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RESUMO

INTRODUCAO: Um dos principais objetivos da terapéutica endoddntica é
representado pela desinfecgdo do sistema radicular visando a eliminagdo de
microrganismos, em especial as bactérias, que encontram no sistema de canais
radiculares e de tubulos dentindrios um ambiente propicio para proliferacdo e
estabelecimento sob a forma de biofiime. Constitui preocupacédo constante a
crescente resisténcia bacteriana pela prescri¢do indiscriminada de antibiéticos, pratica
comum entre dentistas e médicos. Alternativas para esse problema tem sido
estudadas, entre as quais antigas op¢cdes, como os bacteriéfagos.

BACTERIOFAGOS: Os bacteriéfagos s&o um grupo de virus com a capacidade de
destruicdo de bactérias especificas, também conhecidos como “comedores de
bactérias”. A utilizacdo dos bacteri6fagos, de forma aditiva aos tratamentos
convencionais (como o uso de antibioticos) ou até mesmo substitutiva, vem sendo
estudada na odontologia, ainda de maneira incipiente. Apesar do grande interesse,
ainda hoje a prética dos bacteriéfagos carece de apoio cientifico mais contundente
pois ainda hé falta de dados que comprovem sua eficacia e seguranca. Entre suas
caracteristicas peculiares, em 96% dos casos, sdo caudados e possuem uma dupla
fita de DNA e o numero de genes pode variar de 4 a varias centenas. Os fagos
multiplicam-se através de dois mecanismos alternativos: o ciclo litico ou o ciclo
lisogénico. Estes virus agem através do reconhecimento de receptores especificos
nas paredes celulares de bactérias e injetando seu DNA através de uma ligacao
nestes sitios. A terapia de fagos (também chamada de terapia litica) objetiva a
utilizagcdo de um tratamento considerado “personalizado” com a administracao de um
bacteriofago especifico, adaptado apds isolamento e identificacao do patégeno o qual
se deseja combater ou ainda como um cocktail composto por varias cepas diferentes
de fagos visando uma ou mais espécies bacterianas patogénicas. Para a Endodontia,
o isolamento de bacteridfagos liticos especificos para cepas anaerdbicas pode
constituir potente modalidade terap@utica. CONCLUSOES: Pesquisas direcionadas
ao seu espectro de acdo, farmacodindmica e citotoxicidade sdo necessarias.
Impulsionados pela crescente resisténcia bacteriana ao uso disseminado de

antibioticos ha cerca de um século, os fagos constituem uma alternativa a ser



valorizada pelos estudos para que o uso clinico consciente possa ser um dia

alcancado.

PALAVRAS-CHAVE: endodontia; bacteriéfagos; Enterococcus.



ABSTRACT

INTRODUCTION: One of the main purposes of endodontics therapy is to provide root
canal disinfection with elimination of every microorganism, mainly bacteria, which find
both in root canal system and dentinal tubules a good proliferation environment and
biofilm setting. Bacteria resistance is a sustained concern by dentistry, growing up by
indiscriminate antibiotics prescription all over the world by dentists and medical
doctors. Alternatives to this issue have been studied, among which rise old options,
like bacteriophage, or simply phage, use.

BACTERIOPHAGE: It is constituted by a group of viruses with the capacity of specific
bacteria elimination, for which they are also called “bacteria eaters”. The use of
bacteriophage, in addition to conventional treatment (like antibiotics use), or even
substitutivity, is being studied in odontology. Bacteriophage practice, despite rising
interest, lacks solid scientific support yet because it still needs strong data supporting
its efficacy and safety. Among its features, in 96% of cases, they are taled and have
double DNA strand. Their number of genes may vary from 4 to several hundreds. They
multiply through two alternative mechanisms: lytic cycle or a lysogenic cycle. These
viruses act by specific bacteria cell wall recognition and by injecting their DNA through
attachment to these walls. Phage therapy (also known as lytic therapy) aims to use a
customized treatment with administration of specific phage, adjusted after pathogen
isolation and identification or even with a “cocktail” formed by numerous different
phage strains towards one or more than one pathogenic bacteria. To endodontics,
specific anaerobic strain lytic bacteriophage isolation may represent a strong
therapeutic method. CONCLUSIONS: Research towards its action range,
pharmacodynamics and cytotoxicity are required. Driven by a growing bacterial
resistance reality caused by indiscriminate antibiotics use throughout one century of
experience, bacteriophage is a valuable alternative to be considered by new studies

so that its use may be one day reached.

KEYWORDS: endodontics; bacteriophage; enterococci.



