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RESUMO

O microbioma vaginal sofre continua flutuacdo durante o ciclo menstrual e ap6s a menopausa.
Albert Doderlein foi o primeiro a descrever sobre bactérias produtoras de acido lactico na
cavidade vaginal. Tais bactérias sdo capazes de inibir o crescimento de microrganismos
anaerobios e patogénicos. Quando ha a reducdo desses lactobacilos, ha proliferacdo de bactérias
oportunistas como as do género Gardnerella. A vaginose bacteriana (VB) € uma patologia ndo
sexualmente transmissivel, caracterizada pelo aumento do nimero de bactérias anaerdbias e do
pH vaginal, ocasionando um corrimento vaginal acinzentado e de odor fétido. A prevaléncia
estimada é alta, no entanto a cura efetiva e duradoura é ainda incerta. Essa falha em tratar
adequadamente tem motivado a busca de alternativas terapéuticas, que consigam tratar e
prevenir as possiveis recidivas da patologia. No Brasil, a espécie Schinus terebinthifolia Raddi
(aroeira-da-praia) é bem conhecida, e um ensaio clinico mostrou sua atuacdo de forma eficaz
no tratamento da VB, bem como a recomposi¢ao da microbiota vaginal. O presente estudo tem
por objetivo determinar a capacidade do gel de Schinus terebinthifolia Raddi em inibir o
crescimento dos microrganismos Lactobacillus gasseri ATCC 19992 e Gardnerella vaginalis
ATCC 14018. Foram usados Lactobacillus gasseri ATCC 19992 e Gardnerella vaginalis
ATCC 14018. As culturas de trabalho foram produzidas com incubagéo a 36°+1°C por 24
horas. Foram efetuados pequenos pog¢os nas placas com meio de cultura, onde a amostra teste
foi inoculada. As placas foram incubadas por 48 horas a temperatura de 30°C. Nao foi
observado halo de inibicdo contra L. gasseri, enquanto que foi observado halo de inibicdo contra
G. vaginalis. Tais dados, demonstram que o gel de Schinus terebinthifolia Raddi tem acdo
anaerobicida contra um dos principais microrganismos causadores da VB e, ao mesmo tempo,
nédo apresenta nenhuma alteracdo na formacéo das coldnias de L. gasseri, um dos lactobacilos
da microbiota vaginal.

Palavras-chave: microbiota vaginal, Lactobacillus gasseri, vaginose bacteriana, Gardnerella
vaginalis, Schinus terebinthifolia Raddi.

ABSTRACT

Vaginal microbiome undergoes continuous fluctuations during the menstrual cycle and after
menopause. Albert Doderlein was the first to describe lactic acid-producing bacteria in the
vaginal cavity. Such bacteria are capable of inhibiting the growth of anaerobic and pathogenic
microorganisms. When these lactobacilli are reduced, opportunistic bacteria such as those of
the Gardnerella genus proliferate. Bacterial vaginosis (BV) is a non-sexually transmitted
pathology, characterized by an increase in the number of anaerobic bacteria and vaginal pH,
causing a grayish vaginal discharge with a foul odor. The estimated prevalence is high, however
the effective and lasting cure is still uncertain. This failure to treat adequately has motivated the
search for therapeutic alternatives that can treat and prevent possible recurrences of the
pathologyl. In Brazil, the species Schinus terebinthifolia Raddi (aroeira-da-praia) was widely
investigated, and a clinical trial showed that it acts effectively in the treatment of BV, as well
as vaginal microbiota restoration. The present study aims to determine the ability of Schinus
terebinthifolia Raddi gel to inhibit the growth of the microorganisms Lactobacillus gasseri
ATCC 19992 and Gardnerella vaginalis ATCC 14018. Lactobacillus gasseri ATCC 19992 and

Brazilian Journal of Health Review, Curitiba, v. 7, n. 2, p. 01-13, mar./apr., 2024



Brazilian Journal of Health Review
ISSN: 2595-6825

3

Gardnerella vaginalis ATCC 14018 were used and incubated at 36°£1°C for 24 hours. Small
wells were made in the plates with culture medium, where the test samples were inoculated.
The plates were incubated for 48 hours at 30°C. No inhibition halo was observed against L.
gasseri, while an inhibition halo was observed against G. vaginalis. These data demonstrate
that the Schinus terebinthifolia Raddi gel has anaerobicidal action against one of the main
microorganisms that cause BV and, at the same time, does not present any change in the
colonies formation of L. gasseri, one of the most important lactobacilli in vaginal microbiota.

