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RESUMO

Atualmente, a resisténcia bacteriana é considerada um importante problema de
saude publica, sendo assim imperativo a descoberta de novos medicamentos que
consigam fazer face a estes microrganismos. Os péptidos antimicrobianos (AMPs) fazem
parte do sistema imunitdrio inato, e caracterizam-se por possuir um largo espectro de a¢ao
contra bactérias, fungos, e virus, sendo uma alternativa promissora aos antibidticos
classicos. Adicionalmente, o desenvolvimento de resisténcia por parte das bactérias a

estes péptidos € significativamente inferior a dos antibidticos convencionais.

Em medicina dentdria os AMPs tém demonstrado resultados promissores em dreas
como a periodontologia, implantologia, endodontia, e principalmente em d&reas de
preven¢do da formacgdo de biofilmes, e de processos cariogénicos. Especificamente, -
defensinas, histatinas, hBD, HNP, e LL37, tém uma atividade antibacteriana versatil
contra bactérias orais, tendo j4 respostas positivas e prometedoras a problemas até agora

dificeis.

Esta monografia tem como objetivo de mostrar o potencial dos AMPs nestas
areas, e em uso clinico, bem como rever alguns dos seus mecanismos de agdo e

resisténcia.

Palavras-chave: péptidos antimicrobianos, medicina dentéria, cdrie, peri-implantite,

endodontia






ABSTRACT

Currently, bacterial resistance is considered an important public health problem,
so it is imperative to discover new drugs that can cope with these microorganisms.
Antimicrobial peptides (AMPs) are part of the innate immune system, and are
characterized by a broad spectrum of action against bacteria, fungi, and viruses, and are
a promising alternative to classical antibiotics. In addition, the development of resistance
by the bacteria to these peptides is significantly lower than that of conventional

antibiotics.

In dental medicine, AMPs have shown promising results in areas such as
periodontics, implantology, endodontics, and especially in areas of biofilm formation
prevention and cariogenic processes. Specifically, B-defensins, histatins, hBD, HNP, and
LL37, have versatile antibacterial activity against oral bacteria, already having positive

and promising responses to hitherto difficult problems.

This monograph aims to show the potential of MPAs in these areas, and in clinical

use, as well as to review some of their mechanisms of action and resistance.

Keywords: antimicrobial peptides, dentistry, caries, peri-implantitis,
endodontics
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Introdugdo

I. INTRODUCAO

A luta da humanidade contra doengas infeciosas € um facto bastante conhecido e
a descoberta dos antibidticos veio permitir o seu controlo e prevenc¢ao. No entanto, estas
continuam a ser a principal causa de morte no mundo, facto que se deve ao surgimento
de novas doencas, reemergéncia de microrganismos antes controlados e, mais
especificamente, pelo aparecimento da resisténcia antimicrobiana que, parece ser
inevitdvel para quase todas os novos antibiéticos (Garima Kapoor, Saurabh Saigal, 2017).
Sendo atualmente reconhecido como um importante problema de saide publica (OMS,

2018).

Os péptidos antimicrobianos (AMPs) estdo entre os novos antibidticos e t€ém
demonstrado potencial no combate a bactérias resistentes. Sdo encontrados em todas as
formas de vida, desde bactérias até plantas, vertebrados e invertebrados, exibindo
propriedades antimicrobianas de amplo espectro, sendo eficazes contra uma grande
variedade de bactérias, fungos, protozoarios, virus e células cancerigenas.
Adicionalmente, estes péptidos tém mostrado também atividades imunomoduladoras, que
sdo essenciais na imunorregulacdo adaptativa e na resposta inflamatéria (Moravej et al.,

2018).

Geralmente, os AMPs contribuem para a lise da bactéria e, causam principalmente
perturbacdes estruturais ou funcionais das membranas celulares microbianas, ou inibem
diretamente alvos intracelulares. Atualmente conhecem-se numerosos AMPs isolados de
fontes naturais, como vertebrados e invertebrados (Tabela 1), assim como sintetizados

em laboratdrio (Moravej et al., 2018).
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Utilizacdo de péptidos antimicrobianos em Medicina Dentdria

Tabela 1. Fontes de AMPs e respetivos péptidos relacionados. Adaptado de Moravej et al., 2018

Fonte do AMP AMP
Mamiferos Defensina, Histatina, Indolicidina, Lactoferricina, LL-37, Protegrina
Anfibios Brevinina-20a, Distinctina, Japonicina-1 & 2, Maximina-1,
Nigrosina 1 & 2, Pseudina-2, Temporina-10d, Tigerina-1
Peixes Pardaxinas, Pleurocidinas, Misgurinas, Parasina, Oncorricina II e III,
Crisofsinas, HFTIAP
Plantas Lipidos de transferéncia de proteinas, Defensinas de plantas,
Tioninas
Insetos Abaecina, Alo3, Apidaecina IA, Atacinas, Cecropinas A,
Coleoptericin, Defensina A, Diptericina, Drosocina, Drosomicina,
Formaecina, Galerimicina, Heliomicina, Lebocina, Melitina,
Metchnikowin, Ponericina G2, Roialisina, Sapecina, Sarotoxina
(incluindo IA), smd1, Estomoxina, Tanatina, Termicina
Equinodermes | Beta-Timosina, Centrocina, Filamina A
Crustaceos Arasina, Armadilidina, Astacidina 2, Calinectina, Crustina, Péptidos
derivados de hemocianina, Penaidina, Scigonadina, Stilicina
Fungos Aculeacina, Aureobasidina, Echinocandina FK463, Helioferina,
Leucinostatina, Mulundocandina, Plectasina
Bactéria Bacilomicina, Iturina, Nicomicina, Siringomcina, Siringostatina,
Siringotoxina

Os AMPs tém mostrado possuir vdrias vantagens sobre os antibidticos

convencionais (Tabela 2), tais como niveis mais baixos de resisténcia, atividade de amplo

espectro, efeitos sinérgicos na atividade antimicrobiana de antibidticos e, mecanismos de

morte rdpida (Guilhelmelli et al., 2013). Estas propriedades levaram a que os AMPs

fossem considerados os melhores candidatos para superar a resisténcia antibidtica

(Moravej et al., 2018).
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Tabela 2. Comparacdo das propriedades gerais dos antibiéticos e dos AMPs. Adaptado de Guilhelmelli et
al., 2013 e Moravej et al., 2018

Propriedade Antibiéticos convencionais AMPs
Espetro de Seletivos, atuam num ou dois Atividade de amplo espectro
atividade microrganismos contra bactérias, fungos, alguns
parasitas e virus
Mecanismo Mecanismo especifico, Nenhum mecanismo
de acdo normalmente atuam num alvo ou especifico, geralmente baseia-
numa classe de alvos (ex: enzimas | se na sua estrutura e poténcia,
especiais ou ribossoma), interage que por sua vez facilita as
com as func¢des fisiologicas da interagcoes e desestabilizacao
bactéria da membrana, e a morte
bacteriana
Atividade Nao tem Desempenham um papel
adicional crucial no recrutamento e
promocao de elementos das
respostas imunes inespecificas
Toxicidade Tende a ser seguro para células Alguns problemas de
normais. Porém, em consumo a toxicidade permanecem
longo termo ou alta dosagem deve desconhecidos
ser vigiado
Resisténcia Geralmente surgem multiplas A resisténcia geralmente ndo

resisténcias, causadas por
mecanismos como variagao,
modifica¢do quimica ou

degradacao de antibidticos

pode acontecer diretamente,
exceto 0s mecanismos como a
membrana externa
impermedvel ou proteases
especificas que podem ser
derrotadas pela incorporacao
de D-aminoécidos ou

alteracOes da coluna vertebral
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Desenvolvimento

II. DESENVOLVIMENTO

II. 1 ANTIBIOTICOS

IL. 1.1 Consideragdes gerais

A descoberta da penicilina por Sir Alexander Fleming em 1928 deu origem a era
moderna dos antibidticos, tendo estes sido utilizados desde entdo para tratar infecdes
graves, salvando milhdes de vidas. No entanto, pouco depois da sua introducdo no
mercado, o desenvolvimento de resisténcia a penicilina por parte de vdrias espécies
bacterianas tornou-se um problema clinico substancial, colocando em causa muitos dos
avancos nas décadas de 30 e 40. Os primeiros relatos destas resisténcias surgiram no
Reino Unido em 1962, e nos Estados Unidos em 1968 com o aparecimento dos
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. Mesmo a vancomicina, antibidtico
introduzido na pratica clinica em 1972 para contornar a resisténcia a meticilina, e ao qual
se pensou que fosse extremamente dificil de desenvolver resisténcias, deu origem ao
aparecimento de resisténcias em Staphylococcus aureus e estafilococos coagulase-
negativos, em menos de 10 anos de prética clinica. Por isso, como estratégia para resolver
este problema, a indudstria farmacéutica focou-se no desenvolvimento de novos
antibidticos durante as décadas de 60 a 80. No entanto, o fluxo de desenvolvimento de

antibidticos comecou a diminuir gradualmente ano apos ano (Figura 3) (Ventola, 2015).

II. 1.2 Particularidades dos antibidticos em Medicina dentaria

A medicina dentdria é uma especialidade abrangente, dedicada a resolver infe¢des
dentdrias ou restaurar e reabilitar a estrutura dentaria perdida por processos bacterianos.
A utilizagdo de antibidticos € assim uma parte integrante desta drea. No entanto, o seu
uso irracional pode levar a um aumento do risco de resisténcia pelas espécies bacterianas,
aumentando, deste modo, os efeitos adversos e consequentemente os custos de tratamento
(Ramasamy A., 2014).

A cavidade oral é um ecossistema bioldgico extremamente complexo e apresenta
uma grande diversidade de microrganismos, transitorios ou residentes, caracterizada por
alguns autores como sendo composta por mais de 500 espécies diferentes. No entanto, a
interacdo entre estes micro-organismos ¢ complexa e a mudanga de um estado de sauide
para um estado de doenca estd normalmente associada a um desequilibrio do ecossistema,

especialmente no que diz respeito a doengas pulpares e periodontais. Ainda que apenas
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alguns dos microrganismos causem infecdes dentdrias, no estado de doencga, muitas das
espécies bacterianas ndo patogénicas podem também contribuir para um ecossistema
favordvel a sobrevivéncia e crescimento de espécies patogénicas, principalmente quando
estes se organizam em biofilmes. A compreensdo deste principio ecoldgico € de extrema
importancia no tratamento das infecdes orais e dentdrias, sabendo que microrganismos
organizados em biofilme sdo mais resistentes a dosagem usual de antibiéticos, em 1000
a 1500 vezes (Roda, Bagan, Bielsa, & Pastor, 2007; Ramasamy A., 2014).

