaginais

A vagina, parte integrante do TGF, encontra-se colonizada predominantemente por

Lactobacillus spp., estando estes associados a uma microbiota vaginal saudável. A

colonização com estas bactérias é considerada um importante mecanismo de proteção

da mucosa vaginal pelo impedimento da multiplicação de microrganismos patogénicos

(48). Contudo, a composição da microbiota vaginal não é constante, podendo esta sofrer

alterações em resposta a fatores exógenos e endógenos como a idade, produção

hormonal, ciclo menstrual, uso de antibióticos, atividade sexual, e aspetos ambientais

(49). Um desequilíbrio da microbiota vaginal, nomeadamente uma redução da

população de Lactobacillus spp., e a colonização por microrganismos patogénicos e/ou

oportunistas podem levar ao aparecimento de infeções no TGF (50).

O género Lactobacillus é composto por mais de 170 espécies de bactérias Gram-

positiva, anaeróbia facultativa, catalase-negativa, com forma de bastonete (51).

Lactobacillus acidophilus convertem o glicogenio em ácido láctico, que é responsável

pela manutenção do pH vaginal saudável que varia entre 3.8 e 5. Concomitantemente,

espécies deste género produzem substâncias antimicrobianas como bacteriocinas e

peróxido de hidrogénio, que, em conjunto com o pH baixo, previnem a colonização e

proliferação de microrganismos patogénicos como a N. gonorrhoeae, C. albicans,

Gardnerella vaginalis, Atopobium spp. e Prevotella spp. (52).

As espécies de Lactobacillus mais comummente isoladas de microbiotas vaginais

saudáveis são L. crispatus, L. gasseri, L. iners, e L. jensenii (53). A capacidade destas

espécies aderirem às células epiteliais e colonizar a vagina é atribuível a fatores

hormonais, pH vaginal e teor de glicogénio (54). Além das espécies mencionadas,

podem ainda ser encontradas, com menos frequência, L. casei e L. plantarum no TGF

(40, 55). Vários estudos indicam que o uso destas bactérias como probióticos ajudam na

manutenção de uma microbiota vaginal saudável e que podem até ser usados no

tratamento de infeções associadas ao TGF (56-58).
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2.3.1.Lactobacillus casei

L. casei é uma das espécies bacterianas mais estudadas devido ao seu potencial nas

indústrias alimentar e farmacêutica (59, 60). São amplamente usados como probióticos,

tendo sido demostrado que alteram a microbiota do trato gastrointestinal e que

influenciam a resposta imunitária do hospedeiro (61, 62). Para além disso, verificou-se

que o seu consumo regular apresenta efeitos anti-hipertensivo, antioxidantes,

melhorando igualmente o perfil lipídico (63). Esta bactéria tem vindo a ser investigada

quanto à sua aplicação como probiótico no tratamento de infeções do TGF (64).

2.3.2.Lactobacillus plantarum

L. plantarum é uma das espécies de Lactobacillus comummente usada como

probiótico, cuja distribuição é bastante variada, podendo ser encontrada em nichos

ecológicos díspares que vão desde o TGF até laticínios, vegetais, peixes e carnes (65,

66). Esta diversidade de nichos ecológicos advém da capacidade de L. plantarum em se

adaptar, consequência da sua tolerância a pH mais baixo, do uso de diversas vias

metabólicas, e da produção de bacteriocinas e peróxido de hidrogénio que inibem o

crescimento de bactérias competidoras (65). L. plantarum é frequentemente usado na

indústria farmacêutica como probiótico, tendo em conta os provados benefícios que

trazem à saúde do hospedeiro, nomeadamente para o TGF (66, 67) .

2.4 Agentes patogénicos do TGF

2.4.1.Candida albicans

C. albicans é uma espécie de levedura pertencente ao género Candida, cujos

integrantes têm a capacidade de crescer polimorficamente em forma de levedura, hifa e

pseudohifa, tendo aptidão para crescer aeróbica e anaerobicamente (68). São comuns

constituintes da microbiota humana, podendo ser encontradas nas mucosas do trato

gastrointestinal e geniturinário, e ocasionalmente na pele (69, 70). A C. albicans pode

ser considerada um microrganismo comensal ou patogénico oportunista, ou seja, uma

colonização assintomática por parte de C. albicans pode, dependendo das condições de

saúde do hospedeiro, tornar-se numa infeção localizada, como é a CV, ou sistémica (71,

72). A virulência deste fungo depende de um conjunto de fatores de patogenicidade
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como a sua versatilidade de adaptação, como a transição entre a forma de levedura, hifa

e pseudohifa, e sua capacidade de adesão, expressando adesinas e formando biofilmes

em superfícies abióticas, como dispositivos médicos, ou bióticas, como tecidos mucosos

(73).

2.4.2.Neisseria gonorrhoeae

O género Neisseria apresenta duas espécies patogénicas principais, a N. gonorrhoeae

e N. meningitidis. São bactérias gram-negativas, aeróbicas, não flageladas, produtoras

das enzimas catalase e oxidase, tendo a capacidade de produzir ácido a partir da

utilização de glucose, o que permite a sua diferenciação das demais espécies (74, 75). N.

gonorrhoeae, comummente designada por gonococo, é uma bactéria patogénica humana

obrigatória, que coloniza no trato urogenital e respiratório, sendo o agente etiológico da

gonorreia uma doença sexualmente transmitida (76). As infeções causadas pela N.

gonorrhoeae têm vindo a tornar-se um problema de saúde pública, não só pela sua

elevada incidência, mas pelo desenvolvimento de resistência aos antibióticos usados no

seu tratamento (76, 77). Esta bactéria é aquela que mais comummente infeta o TGF,

podendo ainda infetar outras superfícies mucosas como a faringe e o reto (78). Nas

mulheres, se não tratada, a infeção por N. gonorrhoeae pode progredir para estados mais

graves como a doença inflamatória pélvica e a infertilidade (79).

O envelope celular de N. gonorrhoeae é formado por três camadas diferentes: uma

membrana citoplasmática interna, uma parede celular constituída por peptidoglicano, e

uma membrana celular externa composta por lipooligosacárido, fosfolípidos e diversas

proteínas (80). Alguns destes componentes são considerados fatores de virulência,

devido à sua relação com a adesão, a invasão celular e a citoxicidade de N. gonorrhoeae,

tanto a nível sistémico como nas mucosas (81).

2.5 Produção de biofilmes por agentes patogénicos do TGF

O biofilme microbiano é uma comunidade estruturada de microrganismos, como

bactérias e fungos, que tem a capacidade de aderir a superfícies inertes ou tecidos

biológicos. O biofilme encontra-se delimitado por uma matriz de substâncias

poliméricas extracelulares produzida pelos próprios microrganismos, e é composta

essencialmente por polissacáridos, mas contendo também ácidos nucleicos e

aminoácidos, glicoproteínas e fosfoproteínas, açúcares, fosfolípidos, e compostos
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fenólicos (82). Esta comunidade é frequentemente caracterizada por uma arquitetura

interna complexa que contém canais que permitem a circulação de nutrientes (83).