Keywords: vaginal microbiota, Lactobacillus gasseri, bacterial vaginosis, Gardnerella
vaginalis, Schinus terebinthifolia Raddi.

RESUMEN

El microbioma vaginal sufre fluctuaciones continuas durante el ciclo menstrual y después de la
menopausia. Albert Ddderlein fue el primero en describir las bacterias productoras de acido
lactico en la cavidad vaginal. Tales bacterias son capaces de inhibir el crecimiento de
microorganismos anaerobios y patdgenos. Cuando estos lactobacilos se reducen, proliferan
bacterias oportunistas como las del género Gardnerella. La vaginosis bacteriana (VB) es una
patologia de transmision no sexual, caracterizada por un aumento en el nimero de bacterias
anaerobias y el pH vaginal, causando una secrecion vaginal grisacea con olor fétido. La
prevalencia estimada es alta, sin embargo, la cura efectiva y duradera sigue siendo incierta. Esta
falta de tratamiento adecuado ha motivado la basqueda de alternativas terapéuticas que puedan
tratar y prevenir posibles recurrencias de la patologial. En Brasil, se investigé ampliamente la
especie Schinus terebinthifolia Raddi (Aroeira-da-praia), y un ensayo clinico demostrd que
actua eficazmente en el tratamiento de la vaginosis bacteriana, asi como en la restauracion de
la microbiota vaginal. El presente estudio tiene como objetivo determinar la capacidad del gel
de Schinus terebinthifolia Raddi para inhibir el crecimiento de los microorganismos
Lactobacillus gasseri ATCC 19992 y Gardnerella vaginalis ATCC 14018. Lactobacillus gasseri
ATCC 19992 y Gardnerella vaginalis ATCC 14018 se utilizaron e incubaron a 36°+1°C durante
24 horas. Se hicieron pequefios pozos en las placas con medio de cultivo, donde se inocularon
las muestras de prueba. Las placas fueron incubadas durante 48 horas a 30°C. No se observo
halo de inhibicién contra L. gasseri, mientras que se observo halo de inhibicion contra G.
vaginalis. Estos datos demuestran que el gel de Schinus terebinthifolia Raddi tiene accion
anaerobicida contra uno de los principales microorganismos causantes de la vaginosis
bacteriana y, al mismo tiempo, no presenta ningin cambio en la formacioén de colonias de L.
gasseri, uno de los lactobacilos mas importantes en la microbiota vaginal.

Palabras clave: microbiota vaginal, Lactobacillus gasseri, vaginosis bacteriana, Gardnerella
vaginalis, Schinus terebinthifolia Raddi.

1 INTRODUCAO

O microbioma é o conjunto formado pelo ambiente, microrganismos e seus genomas. O
microbioma vaginal € um microssistema que sofre continua flutuagéo durante o ciclo menstrual
e no periodo apés a menopausa. A mucosa vaginal é composta de um epitelio escamoso

estratificado, ndo queratinizado, coberto pelo conteudo vaginal que umedece o meio vaginal.
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Essa mucosa adquire oxigénio, glicose e outros nutrientes da prépria camada tecidual
submucosa, por difusdo, devido ao limitado suprimento da circulagdo sanguinea nesse epitélio.