1. HISTORICO

A descoberta da utilizacdo dos bacteriéfagos (também chamados de fagos) na
medicina data de 1919, ano no qual foi descrita por Twort e D’Herelle, logo apds a
Primeira Guerra Mundial. [1,13,18] Esta descoberta precede em cerca de uma década
o desenvolvimento dos proprios antibiéticos.[1] A descoberta dos antibiéticos, logo se
difundiu mundialmente, o que provocou uma interrupcéo das pesquisas com os fagos.
[13] Mesmo assim a utilizagdo dos fagos ainda foi mantida durante o século XX na
Polbnia e na antiga Unido Soviética. [1,5,18] A primeira publicacdo cientifica data de
1933. [13] Os pesquisadores conhecidos pelos estudos no campo dos fagos que mais
se destacaram foram Max Delbriick (vencedor do Prémio Nobel de Fisiologia ou
Medicina em 1969), James Watson e Francis Crick. [18]

No Brasil, a pratica do uso de bacteri6fagos foi registrada no ano de 1924, pelo
Instituto Oswaldo Cruz, com a producao de 10.000 frascos de fagos contra a disenteria
enviados para todo nosso pais. [19]

Em 1977 Brady e colaboradores observaram particulas semelhantes a virus
utilizando a microscopia eletrénica na placa dentaria, demonstrando a possibilidade
de isolar estes micro-organismos e sua possivel acdo na cavidade oral.[9] Em 2003
foram identificados fagos na saliva contra o Enterococcus faecalis [10] seguidos pela

identificagéo de fagos contra a Fusobacterium nucleatum.[11]

2. CARIE DENTARIA E TRATAMENTO ENDODONTICO

As céries dentarias afetam 91% da populacdo mundial. A doenca periodontal,
por sua vez, conta com a prevaléncia de 46% no mundo.[5] Quando ndo devidamente
identificada e corretamente tratada a lesao cariosa pode evoluir para 0 acometimento
do sistema de canais radiculares. O tratamento desta evolug¢do constitui o escopo da
atividade endodontica odontolégica. Um dos principais objetivos da terapéutica
endododntica é representado pela desinfec¢cdo deste sistema radicular. [13] Estudos
recentes evidenciaram gue 0S micro-organismos e seus subprodutos sao os agentes
causadores primarios da necrose pulpar e da lesdo periapical. Nestas infec¢des,

muitas vezes sao observados mais de um microrganismo, caracteristica das infeccbes
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polimicrobianas. [13] Um dos passos do tratamento endodontico visa a eliminagéo
deste ou destes microrganismos, denominada etapa da desinfeccéo radicular. O uso
frequente, mas ndo exclusivo, dos antibiéticos representa papel adjuvante nesta etapa
[13]. A resisténcia a estes antimicrobianos representa um desafio moderno, tendo em
vista a crescente resisténcia bacteriana aos mesmo observada em diversos estudos
e na pratica clinica. [13] Uma possivel causa desta complicacdo € aventada pela
prescrigdo indiscriminada de antibioticos, pratica comum entre dentistas e médicos.
[13]

No tratamento endoddntico, algumas vezes o0 uso dos antibidticos,
principalmente em casos onde ha esta resisténcia bacteriana aos mesmos,
encontramos algumas bactérias em especial, como os Enterococcus (resistentes a
Clindamicina, Penicilina Estreptomicina e Sulfa tripla) [14], Klebsiella pneumoniae
(resistentes a Penicilina e Penicilina com Eritromicina) [15] e ainda bacilos entéricos
Gram-negativos. [13]

A dificuldade de eliminar estes germes nestes quadros de resisténcia
bacteriana aos antibiéticos, favorece a coloniza¢do do apice e periapice dentério, o
gue interfere indubitavelmente no processo de reparacdo 6ssea. [13]

Outro fator a ser considerado associado a dificuldade da desinfeccao radicular
no tratamento endodoéntico, refere-se ao tamanho inicial da lesdo. Lesdes maiores

apresentam uma taxa mais baixa de cura. [13]

3. BIOFILME

Os micro-organismos habitam no corpo humano, de maneira semelhante a qual
na maioria dos outros habitats na natureza, na forma dos chamados biofilmes. O
biofilme é constituido por agregados de ligagbes de superficie embebidos em uma
matriz de substancia polimerizada extracelular. Por sua vez, esta matriz € constituida
por polissacarideos, proteinas estruturais, enzimas, DNA, lipideos e agua.[5] A fungéo
do biofilme para seus componentes constitucionais € a de promover uma espécie de
protecdo contra as adversidades do meio externo, permitindo aos mesmos uma
colonizagdo mais duradoura. Neste sentido, o biofilme serve como um escudo para

estes micro-organismos que também atuam de forma sinérgica por interacées como
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o compartiihamento de enzimas extracelulares, alimentacdo cruzada e protecao
cruzada.[5] Existe em geral uma homeostase entre o biofime e o hospedeiro
associado, como encontrado na cavidade oral, trato gastrointestinal ou vagina, ja que
a flora comensal, representada nesta situacao pelos micro-organismos organizados
no biofilme, impede a colonizagcdo por outros germes patdégenos, promovendo
nutrientes ao hospedeiro e influenciando positivamente o sistema imune.[5,6]