Áreas distintas dentro do biofilme podem conter células geneticamente idênticas que

exibem diferentes padrões de expressão genética, o que resulta numa maior tolerância a

condições adversas e persistência em ambientes hostis (84). O biofilme oferece assim

proteção contra a desinfeção química, ao tratamento com antimicrobianos, e à resposta

do sistema imunitário humano (85, 86). Em geral, a formação do biofilme microbiano é

caracterizada por quatro fases: (1) adesão das células microbianas a uma superfície

mediada por proteínas da parede celular; (2) colonização, com o crescimento das células

aderidas numa microcolónia; (3) maturação, na qual o biofilme adquire uma estrutura

tridimensional complexa; (4) e dispersão celular, que ocorre com o destacamento de

células do biofilme para que estas colonizem novos locais da superfície (87).

Figura 1 - Esquema ilustrativo do processo de formação de um biofilme microbiano: (1) - adesão das

células microbianas a uma superfície; (2) – colonização; (3) - maturação do biofilme; (4) - dispersão

celular. Adaptado de (88).

Bactérias e fungos com capacidade de formar biofilmes são cada vez mais

reconhecidos como, desempenhando um papel importante em diversas doenças

infeciosas, particularmente devido à sua persistência e recorrência. Tem-se vindo a

constatar que estas estruturas microbianas colonizam uma grande variedade de
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dispositivos médicos, colocando os doentes em risco de infeções relacionadas com os

mesmos (89). Mais recentemente, os biofilmes têm sido implicados em infeções do

TGF. N. gonorrhoeae e C. albicans, agentes patogénicos-chave na gonorreia e CV,

respetivamente, e ambas capazes de formar biofilmes, apresentam atributos de

virulência importantes e mecanismos de resistência relacionados com a capacidade de

estabelecer estas estruturas (90, 91).

A capacidade de Lactobacillus spp. interagir e inibir o crescimento de biofilmes de N.

gonorrhoeae e de C. albicans tem sido estudada. No caso do agente etiológico da

gonorreia, verificou-se que L. jensenii conseguiu inibir a adesão de N. gonorrhoeae a

células epiteliais, levando à impossibilidade de formação de biofilmes por parte desta

bactéria (92, 93). Noutro estudo, L. crispatus foi capaz de neutralizar a viabilidade de N.

gonorrhoeae através de diferentes mecanismos (93). Relativamente a C. albicans,

demonstrou-se que diferentes espécies de Lactobacillus spp. tiveram a capacidade de

reduzir a formação de biofilmes por parte desta levedura (94). Observou-se ainda noutro

estudo que L. casei reduziu os componentes da matriz do biofilme de C. albicans (95).

Estes estudos indicam assim o poder que algumas espécies de Lactobacillus têm na

inibição da formação de biofilmes de N. gonorrhoeae e de C. albicans, podendo

eventualmente ser usados na prevenção e tratamento da gonorreia e da CV.

2.6 Produtos naturais como alternativa terapêutica

A utilização de plantas medicinais para fins terapêuticos é tão antiga quanto a

civilização humana. Assim, a fitoterapia é encarada como uma alternativa mais

económica, eficiente e menos agressiva no tratamento de diversas patologias, quando

comparada com os tratamentos convencionais (96). A utilização de plantas medicinais e

dos seus extratos como agentes antimicrobianos no combate de infeções tem assumido

um papel promissor, principalmente numa altura em que as resistências a

antimicrobianos se tornam cada vez mais preocupantes (97). Estas plantas possuem uma

ampla diversidade de compostos bioativos, como os compostos fenólicos, que lhes

conferem várias atividades biológicas, nomeadamente as atividades antimicrobiana,

antioxidante, anti-inflamatória, e entre outras (98-100). O uso de extratos de plantas

medicinais ou dos seus compostos bioativos isoladamente tem-se revelado uma

potencial ferramenta no combate de microrganismos patogénicos, com especial
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importância para infeções causadas por bactérias e fungos resistentes aos

antimicrobianos disponíveis (101, 102).

2.6.1.Salvia officinalis L. (sálvia)

A S. officinalis L., popularmente conhecida por sálvia, salva-das-boticas e salva-dos-

jardins, é uma planta da família Lamiaceae, nativa do Médio Oriente e das áreas do

Mediterrâneo, e que atualmente se encontra distribuída por todo o mundo (103). As

partes aéreas de S. officinalis L. são usadas em preparações culinárias e na medicina

tradicional, sendo conhecida pelos seus efeitos antiespasmódico, antimicrobiano, anti-

inflamatório e antioxidante (104-106).

Os principais compostos bioativos presentes nas folhas, flores e caule da S.

officinalis L. são os compostos fenólicos, alcalóides, terpenóides, ácidos gordos,

esteróides, flavonóides, taninos e derivados glicosídicos (107). Tendo em conta a

presença destes compostos, os extratos de sálvia têm sido objeto de estudo com o intuito

de investigar os seus potenciais efeitos terapêuticos nomeadamente as propriedades

anticancerígenas, anti-inflamatórias, antioxidantes, antimutagénicos, entre outras (107).

Os efeitos antimicrobianos de extratos desta planta têm sido amplamente descritos,

nomeadamente contra bactérias e fungos como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Salmonella Typhimurium, Listeria

monocytogenes, Aspergillus fumigatus, e C. albicans (108-110). Encontram-se

disponíveis para venda várias soluções à base de sálvia, nomeadamente suplementos

alimentares, com o intuito de reduzir o desconforto vaginal.

Figura 2 - Salvia officinalis (Fonte: https://encurtador.com.br/tyY36)
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2.6.2.Malva sylvestris L. (malva)

A Malva sylvestris L., geralmente conhecida por malva, pertence a família Malvacea,

sendo nativa da Europa, Norte de África e Ásia (111). O seu uso tradicional tem vindo a

ser documentado há vários anos. As raízes, folhas, flores, frutos e sementes desta planta

podem ser usadas na preparação de infusões, decocções, cataplasmas, loções, banhos e

gargarejos (112-114). As atividades biológicas da malva estão relacionadas com a sua

composição química da qual fazem parte os polifenóis, flavonóides, terpenóides, taninos,

vitamina C, vitamina E, β-caroteno, tocoferóis, malvona A, entre outros (111, 115, 116).

Os compostos químicos presentes na malva têm sido usados no tratamento de diversas

patologias tendo em conta as suas propriedades antimicrobiana, anti-inflamatória, anti-

cancerígena, antioxidante e antifúngica. No que diz respeito à sua capacidade

antimicrobiana, existem vários estudos que a compravam contra microrganismos como

C. albicans, S. aureus e E. coli (117, 118).

Neste momento, existem no mercado vários produtos de higiene íntima à base desta

planta, nomeadamente o Barral® Higiene Íntima Conforto, enriquecido com extrato de

malva, e que atua como um coadjuvante de tratamentos infecciosos da zona

vulvovaginal.

Figura 3 -Malva sylvestris (Fonte: https://encurtador.com.br/bozER)

2.6.3.Acacia saligna (Labill.) H. L. Wendl. (acácia)

A. saligna (Labill.) H. L. Wendl., popularmente designada por acácia, é uma planta

da família Fabaceae, nativa da Austrália Ocidental, tendo-se posteriormente tornado

numa espécie invasora (119). Na sua composição química os compostos maioritários

identificados nas várias partes da planta são os compostos fenólicos, taninos,
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flavonóides, fenóis e proantocianinas (120, 121). Derivado da sua composição química,

a acácia possui propriedades antiulcerativa (122), anfúngica, antibacteriana e

antioxidante (121). Um estudo realizado por Jalab et al (2021) revelou que os extratos

de sálvia apresentaram uma excelente atividade antimicrobiana contra C. albicans, S.

aureu e, E. coli (123).

