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RESUMO

ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO COMPARANDO DOIS TRATAMENTOS
PARA VAGINOSE BACTERIANA, COM ESTUDO DESCRITIVO DO PERFIL CLINICO,

EPIDEMIOLOGICO E MICROBIOLOGICO DAS MULHERES ANTES DO TRATAMENTO.

Esta tese, apresentada em dois artigos, teve por objetivo comparar dois tratamentos para
Vaginose Bacteriana, utilizando metronidazol e aroeira, em aplicacao topica vaginal e estudar o
perfil clinico, epidemiologico e bacteriologico das mulheres participantes, antes de serem
submetidas ao tratamento. O primeiro artigo consistiu de um ensaio clinico randomizado,
duplamente mascarado, que comparou a eficacia entre os dois tratamentos em mulheres com
vaginose bacteriana diagnosticada, concomitantemente, pelos critérios de Amsel e Nugent. Foi
utilizada a Analise por Intencdo de Tratar. Do total de 277 participantes do ensaio clinico, 137
mulheres foram tratadas com gel de Aroeira e 140 tratadas com Metronidazol. Na avaliacdo de
cura pelos critérios de Amsel, 21,2% das pacientes que utilizaram aroeira e 62,1% que usaram
metronidazol obtiveram cura. Quando o Escore de Nugent foi utilizado foram curadas 13,9% das
mulheres do grupo da aroeira e 56,4% do grupo metronidazol. A cura total (com a utilizagao dos
dois critérios) foi observada em 12,4% do total de pacientes no grupo da aroeira e 56,4% das
mulheres que usaram metronidazol. O segundo artigo constou de uma série de casos onde foram
estudados os achados clinicos, epidemioldgicos e microbioldgicos das participantes do ensaio
clinico antes do tratamento, além da presenga de lactobacilos nas citologias oncoticas e a

populacdo bacteriana componente das microbiotas vaginais identificadas por culturas de secre¢ao



vaginal. Entre as queixas clinicas, as mais frequentes foram o corrimento genital, observado em
74,4% das participantes e o odor de peixe da secrecdo vaginal, que ocorreu em 68,6% dos casos.
As culturas de contetido vaginal permitiram a identificacdo de Gardnerella vaginalis em 96,8% e
de Mobiluncus em 53,1% dos casos. Apenas em uma ter¢a parte dos exames (32,1%) havia a
presenca de Lactobacillus. Como conclusdes dos estudos, foram observados indices de cura
menores com a utilizacdo de Aroeira do que com Metronidazol; os efeitos colaterais foram pouco
frequentes e sem maior gravidade em ambos os grupos e continuam necessarios novos estudos
que melhor elucidem as inter-relagdes entre os achados microbioldgicos e a expressdo clinica da
doenca.

Palavras chaves: Vaginose Bacteriana, Gardnerella vaginalis, Mobiluncus, Aroeira,

Metronidazol gel vaginal.



ABSTRACT

RANDOMIZED CLINICAL TRIAL COMPARING THE EFFICACY BETWEEN
METRONIDAZOL AND BRAZILIAN PEPPER TREE (SCHINUS) IN VAGINAL USE FOR
THE TREATMENT OF BACTERIAL VAGINOSIS, WITH CLINICAL, EPIDEMIOLOGICAL
AND MICROBIOLOGICAL PROFILE OF THE PARTICIPANT WOMEN BEFORE THE

TREATMENT

This thesis is presented in the form of two articles, the aims of which were to compare
two treatments for bacterial vaginosis, using metronidazole and the extract from the Brazilian
pepper tree (Schinus terebinthifolius Raddi) called Aroeira, both used vaginally, and to study the
clinical, epidemiological and microbiological profiles of the participant women. The first article
was a randomized double-blind clinical trial to compare both drugs as treatment for bacterial
vaginosis, which was diagnosed using the criteria of Amsel and Nugent concomitantly.
Intention-to-treat analysis was performed. From the total of 277 participant women, 137 were
treated with the Brazilian pepper tree and 140 with metronidazole. From Amsel’s criteria
separately, 29 patients (21.2%) treated with the extract and 87 (62.1%) treated with
metronidazole were considered cured (p < 0.001). From Nugent’s score separately, 19 women
(13.9%) treated with the extract and 79 (56.4%) treated with metronidazole were considered
cured (p < 0.001). Taking the two criteria together, so-called total cure was seen in 17 women
(12.4%) treated with the extract and 79 women (56.4%) treated with metronidazole (p < 0.001).
The second article was a case series that studied the participants at the baseline. Culture swabs
and Pap smears were also collected. The most frequent clinical complaints were the vaginal

discharge, which was observed in 206 participants (74.4%), and fishy malodor, in 68.6% (190



participants). Vaginal cultures identified Gardnerella vaginalis in 96.8% and Mobiluncus in
53.1% of the cases. The presence of Lactobacillus was demonstrated in only one third of the
patients (89 women — 32.1%). Concluding, the cure rate for bacterial vaginosis using vaginal gel
from pepper tree extract was lower than the rate obtained using metronidazole gel, while side
effects were infrequent and non-severe in both groups and new studies continue to be needed to
elucidate the interactions between microbiological finds and the clinical expression of the
bacterial vaginosis.

Keywords: Bacterial vaginosis, Gardnerella vaginalis, Mobiluncus, Brazilian pepper tree,

Metronidazole vaginal gel.
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1. APRESENTACAO

Desde os tempos da Graduagdo, j& existia o sonho de realizar um mestrado e um
doutorado, porém pelas contingéncias da vida, a realiza¢do deste sonho s6 pode comecar a ser
concretizado em 1997, quando conclui o Mestrado em Satde Materno Infantil no IMIP,
aquela época Instituto Materno Infantil de Pernambuco. Desde entdo, vislumbrei a
possibilidade de, quando estivesse no Doutorado, convidar o Professor Ricardo Ximenes para
ser meu orientador, em virtude da grande admiragdo que aprendi a nutrir por ele, baseada em
sua vasta bagagem cultural e em suas inimeras qualidades humanas. Essa admiragdo foi
iniciada muitos anos atras, quando éramos residentes no Hospital Bardo de Lucena, eu na
Ginecologia e ele na Clinica Médica, e maximizada depois, quando foi meu professor no
mestrado. Tinha a expectativa de que esta convivéncia tornaria possivel ndo s6 a
possibilidade de aprimorar meus conhecimentos em metodologia cientifica, como também a
de evoluir como ser humano. Este sentimento tornou-se realidade quando fui aprovada na
selecao para o doutorado em Medicina Tropical da UFPE, onde ele ¢ professor e, apds nossa
longa convivéncia, nestes cinco anos, pude constatar que minhas expectativas foram
totalmente satisfeitas e plenamente realizadas.

Quanto ao tema escolhido para o desenvolvimento do projeto, a ideia partiu de um
primeiro ensaio clinico, realizado no IMIP, comparando a aroeira com placebo para
tratamento de vaginose bacteriana, € que exigia, como proxima etapa, a necessidade de
compara-la ao tratamento padrao-ouro para a vaginose, que ainda ¢ o metronidazol. Como o
referido trabalho anterior foi realizado pela minha amiga Prof. Melania Amorim, convidei-a
para ser minha co-orientadora € me ajudar a percorrer este longo e arduo caminho. A partir
dai elaborei o projeto, conduzi a pesquisa e depois de transpor todas as dificuldades e

conseguir vencer os inumeros obstaculos, consigui chegar, finalmente, ao fim da jornada,
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com a conclusdo desta tese e a sensacdo extremamente prazeirosa do dever cumprido e,

principalmente, de um sonho realizado.
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2. REVISAO DA LITERATURA

As trés maiores causas de corrimento vaginal, que levam as mulheres a consulta

ginecologica, sdo a candidiase, a trichomoniase e a vaginose bacteriana (Schwebke, 2003).

Vaginose Bacteriana (VB) ¢ um distirbio do ecossistema vaginal de etiologia
polimicrobiana, onde hd predominio de microorganismos anaerobios. Dentre as causas de
corrimento ¢ a mais frequentemente observada, sendo responsavel por 40 a 50% dos casos.
Cerca de metade das mulheres portadoras de VB sao assintomadticas (Nyirjesy, 2008; Yudin,

2005; Sobel, 2005; CDC, 2002).

Caracteriza-se por descarga vaginal aumentada, fina e branca ou acinzentada, com
odor fétido semelhante a peixe, que se acentua durante as menstruacdes € apods o coito

(Yudin, 2005).

Descrita inicialmente por Curtis em 1911, foi mais estudada em 1955, quando Gardner e
Dukes isolaram o Haemophilus vaginalis, posteriormente renomeado Gardnerella vaginalis,
em homenagem ao seu descobridor, que ¢ o principal agente etiologico da Vaginose

Bacteriana (Yudin, 2005).

O termo vaginose, ao invés de vaginite, indica a auséncia de reacdo inflamatoria
observada nesta afec¢cdo, denotando escassa presenga de leucocitos. E denominada bacteriana
porque nao se observam fungos ou parasitas como fatores causais (Zamith et al, 2003; Rio,

2001).

A proliferacdo de bactérias como Gardnerella vaginalis, Ureaplasma urealyticum,
Mycoplasma hominis, Peptoestreptococcus sp, Mobiluncus sp ¢ Bacterdides sp e fragilis,

pouco frequentes na microbiota vaginal normal, determinam redug¢dao acentuada dos
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Lactobacillus ou Bacilos de Doderlein e elevagdo do pH vaginal acima de 4,5, propiciando o

surgimento dos sintomas observados (O’Brien, 2005; Donders et al, 2000; Hay, 1998).

Com o estimulo estrogénico da puberdade, a concentragdo de Bacilos de Doderlein da
vagina aumenta, chegando a 95% do total de bactérias, tornando o pH 4cido devido ao 4cido
lactico produzido por estes microorganismos e ao conteido de glicogénio das células
epiteliais. Depois da menopausa, eles gradualmente desaparecem (O’Brien, 2005; Schwebke,

2003; Taylor-Robinson & Hay, 1997; Klebanoff et al., 1991).
Os lactobacilos produtores de perdxido de hidrogénio (H202) mostram, in vitro,

capacidade de inibir varias bactérias, incluindo-se entre elas a Gardnerella vaginalis, os
anaerobios ¢ a Neisseria gonorrhoeae (Yudin, 2005). Essa capacidade inibitoria desaparece
com o aumento do pH para 7,0, sugerindo que a elevagdo do pH vaginal que ocorre, por
exemplo, devido a relagdes sexuais desprotegidas, uso de duchas vaginais ¢ a propria
menstruacao, pode permitir o crescimento dos organismos anaerébios. Existe a hipdtese de
que o peroxido de hidrogénio pode proteger contra a infeccdo por HIV, tendo ja sido
comprovado o efeito inibidor in vitro (Atashili et al, 2008, Klebanoff & Coombs, 1991).
Mulheres de paises com elevada frequéncia de HIV-AIDS, como Uganda, apresentam
prevaléncia de VB superior a 50% (Sewankambo et al., 1997).

O predominio das bactérias responsaveis pela VB é acompanhado por aumento na
produ¢do de aminas derivadas do metabolismo bacteriano (cadaverina, putrescina e
trimetilamina). Com o pH elevado, as aminas se volatizam, liberando odor de peixe podre ou
de amoénia. H4 diminui¢do da producdo dos acidos organicos (acidos latico e acético) e
aumento dos 4acidos succinico e butirico. As aminas e os acidos organicos tém agdo

citotoxica, determinando o corrimento (Zamith et al, 2003).
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O decréscimo do numero de lactobacilos, particularmente os produtores de H202

(principalmente L. crispatus e L. jensenii), parece ser o maior fator para o aparecimento de
complicagdes associadas com a VB (Wilson, 2004; Schwebke, 2003). Como complicac¢des da
VB, devido a ascensdo de bactérias anaerdbias ao trato genital superior, podem ocorrer
endometrites, doenga inflamatoria pélvica aguda (DIPA) e infecgdes pds-cirirgicas, como a
celulite de cupula vaginal pds-histerectomia (Schwebke, 2003; Hay, 1998; Hay et al, 1997).
A VB tem sido também relacionada com as displasias cervicais. As neoplasias intraepiteliais
cervicais sdo significantemente mais comuns entre as mulheres com VB, levantando a
hipotese de que a VB possa ser um co-fator no desenvolvimento do cancer de colo uterino
(Verteramo et al, 2009, Klomp et al, 2008, Schwebke, 2003). Durante a gravidez determinam
abortamentos infectados, corioamnionites, amniorrexe prematura, parto pré-termo,
endometrites e infecgdes de parede pds-cesarea (CDC, 2006; Carvalho et al, 2001; Gravett, et

al, 1986).

Estudos mostram que um dos maiores fatores de risco para VB ¢ o uso de DIU.
Outros fatores predisponentes seriam novos ou multiplos parceiros sexuais, o uso de duchas
vaginais, sexo oral, sexo durante as menstruagdes, entre outros (Nyirjesy, 2008; O’Brien,
2005). Ainda ndo estd definitivamente estabelecido, se a VB ¢ ou ndo transmitida pelo coito.
Entre as evidéncias contrarias, citam-se o achado de VB em mulheres virgens e o fato da
frequéncia das recidivas e recorréncias ndo serem afetadas pelo tratamento dos parceiros
(CDC, 2006; Rio, 2001). O uso de métodos de barreira e anticoncepcionais orais parece

proteger contra a VB (Sobel, 2005; Rio, 2001).

Significante progresso tem sido feito no entendimento dos aspectos imunoldgicos da
Vaginose Bacteriana. Cauci e colaboradores, em 1993, identificaram uma IgA especifica

para Gardnerella vaginalis. Platz-Christensen identificaram altos niveis de citocina pro-
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inflamatoéria IL-1a no contetido vaginal de mulheres portadoras de VB. Estudos subseqiientes
demonstraram também niveis de 10 a 20 vezes maiores de IL-1 nestas mulheres. A citocina
IL-8, um potente quimiostatico e o fator ativador dos leucocitos polimorfonucleares (LPN),
em geral, ndo estdo aumentados na VB e podem explicar a auséncia dos LPN nesta patologia

(Sobel, 2005).

A VB ¢ uma sindrome que pode ser diagnosticada clinica e microbiologicamente
(Yudin, 2005). Como critérios diagnoésticos clinicos, utilizam-se os Critérios de Amsel
(Amsel et al, 1983). Os critérios descritos por Amsel incluem: as caracteristicas do
corrimento genital, o pH maior que 4,5, a positividade do teste das aminas (wWhiff test) e a
presenca de células-guia na bacterioscopia (exame a fresco ou esfregago corado pelo Gram).
A presenca de trés destes critérios apresenta sensibilidade e especificidade superiores a 90%

no diagndstico da vaginose bacteriana (Plourd, 1997; Amsel et al, 1983).

A queixa mais freqiientemente observada ¢ o corrimento aderente € homogéneo, com
odor desagradavel. A presenca de menstruacdo e de s€émem, por serem alcalinos, causam
piora do quadro. Ao exame ginecoldgico ndo se observam modificagdes, sendo o colo
uterino, a vagina e a vulva normais (Zamith et al, 2003). Sintomas como irritacao e prurido

vulvar estao ausentes (Rio, 2001).

O pH vaginal maior que 4,5 pode ser demonstrado utilizando-se um papel de pH em
contato com o fluido vaginal. A elevagdo do pH ¢ o critério mais sensivel, porém o menos
especifico para VB, pois pode ser influenciado por sangramento vaginal, duchas e coito

recente (Yudin, 2005; Rio, 2001).

O teste das aminas ¢ realizado com a adi¢do de hidréxido de potassio (KOH) a 10%
sobre uma gota de contetido vaginal. Com a libera¢ao das aminas surge odor caracteristico de

peixe (Yudin, 2005; Rio, 2001).
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A microscopia pode ser realizada a fresco ou corada pelo Gram, Papanicolaou ou azul
brilhante de cresil a 1%. Observam-se escassez de lactobacilos e de leucdcitos, alteragoes
nucleares e presenga de células-guia (clue cells) em mais de 20% das células epiteliais. As
células-guia sdo células do epitélio escamoso, intensamente parasitadas pelas Gardnerellas,
que se aderem as suas superficies, tornando seus contornos pouco nitidos (Zamith et al,
2003). Embora largamente utilizados, os critérios de Amsel sofrem criticas em virtude de sua
subjetividade (aparéncia do corrimento e odor exalado) ou dificuldade técnica (demonstragao

das células-guia) (Yudin, 2005).