Algumas situagfes, como influéncias de fatores genéticos ou em mudancas
ambientais no hospedeiro, podem modificar este funcionamento simbiético entre
ambos, promovendo infec¢cdes associadas causalmente ao proprio biofilme, sendo
assim denominado de Biofilme Disbiético. Elas costumam ser persistentes e, portanto,
dificeis de serem prevenidas e tratadas.[5] A matriz do biofilme promove a capacidade
de diminuir nesta modalidade de coexisténcia, a penetracdo dos agentes
antibacterianos, reforcando desta forma a manutencdo da acdo patogénica do
biofilme.[5] Os biofilmes patogénicos podem colonizar partes do corpo ou até mesmo
dispositivos protéticos, normalmente estéreis, como valvulas cardiacas.[5]

O biofilme oral é o mais frequente responsavel por infec¢des polimicrobianas
no corpo humano. As bactérias orais, archaea, virus, fungos e protozoarios,
geralmente controlados pelo fluxo salivar, pelas defesas imunologicas do hospedeiro
e pelas medidas de higiene oral cotidianas, podem prosperar dentro dos biofilmes
orais.[5] Alguns fatores envolvidos na progressao do biofilme oral em homeostase na
direcdo da disbhiose, ou seja, da patologia oral, sdo fatores ambientais como dietas
ricas em carboidratos, tabagismo, quimio ou radioterapia e ainda fatores genéticos
especificos.[5] As céaries dentarias, doencas periodontais, e periimplantites séo

exemplos finais desta disbiose.

4. TRATAMENTO DO BIOFILME

Os biofilmes dishidticos podem ser removidos de forma mecanica pela

utilizacé@o de escovas dentérias, ultrassom, curetas ou fio dental. Podem ser também

combatidos pelo uso de antissépticos orais e algumas vezes, pelo uso de

antibioticos.[5]
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Além disto a proposta da utilizacdo dos fagos representa uma alternativa viavel

no tratamento do biofilme conforme demonstrado na figura 1.

0 BACTERIAS | SPEC DISSOLUGCAO DO

7 e BIOFILME COM
( Ty - ENZIMAS
DEPOLIMERASES
\_/ © CONTRA O SPEC

EXTERIOR COM

ENDOLISINAS OU

Q ANTIBIOTICOS
— WD WV oy
S L

p BN
remocko B = Figura 1 - Alternativas de tratamento do
om Omom_‘ O biofilme. SPEC: substancia polimérica
sR0CAS, Q INTE0R Q extra-celular. [12]

ULTRASSOM, com

ETC. e FAGOS o

5. ENTEROCOCCUS FAECALIS

O Enterococcus faecalis € uma bactéria GRAM-positiva que compde a flora
normal da cavidade oral, do intestino e do trato vaginal dos seres humanos e de alguns
animais. Por ser um achado frequente nas patologias endodoénticas a terapéutica
medicamentosa deve ser direcionada a sua eliminacdo. Na maioria das vezes,
entretanto, o E. faecalis pode sobreviver no biofilme da superficie do tabulo dentinario
ou em granulos combinados com outras bactérias anaerdbias ou facultativas, o que
dificulta o éxito deste tratamento. Esta dificuldade é bem observada no crescente
namero de achados de resisténcia aos antibidticos previamente utilizados assumindo
assim importancia global em saude publica.[4]

Além disto, ele também esta relacionado ao desenvolvimento de doencas
cronicas, relacionados aos tratamentos endodénticos malsucedidos. [13] Esta
bactéria tem uma especial caracteristica de conseguir sobreviver em forma de
monoinfec¢do no interior dos tubulos dentinarios, o que pode por sua vez, estar

relacionado a reinfec¢gbes de um canal radicular previamente obturado [13,16].
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6. BACTERIOFAGOS

Os bacteriéfagos sdo um grupo de virus com a capacidade de destruicdo de
bactérias especificas. Também sdo conhecidos como “comedores de bactérias”. [18]
Pesquisas recentes apontam para uma viruléncia associada aos bacteriéfagos maior
guando em acao contra células in vivo que in vitro. [18]

Os bacteri6fagos sdo encontrados na cavidade oral a exemplo dos fagos para
Lactobacillus, que sdo bactérias conhecidas pelo seu envolvimento da génese das
caries dentarias, mas que podem também apresentar uma relacdo no
desenvolvimento de infeccbes orofaringeas. [13] Na verdade, a cavidade oral é
considerada como um dos melhores locais para a propagacdo dos fagos, devido a
complexidade de sua microflora, temperatura em torno de 37° celsius e consisténcia
semi-solida da placa bacteriana na superficie dentaria. [13]

