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RESUMO

A vaginose bacteriana (VB) ¢ muito prevalente e ¢ a causa mais comum de corrimento
vaginal em todo o mundo. Trata-se de uma disbiose resultante da substituicdo dos
lactobacilos produtores de peroxido de hidrogénio e 4cido latico por bactérias
anaerobicas em altas concentracdes, incluindo Gardnerella vaginalis, Prevotella,
Mobiluncus, Atopobium e outros anaerobios. A VB pode ser autodiagnosticada, quando
a paciente apresenta a sintomatologia classica, ou clinica e laboratorialmente obedecendo
aos critérios de Amsel ou pela determinacdo do escore de Nugent. Os tratamentos
recomendados para a VB sdo o Metronidazol, o Secnidazol e o Tinidazol por via oral,
bem como o metronidazol gel, a clindamicina creme e o gel de S. terebinthifolia Raddi
por via vaginal. O presente estudo teve por objetivo determinar a capacidade da
Clindamicina creme vaginal, do Metronidazol gel vaginal e do S. ferebinthifolia Raddi
gel vaginal em inibir o crescimento ou preservar a populacdo dos microrganismos
Lactobacillus gasseri ATCC 19992 in vitro. A metodologia utilizada foi de perfuracdo
em placa, formando pocos de 6mm, onde as amostras foram inoculadas. As placas foram
incubadas por 48 horas a temperatura de 30°C. A analise visual das placas, apds o periodo
de incubagdo, evidenciou que L. gasseri ¢ resistente ao gel vaginal de S. terenbithifolia
Raddi gel, uma vez que ndo foi observado qualquer halo de inibi¢ao. Contudo, L. gasseri
foi moderadamente susceptivel ao gel vaginal de Metronidazol e altamente sensivel ao
creme vaginal de Clindamicina. Como os lactobacilos, dos quais se destaca L. gasseri,
representam acima de 95% dos microrganismos que habitam o meio vaginal, mantendo a
higidez desse microbioma, a a¢do da Clindamicina e do Metronidazol pode levar ao
desequilibrio da microbiota vaginal, permitindo as recidivas quando esses agentes
terapéuticos sdo usados para o tratamento da VB.

Palavras-chaves: recidivas, vaginose bacteriana, Lactobacillus gasseri, Schinus
terebinthifolia Raddi, metronidazol, clindamicina.

ABSTRACT

Bacterial vaginosis (BV) is very prevalent and is the most common cause of vaginal
discharge worldwide. It is a dysbiosis resulting from the replacement of hydrogen
peroxide and lactic acid-producing lactobacilli by anaerobic bacteria in high
concentrations, including Gardnerella vaginalis, Prevotella, Mobiluncus, Atopobium and
other anaerobes. BV can be self-diagnosed when the patient presents the classic
symptoms, or clinically and laboratory-based, following the Amsel criteria or by
determining the Nugent score. The recommended treatments for BV are oral
metronidazole, secnidazole and tinidazole, as well as vaginal metronidazole gel,
clindamycin cream and Schinus terebinthifolia Raddi gel. The present study aimed to
determine the ability of vaginal clindamycin cream, vaginal metronidazole gel and S.
terebinthifolia Raddi vaginal gel to inhibit the growth or preserve the population of
Lactobacillus gasseri ATCC 19992 microorganisms in vitro. The methodology used was
perforation in plates, forming 6 mm wells, where the samples were inoculated. The plates
were incubated for 48 hours at 30°C. After this period, by visual plates analysis, was
observed that L. gasseri is resistant to S. ferebinthifolia Raddi vaginal gel since no
inhibition halo was observed. However, L. gasseri was moderately susceptible to
Metronidazole vaginal gel and highly sensitive to Clindamycin vaginal cream. As
lactobacilli, of which L. gasseri stands out, represent over 95% of the microorganisms
that inhabit the vaginal environment, maintaining the health of this microbiome, the
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action of Clindamycin and Metronidazole can lead to an imbalance in the vaginal
microbiota, allowing relapses when these therapeutic agents are used to treat BV.

Keywords: relapses, bacterial vaginosis, Lactobacillus gasseri, Schinus terebinthifolia
Raddi, metronidazole, clindamycin.

1 INTRODUCAO

A vaginose bacteriana (VB) ¢ uma alteragdo da microbiota vaginal decorrente da
substituicdo dos lactobacilos produtores de perdxido de hidrogénio e 4cido latico pela
proliferacdo exagerada de microrganismos anaerdbios em altas concentragdes, incluindo
Gardnerella vaginalis, Prevotella sp, Mobiluncus sp, Atopobium sp e outros anaerdbios.
Uma caracteristica da VB ¢ o aparecimento de biofilmes no epitélio vaginal das

portadoras dessa patologia'.