A coloragao pelo Gram de esfregaco do contetido vaginal, seguindo os critérios
desenvolvidos por Nugent e colaboradores, em 1991 (Quadro), ¢ o método mais utilizado e
avaliado em pesquisas para o diagnodstico da VB, sendo considerado padrao-ouro. (Yudin,

2005; O’Brien, 2005).
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Quadro: Critérios de Nugent

Escore para Esfregacos corados pelo Gram (0 a 10)

Morfotipos de Morfotipos de Bacilos curvos
Lactobacilos Gardnerella e Bacteroides (Mobiluncus)
(bacilos Gram pos)  (bacilos curtos Gram variaveis) (Gram neg ou variaveis)

Escore A B C
0 4+ 0 0
1 3+ 1+ 1+ou2+
2 2+ 2+ 3+oud+
3 1+ 3+
4 0 4+

Escore = A+B+C

Os tipos morfoldgicos sdo quantificados de 1+ a 4+ de acordo com o ntimero deles por campo. O escore permite
uma gradacdo de severidade. Considera-se Vaginose Bacteriana com escore 7 ou acima de 7. Um escore de 4 a 6
¢ considerado intermediario ¢ um escore de 0 a 3 ¢ considerado normal (Schwebke et al, 1996; Nugent et al,
1991).

Pode haver grande variabilidade intraobservador e interobservador na interpretagao do
Critério de Nugent. Em estudo realizado por Mazulli e colaboradores, os autores
demonstraram Indices de Kappa acima de 0,7 para a identificacio dos lactobacilos, G.

vaginalis e células-guia, por trés microbiologistas (Mazulli, 1990).

Embora os esfregacos corados pelo Gram tenham alta sensibilidade e alta
especificidade ndo sdo facilmente disponiveis e permanecem sendo utilizados em pesquisas e
para confirmagdo do diagndstico (Sobel, 2005). O Escore de Nugent tem alta sensibilidade

(>90%), mas baixa especificidade (70 a 90%) quando comparado com o Critério de Amsel

(Birley et al, 2002).
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A colpocitologia oncética e a cultura qualitativa de conteudo vaginal ndo se mostram
adequadas para o diagnostico de VB, ja que apenas a identificacdo da presenca dos
microorganismos nao firma o diagndstico, por estarem presentes também em pacientes
assintomaticas (Hay, 1998; Plourd, 1997). A cultura em meio de Cassman, para Gardnerella

vaginalis, ¢ feita apenas em casos selecionados, porque ndo ¢é especifica (CDC, 2002).

O tratamento convencional recomenda como droga de primeira escolha o
metronidazol. Os esquemas preconizados utilizam metronidazol 500mg, duas vezes ao dia,
via oral, durante sete dias ou metronidazol gel 0,75% intravaginal, em uma aplicacdo diaria
por cinco dias ou clindamicina creme a 2%, em uso vaginal por sete dias (CDC, 2006; CDC,

2002).

O metronidazol por via oral ¢ bastante eficaz, porém apresenta efeitos colaterais
significativos, como anorexia, desconforto gastrico e gosto metalico na boca. Outros efeitos
mais raros sao descritos, como convulsdes, neuropatia periférica, leucopenia e neutropenia,
obrigando a paciente a interromper as tomadas antes do término do tratamento. Ha interagao
com o alcool, por inibi¢ao da enzima alcool-desidrogenase (efeito tipo antabuse). Pode ainda
potencializar anticonvulsivantes e anticoagulantes warfarinicos (Zamith et al, 2003). Para
promover a reducdo dos efeitos colaterais, principalmente os gastrointestinais, tem-se

indicado o metronidazol em tratamentos topicos intravaginais.

O tratamento da vaginose bacteriana tem sido motivo de preocupagao, porque estudos
tém demonstrado indices de cura de 60-70%, sendo que 20 a 30% apresentardo recidiva
dentro de trés meses (CDC, 2006). A via de administracao vaginal ¢ mais associada com a
candidiase pos-tratamento (10 a 30%) (Sobel, 2005). A eficacia da clindamicina creme ¢
inferior aos regimes com metronidazol (CDC, 2002) e o tinidazol ndo foi ainda testado

comparativamente ao metronidazol para tratamento da VB (Johnson, 2009).
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Na gestacdo, a dose do metronidazol deve ser 250mg via oral, trés vezes ao dia,
também por sete dias. Havia a preocupacdo com possivel teratogenicidade do metronidazol,
sugerida por alguns estudos em animais, porém varias metandlises apontaram ser seu uso
seguro na gravidez (CDC, 2006; Lamont et al, 2003; CDC, 2002; Burtin et al, 1995; Piper et

al, 1993).

Outra opgao terapéutica ¢ a clindamicina oral, utilizada na dose de 300mg, duas vezes
ao dia, durante sete dias, que pode ser utilizada na mulher ndo gravida, mas tem sua principal
indicacdo no primeiro trimestre da gravidez (CDC, 2002). A clindamicina em dvulos esta
associada com significante desenvolvimento de resisténcia das bactérias anaerobias (O’Brien,

2005).

Todas as mulheres que apresentem sintomas de vaginose bacteriana devem ser
tratadas, incluindo-se as gestantes, para alivio dos sintomas, reducao do risco de
complicagdes infecciosas pds-aborto e histerectomia e também de adquirir outras infecg¢des
como HIV e outras IST (CDC, 2006). As evidéncias disponiveis hoje ndo autorizam o uso de
tratamentos topicos na gestacdo. Pacientes portadoras do HIV devem utilizar esquema

semelhante as soronegativas (CDC, 2002).

Existem controvérsias quanto ao tratamento, ou ndo, das mulheres portadoras de VB
assintomaticas. Sao prudentes a investigagcdo pré-operatoria € o tratamento prévio a cirurgia
ginecoldgica (Rio, 2001). Alguns autores preconizam o tratamento, em virtude da
impossibilidade de prever se a afec¢do evoluira para cura espontdnea ou para doenca
clinicamente manifesta (Zamith et al, 2003). Na gravidez, os dados da literatura tém sido a

favor do tratamento de todas as gestantes portadoras, a partir do primeiro trimestre (Rio,

2001).
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O grande problema de medicagdes antibidticas ou quimioterapicas como as acima
citadas ¢ que, embora efetivas na erradicagdo dos anaerdbios, com taxas elevadas de cura
clinica e microbioldgica, elas ndo atuam no sentido de melhorar a microbiota vaginal. Na
verdade, o uso destas drogas pode inclusive piorar o ecossistema vaginal, uma vez que, além
das bactérias patogénicas, destroem também os lactobacilos naturais, importantes
mecanismos de defesa contra infecgdes (Amorim e Santos, 2003). Estes efeitos parecem
ocorrer pela agdo das medicagdes sobre os lactobacilos, modificando o meio vaginal e

determinando falha ou retardo na restauracao da microbiota normal (Drago et al, 2007).

Viérios trabalhos tém avaliado o uso de supositorios contendo lactobacillus para uso
intravaginal, na tentativa de restaurar a microbiota vaginal, porém ainda sem resultados

satisfatorios (CDC, 2006).

Existe uma espécie de planta medicinal, o Schinus terebinthifolius Raddi,
popularmente conhecida como Aroeira da Praia, encontrada em terrenos arenosos desde o
Nordeste at¢ o Rio Grande do Sul, que ¢ muito utilizada pela populagdo no tratamento de
infec¢des, com as propriedades: adstringente, cicatrizante, anti-inflamatdria e antialérgica,
além de outras (Simdes, 1988; Correia, 1978). E bastante disseminado o emprego do cha da
casca do caule, que pode ser ingerido, aplicado em compressas sobre a pele ou utilizado em

banhos de assento (Matos, 1994).

Nos anos 90, pesquisas demonstraram as propriedades antimicrobianas da Aroeira in
vitro, comprovando sua atividade contra Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Bacterioides subtilis, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, diversos virus e alguns

fungos. (Martinez et al, 1996; Furones Mourelle, 1993).

Multiplos mecanismos de a¢do tém sido descritos para a aroeira, como a inibi¢do da

fosfolipase A2 e a presenca de biflavondides precursores dos taninos, ambos conferindo-lhe
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atividade anti-inflamatoria ndo esterdide, além de acdo antimicrobiana conferida pela
presenga de terebinthona, do 4cido hidroximasticadiendico, do &cido terebinthifolico e do

acido ursolico (Furones Mourelle, 1993).

Na pratica dos ginecologistas, ¢ raro encontrarem-se cervicites ou colpites em
mulheres usudrias de aroeira. H4 aparente melhora da microbiota vaginal com reducdo na
propor¢ao de microorganismos patogénicos ¢ aumento dos bacilos de Doderl€in. No entanto,
apesar do uso consagrado pela populagdo e da observagao empirica dos profissionais, poucos
ensaios clinicos foram realizados em seres humanos e ha auséncia de estudos controlados que

comprovem estas propriedades (Santos € Amorim, 2002).

Desde 1999 existe no mercado farmacéutico brasileiro um gel vaginal contendo
Aroeira (Shinus terebinthifolius Raddi), com nome comercial de KRONEL® - Laboratério

HEBRON.

Em sequéncia ao estudo preliminar realizado no ano 2000 (Santos e Amorim, 2002),
onde se observou percentual de 80% de cura em mulheres portadoras de Vaginose Bacteriana
que utilizaram gel de aroeira, foi publicado no ano seguinte, um Ensaio Clinico Randomizado
(Amorim e Santos, 2003), onde foi ratificada taxa de cura de 84% em pacientes com vaginose
sintomadtica, tratadas com aplicagdo topica vaginal de aroeira contra 47,8% de cura com a
utilizacao do placebo. Este ultimo estudo apresentou algumas limitagdes, como o numero
reduzido de participantes, o fato de nao serem realizadas culturas de contetido vaginal e a nao
determinacgao da taxa de recorréncia.

Ficou demonstrada a necessidade da realizagdo de novos ensaios clinicos comparando
o emprego das medicagdes convencionais com a aroeira, tanto em termos de eficacia, como

de seguranca, avaliando-se os efeitos colaterais e o impacto sobre o ecossistema vaginal.
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Considerando os diversos mecanismos de acdo e os resultados acima descritos de
ensaios clinicos preliminares, ¢ plausivel formular a hipotese de que a medicagdo em forma
de gel da Aroeira possa também atuar efetivamente no controle da VB, reduzindo a
populacdo anaerobia da vagina e eliminando os sintomas decorrentes sem, todavia, prejudicar
a microbiota endégena. E mesmo possivel que, ao contrario, a microbiota vaginal seja
restaurada, com o predominio dos lactobacilos e a recuperagao do pH. Apesar de nunca ter
sido descrito seu uso com esta indicacdo na literatura médica corrente, os indices de cura
podem ser semelhantes aos obtidos pelo tratamento convencional, e teoricamente pode-se
esperar uma menor taxa de recidivas. Pelo mesmo motivo, poderia ser esperada uma menor
frequéncia de candidiase vaginal apos tratamento, uma vez que o ecossistema estaria em
reequilibrio.

O presente estudo visou comparar a frequéncia de cura e os efeitos sobre o
ecossistema vaginal de dois tratamentos para Vaginose Bacteriana utilizando-se aroeira e
metronidazol em aplicagdo vaginal e descrever o perfil clinico, epidemiologico e

microbiologico de mulheres portadoras de vaginose bacteriana.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Comparar a frequéncia de cura e os efeitos sobre o ecossistema vaginal de dois tratamentos
para Vaginose Bacteriana utilizando-se aroeira e metronidazol em aplicagdo vaginal e

descrever o perfil clinico, epidemioldgico e a microbiota das mulheres portadoras de VB.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em pacientes com vaginose bacteriana submetidas a tratamento com gel vaginal de
metronidazol ou aroeira:

Desfecho primario:

1. Comparar a frequéncia de cura clinica e bacteriologica (critérios de Amsel e
Nugent).

Desfechos secundarios:

1. Comparar os efeitos dos dois tratamentos sobre o ecossistema vaginal,
avaliando-se a presenga e a frequéncia das bactérias encontradas nas culturas de

conteudo vaginal.

2. Comparar os efeitos dos dois tratamentos sobre o ecossistema vaginal,
avaliando-se a frequéncia da presenca de lactobacilos em colpocitologias.

3. Descrever a frequéncia de efeitos colaterais.

4. Descrever os aspectos clinicos, epidemioldgicos e a microbiota das mulheres com

vaginose bacteriana.
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4. METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada no Ambulatério da Mulher do Centro de Atengdo a Mulher
do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP). Foi realizado um
ensaio clinico randomizado duplamente mascarado comparando aroeira e metronidazol para
tratamento da vaginose bacteriana. Foram critérios de inclusdo, a saber: mulheres com idade
entre 18 e 40 anos e que apresentassem corrimento genital que preenchesse,
concomitantemente, os critérios de Amsel e Nugent. Como critérios de exclusdao foram
selecionados: mulheres com atraso menstrual ou gravidez confirmada, pacientes utilizando
medicacao antibidtica concomitante para outro fim ou com historia de tratamento prévio
(para qualquer outra doenca, com medicagdo topica ou sist€émica) ou terapia alternativa no
ultimo més, pacientes com integridade himenal, mulheres portadoras de outras infecgdes
vaginais (candidiase ou tricomoniase) e mulheres com histéria sugestiva de Doenca

Inflamatéria Pélvica Aguda (DIPA).

Os tratamentos utilizados para uso vaginal foram o0 METRONIDAZOL gel a 0,75%
ou AROEIRA gel, que consiste da mistura do extrato hidro-alcodlico do Schinus
terebinthifolius Raddi com gel de carbopol (01 grama), glicerina (10 gramas), benzoato de
sodio (0,0175 gramas), bissulfito de sodio (0,125 gramas), trietanolamina gsp (pH 4,0-5,0) e
agua destilada (2,5 gramas), ambas fabricadas similares em aspecto, volume, coloragdo e pH,

em bisnagas de 60g,

O tamanho da amostra foi calculado para comparar a eficicia entre os dois
tratamentos. O célculo do tamanho da amostra foi realizado no programa Statcalc, do Epi-
Info 6.04d. Prevendo-se uma taxa de cura clinica de 85% para o grupo tratado com

metronidazol (Sweet, 1993) e uma diferenca de 15% (taxa de cura de 70%) para o grupo
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tratado com gel de aroeira, com um nivel de confianca de 95% e um poder de 80%, seriam

necessarias 266 pacientes, 133 em cada grupo.

As pacientes foram atendidas, ambulatorialmente, por um médico-assistente e dois
estudantes do PIBIC, participantes do projeto. Antes da propedéutica diagnostica foi colhido
material para a realizagdo de citologia vaginal (Papanicolaou) e cultura de contetdo vaginal.
As mulheres que tiveram diagnostico de vaginose bacteriana pelos critérios de Amsel e
Nugent concomitantemente, foram encaminhadas para a entrevista com a auxiliar de
pesquisa, enquanto as que apresentaram infecgdes vaginais por outros agentes foram tratadas
e liberadas. Na entrevista foram apresentados as pacientes os objetivos do projeto e as que
concordaram em participar, apds o esclarecimento, assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. As participantes, neste momento foi aplicado um questionario
estruturado com informagdes sociodemograficas e reprodutivas e fornecida uma caixa
contendo a medicacdo (metronidazol ou aroeira) previamente numerada segundo lista de
numeros randomicos, gerada em computador (programa Epi-Table, Epi-Info 6.04b) e
somente conhecida por auxiliar remoto responsavel pela preparacdo da medicagdo. Aquelas

que nao concordaram em participar receberam metronidazol oral e foram liberadas.

Foi preconizada a utilizagdo do gel (metronidazol ou aroeira) em aplicagdes vaginais
de 6g, a noite ao deitar, durante sete noites consecutivas. Cada paciente foi orientada a iniciar
o medicamento naquela mesma noite € ndo ter relagdes na vigéncia do uso da medicagao. Foi
solicitado retorno para nova consulta entre 07 e 14 dias para verificacdo do aparecimento de
efeitos colaterais e adesdo ao tratamento. As mulheres que nao retornaram neste periodo
foram, nos trés dias subseqiientes, contatadas por telefone ou telegrama. Para as mulheres que
compareceram, nova consulta foi agendada para depois da menstruagdo seguinte, quando foi

verificada a cura ou ndo da vaginose, sendo repetida toda a propedéutica da primeira
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consulta. As pacientes que ndo retornaram dentro de 20 a 30 dias, a partir da primeira
consulta de retorno, ou ndo se comunicaram com a equipe foram, nos trés dias subsequentes,
contatadas por telefone ou telegrama. Se ainda assim ndo compareceram, foi feita busca ativa

aos domicilios.

As pacientes que ndo obtiveram cura pelos dois critérios, foi fornecido metronidazol

oral, duas tomadas ao dia, por sete dias.

Os dados obtidos foram digitados em dois bancos especificos gerados no programa
Epi-Info 3.32 para Windows, pela pesquisadora e outro digitador. Ao término da digitacdao os
dois bancos foram comparados utilizando-se o programa VALIDATE, e feita uma analise de
consisténcia, com correcao dos erros encontrados. A versao definitiva do banco de dados foi
entdo utilizada para andlise estatistica. A analise dos dados foi efetuada utilizando-se o
programa Epi-Info 3.32. Foi testada a randomizagao da amostra pela avaliacao dos potenciais
fatores de confusdo. Para comparar as frequéncias dos desfechos entre os grupos de
intervencdo foi utilizado o teste qui-quadrado e calculada a Razao de Risco e o Intervalo de
Confianca a 95%, para os desfechos primario e secundarios de acordo com o tipo de
tratamento. A paciente foi sempre considerada pertencente ao grupo original ao qual
pertencia na randomizag¢ao, independente de ter ou ndo completado o tratamento (Anélise por
Inten¢do de Tratar).