Em medicina dentdria, o tratamento de infecdes encontra-se habitualmente
dividido em trés fases: diagndstico, controlo de infe¢do e reabilitacido/restauragdo. Com
base no resultado do diagndstico, o controlo da infecdo envolve, por norma, a remocao
de focos infeciosos e a resolu¢do da infecdo, o que inclui ndo s6 o uso de
antibioticos/antissépticos, como a utilizagdo de métodos cirtrgicos (Ramasamy A.,
2014).

A maioria das dores dentdrias sao resultado do processo inflamatério induzido por
uma infecdo num compartimento fechado, como por exemplo a polpa e a regidao
periodontal apical, ou em tecidos moles sensiveis e altamente inervados, como o espago
do peridsteo, gengiva e periodonto. O controlo cirtrgico das infe¢des dentérias pode ser
conseguido através da remo¢ao mecanica da polpa infetada, bem como a drenagem do
pus por incisdo, quando existe envolvimento dos tecidos moles. Normalmente, € utilizada
a combinacdo de uma ou mais técnicas. De facto, com medidas apropriadas para remover
os focos de infecdo, os antibidticos podem, no geral, ndo ser necessarios (Ramasamy A.,

2014).

A prescri¢do de antibidticos € na maioria dos casos empirica, tendo por base dados
epidemioldgicos clinicos e bacterianos, que permitem a identificacdo do conjunto de
microrganismos mais provaveis de serem responsdveis pelo processo infecioso. Como
resultado, antibidticos de amplo espectro sdo quase sempre a escolha de primeira linha
por parte dos médicos dentistas no tratamento das infecdes bacterianas (Roda, Bagan,
Bielsa, & Pastor, 2007), e por esta razdo, uma gama muito limitada de medicamentos é

normalmente usada estando alguns destes exemplificados na Tabela 3.
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Tabela 3. Antibidticos convencionais usados nas infecdes dentdrias (O*- Administragdo oral, IV**-
Administragdo intravenosa, IM*** - Administracdo intramuscular, Ul — Unidade Internacional) -
Adaptado de Roda et al., 2007

Farmaco Via de Posologia Efeitos secunddrios
administra¢ao
Amoxicilina O* 500 mg/8 horas Diarreia, nauseas,
1000 mg/12 horas hipersensibilidade
Amoxicilina — O/ IV** 500-875 mg/8 horas* Diarreia, nauseas,
Acido 2000 mg/12 horas* candidiase,
clavulanico 1000-2000mg/8 horas** hipersensibilidade
Clindamicina O/1vV 300 mg/8 horas* Colite
600 mg/8 horas** pseudomembranosa
Azitromicina 0] 500 mg/24 horas por 3 Problemas
dias consecutivos gastrointestinais
Ciprofloxacina 0] 500 mg/12 horas Problemas
gastrointestinais
Metronidazol 0] 500-750 mg/8horas Convulsdes, anestesia ou
parestesia dos membros,
incompativel ¢/ ingestao
de élcool
Gentamicina IM*** [ TV 240 mg/24 horas Ototoxicidade,
nefrotoxicidade
Penicilina IM/IV 1.2-2.4 x10° Hipersensibilidade,
Ul/24h*** alteracoes gastricas
Acima de 24x10°
Ul/24h**

Na pratica, os antibidticos sao tipicamente prescritos para o tratamento de infecdes
dentdrias agudas, infecdes ndo dentérias, profilaxia contra infe¢do focal e local em
pacientes com endocardite ou prétese valvular, e disseminacao sistémica em cirurgia oral.
Ainda assim, a sensibilidade antibidtica das bactérias encontradas na cavidade oral esta a

diminuir gradualmente, e um nimero crescente de estirpes resistentes comec¢am a ser
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detetadas, particularmente em Porphyromona e Prevotella, assim como Streptocococus
viridans (Roda et al., 2007).

A desvantagem do tratamento com antibidticos deve-se aos seus efeitos
indesejdveis, como os distirbios géstricos, hematoldgicos, neurolégicos, dermatoldgicos
e alérgicos, entre outros. No entanto, o desenvolvimento de resisténcias bacterianas é
também de extrema importincia, tanto para o doente individualmente como para a satde

publica em geral (Roda et al., 2007).
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Desenvolvimento

II. 1.3 Mecanismos de ac¢ao dos antibidticos

Os antibidticos podem ser bacteriostéticos, se inibirem o crescimento bacteriano,
ou bactericidas, se induzirem a morte bacteriana. Podendo ter um espetro estreito, ou
alargado (Penchovsky & Traykovska, 2015). No entanto sdo normalmente classificados
com base no seu mecanismo de acdo, existindo cinco mecanismos de a¢do principais
(Figura 1): inibicdo da sintese da parede bacteriana, alteracdo da permeabilidade das
membranas, modificacio da sintese dos dcidos nucleicos, inibi¢do da biossintese proteica
e de enzimas envolvidas no metabolismo celular (Guimaraes S, Moura D, Silva PS, 2006;

Leite, 2014).

B-lactamicos Polimixings
o peptidacs Daptomicing

"/-{- _ Parete Cebdiar

o Rloreirgets Calular

-

PABA = Ao ParRDmE0es T \ — :
OMFE = Dihesndolabo ! Erearalidinonas

THF = Tarsbaniaials
DA Aoniond DS e I ruaC i asnd

=ALAC0 FRDGICMOE: NersageTD ﬂ:uin?am-.us
=Acido Ftomocessn Transpo taetor METCii s s

RNA~Asss Riboruocéos Ribossbmes

Figura 1. Mecanismos de a¢do dos antibiéticos. Adaptado de Galvao, 2013

A inibicdo da sintese da parede bacteriana ocorre normalmente durante a fase de
crescimento das bactérias, aquando a producao de nova parede celular (Guimaraes S et al.,
2006; Leite, 2014). Sendo o antibidtico eficaz in vivo apenas se se verificar uma diferenca
osmotica entre 0 organismo € o0 meio que promove a entrada de dgua para dentro da célula
e consequente lise celular (Leite, 2014).

Neste grupo, estdo incluidos a fosfomicina, a cicloserina, a bacitracina e os [
lactamicos. Os antibioticos B-lactdmicos, por exemplo, levam a inibicdo irreversivel das

transpeptidases o que impede assim a formacdo de cross-links entre cadeiras proteicas
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vizinhas durante a formacao do peptidoglicano. A vancomicina forma complexos com o
dipeptideo D-alanil-D-alanina da cadeia peptidica dos percursores do peptidoglicano,
inibindo também a sua formacao.

Adicionalmente, os antibidticos com este mecanismo de acdo sdo por norma
seletivos, uma vez que nao havendo parede celular nas células eucariotas, ndo ocorre
qualquer alteracao na atividade bioldgica das células humanas (Guimaraes S et al., 2006;

Leite, 2014).

Os antibidticos que alteram a permeabilidade da membrana citoplasmatica, fazem-
no ao dificultar o transporte de ides por parte da membrana ou ao alterar a permeabilidade
e estrutura da membrana celular, levando a uma perda do equilibrio osmético (Guimaraes
S et al., 2006; Leite, 2014). Deste grupo, fazem parte os ion6foros, como a valinomicina e

a gramidicina, assim como antibidticos polipeptidicos, como as polimixinas (Leite, 2014).

Os antibidticos que atuam pela modificacdo da sintese dos &acidos nucleicos,
podem atuar sobre diversas fases da sua sintese, interferindo, desta forma, na expressao
genética e por conseguinte na sintese proteica, divisdo e multiplicagdo celular, levando a
alteracoes estruturais na célula. Deste grupo, fazem parte as quinolonas, actinomicina D,
os nitroimidazoéis e as rifamicinas. Como exemplo, a fluoroquinolona do grupo das
quinolonas atua ao inibir a DNA Girase e Topoisomerase IV, impedindo o
desenrolamento da cadeia de DNA e a abertura da forquilha de replicacdo, respetivamente

(Guimaraes S et al., 2006; Leite, 2014).

Os antibidticos que atuam pela inibi¢do da biossintese proteica, atuam de uma
forma geral diretamente sobre os ribossomas microbianos (Guimaraes S et al., 2006; Leite,
2014). Os antibidticos disponiveis comercialmente que atuam desta forma sdo os
macroélidos, as tetraciclinas, os fenicdis e a clindamicina. Como exemplo a
estreptomicina, um aminoglicosideo, liga-se a proteina S12 da subunidade 30S dos
ribossomas bacterianos, estabilizando irreversivelmente os ribossomas 70S e evitam
assim a formacdo de complexos de inicia¢do ou levam a formagao de proteinas non-sense

(Guimaraes S et al., 2006; Leite, 2014).

Os antibidticos que atuam através da inibicdo de enzimas envolvidas no

metabolismo celular, denominam-se habitualmente de antimetabodlicos. Estes atuam
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normalmente como inibidores competitivos de enzimas chave de vias metabdlicas
essenciais ao ciclo de vida bacteriano, induzindo a sua morte. Neste grupo estdo incluidas
a trimetoprima e as sulfonamidas. A sulfadiazina € um exemplo de uma sulfonamida,
andloga estrutural do PABA, que actua ao inibir de forma competitiva a di-hidropeteroato
sintetase (DHPS) bacteriana, impedindo a incorporagdio do PABA no 4cido di-
hidropteroico e consequentemente a formacdo de &cido tetrahidrofdlico, essencial a

sintese de dcidos nucleicos e proteinas (Guimaraes S. et al., 2006; Leite, 2014).

II. 1.4 Mecanismos de acdo da resisténcia aos antibidticos

No contexto da resisténcia antimicrobiana, as bactérias apresentam trés fen6tipos
fundamentais como suscetibilidade, resisténcia intrinseca e resisténcia adquirida
(Mcdermott, Walker, & White, 2003).

