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Resumo

A maior causa de consulta médica por parte das mulheres sao as infeccdes vaginais e tem sido
descrita uma procura maior de produtos com base em compostos naturais para o seu
tratamento. A bacteriose vaginal é a infeccao genital mais comum considerando-se que a
presenca de Gardnerella vaginalis parece ser a principal causa etilogica visto estar descrita
em 95% dos casos. Esta bactéria é anaerdbia, Gram negativa mas com alguma variabilidade na
coloracao, dependendo da fase de crescimento em que se encontra e possui uma grande
capacidade de adesdao importante na patologia e diagnostico de bacteriose vaginal pela
formacao de células epiteliais vaginais esfoliadas revestidas com G. vaginalis, conhecidas
como ‘’clue cells’’. Diversos estudos tém como objecto a actividade antimicrobiana de
compostos naturais devido ao aumento das resisténcias dos microrganismos aos antibioticos
convencionais, criando assim uma terapéutica alternativa. Por outro lado a populacao
lactobacilar parece desempenhar um papel protector, visto o seu papel probiotico, sendo a
sua presenca utilizada como um dos marcadores de flora vaginal normal. O uso de cha de
Camellia sinensis em estudos cientificos indica que é uma fonte natural e pouco dispendiosa
de polifendis, tais como os derivados de catequinas, que sao conhecidos pelas suas
propriedades antimicrobianas. Os beneficios do cha estdao relacionados com a elevada
quantidade de catequinas que constituem cerca de 30% do peso seco das folhas, sendo as
principais a (-) epicatequina (EC), (-) epicatequina-3-galhato (ECG), (-) epigalhocatequina
(EGC) e (-) epigalhocatequina-3-galhato (EGCG), sendo esta Ultima catequina a que se
encontra em maior quantidade no cha verde. Neste trabalho laboratorial avaliou-se o
potencial antimicrobiano do extrato aquoso de cha verde dos Acores sobre estirpes de
Gardnerella vaginalis, verificou-se a sobrevivéncia dos Lactobacillus spp. aquando da
aplicacdo deste extrato aquoso e avaliou-se o mecanismo de accdo do extrato aquoso de cha
verde em Gardnerella vaginalis por citometria de fluxo. Os resultados sugerem que as
estirpes de Lactobacillus spp. sobrevivem na presenca do extrato aquoso de cha verde e as
estirpes de Gardnerella vaginalis sao susceptiveis ao mesmo extracto em concentracao de CMI
de 0,63mg/mL. Os resultados de citometria mostraram-se inconclusivos para este estudo.
Deste modo, o extrato aquoso de cha verde dos Acores apresenta-se como um potencial
agente terapéutico natural e de baixo custo, com potencial interesse nomeadamente na

bacteriose vaginal.
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Abstract

Vaginal infections are the biggest cause of medical counsel by women and has been described
an increased on demand for products based on natural compounds for their treatment.
Bacterial vaginosis is the most frequent genital infection and the main etiological cause seems
to be the presence of Gardnerella vaginalis, described in 95% of clinical cases. This is an
anaerobic bacteria and Gram negative with coloration variable depending its growth stage
and its adhesion capacity have an important role on diagnosis and pathology of bacterial
vaginosis on formation of revested exfoliated vaginal epithelial cells with G. vaginalis, known
as clue cells. Several studies are focused in antimicrobial activity of natural compounds due
to increasing resistance of microorganisms to conventional antibiotics thus originate an
alternative therapy. The lactobacilar population plays an importante role on protection due
to its probiotic activity and its presence has been used as marken on normal vaginal flora. The
use of Camellia sinensis tea on cientific studies presents that this tea is a natural and
inexpensive source of polyphenols, as catechins derivates, known by its antimicrobial
properties. Tea benefits are related with high amount of catechins, representing 30% of their
dry weight of leaves, which the principals catechins are epicatechin (EC), (-) epicatechin-3-
gallate (ECG), (-) epigallocatechin (EGC) and (-) epigallocatechin-3-gallate (EGCG), the last
one is present in large amount in green tea. On this laboratorial study the antimicrobial
potencial of aquous green tea from Azores extract has been rated on G. vaginalis strains and
on Lactobacillus spp. survival and the action mechanism of green tea extract has been tested
by flux cytometry. The results sugest strains of Lactobacillus spp. survive on green tea extract
presence and strains of Gardnerella vaginalis present susceptibility at this extract which MIC
value is 0,63mg/mL. The results of flux cytometry were inconclusive on this study. Thus,
aquous green tea from Azores extract can be a potential natural terapeuthical agent and

inexpensive against genital infections, mainly in bacterial vaginosis.
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Capitulo 1 - Introducao

As infeccoes genitais sdo a maior causa de consulta médica por parte das mulheres, uma vez
que tendem a causar desconforto [1]. Este tipo de infeccoes pode provocar doenca
inflamatoéria pélvica, cancro cervical, infertilidade, aborto espontaneo e gravidez ectopica
que podera levar ao dbito materno. A bacteriose vaginal (BV) € a infeccdo genital mais
comum em mulheres, sendo mais prevalente que a candidose vulvovaginal (CVV) e que a
tricomoniose [2]. A BV é uma infeccao caracterizada pela substituicao de Lactobacillus spp.
vaginais por varias bactérias endogenas anaerobias, tais como Mobiluncus spp., Gardnerella
vaginalis, Bacteroides spp., Atopobium vaginae, Prevotella spp., Mycoplasma hominis e
Peptostrptococcos spp., contudo a presenca de Gardnerella vaginalis em 95% dos casos
clinicos, parece ser a principal bactéria patogénica. Dado que esta infeccao é polimicrobiana,
0 seu tratamento é mais complexo, uma vez que ha aumento da resisténcia dos
microrganismos envolvidos [3], [4]. O aumento da resisténcia de BV a terapia com antibioticos
classicos (metronidazol e clindamicina) e a elevada frequéncia de recorréncias mesmo apos
tratamento clinico, sugerem a necessidade de explorar melhor a evolucdo desta doenca
antes, durante e a apos o tratamento com estes farmacos. Assim, é importante desenvolver e
validar novas estratégias terapéuticas que apresentem outros mecanismos de accado ou

mecanismos de prevencao de resisténcia [5].