O presente estudo obedeceu aos postulados da Declaracdo de Helsinque e as
recomendagodes da resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude. O projeto inicial foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IMIP (Projeto N° 935) e a inclusdo dos
sujeitos na pesquisa sO se deu apoOs assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE).
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RESUMO

Foi realizado um ensaio clinico randomizado, duplo cego, comparando a eficacia da
aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) e do metronidazol, em uso vaginal, para tratamento
da vaginose bacteriana diagnosticada, concomitantemente, pelos critérios de Amsel e Nugent,
por 140 e 137 mulheres distribuidas em cada grupo respectivamente. Foi feita andlise por
intencao de tratar. Na avalia¢ao de cura, quando aplicado o critério de Amsel separadamente,
foi observada cura em 29 pacientes (21,2%) que utilizaram aroeira e 87 (62,1%) que usaram
metronidazol (p<0,001) enquanto que, com o Escore de Nugent utilizado isoladamente, foram
consideradas curadas 19 mulheres (13,9%) do grupo da aroeira e 79 (56,4%) do grupo do
metronidazol (p<0,001). Quando observados os dois critérios concomitantemente, a chamada
Cura Total foi observada em 17 pacientes no grupo da aroeira, o que correspondeu a 12,4%
do total e em 79 mulheres (56,4%) tratadas com metronidazol (p<0,001). Efeitos adversos
estiveram presentes em 20 mulheres (14,8%) no grupo de aroeira e em 21 mulheres (15,7%)
no grupo que utilizou metronidazol, ndo sendo a diferenca estatisticamente significante
(p=0,84). Como conclusdes podemos apontar que os indices de cura de Vaginose Bacteriana
com a utilizagdo do gel vaginal de aroeira foram mais baixos que os obtidos com
metronidazol gel e os efeitos colaterais foram pouco frequentes e sem gravidade, em ambos
0s grupos. A aroeira, em uso topico vaginal, ndo conseguiu preencher a lacuna existente no
tratamento da vaginose bacteriana, continuando necessaria a realizacdo de novas pesquisas
em busca de novos tratamentos, mais eficazes e que proporcionem menores indices de
recorréncia.
Palavras chaves: Vaginose Bacteriana, Gardnerella vaginalis, Aroecira, Metronidazol gel

vaginal.
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INTRODUCAO

Vaginose Bacteriana (VB) ¢ um distirbio do ecossistema vaginal de etiologia polimicrobiana,
onde ha predominio de microorganismos anaerobios e reducdo acentuada dos Lactobacillus
ou Bacilos de Doderléin (1). E a mais frequente causa de corrimento vaginal, observada em
22% a 50% dos casos, sendo metade das mulheres portadoras assintomaticas (2-4). Esta
associada com complicacdes obstétricas e ginecologicas como doenca inflamatéria pélvica,

endometrite, infec¢do urindria e sindrome de imunodeficiéncia adquirida (5).

Estudos mostram que um dos maiores fatores de risco para VB ¢ o uso de DIU (1,6). Outros
fatores predisponentes seriam novos ou multiplos parceiros sexuais, o uso de duchas vaginais,
sexo oral, sexo durante as menstruagdes (1,2). O uso de métodos de barreira e

anticoncepcionais orais parece proteger contra a VB (4).

No tratamento fora da gestagdo ¢ recomendado o uso de metronidazol em esquemas de
500mg, duas vezes ao dia, via oral, durante sete dias ou metronidazol gel 0,75% intravaginal,
em uma aplicagdo diaria por cinco dias (6). Os esquemas utilizando metronidazol, oral ou

vaginal, tém eficacias semelhantes, variando de 80 a 90% em diferentes estudos (3).

O grande problema de medicagdes antibidticas ou quimioterapicas ¢ que, embora eficazes na
erradicagdo dos anaerobios, com taxas elevadas de cura clinica e microbioldgica, elas ndo
melhoram ou podem até determinar alteracdes importantes da microbiota vaginal (7). Os
tratamentos padronizados apresentam diversos efeitos indesejados, tais como
desenvolvimento de resisténcia bacteriana e alta taxa de recidivas apds o primeiro més de
tratamento (8). Estes efeitos parecem ocorrer pela agdo das medicagdes sobre os lactobacilos,
modificando o ecosistema vaginal e determinando falha ou retardo na restauracao da

microbiota normal (9).
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O Schinus terebinthifolius Raddi ¢ uma planta, popularmente conhecida como Aroeira da
Praia, encontrada no litoral do Brasil, com propriedades adstringente, cicatrizante,
antiinflamatodria e antialérgica (10). Em uso ginecologico ha aparente melhora da microbiota
vaginal com redug¢do na propor¢ao de microorganismos patogénicos e aumento dos bacilos de
Doderléin (11). Desde 1999 foi lancado no mercado farmacéutico brasileiro um gel vaginal
contendo Aroeira (Shinus terebinthifolius Raddi), com nome comercial de KRONEL® -

Laboratério HEBRON.

Em 2003, um ensaio clinico randomizado demonstrou uma taxa de cura de 84% em
pacientes com vaginose sintomatica, tratadas com aplicacao topica vaginal de aroeira contra
47,8% de cura com a utilizagdo do placebo (7). As limitacdes metodoldgicas observadas no
estudo como: reduzido ntimero de mulheres participantes (48 pacientes), ndo ter sido
realizada pesquisa da microbiota vaginal com cultura de secre¢do vaginal, nem antes, nem
apés o tratamento e o diagnoéstico ser baseado apenas no critério de Amsel, demonstraram a
necessidade de realizagdo de novos ensaios clinicos, comparando o emprego das medicagdes
convencionais com a aroeira, tanto em termos de eficacia, como de seguranca, avaliando-se
os efeitos colaterais e o impacto sobre o ecossistema vaginal.

O presente estudo pretendeu entdo preencher parte das lacunas existentes, quando
comparou a eficidcia de dois tratamentos para vaginose bacteriana utilizando aroeira e

metronidazol em aplicag¢ao vaginal.
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METODOS

Foi realizado um ensaio clinico randomizado, duplo cego, comparando aroeira e
metronidazol para tratamento de vaginose bacteriana, em mulheres atendidas no Ambulatorio
da Mulher do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP) — Recife,
Brasil, no periodo de julho de 2007 a dezembro de 2008. Participaram do estudo 277
mulheres que preencheram os critérios de inclusdao, a saber: idade entre 18 e 40 anos e
presenca de vaginose bacteriana diagnosticada, concomitantemente, pelos critérios de Amsel
e Nugent (12, 13). Foram excluidas as mulheres que apresentaram atraso menstrual ou
gravidez ja diagnosticada, que estivessem utilizando ou tivessem utilizado qualquer
medicacao (topica ou sistémica), principalmente antimicrobianos, nos trinta dias prévios ao
inicio da pesquisa, que fossem portadoras de outras infecgdes vaginais (candidiase ou
tricomoniase), que apresentassem integridade himenal ou relatassem histéria sugestiva de

doenca inflamatoéria pélvica aguda.

Foi considerada caso de vaginose bacteriana a paciente que apresentasse trés ou mais
critérios clinicos, segundo Amsel e, a0 mesmo tempo, escorre > 7 pelo critério de Nugent.
Clinicamente, os critérios avaliados foram: corrimento genital branco ou acinzentado, pH
maior que 4,5, positividade do teste das aminas (Whiff test) ou presenca de 20% ou mais de
células-guia em lamina corada pelo Gram. Na avaliacdo bacterioldgica, deveria apresentar
um escore > 7, relativo ao somatorio dos morfotipos bacterianos encontrados em esfregaco da
secrecao vaginal corado pelo Gram e analisado seguindo os critérios desenvolvidos por

Nugent e colaboradores (1, 13, 14).

Os tratamentos utilizados para uso vaginal foram o METRONIDAZOL gel a 0,75%
(colorido artificialmente para assemelhar-se a Aroeira) ou AROEIRA gel, que consiste da

mistura do extrato hidro-alcoolico do Schinus terebinthifolius Raddi com gel de carbopol (01
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grama), glicerina (10 gramas), benzoato de sodio (0,0175 gramas), bissulfito de sodio (0,125
gramas), trietanolamina qsp (pH 4,0-5,0) e dgua destilada (2,5 gramas), ambas fabricadas
pelo Laboratorio Hebron, similares em aspecto, volume, coloragdo e pH, em bisnagas de 60g,
numeradas segundo lista de numeros randomicos previamente gerada em computador
(programa Epi-Table, Epi-Info 6.04b) e somente conhecida por auxiliar ndo participante da

equipe e responsavel apenas pela preparagao da medicagao.

Ap6s confirmacdao do diagnostico, feito em exame ginecoldgico pelo médico
participante do projeto, as pacientes que concordaram em participar responderam a
questionario estruturado e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, em
entrevista com auxiliar de pesquisa, sendo a seguir randomizadas nos dois grupos de
tratamento. As mulheres foram orientadas a utilizar o gel a noite, ao deitar, durante sete

noites consecutivas, a partir daquela data.

Na consulta inicial foram também colhidos trés swabs para cultura de secrecao
vaginal e lamina do colo uterino para citologia de Papanicolaou. O material foi semeado nos
meios de Thayer Martin (gonococo), Sabouraud (fungos), Diamond (trichomonas) e Agar-
sangue (anaerdbios). Foram também realizadas as dosagens de uréia, sacarose, maltose,
glicose e lactose da secrecao. Nao foram procedidas culturas em meios especificos para

Gardnerella e Mycoplasma.

O primeiro retorno foi agendado entre sete e 14 dias. Nele as mulheres foram
interrogadas sobre a ocorréncia de ardor, queimacao, assadura, inchagao, vermelhidao, ferida,
coceira e sangramento, considerados possiveis efeitos adversos observados durante o uso da
medicacdo, e também foram conferidos os aplicadores usados, que elas deveriam trazer em
saco plastico fornecido, para verificacdo do cumprimento da prescrigao.

Um segundo e ultimo retorno foi aprazado para depois da menstruagao seguinte,
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quando novo exame ginecoldgico foi realizado pelo médico e quando foram repetidos os
exames realizados na consulta inicial. Foram consideradas curadas as mulheres que
apresentaram menos de dois critérios diagnosticos de Amsel e escore de Nugent menor do
que sete. As pacientes ndo curadas receberam metronidazol oral. Em ambas as oportunidades,
nos casos em que as pacientes nao retornaram a consulta agendada, foram tentados contatos
telefonicos iniciais, seguidos de envio de aerogramas e, quando nao era obtido sucesso, foi
feita busca ativa em suas residéncias.

O tamanho da amostra foi calculado para comparar a eficicia entre os dois
tratamentos. Prevendo-se uma taxa de cura clinica de 85% para o grupo tratado com
metronidazol (15) e uma diferenga de 15% (taxa de cura de 70%) para o grupo tratado com
gel de aroeira, com um nivel de confianca de 95% e um poder de 80%, o tamanho de amostra
estimado foi de 266 pacientes, 133 em cada grupo.

A andlise dos dados foi efetuada por Intencao de Tratamento utilizando-se o programa
Epi-Info 3.32. Para comparar as frequéncias dos desfechos entre os grupos de intervencao, foi
utilizado o teste qui-quadrado, sendo estimada a frequéncia do desfecho em cada um dos
grupos. Foram calculados a Razdo de Risco e o Intervalo de Confianca a 95% para os
desfechos primario e secundarios.

O presente estudo obedeceu aos postulados da Declaragdo de Helsinque e as
recomendagodes da resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude. O projeto inicial foi

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IMIP.
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RESULTADOS

Ao todo, foram recrutadas 462 mulheres para o estudo, das quais 185 foram excluidas
por ndo preencherem os critérios de inclusdo ou exclusdo, sendo as restantes 277, distribuidas
aleatoriamente nos dois grupos de tratamento. Duas pacientes, logo apds a randomizacao, ao
receberem a medicagdo e tomarem conhecimento da possibilidade do contetido da bisnaga ser
qualquer uma das medicagdes a serem testadas, informaram serem alérgicas a aroeira, sendo
entdo tratadas com metronidazol oral. Para comparagdo da frequéncia de cura e dos efeitos
sobre o ecossistema vaginal dos dois tratamentos, foi feita analise por intencao de tratar, com
inclusdo de todas as mulheres randomizadas. Do total de 277 participantes, 137 mulheres
foram tratadas com gel vaginal contendo Aroeira e 140 tratadas com Metronidazol (Figura 1).
Compareceram a ultima consulta, tendo feito o tratamento completo segundo protocolo da
pesquisa, 264 pacientes, que foram analisadas quanto a eficacia na cura entre os grupos de
tratamento.

Nao houve diferenca entre os dois grupos com relacao a idade, escolaridade, estado
civil, vida sexual ativa durante o periodo da pesquisa e queixas clinicas informadas,
indicando que a randomizacao foi efetiva quanto a distribuicdo dos potenciais fatores de
confundimento entre os dois grupos (Tabela 1). Com referéncia ao uso de anticoncepcional,
como a distribui¢ao de frequéncias mostrou pequena diferenga entre os grupos de tratamento
e, como o critério de comparagdo nao ¢ somente estatistico, calculou-se o RR ajustado por
método contraceptivo € nao se observou diferenca entre os valores do RR bruto e ajustado

(dados nao apresentados).
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Na avaliacdo de cura utilizando os critérios de Amsel separadamente, observou-se
cura em 29 pacientes (21,2%) que utilizaram aroeira e 87 (62,1%) que usaram metronidazol
(p< 0,001). O risco de ndo curar foi 2.15 vezes maior com o uso de aroeira do que com o
metronidazol. Quando apenas o Escore de Nugent foi utilizado isoladamente, foram
consideradas curadas 19 mulheres (13,9%) do grupo da aroeira e 79 (56,4%) do grupo que
usou metronidazol (p< 0,001), com RR de 1,98. Finalmente, com a utilizacdo dos dois
critérios concomitantemente, a denominada cura total, foi observada em 17 pacientes no
grupo da aroeira, o que correspondeu a 12,4% do total e 56,4% (79 mulheres), no grupo
tratado com metronidazol (p< 0,001). O RR foi de 2,01, o que representa o dobro do risco de

ndo curar com a aroeira em comparacao com o metronidazol. (Tabela 2).

Entre as 264 pacientes que concluiram o tratamento, foram consideradas curadas
pelos dois critérios (cura total), 12,8% (17 mulheres) no grupo que utilizou aroeira e 60,3%
(79 pacientes) no grupo tratado com metronidazol, o que correspondeu a um RR de 2,20, com

intervalo de confianca de 1,76 a 2,74 e p<0,001.

Dentre as 168 pacientes que concluiram a pesquisa € ndo atingiram os critérios de
cura completa, 116 pertenciam ao grupo tratado com aroeira e 52 ao grupo do metronidazol e
destas 66 (56,9%) no primeiro grupo e 35 (67,3%) no segundo, apresentaram melhora parcial,
que correspondeu a uma diminui¢do do nimero de parametros diagndsticos presentes, sem

conseguirem atingir a cura (Tabela 2).

Quanto a persisténcia dos sintomas principais, 45 mulheres (34,1%) usudrias de
aroeira e 34 (26%) tratadas com metronidazol, ainda apresentavam corrimento genital apos o
tratamento e 35 pacientes (26,5%) do grupo aroeira e 21 (16%) do grupo metronidazol

mantiveram a queixa de odor de peixe (Tabela 2).
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Ao primeiro retorno, agendado para oito dias apds o primeiro exame e ao final da
utilizacdo do gel vaginal, compareceram 269 mulheres. Dentre estas, apenas nove mulheres
(5 no grupo aroeira e 4 no grupo metronidazol), o que correspondeu a 7% do total, ndo
utilizaram o gel vaginal durante os sete dias, descumprindo a prescricdo orientada e apenas
trés delas (1%) tiveram relagdes sexuais na vigéncia do uso da medicagdo, sendo que duas
mulheres utilizaram preservativos nas relagdes. Quanto a ocorréncia de efeitos adversos,
estiveram presentes em 20 mulheres (14,8%) no grupo de aroeira e em 21 mulheres (15,7%)
no grupo que utilizou metronidazol, nao sendo demonstrada diferenga estatisticamente
significante quanto a presenca de efeitos adversos entre os grupos (p=0,84). A queixa mais

freqiiente nos dois grupos foi dor abdominal em coélica (Tabela 3).

Comparando-se os efeitos dos dois tratamentos sobre o ecossistema vaginal pela
presenca de lactobacilos nas colpocitologias colhidas no segundo retorno, pode-se observar
maior presenca desses bacilos no meio vaginal das mulheres que utilizaram o gel a base de
metronidazol (64 exames positivos), o que correspondeu a 54% do total, enquanto nas
usuarias de aroeira, o exame positivo so foi detectado em 13 participantes (11% dos casos)

(Tabela 4).