A resisténcia intrinseca € natural a todos os membros de uma espécie e € um
resultado da composicao bioquimica do organismo selvagem, ou seja, acontece sem que
ocorra uma exposi¢do prévia ao antibiotico (Mcdermott, Walker, & White, 2003; Rice &
Bonomo, 2005; Galvao, 2013). Por exemplo, as bactérias gram-negativas sao
intrinsecamente resistentes a atividade dos macrélidos porque esses agentes demoram a
atravessar a parede celular e sdo simultaneamente expulsos pela atividade das bombas de
efluxo. Alternativamente, uma bactéria pode nao ter o alvo do medicamento. A resisténcia
intrinseca restringe o espectro da atividade de um medicamento e contrasta com a
resisténcia adquirida, que estd presente em apenas alguns isolados de uma espécie

(Mcdermott et al., 2003).
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Existem quatro mecanismos principais que permitem a resisténcia das bactérias
aos antibidticos (Figura 2), nomeadamente mecanismos enzimdticos que levam a
inativacdo do antibidtico (A), modificacdo do alvo terapéutico (B), sintese de bombas de

efluxos (C) e alteragdo da permeabilidade das membranas (D) (Penchovsky &

Traykovska, 2015).
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Figura 2. Mecanismo de agfo da resisténcia aos antibidticos. Adaptado de
Penchovsky & Traykovska, 2015

A ocorréncia de mecanismos enzimaticos de resisténcia, devido a inativacao dos
farmacos, ocorre como consequéncia da produg¢do de enzimas responsdveis pela
degradacdo ou inativagdo do antibidtico, por parte da bactéria (Dzidi¢, Suskovi¢, & Kos,

2008; Galvao, 2013).
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A modificacdo do alvo terapéutico consiste na diminuicdo ou eliminagdo da
afinidade do antibidtico para o seu local de ligacdo, normalmente por mutacdo deste

mesmo alvo terapéutico (Rice & Bonomo, 2005; Galvao, 2013).

As bombas de efluxo sdo proteinas que se encontram presentes na membrana
externa bacteriana que facilitam o transporte ativo de antibiéticos do meio intra para o
extracelular (Dzidi¢ et al., 2008). Embora este mecanismo afete as vdrias classes de
antibidticos, tem mostrado maior eficicia na eliminacdo de macrolitos, tetraciclinas e
fluoroquinolonas (Dzidi¢ et al., 2008; Galvao, 2013).

De uma forma geral, os antibidticos entram na célula bacteriana por trés vias
distintas, por difusdo passiva através da bi-camada lipidica da membrana celular, por
difusdo através das porinas, e por self promoted uptake. Ainda assim, a entrada na célula
bacteriana dependera significativamente de caracteristicas intrinsecas das moléculas do
antibiotico. Sendo as porinas proteinas transmembranares expressas pela bactéria, e assim
facilmente alteradas, a modificacdo da permeabilidade aos antibiticos ocorre
normalmente por alteragdes estruturais, de nimero, da selectividade ou do tamanho das

porinas (Dzidi¢ et al., 2008; Galvao, 2013).

II. 1.5 Problema de saude publica

O uso excessivo de antibidticos levou claramente ao agravamento do
desenvolvimento e dispersdo das resisténcias, sendo que estudos epidemioldgicos
relacionaram o consumo de antibidticos e a disseminagdo de estirpes resistentes (Ventola,
2015).

De 1980 até 2014, assistiu-se a uma diminui¢do no nimero de aprovagdes para o
desenvolvimento de novos antibidticos (Figura 3), talvez em parte devido a menor
capacidade de explorar em termos econdmicos estes firmacos visto que existe um rapido

desenvolvimento de resisténcias aos mesmos (Ventola, 2015).
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Figura 3. Nimero de Aprovagdes Antibacterianas de Novos Medicamentos de 1980 até 2014. Adaptado
de Ventola, 2015

Porém, uma das razoes deste fendmeno da resisténcia se desenvolver cada vez
mais, prende-se pelo facto de, entre bactérias, os genes poderem ser herdados da bactéria
mae ou poderem ser adquiridos de ndo-familiares em elementos genéticos méveis, como
plasmideos. Esta transferéncia génica pode permitir a transferéncia de certas resisténcias
a antibidticos entre diferentes espécies de bactérias. Nao obstante, a resisténcia pode
também ocorrer espontaneamente por meio de mutagdes (Ventola, 2015).

Em muitos paises, os antibiéticos nao sao regulamentados e estdo disponiveis sem
qualquer receita médica, de forma facilmente acessivel, abundante e barata, o que
promove a sua utilizacdo abusiva. Adicionalmente, uma incorreta prescricdo de
antibidticos também vem contribuir para a promoc¢ao de bactérias resistentes. Varios

estudos mostraram que a indicagdo do tratamento assim como a escolha do agente ou
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duracdo da antibioterapia estdo incorretas em 30% a 50% dos casos. Além disso, 30% a
60% dos antibidticos prescritos em unidades de terapia intensiva, foram considerados
desnecessdrios ou inadequados. E ainda, concentragdes sub-inibitdrias e sub-terapeuticas
promovem o desenvolvimento da resisténcia aos antibidticos, desenvolvendo alteragdes
genéticas e aumentado a viruléncia (Ventola, 2015).

Estima-se ainda que 80% dos antibiéticos vendidos nos EUA sejam usados em
animais, para promover o crescimento e prevenir infecdes e que, os antibidticos usados
na pecudria, sdo ingeridos pelos seres humanos quando consomem este tipo de alimentos.
Este facto da transferéncia de bactérias resistentes aos humanos, através dos animais de
criacdo, foi observada pela primeira vez ha mais de 35 anos, quando altas taxas de
resisténcia a antibidticos foram encontradas na flora intestinal, tanto em animais como

agricultores (Ventola, 2015).
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I1. 2 PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS

IL. 2.1 Condigdes gerais

No final dos anos 1920, a lisozima foi descoberta por Alexander Fleming, tendo
sido considerada, por alguns autores, como a primeira vez em que o termo AMP foi
utilizado. Atualmente, sabe-se que a lisozima leva a lise da parede celular bacteriana
(Moravej et al., 2018; Phoenix, Dennison, & Harris, 2013).

No entanto, a descoberta original dos AMPs ocorreu quando um agente
antimicrobiano de Bacillus spp. foi encontrado em amostras de solo e, posteriormente,
isolado, tendo apresentado capacidade de protecao contra a infecdo pneumocdcica em
camundongos. A fracdo isolada foi denominada de gramicidina, sendo o primeiro AMP
identificado. A gramicidina mostrou potencial no tratamento tépico de feridas e dlceras,
porém, foi considerada téxica apds aplicacdo intraperitoneal. Mais tarde, em 1941, foi
descoberta a tirocidina, eficaz contra bactérias gram-negativas e gram-positivas e que
mostrou ser uma mistura de decapéptidos ciclicos produzidos por Bacillus brevis. Ainda
no mesmo ano, outro AMP foi isolado da planta Triticum aestivum e posteriormente
denominado purotionina. Esta mostrou eficicia contra fungos e algumas bactérias
patogénicas como Pseudomonas solanacearum e Xanthomonas campestris (Morave] et
al., 2018; Phoenix et al., 2013).

Em 1956, foi isolado o primeiro AMP de origem animal a partir de leucécitos de
coelho, a fagocitina, e nos anos seguintes, outros como bombinina, do sapo alaranjado,
bombina variegata e lactoferrina do leite de vaca e, mais recentemente, foram
identificados alguns AMPs nos lisossomas dos leucdcitos humanos (Moravej et al., 2018).

Na década de 60, foram estudadas algumas moléculas antimicrobianas presentes
na hemolinfa de larvas mariposa, quando infetadas com Pseudomonas aeruginosa. E, no
final da década de 70, decorreram estudos que mencionaram proteinas antimicrobianas
de leucdcitos, incluindo os que hoje em dia sdo conhecidos como o-defensinas. Em 1981,
foram injetadas em bactérias, presentes nas pupas da traca-da-seda, proteinas
antimicrobianas catiénicas P9A e P9B. Da hemolinfa das pupas, conseguiu-se isolar
Hyalophora cecropia, péptidos que foram caracterizados e renomeados como cecropinas,
tendo sido relatados como os principais AMPs a-helicoidais. Em 1987, foram isoladas as
magaininas, originalmente AMPs catidénicos de Xenopus laevis, caracterizadas como
AMPs de defesa. Anos mais tarde, foram descobertas as -defensinas e 0-defensinas, que

diferem das a-defensinas nos seus pares de cisteina, apds serem isoladas de granuldcitos
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e leucdcitos bovinos, respetivamente, do macaco rhesus (Moravej et al., 2018; Phoenix et
al., 2013).

Gradualmente, os AMPs foram considerados como tendo um papel defensivo nos
organismos isentos de sistema imune inato e, em meados da década de 90, esse papel foi
confirmado com a mosca da fruta Drosophila melanogaster, pois ao remover-se 0 gene
que codifica os péptidos, este inseto tornou-se suscetivel a uma infe¢do fungica (Morave;j
et al., 2018; Phoenix et al., 2013).

Desde entdo, o papel destes péptidos tem sido extensivamente estudado em
plantas, insetos e outros invertebrados, sem sistema imunoldgico adaptativo. Foi entdo
constatado que os AMPs sdo produzidos pela maioria dos organismos multicelulares,
incluindo os humanos, e comportam-se como um componente do sistema imunoldgico,
sendo que foram identificados na maioria dos locais do corpo humano que sao geralmente
expostos a microbios, como a pele e as mucosas (Moravej et al., 2018; Phoenix et al.,

2013).
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II. 2.2 Mecanismos de ac¢do dos péptidos antimicrobianos

Os péptidos antimicrobianos desempenham a sua acdo ao alterarem a
permeabilidade da membrana celular e pela modulagdo do sistema adquirido
(Guilhelmelli et al., 2013). Estes mecanismos, permitem que os AMPs possam ser
agrupados em duas grandes familias. O primeiro grupo corresponde as moléculas que
atuam sobre a membrana citoplasmatica, induzindo a sua permeabilizacdo e,
consequentemente a interrup¢ao de seu normal funcionamento (Lee, N. Hall, & Aguilar,
2015). O segundo grupo corresponde a compostos cujos alvos de atuacdo sdo
essencialmente intracelulares, nomeadamente acidos nucleicos. Mesmo estando incluidos
no segundo grupo, estes interagem com a membrana celular de forma a serem
translocados para o compartimento intracelular. Assim, para além de membrana
citoplasmdtica, os AMPs, a nivel secundédrio, podem interagir com outros alvos
intracelulares (Bernardino da Silva, 2017; Malanovic & Lohner, 2016).

A maioria dos AMPs possuem regides polares e apolares, resultantes da
segregacdo de residuos com essas caracteristicas, podendo-se ligar a constituintes
hidrofébicos e hidrofilicos das membranas bacterianas e induzindo assim alteracdes na
sua estrutura e integridade (Bechinger & Gorr, 2017; Bernardino da Silva, 2017). A
membrana celular € assim o primeiro alvo da a¢do de muitos AMPs, ao ligarem-se a
lipidos membranares, particularmente, aos lipidos anionicos (Bernardino da Silva, 2017;
Malanovic & Lohner, 2016).