Algumas mulheres experimentam frequentes mudancas na composi¢do do
microbioma vaginal, enquanto outras apresentam essas alteragdes muito raramente?. A
vaginose bacteriana ¢ patologia frequente e a causa mais comum de corrimento vaginal

em todo o mundo?, representando 30% das consultas ginecologicas.

A causa da alteracdo microbiana que precipita a VB ndo ¢ totalmente conhecida.
Alguns estudos como o de Kenyon et al (2016) fazem a associagdo da VB com fatores
comportamentais, como: multiplicidade de parceiros sexuais masculinos, relacdes
sexuais com mais de uma pessoa e pratica sexual entre mulheres*, novo parceiro, relagdes
sexuais ndo protegidas pelo uso preservativo de barreira’ e uso de duchas vaginais®. Sabe-
se que a prevaléncia é maior em portadoras de HSV-27 ¢ em usudrias de DIU de cobre®8,
bem como durante as menstruagdes’. Mulheres que nunca tiveram atividade sexual

raramente sdo acometidas!®.

A contracepgdo hormonal ndo aumenta o risco para VB %% 3 e pode representar fator

de protegio!!!12,

As mulheres com VB tém um risco aumentado para aquisicdo de infecgdes
sexualmente transmissiveis, como: gonococcia, Chlamidia trachomatis, Trichomonas
vaginalis'3, micoplasma!'*!> ¢ HSV-2!6; complicagdes apds cirurgia ginecologica e

licagdes d tacao>!”18; també ta o ri isi¢ao de infecgdo pel
complicacdes da gestagdo ; também aumenta o risco para aquisi¢do de infeccdo pelo

HIVY e para a transmissdo do HIV para o parceiro masculino.
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Embora os anaerobios causadores da VB possam ser identificados na genitélia

masculinaZ®-2!

, 0 tratamento do parceiro sexual masculino ndo se mostra benéfico na
prevengdo das recidivas pos-tratamento da parceira??. Considerando-se relagdes sexuais
entre mulheres, observa-se um elevado indice de concordancia entre as parceiras
sexuais®*; no entanto, nenhum estudo avaliou se o tratamento de ambas as parceiras

previne a recorréncia da VB.

Além do autodiagnostico, a VB pode ser diagnosticada considerando os critérios de

Amsel*

ou pela determinag¢do do escore de Nugent pela bacterioscopia em lamina corada
pelo método de Gram?>, que é considerada uma referéncia no diagndstico da VB, fazendo
a determinacdo da concentragdo relativa dos lactobacilos gram-positivos em comparagao
com os anaerobios gram-negativos, como a G. vaginalis, os Bacteroides ou Mobiluncus

que caracterizam a patologia.

Para o diagnoéstico de VB € necessério que sejam identificados, pelo menos, 3 dos
critérios de Amsel: 1) Corrimento vaginal homogéneo, de consisténcia leitosa, aderido as
paredes vaginais; ii) Presenca de clue cells ao exame direto de esfregago vaginal diluido
em soro fisiologico a 0,9% ao exame microscopico; iii) pH vaginal >4.5; iv) Corrimento

vaginal com odor de “peixe” antes ou apos a adi¢do de KOH a 10%.

Também deve existir correlagdo com o resultado do estudo microscépico da lamina

corada pelo método de Gram?®.

Os agentes terapéuticos preconizados pelos guidelines’8, os antibioticos Clindamicina
e Metronidazol, embora eficazes em termos de cura primaria da VB, apresentam um
elevado indice de recidivas. Por isso, existe uma continua preocupa¢do na busca de
alternativas terapéuticas, considerando que embora sejam capazes de agir contra os
microrganismos anaerobios causadores da VB, esses antibioticos ndo permitem a
recomposi¢do efetiva do microbioma vaginal em funcdo da acdo deletéria desses
farmacos sobre os lactobacilos que sdo os principais agentes protetores da microbiota
vaginal®,