Albert Doderlein (1860-1941) (Leipzig, Alemanha) foi o primeiro cientista a descrever
a importancia de existir bactérias produtoras de acido lactico na cavidade vaginal. Além disso,
tais bactérias sdo capazes de inibir o crescimento de microrganismos anaerobios e patogénicos?.
Atualmente, ha cerca de 250 microrganismos identificados como pertencentes & microbiota
vaginal, cuja saude esta relacionada & predominancia de Lactobacillus®. Quando ha a reducéo
desses lactobacilos, ha proliferacdo de outras bactérias oportunistas como as dos géneros
Gardnerella, Prevotella, Porphyromonas, Bacteroides, Mobiluncus, Mycoplasma, Ureaplasma
e Peptostreptococcus. As alteragdes na predominancia bacteriana na cavidade vaginal estdo
relacionadas com a vaginose bacteriana (VB).

A VB é uma patologia caracterizada pela quebra do equilibrio da microbiota vaginal
normal, diminuicdo acentuada do nimero de Lactobacillus sp, aumento do nimero de bactérias
anaerdbias e do pH vaginal, ocasionando um corrimento vaginal de cor acinzentada e de odor
fétido. Das pacientes que procuram atendimento com queixa de corrimento vaginal, entre 30%
e 40% sdo portadoras de vaginose bacteriana, constituindo-se a mais frequente dentre as
patologias que provocam corrimento vaginal®.

A VB ndo é uma doenca sexualmente transmissivel; representa uma alteracdo da
microbiota vaginal caracterizada pelo crescimento excessivo da populacdo de microrganismos
anaeradbios facultativos, como a Gardnerella vaginalis, levando a um aumento na producéo de
aminas volateis e incremento do pH vaginal para valores acima de 4.5, acompanhada de
importante deplecdo da populacéo de Lactobacillus, produtores de acido latico, bacteriocinas e
outras moléculas antimicrobianas, 0 que representa importante queda nos mecanismos de
defesa contra patogenos no meio vaginal?.

Nos EUA, a prevaléncia estimada de VB é 29% a 49% na populacdo feminina
sexualmente ativa®*. A despeito dessa elevada prevaléncia, a cura efetiva e duradoura é ainda
incerta. No Brasil, em um estudo conduzido na cidade de S&o Paulo, observou-se uma
prevaléncia de 29% na populacdo investigada®. Os (nicos agentes terapéuticos indicados pelos
guidelines, metronidazol e clindamicina, mostram-se incapazes de impedir os elevados indices
de recorréncia, alcangando de 50% a 80% das mulheres tratadas de VB, devido a persisténcia
da patologia ou a falha na recomposicdo da populagdo de Lactobacillus no microbioma
vaginal®’. A despeito da elevada prevaléncia de VB, a sua cura efetiva e duradoura é
enigmatica. Os Unicos agentes terapéuticos indicados pelos guidelines, metronidazol e

clindamicina embora apresente eficacia elevada, mostram-se incapazes de impedir os elevados
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indices de recorréncia, alcangando taxas de 50% a 80% das mulheres tratadas e re-avaliadas em
06 e 12 meses, devido a persisténcia da patologia ou falha na recomposicéo da populacdo de
lactobacilos no microbioma vaginal. Essa falha em tratar adequadamente a VB é um
significante problema de salde publica, ocasionando impacto negativo na qualidade de vida das
pacientes e elevando o risco de partos prematuros, infeccdes sexualmente transmissiveis,
incluindo o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e doenga inflamatdria pélvica, bem como
as complicagBes infecciosas pos-operatorias®.

A falha dos antibiéticos como agentes que possam garantir uma cura da VB de longa
duracdo tem sido a motivacédo para a busca de alternativas terapéuticas, que nao séo antibioticos,
que consigam tratar e prevenir as possiveis recidivas da patologia®.

Assim, no intuito de restaurar a microbiota vaginal, varios estudos foram realizados,
como: transplante de microbioma vaginal®, modulagio do pH com &cido latico e vitamina C*°,
agentes anti-biofilmes'*?, probitticos'®!’, dietas ricas em vitaminas A, C, D e E®, uso
permanente do preservativo masculino, contraceptivos hormonais***® e interrupcdo do
tabagismo®. Ainda assim, nenhuma dessas estratégias mostrou resultados convincentes para o
tratamento e a prevencdo das recorréncias da VB.