Na Figura 4 estdo ilustrados os trés modelos principais pelos quais os AMPs
interagem com a bicamada fosfolipidica, referidos normalmente como modelo de carpete,

poro em forma de barril e poro toroidal (Bernardino da Silva, 2017).
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Figura 4. Mecanismos de acdo dos AMPs. Retirado de Sato & Feix, 2006

30



Desenvolvimento

O modelo de carpete (Figura 4A e 4B) foi descrito pela primeira vez para o péptido
antimicrobiano denominado S. dermaseptina. Neste mecanismo, ocorrem interagcoes
i6nicas entre os aminodcidos catidénicos dos péptidos e os grupos aniénicos da porcao
polar dos fosfolipidos da camada externa da membrana celular bacteriana. Em altas
concentracdes, os péptidos ligam-se orientados paralelamente, para a superficie da
bicamada, o que se assemelha a uma “carpete”. Esta acumulacdo de moléculas peptidicas
induz uma desintegracio da membrana bacteriana ao alterar a curvatura da bicamada
promovendo a formacdo de micelas (Cruz, Ortiz, Guzman, Ferndndez-Lafuente, &
Torres, 2014).

O modelo de poro em forma de barril (Figura 4C) envolve a formacao de feixes
de péptidos alfa-hélice anfipaticos que formam poros transmembranares, em que os seus
residuos hidrofilicos estdo direcionados para o limen do poro. Estes poros estabelecem
uma ligacdo dos mondmeros peptidicos a membrana celular e, subsequentemente, sao
inseridos no nucleo lipidico da membrana celular bacteriana. De um modo geral, o
nimero de mondmeros para a formacdo de poros é dependente da concentracdo no
péptido, sendo que quanto maior acumulagdo dos primeiros, maior serd o tamanho do
poro o que levard a libertacdo do conteddo celular citoplasmatico das bactérias para o
meio extracelular (Cruz et al., 2014).

O modelo de poro toroidal (Figura 4D) ocorre em péptidos como as magaininas,
protegrinas e melitinas, ocorrendo quando as faces polares dos péptidos estdo associadas
as porgoes polares das fragdes lipidicas. Os lipidos dispostos no poro sdo entdo inclinados
a partir da estrutura lamelar normal e ligam as duas camadas da membrana, formando
uma curvatura continua de cima para baixo, na forma de um furo toroidal (Cruz et al.,
2014).

Recentemente, foram descritos dois novos mecanismos de acdo dos AMPs
associados ao modelo poro toroidal. O primeiro é o modelo denominado "enorme poro
toroidal", tendo sido estudado através da bacteriocina Lacticin Q, interagindo com
lipossomas e bactérias. Neste modelo, propds-se que a formacao de poros é dada pela
migracdo de moléculas de lacticina Q da membrana externa para a membrana interna. O
segundo modelo é o "poro toroidal desordenado", que foi estudado usando dinamica
molecular com AMPs lineares. Inicialmente, o péptido adota uma estrutura ciclica,
causando grandes distirbios na bicamada lipidica, desenvolvendo um poro toroidal

desordenado, que atinge um didmetro médio de 1-2 nm (Cruz et al., 2014).
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II. 2.3 Estrutura da célula bacteriana

As bactérias sdo normalmente divididas em dois grupos, Gram-positivas e as
Gram-negativas (Figura 5), com base nas diferencas existentes no conjunto de estruturas
que compdem o envelope externo a membrana citoplasmatica (Garima Kapoor, Saurabh
Saigal, 2017).

A membrana celular tem por fun¢do impedir a movimentagao dos ides para dentro
ou para fora da célula, mantendo os seus componentes citoplasméticos e bacterianos num
espaco definido. Esta membrana nas bactérias Gram-positivas é delimitada por uma
parede celular, que consiste numa camada de peptidoglicanos que lhe dd a forma
caracteristica e que a protege estruturalmente contra stresses osmoéticos e agressdes
mecanicas. Em contraste, as bactérias Gram-negativas apresentam uma parede celular
fina, delimitada por uma segunda membrana lipidica chamada membrana externa que
impede certas substancias de penetrarem na célula bacteriana. Contudo, esta membrana
possui canais denominados porinas, que permitem a entrada de vérias moléculas, tais

como os medicamentos (Garima Kapoor, Saurabh Saigal, 2017).
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Figura 5. Estruturas envolventes das células Gram-positivas e Gram-negativas. Adaptado de Galvao, 2013
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IL. 2.4 Propriedades fisico-quimicas importantes dos AMPs

O comprimento de um AMP é fundamental para a sua atividade, uma vez que sao
necessdrios pelo menos 7-8 aminodcidos para formar estruturas anfipdticas, com
extremidades hidrofébicas e hidrofilicas, em lados opostos de uma molécula peptidica.
Um AMP para atravessar a bicamada fosfolipidica bacteriana, no modelo poro de barril,
deve possuir pelo menos 22 aminoécidos, para AMPs de a-helicoidal, enquanto que sao
necessarios oito aminodcidos para os f-helicoidal. Além dos efeitos do comprimento na
sua estrutura tridimensional e no seu modo de acdo, o comprimento também pode afetar
a sua citotoxicidade. AMPs curtos sdo menos téxicos sendo crucial ter em consideragao
0 seu comprimento ao serem projetados novos péptidos sintéticos com baixa toxicidade
(Bahar & Ren, 2013).

A carga global de AMPs conhecidos, € a soma de todas as cargas de grupos
ionizaveis do péptido, varia de negativa a positiva e € o principal fator para a interagdao
inicial com membranas celulares negativamente carregadas. Ao existirem alteracdes nesta
carga, as atividades antimicrobianas e hemoliticas podem sofrer alteracdes de modo a que
a morte seletiva de microbios seja alcangada, com ou sem minimizagdo de efeitos nas
células do hospedeiro (Bahar & Ren, 2013).

A helicidade representa a capacidade de um AMP para formar uma estrutura em
spin e € importante para a determinacdo da toxicidade em células eucaridticas. A sua
reducgdo através da incorporacdo de D-aminodcidos na sequéncia priméria, demonstrou
diminuir o efeito hemolitico, enquanto que o efeito antimicrobiano € mantido. Esta, € uma
estratégia util para projetar novos péptidos sintéticos com menor atividade hemolitica e
maior estabilidade contra clivagem proteolitica. Outro fator importante associado a
helicidade do AMP € a propensdo da hélice de cada aminodcido na sequéncia priméria,
por exemplo, a prolina e a glicina tém propensdes de formagao de hélice mais baixas em
compara¢cdo com outros aminodcidos. Assim, ndo se verifica uma preferéncia a estes
residuos aquando da concessao de AMPs de a-helicoidal e, além disso, os péptidos devem
ser flexiveis o suficiente para alterar sua conformacao durante o processo de inser¢dao da
membrana (Bahar & Ren, 2013).

A hidrofobicidade também demonstrou influenciar a atividade e a seletividade de
moléculas de AMP. Quase 50% dos aminodcidos, na sequéncia primdria de AMPs
naturais, sdo residuos hidrofébicos. Na maioria dos casos, o aumento da hidrofobicidade
com carga positiva pode aumentar a sua atividade antimicrobiana, enquanto que a sua

diminui¢do a pode reduzir. Deste modo, parece haver uma hidrofobicidade 6tima para
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cada AMP, além da qual a sua atividade diminui rapidamente. Portanto, ao desenhar
novos péptidos sintéticos, a hidrofobicidade deve ser selecionada dentro de um limite
restrito. Esta hidrofobicidade € essencial para determinar a faixa de células alvo de um
AMP pois aumentar esta propriedade pode alterar o intervalo de alvos. Por exemplo, a
magainina ¢ um AMP que s6 € eficaz contra bactérias Gram-negativas, no entanto, alguns
andlogos sintéticos com maior hidrofobicidade também podem matar algumas bactérias
Gram-positivas e células eucaridticas (Bahar & Ren, 2013).

A anfipaticidade é outra propriedade dos AMPs que garante a sua atividade e
interacdo com as membranas microbianas. Esta propriedade € mais importante quando
em comparacdo com a hidrofobicidade para existir uma ligacdo as membranas
microbianas. Como a anfipaticidade dos AMPs € necessdria para uma particao forte na
interface da membrana, a prioridade deve ser dada a estrutura anfipatica ao projetar AMPs

sintéticos para células-alvo especificas (Bahar & Ren, 2013)

II. 2.5 Estratégias para melhorar a eficicia dos AMPs

Embora AMPs eucaridticos tenham sido identificados e caracterizados, muitos
deles ndo chegaram a ser testados clinicamente e apenas alguns deles foram aprovados
pela Food and Drug Administration (FDA). A maioria dos AMPs utilizados em ensaios
clinicos sdo andlogos de AMPs naturais, mas existem alguns que sdo completamente
sintéticos (por exemplo, IMX942). A maioria dos AMPs sdo limitados a aplicagdes
tépicas, devido a toxicidade sistémica, a suscetibilidade dos péptidos a degradacio de
proteases e a sua rapida depuragdo renal. A administracdo oral de AMPs pode levar a
digestao proteolitica por enzimas no trato digestivo, como tripsina e pepsina. Além disso,
a administracdo sistémica resulta numa curta meia vida in vivo e na degradacido de
protéases. Para contornar estas questdes e melhorar a eficicia dos AMPs, podem ser
usadas modificacdes quimicas e mecanismos de veiculacdo (Kumar, Kizhakkedathu, &
Straus, 2018).

Virias modificacdes quimicas de AMPs tém sido utilizadas para melhorar a
estabilidade dos péptidos contra a digestdo proteolitica, incluindo o uso de D-
aminodcidos, ciclizacdo, acetilacio e peptidomiméticos. A incorporagdo de D-
aminodcidos ndo naturais nas sequéncias de AMP, tem como objetivo a inversao
estereoquimica do péptido e, consequentemente, evitar a degradacdo das protéases, uma

vez que as enzimas sao estereoespecificas (Kumar et al., 2018).
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Outra estratégia importante para melhorar as propriedades dos AMPs é o uso de
sistemas de veiculacdo, ou seja, sistemas que vao desde materiais inorganicos a
poliméricos, que podem ser usados para melhorar a estabilidade, toxicidade, meia-vida e
perfil de liberacao do péptido. N@o obstante, os AMPs podem ser ligados covalentemente
ao sistema de veicula¢do ou encapsulados de forma nao covalente por estes diferentes
tipos de sistemas (Kumar et al., 2018).

Muitos materiais inorganicos, tais como particulas de silica, titanio,
nanoparticulas metdlicas (principalmente ouro e prata), pontos quanticos, grafeno e
carbono tém sido utilizados para sistemas de veiculacio de AMP. As nanoparticulas
podem ser obtidas através de varios materiais, porém, as de silica t€ém sido amplamente
utilizadas devido a sua capacidade de formar poros bem definidos para o transporte de
AMPs. Outros materiais inorganicos, por exemplo, nanotubos de 6xido de grafeno,
podem ser utilizados para ligar covalentemente AMPs, tais como nisina, usada para
aumentar a actividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) (Kumar et al., 2018).