Uma estratégia de tratamento pode ser o uso de probioéticos para colonizar o tracto vaginal e
prevenir ou tratar infeccdes, pois esta foi considerada uma excelente medida segura. [6].
Contudo, a estabilidade de produtos probidticos é questionada e a documentacao de efeitos
especificos nas estirpes é limitada, impedindo a recomendacao para a terapia de BV [7], [8].
Outra das terapéuticas possiveis € a utilizacdo de plantas medicinais que tém sido
consideradas uma fonte de agentes antimicrobianos, pois contém inUmeros metabolitos
secundarios que sao usados como fonte de farmacos e que aumentam a eficacia dos
antibidticos [9], [10]. Assim, os produtos naturais tornam-se uma alternativa terapéutica aos
antibioticos classicos. Os efeitos terapéuticos do cha verde sao reconhecidos cientificamente
e tem sido usado como fonte antimicrobiana devido a elevada concentracao de catequinas na
sua composicdo. A catequina que se encontra em maior quantidade no cha verde é a (-)
epigalhocatequina-3-galhato e esta ligada com a actividade antimicrobiana deste cha [11],
[12]. A utilizacdo de cha verde para tratamento de infec¢des vaginais tem sido estudada e ha

evidéncias da sua aplicabilidade terapéutica [13], [14].

O crescente aumento da resisténcia aos antibioticos leva a necessidade de investigar novos
agentes microbianos que consigam disseminar as infeccoes genitais. Assim, este estudo
contempla a actividade antimicrobiana do cha verde sobre a Gardnerella vaginalis e espécies

de Lactobacillus spp. probioticas vaginais.



Capitulo 2 - Bacteriose Vaginal

2.1. Aspectos Gerais

A bacteriose vaginal é, actualmente, a infeccdao vaginal mais comum e é frequente em
mulheres sexualmente activas. Gravidas e mulheres com doencas sexualmente transmissiveis
constituem o grupo de risco na BV, mas esta infeccao também pode surgir apés a menopausa
[15]. A BV é uma infeccao resultante da alteracdo polimicrobiana na ecologia vaginal onde
existe um desequilibrio microbiano complexo, pertencendo aos Lactobacillus spp.
desempenhar um papel importante neste processo [16]. A BV ndo é causada por um so6 agente
infeccioso, embora a Gardnerella vaginalis esteja presente em 95% dos casos clinicos tendo
sido atribuido um papel significativo na etiologia da infeccao. A etiologia da BV ainda nao
esta totalmente compreendida, mas é reconhecido o envolvimento de espécies de
microrganismos como Mobiluncus spp., Bacteroides spp., Atopobium vaginae, Prevotella spp.,
Mycoplasma hominis e Peptostreptococcos spp., para além da Gardnerella vaginalis, na
patofisiologia desta infeccdao [3], [17], [18]. A bacteriose vaginal é caracterizada pela
substituicdo dos Lactobacillus spp. vaginais por estes microrganismos anaerdbios mencionados
[41, [19].

0 diagnostico da BV baseia-se na verificacdo de trés em quatro critérios clinicos descritos por
Amsel et al. (1983) conhecidos pelo mesmo nome que incluem: um pH vaginal superior a 4.5;
corrimento vaginal branco, fino e homogéneo aderente a parede vaginal; presenca de ‘’clue
cells’’ e teste positivo para aminas no fluido vaginal quando adicionado KOH a 10%, revelado
pelo odor a peixe podre [20]. Um outro critério de diagndstico distinto do anterior é o de
conceito microbiologico conhecido como indice de Nugent. Este método consiste na
observacdo microscopica do esfregaco do fluido vaginal em lamina corada pela técnica de
Gram, o que permite classificar a amostra segundo uma escala de pontuacao, de 0 a 10
pontos, baseada na contagem no campo microscopico observado de células bacterianas de
Lactobacillus spp., Mobiluncus spp. e G. vaginalis. Todos os pontos sao somados de modo a
obter a classificacao final que permite a avaliacdo do estado clinico sendo que de 0-3 pontos
é considerada flora lactobacilar normal; 4-6 pontos flora intermediaria e >7 pontos sera

diagnéstico positivo de bacteriose vaginal [21].



2.2. Gardnerella vaginalis

A Gardnerella vaginalis (G. vaginalis) foi descrita inicialmente como sendo o Unico patogénio
associado a BV [22]. Esta bactéria continua a estar muito relacionada com a causa etiologica
desta infeccao e tem sido alvo de estudo associado a complicacdes do tracto vaginal [23],
[24]. A G. vaginalis é um bacilo pequeno e pleomérfico, Gram negativo mas com variabilidade
na coloracao, pois depende da fase de crescimento em que se encontra. Em fase exponencial
observa-se que retém o cristal violeta, mas na fase de crescimento com o decréscimo da

parede de peptidoglicano apresenta-se Gram negativa [25].