Quando da reavaliagdo ginecologica, entre 6 a 12 meses apds o término do tratamento
antibiotico, cerca de 50% a 80% das mulheres apresentardo VB recidivante>? >3, Atribui-
se como causa para esses elevados indices de falhas terapéuticas a resisténcia bacteriana

e a falta de a¢do dos antiboticos sobre os biofilmes®% 4057,
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Os principais componentes da microbiota vaginal, responsaveis pela produg¢do do
acido lactico e do peroxido de hidrogénio, permitem a manutencdo do pH 4cido na
cavidade vaginal. O tratamento da VB utilizando um agente terapéutico ndo-antibidtico
classico ocasiona a disrup¢do dos biofilmes, devolvendo a integridade das condic¢des
fisiologicas do ambiente vaginal . thus, effective nonantibiotic treatments for BV are

needed

Considerando que a persisténcia ou recidiva na VB é comum, as mulheres submetidas
ao tratamento devem ser informadas para retornar quando reaparecerem os sintomas, para
nova avaliacdo. A indisponibilidade de dados quanto as estratégias de manejo das
pacientes com persisténcia ou recidiva da VB, limitam a terapéutica ideal para essas
situacdes. No entanto, o uso de um tratamento diferente daquele que foi usado
anteriormente é recomendado®®. Para pacientes com multiplas recorréncias apos
completar o tratamento recomendado, o metronidazol gel vaginal a 0,75 mg ou 750 mg
de metronidazol comprimidos vaginais, duas vezes por semana, por 3 meses, tem
mostrado redu¢do das recidivas. Porém, o beneficio ndo ¢ persistente quando essa terapia

supressiva € descontinuada®*3>,

Marques et al (2024) demonstrou a atividade do gel vaginal de Schinus terebinthifolia
Raddi em inibir o crescimento da G. vaginalis preservando a populagdo Lactobacillus
gasseri, in vitro. Um halo de inibi¢do de 8.0 mm foi observado quando o gel foi aplicado
a placas de cultura de G. vaginalis, contudo, nas culturas de Lactobacillus gasseri nao foi
observado nenhum halo de inibi¢do, evidenciando culturas caracteristicas de L. gasseri.
Tais dados, fortemente sugerem que o gel de S. terebinthifolia Raddi tem acdo
anaerobicida contra microrganismos causadores da VB e, a0 mesmo tempo, ndo possui
quaisquer atividades para a populacdo dos Lactobacillus, principais componentes do
microbioma vaginal®'.

Em busca de melhores evidéncias para a existéncia de alta prevaléncia de recidivas
pos-tratamento da VB, o objetivo do presente estudo foi analisar a atividade
antimicrobiana de clindamicina creme vaginal, de metronidazol gel vaginal e do S.
terebinthifolia Raddi gel vaginal sobre Lactobacillus gasseri, evidenciando, portanto, se
os medicamentos utilizados no estudo afetam ou ndo o crescimento de L. gasseri, uma

das principais bactérias formadoras da microbiota vaginal.
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2 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados segundo preconizado no
guideline CLSI M2-A11, Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility
Tests; Approved Standard — 11" Edition, Vol. 32, n° 1, 2012.

2.1 BACTERIAS

Lactobacillus gasseri ATCC 19992 Lauer and Kandler - Anteriormente classificada como
Lactobacillus acidophilus (Moro) Hansen and Mocquot, isolada de amostras de fezes. As
amotras utilizadas nos experimentos foram adquiridas pela empresa DOSAGE da
representante da ATCC no Brasil, PensaBio (Sao Paulo, SP, Brasil).

As culturas de trabalho foram preparadas através do repique da cultura estoque em meio
agar MRSA Merk (Agar Base Cromogénico Staphylococcus Aureus resistente a
Meticilina) com incubacdo a 36°+1°C por 24 horas. Das culturas de trabalho foram
retiradas de 3 a 5 colonias de L. gasseri, com auxilio de uma alca calibrada a 10uL e
transferidas para frasco contendo 10mL de caldo TSB Merk (Tryptonic Soy Broth) e 5g
de pérolas de vidro para auxiliar na dissolug¢ao das coldnias, observando-se a turvagao do
TSB. Apos, a suspensao foi transferida para outro frasco com outros 10mL de caldo TSB,
homogeneizado. A turbidez final foi obtida em comparagdo a escala McFarland (0.5 a 3)

e concentra¢do de 108 UFC/mL

2.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE MICROBIANA — PERFURACAO EM PLACA
Foi adicionado 25mL do meio de cultura, 4gar MRSA, em placa de Petri e, com auxilio
de al¢a calibrada a 10uL para obtengdo de 10° UFC/mL da suspensdo do microrganismo
testado. O meio foi disperso vagarosamente no centro da placa até sua completa
solidificagdo.