Existem atualmente alguns suplementos alimentares à base de acácia que funcionam

como prebióticos e facilitam a digestão.

Figura 4 - Acacia saligna (Fonte: https://encurtador.com.br/IJRZ6)

2.6.4.Água mineral natural

Segundo a legislação portuguesa (Decreto-Lei nº 90/90 de 16 de março de 1990)

“Recursos Hidrominerais” consistem em águas com interesse económico devido às suas

características físico-químicas, nas quais estão incluídas as AMN. De acordo com o

mesmo documento, a AMN é uma água “bacteriologicamente própria, de circulação

profunda, com particularidades físico-químicas estáveis na origem, dentro da gama de

flutuações naturais, de que resultam propriedades terapêuticas ou simplesmente efeitos

favoráveis à saúde” (124). Estas águas distinguem-se das ditas “normais” por

apresentarem uma mineralização total ou determinadas características específicas, como

pH, sílica, sulfuração, dióxido de carbono, diferentes dos valores correntes ou

temperaturas mais altas que a temperatura média do ar (125). A importância e uso da

AMN para fins terapêuticos, como é o caso do termalismo, remete para os tempos

antigos (126), sendo que as primeiras termas surgiram na Grécia sob o domínio do

Império Romano (127). A qualidade e temperatura da água estão intimamente

relacionadas com a morfologia do solo do qual emergem. Devido à sua diversidade
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geológica, Portugal é um dos países mais ricos em águas minerais naturais, estando

grande parte destas localizada na zona norte do país, e sendo a sua distribuição

relacionada com grandes acidentes tectónicos, como a falha Penacova-Régua-Verin

(128, 129). As Termas de Chaves, localizadas no território do Alto Tâmega, ocupam o

segundo lugar do ranking nacional das termas mais frequentadas, sendo o primeiro lugar

ocupado pelas Termas de São Pedro do Sul. As Termas de Chaves contam com uma

tradição milenar e a sua fundação data da época em que os romanos fundaram a cidade

de Aquae Flaviae, Chaves na atualidade, tendo em conta a existência de água quente

que brotava naturalmente (130).

No que diz respeito à caracterização das AMN, as características geológicas, físicas,

químicas e terapêuticas são algumas das propriedades nas quais se baseiam as várias

classificações existentes (131-133). Em 1993, Simões (132) propôs uma classificação

baseada na composição química, agrupando as AMN em seis classes (Figura 5):

- Águas hipossalinas: águas cuja mineralização total é inferior a 200 mg.L-1. Podem

distinguir-se as que têm mineralização total até ≈ 50 mg.L-1, pH < 6, dureza < 1 e

percentagem de sílica > 30%, daquelas cuja mineralização total é > 100 mg.L-1, pH > 6,

dureza > 1 e cuja percentagem de sílica é muito mais baixa;

- Águas sulfúreas: contêm formas reduzidas de enxofre. Neste grupo podem diferenciar-

se as sulfúreas primitivas, as que não apresentam valores característicos das sulfúreas

primitivas, e as sulfúreas de transição. As sulfúreas primitivas têm como iões

dominantes o ião bicarbonato e o ião sódio, altas percentagens de sílica e flúor, são

fracamente mineralizadas e têm dureza muito baixa;

- Águas gasocarbónicas: caracterizam-se por terem mais de 500 mg.L-1 de CO2 livre.

São hipersalinas, sendo o anião dominante o bicarbonato e o catião dominante o sódio.

O ião cálcio é raro nestas águas, têm baixa percentagem de sílica (< 4%) e baixa

percentagem de flúor (< 1,5 %). Podem ainda distinguir-se as hipotermais com pH = 6

(sódicas ou cálcicas) das hipertermais com pH = 7 (sódicas);

- Águas bicarbonatadas: o ião dominante é o bicarbonato. São hipotermais, com pH = 7,

dureza total com valores elevados e percentagens de sílica e flúor muito baixas. Podem

distinguir-se as cálcicas, fracamente mineralizadas, das mistas (sódico-cálcicas),

mesossalinas;

- Águas cloretadas: o ião dominante é o cloreto e o catião dominante o sódio, com

percentagens de sílica e flúor muito baixas. Há a distinguir as hipersalinas com pH = 7

das fracamente mineralizadas de pH > 7;
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- Águas sulfatadas: o ião dominante é o sulfato. São hipersalinas, hipotermais, o catião

dominante é o cálcio, têm percentagens de sílica e flúor muito baixas e muita dureza.

Figura 5 - Distribuição geográfica e classificação físico-química das AMN em Portugal continental:

adaptado de (134)

As águas minerais naturais podem ainda ser classificadas consoante a sua

temperatura de emergência, seguindo a classificação feita em 1961 por Herculano

Carvalho (133), dentro da qual se distinguem quatro grupos:

- Águas hipotermais ou frias, com temperatura de emergência inferior a 20 °C;

- Águas mesotermais, com temperatura de emergência entre 20 °C e 30 °C;

- Águas termais, com temperatura de emergência entre 30 °C e 45 °C;

- Águas hipertermais, com temperatura de emergência superior a 45 °C.

Normalmente atribui-se a designação “termal” a toda a água cuja temperatura de

emergência exceda os 20 °C. Em Portugal continental, de acordo com esta classificação,

a maioria das águas minerais naturais são hipotermais. A AMN das Termas de Chaves é,

neste âmbito, uma água hipertermal (Figura 6).
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Figura 6 - Distribuição e classificação de acordo com a temperatura de emergência das AMN em Portugal

continental: adaptado de (128).

O uso das AMN com finalidade terapêutica tem sido empírico e, durante muito

tempo, o seu valor medicinal foi questionado (135). Na atualidade, estas águas estão

indicadas para prevenção e tratamento de doenças do sistema gastrointestinal (136),

doenças e condições dermatológicas (137-139), reumáticas e músculo-esqueléticas (140,

141), cardiovasculares (142), urológicas e nefrológicas (143), entre outras. No Manual

de Boas Práticas dos Estabelecimentos Termais, de 2009, pode ainda encontrar-se uma

divisão segundo a indicação terapêutica da AMN em doenças metabólico-endócrinas

(diabetes, hiperuricemia), doenças do sistema respiratório (rinite, sinusite, laringite,

doença pulmonar obstrutiva crónica) e doenças ginecológicas (125).