A microscopia electronica revelou que a G. vaginalis possui fimbrias consideradas
responsaveis pela adesdo das bactérias a superficie das células epiteliais vaginais esfoliadas,
formando entdo as ‘’clue cells’’ caracteristicas da BV. Esta adesdo torna-se num factor de
patogenicidade, visto que, permite a colonizacao de G. vaginalis, minimizando assim o
contacto com enzimas extracelulares toxicas e anticorpos locais reduzindo a probabilidade de
eliminacéao pelo fluido vaginal ou pela urina [25]. Outro factor de viruléncia descrito para a G.
vaginalis e que podera estar na causa da recorréncia da BV é a elevada capacidade para
formacao de biofilmes [24]. Um biofilme é considerado uma comunidade microbiana
composta por células que estdao ligadas a uma interface e incorporadas numa matriz de
expopolissacarideos, este nivel de organizacao estrutural confere eficiéncia metabolica aos
biofiomes e confere, também, resisténcia natural a agentes antimicrobianos [26]. Esta
bactéria apresenta sensibilidade ao peroxido de hidrogénio e ao acido lactico produzido pelos
Lactobacillus spp., surgindo como mecanismo natural de defesa do organismo no equilibrio da
flora vaginal; com a formacado de biofilmes essa sensibilidade esta diminuida e foi sugerido
num estudo que poderia ser um mecanismo de patogenicidade assim como uma explicacao
para a recorréncia da infeccao [27]. A G. vaginalis produz uma toxina proteica que actua
como a hemolisina, a sua actividade litica € especifica para eritrocitos humanos, neutrofilos e
células endoteliais, pois reconhece a molécula regulatéoria do complemento CD59. A toxina é
da familia das citolisinas dependentes de colesterol (CDC) e foi sugerido o nome de
vaginolisina (VLY) [28], [29].

De modo a permitir uma melhor explicacdo acerca da epidemiologia de BV na ocorréncia de
G. vaginalis em mulheres assintomaticas, foram estudadas as diferencas no biotipo baseadas
na lipase, hidrélise do hipurato e nas reaccbes B-galactosidase. Estes estudos permitiram o
estabelecimento de uma relacdo entre bidtipos e uma ecologia vaginal saudavel onde se
observou aquisicio de uma nova estirpe de G. vaginalis. Os autores verificaram que as
estirpes envolvidas neste processo eram capazes de expressar a sintese da lipase que é

considerada factor de viruléncia noutras espécies. Assim, para além do crescimento elevado



de estirpes de G. vaginalis colonizadoras, a BV parece estar relacionada com a aquisicao de

uma estirpe mais virulenta que as anteriormente presentes [30], [31].

2.3. Importancia dos Lactobacillus spp. na bacteriose vaginal

Os microrganismos que se encontram no corpo humano na presenca de hospedeiros
intrinsecos podem sofrer alteracdes ao nivel do estadio do ciclo de vida, dos niveis hormonais,
das respostas imunitarias, do estado nutricional ou de estados de doenca. Assim, o
microambiente vaginal também pode ser alterado por factores externos como a exposicdo
ambiental, a competicdo microbiana interespécies ou comensalismo ou habitos de higiene
[32]. A importancia dos Lactobacillus spp. na manutencdo de uma ecologia saudavel é
consensual e estao envolvidos na prevencao de doencas, incluindo a BV, infeccoes do tracto
urinario, vaginites e doencas sexualmente transmissiveis incluindo o virus da imunodeficiéncia
humana (VIH). Na realidade, a auséncia ou diminuicdo da colonizacdo vaginal por
Lactobacillus spp. produtores de peroxido de hidrogénio (H,0,) é frequentemente considerada

causa do desenvolvimento de BV [33].

Os mecanismos pelos quais os Lactobacillus spp. promovem uma flora vaginal saldavel
baseiam-se na producao de compostos antimicrobianos (peroxido de hidrogénio, acido lactico,
bacteriocinas) e na capacidade de aderir e competir pelos locais de adesao na vagina. Os
Lactobacillus spp. possuem a capacidade de acidificar o tracto vaginal pela producédo de acido
lactico, esta capacidade permite a prevencdo da colonizacdo e proliferacdo de organismos
estranhos na vagina [6]. Reconhecendo a incapacidade da producado de catalase das espécies
patogénicas envolvidas na BV, a toxicidade natural do peroxido de hidrogénio é proposto
como um mecanismo de defesa [34]. As bacteriocinas sao proteinas ou péptidos
antimicrobianos produzidos por todos os Lactobacillus spp.. Este tipo de proteinas tem a
capacidade de formacédo de poros nas membranas citoplasmaticas, interfere com as reaccoes
enzimaticas celulares (incluindo a sintese da parede celular) e na actividade da nuclease.
Estes mecanismos todos inibem o crescimento de outras espécies vaginais e interferem na
aderéncia dessas espécies estranhas as células epitelias vaginais [35]. A aderéncia é a
preparagcao para a colonizacado e o primeiro passo para a formacdo de biofilmes tendo um
papel critico na patogénese das infeccoes. Os Lactobacillus spp. inibem a aderéncia da G.
vaginalis causadora de BV pelo impedimento esterioquimico ou pela dissimulacao de

receptores [35].



2.4, Estratégias terapéuticas

Tendo em conta a sua natureza polimicrobiana, o tratamento, a cura e o controlo das
recorréncias da BV sdo muito mais complexos e dificeis de alcancar do que no caso das
infeccoes causadas por um Unico patogénio. Os antibioticos geralmente utilizados no
tratamento de BV sdo o metronidazol e a clindamicina, sendo a administracao oral ou topica
[36].