Outros estudos interessados em identificar agentes terapéuticos capazes de penetrar nos
biofilmes, incluindo octenidina, DNAses, retrocycline e antimicrobianos como: o subtilosin,
ploy-L-lysine e lauramide arginine ethylester, foram publicados. O octenidine e o &cido bérico
foram os Unicos utilizados em estudo com humanos, sendo que com este Ultimo foi observada
uma alta taxa de recorréncia®’.

Diante dessas constatacdes, verifica-se a necessidade de novas medidas terapéuticas,
efetivas e isentas de eventos adversos ou que estes estejam minimizados para o tratamento da
VB. Os fitoterapicos tém sido citados em varios ensaios clinicos, demonstrando elevados
indices de cura e de tolerabilidade. Os efeitos do creme vaginal de Zataria multiflora, a ducha
vaginal de timol e eugenol (constituintes do 6leo do trevo), o extrato aquoso de Triticum vulgare
e comprimidos vaginais de alho foram extensamente avaliados, porém nenhum estudo avaliou
a acao dessas substancias sobre os biofilmes na VB. A atuacdo exitosa desses agentes contra 0s
biofilmes da VB foi feita por inferéncia, a partir dos resultados obtidos em estudos realizados
com outros biofilmes vaginais correlatos?®. Embora tenham sido pesquisados, ndo existem no
mercado farmacéutico produtos comerciais produzidos a partir desses agentes de origem
vegetal.

No Brasil, a espécie Schinus terebinthifolia Raddi (aroeira-da-praia) foi investigada e

suas propriedades descritas nos compéndios de plantas medicinais como cicatrizante,
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adstringente, anti-inflamatoria, antialérgica, antidiarreica, antiulcerosa e em vérias doencgas de
vias respiratorias e urinarias.

A experiéncia etnofarmacologica aponta que o decocto da casca do caule de Schinus
terebinthifolia preparado na forma de cha de uso interno ou para banhos de assento, € eficaz no
tratamento e prevencdo dos distlrbios inflamatdrios do aparelho genital feminino®. Tal
experiéncia popular e a realizagdo de ensaio clinico realizado demonstrando que o uso Schinus
terebinthifolia, aléem de atuar de forma eficaz no tratamento da VB, permite a rapida
recomposi¢do da microbiota vaginal*®?°, favoreceu o desenvolvimento e producéo industrial de
gel vaginal oriundo de extratos da casca do caule da planta.

A eficécia do referido gel, além de evidenciada por estudos clinicos randomizados, ja
foi amplamente demonstrada pela experiéncia de vida real nos 20 anos em que o produto tem
sido prescrito no Brasil e em outros paises. Ainda assim, o efeito direto dos extratos de Schinus
terebinthifolia nas bactérias relacionadas com a VB ainda carece ser demonstrado.

O objetivo deste estudo foi determinar a capacidade do extrato do gel de Schinus
terebinthifolia Raddi em inibir o crescimento dos microrganismos Lactobacillus gasseri ATCC
19992 e Gardnerella vaginalis ATCC 14018.

2 MATERIAIS E METODOS
Os experimentos realizados para a avaliagdo da atividade antimicrobiana do gel de
Schinus terebinthifolia segue os Guidelines, CLSI M2-A112%,

2.1 BACTERIAS

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

Gardnerella vaginalis ATCC 14018 - Anteriormente classificada como Haemophilus
vaginalis Gardner and Dukes, isolada de secre¢do vaginal. As amostras utilizadas nos
experimentos foram adquiridas pela empresa DOSAGE da representante da ATCC no Brasil,
PensaBio (S&o Paulo, SP, Brasil).

2.2 PREPARO DAS AMOSTRAS BACTERIANAS
As culturas de trabalho dos microrganismos foram produzidas a partir de uma cultura

estoque, através de um repique em agar TSA com incubagdo a 36°+1°C por 24 horas. Para a
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utilizagdo dos microrganismos no estudo, foram preparadas suspensdes testes de cada
microrganismo, conforme abaixo:

A partir do crescimento obtido nas culturas de trabalho, foram retiradas colonias dos
microrganismos, com auxilio de uma alca de inoculacéo estéril. As colbnias retiradas foram
sendo dissolvidas na parede de um frasco estéril, contendo aproximadamente 5g de pérolas de
vidro e 10mL de caldo TSB, até que o caldo ficasse completamente turvo. O frasco foi agitado
manualmente por 3 minutos. A suspensdo obtida foi transferida para outro frasco, contendo
caldo TSB e realizou-se a homogeneizacdo. A turvacdo da suspenséo final obtida foi comparada
com a escala de McFarland (0,5 a 3), para a obtengéo de uma concentragdo aproximada de 108
UFC/mL.