Analizando-se o ecossistema vaginal pela presenca e frequéncia das bactérias
encontradas nas culturas de secre¢ao vaginal, colhidas ap6és o término do tratamento,
observou-se maior presenga de lactobacilos nas mulheres que utilizaram o gel vaginal de
metronidazol e maior persisténcia de Gardnerella e Mobiluncus nas culturas das usuarias de

aroeira, ambas as diferencas estatisticamente significativas, com valor de p< 0,05 (Tabela 4).
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DISCUSSAO

No presente trabalho observou-se que para o tratamento de Vaginose Bacteriana
(VB), o uso de Aroeira, 6 g a noite, por via vaginal, durante sete dias foi menos efetivo do
que o mesmo regime utilizando metronidazol. Houve baixa frequéncia de efeitos colaterais
nos dois grupos, ndo sendo a diferenca entre os grupos estatisticamente significante. A queixa
mais frequente foi o aparecimento de dor abdominal durante a utilizagdo das medicagoes,
mencionado nos dois grupos de tratamento. Quanto a detec¢ao de lactobacilos nas citologias
poOs-tratamento, as mulheres que utilizaram metronidazol tiveram frequéncia maior de bacilos
presentes em seus esfregacos vaginais e a diferenca foi estatisticamente significante. Na
comparacao do efeito dos tratamentos sobre o ecossistema vaginal, as mulheres que usaram
metronidazol mostraram melhor resultado, com menor persisténcia de anaerdbios € maior
recuperagao da microbiota de lactobacilos acidofilos.

A idéia para a realizacdo do estudo partiu da observacdo do constrangimento e
incomodo causados as mulheres pela presenga de corrimento com odor desagradavel, das
repercussoes para a saude, que podem advir de sua presenga (2, 16, 17), da busca de novas
alternativas para o tratamento, visto que as drogas convencionais (metronidazol e
clindamicina) tém altos indices de recidiva (18, 19) e da constatagdo em estudo anterior da
eficadcia da aroeira em curar a VB, parecendo preservar o ambiente vaginal, por maior
conservagao dos lactobacilos (7).

Utilizou-se a via vaginal de administracdo do metronidazol (também disponivel para
uso oral) em virtude da necessidade de comparagao com o gel de Aroeira, existente somente
nesta apresentacdo. Desde 1993, quando Hillier et al (17) pela primeira vez demonstraram a
eficacia do gel vaginal de metronidazol a 0,75% para tratamento da VB, varios trabalhos tém

confirmado, com esquemas de tratamento variados, ndo existir diferenca entre as duas vias
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quanto a eficacia, sendo porém menos frequentes os efeitos colaterais com o uso intravaginal,
principalmente com relag@o ao trato gastrointestinal (6, 20). Outro aspecto observado ¢ que as
mulheres tratadas com terapias intravaginais t€m maior adesdo ao tratamento do que aquelas
submetidas a tratamentos por via oral (15, 21).

A diferenca observada entre as eficacias dos dois tratamentos foi maior do que a
esperada, se levarmos em consideracao os resultados encontrados por Amorim et al, em 2003
(7), ensaio clinico que serviu de marco inicial para o presente estudo e onde foi observada
cura de 84% das pacientes com VB, com o gel de aroeira em comparacdo ao placebo. Uma
explicacdo para o achado de resultados tdo dispares deve ter sido a metodologia mais
elaborada do presente estudo em comparagao ao anterior, onde foi utilizado apenas o critério
clinico para o diagnostico e para a afericao de cura. Outro fator que pode estar associado diz
respeito as descobertas de que a microbiota vaginal nas mulheres com VB ¢ extremamente
variavel, havendo muitos outros microorganismos envolvidos, além da Gardnerella
vaginalis, aspecto ndo avaliado no estudo de 2003, onde ndo foram identificadas as bactérias
que compunham as microbiotas vaginais. Apesar das duas pesquisas terem sido realizadas no
mesmo hospital, existiu um hiato temporal de cinco anos entre elas e o IMIP caracteriza-se
por apresentar clientela proveniente de todas as regides do estado de Pernambuco e até dos
estados vizinhos, o que permite questionar a existéncia de diversidade entre os
microorganismos existentes no meio vaginal das mulheres. As culturas para anaerdbios ja
haviam demonstrado que a presenca de Bacteroides spp, Peptostreptococcus spp,
Fusobacterium spp., Prevotella spp e Mobiluncus spp, tém uma grande importancia em
determinar a existéncia de subgrupos diferentes de microbiota vaginal (22). Nos ultimos anos,
com o advento de técnicas de microbiologia molecular, outras bactérias tém sido associadas a

VB, tais como: Atopobium vaginae, Megasphera spp, Eggerthella spp e Leptotrichia spp,
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sendo observado que a presenca das mesmas na microbiota vaginal pode determinar
diferentes respostas aos antibioticos utilizados para o tratamento (2, 8, 23).

Quando foram utilizados apenas os critérios clinicos, descritos por Amsel, foi
considerada curada a paciente que apresentou menos de trés critérios diagndsticos presentes,
e a frequéncia de cura foi de apenas 21,2% nas mulheres que utilizaram o gel de aroeira.
Entre as razdes que poderiam explicar esta diferenga entre os resultados da atual pesquisa e
do ensaio clinico anterior destaca-se a utilizagao do gel vaginal por um nimero inferior de
dias, observando-se que no primeiro estudo a medicagdo foi utilizada por dez dias (7) e no
atual por apenas sete dias. Pode ser especulado que a utilizacdo da aroeira por um tempo
maior pudesse ter um resultado mais favoravel (7). O indice de cura com o metronidazol
(62,1%) ficou dentro dos limites encontrados em outros estudos (6, 24).

Os percentuais de cura, em ambos os grupos, quando utilizado apenas o critério de
Nugent também foram considerados baixos, sendo inclusive inferiores aos observados com os
parametros de Amsel. O critério de Nugent ¢ considerado por muitos autores como o padrao-
ouro para o diagndstico de VB, porém ¢ de dificil interpretagdo e exige experiéncia em sua
realizacdo, além de dificilmente ser utilizado para diagnostico na pratica clinica (25). Alguns
estudiosos consideram o diagnostico de VB dado somente pelo critério de Nugent como
limitado porque ele engloba mulheres com diferentes microbiotas vaginais em um mesmo
grupo positivo (26).

A chamada Cura Total, onde foram associados os critérios de cura clinica e
bacteriologica, foi atingida em 12,4% dos casos no grupo do gel de aroeira e em 56,4% no
grupo do metronidazol. A duracdo do seguimento ¢ provavelmente a varidvel mais
importante na avaliacao da eficacia de qualquer tratamento para VB (27). As aferigdes de
cura realizadas logo apds o término do tratamento mostram indices de cura maiores (80-90%)

do que as realizadas ap6s um més ou mais depois do tratamento (60-70%) (16, 17). No
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presente ensaio clinico, a cura foi aferida entre 30 e 45 dias apo6s o tratamento, j4 que as
pacientes voltavam para o segundo exame apds a menstruacdo seguinte ao término da
medica¢do, ficando a eficacia observada com o metronidazol (56,4%) de acordo com a
literatura, se for considerado o tempo transcorrido até a afericao de cura.

Outro importante aspecto ¢ que, em virtude da patogénese da vaginose ser
desconhecida, ndo se consegue diferenciar com precisio reinfec¢io de recorréncia. E descrita
recorréncia da doenga de 15 a 30% dos casos, em 30 a 90 dias apds o tratamento. Como
houve retorno das mulheres dentro deste limite de tempo, pode ter ocorrido recorréncia em
alguns casos considerados nao curados (28). Outros autores demonstraram que a presenca de
Mobiluncus pode determinar maiores indices de recorréncia, por algumas linhagens deste
microorganismo apresentarem resisténcia ao metronidazol (8, 29).

Uma explicagdo aventada por alguns pesquisadores nos trabalhos mais recentes ¢ a
observagao da presenca de uma densa e aderente camada de bactérias no epitélio vaginal,
denominada biofilme (24, 30). O biofilme ¢ descrito como um mecanismo de viruléncia que
permite as bactérias aderirem aos epitélios e atingirem concentragdes maiores do que as
observadas nos fluidos luminais, ficando as colonias em estado de laténcia e protegidas da
acao dos antimicrobianos (24, 31). O biofilme encontrado em mulheres com VB, em pesquisa
anterior, foi suprimido temporariamente pelo uso de metronidazol, porém apds trés semanas
do término do tratamento, as bactérias voltaram a multiplicar-se (24).

Algumas mulheres ndo conseguiram atingir a cura total, porém tiveram
desaparecimento de alguns parametros de diagndstico (principalmente no critério clinico),
sendo entdo consideradas como melhoras parciais, o que clinicamente muitas vezes significou
as pacientes sentirem-se “curadas”. Todavia ¢ sabido que apenas uma percentagem muito

pequena de mulheres consegue identificar com exatidao os sintomas de VB (32). O mesmo ¢
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verdade com relagdo aos baixos indices de persisténcia dos principais sintomas de VB (27,
32).

Em busca feita na literatura, foi localizado apenas um trabalho utilizando Schinus
(aroeira) no tratamento de disturbios do ecossistema vaginal, além dos ja citados publicados
em 2002 e 2003. Tratava-se de um ensaio clinico, simples cego, randomizado, comparando
varias formulagdes preparadas com aroeira, para uso vaginal, em mulheres com variadas
queixas e que teve resultados ndo conclusivos em virtude da pequena amostra selecionada
(33).

Vem sendo descrita, por alguns autores, uma crescente utilizagao de fitoterapia (34),
principalmente nos paises em desenvolvimento, onde 80% das pessoas utilizam a medicina
tradicional, onde se insere a fitoterapia (35). Em recente ensaio clinico randomizado
publicado por grupo iraniano, foi utilizada a Zataria multiflora (ZM) no tratamento de VB,
em creme para aplicagdo vaginal, em comparacao ao metronidazol. A ZM ¢ uma planta
semelhante ao tomilho, com propriedades antibacterianas e antifngicas ja& demonstradas
(36). Os indices de cura foram 93% no grupo tratado com ZM e 95,5% no grupo que utilizou
metronidazol. A verificacdo de eficacia pos-tratamento foi feita apds dois a sete dias do
término do tratamento, tendo derivado deste fato, provavelmente, os altos indices de cura
observados (36).

As terapéuticas alternativas para VB utilizam mais frequentemente substancias que
determinam acidificacdo do meio vaginal. Foi descrita, nos ultimos anos, a utilizacdo de gel
vaginal a base de polycarbophil por varios autores, com resultados satisfatérios, porém com
respostas variadas do pH vaginal ao tratamento, indicando que possivelmente nao houve
normaliza¢dao da microbiota e sim apenas restauragao parcial dos lactobacilos (37, 38).

Como conclusdes do presente estudo, podemos deduzir que os indices de cura de

Vaginose Bacteriana com a utilizacdo do gel vaginal de aroeira foram mais baixos que os
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obtidos com metronidazol gel. Os efeitos colaterais observados, apds o uso das medicagdes
foram pouco frequentes e sem maior gravidade, em ambos os grupos. A Aroeira, em uso
topico vaginal, ndo conseguiu preencher a lacuna existente no tratamento da VB, continuando
necessaria a realizacdo de novas pesquisas em busca de novos tratamentos, mais eficazes e
que proporcionem menores indices de recorréncia.

Conflito de interesses: o Laboratorio Hebron financiou parcialmente a pesquisa

fornecendo a medicagao utilizada.
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TABELA 1. Comparagdo das caracteristicas das pacientes tratadas para vaginose bacteriana

com Aroeira e Metronidazol em uso tdpico vaginal.

Caracteristicas AROEIRA METRONIDAZOL p
n (137) n (140)
Idade
Média £DP 31,4 +5,8 31,4 45,7
Mediana 33-27(25%) 36(75%) 32-27(25%) 36(75%)
Anos de
Estudo
0-4 26 (19%) 23 (16%) 0,54
5-8 27 (20%) 35 (25%)
>9 84 (61%) 82 (59%)
Com 78 (57%) 83 (59%) 0,75
companheiro
Uso de 68 (45%) 84 (55%) 0,76
metodos
contraceptivos
LT 28 (41,2%) 33 (39,3%)
Pilula 23 (33,8%) 27 (32,1%)
DIU 8 (11,8%) 13 (15,5%)
Injetavel 9 (13,2%) 9 (10,7%)
Outros 0 2 (2,4%)
Vida sexual 118 (86%) 123 (88%) 0,66
ativa atual
Queixas
clinicas
Corrimento 102 (74,5%) 104 (74,3%) 0,97
Odor de peixe 98 (71,5%) 92 (65,7%) 0,29
Dispareunia 22 (16,1%) 29 (20,7%) 0,31
Ardor 19 (13,9%) 27 (19,3%) 0,23
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TABELA 2. Comparagdo da cura clinica e bacteriologica (Amsel e Nugent) de pacientes com
vaginose bacteriana tratadas com aroeira € metronidazol em uso topico vaginal.

CRITERIOS AROEIRA METRONIDAZOL RR IC 95% p
DE CURA N=137 N=140
n % n %
AMSEL
Normal 29 21,2 87 62,1 1,00
Alterado 108 78,8 53 37,9 2,15 1,72-2,70 < 0,001
NUGENT
Normal 19 13,9 79 56,4 1,00
Alterado 118 86,1 61 43,6 1,98 1,62-2,41 < 0,001
CURA
TOTAL
Sim 17 12,4 79 56,4 1,00
Nao 120 87,6 61 43,6 2,01 1,65-2,45 < 0,001
MELHORA
PARCIAL*
Sim 66 56,9 35 67,3 1,00
Nio 50 43,1 17 32,7 1,56 0,85-2,05 0,27
PERSISTENCIA
DE
SINTOMAS**
Corrimento 45 34,1 34 26,0 1,31 0,90 -1,91 0,15
Odor de peixe 35 26,5 21 16,0 1,65 1,02 -2,68 0,04

* entre as 168 pacientes que concluiram a pesquisa e ndo atingiram os critérios de cura
completa
**principais sintomas persistentes apds tratamento
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TABELA 3. Comparagao dos efeitos colaterais do tratamento para vaginose bacteriana com
aroeira e metronidazol em uso topico vaginal.

EFEITOS
COLATERAIS AROEIRA  METRONIDAZOL
n (135) n (134) RR IC 95% P
n % n %
Total de
mulheres * 20 14,8 21 15,7 0,95 0,54-1,66 0,84
ARDOR 5 3,7 2 1,5
ASSADURA 1 0,7 0
COCEIRA 5 3,7 3 2,2
QUEIMACAO 4 3,0 0
DOR 11 8,1 16 11,9
ABDOMINAL

* Algumas pacientes podem ter apresentado mais de um sintoma.
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TABELA 4. Efeitos do tratamento para vaginose bacteriana com aroeira e metronidazol em

uso topico vaginal sobre o ecossistema vaginal.

PARAMETRO AROEIRA METRONIDAZOL RR IC 95% P

n % n %
Colpocitologia* (124) (119)
Lactobacilos 13 11 64 54 0,20 0,11-0,33 <0,001
Cultura/Gram (133) (128)
**
Gardnerella 111 84 51 40 2,09 1,67-2,62 <0,001
Mobiluncus 59 44 18 14 3,15 1,97-5,04 <0,001
Lactobacilos 60 45 83 65 0,69 0,55-0,87 <0,001
Cocos Gram+ 116 87 71 56 <0,001
Cocos Gram- 0 01 0,8 -
Bacilos Gram+ 131 98.5 127 99,2 0,58
Bacilos Gram- 100 75 52 41 <0,001
Fungos 15 11 12 09 1,20 0,58-2,46 0,61
Gonococos 0 01 0,8
Corynebacterium 124 93 118 92 0,74

* Nao foi possivel localizar 21 colpocitologias pds-tratamento, 09 no grupo aroeira e 12 no

grupo metronidazol.

** Houve extravio de trés culturas pds-tratamento no grupo metronidazol.



FIGURA 1 - Fluxograma de captagdo das pacientes e procedimentos.
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ABSTRACT

A randomized double-blind clinical trial was conducted to compare the effectiveness of
extract from the Brazilian pepper tree (Schinus terebinthifolius Raddi) and metronidazole,
used vaginally to treat bacterial vaginosis that was diagnosed using the criteria of Amsel and
Nugent concomitantly, among 140 and 137 women in each group respectively. Intention-to-
treat analysis was performed. From Amsel’s criteria separately, 29 patients (21.2%) treated
with the extract and 87 (62.1%) treated with metronidazole were considered cured (p <
0.001). From Nugent’s score separately, 19 women (13.9%) treated with the extract and 79
(56.4%) treated with metronidazole were considered cured (p < 0.001). Taking the two
criteria together, so-called total cure was seen in 17 women (12.4%) treated with the extract
and 79 women (56.4%) treated with metronidazole (p < 0.001). Adverse effects were present
in 20 women (14.8%) treated with the extract and in 21 women (15.7%) treated with
metronidazole, without any statistically significant difference (p = 0.84). Concluding, the
cure rate for bacterial vaginosis using vaginal gel from pepper tree extract was lower than the
rate obtained using metronidazole gel, while side effects were infrequent and non-severe in
both groups. Topical vaginal use of pepper tree extract was unable to fill the gap that exists
regarding treatments for bacterial vaginosis, and new studies continue to be needed in order
to search for new and more effective treatments that provide lower recurrence rates.