A AMN de Chaves é reconhecida pelas suas características únicas (Tabela 1), sendo

muito rica em potássio, magnésio, bicarbonato e manganês. É a presença destes

elementos que conferem a estas águas diversas propriedades terapêuticas, sendo-lhe

atribuídas indicações para o tratamento de patologias músculo-esqueléticas

degenerativas, inflamatórias e para a recuperação pós-traumática de fraturas, luxações

ou entorses. É igualmente indicada para patologias do sistema gastrointestinal, bem

como para patologias das vias respiratórias (144).
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Tabela 1. Caracterização físico-química da AMN das Termas de Chaves: adaptado de (145)
Caracterização físico-química

Temperatura 76 °C

pH (a 20 °C) 6,8

Condutividade elétrica (a 20 °C) 2320 μScm-1

Alcalinidade (em mL.L-1 de HCl 0,1M) 288,9

Resíduos secos (a 180 °C) 1744 mg.L-1

Dureza Total (em p.p 105 de CaCO3) 7,4

Sílica 77 mg.L-1

Fluoreto 8,3 mg.L-1

Mineralização total 2625 mg.L-1

Dióxido de carbono (média anual) 600 mg.L-1

Bicarbonato 1762 mg.L-1

Sódio 623 mg.L-1

Fosfato 0.22 mg.L-1

Ferro 0,17 mg.L-1

Carbonato <2 mg.L-1

Cloreto 36 mg.L-1

Fluor 7,2 mg.L-1

Silicato <1 mg.L-1

Sulfato 21 mg.L-1

Potássio 65 mg.L-1

Magnésio 5,5 mg.L-1

Cálcio 22 mg.L-1

Manganês 23 mg.L-1

Apesar de ainda não ser reconhecida o uso da AMN de Chaves para patologias do

TGF, existe já no mercado um produto de limpeza da Uriage, à base de AMN,

denominado Gyn-Phy. Segundo a descrição do produto, este limpa e refresca sem secar

e equilibra a mucosa vaginal, reduz a sensação de desconforto, e o ácido lático que

contém respeita e mantém o equilíbrio da flora genital.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi investigar as atividades antimicrobiana e

antibiofilme da AMN de Chaves e dos extratos das plantas S. officinalis, M. sylvestris e

de A. saligna, isoladamente ou em combinação, contra os microrganismos patogénicos

do TGF C. albicans e N. gonorrhoeae, e as bactérias da microbiota vaginal L. casei e L.

plantarum.

3.1.1.Objetivos específicos

Os objetivos específicos deste trabalho foram os seguintes:

- Avaliar as atividades antimicrobiana e antibiofilme da AMN de Chaves, isoladamente,

contra os microrganismos patogénicos do TGF C. albicans e N. gonorrhoeae, e as

bactérias da microbiota vaginal L. casei e L. plantarum;

- Avaliar as atividades antimicrobiana e antibiofilme dos extratos S. officinalis L., M.

sylvestris, e A. saligna, isoladamente, contra os microrganismos patogénicos do TGF

C. albicans e N. gonorrhoeae, e as bactérias da microbiota vaginal L. casei e L.

plantarum;

- Avaliar as atividades antimicrobiana e antibiofilme da associação da AMN de Chaves

com os extratos S. officinalis, M. sylvestris, ou A. saligna contra os microrganismos

patogénicos do TGF C. albicans e N. gonorrhoeae, e as bactérias da microbiota

vaginal L. casei e L. plantarum.
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4. Metodologia

4.1 Tipo de estudo

Este tratou-se de um estudo experimental, laboratorial e analítico, onde foram

estudadas as atividades antimicrobiana e antibiofilme de diferentes produtos naturais

(AMN de Chaves e extratos de plantas medicinais).

4.2 Local de estudo

O estudo em questão realizou-se no Centro de Investigação da Montanha (CIMO), do

Instituto Politécnico de Bragança, e no AquaValor - Centro de Valorização e

Transferência de Tecnologia da Água, em Chaves.

4.3 Métodos

4.3.1.Extratos de plantas medicinais e AMN

Os extratos hidroalcoólicos de S. officinalis, M. sylvestris e A. saligna foram obtidos

a partir das folhas secas e moídas das respetivas plantas através do processo de

maceração. Misturaram-se 2 g de cada amostra com 30 mL do solvente (80% etanol +

20% água destilada; 80:20 v.v-1), agitando por 1 h na placa agitadora. Os extratos foram

filtrados com um papel de filtro (Whatman nº 4) para um novo recipiente, sendo de

seguida evaporados para remover o solvente. Foram depois liofilizados (-47 °C, 0,045

bar; Freezone 4,5, Labconco, Kansas City, MO, EUA) para obtenção do extrato bruto

em forma de pó, a partir do qual se prepararam diluições para avaliar as atividades

antimicrobiana e antibiofilme. Os extratos foram obtidos em duplicado.

A AMN foi cedida pelas Termas de Chaves, Portugal. Para a caracterização e

avaliação da atividade antimicrobiana e antibiofilme dos sais minerais presentes nesta

água, a mesma foi colocada numa estufa a 50 °C, para que ocorresse evaporação da

parte líquida, obtendo-se, deste modo, os sais minerais. Estes sais foram armazenados

ao abrigo da luz para posterior utilização.
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4.3.2.Microrganismos e condições de crescimento

Neste estudo foram usadas duas espécies de microrganismos comummente

relacionados com infeções do TGF, nomeadamente a N. gonorrhoeae, o agente

causador da gonorreia, e C. albicans, levedura responsável pela CV. Ambos os isolados

clínicos foram cedidos pela Unidade Local de Saúde do Nordeste EPE (ULSNE),

Bragança, Portugal. Estes microrganismos foram crescidos em meio de cultura líquido

Tryptic Soy Broth (TSB) com incubação durante 24 h a 37 °C.

Relativamente às bactérias pertencentes à microbiota vaginal usadas neste estudo, L.

casei e L. plantarum, foram crescidas em meio de cultura líquido De Man, Rogosa e

Sharpe (MRS) com incubação durante 48 h a 37 °C.

4.3.3.Avaliação da atividade antimicrobiana/ antibiofilme

4.4.3.1 Avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos isolados de S. officinalis,

M. sylvestris e A. saligna e dos sais minerais da AMN de Chaves, isoladamente, em

microrganismos patogénicos do TGF e da microbiota vaginal

A concentração mínima inibitória (CMI), a concentração mínima bactericida (CMB)

e a concentração mínima fungicida (CMF) dos extratos de S. officinalis, M. sylvestris e

A. saligna e dos sais minerais da AMN de Chaves sobre N. gonorrhoeae, C. albicans, L.

casei e L. plantarum foram determinadas através do método de microdiluição e ensaio

colorimétrico com INT [2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-2H-tetrazolio]. Foram

pesadas 500 mg de cada extrato, dissolvidos em 5% DMSO (1,25 mL) e em meio de

cultura (23,75 mL) de acordo com o tipo de microrganismo (MRS ou TSB) de forma a

obter uma solução-mãe de 20 mg.mL-1. Foram igualmente pesados 500 mg de sais

minerais e dissolvidos em 25 mL de meio de cultura líquido de acordo com o tipo de

microrganismo (MRS e TSB), de forma a obter uma solução-mãe de 20 mg.mL-1. Em

microplacas de 96 poços, foram colocados 90 µL de meio de cultura de acordo com o

tipo de microrganismo em todos os poços com exceção da primeira linha, à qual foram

adicionados 190 µL da solução-mãe (20 mg.mL-1). Foram retirados 90 µl do primeiro

para a segunda linha de poços até à última, fazendo-se assim diluições sucessivas, de

forma a obter um intervalo de concentrações testadas entre 0,15625 e 20 mg.mL-1.