Lipidos e surfactantes podem formar uma vasta gama de estruturas, tais como
micelas, lipossomas e microemulsdes. Por exemplo, a encapsulacio de LL-37 em
lipossomas assegurou uma aumentada bioatividade e reduziu a sua toxicidade em culturas
de células eucariotas. Além disso, emulsificadores antimicrobianos, como a monolaurina,
podem ser usados para carregar AMPs, como a nisina Z, para formar estruturas nano-
micelares que exibem atividade antimicrobiana sinérgica contra Staphylococcus aureus
(Kumar et al., 2018).

Os materiais poliméricos podem também ser utilizados de diversas maneiras para
o sistema de veiculagdo de AMPs, os quais incluem particulas, fibras, géis e multicamadas
poliméricas e conjugados de polimeros. Alternativamente, os AMPs também podem ser
conjugados com biopolimeros tais como quitosano e dcido hialur6nico, que possuem

multiplos grupos funcionais para a ligacao do péptido (Kumar et al., 2018).
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II. 2.6 Mecanismos de ac¢ao da resisténcia aos AMPs

Os mecanismos de resisténcia intrinseca a acdo dos AMPs desenvolvidos pelas
bactérias podem ser passivos ou induzidos. A resisténcia passiva ocorre em algumas
espécies Dbacterianas, incluindo Proteus, Morganella, Providencia, Serratia e
Burkholderia, nas quais a presenca de lipidos carregados positivamente reduz a interacdo
dos AMPs com a membrana (Anaya-Lépez, Lopez-Meza, & Ochoa-Zarzosa, 2013;
Andersson, Hughes, & Kubicek-Sutherland, 2016).

Um mecanismo comum de resisténcia € a incorpora¢do de moléculas com carga
positiva na superficie celular, com o intuito de reduzir a interacdo e ligacio de AMPs
catiénicos. A inativacdo destes mecanismos resulta numa maior suscetibilidade aos
AMPs, incluindo componentes do sistema imune inato do hospedeiro e, muitas vezes, em
viruléncia reduzida (Anaya-Lopez et al., 2013; Andersson et al., 2016).

Nas bactérias Gram-negativas, a resisténcia intrinseca aos AMPs tem sido
estudada em Salmonella enterica sorovar Typhimurium, na qual uma variedade de
modificagcdes nos lipopolissacarideos € desencadeada por estimulos ambientais, incluindo
fome nutricional, baixo pH, baixo teor de magnésio e alto teor de ferro, bem como vérios
tecidos do hospedeiro (Andersson et al., 2016).

Nas bactérias Gram-positivas, a resisténcia intrinseca aos AMPs ocorre apds a
incorporacdo de moléculas carregadas positivamente nos 4cidos teicdicos da membrana
celular, que desempenham um papel essencial na divis@o celular, morfologia, adesao,
viruléncia e resisténcia antimicrobiana. Embora prejudiciais para a fun¢do celular, as
propriedades i6nicas destes dcidos fazem deles um alvo para a ligacio de AMPs
carregados positivamente, uma vez que a resisténcia aos AMPs é frequentemente
conferida por intermédio de modificacdes que reduzem a carga negativa da membrana

bacteriana (Andersson et al., 2016).
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I1. 3 PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS EM MEDICINA DENTARIA

A pele e a mucosa sdo barreiras fisicas ao ambiente externo, protegendo o
hospedeiro de intrusos nocivos. No entanto, estas barreiras nao sdo apenas fisicas, uma
vez que também sdo constituidas por péptidos antimicrobianos e anticorpos potentes
(Weinbergl, 1998).

Os AMPs sao conhecidos por terem um papel importante na defesa inata ou nao
adaptativa de um hospedeiro eucaridtico, e exibem um amplo espetro de atividades
microbicidas, incluindo a flora natural associada ao hospedeiro. Em contraste com as
impressionantes propriedades do sistema imunoldgico adquirido de alta especificidade e
memoria, a principal vantagem dos antibidticos peptidicos prende-se pela sua capacidade
de rapido funcionamento contra multiplas espécies bacterianas. Trabalhando em conjunto
com o sistema imune adaptativo em mamiferos, o sistema imune inato permite ao
hospedeiro conter o crescimento microbiano apds uma infecdo. Os péptidos
antimicrobianos epiteliais t€ém a capacidade de manter a flora natural dos microrganismos
num estado estaciondrio em diferentes localizacdes, como a pele, os intestinos, as vias
aéreas, o canal endocervical e a cavidade oral (Weinbergl, 1998).

Os péptidos antimicrobianos catidnicos, produzidos pelas células epiteliais orais,
desempenham um papel importante na determinacao do resultado da interagdo patégeno-
hospedeiro, na barreira mucosa oral. Por isso, os péptidos podem funcionar em conjunto
com outras grandes proteinas antimicrobianas, caracterizadas pela sua permeabilidade
aumentada associada a granuldcitos leucocitarios; péptidos antimicrobianos anionicos,
(calprotectina, associada a queratindcitos e granuldcitos leucocitirios) e péptidos
antimicrobianos salivares, tais como as histatinas ricas em histidina. Estes péptidos t€ém
um grande potencial na defesa do hospedeiro na cavidade oral, devido a sua grande
especificidade podem encontrar uma utilizacdo crescente nos tratamentos dentérios
futuros, tendo em conta o continuo problema da resisténcia de multiplos microrganismos

orais aos antibidticos tradicionais (Weinbergl, 1998).
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Atualmente, foram detetados mais de 40 AMPs endégenos a cavidade oral (Tabela
4) organizados em 6 categorias funcionais, com base nas suas caracteristicas
antimicrobianas (S.-U. Gorr, 2009; S. U. Gorr & Abdolhosseini, 2011).

Viérios AMPs sdo encontrados na cavidade oral em concentragdes abaixo da
concentracdo inibitéria minima experimentalmente determinada, lancando alguma
duvida sobre a sua atividade antibacteriana (S. U. Gorr & Abdolhosseini, 2011). Por
exemplo, as B-defensinas sdo encontradas na saliva em concentracdes de ordem 1 a 2, de
magnitude abaixo da concentracio inibitéria minima para vdrias bactérias orais, como
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Streptococcus

mutans (Bechinger & Gorr, 2017; S. U. Gorr & Abdolhosseini, 2011).

Tabela 4. Lista de AMPs presentes na saliva. Retirado de Gorr, 2009

Adrenomedulina Staterina Beta-2- Cistatina C
microglobulina
HNP-1 CCL 28 Prolina- rica em Cistatina D
proteinas
HNP-2 Azurocidina/ CAP  Fibronectina Cistatina S
37/ proteina
obrigatoria da
heparina
HNP-3 Substéancias P Calgranulina A Cistatina SA
hBD-1 Péptido relacionado = Calgranulina B Cistatina SN
com o gene da
Calcitonina
hBD-2 Neuropéptido Y Psoriasina Inibidor da protéase
secretora
leucocitaria
hBD-3 Péptido intestinal Lactoferrina SKALP/ ELAFINA
vasoativo
Catelicidina/LL 37  Mucina 7 Cistatina A Lactoperoxidase
Histatina 1 GP340/ aglutinina Cistatina B Mieloperoxidase
salivar/ DMBT1
Histatina 3 Proteina Cistatina C Lisozima C

surfactantina A
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Alguns dos AMPs da saliva foram testados e mostraram-se eficazes contra
bactérias patogénicas da cavidade oral. Foram demonstradas interagdes sinérgicas em
alguns AMPs, que poderiam restaurar a atividade mesmo estando abaixo da concentragdo
inibitéria minima dos componentes individuais (Gorr & Abdolhosseini, 2011). Apesar da
abundancia de AMPs, o ambiente oral permite o crescimento de bactérias orais, que
rapidamente formam biofilmes na auséncia de higiene oral. Inversamente, as bactérias
invasoras raramente causam infecdes, mesmo no caso de feridas orais ou extracoes
dentdrias e, deste modo, ¢ do conhecimento geral que o crescimento de bactérias
encontradas no ar e na dgua € inibido pela saliva, enquanto que as bactérias orais sdao

relativamente resistentes a saliva (Bechinger & Gorr, 2017).

II. 3.1 Processos cariogénicos

A cérie dentdria é uma doenca oral multifatorial de origem bacteriana e é
considerado um problema de saide global crescente e dispendioso (Pepperney &
Chikindas, 2011). Recentemente tem sido associada ao desenvolvimento de doencas
sistémicas, como doencas cardiovasculares, endocardite € pneumonia. Trata-se de um
processo dindmico em que a sua iniciagc@o consiste na formagdo de biofilmes bacterianos
(placa dentdria) na superficie dentdria, resultando na perturbacdo do equilibrio entre a
componente mineral do dente e o fluido da placa circundante, resultando numa perda da
componente mineral ao longo do tempo por dissolu¢do, produzindo assim uma lesdao
superficial. Esta desmineralizacdo do esmalte pode levar a um colapso da sua superficie
sobre a lesdo e, uma vez atingindo este estadio da doenca, deve-se intervir, removendo a
lesdo e restaurando o dente, limitando assim a disseminag@o da cérie e a sua eventual

perda. (Dashper, Liu, & Reynolds, 2007; Ding et al., 2014; Komatsuzawa et al., 2007).