Key words: Bacterial vaginosis, Gardnerella vaginalis, Brazilian pepper tree,

Metronidazole vaginal gel.
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INTRODUCTION

Bacterial vaginosis is a disorder of the vaginal ecosystem of polymicrobial etiology in
which there is predominance of anaerobic microorganisms and marked reduction in the
quantity of Lactobacillus or Ddderlein’s bacillus (1). It is the most frequent cause of vaginal
discharge, observed in 22 to 50% of the cases, and half of these women are asymptomatic (2-
4). It 1s associated with obstetric and gynecological complications such as pelvic
inflammatory disease, endometritis, urinary infection and acquired immunodeficiency

syndrome (5).

Studies have shown that one of the greatest risk factors for bacterial vaginosis is the
use of intrauterine devices (IUDs) (1, 6). Other predisposing factors include new or multiple
sexual partners, use of vaginal douches, oral sex and sex during menstruation (1, 2). The use

of barrier methods and oral contraceptives seem to protect against bacterial vaginosis (4).

To treat bacterial vaginosis outside of pregnancy, metronidazole in a regimen of 500
mg twice a day orally for seven days or 0.75% metronidazole gel intravaginally in a single
daily application for five days is recommended (6). Oral and vaginal metronidazole regimens

have similar effectiveness, ranging from 80 to 90% in different studies (3).

The great problem with antibiotic or chemotherapy medications is that, although
effective for eradicating anaerobic agents, with high rates of clinical and microbiological
cure, they do not improve the vaginal microbiota or may even cause significant changes to it
(7). The standard treatments present a variety of unwanted effects, such as development of
bacterial resistance and high rates of recurrence beyond the first month after treatment (8).

These effects seem to occur through the action of medications on Lactobacillus, thereby
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modifying the vaginal ecosystem and causing failure or delay in restoration of the normal

microbiota (9).

Schinus terebinthifolius Raddi is a small tree popularly known as the Brazilian pepper
tree that is found along the Brazilian coast. Extracts from this tree have astringent, healing,
anti-inflammatory and antiallergic properties (10). Used gynecologically, such extracts
produce apparent improvement in the vaginal microbiota, with reductions in the proportion of
pathogenic microorganisms and increased quantities of Ddderlein’s bacilli (11). In 1999, a
vaginal gel containing extract from the Brazilian pepper tree (Schinus terebinthifolius Raddi)
was launched on the Brazilian pharmaceutical market under the commercial name

KRONEL® (HEBRON Laboratory).

In 2003, a randomized clinical trial demonstrated a cure rate of 84% among patients
with symptomatic vaginosis that was treated by means of topical vaginal application of
pepper tree extract, versus a cure rate of 47.8% through the use of placebo (7). The 2003 trial
presented several methodological limitations, such as the small number of women
participating (48 patients); lack of investigation of the vaginal microbiota by means of
culturing vaginal secretions, either before or after the treatment; and basing the diagnosis
solely on Amsel’s criteria. This demonstrates the need to carry out new clinical trials to
compare the use of conventional medications with pepper tree extract, in terms of both
effectiveness and safety, with evaluations of side effects and the impact on the vaginal
ecosystem.

Thus, the present study aimed to fill some of the existing knowledge gaps, through
comparing the effectiveness of two treatments for bacterial vaginosis using pepper tree

extract and metronidazole, applied vaginally.
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METHODS

A randomized double-blind clinical trial was conducted to compare pepper tree extract
and metronidazole for treating bacterial vaginosis, among women who were attended at the
women’s outpatient clinic of the Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira
(IMIP), in Recife, Brazil, from July, 2007 to December, 2008. The study participants were
277 women who fulfilled the following inclusion criteria: age between 18 and 40 years and
presence of bacterial vaginosis diagnosed concomitantly using the Amsel and Nugent criteria
(12, 13). Women were excluded from the study if they presented delayed menstruation or had
been diagnosed as pregnant; if they were using or had used any topical or systemic
medication, particularly antimicrobial agents, over the 30-day period prior to the start of the
investigation; if they presented any other vaginal infections (candidiasis or trichomoniasis); if
they presented hymen integrity; or if they reported any history suggestive of acute pelvic

inflammatory disease.

Patients were considered to be cases of bacterial vaginosis if they presented three or
more of Amsel’s clinical criteria and, at the same time, a score > 7 according to Nugent’s
criteria. The clinical criteria evaluated were: white or grayish genital discharge; pH greater
than 4.5; positive findings from the amine test (whiff test); or presence of clue cells in
proportions of 20% or more on Gram-stained slides. From the bacteriological evaluation,
patients needed to present a score > 7, relative to the sum of the bacterial morphological types
found in Gram-stained smears from vaginal secretions that were analyzed in accordance with

the criteria developed by Nugent et al (1, 13, 14).
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The vaginal treatments used were 0.75% metronidazole gel (artificially colored to
make it resemble pepper tree extract) or pepper tree extract gel. The latter consisted of a
mixture of hydroalcoholic extract from Schinus terebinthifolius Raddi with carbopol gel (1
gram), glycerin (10 grams), sodium benzoate (0.0175 grams), sodium bisulfite (0.125 grams),
triethanolamine qsp (pH 4.0-5.0) and distilled water (2.5 grams). Both treatments were
manufactured by the Hebron Laboratory, and they were similar in appearance, volume,
coloring and pH. They were presented in 60g tubes that were numbered according to a list of
random numbers that had previously been generated by a computer (Epi-Table and Epi-Info
6.04b software). The identity of each tube was known only to an assistant who was not a

member of the team and who was responsible only for preparing the medications.

The diagnoses were made by means of a gynecological examination that was
performed by a physician who was a participant in the project. After receiving diagnostic
confirmation, the patients who agreed to participate in the study signed a free and informed
consent statement and answered a questionnaire at an interview with a research assistant.
These patients were then randomized into one of the two treatment groups. The women were
instructed to use the gel in the evenings, at bedtime, for seven consecutive nights, starting on

that date.

Three swabs were also obtained at the initial consultation, in order to culture the
vaginal secretion, along with slides of material from the uterine cervix, in order to perform
the Papanicolaou cytological test. The material was seeded into Thayer Martin medium
(gonococci), Sabouraud medium (fungi), Diamond medium (Trichomonas) and blood agar
medium (anaerobic agents). Assays to determine the urea, sucrose, maltose, glucose and
lactose concentrations in the secretions were also performed. No cultures were performed in

mediums specific for Gardnerella or Mycoplasma.
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The first return visit was arranged to take place between seven and 14 days later. At
this consultation, the women were asked about any occurrences of heat, burning, rash,
swelling, reddening, sores, itching or bleeding, which were considered to be possible adverse
effects from the use of the medication. The women had previously been asked to bring along
the used applicators in a plastic bag that was provided and, at this return visit, these
applicators were checked to determine whether the women had complied with the
prescription.

A second and final return visit was arranged for a date after the next menstruation.
On this occasion, a new gynecological examination was performed by the physician and the
tests performed at the initial consultation were repeated. Women who presented not more
than one of Amsel’s diagnostic criteria and a score of less than seven on Nugent’s scale were
considered cured. The patients who had not achieved a cure were administered oral
metronidazole. On both occasions (first and second return visits), if patients did not come to
the consultation that had been arranged, attempts were made to contact these individuals by
telephone, followed by sending letters. If these methods were unsuccessful, such individuals
were actively sought in their homes.

The sample size was calculated such that it would be possible to compare the
effectiveness of the two treatments. A clinical cure rate of 85% was predicted for the group
treated with metronidazole gel (15) and a difference of 15% (cure rate of 70%) for the group
treated with pepper tree extract gel, with a 95% confidence interval and a power of 80%.
Thus, the sample size required was estimated to be 266 patients (133 in each group).

The data analysis was performed by means of intention to treat, using the Epi-Info
3.32 software. To compare the frequencies of outcomes between the intervention groups, the
chi-square test was used, and the frequency of the outcome was estimated in each group. Risk

ratios and 95% confidence intervals were calculated for the primary and secondary outcomes.
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The present study was conducted in accordance with the postulates of the Declaration
of Helsinki and with the recommendations of resolution 196/96 of the National Health Board.

The initial project was approved by the Research Ethics Committee of IMIP.
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RESULTS

In all, 462 women were recruited for this study, of whom 185 were excluded because
they did not fulfill the inclusion or exclusion criteria. The remaining 277 women were then
distributed randomly into the two treatment groups. Just after the randomization, when
receiving the medication and becoming aware that the tube could contain either of the two
medications to be tested, two patients declared that they were allergic to the pepper tree and
were then treated with oral metronidazole. To compare the frequencies of achieving a cure
and the effects that the two treatments had on the vaginal ecosystem, intention-to-treat
analysis was performed, with inclusion of all of the randomized women. Out of the total of
277 participants, 137 women were treated with vaginal gel containing pepper tree extract and
140 were treated with metronidazole gel (Figure 1). The final consultation was attended by
264 patients, who thus completed the treatment in accordance with the study protocol. These
individuals were evaluated with regard to the efficacy of the cure between the treatment
groups.

There were no differences between the two groups in relation to age, schooling level,
marital status, sexual activity during the study period or clinical complaints mentioned, thus
indicating that the randomization was effective with regard to distribution of the potential
confounding factors between the two groups (Table 1). Concerning the use of contraceptives,
since the frequency distribution showed a small difference between the treatment groups and,
furthermore, the comparison criterion was not just statistical, the risk ratio was adjusted in
relation to the contraceptive method. From this calculation, it was seen that there was no

difference between the crude and adjusted risk ratio values (data not shown).

In evaluating the cure rate using Amsel’s criteria separately, it was observed that 29

women (21.2%) treated with pepper tree extract and 87 (62.1%) treated with metronidazole
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were considered cured (p < 0.001). The risk of not achieving a cure was 2.15 times greater
with the use of the pepper tree extract than with metronidazole. Using Nugent’s score alone,
19 women (13.9%) treated with pepper tree extract and 79 (56.4%) treated with
metronidazole (p < 0.001) were considered cured, with a relative risk of 1.98. Finally, using
both sets of criteria concomitantly, a so-called total cure was observed for 17 women in the
pepper tree extract group, corresponding to 12.4% of the total, and 79 women (56.4%) in the
metronidazole group (p < 0.001). The relative risk was 2.01, which means that the risk of not

achieving a cure with pepper tree extract was twice the risk with metronidazole (Table 2).

Among the 264 patients who concluded the treatment, 17 women (12.8%) treated
with pepper tree extract and 79 women (60.3%) treated with metronidazole were considered
cured according to both sets of criteria (total cure). This corresponded to a relative risk ratio

of 2.20, with a confidence interval of 1.76 to 2.74 and p < 0.001.

Among the 168 patients who concluded the study protocol but did not attain the
criteria for a complete cure, 116 were in the group treated with pepper tree extract and 52 in
the metronidazole group. Of these, 66 (56.9%) with pepper tree extract and 35 (67.3%) with
metronidazole presented partial improvement, corresponding to a decrease in the number of

diagnostic parameters present but without reaching a cure (Table 2).

With regard to persistence of the main symptoms, 45 women (34.1%) with pepper
tree extract and 34 (26%) with metronidazole still presented genital discharge after the
treatment. Thirty-five patients (26.5%) in the pepper tree extract group and 21 (16%) in the
metronidazole group continued to present complaints of fish odor (Table 2).

The first return visit, which was arranged to take place eight days after the first

examination and at the end of using the vaginal gel, was attended by 269 women. Among
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these, only nine women (five in the pepper tree extract group and four in the metronidazole
group), i.e. 7% of the total, had not used the vaginal gel for the full seven days, thereby not
complying with the prescription instructions. Only three of these women (1%) had sexual
intercourse during the period of medication use, of whom two used condoms during the
intercourse. Adverse effects occurred in 20 women (14.8%) in the pepper tree extract group
and in 21 women (15.7%) in the metronidazole group. Thus, no statistically significant
difference was demonstrated regarding the presence of adverse effects between the groups (p

= 0.84). The most frequent complaint in both groups was colicky abdominal pain (Table 3).

Comparing the effects of the two treatments on the vaginal ecosystem according to
the presence of Lactobacillus in colpocytological tests performed at the time of the second
return visit, it could be seen that there was greater presence of these bacilli in the vaginal
environment of the women who used metronidazole gel: 64 positive tests, corresponding to
54% of the total. On the other hand, among the users of pepper tree extract, only 13

participants had a positive test (11% of the cases) (Table 4).

From analysis of the vaginal ecosystem according to the presence and frequency of
the bacteria found in the cultures from vaginal secretions collected after the end of the
treatment, greater presence of Lactobacillus was observed among the women who used
metronidazole vaginal gel, and greater persistence of Gardnerella and Mobiluncus in the
cultures from the users of pepper tree extract. Both of these differences were statistically

significant, with p < 0.05 (Table 4).
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DISCUSSION

In the present study, it was observed that for treating bacterial vaginosis, pepper tree
extract applied vaginally at the rate of 6 g a night for seven days was less effective than the
same regimen using metronidazole. There was a low frequency of side effects in both groups,
and no statistically significant difference between them in this respect. The most frequent
complaint was the appearance of abdominal pain while using the medications, and this was
mentioned in both treatment groups. Regarding the detection of Lactobacillus in post-
treatment cytological tests, the women who used metronidazole had a higher frequency of
bacilli in their vaginal smears, and this difference was statistically significant. Comparing the
effect of the treatments on the vaginal ecosystem, the women who used metronidazole
showed better results, with less persistence of anaerobic agents and greater recovery of the
microbiota of acidophil Lactobacillus.

The idea for undertaking the present study came from the observation that women
were embarrassed and inconvenienced by the presence of discharges with disagreeable odor,
with possible repercussions on health arising from such discharges (2, 16, 17). Furthermore,
new treatment alternative have been sought, given that the conventional drugs (metronidazole
and clindamycin) have high relapse rates (18, 19). Finally, it was seen in a previous study that
pepper tree extract was effective for curing bacterial vaginosis, since it seemed to preserve
the vaginal environment through greater conservation of Lactobacillus (7).

The vaginal route for administration of metronidazole (which is also available for oral
use) was used in the present study because of the need for comparison with pepper tree
extract gel, which only exists in this presentation. Since 1993, when Hillier et al (17) were the
first to demonstrate the effectiveness of 0.75% metronidazole vaginal gel for treating
bacterial vaginosis, a variety of studies have confirmed through several different treatment

regimens that there is no difference between the two routes regarding their effectiveness.
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However, side effects are less frequent with intravaginal use, particularly in relation to the
gastrointestinal tract (6, 20). Another point that has been observed is that women treated with
intravaginal therapies present greater adherence to treatment than do those treated orally (15,
21).

The observed difference in effectiveness between the two treatments was greater than
expected, taking into account the results of Amorim et al, in 2003 (7), which served as the
starting point for the present study. In their study, a cure rate of 84% was observed among the
patients with bacterial vaginosis, using pepper tree extract gel in comparison with placebo.
One explanation for findings that were so different is likely to be the more elaborate nature of
the methodology of present study, compared with the previous study, in which clinical
criteria alone were used for the diagnosis and for gauging the cure. Another factor that may
be associated with the difference in findings relates to the discovery that the vaginal
microbiota in women with bacterial vaginosis is extremely variable. There are many other
microorganisms involved, in addition to Gardnerella vaginalis, and this point was not
evaluated in the 2003 study, which did not identify the bacteria that made up the vaginal
microbiotas. Although these two studies were conducted in the same hospital, there was a
five-year gap between them and, moreover, IMIP has the characteristic of drawing its
clientele from all regions of the State of Pernambuco and even from neighboring states. This
leads to questions regarding the extent of the diversity of microorganisms present in women’s
vaginal environments. Culturing of anaerobic agents has already demonstrated that the
presence of Bacteroides spp, Peptostreptococcus spp, Fusobacterium spp., Prevotella spp
and Mobiluncus spp has great importance in determining the existence of different subgroups
of vaginal microbiota (22). Over recent years, with the advent of molecular microbiology
techniques, other bacteria have been associated with bacterial vaginosis, such as: Atopobium

vaginae, Megasphera spp, Eggerthella spp and Leptotrichia spp. It has been observed that
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their presence in the vaginal microbiota may cause different responses to the antibiotics used
for treatments (2, 8, 23).

Using only the clinical criteria described by Amsel, patients presenting less than three
diagnostic criteria were considered cured, and the cure rate was only 21.2% among the
women who used pepper tree extract gel. Among the reasons that might explain this
difference in results between the present and previous studies, the use of vaginal gel for a
smaller number of days in the present study can be highlighted: 10 days in the previous study
versus only seven days in the present study (7). It may be speculated that using pepper tree
extract for longer periods might have had a more favorable result (7). The cure rate with
metronidazole (62.1%) was within the limits found in other studies (6, 24).