Foram adicionados a todos os poços 10 µl dos microrganismos correspondentes,
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padronizados a 1,5 x 108 UFC.mL-1. As microplacas foram incubadas numa estufa a

37 °C por 24 h, para N. gonorrhoeae e C. albicans, e 48 h, para Lactobacillus spp., com

agitação (150 rpm). Após o período de incubação, foram adicionados a cada poço 40 µl

de corante INT a uma concentração de 0,2 mg.mL-1. As microplacas foram incubadas

novamente durante 30 minutos, a 37 °C. Após este período, verificou-se a alteração da

cor do conteúdo dos poços de amarelo para cor-de-rosa, demonstrando-se a viabilidade

dos microrganismos. Foi efetuado um controlo positivo (microrganismo mais o meio

correspondente) e controlo negativo (extratos mais meio).

A CMI está definida como sendo a menor concentração de agente antimicrobiano

que provoca a inibição do crescimento microbiano visível, a CMB como sendo a

concentração mínima de agente antimicrobiano que resulta na morte da bactéria, e a

CMF como sendo a concentração mínima de agente antimicrobiano que resulta na morte

do fungo.

4.4.3.2 Avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos isolados de S. officinalis,

M. sylvestris e A. saligna em conjugação com os sais minerais da AMN de Chaves

sobre microrganismos patogénicos do TGF e da microbiota vaginal

A determinação das CMI, CMB e CMF dos extratos de S. officinalis, M. sylvestris e

A. saligna em associação com sais minerais da AMN de Chaves numa proporção de

50:50 efetuou-se tal como descrito no ponto anterior.

4.4.3.3 Avaliação da atividade antibiofilme do extrato isolado de A. saligna

isoladamente e em conjugação com os sais minerais da AMN de Chaves sobre

microrganismos patogénicos do TGF e da microbiota vaginal por citometria de

fluxo

 Inibição do biofilme

A capacidade de inibição do biofilme de microrganismos patogénicos do TGF e da

microbiota vaginal por parte das amostras em estudo foi determinada por citometria de

fluxo. Para tal, a adição de amostra nas microplacas foi feita antes da incubação das

mesmas, ou seja, no momento antes do início da formação de biofilme. Numa primeira

fase, foi preparada uma suspensão de microrganismo em 20 mL de meio de cultura
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líquido (TSB ou MRS), a qual foi incubada a 37 °C overnight. Após incubação, a

DO620nm das suspensões foi ajustada a 2 ± 0,02 com meio de cultura líquido (TSB ou

MRS). Em microplacas estéreis de 96 poços, de fundo achatado e com tampa, foram

distribuídos 196 µL de amostra em estudo e, de seguida, adicionados 4 µL de suspensão

de microrganismo (concentração final de aproximadamente 5x106 UFC.mL-1). Aos

controlos positivos foram adicionados 196 µL de cetoconazole a 1 mg.mL-1 ou

ampicilina a 10 mg.mL-1, consoante se tratasse de fungos ou bactérias, respetivamente, e

4 µL de suspensão de microrganismo. Os controlos negativos foram preparados

adicionando a mesma quantidade de microrganismo a 196 µL de meio de cultura líquido

(TSB ou MRS). As microplacas foram fechadas, seladas com parafilme e incubadas a

37 °C durante 24 h ou 48 h, consoante o microrganismo em questão, com agitação (150

rpm). Após incubação, os poços foram lavados com NaCl a 0,9% (m.v-1) estéril, de

modo a remover todas as células não aderidas. De seguida, os biofilmes foram raspados

durante 1 min com adição de 200 µL de NaCl a 0,9% (m.v-1) estéril, para ressuspender

todas as células aderidas. O conteúdo de cada poço foi transferido para o tubo de

Eppendorf de 1,5 mL correspondente, ao qual foram adicionados 300 µL de solução de

Tween 20 a 0,01% (v.v-1) em PBS 1x. Por fim, foram adicionados 5 µL de laranja de

tiazole (TO) e 5 µL de iodeto de propídio (PI) ao conteúdo de cada tubo e, de seguida,

estes foram incubados à temperatura ambiente durante 5 minutos no escuro. Após

incubação, o conteúdo de cada tubo foi analisado por citometria de fluxo (BD Accuri™

C6 Plus Flow Cytometer, BD™Biosciences). De modo a obter resultados uniformes e

de fácil comparação, foram adquiridos 5 µL do conteúdo total de cada tubo,

previamente homogeneizado.

O kit de viabilidade celular utilizado (BD™ Cell Viability Kit) disponibiliza uma

solução de TO (Thiazole Orange), que cora todas as células, e uma de PI (Propidium

Iodide), que cora apenas células mortas. As células vivas apresentam membranas

íntegras, as quais são impermeáveis a corantes como o PI, o qual se liga a células com

membranas danificadas. Por sua vez, o TO é um corante permeável, o que lhe permite

entrada em todas as células, vivas, mortas ou danificadas, em graus variáveis. Assim, a

combinação destes corantes permite distinguir células vivas e mortas, eucariotas ou

procariotas, em análises por citometria de fluxo.



33

 Redução de biofilme

A capacidade de redução do biofilme de microrganismos patogénicos do TGF e da

microbiota vaginal por parte das amostras em estudo foi determinada por citometria de

fluxo. Para tal, a adição de amostra nas microplacas foi feita após incubação das

mesmas, ou seja, após formação de biofilmes. Neste sentido, foram adicionados, em

microplacas estéreis de 96 poços, de fundo achatado e com tampa, 196 µL de meio de

cultura líquido (TSB ou MRS) de acordo com o microrganismo e, de seguida, 4 µL de

suspensão de microrganismo a uma DO620nm de 2 ± 0,02. Os controlos foram preparados

de acordo com os controlos preparados para avaliação da capacidade de inibição de

biofilme. Após incubação a 37 °C durante 24 h ou 48 h, consoante o microrganismo,

com agitação (150 rpm), para formação de biofilme, o conteúdo de cada poço foi

removido e os poços lavados com NaCl a 0,9% (m.v-1) estéril. De seguida, foram

adicionados 200 µL de amostra em estudo e as placas foram novamente incubadas a

37 °C durante 24 h com agitação (150 rpm). A preparação e a análise dos biofilmes por

citometria de fluxo foi realizada de acordo com a preparação feita para a avaliação da

capacidade de inibição de biofilmes.
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5. Resultados

Na tabela 2 encontram-se registados os valores de CMI e CMB/CMF para S.

officinalis, M. sylvestris e A. saligna e sais minerais da AMN de Chaves, isoladamente e

em associação, relativamente aos microrganismos patogénicos do TGF e à microbiota

vaginal usados neste estudo, obtidos através do método de microdiluição e ensaio

colorimétrico com INT. Assim, verificou-se que para o extrato de S. officinalis os

valores de CMI variaram entre 1,25 e 10 mg.mL-1, sendo a maior atividade

antimicrobiana desta amostra observada contra N. gonorrhoeae. Os valores de

CMB/CMF foram todos superiores a 10 mg.mL-1. Para o extrato de M. sylvestris

observaram-se valores de CMI de 10 mg.mL-1 para todos os microrganismos testados, e

valores de CMB/CMF sempre superiores a 10 mg.mL-1. Relativamente ao extrato de A.

saligna verificaram-se valores de CMI a variar entre 2,5 e 10 mg.mL-1, sendo, mais uma

vez, observada uma maior atividade antimicrobiana contra N. gonorrhoeae, e valores de

CMB/CMF superiores a 10 mg.mL-1. O tratamento dos diferentes microrganismos com

a amostra contendo sais minerais de AMN de Chaves levou à obtenção de valores de

CMI variando entre 5 e 10 mg.mL-1, com L. plantarum a apresentar a maior

suscetibilidade a esta amostra.