Patogénese

Na origem da cdrie estdo presentes biofilmes bacterianos, em que a sua
proliferacdo se traduz em vantagens para o crescimento bacteriano. Em biofilmes
polimicrobianos, estd descrito que as atividades metabdlicas podem ser integradas
estando presentes uma variedade de espécies o que favorece uma maior flexibilidade nas
atividades metabdlicas e catabdlicas (Cvitkovitch, Li, & Ellen, 2003; Dashper et al., 2007;
Palmer, Gordon, Cisar, & Kolenbrander, 2003).
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Segundo o Centro de Controle e Prevencao de Doengas estima-se que em 65% das
infecdes bacterianas humanas existe a presenca de um biofilme. Estes dificultam o
tratamento de infe¢Oes crdénicas, uma vez que oferecem protecdo as bactérias contra
sistema imunolégico, havendo diminui¢@o da eficdcia antibidtica e dispersando as células
livres para locais distantes, o que pode promover a reinfecdo. A placa bacteriana presente
nas superficies dentarias € um exemplo cldssico de biofilme bacteriano, onde a alta
diversidade de espécies forma um biofilme polimicrobiano que cresce na superficie do

dente (Figura 6) (Cvitkovitch et al., 2003; Dashper et al., 2007; Palmer et al., 2003).
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Figura 6. Formacdo de placa bacteriana e carie. Adaptado de Clinica Oral concept, 2016

Os microrganismos que tém uma maior capacidade de adesdo e que colonizam
precocemente as superficies dentdrias, sdo: Streptococcus sanguinis, Streptococcus
gordonii e Actinomyces spp. Sendo que as principais espécies bacterianas associadas ao
desenvolvimento inicial da cérie pertencem ao grupo Steptococcus mutans (Tabela 5),
concretamente, Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, bactérias Gram-
positivas, fortemente acidogénicas. Estas espécies fazem parte da microflora oral normal
e sao consideradas patogénicos oportunistas. Em particular, o S. mutans, ativamente
envolvido na formacdo de biofilmes, é considerado o mais importante patogénico
causador da cdrie dentdria, expressa glicosiltransferases que sintetizam glucanos
extracelulares, que sdo essenciais para adesdo celular dependente de sacarose e formagdo
de biofilme. Assim, o controlo efetivo de S. mutans e de bactérias associadas aos
biofilmes orais € a chave para a prevencao e tratamento da carie dentdria. Nesta area, o
flaor tem sido o principal meio na prevencdo (Dashper et al., 2007; Ding et al., 2014;

Komatsuzawa et al., 2007).
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Tabela 5. Principais bactérias cariogénicas. Adaptado de Komatsuzawa et al., 2007

Espécie Gram | Morfologia | Anaerébio | Atividade Cariogénica

S. mutans positiva Cocos facultativo +++

S. sobrinus positiva Cocos facultativo +++
S. sanguinis positiva Cocos facultativo +
S. Salivarius positiva Cocos facultativo +
S. mitis positiva Cocos facultativo +
Actinomyces spp. | positiva | Bacilos facultativo +
Lactobacillus spp. | positiva | Bacilos facultativo +

O epitélio da mucosa oral é uma barreira fisica contra 0s microrganismos
patogénicos do hospedeiro, epitélio este que recobre os tecidos da cavidade oral,
incluindo a lingua, mucosa oral e faringea, e gengivas. Porém, como existe uma
capacidade de sobrevivéncia das bactérias no meio oral, considera-se que existe um
balanco entre o sistema de defesa do hospedeiro e o mecanismo de resisténcia bacteriano

das mesmas (Dashper et al., 2007; Ding et al., 2014; Komatsuzawa et al., 2007).

Utilizacdo de péptidos antimicrobianos como biomarcadores da cérie

A previsdo do risco de carie é de relevante importincia e interesse para o
desenvolvimento de novas estratégias preventivas contra a carie. Sendo especialmente
significativo em criangas pequenas € em crian¢as com necessidades especiais. A saliva é
um fluido facilmente coletado e de forma ndo invasiva, usado para medir e monitorar o
risco de cdrie. O ensaio para o HNP1-3 € facil de execugdo e pode ser feito com menos
de 0,5 ml de saliva total. Ainda ndo € possivel determinar se o nivel de a-defensina salivar
¢ preditivo de futuras cdries, porém tem sido demonstrado que criancas com cdrie tém um
valor médio significativamente menor de a-defensinas com base no volume de saliva em
relacdo a concentragdo de proteina salivar total. Assim, baixos niveis salivares de a-
defensinas podem ser uma medida inovadora e til no risco de carie em criangas. Estudos
futuros podem levar ao desenvolvimento de meios de forma a aumentar a expressdao
peptidica oral end6gena, a utilizacdo desses péptidos como terapéutica e para um teste

simples de avaliag@o clinica do risco de carie. (Tao et al., 2005)
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Criangas com altos niveis de caries ndo apresentam niveis elevados de S. mutants
salivares nao havendo correlagdao com niveis de HNP1-3 (alfa-defensinas). Enquanto os
niveis de LL37 e hBD-3 (beta-defencina 3 humana) ndo se correlacionaram com a
experiéncia de cdrie e os niveis medianos de HNP1-3 foram significativamente maiores
em criangas sem carie quando em comparagdo com criangas com cdrie. Baixos niveis
salivares de HNP1-3 podem representar um fator biolégico que contribui para a
suscetibilidade a cédrie. Esta observacdo poderia levar a novas formas de rastrear a
suscetibilidade e a novos meios de avaliar o risco para este problema oral comum (Tao et
al., 2005).

Os niveis de AMPs encontrados na saliva estdo na faixa de fungdo antimicrobiana
efetiva, especialmente considerando a baixa concentracdo de sal na saliva e a acdo
sinérgica dos péptidos (Maisetta et al., 2003). Assim, a correlagcdo de um AMP catidnico
salivar com experiéncia de carie sugere o possivel efeito protetor do HNP1-3. Por outro
lado, baixos niveis de HNP1-3 podem resultar em aumento da suscetibilidade a cérie (Tao
et al., 2005).

Existem controvérsias quanto a relagdo entre as concentracOes de péptidos
antimicrobianos e a presenca de carie dentédria em criangas. Através dos niveis de AMPs
na saliva de criancas livres de cdrie, carie precoce e cdrie precoce da infancia, determinou-
se que os niveis de péptidos salivares individualmente ou quando em combinag¢do foram
relacionados com a gravidade da cdrie e os niveis de estreptococos do grupo mutans. Ha
correlacOes positivas entre hBD-2 e HTN-5 com niveis de estreptococos do grupo mutans
salivares e entre as concentracdes salivares de AMPs (HNP1-3 e LL-37) em criangas de
3 anos de idade. Em contraste, ndo foi encontrada uma correlacdo entre os niveis de
estreptococos LL-37 e mutans. Outra associacdo foi observada entre os niveis de hBD-2
e LL-37 e a extensdo da cdrie, o que nao foi encontrado para HTN-5 e hBD-3. Estes
resultados sugerem que o sistema imune inato de criangas, representado por péptidos
antimicrobianos, reage a presenca de S. mutans e a sua producao € aumentada na presenca
de cérie dentaria. Correlacdes positivas entre hBD-2, hBD-3, LL-37 e HTN-5 (exceto
pela combinacdo de HTN-5 e hBD-3) sdo observadas, sugerindo que pode haver uma
acdo combinada desses péptidos na resposta do hospedeiro possivelmente a patogenos de
carie, uma vez que as criancgas estudadas eram sauddveis, exceto por apresentar caries
dentarias (Colombo et al., 2016).

As bactérias patogénicas e cariogénicas do periodonto apresentam suscetibilidade

aos principais péptidos antimicrobianos produzidos pelos epitélios. Embora os péptidos
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tenham atividade bactericida contra a maior parte das bactérias, é constatado que essa
atividade € varidvel contra as diferentes estirpes bem como diferentes espécies. Concluiu-
se entdo que P-defensinas e LL37 tém uma atividade antibacteriana versitil contra
bactérias orais (Ouhara, Komatsuzawa, & Yamada, 2005).

Segundo Komatsuzawa as bactérias gram-positivas, principalmente S. mutans e S.
sobrinus, provocam cdrie dentdria, enquanto a periodontite € causada por bactérias Gram-
negativas, incluindo Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Actinobacillus
actinomycetemcomitans entre outros. Juntamente com outras bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, estas bactérias em particular estdo presentes principalmente na placa
dentéria e formam um biofilme de forma a evitar o ataque do sistema imune do hospedeiro
ou dos reagentes antibacterianos. Recentemente, a carie dentdria e a periodontite foram
precursores implicados para o desenvolvimento de doencas sistémicas, como doenca
cardiovascular, endocardite e pneumonia (X. Li, Kolltveit, Tronstad, & Olsen, 2000).
Portanto, uma boa satde local ou sistémica estd significativamente correlacionada ao
controle de doengas orais (Komatsuzawa et al., 2007).

Os péptidos antimicrobianos presentes na cavidade oral t€ém mostrado atividade
bactericida contra bactérias periodontopatogénicas e cariogénicas. Porém, esses péptidos
tém potencial para uso em aplicacdes clinicas. Além disso, é importante notar que a

7z

suscetibilidade a esses péptidos € altamente varidvel entre espécies e/ou estirpes de
bactérias, implicando que a suscetibilidade a péptidos antimicrobianos é uma das
principais caracteristicas no controle da interagdo parasita-hospedeiro. No entanto,
poucos dados estdo disponiveis no que diz respeito a suscetibilidade bacteriana oral a
péptidos antimicrobianos, especialmente no contexto do ambiente fisiol6gico da cavidade
oral (Komatsuzawa et al., 2007).

Uma tendéncia para niveis mais baixos de estreptococos mutans salivares em
criancas com cérie € elevada, o que pode ser um reflexo do aumento da aderéncia das
bactérias a superficie dentdria, ou devido a presenca de estirpes mais aderentes e/ou mais
cariogénicas (Rudney & Staikov, 2002). Acredita-se que muitos componentes proteicos
salivares, como a glicoproteina rica em prolina, mucinas, imunoglobulinas, aglutinina,

lactoferrina, cistatinas e lisozima, tenham um papel na defesa na cavidade oral (Van

Nieuw Amerongen, Bolscher, & Veerman, 2004).
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Utilizagcao dos péptidos antimicrobianos no tratamento de processos cariogénicos

O AMP Bac8c e alguns dos seus derivados foi avaliado contra bactérias associadas
a cdarie dentdria, sendo que o modo de acdo de Bac8c em bactérias Gram-negativas como
a E. coli, envolve a interferéncia com multiplos alvos, como intera¢do direta com a
membrana, deplecio de ATP e desequilibrio redox. Em concentracdes subletais, o
tratamento com Bac8c inibiu a translacio, mas ndo se obteve um efeito sobre o
crescimento celular. Em concentragdes letais, o tratamento com Bac8c despolarizou
rapidamente a membrana, inibindo rapidamente toda a sintese macromolecular e
finalmente levou a morte celular (Spindler, Hale, Giddings, Hancock, & Gill, 2011).
Contudo, o modo de ac¢do de Bac8c em bactérias Gram-positivas ainda nao estd claro. Os
poros transmembranares e a rutura da membrana causados pelo tratamento com Bac8c
podem eventualmente levar a lise das células bacterianas, especulando-se assim que a
membrana citoplasmética de bactérias Gram-positivas poderd ser um dos alvos criticos
de Bac8c. Tem sido relatado que as células bacterianas em diferentes fases de crescimento
tém suscetibilidade diferente ao péptido catiénico, adicionalmente a duracdo de vida 1til
pode ser de 2-5 min, sendo portanto muito promissor para ser usado na clinica ou na vida
diaria como forma de prevencdo contra a cdrie dentdria. Além disso, os resultados
citotoxicos indicaram que o tratamento com Bac8c por um curto espaco de tempo nao
causam citotoxicidade ébvia nos fibroblastos gengivais humanos (Ding et al., 2014).