The cure rates in both groups using only Nugent’s criteria were also low, and even
lower than the rates observed using Amsel’s parameters. Nugent’s criteria are considered by
many authors to be the gold standard for diagnosing bacterial vaginosis, although these
criteria are difficult to interpret and experience is required in doing so. They are also rarely
used for diagnoses in clinical practice (25). Some authors consider that diagnoses of bacterial
vaginosis made solely using Nugent’s criteria are limited because they encompass women
with different vaginal microbiotas in a single positive group (26).

The so-called total cure, in which the criteria for clinical and bacteriological cure were
used together, was reached by 12.4% of the case in the group with pepper tree extract gel and
56.4% in the metronidazole group. The length of follow-up is probably the most important
variable in evaluating the effectiveness of any treatment for bacterial vaginosis (27). Cure
measurements made just after concluding the treatment show higher cure rates (80-90%) than
those made one month or more after the treatment (60-70%) (16, 17). In the present clinical
trial, the cure was gauged 30 to 45 days after the treatment, since the patients came back for

the second examination after their menstrual period subsequent to ending the medication. The
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observed effectiveness of metronidazole (56.4%) was in line with the literature, if the time
elapsed until assessing the cure is taken into consideration.

Another important point is that because the pathogenesis of vaginosis is unknown,
reinfection cannot be precisely differentiated from recurrence. Recurrence rates of 15 to 30%
of the cases, between 30 to 90 days after treatment, have been described. Since the women in
the present study returned within this time limit, recurrence may have occurred in some cases
that were considered uncured (28). Other authors have demonstrated that the presence of
Mobiluncus may cause higher recurrence rates, since some lineages of this microorganism
present resistance to metronidazole (8, 29).

One explanation put forward by some investigators in recent studies relates to
observations of the presence of a dense sticky layer of bacteria on the vaginal epithelium,
called biofilm (24, 30). Biofilm is described as a virulence mechanism that allows bacteria to
adhere to the epithelium and attain greater concentrations than those seen in luminal fluid.
The colonies remain in a state of latency, protected from the action of antimicrobial agents
(24, 31). The biofilm found in women with bacterial vaginosis in a previous study was
temporarily suppressed through using metronidazole, but the bacteria started to multiply
again three weeks after the end of treatment (24).

Some of the women were unable to achieve a complete cure, but some of the
diagnostic parameters disappeared (particularly among the clinical criteria). Thus, these
women were considered to have achieved partial improvement, which clinically often meant
that the patients felt that they were “cured”. However, it is well known that only a very small
percentage of women are able to precisely identify the symptoms of bacterial vaginosis (32).
The same is true in relation to low rates of persistence of the main symptoms of bacterial

vaginosis (27, 32).
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A search through the literature only found one more study in which extracts from
Schinus (Brazilian pepper tree) were used to treat disorders of the vaginal ecosystem, other
than the two already cited that were published in 2002 and 2003. This was a randomized
single-blind clinical trial that compared several formulations prepared from the pepper tree,
for vaginal use among women with a variety of complaints. The results from this trial were
inconclusive because of the small sample selected (33).

Some authors have described growing use of phytotherapy (34), particularly in
developing countries, where 80% of the population use traditional medicine, within which
phytotherapy has its place (35). In a recent randomized clinical trial published by an Iranian
group, Zataria multiflora was used to treat bacterial vaginosis, in a cream for vaginal
application, in comparison with metronidazole. This is a plant similar to thyme, with
antibacterial and antifungal properties that have already been demonstrated (36). The cure
rates were 93% in the group treated with Z. multiflora and 95.5% in the group that used
metronidazole. The post-treatment investigation of the effectiveness of this agent was
performed two to seven days after ending the treatment, and the high cure rates observed
were probably derived from this fact (36).

Alternative treatments for bacterial vaginosis most often use substances that cause
acidification of the vaginal environment. Over recent years, the use of polycarbophil-based
vaginal gel has been described by several authors, with satisfactory results. However, the
response of the vaginal pH to treatment has varied, thus indicating that the microbiota may
not have normalized but, rather, that there was only partial restoration of Lactobacillus (37,
38).

In conclusion, from the present study, it can be deduced that the cure rates for
bacterial vaginosis obtained through using vaginal gel from pepper tree extract were lower

than those obtained through using metronidazole gel. The side effects from using both of
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these medications were infrequent and non-severe. Topical vaginal use of pepper tree extract
was unable to fill the gap that exists with regard to treatments for bacterial vaginosis. It is
therefore necessary to conduct further studies to search for new treatments that are more
effective and provide lower recurrence rates.

Conflict of interests: the Hebron Laboratory partially funded this study through

supplying the medication used.
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TABLE 1. Comparison of the characteristics of patients treated for bacterial vaginosis with
pepper tree extract and metronidazole for topical vaginal use.

Characteristics Pepper tree extract Metronidazole )
n (137) n (140)
Age
Mean += SD 314£5.8 31.4+5.7
Median 33- 27 (25%) 36 (75%) 32-27 (25%) 36 (75%)
Years of
schooling
0-4 26 (19%) 23 (16%) 0.54
5-8 27 (20%) 35 (25%)
>9 84 (61%) 82 (59%)
With 78 (57%) 83 (59%) 0.75
companion
Use of 68 (45%) 84 (55%) 0.76
contraceptive
methods
LT 28 (41.2%) 33 (39.3%)
Pill 23 (33.8%) 27 (32.1%)
IUD 8 (11.8%) 13 (15.5%)
Injectable 9 (13.2%) 9 (10.7%)
Others 0 2 (2.4%)
Current active 118 (86%) 123 (88%) 0.66
sex life
Clinical
complaints
Discharge 102 (74.5%) 104 (74.3%) 0.97
Fish odor 98 (71.5%) 92 (65.7%) 0.29
Dyspareunia 22 (16.1%) 29 (20.7%) 0.31
Heat 19 (13.9%) 27 (19.3%) 0.23
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TABLE 2. Comparison between clinical and bacteriological cures (Amsel and Nugent)
among patients treated for bacterial vaginosis with pepper tree extract and metronidazole for
topical vaginal use.

Cure criteria  Pepper tree extract ~ Metronidazole Relativ 95% CI p
N=137 N=140 erisk
n % n %
AMSEL
Normal 29 21.2 87 62.1 1.00
Abnormal 108 78.8 53 37.9 2.15 1.72-2.70 <0.001
NUGENT
Normal 19 13.9 79 56.4 1.00
Abnormal 118 86.1 61 43.6 1.98 1.62-2.41 <0.001
Total cure
Yes 17 12.4 79 56.4 1.00
No 120 87.6 61 43.6 2.01 1.65-2.45 <0.001
Partial
improvement
&
Yes 66 56.9 35 67.3 1.00
No 50 43.1 17 32.7 1.56 0.85-2.05 0.27
Persistence of
symptoms**
Discharge 45 34.1 34 26.0 1.31 0.90-1.91 0.15
Fish odor 35 26.5 21 16.0 1.65 1.02 —2.68 0.04

* among the 168 patients who concluded the study protocol but did not reach the criteria for
complete cure
** main symptoms persisting after treatment
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TABLE 3. Comparison of the side effects from the treatment for bacterial vaginosis with
pepper tree extract and metronidazole for topical vaginal use.

Side effects Pepper tree extract ~ Metronidazole

n (135) n (134) Relative 95% CI P
risk
n % n %
Total number
of women * 20 14.8 21 15.7 0.95 0.54-1.66 0.84
Heat 5 3.7 2 1.5
Rash 1 0.7 0
Itching 5 3.7 3 2.2
Burning 4 3.0 0
Abdominal 11 8.1 16 11.9
pain

* Some patients may have presented more than one symptom.
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TABLE 4. Effects from treatment for bacterial vaginosis with pepper tree extract and
metronidazole for topical vaginal use, on the vaginal ecosystem.

Parameter Pepper tree Metronidazole Relative 95% CI P
extract risk

n % n %
Colpocytology *  (124) (119)
Lactobacillus 13 11 64 54 0.20 0.11-0.33 <0.001
Culture/Gram **  (133) (128)
Gardnerella 111 84 51 40 2.09 1.67-2.62 <0.001
Mobiluncus 59 44 18 14 3.15 1.97-5.04 <0.001
Lactobacillus 60 45 83 65 0.69 0.55-0.87 <0.001
Gram+ cocci 116 87 71 56 <0.001
Gram- cocci 0 01 0.8 -
Gram+ bacilli 131 98.5 127 99.2 0.58
Gram- bacilli 100 75 52 41 <0.001
Fungi 15 11 12 09 1.20 0.58-2.46 0.61
Gonococci 0 01 0.8
Corynebacterium 124 93 118 92 0.74

* Data on 21 post-treatment colpocytological tests could not be located: nine in the pepper
tree extract group and 12 in the metronidazole group.
** Three post-treatment cultures in the metronidazole group went missing.



FIGURE 1 — Flow diagram showing patient recruitment and procedures.

Referred
(N =462)

85

Excluded because inclusion
criteria not fulfilled (N=185)

A

4

A 4

Randomized

(N =277)

A 4

Allocated to treatment with pepper
tree extract (137)

\ 4

Did not receive the intervention to
which allocated (N = 1)

A 4

Received the intervention to which
allocated (N = 136)

A\ 4

Did nqt return for consultation (N =

A 4

Did not use the medication for the
full 7 days (N=5)

A4

Evaluated (N = 137)

A 4

Allocated to treatment with metronidazole
(140)

A\ 4

Did not receive the intervention to which
allocated (N = 1)

A4

Received the intervention to which
allocated (N = 139)

A\ 4

Did not return for consultation fN =8)

v

Did not use the medication for the full 7
days (N =4)

Evaluated (N=140)




ARTIGO 2

86



87

PERFIL CLINICO, EPIDEMIOLOGICO E MICROBIOLOGICO DE
MULHERES COM VAGINOSE BACTERIANA PARTICIPANTES
DE UM ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO

Clinical, epidemiological and microbiological profile of women with bacterial vaginosis
enrolled in a randomized clinical trial

Sonia Regina Ribeiro de Figueiredo Leite'
Melania Maria Ramos de Amorim?
Waldylene Barbosa Calabria®

Tessalia Natasha de Figueiredo Leite*
Viviane Santos de Oliveira®

José Alfredo Alves Ferreira Janior®
Ricardo Arraes de Alencar Ximenes’

Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira-Recife (PE), Brasil
'Pés-graduanda (Doutorado) em Medicina Tropical pela Universidade Federal de
Pernambuco —UFPE- Recife- PE

2 Professora de Pos-graduagdo em Satde Materno-Infantil Instituto de Medicina Integral Prof.
Fernando Figueira — IMIP —Recife —PE; Pesquisadora do Instituto de Pesquisa Professor
Joaquim Amorim Neto — IPESQ — Campina Grande — (PB) — Brasil.

* Farmacéutica Bioquimica do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira — IMIP
—Recife -PE

* Psicologa Clinica

> Enfermeira-chefe do Ambulatorio da Mulher do Instituto de Medicina Integral Prof.
Fernando Figueira — IMIP —Recife -PE

® Estudante de Medicina da Universidade de Pernambuco — UPE - Bolsista do PIBIC

” Prof. Doutor da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE — Recife — PE

Correspondéncia:

Sonia Regina Ribeiro de Figueiredo Leite
Rua Félix de Brito e Melo, 854, apt.1302
CEP 51020-260 — Recife(PE)- Brasil
Fone: (81)3465-3900

Email: soniarfigueiredo@uol.com.br



88

RESUMO

OBIJETIVO: estudar o perfil clinico, epidemioldgico e microbiolégico de mulheres
portadoras de vaginose bacteriana participantes de um ensaio clinico randomizado,
duplamente mascarado, que comparou aroeira e metronidazol, em uso vaginal, para

tratamento do corrimento genital.

METODOS: Constitui-se em uma séric de casos com 277 mulheres, utilizando
informacodes colhidas antes da intervengao, quando foram empregados, concomitantemente,
os critérios de Amsel e Nugent para o diagnostico de vaginose bacteriana. Além dos
parametros diagnosticos, foram também colhidas cultura do contetido vaginal e uma citologia

de Papanicolaou.

RESULTADOS: Entre as queixas clinicas, as mais frequentes foram o corrimento
genital, observado em 206 participantes (74,4%) e o odor de peixe da secrecdo vaginal, que
ocorreu em 68,6% dos casos (190 pacientes). Dentre os critérios clinicos diagnosticos, a
presenga de clue-cells foi positiva em 275 mulheres (99,3%), o teste de Whiff positivo
apareceu em 266 participantes (96,0%), seguido do pH > 4,5, que ocorreu em 92,8% dos
casos e da presenga de corrimento fluido e acinzentado, citado por 206 participantes (74,4%).
Com relagdo ao Critério de Nugent, a mediana dos escores foi o valor 8,0. As culturas de
conteido vaginal permitiram a identificacdo de Gardnerella vaginalis em 96,8% e de
Mobiluncus em 53,1% dos casos. Apenas uma terga parte dos exames mostrou a presenca de
Lactobacillus (89 mulheres — 32,1%). Houve crescimento de fungos em culturas de 14
participantes (5,1%). Na maior parte dos casos, os resultados das culturas demonstraram a
presenca de Corynebacterium (94,2%), Cocos Gram positivos (98,2%), além de Bacilos

Gram positivos (99,3%) e negativos (91,0%). As colpocitologias oncdticas mostraram
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presenga muito escassa de lactobacilos, que estiveram presentes em apenas 8 citologias
(2,9%) do total de 273 exames realizados.

CONCLUSOES: Houve predominincia dos sintomas classicos de corrimento genital
e odor fétido de peixe entre as portadoras de vaginose bacteriana. A presenca de clue cells e o
odor caracteristico de peixe exalado nos testes de Whiff foram os critérios clinicos mais
observados no diagnostico. Houve predominancia do Escore de Nugent 8, no diagndstico
bacteriologico. A presenga de lactobacilos foi extremamente baixa nas colpocitologias. E,
finalmente, as bactérias mais identificadas nas culturas e esfregaco de Gram foram
Corynebacterium, Gardnerella vaginalis e Mobiluncus.  Os autores afirmam que
permanecem necessarios novos estudos para melhor elucidar as inter-relagcdes entre os
achados microbiologicos e a expressao clinica da vaginose bacteriana.
Palavras-chave: Vaginose bacteriana, Gardnerella vaginalis, Mobiluncus, Lactobacillus e
microbiota vaginal.

Registro do Ensaio Clinico: ISRCTN18987156
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ABSTRACT

PURPOSE: to study the clinical, epidemiological and microbiological profiles of
women with bacterial vaginosis that participated in a randomized, double-blinded clinical
trial in order to compare aroeira (Shinus terebinthifolius Raddi) and metronidazole, in vaginal
application, as treatment for bacterial vaginosis discharge.

METHODS: the study is a case series of 277 women, whose information were
obtained before the intervention, in which the Amsel and Nugent criteria were both used for
the diagnosis of bacterial vaginosis. Culture swabs and Pap smears were also collected.

RESULTS: the most frequent clinical complaints were the vaginal discharge, which
was observed in 206 participants (74.4%), and fishy malodor, in 68.6% (190 participants).
According to the clinical criteria, clue-cells were positive in 275 women (99.3%), a positive
“whiff” test was present in 266 participants (96.0%), followed by vaginal pH greater than 4.5
in 92.8% and a thin, homogeneous, white-gray discharge in 206 (74.4%) of cases. In the
Nugent criteria, the median score was 8.0. Vaginal cultures identified Gardnerella vaginalis
in 96.8% and Mobiluncus in 53.1% of the cases. The presence of Lactobacillus was
demonstrated in only one third of the patients (89 women — 32.1%). Fungal cultures were
positive in 14 participants (5.1%). The majority of the vaginal cultures showed
Corynebacterium (94.2%), Gram-positive cocci (98.2%), Gram-positive rods (99.3%) and
Gram-negative rods (91.0%). The Pap smears identified lactobacilli in only 8 smears (2.9%).

CONCLUSIONS: the most frequent symptoms observed were vaginal discharge and
fishy malodor. The clue-cells and the fishy smell, presented in the Whiff tests, were the most
observed criteria at the time of diagnosis. The value 8 was the most frequent in Nugent
scoring system. Lactobacilli were barely founded in Pap smears. Finally, the most frequently

identified bacteria in cultures and Gram stains were: Corynebacterium, Gardnerella



91

vaginalis and Mobiluncus. The authors suggest that further studies are needed to elucidate the
interactions between microbiological finds and the clinical expression of the bacterial
vaginosis.

Keywords: Bacterial vaginosis, Gardnerella vaginalis, Mobiluncus, Lactobacillus and
vaginal microflora.

Clinical Trial Register: ISRCTN18987156
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Perfil Clinico, Epidemioldgico e Microbiologico de Mulheres com Vaginose Bacteriana
Participantes de um Ensaio Cinico Randomizado.

Clinical, epidemiological and microbiological profile of women with bacterial vaginosis
enrolled in a randomised clinical trial.