Sendo conhecida a elevada taxa de resisténcia a antibioterapia, tém surgido novas

terapéuticas para a bacteriose vaginal.

Uma das estratégias propostas € o uso de terapia com base em probidticos tendo vindo a ser
discutido pela comunidade cientifica se as estirpes especificas de Lactobacillus spp. sao mais
vantajosamente administradas oralmente ou intravaginal, se sao capazes de colonizar as
vaginas de mulheres com bacteriose vaginal sintomatica ou ndo sintomatica, se tém a
capacidade de reduzir a colonizacdo de patogénicos e se melhoram os sintomas ou sinais de
bacteriose vaginal quando estao presentes [37]. Num estudo baseado neste tema, observou-se
que a administracao de Lactobacillus spp. foi associada com a taxa de cura de bacteriose
vaginal quando comparada com a terapéutica classica de antibidticos. A combinacao destes
agentes protectores com antibioticos foi associada a um aumento da taxa de cura de
bacteriose vaginal relativamente a terapia apenas com administracao oral de metronidazole

[7].

Uma outra alternativa terapéutica valida € a utilizacdo de comprimidos vaginais de vitamina
C, que por reducao do pH vaginal induz a inibicdo dos microrganismos incapazes de crescer a
pH acido, como é o caso das espécies envolvidas na patogenia da bacteriose vaginal.
Verificou-se que apds o tratamento com antibiotico classico para a bacteriose vaginal, a
utilizacdo deste composto reduziu o risco de recorréncia provavelmente pelo
restabelecimento da flora normal de Lactobacillus spp. capaz de manter o pH vaginal [38],
[39].

Adicionalmente, tem vindo a ser descito o recurso ao uso de produtos com base natural pelas
mulheres com vaginites ou vaginoses [40]. Alguns estudos tém sido desenvolvidos com o
objectivo de encontrar novos compostos naturais capazes de solucionar as condicdes clinicas

das infeccdes genitais como alternativa a terapéutica com antibioticos classicos [13], [14].



Os medicamentos comercializados com base em plantas, tais como Zataria multiflora em
creme vaginal (Loucorex®) demonstrou ser tao efectivo como o tratamento de bacteriose
vaginal com gel de metronidazol [41]. O 6leo essencial de Melaleuca alternifolia é utilizado
tradicionalmente na Australia pelas suas caracteristicas antimicrobianas, no tratamento da

bacteriose vaginal [9] .

Visto ter vindo a ser demonstrada a eficacia de alguns extractos de plantas, a sua utilizacao
como substancia activa no desenvolvimento de novos produtos terapéuticos de base natural
tem surgido como uma interessante estratégia [9], [42], [43]. A existéncia de produtos a base
de plantas ja comercializados, com vista ao tratamento de infeccoes genitais, vem provar que
estudos mais aprofundados na aplicacao de extratos naturais para o tratamento de bacteriose
vaginal, deverao ser efectuados, de modo a aumentar e diversificar as alternativas
terapéuticas [14], [41].



Capitulo 3 - O Cha Verde como agente

terapéutico

3.1. Cha Verde (Camellia sinensis L.)

0 cha é conhecido como a bebida mais consumida no mundo e € descrito como uma infusao
de um conjunto de folhas processadas da planta Camellia sinensis [44]. Ao longo dos tempos
foram surgindo estudos que comprovam os efeitos biologicos do cha tanto a nivel fisioldgico
como a nivel farmacologico tendo como principais efeitos antioxidante, antimicrobiano, anti-

cancerigeno e prevencao de doencas cardiovasculares [45]-[47].

3.1.1. Composicao Quimica

A composicdo quimica do cha é muito complexa, uma vez que possui uma elevada quantidade
de compostos, dos quais se salientam os compostos fenolicos (catequinas e seus derivados),
cafeina, o aminoacido L-teanina, vitaminas e carbohidratos [48]. Esta composicdao depende da
época de colheita, da espécie, idade da folha, do clima, do tipo de solo e das praticas
agricolas [49]. Os beneficios do cha estdo relacionados com a elevada quantidade de
catequinas que constituem cerca de 30% do peso seco das folhas, sendo as principais a (-)
epicatequina (EC), (-) epicatequina-3-galhato (ECG), (-) epigalhocatequina (EGC) e (-)
epigalhocatequina-3-galhato (EGCG). Esta uUltima catequina é a que se encontra em maior
quantidade no cha verde [48]. A composicdo do cha depende ainda do processo de
fermentacao, pois existem trés tipos de chas: os nao fermentados (cha verde e branco), os
parcialmente fermentados (cha vermelho e oolong) e os completamente fermentados (cha
preto). Durante o processo de fermentacao das folhas frescas, algumas das catequinas sao
oxidadas ou condensadas em moléculas polifendlicas maiores, tais como as teaflavinas (3-6%)
e as tearubiginas (12-18%). Estes polimeros sdo responsaveis pela cor escura do cha preto e
pelo seu sabor amargo [45], [50]. O cha verde n&do sofre um processo de fermentacao,

apresentando assim uma composicao semelhante as folhas de Camellia sinensis.
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Figura 1 - Estrutura das principais catequinas presentes no cha verde. (-) Epigalhocatequina, (-)
epicatequina, (+) catequina, (-) epicatequina 3-galhato, (-) epigalhocatequina 3-galhato. Adaptado de
[34].