Apo6s a solidificagdo, com auxilio de furador esterilizado e bomba de vacuo, foram
efetuados pequenos pocos de 6mm de didmetro nas placas com meio de cultura e 50uL
de cada medicamento foi inoculado nos pogos. As placas foram incubadas a 30° C por

48h, quando foram analisadas para formagao de halo.
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2.3 PRODUTOS INVESTIGACIONAIS
® Schinus terebinthifolia 3,966mL/6g gel vaginal, vendido comercialmente com o
nome de Kronel Gel, fabricado pela INFAN — Industria Quimica Farmacéutica
Nacional S/, foram cedidas pelo fabricante.
e Metronidazol 100mg/g gel vaginal, medicamento genérico vendido
comercialmente, foram enviadas pelo patrocinador do estudo.
e C(lindamicina 20mg creme vaginal, medicamento manipulado, foram enviadas

pelo patrocinador do estudo.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

Os dados obtidos no presente estudo evidenciam a importancia do desenvolvimento
de alternativas terapéuticas no tratamento de VB, uma vez que os casos de recidivas sao
elevadas, atingindo uma prevaléncia de até 50% dos casos tratados com os medicamentos
de escolha apds 6 a 12 meses pos tratamento>*. Ademais, também infere que a utilizagdo
dos medicamentos amplamente difundidos pode agravar e/ou iniciar a proliferacdo de
bactérias oportunistas do trato vaginal, causando o desconforto e outros sintomas gerados
na VB.

A Figura 1, evidencia a avaliacdo da atividade antimicrobiana em imagem sem
qualquer equipamento de suporte ou aumento (zoom) dos trés produtos objeto do estudo.
Cada medicamento foi avaliado em seis replicatas em cada experimento. Em A, pode ser
observado a aplicacdo de S50uL do gel vaginal de S. terebinthifolia Raddi em cada um dos
pogos. O contorno acastanhado ao redor da perfuragcdo ndo se trata de halo de inibi¢ao da
sobrevivéncia das UFCs de L. gasseri e sim a difusdo apresentada pelo gel vaginal de S.
terebinthifolia Raddi pelo meio de cultura da placa. Nao foi possivel observar a formagao
de halo de inibigao em nenhuma das replicatas, o que indica que o gel de S. terebinthifolia
Raddi n3o possui acdo antimicrobiana contra L. gasseri (Bacilo de Doderl€in). Tais
achados estdo de acordo com os que ja foram evidenciados por nosso grupo’!, em que o
gel vaginal ndo foi capaz de inibir o crescimento de L. gasseri in vitro, ainda que tenha
apresentado significativa atividade antimicrobiana contra G. vaginales’’. Em B, é
possivel observar a aplicacdo de 50pL do creme vaginal de Clindamicina e a formagao

de grandes halos de inibi¢do ao redor de cada pogo, havendo superposi¢do dos halos de
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cada replicata. Tal observacdo indica que, in vitro, o creme vaginal de Clindamicina ¢é
capaz de inibir a sobrevivéncia das colonias de L. gasseri. Da mesma maneira em C, é
observado o que, apos a aplicacdo de 50pL do gel vaginal de Metronidazol, houve a
formag¢do de halo de inibicdo ao redor de cada poco, indicando também que o

Metronidazol interfere na sobrevivéncia das colonias de L. gasseri.

Figura 1 — Avaliagdo do efeito antimicrobiano dos géis vaginais de Schinus terenbithifolia
Raddi (A) e de Metronidazol (B) e do creme vaginal de Clindamicina (C) em Lactobacillus
gasseri Lauer and Kandler. Em A, S. terebintifolia nao apresentou formacao de halo de inibi¢ao
e foi utilizada com padrao negativo. Em B, Clindamicina apresentou a formagdo de grandes e
confluentes halos de inibicdo. Em C, Metronidazol apresentou evidente formagao de halo de
inibicao.

A susceptibilidade de L. gasseri para Metronidazol e Clindamicina ja havia sido
reportada por Happel et al (2020)°°, dentre outros autores. Entretanto, no estudo de
Happel, a susceptibilidade ao Metronidazol mostrou-se variavel e cepa-dependente. De
forma divergente, todas as cepas de L. gasseri forma suscpetiveis para Clindamicina.