No que diz respeito aos resultados obtidos usando as misturas de sais minerais de

AMN de Chaves com os diferentes extratos de plantas, verificou-se que para mistura de

sais minerais com extrato de S. officinalis os valores de CMI obtidos variaram entre 2,5

e 10 mg.mL-1, com N. gonorrhoeae e L. plantarum a serem os microrganismos mais

suscetíveis, e os valores de CMB/CMF a mostrarem ser superiores a 10 mg.mL-1. Para a

mistura de sais minerais com extrato de M. sylvestris observaram-se valores de CMI a

variar entre 5 e > 10 mg.mL-1, sendo esta combinação mais eficaz contra L. plantarum.

Já os valores de CMB/CMF foram superiores a 10 mg.mL-1. Finalmente, a mistura de

sais minerais com extrato de A. saligna apresentou valores de CMI entre 2,5 e >

10mg.mL-1, com N. gonorrhoeae a demonstrar ser o microrganismo mais suscetível a

esta mistura, e com valores de CMB/CMF sempre superiores a 10 mg.mL-1.

Depois de analisados os resultados verificou-se que a mistura mais promissora a ser

usada em estudos posteriores era a de sais minerais da AMN de Chaves com extrato de

A. saligna, considerando que ambos os microrganismos patogénicos do TGF,

nomeadamente N. gonorrhoeae e C. albicans, mostraram ser suscetíveis a esta mistura a

uma concentração de 10 mg.mL-1.
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Tabela 2. Atividade antimicrobiana de S. officinalis, M. sylvestris e A. saligna e dos sais minerais da

AMN de Chaves, isoladamente e em associação, sobre microrganismos patogénicos do TGF e a

microbiota vaginal, pelo método de microdiluição e INT.

A capacidade de inibição da formação de biofilmes de microrganismos patogénicos

do TGF e da microbiota vaginal por parte do extrato de A. saligna e dos sais minerais da

AMN de Chaves, isoladamente e em associação, foi avaliada por citometria de fluxo.

Segundo os resultados registados na tabela 3 verificou-se que o extrato de A. saligna a

10 mg.mL-1 teve a capacidade de inibir a formação de biofilmes de C. albicans em

79,2%, de N. gonorrhoeae em 99,3%, de L. casei em 95,2%, e de L. plantarum em

85,8%. Já a amostra contendo sais minerais da AMN de Chaves a 10 mg.mL-1

demonstrou ser capaz de inibir a formação de biofilmes de C. albicans em 53,2%, de N.

gonorrhoeae em 97,1%, de L. casei em 92,6%, e de L. plantarum em 99,9%. No que diz

respeito à mistura de extrato de A. saligna e sais minerais numa proporção de 50:50,

observou-se que esta conseguiu inibir a formação de biofilmes de C. albicans em 99,6%,

de N. gonorrhoeae em 99,9%, de L. casei em 79,9%, e de L. plantarum em 71,4%.

Estes resultados demonstram que a mistura de extrato A. saligna com sais minerais de

AMN de Chaves teve uma capacidade bastante elevada de inibir a formação de

biofilmes dos microrganismos patogénicos do TGF, atingindo uma percentagem de

inibição de quase 100%, conseguindo manter os biofilmes da microbiota vaginal viáveis

em cerca de 20-30% (figura 7).

S.

officinalis

M.

sylvestris

A.

saligna

Sais

minerais

Sais +

S. officinalis

Sais +

M. sylvestris

Sais +

A. saligna

Fungos CMI/CMB/CMF (10 mg.mL-1)

C. albicans 10 >10 10 >10 10 >10 10 >10 10 >10 >10 >10 5 >10

Bactérias Gram-negativo

N. gonorrhoeae 1,25 >10 10 >10 2.5 >10 10 >10 2,5 >10 10 >10 2,5 >10

Bactérias Gram-positivo

L. casei 5 >10 10 >10 10 >10 10 >10 10 >10 10 >10 >10 >10

L. plantarum 5 >10 10 >10 10 >10 5 >10 2,5 >10 5 >10 5 >10
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Tabela 3. Atividade antibiofilme (inibição) de A. saligna e dos sais minerais da AMN de Chaves,

isoladamente e em associação, sobre microrganismos patogénicos do TGF e a microbiota vaginal, pelo

método de citometria de fluxo.

A. saligna Sais minerais Mistura (50/50) Antimicrobiano*

10 mg.mL-1

Fungos % inibição de biofilme em relação ao controlo negativo

C. albicans 79.2 53.2 99.6 78.6

Bactérias Gram-negativo

N. gonorrhoeae 99.3 97.1 99.9 96.6

Bactérias Gram-positivo

L. casei 95.2 92.6 79.9 96.4

L. plantarum 85.8 99.9 71.4 98.4

Mistura – A. saligna + Sais Minerais (50:50, mg.mL-1)
* Antimicrobiano: fungos – cetoconazol a 1 mg.mL-1; bactérias – ampicilina a 10 mg.mL-1

Figura 7 - Atividade antibiofilme (inibição) da mistura (50:50) de A. saligna e sais minerais da AMN de

Chaves a 10 mg.mL-1, sobre biofilmes de microrganismos patogénicos do TGF e da microbiota vaginal,

pelo método de citometria de fluxo.

O extrato de A. saligna e os sais minerais de AMN de Chaves foram avaliados,

isoladamente e em associação, por citometria de fluxo relativamente à sua capacidade

de redução da formação de biofilmes de microrganismos patogénicos do TGF e da

microbiota vaginal. Tendo em conta os resultados obtidos (tabela 4) observou-se que o

extrato de A. saligna a 10 mg.mL-1 teve a capacidade de reduzir a formação de

biofilmes de C. albicans em 52,1%, de N. gonorrhoeae em 79,1%, de L. casei em

99,8%, e de L. plantarum em 99,7%. A amostra contendo sais minerais da AMN de

Chaves a 10 mg.mL-1 demonstrou ser capaz de reduzir a formação de biofilmes de C.

albicans em 93,4%, de N. gonorrhoeae em 16,6%, de L. casei em 20,3%, e de L.

plantarum em 96,8%. Relativamente à mistura de extrato de A. saligna e sais minerais
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numa proporção de 50:50, verificou-se que esta teve a capacidade de reduzir a formação

de biofilmes de C. albicans em 98,9%, de N. gonorrhoeae em 96,9%, de L. casei em

47,9%, e de L. plantarum em 17,7%. Desta forma, os resultados obtidos demonstram

que a mistura de extrato A. saligna com sais minerais de AMN de Chaves foi capaz de

reduzir com sucesso a formação de biofilmes dos microrganismos patogénicos do TGF,

ao atingir uma percentagem de redução de quase 100%, enquanto conseguiu manter os

biofilmes da microbiota vaginal viáveis em cerca de 50-80% (figura 7).

Tabela 4. Atividade antibiofilme (redução) de A. saligna e dos sais minerais da AMN de Chaves,

isoladamente e em associação, sobre microrganismos patogénicos do TGF e a microbiota vaginal, pelo

método de citometria de fluxo.