Em pesquisas médicas, os fagos foram atribuidos, por exemplo ao tratamento
de infecgbes por Escherichia coli em estudos experimentais com bezerros. Fagos
obtidos em &gua de esgoto foram altamente capazes na eliminacdo de diferentes
cepas desta bactéria, tanto in vivo como in vitro. [17] Outro exemplo do uso na
terapéutica médica foi descrito por Cislo e colaboradores [18] no qual o uso dos fagos
contra Pseudomona sp, Staphylococcus sp, Klebsiella sp, Proteus sp e Escherichia
sp de infec¢Bes dermatoldgicas obteve excelente efeito terapéutico [13]. Finalmente
também foi descrito o uso dos fagos em infec¢bes do trato urinario, sendo estas
infeccBes extremamente prevalentes. A efetividade do uso de fagos nestes casos foi
de 92% na pratica clinica. [13]

A utilizacdo dos bacteri6fagos, de forma aditiva aos tratamentos convencionais
(como o uso de antibidticos) ou até mesmo substitutiva, vem sendo estudada e
advogada cada vez mais na odontologia.[1] Um dos fundamentos que justifica a
necessidade deste tipo de tratamento alternativo, do ponto de vista farmacoldgico e
clinico, se traduz pela crescente observacdo da resisténcia bacteriana no mundo,
atribuindo um alto valor para pesquisas como estas. [1,2,5]

De uma forma geral, a utilizacdo dos bacteriéfagos pode ser associada a trés
principais indicacdes: (1) combater infec¢cbes por bactérias ja4 resistentes aos
antibiéticos comuns; (2) na tentativa de combater infecgdes resistentes a antibioticos,

apesar de sensibilidade positiva em testes culturais, pela dificuldade de acesso destes
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antibioticos aos sitios infecciosos com ma vascularizacdo, como nos casos de
osteomielite, Ulceras diabéticas ou no caso da formacao do biofilme; e (3) em casos
de contraindica¢des ao uso de antibidticos, como nos casos de hipersensibilidade do
paciente, problemas do trato gastrointestinal ou risco de infecgdes por Clostridium
difficile. [18]

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) a
resisténcia bacteriana constitui um processo natural de evolugdo que ndo pode ser
parado, mas desacelerado pelo desenvolvimento de novos antibioticos ou técnicas
alternativas mais especificas.[3] Atribui-se cerca de metade dos esforcos cientificos
de pesquisa direcionada a alternativas ao uso dos antibiéticos aos bacteriéfagos,
incluindo tipos selvagens, desenvolvidos por técnicas de engenharia genética ou
ainda os fagos de enzimas liticas, conhecidos como Lisinas.[5]

Um estudo realizado por Ly e colaboradores, em 2014, demonstrou que
existem diferencas de prevaléncia dos fagos na cavidade oral de um individuo sadio
e de um com patologia periodontal. Em geral, na cavidade oral sadia predominam os
fagos da familia Syphoviridae, com atividade predominantemente litica, o que €&
atribuido ao equilibrio da flora saudavel pela eliminacdo das bactérias responsaveis
pela formacéo da placa bacteriana. Ja nos individuos onde esta placa é encontrada
mais facilmente, os fagos da familia Myoviridae, sdo os mais encontrados.
Interessante e desconcertante, € o fato de que eles também tém acédo litica
predominante.[8]

Apesar do grande interesse, ainda hoje a pratica dos bacteri6fagos carece de
apoio cientifico mais contundente, uma vez que, mesmo com ensaios clinicos em
humanos tendo sido publicados, ainda ha falta de dados que comprovem sua eficacia
e seguranca.[1l] Exemplos de indicacdo do uso, entretanto, sdo as infec¢bes de
Ulceras de pele, infec¢des purulentas, Staphylococcus aureus resistente a Meticilina
(MRSA), profilaxia em feridas, queimaduras, infec¢des de dificil acesso, infecgbes do

trato respiratorio, infecgdes do trato urogenital e sepse. [18]
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7. POPULACAO DE FAGOS NA CAVIDADE ORAL

Os fagos estdo presentes naturalmente em alimentos consumidos, agua
potavel, &gua de oceanos, rios e no trato gastrointestinal de seres humanos. [13] Na
biosfera de nosso planeta estima-se que existam em torno de 1031 bacteriéfagos. [18]

Podemos encontrar aproximadamente 108 particulas semelhantes a virus em
cada mL de saliva no homem e 10%° em cada grama de placa dentéaria.[5] A maioria
dos bacteri6fagos neste ambiente sdo do tipo Temperados e coexistem com as
bactérias nas quais habitam.[5]

Existem, entretanto, na literatura um numero pequeno de trabalhos sobre o

isolamento de fagos na cavidade oral. [13]

8. BIOLOGIA DOS BACTERIOFAGOS

Os bacteriofagos séo virus com a capacidade de ser tornarem predatérios a
organismos procariontes. Em 96% dos casos, sdo caudados e possuem uma dupla
fita de DNA e o numero de genes pode variar de 4 a varias centenas.[5, 18,20] Séo
formados por cabeca (também denominada capsideo ou casca de proteina, que
abriga o conteudo genético viral), pescoc¢o (conector entre a cabeca e a cauda),
cauda (estrutura tubular que permite a passagem do DNA quando em contato com a
superficie da bactéria alvo), fibras da cauda (proteinas com a capacidade de ligacéo
com a superficie das bactérias alvo) e placa final (contendo pinos para penetrar na
membrana e liberagdo do material genético do fago dentro da bactéria alvo) (Fig. 2).
[18]