2.3 PREPARO DAS PLACAS PARA O ENSAIO

Foi adicionado 25mL do meio de cultura, agar TSA, em placa de Petri e adicionada
suspenséo de cada um dos microrganismos testados na concentracdo de 108 UFC/mL. O meio
foi disperso vagarosamente no centro da placa até sua completa solidificacdo. Com auxilio de
furador esterilizado foram efetuados pequenos po¢os nas placas com meio de cultura, onde a

amostra teste foi inoculada.

2.4 PRODUTO INVESTIGACIONAL

As amostras do gel de Schinus terebinthifolia, vendido comercialmente com o nome de
Kronel, fabricado pela INFAN — Industria Quimica Farmacéutica Nacional S/A (empresa do
grupo HEBRON) foram cedidas pelo fabricante.

Com auxilio de uma seringa estéril foi aplicado 100uL do gel, preenchendo
cuidadosamente os po¢os do meio de cultura das placas de Petri. O mesmo procedimento foi

realizado para as duas bactérias. As placas foram incubadas por 48 horas a temperatura de 30°C.
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Figura 1 - Avaliagdo da inibicao do crescimento bacteriano de Lactobacillus gasseri 19992 por gel de Schinus
terebinthifolia Raddi. E possivel observar que nao houve inibigdo do crescimento bacteriano.

Fonte: Autoral.

Figura 2 - Avaliacdo da inibigdo do crescimento bacteriano de Gardnerella vaginalis ATCC 14018 por gel de

Fonte: Autoral.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1, ndo foi observado halo de inibicdo, demonstrando que o extrato do gel de
Schinus terebinthifolia Raddi ndo possui acdo bactericida contra L. gasseri (Bacilo de
Doderlhéin), enquanto na Figura 2, é possivel observar halo de inibig&o, evidenciando o efeito
bactericida do extrato do gel de Schinus terebinthifolia Raddi contra G. vaginalis. Tais dados,
demonstram que o gel de Schinus terebinthifolia Raddi tem acdo anaerobicida contra um dos
principais microrganismos causadores da VB e, a0 mesmo tempo, ndo apresenta nenhuma
alteracdo na formacé&o das colonias de L. gasseri, um dos lactobacilos da microbiota vaginal.
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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 gel de Schinus
terebinthifolia Raddi na ginecologia e clinica médica.

Os resultados obtidos corroboram com outro estudo, em que extratos etanolicos de
Schinus terebinthifolia foram capazes de produzir halo de inibicdo nas culturas de
Staphylococcus aureus??. Também, em um estudo clinico randomizado em que se observou
uma taxa de cura de 84% no tratamento com o gel de Schinus terebinthifolia em relacdo ao
tratamento com o placebo?’. Além disso, evidenciaram uma melhora na proliferacio de Bacilos
de Doderléin e reducdo significativa de Gardnerella, no grupo tratado em relacdo ao grupo
placebo.

O ideal para o tratamento da VB é um agente terapéutico que além de atuar como
anaerobicida, tenha um efeito protetor sobre a populacédo de Lactobacillus no ambiente vaginal,
como demonstrado laboratorialmente pela avaliacdo do halo de inibicdo em teste colocando o
gel vaginal de Schinus terebinthifolia Raddi em contato com a Gardnerella vaginalis e com os
Lactobacillus, em placa de Petri e j& amplamente verificado na clinica.

Novos estudos podem ser realizados com outras espécies de bactérias anaerobias
causadoras de VB e com outras espécies de Lactobacilos para demonstrar a ampla acéo

bactericida do gel de Schinus terebinthifolia.
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