A. saligna Sais Minerais Mistura (50/50) Antimicrobiano*

10 mg.mL-1

Fungos % redução de biofilme em relação ao controlo negativo

C. albicans 52.1 93.4 98.9 94.1

Bactérias Gram-negativo

N. gonorrhoeae 79.1 16.6 96.9 98.4

Bactérias Gram-positivo

L. casei 99.8 20.3 47.9 99.6

L. plantarum 99.7 96.8 17.7 99.9

Mistura – A. saligna + Sais Minerais (50:50, mg.mL-1)
* Antimicrobiano: fungos – cetoconazol a 1 mg.mL-1; bactérias – ampicilina a 10 mg.mL-1

Figura 8 - Atividade antibiofilme (redução) da mistura (50:50) de A. saligna e sais minerais da AMN de

Chaves a 10 mg.mL-1, sobre biofilmes de microrganismos patogénicos do TGF e da microbiota vaginal,

pelo método de citometria de fluxo.
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6. Discussão

O presente trabalho foi realizado com o intuito de avaliar o potencial antimicrobiano

e antibiofilme dos sais minerais da AMN da água de Chaves, bem como dos extratos de

S. officinalis, M. sylvestris, e A. saligna, isoladamente e em associação, em

microrganismos patogénicos do TGF e sobre a microbiota vaginal, de forma a procurar

novos agentes terapêuticos que previnam e combatam infeções associadas ao TGF, em

particular a gonorreia e a CV. A N. gonorrhoeae é o agente infeccioso causador da

gonorreia, patologia que afeta mais de 85 milhões de pessoas em todo o mundo todos os

anos (12). Esta bactéria tem a capacidade de provocar inflamação aguda do TGF que se

caracteriza pelo recrutamento de células fagocitárias para o local de infeção (12). No

entanto, N. gonorrhoeae é igualmente reconhecido por infetar o reto, a garganta os

olhos, e mais raramente a corrente sanguínea, o que pode levar ao estabelecimento de

colonização da pele e articulações (146-149). Por outro lado, a candidíase vaginal,

comummente causada por C. albicans, afeta aproximadamente 30-50% da população

feminina mundial (150, 151). A seguir às infeções bacterianas, é o segundo tipo de

infeção vaginal mais comum (11, 152). O quadro clínico observado nesta patologia

pode variar, mas, na maioria das vezes, os sintomas incluem comichão, ardor e

corrimento vaginal anormal (153). C. albicans pode ainda provocar infeções superficiais,

nomeadamente na pele e unhas, e nas mucosas da boca, garganta, esófago e intestinos

(152), e infeções sistémicas, como a septicémia (154).

A microbiota vaginal é atualmente reconhecida como sendo um ecossistema

equilibrado, predominantemente dominado por espécies do género Lactobacillus (7,

155). Sob condições fisiológicas normais, a presença destas bactérias é considerada

como um indicador de saúde vaginal (156, 157). A produção de ácido lático,

biossurfactantes, bacteriocinas e peróxido de hidrogénio por parte de Lactobacillus spp.

resulta na acidificação do ambiente vaginal, na inibição do crescimento de

microrganismos patogénicos, promovendo assim a manutenção de uma microbiota

saudável (6, 158). No entanto, o surgimento de uma microbiota vaginal pobre em

lactobacilos pode resultar numa disbiose, o que está relacionado com infeções vaginais

como a CV e a gonorreia (2).

Uma das características comuns a N. gonorrhoeae e C. albicans, e que lhes permite

colonizar tecidos provocando infeção, é a sua capacidade de formar biofilmes. O

biofilme é uma estrutura tridimensional e multifuncional que, através de diversos
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mecanismos, oferece proteção e defesa aos microrganismos nele presente, limitando o

contacto dos mesmos com elementos do sistema imunitário humano e agentes

antimicrobianos e, consequentemente, conferindo-lhes elevada resistência a estes.

Considera-se assim que os microrganismos pertencentes a um biofilme são

fenotipicamente distintos das formas plantónicas, e como consequência, que a ação de

antimicrobianos sobre microrganismos livres é, por norma, distinta da que é exercida

sobre microrganismos em biofilme.

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), qualquer planta que tenha

potencial terapêutica ou que sejam precursoras de fármacos são consideradas plantas

medicinais (159). Desde que há memória que as plantas medicinais têm sido usadas no

tratamento de diversas patologias, e com o acentuado aumento da resistência de

microrganismos patogénicos aos antimicrobianos disponíveis, torna-se urgente procurar

alternativas terapêuticas eficazes no tratamento de infeções por estes agentes (160). S.

officinalis, M. sylvestris e A. saligna são três plantas medicinais facilmente encontradas

em Portugal, e cujo valor terapêutico é amplamente reconhecido. Encontra-se descrito

na literatura que os extratos e óleos essenciais de S. officinalis são agentes

antimicrobianos bastante eficazes contra bactérias, fungos, vírus e insetos, sendo esta

planta caracterizada por propriedades antibacteriana, antifúngica, antiviral e anti-

inflamatória (107, 161-163). M. sylvestris, comummente designada por malva, é uma

planta com larga aplicação na medicina tradicional, nomeadamente no tratamento da

tosse, constipações, diarreia e obstipação (164), e cujas propriedades biológicas incluem

as atividades anti-inflamatória, antitumoral, antioxidante, antissética, analgésico,

antitússica e antiexpectorante (165-170). A acácia, cujo nome científico é A. saligna,

tem sido estudada devido às suas propriedades antifúngica, antibacteriana e antioxidante

(121).

Considerando o exposto anteriormente, entende-se a importância do estudo de novos

agentes antimicrobianos que por um lado tenham a capacidade de inibir e reduzir a

formação de biofilmes de N. gonorrhoeae e C. albicans, mantendo por outro a

viabilidade de biofilmes de Lactobacillus. Neste estudo procedeu-se então à avaliação

da atividade antimicrobiana dos sais minerais da AMN de Chaves e dos extratos

hidroalcoólicos de S. officinalis, M. sylvestris e A. saligna, isoladamente e em

associação, pelo método de microdiluição e ensaio colorimétrico com INT, de forma a

determinar as CMI, CMB e CMF de cada amostra para cada microrganismo em estudo.
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De um modo geral, este ensaio revelou melhores valores de CMI para as misturas de

sais minerais com extratos de plantas do que para as amostras isoladamente. No entanto,

o extrato de S. officinalis demonstrou ter a melhor atividade antimicrobiana contra N.

gonorrhoeae. Das misturas preparadas para este ensaio, aquela que mostrou ser mais

promissora foi a de sais minerais e A. saligna (50:50), visto que revelou valores de CMI

inferiores para os microrganismos patogénicos N. gonorrhoeae e C. albicans (2,5 e 5

mg.mL-1, respetivamente), e mais elevados para as bactérias da microbiota vaginal L.

casei e L. plantarum (> 10 e 5 mg.mL-1, respetivamente). Assim, esta amostra permitiu

o controlo dos microrganismos patogénicos do TGF sem interferir de forma tão letal

com os microrganismos associados à saúde vaginal, quando usada a uma concentração

de 10 mg.mL-1. Considerando os resultados obtidos para a mistura de sais minerais e A.

saligna (50:50), foi esta a selecionada para prosseguir com os ensaios seguintes, tendo

sido igualmente tidas em consideração as amostras de sais minerais e A. saligna

isoladamente.