3.1.2. Efeitos terapéuticos do Cha Verde

De todos os chas antes referidos, o cha verde é o que possui os melhores efeitos para a saude
humana [51]. O cha verde é reconhecido por ser uma potente fonte antioxidante, pois é rico
em catequinas que sao consideradas dos maiores antioxidantes entre os fenodis naturais
conhecidos, havendo informacéo cientifica que comprova que sao melhores antioxidantes do
que as vitaminas C e E, tocoferol e que o caroteno [52]. A actividade antioxidante dos
polifendis do cha nado estd so relacionada com a defesa ao superoxido, mas também ao
aumento da actividade de algumas enzimas destoxificantes como a glutationa peroxidase, a
glutationa reductase, glutationa-S-transferase, a catalase e a quinina redutase no intestino
delgado, figado e pulmodes [51], [52]. Esta caracteristica dos polifendis do cha verde esta
também relacionada com o efeito pro-oxidativo que tem sido alvo de estudo pelo efeito
consequentemente quimiopreventivo, apesar de ainda necessitar de alguma investigacao [46].
Esta provado ainda que a ingestdo de cha verde auxilia na reducdo de gordura corporal e dos
niveis de colesterol LDL, sugerindo entdao que contribui na diminuicdo da obesidade e nos
riscos de doenca cardiovascular nos humanos [53]. As catequinas do cha verde tém também
efeito na regeneracao da pele, tratamento de feridas e no tratamento de determinadas
condicoes epiteliais, tais como, a psoriase ou rosacea. Um estudo realizado com uma mistura

de EGCG em queratinocitos sugeriu que quando estes foram estimulados com EGCG, ocorreu



uma potenciacao da diferenciacdo celular com o minimo de impacto na sintese de ADN ou nos
niveis de energia, durante um periodo de 24 horas [54]. O cha verde é conhecido também,
por facilitar a indigestao, diarreia e outras formas de disfuncoes gastrointestinais, tornando-o
atil na medicina tradicional caseira em problemas digestivos [51]. Outro dos efeitos
terapéuticos do cha verde consiste na proteccao hepatica relativamente a intoxicacao por
alcool e outras substancias quimicas. O metabolismo do alcool produz radicais livres que
danificam as células hepaticas. Em investigacdo, sujeitaram-se ratos a uma intoxicacao
cronica com alcool durante 4 semanas, com a aplicacdo de cha verde observou-se um
melhoramento no sistema antioxidante e diminuicao da quantidade de produtos resultantes
na peroxidacao lipidica, prevenindo danos no figado [55]. Este tipo de cha tem ainda o efeito
antimicrobiano contra uma variedade de bactérias gram positivas e gram negativas
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus spp.), alguns fungos (Candida albicans)

e em virus (HIV, herpes simplex, influenza) [56], [57].

Em trabalhos prévios realizados neste grupo de investigacdo, foi demonstrada a actividade

anti-Candida albicans do extrato de cha verde dos Acores [58].

3.1.3. Mecanismo de Accao

A maioria dos efeitos directos das catequinas do cha verde resulta da ligacdo das catequinas a
bicamada lipidica da membrana celular causando danos na membrana [59]. Quando a
membrana celular bacteriana esta danificada, as bactérias perdem a habilidade de se ligar as
células do hospedeiro; perdem também a habilidade de se ligarem umas as outras de maneira
a formar um biofilme e ficam impossibilitadas de secretar de toxinas. A homeostase da
membrana celular bacteriana esta directamente relacionada com a sintese de acidos gordos
[12]. Alguns estudos demonstram que os componentes do cha verde (especialmente EGCG)
inibem redutases especificas em bactérias que sintetizam acidos gordos do tipo Il e que a
inibicdo da sintese de acidos gordos pelo cha verde esta também relacionada com a inibicao

dos metabolitos toxicos produzidos pelas bactérias [60]-[62].



3.1.4. Cha verde dos Acores

Relativamente ao cha verde produzido em Portugal (Illha de S. Miguel - Acores) ainda ha
poucas publicacdées que demonstrem a sua importancia cientifica. Estudos feitos por Batista
et al. demonstram que este cha apresenta elevados niveis de L- teanina e de (-)
epigalhocatequina-3-galhato (EGCG) e uma concentracao baixa de cafeina quando comparado

com cha verde de outras origens geograficas [49], [63].
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Capitulo 4 - Objectivos

Este trabalho laboratorial teve como principal objectivo o estudo da susceptibilidade das
estirpes de Lactobacillus spp. e das estirpes de Gardnerella vaginalis ao extrato de cha verde
dos Acores. Assim, pretende-se:

e Avaliar o potencial téxico do extracto de cha verde dos Acores sobre espécies de

Lactobacillus spp. presentes na microbiota vaginal;

e Avaliar o potencial antimicrobiano do extrato aquoso de cha verde sobre Gardnerella

vaginalis;

e Verificar o mecanismo de accdo do extrato aquoso de cha verde em Gardnerella

vaginalis pela citometria de fluxo.
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Capitulo 5 - Materiais e Métodos

5.1. Microrganismos

Neste trabalho utilizaram-se sete estirpes de Lactobacillus spp. (L.acidophilus, L. crispatus,
L.vaginalis, L.reuteri, L.gasseri, L. jensenii e L. helveticus) da coleccao da Professora
Doutora Ana Palmeira da Universidade da Beira Interior e sete estirpes de Gardnerella
vaginalis (TR1l, MM191, UM 22147, UM23I58, SH71-6, SH92B1, SH254B) gentilmente cedidas
pelo Professor Doutor Nuno Cerca da Universidade do Minho. Todas as estirpes envolvidas
neste estudo correspondem a isolados vaginais. As estirpes foram conservadas a -80°C em
meio de cultura liquido apropriado. Antes das experiéncias as estirpes foram repicadas para
meio MRS no caso dos Lactobacillus spp. e em meio de Columbia Blood Agar (CBA)
suplementado com 5% de sangue desfibrinado de cavalo no caso das estirpes de Gardnerella
vaginalis e incubadas a 37°C em atmosfera humidificada e com 10% de dioxido de carbono
(CO,) durante 72h.