A Figura 2 evidencia de modo mais detalhado, com aproximag¢do de cinco vezes, o

tamanho do halo de inibi¢do e consequentemente, a susceptibilidade de L. gasseri frente

aos produtos avaliados. Em A aos pocos perfurados foi inoculado 50uL do gel vaginal S.
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terebinthifolia Raddi. Como discutido na Figura 1, L. gasseri € resistente ao gel vaginal
de S. terebinthifolia Raddi. Em B tem-se a inoculagdo de 50pL do creme vaginal de
Clindamicina. O halo de inibicdo tem um diametro de 6.40 mm, o que indica alta
susceptibilidade de L. gasseri ao antibidtico Clindamicina. Em C, observa-se os pocos
perfurados inoculados com 50puL do gel vaginal Metronidazol. Houve formacao de halo
de inibi¢do, mas, diferente da Clindamicina, L. gasseri apresentou susceptibilidade

moderada, uma vez que o halo de inibi¢do foi de 2.61 mm.

/ [alw] L1
fl ! Comprimento : 6.40171 mm

2
9

A - produto teste; C — Crescimento do micro-
: - B~ . C - Crescmento
organismo Lactobacillus gasseri ATCC 19992 mcmrsommee L atonaion e ATOC 10 %

R . -

A — produto teste; B — Halo de Inibicdo; C—
Crescimento do micro-organismo Lactobacillus
gasseri ATCC 19992

Figura 2 — Avaliagdo do efeito antimicrobiano dos géis vaginais de Schinus terenbithifolia Raddi
(A) e de Metronidazol (B) e do creme vaginal de Clindamicina (C) em Lactobacillus gasseri
Lauer and Kandler. Em A, S. ferebintifolia nao apresentou formagao de halo de inibi¢do e foi
utilizada com padrdo negativo. Em B, Clindamicina apresentou a formacdo de grandes e
confluentes halos de inibi¢ao com didmetro de 6.4 mm. Em C, Metronidazol apresentou evidente
formacéo de halo de inibi¢do, com diametro de 2,81 mm.
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Otrosky et al. (2008)°¢ sugere que, halos de inibi¢do entre 2 € 3 mm indicariam
moderada susceptibilidade bacteriana, enquanto, halos de inibicdo acima de 3 mm
indicariam que o microrganismo ¢ totalmente sensivel. Considerando as observacdes da
autora e nossos achados ¢ possivel sugerir a susceptibilidade moderada de L. gasseri para
o gel vaginal de Metronidazol e susceptibilidade elevada (cepa ¢ sensivel) de L. gasseri
para o creme vaginal de Clindamicina. Por outro lado, L. gasseri foi totalmente resistente
ao gel vaginal de S. terebinthifolia Raddi.

Nossos achados, uma vez que corroboram outros estudos tanto de cepas ATCC
quando clinicas®> %, destacam a importancia de a manutengdo dos Bacilos de Doderléin
(ex.: L. gasseri) possuem para um resultado positivo na antibioticoterapia do tratamento
de BV. Uma vez que observamos a susceptibilidade de L. gasseri contra Metronidazol e,
principalmente, Clindamicina, estimula a busca de novas op¢des para o tratamento da
BV. Também foi observado que o gel vaginal de S. ferebinthifolia Raddi ndo apresentou
nenhuma alteragdo na formacgao das colonias de L. gasseri. Ademais, ¢ possivel destacar
que os dados experimentais reforcam o que ja consta da etnofarmacologia e também dos
anos de uso do produto produzido a partir do de S. terebinthifolia Raddi na ginecologia
(gel vaginal) e na clinica médica (comprimidos revestidos).

Os resultados corroboram os obtidos por Pacheco e colaboradores*’, em que extratos
etandlicos de S. terebinthifolia foram capazes de produzir halo de inibi¢do nas culturas
de Staphylococcus aureus. Também, Amorim e Santos® realizou um estudo clinico
randomizado em que se observou uma taxa de cura de 84% no tratamento com o gel de
S. terebinthifolia em relagdo ao tratamento com o placebo. Além disso, evidenciaram uma
melhora na proliferacdo de Bacilos de Doderléin e reducao significativa de Gardnerella,

no grupo tratado em relagdo ao grupo placebo.

CONCLUSAO

O ideal para o tratamento da VB ¢ um agente terapéutico que além de atuar como
anaerobicida, tenha um efeito protetor sobre a populacdo de Lactobacillus no ambiente
vaginal, como demonstrado in vitro pela avaliagdo da formacdo (no caso, da ndo-
formagdo) de halo de inibi¢do em culturas com os Lactobacillus do gel vaginal de S.
terebinthifolia Raddi e ja amplamente verificado na clinica’!.

Novos estudos serdo realizados com outras espécies de bactérias anaerobias

causadoras de VB e com outras espécies de Lactobacilos do tipo Bacilos de Doderléin
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buscando evidenciar de forma mais clara e detalhada a provavel agdo seletiva do gel de

Schinus terebinthifolia, preservando a populacao de Lactobacillus.
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