Sao divididos em 3 familias: Myoviridae, Siphoviridae e Podoviridae.[5]
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Figura 2 — Estrutura e composicao dos
bacteriéfagos (modificado de Wikipedia
https://en.wikipedia.org/wiki/Bacteriophage)

Placa Final

2D 3D

Os bacteriéfagos possuem uma propriedade bioldgica caracteristica de ndo
infectarem células eucaridticas por causa de grandes diferencas moleculares externa
e internamente. [13]

Sua principal vantagem, quando comparados aos agentes quimioterapicos
consiste na grande capacidade de replicagao. [13]

Os fagos multiplicam-se através de dois mecanismos alternativos: o ciclo litico
ou o ciclo lisogénico. O primeiro termina com a ruptura bacteriana (lise) e consequente
morte desta célula hospedeira. J& no segundo os fagos se replicam, mas ndo rompem
a parede celular da bactéria e permanecem por um tempo indeterminado dentro da
mesma. [13,18,21] Os bacteriéfagos de interesse no uso odontolégico sao 0s que se
replicam com ciclo litico. [18]

O ciclo litico pode ser descrito em 5 fases (Fig. 3). Sdo elas:

- fase 1: fase de fixacdo — ligacdo das proteinas da cauda com
receptores de superficie na bactéria alvo.

- fase 2: fase de injecdo do material genético — injecdo do DNA do
bacteriéfago pela cauda dentro da bactéria.

- fase 3: fase de replicacdo do DNA do fago — replicagcdo do DNA,
sintese de proteinas e formacg&o de novos capsideos.

- fase 4: fase de reunido e montagem — preenchimento dos capsideos
com material genético e particulas fagicas

- fase 5: fase de lise bacteriana — ruptura da membrana plasmatica da

bactéria e de sua parede celular pelo aumento da permeabilidade com resultante
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passagem excessiva de liquidos e expanséao até a exploséo dela, liberando os novos

neoformados bacteridfagos, capazes de infectar as bactérias proximas. [18]

i'\g O Fixacko 0 INEGAO
CICLO LISOGENICO \ CICLO LITICO

INTEGRAGAO DO DNA REPLICACAO DO DNA
QIO ( )

| |

REUNIAO E MONTAGEM

»( » ¥

&

LISE BACTERIANA

e — — — — — —

Figura 3 — Ciclos de reproducdo dos bacteriéfagos [21] @7

Outra propriedade biologica especial dos fagos esta relacionada ao seu
tamanho. Eles possuem dimens@es bem menores que as bactérias. Por este motivo,
podem penetrar facilmente os tubulos dentinarios em casos de infeccdes

endodoénticas. [13]

18



9. MECANISMOS DE ACAO

Estes virus agem através do reconhecimento de receptores especificos nas
paredes celulares de bactérias e injetando seu DNA através de uma ligacao nestes
sitios (Fig. 4). Uma vez dentro do citoplasma da bactéria, eles utilizam as organelas e
compostos da célula na replicacdo de seu material genético. Apos a replicacdo cada
dupla fita resultante se organiza novamente em uma estrutura fagos e rompem a
célula liberando estes recém-formados e destruindo a célula hospedeira. Séo
formadas cerca de 100 novas copias de um fago a cada ciclo. Quando este
mecanismo ocorre, sdo denominados de Fagos Estritamente Liticos ou Fagos

Virulentos.

Figura 4 — Fago infectando uma célula
hospedeira de E. coli
(http://www.dform.com/proiects/t4/virus.html)

Outro comportamento descrito também ocorre quando o fago integra seu DNA,
uma vez dentro da célula bacteriana hospedeira, em um dos cromossomos desta,
permanecendo de forma “dormente”, chamada de profago por um tempo
indeterminado. Reproduzem-se neste estado, através do ciclo lisogénico. Quando isto
ocorre, sdo chamados de Fagos Temperados. Estimulos como dano no DNA podem,
entretanto, induzir um Fago Temperado a comportar-se como um Fago Litico
destruindo a célula na qual esta incorporado.[5]