O método de avaliação da atividade antibiofilme das amostras selecionadas foi a

citometria de fluxo, visto que este é bastante sensível, pois recorre a corantes

fluorescentes que marcam especificamente todas as células (TO) ou células mortas (PI),

sendo atualmente, o método de referência usado no estudo de células procariotas. Esta

técnica possibilitou, recorrendo à contagem de células, precisar a percentagem de

células mortas presente em cada ensaio. Estes resultados demonstraram que a mistura

em avaliação teve a capacidade de inibir a formação de biofilmes de N. gonorrhoeae e

C. albicans em quase 100%, permitindo manter a viabilidade dos biofilmes de

Lactobacillus em cerca de 20-30%. Por outro lado, a mistura em causa foi capaz de

reduzir a formação de biofilmes de N. gonorrhoeae e C. albicans em cerca de 97-99%,

tendo a capacidade de manter viáveis os biofilmes de Lactobacillus em

aproximadamente 50-80%.

Tendo em conta o potencial antimicrobiano de A. saligna, extratos desta planta têm

vindo a ser testados contra diferentes microrganismos, mas, que seja do nosso

conhecimento, nunca em N. gonorrhoeae. Num estudo desenvolvido por El-Toumy et al

(171), foi testado o extrato de acetato de etilo de folhas de A. saligna contra S. aureus,

Streptococcus pyogenes, Bacillus cereus, Bacillus subtilis e C. albicans. Verificou-se

que os valores de CMI variavam entre 0,14 e 0,46 µg.mL-1, para as bactérias, e para C.

albicans o valor de CMI foi de 3,7 µg.mL-1. Quando comparados com os valores de

CMI obtidos para os microrganismos testados no presente trabalho, observa-se que estes
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são bastante mais elevados que os obtidos em (171). Este resultado pode dever-se ao

facto de a extração usando o acetato de etilo como solvente levar à obtenção de uma

maior concentração de compostos antimicrobianos do que a extração hidroalcoólica.

Gumgumjee and Hajar (172) testaram o extrato etanólico de A. saligna nos

microrganismos patogénicos E. coli, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, K.

pneumoniae e C. albicans, verificando, através do método de difusão em disco, a sua

atividade antimicrobiana. O extrato metanólico de folhas de A. saligna foi testado

quanto à sua capacidade antimicrobiana contra as bactérias patogénicas B. cereus, P.

aeruginosa, L. monocytogenes, E. coli e S. aureus, e a levedura C. albicans (120).

Neste estudo, verificaram-se valores de CMI entre 0,30 e 0,47 mg.mL-1, para as

bactérias, e de 0,58 mg.mL-1 para C. albicans. Estes valores de CMI foram bastante

inferiores aos obtidos no presente estudo, o que se pode dever ao facto de a extração

metanólica ser mais eficaz na extração de moléculas antimicrobianas quando comparada

com a extração hidroalcoólica. Infelizmente, os estudos encontrados que abordam a

atividade antimicrobiana de extratos de A. saligna focam-se apenas no efeito destes

sobre células planctónicas e nunca sobre células em biofilmes.

Atualmente, o número de estudos que abordam a atividade antimicrobiana e

antibiofilme da AMN é bastante limitado, sendo inexistente para N. gonorrhoeae. Num

estudo realizado por Oliveira et al. (26), no qual foram analisadas diversas AMN do

Centro de Portugal, verificou-se que algumas destas apresentavam atividade

antimicrobiana contra microrganismos patogénicos da pele, incluindo S. aureus, E. coli,

S. epidermidis e C. albicans. Akiyama et al (173) testaram AMN de uma fonte termal

contra S. aureus, e observaram um decréscimo de dez vezes na contagem de colónias

crescidas em TSB contendo AMN quando comparada com a contagem de colónias

crescidas em TSB com água desionizada. Verificaram ainda que o número de células

em biofilmes imaturos de S. aureus crescidos em plasma contendo AMN era oito vezes

menor que aqueles crescidos em plasma apenas. Noutro estudo, os investigadores

observaram que AMN em contacto com células planctónicas de S. aureus e

Streptococcus pneumoniae provocava uma redução no número de bactérias em 24 e

22%, respetivamente (174). Adicionalmente, o uso desta água em biofilmes de S.

aureus e S. pneumoniae provocou uma diminuição na sua viabilidade em 13 e 9%,

respetivamente, após uma exposição de 10 minutos à AMN.

Considerando os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho, a

mistura de extrato hidroalcoólico de A. saligna e AMN de Chaves, a uma concentração
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de 10 mg.mL-1 e numa proporção de 50:50, poderá eventualmente ser usada no

desenvolvimento de futuras formulações de produtos de higiene íntima, essencialmente

devido às suas atividades antimicrobiana e antibiofilme contra agentes patogénicos do

TGF, como N. gonorrhoeae e C. albicans, mas também tendo em conta a sua

capacidade de manter alguma viabilidade das bactérias associadas à saúde do TGF, L.

casei e L. plantarum.
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7. Conclusão e perspetivas futuras

Os objetivos deste estudo foram cumpridos com sucesso, visto que a atividade

antimicrobiana e antibiofilme dos dois produtos naturais, o extrato de A. saligna e os

sais minerais da AMN de Chaves, isoladamente e em associação, foi avaliada em

microrganismos patogénicos do TGF, N. gonorrhoeae e C. albicans, e na microbiota

vaginal, nomeadamente em L. casei e L. plantarum.

Os resultados obtidos revelaram que tanto os extratos de S. officinalis, M. sylvestris e

A. saligna como os sais minerais da AMN de Chaves, isoladamente, apresentaram

atividade antimicrobiana contra os microrganismos em estudo. Contudo, foi obtida uma

mistura promissora (A. saligna mais sais minerais), a qual apresenta atividade

antimicrobiana e capacidade de inibição e redução de biofilmes dos microrganismos

patogénicos do TGF N. gonorrhoeae e C. albicans, interferindo pouco com a microbiota

vaginal.

Este estudo permitiu ainda aprofundar o conhecimento acerca da bioatividade da

AMN de Chaves, valorizar este recurso endógeno e, como consequência, acrescentar

valor económico à região. Os resultados obtidos possibilitaram ainda corroborar a

atividade biológica dos extratos de S. officinalis, M. sylvestris e A. saligna, plantas

bastante usadas no âmbito da medicina tradicional. De grande relevância foi o

estabelecimento de uma relação sinérgica entre os produtos naturais estudados, de forma

a aumentar o seu potencial e obter uma mistura com forte possibilidade para aplicação

na indústria farmacêutica, nomeadamente na elaboração de formulações de higiene

íntima.

Em estudos futuros será relevante perceber os mecanismos de ação destes produtos

naturais isoladamente e em mistura e analisar, in vitro, o estudo da atividade

antimicrobiana e capacidade de inibição e redução de biofilme mistos, isto é, biofilmes

compostos por microrganismos patogénicos do TGF e pela microbiota vaginal. Poderão

ainda ser realizados ensaios que avaliem, in vitro e in vivo, a atividade anti-inflamatória

e o efeito citotóxico desta mistura.
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