INTRODUCAO

A Vaginose Bacteriana (VB) ¢ um distirbio do ecossistema vaginal de etiologia
polimicrobiana, onde ha predominio de microorganismos anaerébios. E a mais frequente
causa de corrimento genital, responsavel por 40 a 50% dos casos, sendo que cerca de

metade das mulheres portadoras sdo assintométicas .

As bactérias que habitam a vagina sdo uma importante barreira de defesa do organismo’,

representando um complexo sistema microbioldgico, com cerca de 10° unidades

formadoras de colonias bacterianas por grama de secrecdo e duzias de diferentes
espécies. Os lactobacilos produtores de perdxido de hidrogénio (H202) mostram, in

vitro, capacidade de inibir varias bactérias, incluindo-se entre elas a Gardnerella
vaginalis, os anaerobios, a Neisseria gonorrhoeae, entre outras'. A proliferacio de
bactérias como Gardnerella vaginalis e Mobiluncus sp, pouco frequentes na flora vaginal
normal, determinam reducdo acentuada dos Lactobacillus ou Bacilos de Doderlein ¢
elevacdo do pH vaginal acima de 4,5, propiciando o surgimento dos sintomas de VB **.
A VB esta associada a um risco aumentado de infec¢do pelo virus HIV®. Mulheres de
paises com elevada freqiiéncia de HIV-AIDS, como Uganda, apresentam prevaléncia de

VB superior a 50% '°.
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O decréscimo do numero de lactobacilos, particularmente os produtores de H20:2

(principalmente L. crispatus e L. jensenii), parece ser o maior fator para o aparecimento
de complicagdes associadas com a VB ' '*. Como complica¢des da doenca, devido a
ascensdo de bactérias anaerobias ao trato genital superior, podem ocorrer endometrites,
doenga inflamatoria pélvica aguda (DIPA) e infec¢des pos-cirargicas, como a celulite de
cupula vaginal pos-histerectomia *'*'*. Durante a gravidez determinam abortamentos
infectados, corioamnionites, amniorrexe prematura, parto pré-termo, endometrites e

. ~ ’ A 14,1
infecgdes de parede pos-cesarea > '+ 1.

Estudos mostram que um dos maiores fatores de risco para VB ¢ o uso de DIU. Outros
fatores predisponentes seriam novos ou multiplos parceiros sexuais, o uso de duchas
vaginais, sexo oral, sexo durante as menstruagdes, entre outros’. O uso de métodos de

. . . . . 2
barreira e anticoncepcionais orais parece proteger contra a VB”.

Significante progresso tem sido alcancado no entendimento dos aspectos imunologicos da
Vaginose Bacteriana. Cauci e colaboradores, em 1993, identificaram uma IgA especifica
para Gardnerella vaginalis. Platz-Christensen identificaram altos niveis de citocina pro-
inflamatoéria IL-la na secre¢do vaginal de mulheres portadoras de VB. Estudos
subseqiientes demonstraram também niveis de 10 a 20 vezes maiores de IL-1B nestas
mulheres. A citocina IL-8, um potente quimiostatico e o fator ativador dos leucécitos
polimorfonucleares (LPN), em geral, ndo estdo aumentados na VB e podem explicar a

auséncia dos LPN nesta patologia’.

Alguns autores t€ém demonstrado que a VB ndo ¢ a mesma doenca em todas as mulheres e
que entre as pacientes diagnosticadas como portadoras de VB hd uma grande variedade

de diferentes microfloras '°.



94

No presente estudo, que faz parte de um ensaio clinico duplo cego randomizado
comparando dois diferentes tratamentos para VB, foi estudada a microbiota encontrada
em culturas de conteudo vaginal, em mulheres portadoras deste corrimento vaginal e

também foi pesquisada a presenca de lactobacilos nas citologias oncoticas realizadas.
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METODOS

O presente estudo correspondeu a uma série de casos e foi realizado no Ambulatorio
da Mulher do Centro de Atencao a Mulher do Instituto Materno Infantil Professor Fernando
Figueira (CAM-IMIP) — Recife, PE, como parte de um ensaio clinico randomizado,
duplamente mascarado, que comparou dois esquemas topicos de tratamento para Vaginose
Bacteriana prescritos as mulheres atendidas em consulta ginecologica por médico participante

do projeto, em ambulatorio especialmente criado para este fim.

Ao todo, 462 mulheres foram recrutadas para a pesquisa, porém 185 ndo preencheram
os critérios de inclusdo ou exclusdo. As restantes 277 mulheres, que efetivamente
participaram tinham idade entre 18 e 40 anos e eram portadoras de vaginose bacteriana
diagnosticada, concomitantemente, pelos critérios de Amsel e Nugent. Nao foram incluidas
no estudo mulheres gravidas ou com suspeita de gravidez, aquelas com historia de uso de
qualquer medicagao (topica ou sistémica), principalmente antimicrobianos, nos ultimos trinta
dias, as que apresentassem candidiase ou tricomoniase, aquelas com integridade himenal e as

que relataram historia sugestiva de doenga inflamatoria pélvica aguda.

Os critérios descritos por Amsel e colaboradores fazem o diagnéstico de VB, observando-
se as caracteristicas do corrimento genital de aspecto bolhoso, branco ou acinzentado, o pH
vaginal maior que 4,5, a positividade do teste das aminas (whiff test), com odor de peixe
exalando apos adi¢do de duas gotas de hidroxido de potassio a 10% ao contetido vaginal
depositado em uma lamina e a presenga de células-guia (clue cells) ao exame a fresco ou em
esfregaco corado pelo Gram do corrimento genital. A presenca de trés destes critérios firma o

diagnéstico clinico de vaginose bacteriana '’
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O critério desenvolvido por Nugent e colaboradores, em 1991, consiste na coloragio pelo
Gram de esfregago do conteudo vaginal, com contagem dos morfotipos de Lactobacilos,
Gardnerellas/Bacteroides e Mobiluncus existentes. Os tipos morfologicos sdo quantificados
de 1+ a 4+ de acordo com o numero deles por campo e somados. Considera-se Vaginose
Bacteriana com escore 7 ou acima de 7. Um escore de 4 a 6 ¢ considerado intermediario e
um escore de 0 a 3 ¢ considerado normal '*. E o método mais utilizado e avaliado em

pesquisas para o diagndstico da VB, sendo considerado padrio-ouro .

Na consulta inicial, além dos exames referentes aos critérios diagnosticos citados
anteriormente, foram também colhidos trés swabs da secre¢ao vaginal para cultura e lamina
com esfregaco duplo do colo uterino para citologia de Papanicolaou. O material foi semeado
nos meios de Thayer Martin (gonococo), Sabouraud (fungos), Diamond (trichomonas) e
Agar-sangue (anaerdbios). Foram realizadas ainda as dosagens de uréia, sacarose, maltose,
glicose e lactose na secre¢ao. Culturas em meios especificos para Gardnerella e Mycoplasma
ndo foram procedidas. Nos esfregacos colpocitologicos foram identificadas as presencas de
Gardnerella e Mobiluncus ou clue-cells e observada a auséncia ou escassez de bacilos de

Doderlein.

Apo6s devidamente orientadas e esclarecidas sobre o projeto, as participantes
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e tiveram seus dados
sociodemograficos e reprodutivos coletados em questiondrio estruturado, aplicado por

profissional treinado.

O presente estudo obedeceu aos postulados da Declaracio de Helsinque e as
recomendagdes da resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude. O projeto inicial foi

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IMIP.



97

RESULTADOS

Com relagao a idade das 277 participantes do estudo, verificou-se que quase metade
delas tinha de 25 a 34 anos (49,5%), seguida daquelas com 35 anos ou mais, que totalizaram
99 mulheres (35,7%). As mais jovens (18-24 anos) corresponderam a 14,8% do total. A
média das idades foi de 31,4 anos com DP de 5,8. Chamou aten¢ao a alta escolaridade das
mulheres, tendo 59,9% delas, mais de nove anos de estudo, o que equivale ao ensino médio e
ensino superior. As pacientes que nunca frequentaram a escola ou estudaram até quatro anos
foram 49, numero que representou 17,7% do total. Mais de metade das participantes da
pesquisa (161 pacientes - 58,1%) tinha parceiro fixo no periodo da entrevista. Com relagdo ao
uso de anticoncepcdo, 54,9% do total de mulheres utilizavam algum método para evitar
gestagdes, sendo os mais prevalentes a laqueadura tubdria, realizada anteriormente em 61
mulheres (40,2%) e a pilula, mencionada por 50 participantes, o que correspondeu a 32,9%
das usudrias. O DIU estava inserido em somente 21 pacientes, correspondendo a pouco mais
de 13% do total. Apenas uma paciente relatou utilizar preservativo masculino como método
anticoncepcional, sendo incluida nos dois casos designados como outros (Tabela 1).

A Tabela 2 apresenta as queixas clinicas referidas pelas mulheres durante a entrevista
inicial, sendo mais frequentes o corrimento genital, observado por 206 participantes (74,4%)
e o odor de peixe da secre¢do vaginal, identificado por 190 pacientes, o que ocorreu em
68,6% dos casos. Outro sintoma bastante relatado foi o prurido genital, acusado por 112
mulheres (40,4%). Tanto a dispareunia de introdu¢@o, como a dispareunia profunda e o ardor
foram queixas menos frequentes. Algumas mulheres queixaram-se de mais de um destes
sintomas ao mesmo tempo (Tabela 2).

Segundo protocolo da pesquisa, o diagnostico de Vaginose Bacteriana foi firmado

utilizando-se os critérios de Amsel e Nugent concomitantemente. A Tabela 3 demonstra o
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nimero de pacientes que apresentaram positividade para cada critério de Amsel em separado.
A presenga de clue-cells foi positiva na quase totalidade das mulheres (275 — 99,3%), seguida
pela positividade ao teste de Whiff, que foi observada em 266 participantes (96,0%), ficando
em terceiro lugar a aferi¢cdo do pH > 4,5, que ocorreu em 92,8% dos casos. O critério menos
frequente foi a presenca de corrimento fluido e acinzentado, citado por 206 (74,4%) das
participantes. Com relagao aos Critérios de Nugent, a Tabela 3 mostra o nimero de mulheres
classificadas em cada escore considerado diagnoéstico (7-10). A mediana foi o valor 8,0.

As colpocitologias oncdticas colhidas nas mulheres portadoras de vaginose bacteriana
mostraram presenga muito escassa de lactobacilos, que estiveram presentes em apenas 8
citologias (2,9%) do total de 273 exames realizados (Tabela 4).

As culturas de contetdo vaginal e os esfregacos corados pelo Gram permitiram a
identificagdo de Gardnerella vaginalis em 96,8% e de Mobiluncus em 53,1% dos casos.
Apenas uma terga parte dos exames mostrou a presenga de Lactobacillus (89 mulheres —
32,1%). Houve crescimento de fungos em culturas de 14 participantes (5,1%). Na maior parte
dos casos, os resultados das culturas de conteido vaginal demonstraram a presenca de
Corynebacterium (94,2%), componente normal do ecossistema vaginal, Cocos Gram
positivos (98,2%) e Bacilos tanto Gram positivos (99,3%), quanto negativos (91,0%)

(Tabela 4).
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DISCUSSAO

O presente estudo apresenta o perfil clinico, epidemiologico e bacterioldgico no
momento da primeira consulta, observado em mulheres portadoras de vaginose bacteriana,
participantes de um ensaio clinico randomizado, duplo-cego, realizado no Centro de Aten¢ao
a Mulher do Instituto Materno Infantil Professor Fernando Figueira (IMIP) — Recife, PE,
onde foram utilizados, concomitantemente, os critérios de Amsel e Nugent para o diagnostico
etiologico do corrimento genital, sendo apresentados os parametros diagnosticos que com
maior frequéncia mostraram-se positivos nos dois critérios. Foram também estudadas as
bactérias pertencentes a microbiota vaginal das participantes, que foram isoladas de culturas
de secrecdo e colpocitologias oncdticas realizadas previamente ao inicio do tratamento.

A faixa etaria onde foi observada a maior distribui¢do percentual de vaginose
bacteriana (VB) no presente estudo foi de 25 a 34 anos. Na literatura pesquisada, a idade
constitui-se em fator de risco para o desenvolvimento da doenga, sendo referida maior
incidéncia entre a terceira e a quinta décadas de vida'®. Tanaka et al, em 2007 encontraram
resultados conflitantes, com predominio de VB na faixa etaria entre 15 e 19 anos (41,1%),
seguida da faixa dos 10 aos 14 anos (33,3%). Como a idade minima para ingressar na
presente pesquisa foi de 18 anos, ndo houve a participacdo de adolescentes, ndo sendo
possivel a comparagdo entre os resultados obtidos.

O grau de escolaridade das mulheres participantes no atual estudo foi considerado
bom, tendo quase 60% delas estudado durante um minimo de nove anos (ensino médio ou
superior). A metodologia utilizada nao nos permite verificar associacao entre escolaridade e
vaginose bacteriana, mas em recente trabalho, os anos de estudo nao foram considerados
como fator de risco para VB *'. Um fator referido como associado ao aumento do risco de

aquisicdo de VB ¢ o fato de a mulher ser solteira, possivelmente devido a uma maior
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possibilidade de troca de parceiros. Na presente amostra, 58,1% das mulheres eram casadas
ou tinham companheiro fixo. Nao dispomos de um grupo de comparagdo que nos permita
avaliar se essa freqiiéncia ¢ diferente daquela de mulheres sem vaginose bacteriana.

Quanto ao uso de métodos contraceptivos, os mais utilizados foram a laqueadura
tubdria e a pilula, achados compativeis com a literatura consultada, que mostra serem os dois
métodos, as op¢des contraceptivas preferenciais das mulheres pernambucanas e nordestinas,
estando cerca de metade das mulheres ja esterilizadas (51%) e 24% serem usuarias de
métodos hormonais, principalmente a pilula **. A Pesquisa Nacional de Demografia e Satde
da Crianga e da Mulher, publicada em 2006, mostrou que 29% das mulheres no Brasil,
atualmente vivendo em unido conjugal, sdo esterilizadas, 21% tomam pilulas e pouco mais de

.0 uso de anticoncepcionais hormonais esta

10% utilizam o preservativo masculino
associado com menor probabilidade de adquirir VB, assim como o uso consistente de
camisinhas *'. O DIU, tradicionalmente associado a VB, esteve presente, na amostra em
estudo, em 21 mulheres (13,8%) °.

Com relacdo as queixas clinicas apresentadas pelas pacientes no momento do
diagnostico de VB, foram prevalentes as queixas classicas de corrimento genital branco ou
acinzentado e odor de peixe do conteudo vaginal. Estudos recentes mostram que apenas uma
minoria das portadoras de VB refere queixas de corrimento (42%) e odor fétido (25%) **. O
relato de corrimento genital, entre as portadoras ou nao de VB, nao mostrou diferenca
estatisticamente significante em pesquisa anterior >*. A diferenca entre as queixas referidas no
estudo atual e nos que o antecederam se devem, provavelmente, ao fato de as pacientes terem
sido indagadas quanto ao sintoma, o que deve ter determinado a frequencia aumentada de
resposta afirmativa. As queixas de ardor e prurido vaginais referidas pelas mulheres foram

consideradas inesperadas, em virtude destes sintomas, em geral, ndo estarem presentes na

VB, sendo frequentes nos casos de candidiase, que ndo pode ser identificada nos esfregacos
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vaginais destas pacientes realizados naquele momento. Da mesma forma, Schwiertz et al
descreveram terem encontrado alta incidéncia de queixas vaginais referidas (prurido,
queimacao, corrimento, odor e vermelhiddo), que ndo puderam ser associadas com a presenca
de nenhum organismo especifico °. Também ndo se conseguiu relacionar as queixas de
dispareunia, tanto a superficial, como a profunda, com o quadro de VB.

A pesquisa dos diferentes critérios diagndsticos de Amsel mostrou que o critério mais
vezes positivo foi a presenca de clue-cells, demonstrada na quase totalidade dos casos
(99,3%), seguida do teste de Whiff, positivo em 96% das mulheres portadoras de VB.
Trabalho publicado por O’Brien mostra que o critério mais sensivel para o diagnostico de VB
¢ o pH vaginal (89%) e o que apresenta maior especificidade ¢ o odor de peixe (93%). O
corrimento branco ou acinzentado ¢, dentre os critérios diagnosticos de Amsel, o que
apresenta menor especificidade (54%) **°.

O critério de Nugent tem apresentado especificidade de 83% e sensibilidade de 89%
quando comparado com os sinais clinicos *, embora seja pouco utilizado na pratica clinica,
porque requer um tempo maior para sua realizagdo e um profissional treinado na leitura das
laminas *’. O escore avalia o numero de Lactobacillus (bacilos gram positivos, grandes)
somado ao numero de Gardnerella (organismos cocobacilares gram negativos) e também ao
de Mobiluncus (bacilos curvos, finos, gram variaveis). O escore mais encontrado, no presente
estudo, foi 8, o que correspondeu também a mediana. Estudos tém demonstrado diferentes
morfotipos bacterianos entre as mulheres com escores de Nugent entre 7 e 10, reforcando a
hipétese de que diferentes perfis de VB estdo associadas com diferentes varidveis
demograficas e sinais clinicos. Mobiluncus sdo associados com maior presenga de clue-cells e
maior frequéncia de liberagdo de aminas, apds contato com hidroxido de potassio '°.