5.2. Preparacao do extrato aquoso de Cha Verde dos Acores

Amostras de cha verde dos Acores produzidas pela empresa Plantacoes de Cha Gorreana, Lda
(S. Miguel, Acores - lote 12 N 272 11G/L) foram utilizadas neste estudo. As folhas de cha
verde foram sujeitas a infusao (1g/100mL) durante cerca de 5 minutos, conforme as
instrucdes do rotulo. De seguida o extrato aquoso foi filtrado através de uma membrana de
acetado de celulose (0.2um) (VWR, Pensilvania, EUA) utilizando uma seringa estéril. Apods
arrefecimento, o extrato foi congelado (-20°C) e de seguida liofilizado recorrendo a um
liofilizador ScanVac CoolSafe Freeze Dryer TM (Labogene, Dinamarca). Para a realizacao dos
ensaios, preparou-se uma solucao stock de 40mg/mL que foi obtida por redissolucao do

extrato de cha verde dos Acores liofilizado em agua desmineralizada.
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Figura 2 - Embalagem das Plantacoes de Cha Gorreana, Lda (S. Miguel, Acores)

0 cha verde tem sido caracterizado pelo seu alto teor de derivados em catequinas [49], [63].
Segundo um estudo anteriormente efectuado no nosso grupo de investigacao verificamos que
o composto maioritario do extrato utilizado neste estudo é a EGCG, pelo que vai de encontro

ao referido pelos outros autores [58].

5.3. Actividade antimicrobiana

5.3.1. Determinacdo da concentracdo minima inibitoria (CMI)

Para avaliar a susceptibilidade de Lactobacillus spp. e de Gardnerella vaginalis ao extracto de
cha verde dos Acores usou-se o teste de microdiluicdo em meio liquido para bactérias, tal
como recomendado pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) para a determinacao
da concentracdo minima inibitdria (CMI) na norma M7-A6 [64]. Esta norma define que a
impede o crescimento visivel de um microorganismo em testes de sensibilidade por diluicao

em agar ou caldo [64].

Na realizacdo do ensaio para Lactobacillus spp. utilizou-se meio liquido MRS com 0,1% de
Tween 80 e para o ensaio com as estirpes de G. vaginalis foi usado meio liquido Brain Heart
Infusion (BHI) suplementado (sBHI) com 2% de gelatina (Guinama), 1% de extracto de levedura
(Sigma - Aldrich) e 0,1% de amido soluvel (Sigma - Aldrich). A partir da solucdo stock
(40mg/mL) de extrato de cha verde dos Acores, realizaram-se diluicdes sucessivas (1:2) num
intervalo de concentracdes de 20-0,08 mg/mL em agua desmineralizada para Lactobacillus
spp. e em meio liquido sBHI para Gardnerella vaginalis. Os Lactobacillus spp. foram repicados

em meio solido MRS e incubados durante 24 horas a 37°C; as estirpes de G. vaginalis foram
13



repicadas em meio sélido CBA suplementado com 5% de sangue desfibrinado de cavalo e
incubadas durante 72 horas a 37°C em ambiente humidificado com 10% de CO,. Apds o
crescimento das bactérias, preparou-se uma suspensdao no meio liquido correspondente
acertando-se a sua densidade optica a 0,5 Unidades de McFarland. De modo a obter a
suspensdo de concentracdo celular 5x10° UFC/mL, segundo indicacdes da norma, realizou-se
uma diluicdo de 1:100 em meio liquido MRS para Lactobacillus spp. e em meio sBHI para G.
vaginalis e posteriormente uma segunda diluicdo de 1:10 no mesmo meio liquido, adequado

para cada bactéria. A microplaca foi inoculada com 100puL da suspensao bacteriana diluida.

Os pocos sem indculo foram usados como controlo negativo; os pocos sem o extrato de cha
verde dos Acores foram considerados como controlo positivo e foi incluido ainda um controlo
de esterilidade do meio. Posteriormente a placa inoculada com Lactobacillus spp. foi
incubada numa estufa a 37°C durante 48 horas e a placa inoculada com G. vaginalis foi
colocada numa estufa a 37°C, em ambiente humidificado e com 10% de CO, durante 72 horas.

0 ensaio foi feito em duplicado realizando-se pelo menos trés ensaios independentes.

As leituras foram realizadas apos 24 horas e 48 horas para Lactobacillus spp. e apos 48 horas e
72 horas para G. vaginalis, tendo-se avaliado visualmente o crescimento em cada
concentracao de trabalho testada. A CMI foi definida como a menor concentracao de extrato

de cha verde no qual nao se observou crescimento dos microrganismos em estudo.

5.3.2. Avaliacdo da concentracdo minima letal (CML)

Esta descrito que a concentracao minima letal (CML) € a menor concentracdo de droga capaz
de lesar irreversivelmente o microrganismo, matando-o [65]. Neste estudo foi determinada a
CML do extrato aquoso de cha verde dos Acores em Gardnerella vaginalis segundo o método

descrito num estudo recente [66].