A terapia de fagos (também chamada de terapia litica) objetiva a utilizacdo de
um tratamento considerado “personalizado” com a administragdo de um bacteriéfago
especifico, adaptado apds isolamento e identificacdo do patdégeno o qual se deseja
combater ou ainda como um cocktail composto por varias cepas diferentes de fagos

visando uma ou mais espécies bacterianas patogénicas.[1]
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Esta terapia litica tem chamado bastante a atencdo da comunidade
odontologica pela alta eficiéncia encontrada em pesquisas in vitro e em modelos
animais. As lisinas podem ser codificadas em bacteriéfagos e produzem efeito de lise
celular nas bactérias patogénicas através de uma rapida degradacdo da parede
celular de GRAM-positivos susceptiveis selecionados.[4] Alguns exemplos ja testados
sao as lisinas PlyC, altamente ativas contra o biofilme formado pelo Streptococcus
pyogenes. Ainda contra o Staphylococcus aureus, diversas outras lisinas ja foram
descritas, como CF-301, ClyH, ClyF, phill endolysin, SAL-2, Ply1l87AN-KSH3b e
P128.[4] Contra o biofilme composto pelo Streptococcus suis existe a lisina LySMP.
Contra Streptococcus pneumoniae as lisinas Cpl-1 e Cpl-7 se mostraram eficientes.
Contra o Streptococcus mutans a lisina ClyR. Na busca de uma lisina capaz de
demonstrar a mesma eficicia contra o E. Faecalis poucas lisinas demonstraram boa
atividade. Entre elas ClyR e a PlySs2 sdo alguns exemplos. Poucos estudos,
entretanto, foram executados ainda na tentativa de demonstrar a eficacia destas
lisinas em modelos dentarios contra o E. Faecalis. [4] Um estudo de 2018 publicado
na revista Viruses tentou testar esta atividade e concluiu que a ClyR possui uma 6tima
atividade bactericida contra este ultimo germe, removendo com eficacia biofilmes in
vitro e provando ser uma boa alterativa ao tratamento com agentes antimicrobianos
comuns, incluindo até mesmo 6timos resultados em cepas resistentes a antibiéticos
de amplo espectro como a vancomicina.[4] O E. faecalis também representa uma das
principais causas de les6es endododnticas periapicais, devido a sua forte tolerancia e
capacidade de formacdo do biofilme que pode sobreviver a mudancas de pH,
temperatura e pressdo osmotica na cavidade oral. O Hidréxido de Calcio tem sido
amplamente utilizado como medicamento intracanal de rotina na tentativa de
desinfecao radicular no tratamento endoddntico. A comparacgao entre o Hidréxido de
Célcio, a Ampicilina e a ClyR foi testada neste estudo. O ClyR obteve éxito na remocao
de mais de 90% de bactérias viaveis no biofime com uma dose de 50
microgramas/mL, resultado este que superou o da Ampicilina e equiparou-se ao
Hidréxido de Célcio. [4]
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10.VANTAGENS E DESVANTAGENS DOS BACTERIOFAGOS

Os fagos possuem uma variedade estreita de hospedeiros-alvo. Sao
geralmente especificos a pequenos grupos de bactérias de uma espécie. [5,13,18] Em
contraste com a ampla gama de espectro dos antibiéticos, ndo afetando a flora normal
de uma parte especifica do corpo, como a cavidade oral. Quando ha uma necessidade
de maior alcance, a alternativa precisa ser uma mistura de diferentes tipos de Fagos,
chamada de Cocktail.[5]

De maneira sucinta sdo aceitas no meio cientifico as seguintes vantagens
atribuidas aos fagos: (a) sua administracdo pode ser feita em dose Unica, uma vez
que seu ciclo reprodutivo utiliza a prépria bactéria hospedeira e permanecem na
regido enquanto existir infeccdo por esta (contrastando com as mdultiplas tomadas
posologicas dos antibidticos); (b) ndo produzem efeitos adversos paralelos
indesejaveis como a eliminacdo das bactérias comensais a cavidade oral, ndo
gerando desequilibrio do ecossistema como um todo (também em contraste com o
uso de antibidticos, especialmente os de amplo espectro, que eliminam tanto as
bactérias nocivas, alvo do tratamento, quanto diversas outras, que em algumas vezes
competem com as nocivas); (¢) possuem a capacidade de atenuar a viruléncia das
bactérias ap0s seu uso; e (d) baixo custo. [13,18]

Por outro lado, os fagos também possuem desvantagens conhecidas e que
podem gerar incertezas quanto a sua utilizacdo. Exemplo disto é o fato ndo se saber
com certeza o quao efetiva é sua acdo mesmo quando determinado contra qual
organismo ela age, exemplo bem caracterizado nos casos dos fagos temperados,
onde a penetracdo na bactéria-alvo ndo necessariamente esta ligada a ruptura e
destruicdo dela. [13] Também desvantajoso € o fato da necessidade de identificacdo
prévia das bactérias as quais se deseja atingir para o isolamento de fagos especificos,
fato este que nao é essencial quando do uso de antibidticos. [13,18]

Algumas dificuldades também s&o atribuidas a terapia bacteriofagica. Entre
elas podemos citar o espectro de hospedeiros bacterianos conhecidos relativamente
estritos, a presenca de toxinas nos lisados brutos e a eliminag&o rapida de particulas
fagicas do sangue através do sistema reticulo endotelial pelo reconhecimento de

proteinas na superficie viral pelo sistema de defesa do hospedeiro. [13]
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Alguns autores enfatizam a preocupacéo do uso dos fagos por serem formados
por uma medicacédo viva. Estes ressaltam, entretanto, que esta preocupacao talvez
possa ser atenuada quando confrontada com a realidade, por exemplo, de algumas
vacinas. Estas sdo amplamente aceitas na comunidade cientifica e clinica e
constituidas também por organismos vivos, alguns atenuados ou ainda particulas
isoladas. [13]