Na avaliagdo da microbiota vaginal, em apenas oito mulheres foram observados

lactobacilos nos esfregacos colpocitologicos, o que correspondeu a 2,9% do total. A
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colpocitologia oncotica ndo ¢ adequada para o diagndstico de VB porque a identificagdo da

presenga dos microorganismos ndo firma o diagndstico, por estarem presentes também em
. . L, 8 , -~ o~ . .

pacientes assintomadticas - e também ndo ¢ um exame de escolha para avaliagdo da microbiota

. , . . L, . - . 28
vaginal, provavelmente porque ¢ colhido material da cérvix e ndo da vagina *".

A microbiota vaginal normal apresenta um total de 10® a 10° de colonias bacterianas

por mililitro de secre¢@o vaginal, sendo que a concentracdo de espécies aerdbias e anaerobias
varia em diferentes momentos do ciclo menstrual. Qualitativamente, o nimero de diferentes
espécies bacterianas varia de 17 a 29, enquanto quantitativamente, os anaerobios sdo cerca de
cinco vezes mais frequentes que os microorganismos aerdbios .

Na pesquisa em questdo, em culturas de secre¢do vaginal realizadas na primeira
consulta, antes de instituido o tratamento, observou-se predominio de Gardnerella,
identificada em 96,8% dos casos, seguido dos Mobiluncus, presentes em 53% das mulheres.
A Gardnerella vaginalis ¢ os anaerobios podem ser isolados de mulheres com ecossistema
vaginal normal, porém na vigéncia de VB, suas concentragdes aumentam inlimeras vezes,
associadas a declinio acentuado dos lactobacilos *°. Os Lactobacillus, como esperado, so
estiveram presentes em 32% das amostras, enquanto os fungos cresceram em 5% dos casos
estudados. A Candida, normalmente presente na secre¢do vaginal, em algumas condi¢des
adversas, como a diminuicao dos lactobacilos e alteracdo do pH vaginal, podem proliferar e
provocar uma vulvovaginite »°.

A proliferacdo de cocos estd mais relacionada a invasdo de bactérias provenientes do
meio externo por habitos higiénicos inadequados do que propriamente a alteragdes do pH
vaginal .

Como conclusdes, poder-se-ia destacar a predominancia dos sintomas classicos de

corrimento genital e odor fétido de peixe entre as portadoras de vaginose bacteriana, sendo os
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demais sintomas menos prevalentes. A presenca de clue cells nos esfregagcos vaginais das
mulheres e o odor caracteristico de peixe exalado nos testes de Whiff foram os critérios
clinicos mais observados no diagnostico de VB. Houve predominancia do escore 8 no critério
bacteriologico, embora este numero provavelmente represente diferentes microbiotas
vaginais, com diferentes populacdes bacterianas. As colpocitologias ndo se prestam para
diagnostico de VB, porém a presenga de Lactobacilos foi extremamente baixa nos exames
realizados, podendo levar a suspeita diagnostica. E, finalmente, que as bactérias mais
identificadas nas culturas ¢ no Gram foram Corynebacterium, Gardnerella vaginalis e
Mobiluncus. Permanecem necessarios novos estudos que melhor elucidem as inter-relagdes

entre os achados microbioldgicos e a expressao clinica da doenca.
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TABELA 1. CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS E REPRODUTIVAS DE PACIENTES COM VAGINOSE
BACTERIANA

Caracteristicas n %

Idade (anos)

18-24 41 14,8
25-34 137 49,5
235 99 35,7

Média + DP 31,4+58

Anos de Estudo

0-4 49 17,7
5-8 62 22,4
>9 166 59,9
Com companheiro 161 58,1
Uso Anticoncepcional 152 54,9
Laqueadura 61 40,2
Pilula 50 32,9
DIU 21 13,8
Injetavel 18 11,8

Qutros 2 1,3




TABELA 2. QUEIXAS CLINICAS EM PACIENTES COM VAGINOSE BACTERIANA
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Queixa clinica * n %

Corrimento 206 74,4
Odor de peixe 190 68,6
Dispareunia de introdugao 51 18,4
Dispareunia profunda 72 26,0
Ardor 46 16,6
Prurido 112 40,4

* Uma mesma paciente pode ter apresentado mais de um sintoma.



TABELA 3. CRITERIOS DIAGNOSTICOS (AMSEL E NUGENT) EM PACIENTES COM VAGINOSE BACTERIANA
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Critérios n %
AMSEL

Corrimento 206 74,4
Teste de Whiff 266 96,0
pH>4,5 257 92,8
Presenca de clue-cells 275 99,3
NUGENT

7 69 24,9
8 100 36,1
9 66 23,8
10 42 15,2
Mediana 8,0
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TABELA 4. MICROBIOTA VAGINAL EM PACIENTES COM VAGINOSE BACTERIANA

PARAMETRO

n %
Colpocitologia® (273)
Lactobacillus 8 2,9
Cultura + Gram (277)
Gardnerella 268 96,8
Mobiluncus 147 53,1
Lactobacillus 89 32,1
Fungos 14 5,1
Cocos Gram+ 272 98,2
Cocos Gram- 0
Bacilos Gram+ 275 99,3
Bacilos Gram- 252 91,0
Corynebacterium 261 94,2

*N&o foram localizadas quatro citologias
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5. CONCLUSOES

1-

Os indices de cura de Vaginose Bacteriana, com a utilizagdo do gel vaginal de

Aroeira, foram mais baixos que os obtidos com Metronidazol gel.

Os efeitos colaterais observados, apos o uso das medicagdes foram pouco freqiientes,

sem maior gravidade e semelhantes, em ambos 0os grupos.

A Aroeira, em uso topico vaginal, ndo mostrou melhor recuperacdo da microbiota,
sendo necessarias novas pesquisas de tratamentos mais eficazes e que proporcionem

menores indices de recorréncia.

A descri¢ado da microbiota das mulheres com Vaginose Bacteriana ndo mostrou
diferencgas em relagdo aos padroes ja estabelecidos e as inter-relagdes entre os achados

microbiologicos e a expressao clinica da doenga precisam ser melhor esclarecidos.
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APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(De acordo com os critérios da resolu¢dao 196/96 do Conselho Nacional de Pesquisa)

EU, , PACIENTE

MATRICULADA NO INSTITUTO MATERNO INFANTIL PROF. FERNANDO

RO

, ABAIXO-ASSINADA, CONCORDO EM

PARTICIPAR, VOLUNTARIAMENTE, DO ESTUDO “ENSAIO CLINICO

RANDOMIZADO COMPARANDO A EFICACIA ENTRE METRONIDAZOL E

AROEIRA EM USO TOPICO VAGINAL NO TRATAMENTO DA VAGINOSE
BACTERIANA”.

Fui devidamente informada, pela Dra. Sonia Figueiredo e sua equipe, que serd feito um

sorteio entre dois tratamentos, para ver qual serd administrado no meu caso.

Serdo comparados os tratamentos feitos com gel vaginal de Metronidazol, que ¢ o mais
comumente utilizado para tratar a Vaginose Bacteriana, e outro, com o gel vaginal de Aroeira
(Shinus terebinthifolius Raddi), também comprovadamente eficaz para o tratamento. Ambos
serdo utilizados durante 07 dias, em aplicagdes vaginais a noite, ao deitar.

Ao concordar em participar, estou perfeitamente consciente que:

1. Aceitei fazer parte da pesquisa sem receber qualquer tipo de pressdao dos médicos que

conduzem o projeto.

2. Continuarei sendo atendida neste servigo e recebendo toda a atencdo, independente de
minha participacdo na pesquisa ou nao.

3. Os exames, que serdo realizados, sdo os mesmos utilizados em varios servigos, no
Brasil e no exterior, em casos semelhantes ao que apresento.

4. Fui informada que, se forem observadas complicagdes e/ou efeitos adversos durante a
pesquisa, o estudo sera suspenso e terei a garantia de receber o tratamento mais
indicado para cada caso, pela equipe da pesquisa.

5. Sei também que, se um tratamento durante a pesquisa, for muito melhor que o outro, o

estudo sera interrompido, e o melhor tratamento serd dado para todas as mulheres.

6. Poderei desistir de participar do estudo a qualquer momento, caso ndo me sinta

satisfeita, sem que isso venha a prejudicar meu atendimento no referido servigo.



7. Meus dados pessoais serdo mantidos em absoluto sigilo pela equipe da pesquisa.

8. Em caso de duvidas ou surgimento de um sintoma inesperado poderei, a qualquer
momento, entrar em contato ou com a pesquisadora principal, Dra. Sonia Figueiredo,
através dos telefones (81) 91115811 e (81) 34653900 ou com a Emergéncia da
Ginecologia do IMIP, pelos nimeros (81) 21224180 e (81) 2122 4707.

Recife, / /

Assinatura da paciente

Assinatura do profissional responsavel pelo atendimento

Assinatura do pesquisador

Assinatura do orientador



APENDICE II

Ensaio Clinico Randomizado Comparando a Eficacia entre Metronidazol e Aroeira em
Uso Tépico Vaginal no Tratamento da Vaginose Bacteriana

FORMULARIO DA PESQUISA

DADOS GERAIS

1. Nimero do Formulario (Preenchido pelo

Coordenador) 2. Auxiliar de Pesquisa

3. Data da Entrevista 4. Ntimero do Prontuario
/ /

IDENTIFICACAO

5. Nome da Paciente

6. Nome da Miae

7. Qual a sua idade? 8. Qual a data de seu nascimento?
Anos

/ /

(incluir mulheres entre 18 e 40 anos)

DADOS DO DOMICILIO

9. Rua 10. Ntimero 11.Apto

12. Ponto de Referéncia (maximo de detalhes possiveis para localizag@o posterior, se necessario)

13. Bairro 14. CEP (se souber)




15. Telefone

Ramal

CRITERIOS PARA EXCLUSAO

16. Vocé ¢ virgem?
1. Sim

2. Nio

3. Néo sabe informar

17. Existe alguma possibilidade de vocé estar gravida?
1. Sim

2. Nao

3. Nao sabe informar

18. Vocé tomou, nos ultimos 30 dias, algum antibidtico?
1. Sim

2. Nao

3. Néo sabe informar

19. Nos ultimos 30 dias, vocé tomou algum remédio ou colocou na vagina?
1. Sim

2. Nao

3. Nao sabe informar

Se nos itens 16,17,18 ou 19 a resposta for SIM, a paciente ndo podera participar do estudo.
Se ndo houver nenhuma resposta SIM, continuar o questionario.

DADOS PESSOAIS

20. Vocé sabe ler e escrever?
1. Sim
2. Nio

21. Qual foi o ultimo ano que vocé estudou na escola, sendo aprovada?

22. Qual o seu estado civil?
1. Solteira

2. Casada/vive junto

3. Viuva

4. Separada/divorciada

HISTORIA CLINICO-GINECOLOGICA

23. Qual a data da sua tltima menstruagdo? 24. Vocé tem menstruagdes regulares?
(menstrua mais ou menos apenas uma vez por meés)

/ / 1. Sim
2. Nio
25. Vocé usa DIU? 26. Vocé usa outro anticoncepcional?

1. Sim 1. Sim
2. Nao 2. Nao




27. Qual? 28. Atualmente, vocé tem relagdes sexuais?
1. Sim
2. Nao
29.Vocé toma algum remédio regularmente? 30. Qual?
1. Sim
2. Nao

31. Quais dentre os sintomas abaixo vocé sente?
1 Corrimento fino branco ou acinzentado
Ardor

Coceira
Dor a penetragdo na relag@o sexual
Dor profunda na relagdo sexual

(o) RNV, N RS I (O]

Odor desagradavel de peixe que piora com a menstruagio/relagio

DADOS DIAGNOSTICOS

32. Colpocitologia oncotica pré-tratamento
1. Citologia insatisfatoria para avaliagdo

2. Citologia satisfatoria para avaliagdo

3. Lesdo de baixo-grau (HPV e NIC I)

4. Lesdo de alto-grau (NIC II e NIC III)

33. Bactérias identificadas na Citologia Oncoética pré-

tratamento:

34. Bactérias isoladas na Cultura de Secrecdo Vaginal pré-tratamento

35. Presenca de Lactobacilos na Citologia
pré-tratamento

1. Sim
2. Nio

36. Resultado pH vaginal pré-tratamento

37. Teste das Aminas pré-tratamento

1. Positivo
2. Negativo

38. Presenca de Células-Guia pré-tratamento

1. Sim
2. Nio




39. Escore de Nugent pré-tratamento

PRIMEIRO CONTROLE POS-TRATAMENTO

40. Data do retorno da paciente

41. Vocé usou o creme vaginal nos sete dias?

1. Sim
2. Nao

42. Se nio, por qué?

43. Vocé teve alguma complicagdo enquanto usou o creme
vaginal?

1. Sim
2. Nio

44. Se houve complicagdo, qual (is) foi (ram)?
1. Ardor

2. Queimagdo
3. Assadura

4. Inchagdo

5. Vermelhidao
6. Ferida

7. Coceira

8. Sangramento

45. Teve relagdes sexuais enquanto estava usando o creme
vaginal?

1. Sim
2. Nio

46. Usou camisinha na relagdo sexual que teve enquanto estava
usando o creme vaginal?

1. Sim
2. Nao

SEGUNDO CONTROLE POS-TRATAMENTO

47. Data do retorno da paciente

48. Data da Gltima menstruagédo

49. Teve relagdes sexuais desde quando acabou de usar o
creme vaginal até hoje?

1. Sim
2. Nio

50. Usou camisinha em todas as relagdes sexuais que
teve desde quando acabou de usar o creme vaginal até
hoje?

1. Sim
2. Nao




51. Quais dentre os sintomas abaixo vocé esta sentindo?

1 Corrimento fino branco ou acinzentado

Ardor

Coceira

Dor a penetragdo na relagdo sexual
Dor profunda na relagdo sexual
Nenhum sintoma

~N N bW

Odor desagradavel de peixe que piora com a menstruagao/relacao

52. Colpocitologia oncotica pos-tratamento

1. Citologia insatisfatoria para avaliagdo
2. Citologia satisfatoria para avaliagdo
3. Lesdo de baixo-grau (HPV e NIC )
4. Lesdo de alto-grau (NIC II e NIC III)

53. Bactérias identificadas na Citologia Oncotica pos-

tratamento:

54. Bactérias isoladas na Cultura de Secrecdao Vaginal, pds-tratamento.

55. Presenca de Lactobacilos na Citologia pos-
tratamento
1. Sim
2. Nao

56. Resultado pH vaginal pds-tratamento

57. Teste das Aminas pds-tratamento

1. Positivo
2. Negativo

58. Presencga de Células-Guia pos-tratamento

59. Escore de Nugent pds-tratamento

RESULTADO POS -TRATAMENTO

60. Resultado Final

1. Curada
2. Nédo Curada

61. Falha Terapéutica

1. Melhora parcial
2. Quadro inalterado
3. Piora clinica ou laboratorial




APENDICE III

ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO COMPARANDO A EFICACIA ENTRE
METRONIDAZOL E AROEIRA EM USO TOPICO VAGINAL NO TRATAMENTO
DA VAGINOSE BACTERIANA

FICHA DE ACOMPANHAMENTO INDIVIDUAL

IDENTIFICACAO

1. Numero do Formulario 2. Numero do Prontuario

3. Nome da Paciente

4. Nome da Mae

5. Idade 6.Data da Inclusdo
Anos
/ /
7. Telefone
Ramal

ACOMPANHAMENTO

8. Entrevista 9 Termo Consentimento Livre e 10. Caixa da medicagdo
Esclarecido
NO

11. Colpocitologia oncética pré-tratamento | 12. Cultura de secre¢do vaginal pré-tratamento

Coleta Resultado Coleta Resultado

13. Resultado pH vaginal pré-tratamento 14. Teste das Aminas pré-tratamento

Coleta Resultado Coleta Resultado




15. Presenca de Células-Guia pré-tratamento

Coleta Resultado

16. Escore de Nugent pré-tratamento

Coleta Resultado

SEGUNDO CONTROL

E POS -TRATAMENTO

17. Colpocitologia oncoética pos-tratamento
Coleta Resultado

18. Cultura de secrecdo vaginal pos-tratamento

Coleta Resultado

19. Resultado pH vaginal pos-tratamento
Coleta Resultado

20. Teste das Aminas pds-tratamento
Coleta Resultado

21. Presenga de Células-Guia pds-tratamento
Coleta Resultado

22. Escore de Nugent pds-tratamento
Coleta Resultado

RESULTADO PO

S-TRATAMENTO

23. Resultado Final

1. Curada

2. Nao Curada

24. Falha Terapéutica

1. Melhora parcial

2. Quadro inalterado
3. Piora clinica ou laboratorial
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