Apds a incubacao das placas de 96 pocos durante 72 horas, foram inoculados em CBA 20pL de
todos os pocos que nao apresentavam crescimento, em triplicado. As placas inoculadas foram
incubadas segundo as condicOes descritas anteriormente, sendo considerada a CML a menor

concentracao na qual nao se observou a formacao de coldnias, apos o periodo de incubacao.
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5.4, Citometria de Fluxo

Alguns autores tém-se dedicado ao estudo da propriedade antimicrobiana do cha verde,
contudo o mecanismo de accao pelo qual actua ainda ndo esta totalmente descrito [67], [68].

A fim de elucidar melhor qual o mecanismo de accao foi testado em citometria de fluxo.

A avaliacao rapida e simples da viabilidade de um microrganismo & um aspecto importante no
uso da citometria de fluxo. A integridade da membrana pode ser detectada por retencao ou
exclusao dos corantes que conseguem distinguir as células viaveis das nao viaveis ou inactivas

[69], [70]. Neste trabalho foi usado o iodeto de propidio para esse efeito.

O iodeto de propidio (IP) também se liga as cadeias do ADN, mas nao consegue atravessar
uma membrana citoplasmatica integra. O bis-oxonol (BOX) é um corante lipofilico e anionico
que acumula intracelularmente desde que a membrana da célula se encontre despolarizada.
A utilizacdo da mistura destes corantes permite a diferenciacdo dos estados metabolicos

funcionais das células [70].

A interaccao entre o extrato de cha verde dos Acores e a Gardnerella vaginalis (SH71-6) foi
estudada utilizando a citometria de fluxo. Para isso preparou-se uma solucao com o extracto
de cha verde para a diluicao correspondente ao dobro da concentracdo de CMI. A solucéo foi
filtrada através de uma membrana de acetato de celulose (0.2 pm) (VWR, Pensilvania, EUA) e
foi usada para preparar as diluicoes do extrato de cha verde em concentragées de 2xCMI;
1XCMI e 1/2xCMI. Todas as solucdes foram diluidas com agua destilada. Preparou-se uma
suspensao de bactérias e acertou-se a densidade optica a 0,5 unidades de McFarland. A
suspensao bacteriana foi incubada, a 37°C em ambiente humidificado na presenca de 10% de
CO; durante 1 hora, numa proporcao de 1:10 em cada uma das solucdes de cha verde nas
concentracdes referidas. Este procedimento foi realizado em duplicado de modo a serem
utilizados dois fluocromos diferentes. Apos o periodo de incubacdo as suspensdes foram
centrifugadas a 10G durante 5 minutos (Gyrozen mini); tendo-se descartado o sobrenadante e
adicionado cerca de 950pL de tampao fosfato-salino (PBS) filtrado. Esta suspensao de células
em PBS foi tratada com os dois fluocromos seleccionados: o acido bis-(1,3-dibutilbarbiturico),
BOX ou Bis-oxonol, para verificar a despolarizacdo da membrana e o iodeto de propidio (IP)
para deteccao da integridade da membrana celular. Este tratamento foi realizado na auséncia
de luz e durante 15 minutos. Ap6s a coloracdo das células, estas foram adquiridas em
citometro de fluxo (CyAn ADP (Beckman Coulter, USA)) e analisadas pelo software Summit 4.3
(Beckman Coulter, USA).
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5.5. Equipamento

Para além do material corrente de laboratorio, para realizar o trabalho experimental também

foram utilizados os equipamentos, apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas dos equipamentos utilizados

Designacgao Marca/modelo
Autoclave Uniclave/88
Balanca analitica Sartorius
Balanca analitica KERN
Citometro de fluxo CyAn ADP (Beckman Coulter, USA)
Densiémetro Biomérieux
Espectofotometro Ultrospec U/V 3000
Estufa (37°C) Binder
Estufa (37°C com injeccao de 10% CO,) Binder
Micro centrifuga Gyrozen mini
Microscopio optico Olympus
ScanVac CoolSafe Freeze Dryer TM (Labogene,

Liofilizador .
Dinamarca)
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5.6. Reagentes

Ao longo do trabalho experimental foram usados diversos produtos quimicos, que se

apresentam na tabela, com os respectivos graus de pureza e fornecedores.

Tabela 2- Lista de reagentes usados ao longo do trabalho experimental

Reagente Grau de pureza (%) Fornecedor
Acido bis-(1,3-dibutilbarbitirico) 295% Sigma - Aldrich
Acido Nalidixico 98% Sigma - Aldrich
Amido Soluvel - Sigma - Aldrich
Agar - Conda
Brain Heart Infusion - Conda
Colistina - Sigma - Aldrich
Columbia Agar (Base) - Merck
Extracto de levedura - Sigma - Aldrich
Gelatina Polvo 100-120° Blom 30 Mesh - Guinama
Glicerol 99,5% Himedia
lodeto de propidio >94% Sigma - Aldrich
MRS Broth - VWR
Polysorbate 80(Tween 80) - Sigma - Aldrich
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Capitulo 6 - Resultados e Discussao

Visto que no nosso grupo de investigacdo o extrato aquoso de cha verde dos Acores ja foi
estudado e testado para observar o efeito antiflngico contra Candida spp. [58], decidiu-se
usar a mesma gama de concentracoes de diluicado do cha verde (20-0,08 mg/mL) para
verificar o efeito antimicrobiano do extrato sobre a Gardnerella vaginalis e posterior
comparacao entre o efeito em ambos os microrganismos. A concentracao mais elevada
(40mg/mL) corresponde a solucao saturada de cha verde e foi utilizada anteriormente no

estudo acima referido.