11.LISINAS

As Lisinas sdo enzimas dos fagos capazes de digerir a parede celular
bacteriana. O objetivo da acdo destas enzimas € o de romper a célula hospedeira e
liberar os fagos replicados internamente.[5] Elas podem ser encontradas em sua
forma natural ou ainda sintetizadas por engenharia genética para aumentar a acao
contra algumas bactérias potencialmente resistentes a acdo destas enzimas, o que
ocorre em geral, de forma rara. Sua agéo costuma ser eficiente mesmo em pequenas
concentracfes na cavidade oral. Sdo seguras, estaveis e relativamente faceis de
serem produzidas.[5]

Alguns estudos evidenciam ac¢édo das lisinas com poténcia superior a dos
antibiéticos em modelos experimentais de pneumonias e infec¢bes dermatoldgicas.[5]
Outros demonstram que podem atuar em conjunto com oS mesmos, potencializando
sua acao.

Algumas Lisinas ndo podem ser utilizadas de forma terapéutica por possuirem
acao potencialmente lesiva ao organismo humano, como aumento excessivo de
agregacao plaquetéria [5].

Entre as vantagens do uso das lisinas de bacteri6fagos encontramos a
capacidade de eliminacdo somente das bactérias susceptiveis sem alterar outros
micro-organismos envolvidos na microbiota oral além da baixa probabilidade de

desenvolvimento de resisténcia [4].
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12.USO TERAPEUTICO DOS FAGOS

Os fagos utilizados na pratica terapéutica, objetivando um tratamento
especifico direcionado a um germe causador de uma infec¢do, por exemplo, devem
possuir caracteristicas associadas ao éxito. Sao elas: possuir uma expectativa de vida
longa, amplo tamanho de ruptura (nimero de virions liberados a cada ciclo litico) e
curtos periodos ecliptico e latente (tempo decorrido entre a injecdo intracelular
hospedeira do material genético do fagos e a ruptura com a liberagcdo dos novos
fagos).[5]

Na odontologia, os fagos ja foram demonstrados serem Uteis na terapéutica
contra as bactérias do biofilme dentario, embora esta utilizacdo seja relativamente
recente. [18] Por sua vez, as bactérias do biofilme podem, em alguns casos, formarem
refagios chamados anti-fagicos, o que permite uma coexisténcia de ambos,
mecanismo este comparavel ao da resisténcia bacteriana aos antibidticos e
dificultando a acéo terapéutica dos fagos.[5] A acao no biofilme dos fagos pode ser
observada, mesmo com as adversidades, pelo enfraquecimento da estrutura deste.
Quando enfrentam estratégias como os reflugios anti-fagicos, a engenharia genética
lanca méo de modificacBes estruturais capazes de penetrar nestes refugios em alguns
casos e atingir as bactérias abrigadas nele.[5]

O sistema imunolégico do ser humano parece ndo ser afetado negativamente
pelos fagos, gracas a uma evolucao adaptativa. Esta capacidade de homeostase ja
foi estudada em diversos ensaios clinicos. [5]

Durante o tratamento endodéntico convencional, algumas manobras rotineiras
como a instrumentacdo dos canais radiculares e a aplicacdo de medicagdo topica
intracanal podem ser complementadas positivamente pela fagoterapia. [13]

13.EXEMPLOS ESPECIFICOS DE BACTERIOFAGOS

13.1 - BACTERIOFAGOS CONTRA ACTINOMYCES
Actinomyces sdo bactérias que atuam junto aos estreptococos na formacao da
placa dentéria. Eles podem também gerar abscessos na cavidade oral e, em alguns
casos raros, formar a actinomicose, uma infeccdo geradora de grandes quantidades

de pus tanto na cavidade oral quanto fora dela [5].
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Ja foram descritos 87 fagos diferentes com atuacdo contra os Actinomyces.
Elas foram classificadas nas familias Siphoviridae, Podoviridae e ainda um terceiro
tipo, sem caracteristicas especificas de nenhuma familia. Os melhores exemplos
destes fagos sdo os denominados “AV-1" e “AV 11", associados a agdes

antibacterianas mais acentuadas, diminuindo a formacéao do biofilme e da placa [5].