Uma abordagem de baixo custo usando péptidos antimicrobianos de origem
vegetal (PMAMPs) em uso topico para controlo de biofilmes foi investigada. Os PMAMP
mataram rapidamente o patégeno Streptococcus mutans e prejudicaram a formacao de
biofilme apds uma tnica aplicacdo tépica. Desenvolveu-se uma abordagem sinérgica
usando PMAMPs combinados com enzimas degradadoras de matriz para facilitar o
acesso aos biofilmes e matar as bactérias incorporadas. Além disso, identificou um novo
papel para PMAMPs na veiculacdo de farmacos para as células periodontais e gengivais,
13 e 48 vezes mais eficientemente do que qualquer outro péptido de penetracdo celular
testado. Portanto, os péptidos fundidos com a protegrina expressa em células vegetais
poderiam potencialmente desempenhar um papel duplo no fornecimento de proteinas
terapéuticas aos tecidos das gengivas, enquanto matam as bactérias patogénicas quando
administradas como férmulas tépicas orais ou pastilhas. Aprovagdo recente do FDA
(Food and Drug Administration) de péptidos produzidos por plantas € um bom augurio

para o avango clinico deste novo conceito (Liu et al., 2016).
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Além da rutura do biofilme, o aumento da cicatrizacao de feridas nos tecidos das
gengivais € uma necessidade clinica importante. Tanto a protocina como a retrociclina
podem entrar nos mastdcitos humanos e induzir a desgranulagcdo, um passo importante no
processo de cicatrizacao de feridas (Gupta, Kotian, Subramanian, Daniell, & Ali, 2015).
Portanto, os péptidos antimicrobianos protegrina e retrociclina podem desempenhar um
papel importante na elimina¢do de bactérias em biofilmes e iniciar a cicatrizacdo de
feridas por meio da desgranulacdo de mastdcitos. Além disso, é importante administrar
efetivamente hormonas de crescimento ou outras proteinas bioativas para aumentar a
adesdo celular, estimular a osteogénese e diferenciar os osteoblastos ou células
endoteliais. Devido a ficil libertacdo proporciona uma alternativa as atuais formulacdes
orais de enxaguamento, isto €, curta duracdo do contato dos antimicrobianos na
gengiva/superficie dentdria. No entanto, sdo necessdrios mais estudos in vivo e clinicos
para avaliar a eficdcia anti-biofilme / anticdrie, bem como a administra¢do sustentada e
dirigida de farmacos na cavidade oral (Liu et al., 2016).

Resumindo, além da aplicacdo tdpica, os farmacos proteicos fundidos com a
protegrina expressa em células vegetais t€m o potencial de ser administrados por via oral
aos tecidos da gengiva de maneira ndo invasiva e aumentar a adesao do paciente. O alto
custo dos atuais farmacos proteicos é devido a sua producdo em fermentadores
proibitivamente caros, purificagcdo, transporte / armazenamento a frio, vida util curta e
métodos de veiculacio estéreis. Todos esses desafios poderiam ser eliminados usando
este novo conceito de administracdo de drogas para prevenir infecdes relacionadas a
biofilmes e melhorar a satide oral (Liu et al., 2016).

O péptido ZXR-2 apresenta também uma atividade potente contra bactérias
patognéicas da carie dentdria, como S. mutans, S. sobrinus e P. gingivalis. No entanto, a
sua atividade contra estirpes probidticas, incluindo L. rhamnosus e L. paracasei, foram
relativamente baixas, ou seja, o ZXR-2 preveniu a formacao de biofilmes de S. mutans,
mas teve um efeito limitado em biofilmes maduros. A atividade seletiva, potente e rdpida
de ZXR-2 faz com que seja um potencial agente terapéutico para a prevengao e tratamento
da cérie dentdria. Apesar dos bons resultados, antes de uso clinico, mais estudos sdo
necessarios para melhorar a sua capacidade de eliminacdo do biofilme e reduzir ainda
mais a sua citotoxicidade (L. Chen et al., 2017).

Os AMPs GHS8, GH12, e GH16 mostraram a capacidade de inibir bactérias e
biofilmes planctonicos. Os objetivos principais consistem na sintese de uma série de

AMPs a-helicoidais, catidnicos, anfipaticos, que seriam mais curtos, menos citotoxicos e
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mais potentes do que os AMPs existentes contra bactérias cariogénicas. Dos trés, o GH12
apresentou os parametros estruturais mais equilibrados e um contetido da estrutura o-
helicoidal. Segundo (Y. Wang et al., 2017) o GH12 causou lise celular e formacao de
poros em citomembranas, sugerindo que o GH12 provavelmente funcionard através do
mecanismo atualmente aceite de atividade antimicrobiana de AMPs a-helicoidais
anfipéticos (Melo, Ferre, & Castanho, 2009). Este mecanismo envolve dois passos.
Primeiro, os péptidos acumulam-se na membrana das bactérias por meio de interagdes
eletrostdticas com os grupos carregados negativamente na superficie da célula. Em
segundo lugar, as por¢des hidrofébicas de AMPs inserem-se em bicamadas lipidicas, para
mediar ruturas de membranas através do poro de bastdo, poro toroidal, poro toroidal
desordenado e/ou mecanismos de carpete. Isso resulta em despolarizacdo, vazamento de
metabolitos essenciais e perda de composicao especifica da membrana. Com base neste
mecanismo de agdo, os péptidos a-helicoidais anfipdticos parecem requerer que duas
caracteristicas sejam eficazes: carga liquida positiva, que os atrai para a superficie
microbiana anidnica; e capacidade de assumir uma estrutura anfipdtica, o que favorece a
insercdo nas membranas microbianas. Pequenas concentracdes inibiram a formacdo de
biofilme de Streptococcus mutans. A microscopia confocal de varredura a laser mostrou
que o GH12 reduziu efetivamente a biomassa do biofilme de S. mutans no 1° dia. Ensaios
de citotoxicidade indicaram que o GH12 apresentou pouco efeito téxico na viabilidade
de fibroblastos gengivais humanos (Y. Wang et al., 2017).

Em resumo, se os tratamentos com peptideos antibacterianos forem associados a
uma boa higiene bucal, educacdo do paciente e cuidados profissionais preventivos, eles
possuem um enorme potencial a medida que novas abordagens melhoram o tratamento e

a prevencao da carie dentaria (Pepperney & Chikindas, 2011).
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II. 3.2 Periodontite

A periodontite € uma doenca inflamatéria infeciosa crénica que afeta o
periodonto, destruindo gradualmente o osso alveolar de suporte dentério. O periodonto é
uma estrutura de suporte que envolve e suporta os dentes, este € constituido por diferentes
tecidos, incluindo a gengiva, o cemento, o ligamento periodontal e o osso de suporte

alveolar (Di Benedetto, Gigante, Colucci, & Grano, 2013).

Patogénese

A periodontite € principalmente causada por bactérias gram-negativas, como a
Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans entre outras (Tabela 6). Que conjuntamente com outras bactérias
gram-positivas e gram-negativas, encontram-se presentes na placa bacteriana formando
um biofilme que impede o sistema imune do hospedeiro e os agentes antibacterianos de
atuar. Recentemente, a cérie dentéria e a periodontite foram descritas como precursores
implicados no desenvolvimento indimeras doengas sistémicas, como a doenca

cardiovascular, endocardite e pneumonia (Komatsuzawa et al., 2007).

Tabela 6. Bactérias periodontopatogénicas. Adaptado de Komatsuzawa et al., 2007

Espécie Gram Morfologia Anaer6bio Ativida
Cariogénica
Porphyromonas negativa bacilo obrigatorios -
gingivalis
Prevotella intermedia | negativa bacilo obrigatdrios -
Actinobacillus negativa bacilo facultativo -
actionmycetemcomitans
Fusobacterium negativa bacilo obrigatorios -
nucleatum
Tannerella forsythensis | negativa bacilo obrigatorios -
Treponema denticola | negativa spirochaetes obrigatdrios -
Eikenella corrodens negativa bacilo obrigatdrios -

A doencga periodontal é causada por bactérias e antigénios que estimulam uma
reacdo inflamatoria local e consequente ativacdo do sistema imune inato (Garlet et al.,
2006). A resposta inata do hospedeiro € iniciada por recetores que sdo principalmente
expressos em células do sistema imune inato, mas que também foram identificados em

tecidos periodontais. Assim que estes recetores reconhecem os agentes patogénicos,
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ativam diferentes vias de imunidade inata, entre elas a produgdo de citocinas e
quimiocinas que recrutam leucdcitos ndo residentes para o espago periodontal. Por sua
vez, os leucdcitos ativados, as células de imunidade adaptativa, secretam citocinas
proinflamatérias e quimiocinas nos tecidos. Atualmente, aceita-se que a amplificacdo
dessa resposta local inicial do hospedeiro (com duragao de aproximadamente 21 dias)
resulte na propagacdo da inflamacdo e leve a destrui¢ao dos tecidos periodontais moles e

mineralizados (Figura 7) (Cochran, 2008; Di Benedetto et al., 2013).

Boca Saudavel Periodontite
Suporte Placa
08580 e
Esmalte / /—/ Céleulo
Bolsas
— fundas
Gengivas Inflamacédo

Figura 7. [lustracdo da periodontite. Retirado de Centro Médico Dentério e Estético Integrado, 2017

Tratamento atual

O tratamento convencional para periodontite consiste na remo¢do mecénica dos
agentes bacterianos, reduzindo assim o foco infecioso e levando a resolucdo da
inflamacdo e controlo da doenca periodontal. No entanto, o tratamento padrao pode nao
ser uma terapia suficiente ou definitiva que resulte em melhorias clinicas, exigindo uma
abordagem biolégica mais sofisticada. A modulagdo da resposta do hospedeiro é
considerada uma nova terapia promissora e consiste em modular os mecanismos de defesa
do hospedeiro em resposta a inflamacdo. Por exemplo, a dixiciclina inibe as
metaloproteinases da matriz derivadas do hospedeiro, responsaveis pela degradacao dos
tecidos moles e mineralizados, resultando, assim, na reducdo da progressdo da

periodontite (Payne & Golub, 2011). No entanto, varias vias de sinalizacdo estdo

envolvidas na destruicdao do tecido periodontal e, portanto, para alcangar resultados a
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longo prazo, como a prevengao da perda dentéria, pode ser necessario bloquear inimeras
vias. Por outro lado, a modulacido imunolégica do hospedeiro farmacologicamente pode
resultar em efeitos adversos, exigindo, portanto, uma monitorizacdo cuidadosa desta
abordagem (Di Benedetto et al., 2013; Giincii, Yilmaz, Kononen, & Giirsoy, 2015).