O extrato aquoso de cha verde dos Acores mostrou nao ter actividade antimicrobiana nas
estirpes testadas de Lactobacillus spp., mesmo quando foi testada a concentracao mais
elevada do extrato. Assim, pode-se afirmar que os Lactobacillus spp. sao resistentes a todas

as concentracoes testadas do extrato aquoso.

Por outro lado verificou-se que o mesmo extrato foi capaz de inibir o crescimento das estirpes
de Gardnerella vaginalis a uma concentracao de 0,63 mg/mL (Tabela 3). O efeito induzido
nas células foi do tipo bactericida visto que para a mesma concentracdo de inibicdo do
crescimento ocorreu também morte celular, correspondendo por isso ao valor de CML
(CMI=CML).

Tabela 3 - Actividade anti-Gardnerella vaginalis do extrato aquoso de Cha Verde. CMI (Concentracao
Minima Inibitoria) e CML (Concentracao Minima Letal) foram determinados por microdiluicao e estao
expressos em mg/mL (w/v). Os ensaios foram realizados em duplicado e os resultados foram obtidos
com bases em trés experienciais independentes concordantes.

Estirpe CMI CML
SH254B 0,63 0,63
SH71-6 0,63 0,63
SH92B1 0,63 0,63

TR1I 0,63 0,63
UM23158 0,63 0,63
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Segundo os critérios de classificacdo da actividade antimicrobiana [71] de um extrato vegetal,
de acordo com os valores de CMI (Tabela 4) e analisando os resultados obtidos podemos
considerar que o cha verde dos Acores é um inibidor moderado para as estirpes de

Gardnerella vaginalis estudadas.

Tabela 4 - Classificacao da actividade antimicrobiana de um extracto vegetal em valores de CMI
(mg/mL). Adaptado de [71]

Classificacdo dos inibidores Valores CMI (mg/mL)
Fortes CMI < 0,5
Moderados 0,6 < CMI < 1,5 mg/mL
Fracos CMI > 1,6 mg/mL

Os resultados relativos a avaliacdo do mecanismo de accao por citometria de fluxo foram
inconclusivos por se verificar, apos analise dos graficos, que embora as solucdes de cha verde
dos Acores tenham sido filtradas previamente a sua utilizacdo neste ensaio, os constituintes
do extrato se sobrepdem as colonias de G. vaginalis, impossibilitando a seleccao da populacao

bacteriana e a avaliacdo do efeito da marcacao por fluorescéncia.

0 efeito antimicrobiano contrastante referente a auséncia de toxicidade sobre Lactobacillus
spp. e o efeito bactericida sobre as estirpes de Gardnerella vaginalis apresenta-se como
sendo vantajosa pois prevé que este extrato in vivo possa, a0 mesmo tempo controlar o
sobrecrescimento das estirpes patogénicas para bacteriose vaginal, maioritariamente

Gardnerella vaginalis, e manter a flora probidtica preservada.

De acordo com trabalhos realizados anteriormente pelo nosso grupo de investigacao verificou-
se que o mesmo extrato produziu um efeito anti-Candida. Deste modo, pela comparacao de
vaginalis com os resultados de CMI das estirpes de Candida spp. testadas anteriormente,
observou-se que algumas das estirpes (C. albicans MP24, C. albicans AP25A, C. albicans AP26B
e C. papapsilosis MP12) apresentam o mesmo valor de CMI. Pode-se deste modo afirmar que o
extrato aquoso de cha verde dos Acores podera ser efectivamente uma boa alternativa a
antibioterapia classica, uma vez que esta demonstrado a actividade tanto antifiingica contra
Candida spp. como a actividade antimicrobiana contra Gardnerella vaginalis, os agentes
patogénicos relacionados com as duas infeccbes vaginais mais prevalentes, sendo o extracto
classificado como moderadamente activo.
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Capitulo 7 - Conclusdes e Perspectivas Futuras

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o cha verde dos Acores € uma excelente fonte
de compostos com propriedades antimicrobianas. Este € um produto natural, de baixo custo e
com elevado potencial de aplicacao medicinal, nomeadamente no tratamento e/ou prevencao

da bacteriose vaginal causada pelo sobrecrescimento de Gardnerella vaginalis.

O extrato aquoso de cha verde apresentou-se como inactivo contra os Lactobacillus spp.
considerados microrganismos probioticos vaginais por exceléncia e moderadamente activo
contra Gardnerella vaginalis. O efeito anti- Gardnerella deste mesmo extrato é do tipo
bactericida pois verificou-se que a concentracdo minima letal apresenta o mesmo valor que a
concentracdo minima inibitoria. Os efeitos antimicrobianos referidos foram obtidos para
concentracbes similares as ja anteriormente descritas para estirpes de Candida spp.,
apresentando-se o extrato aquoso de cha verde dos Acores como um promissor agente
antimicrobiano para o controlo e/ou prevencao das duas infeccées vaginais mais comuns, a

candidose vulvovaginal e a bacteriose vaginal.

Futuramente, o estudo podera ser alargado para outros microrganismos responsaveis por
infeccées vaginais, tais como: Streptococcus agalactiae, Staphylococcus epidermidis,

Staphylococcus aureus, Trichomonas vaginalis, Atopobium vaginae, entre outros.

Testes de toxicidade e testes de seguranca in vivo, também poderiam ser efectuados para
verificar a utilizacdo deste extrato em farmacos. Outras abordagens futuras poderdo ser o
estudo de EGCG juntamente com antibioticos classicos para tratamento de bacteriose vaginal
e verificar se existe sinergismo entre os compostos e ainda a aplicacdo do extrato de cha

verde dos Acores em biofilmes de Gardnerella vaginalis.
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