13.2 - BACTERIOFAGOS CONTRA AGGREGATIBACTER

A periodontite quando se manifesta de forma agressiva estad muitas vezes
relacionada a acdo desta bactéria, que também pode ser isolada em casos de
abscessos e infec¢des cardiacas como a endocardite bacteriana infecciosa. [5,18]

Foram identificados 37 fagos contra a Aggregatibacter. O papel real destes
fagos em sua interacdo com ela permanece nebuloso e carece de estudos maiores e
bem delineados. Os dois fagos desta classe mais estudados sao o “Myoivirus ¢Aa” e
o “Aa¢23”. Sao bastante comuns e faceis de serem isolados, mas a maioria sao

temperados e seu papel claro na patogénese oral ainda é desconhecido. [5,18]

13.3 - BACTERIOFAGOS CONTRA ENTEROCOCCUS
O Enterococcus faecalis € uma bactéria extra oral comensal que pode ser
encontrada eventualmente na cavidade oral em infeccdes pulpares e em implantes.[5]
Existem fagos temperados e liticos descritos contra esta bactéria como o
“OEf11”, “EFDG1” e “EFLK1”. Sua agao litica na cavidade oral ja foi bem observada e

descrita.[5]

13.4 - BACTERIOFAGOS CONTRA ESTREPTOCOCCUS

Os Estreptococos séo os constituintes mais abundantes da flora endégena que
colonizam o esmalte e tecidos moles da cavidade oral.[7] Na génese da placa dentaria
algumas espécies de estreptococos como o S. mitis, 0 S. oralis € 0 S. sanguinis tém
seu papel bem definido como colonizadores primarios, bem como na formacéo de
caries, periodontites, abscessos e em infeccdes cardiacas, como os Aggregatibacter
na endocardite bacteriana.[5]

Os fagos conhecidos contra os Estreptococos sao um grupo aproximado de 50.
[18] Os mais detalhadamente estudados s&o quatro: “e10”, “f1”, “M102/M102DL” e
“GPAPCMO01”. Sao Siphovirus estritamente liticos, ou seja, fortemente agressivos contra
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esta bactéria. Diversos outros dentro deste grande grupo foram classificados,

entretanto, como temperados e sua acao parece ser mais branda neste sentido.[5]

13.5 - BACTERIOFAGOS CONTRA BACTERIAS ANAEROBIAS DA CAVIDADE

ORAL

As bactérias anaerdbias encontradas na cavidade oral e associadas com a
formacao do biofilme sdo as dos géneros: Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella,
Tannerella, Treponema e Veillonella.[6] No total foram descritos ja 31 fagos diferentes
com atuacéo nestas.[5]

Contra as Fusobacterium foram isolados 2 bacteri6fagos. O mais estudado,
“Fnp$02”, responsavel por uma agao discreta na lise bacteriana.[5]

Contra as bactérias Porphyromonas, Prevotella e Tannerella, nenhum fago
especifico foi encontrado ainda nas pesquisas e, consequentemente, na literatura.[5]

Contra o Treponema, apenas um fago foi identificado, denominado “ptd1”.

Finalmente, contra a Veillonella ja foram isoladas 25 espécies diferentes de

fagos.
13.6 - BACTERIOFAGOS CONTRA OUTRAS BACTERIAS DA CAVIDADE ORAL

Outras bactérias da cavidade oral como os Lactobacillus, a Neisseria e o

Staphylococcus também séo alvo de fagos conhecidos. [5]
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14.CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Uma vez que o completo conhecimento das possibilidades de tratamento pelos
bacteriéfagos ainda carece de estudos maiores, sua utilizagdo na pratica clinica
endodéntica, ainda engatinha nos dias de hoje. Pesquisas direcionadas ao seu
espectro de acao, farmacodinamica e citotoxicidade sdo necessarias.

Nos casos de caries dentérias, por exemplo, defende-se o uso de bacteri6fagos
de Streptococcus mutans em seu tratamento. [18] Seu uso como rotina na pratica
clinica ainda ndo foi estabelecido, mas os estudos apontam nesta dire¢cdo. Em
doencas periodontais também existem grandes expectativas para o desenvolvimento
de bacteridfagos capazes de serem utilizados com mais seguranga comprovada.

Na endodontia, estudos atuais demonstram a atividade contra o Enterococcus
faecalis de forma promissora e contundente. [18] Na periimplantite também ja existem
estudos que sugerem a possibilidade de fagos que se ligam a superficie da zircbnia,
podendo estar relacionado ao impedimento de formagéo de biofilme [18,22].

Acredita-se que no futuro, casos de infeccbes endodbnticas que néo
respondam aos tratamentos convencionais possam ser beneficiados pelo uso de
suspensdes de fagos como medicacdo intracanal ou ainda como substancia
irrigadora. [13] Alguns autores acreditam, entretanto, que enguanto existirem
antibiéticos disponiveis e bactérias sensiveis ao seu uso, os fagos possivelmente ndo
alcancardo o titulo de terapéutica de primeira escolha. [13]

Impulsionados pela crescente resisténcia bacteriana ao uso disseminado de
antibioticos ha cerca de um século, os fagos constituem uma alternativa a ser
valorizada pelos estudos para que 0 uso clinico consciente possa ser um dia

alcancado.
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