No geral, os médicos dentistas procuram uma ferramenta de diagndstico, de
preferéncia ndo invasiva, para determinar o estado atual da doenga periodontal,
monitorizar a resposta da terapia aplicada, e medir o grau de suscetibilidade a progressao
da doenca. As ferramentas de diagndstico convencionais como a profundidade de
sondagem, o sangramento a sondagem, e o nivel de insercao clinico sdo inadequados para
identificacdo de pacientes em risco de progressdo da doenca periodontal. A saliva tem
uma grande importancia na manutencdo da sadde oral, e nas duas dltimas décadas, tem
sido potencialmente associada a detecdo de doencas sistémicas e orais, como cdries,

periodontite, cancro oral e da mama, bem como hepatite (Giincii et al., 2015).

Utilizacao de péptidos antimicrobianos na periodontite

Biomarcadores especificos foram identificados a partir da saliva, refletindo as trés
caracteristicas principais dos processos patogénicos na doencga periodontal, ou seja,
inflamacdo induzida por infecdo, degradacdo de colagénio e renovacdo Ossea. As
enzimas, proteinas e outros mediadores inflamatdrios, derivados dos hospedeiros e
bacterianos, sdo promissores como biomarcadores salivares para o diagndstico da doenca
periodontal (W.V. et al., 2009). Nos tecidos periodontais infetados, numerosas citocinas
sdo secretadas como parte da resposta inata pelas células residentes (células epiteliais,
fibroblastos) e neutréfilos. Ha fortes evidéncias que sugerem que a IL-1b salivar € um
biomarcador relevante de periodontite, enquanto nenhuma associacdo significante foi
encontrada entre os niveis salivares de TNF-o ou IL-6 e a presenca de periodontite (Giincii
etal., 2015; Taylor, 2014). As metaloproteases derivadas de hospedeiros sdo consideradas
iniciadoras da degradacdo da matriz extracelular associada a periodontite. Especialmente
a MMP-8, uma colagenase neutrofilica, tem o potencial de ser usada como um
biomarcador de destruicdo periodontal. Em vérios estudos, foi demonstrado que a
atividade da MMP-8 € elevada na saliva de pacientes com periodontite em compara¢ao
com seus controlos periodontalmente saudédveis (Giincii et al., 2015).

Existem disparidades substanciais na expressdo de pequenos AMP catidnicos,

incluindo LL-37 e defensinas, em tecidos periodontais e na saliva, podendo estar ligadas
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a patogénese da doenca periodontal, bem como a de outras doencas inflamatérias e
infecciosas orais. Portanto, a associacdo entre a expressao alterada de AMPs e alguns
tipos de periodontite deve ser mais detalhadamente explorada. Talvez alguns peptideos
possam ser desenvolvidos como biomarcadores para o diagndstico e / ou progndstico de
doengas orais no futuro (Mishra, Apeksha, Koppolu, & Lingam, 2015).

A literatura atual sugere que os peptideos antimicrobianos possam ter possiveis
interligacOes mecanicistas entre as doengas periodontais como subtexto para um meio dos
seus fatores de risco. No entanto, tais evidéncias sdo muito limitadas e mais estudos in
vivo e in vitro sao necessarios para esclarecer a natureza de tais relagdes. Em particular,
considerando a relagdo bidirecional das doengas periodontais com as doengas imunes e
metabodlicas, uma maior compreensdo das AMPs como mediadores compartilhados é
essencial para desvendar o seu valor como candidatos terapéuticos ou biomarcadores (S.
Liet al., 2018). No geral, as evidéncias apresentam limita¢des, o que requer mais estudos
sobre AMPs, doencgas periodontais e fatores de risco comuns. Recomenda-se a realizacao
de estudos longitudinais clinicos para validar os resultados disponiveis (S. Li et al., 2018).

Por exemplo o AMP Nal-P-113 mostrou poder ser aplicado de forma efetiva na
pratica clinica como agente bioldgico, tendo melhorado o estado clinico periodontal ao
inibir o crescimento de patdégenos periodontais e ao controlar a formacgao de biofilmes
dentarios. Desta forma foi sugerida a sua utilizacdo como meio auxiliar para prevenir ou

curar a periodontite futuramente (H. Wang et al., 2018).
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II. 3.3 Endodontia

Patogénese

As lesOes cariosas sdo a causa mais comuns de infecdes pulpares, e a progressao
dessa doenga ¢é impulsionada por fatores como a viruléncia e proliferacdo de
microrganismos (Zero, Zandona, Vail, & Spolnik, 2011). A polpa dentéria é um tecido
imunocompetente que, em muitos casos, pode restabelecer um status saudavel quando o
patégeno € removido (Lima et al., 2015). A inflamacdo pulpar comeca antes do contato
direto entre agentes patogénicos e o tecido pulpar, em que as células pulpares
inflamatdrias reagem ao estigio inicial da cérie, iniciando uma inflamacao crénica na drea
subodontoblastica. As células mononucleares representam a primeira linha celular de
defesa pulpar (Zero et al., 2011). Desta forma, a progressdo da lesdo cariada leva ao
aumento do nimero de células inflamatorias, e os neutréfilos surgem neste ambiente
infecioso. Durante a resposta inflamatdria / imune da polpa, as paredes dentindrias
mineralizadas e inextensiveis impedem o desenvolvimento de edema, o que compromete
a circulacdo sanguinea e isola a polpa necrdtica das respostas de defesa do corpo,
permitindo que a infecdo gradualmente se perpetue até atingir a polpa inteira. Apds a
necrose pulpar, a infecao evolui para a regido periapical. Este processo pode desencadear
uma reacdo inflamatoria inespecifica seguida de uma resposta imune especifica, bem
como destrui¢ao dssea na regido periapical (Lima et al., 2015).

A selecdo de microrganismos na polpa necrética ao longo do tempo envolve
condig¢des de baixo potencial de reducdo de oxigénio, redu¢cdo do consumo de oxigénio e
disponibilidade de nutrientes, aumentando a degradagdo celular e também a presenca de
subprodutos bacterianos (José F. Siqueira, 2002). Os microrganismos que se adaptam a
estas condicdes podem colonizar o canal radicular durante ou apds a terapia endoddntica
e causar dor persistente, prejudicando a sensibilidade aos antibidticos, inibindo a
quimiotaxia dos fagdcitos neutrofilicos € mononucleares. Estes patogenos também podem
produzir enzimas (hialuronidase, colagenase, condroitinase, fosfatase 4cida) e
endotoxinas relacionadas com danos teciduais diretos e indiretos. Além disso, o perfil de
infecdo do canal radicular tende a ser anaerdbico e € precedido por infe¢des aerdbicas ou
pelo suprimento sanguineo comprometido (Lima et al., 2015; José F. Siqueira, 2002).

Vérios microrganismos presentes em canais radiculares infetados sdo capazes de
sobreviver a longos periodos de oxigénio e nutrientes escassos. Além disso, resistem as

mudancas ambientais e atingem numeros suficientemente elevados para causar a
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perpetuacdo da infecdo e a lesdo periapical, ao superar as defesas do hospedeiro. As
evidéncias indicam que a falha do tratamento endodontico pode ser motivada pela
presenca / persisténcia destes agentes patogénicos, uma vez que sdo resistentes a
procedimentos de desinfe¢do na porcdo apical. Amostras de pacientes submetidos a
retratamento endodontico revelaram a prevaléncia de Enterococcus faecalis,
Pseudoramibacter alactolyticus, Propionibacterium propionicum, Filifactor alocis,
Dialister pneumosintes (Lima et al., 2015). Candida albicans, E. faecalis,
Propionibacterium acnes, P. propionicum, Actinomyces naeslundii, Actinomyces
odontolyticus, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Anaerococcus prevotii,
Eggerthella lenta, Gemella morbillorum, Parvimonas micra, P. alactolyticus,
Streptococcus anginosus e Streptococcusmitis (J. F. Siqueira & Rogac, 2009).

Aquando da migracdo dos microrganismos para o tecido periapical, estes sdao
circundados por tecido inflamatorio, neutréfilos polimorfonucleares ou por epitélio,
representando uma resposta imunoinflamatdria contra a evolugdo da infecio. O exsudato
inflamatério apresenta grande nimero de células imunocompetentes (macréfagos,
linfocitos CD4 +, CD8 + e CD30 +; células natural killers (NK); mastocitos; e
eosinofilos), envolvidos na resposta imune inata. Desta forma, as células sdo capazes de
fagocitar microrganismos e células mortas (Teixeira-Salum et al., 2010).

A manutencdo da resposta imunitdria adaptativa na area periapical culmina com
os eventos osteoimunoldgicos que levam a reabsorcdo Ossea peri radicular (Teixeira-
Salum et al.,, 2010). A reabsor¢do Ossea compreende osteoclastogénese e atividade
osteocldstica (Lima et al., 2015). As evidéncias sugerem que citocinas produzidas por
células imunocompetentes em lesdes periapicais podem ativar ou inibir a funcdo dos
osteoclastos, afetando a destrui¢do Ossea periapical (Teixeira-Salum et al., 2010). Neste
processo, as citocinas, como fator de necrose tumoral, produzidas pelos linfécitos T
helper tipo 1 (Th1), ativam o processo de reabsor¢ao dssea, enquanto citocinas como IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, produzidas pelos linfocitos T helper tipo 2 (Th2) inibem este
processo (Lima et al., 2015; Teixeira-Salum et al., 2010). O envolvimento de algumas
destas citocinas estd relacionado com o processo inflamatério das lesdes periapicais,
como por exemplo, o aumento de IL-10 é consistente com uma diminui¢do na resposta
pré-inflamatéria e pode exercer um efeito supressor sobre as lesdes periapicais (Lima et
al., 2015).

A taxa de sucesso do tratamento endoddntico em dentes com lesdo inflamatdria é

a volta de 95%. No entanto, esse nimero pode ser reduzido para aproximadamente 85%
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em casos de polpa necrética com periodontite apical. Existem duas opcdes possiveis para
a correcdo das falhas da terapia endoddntica: retratamento ou cirurgia endodontica. O
retratamento endodontico pode ter uma taxa de sucesso de 70%. A cirurgia endoddntica
€ o procedimento com maior grau de invasdo e sua taxa de sucesso € de aproximadamente
90%. Entretanto, esse sucesso também depende da qualidade da obturagdo e restauracgao,

relacionada a auséncia de microinfiltracdo coronariana (Lima et al., 2015).

Tratamento atual

O tratamento endoddntico e o retratamento pretendem alcancar a cicatrizagdo
completa e a regeneracdo dos tecidos periapicais. Este inclui instrumenta¢do mecanica,
irrigacdo/aspiracdo e exposi¢do a medicagdo intra-canalar com posterior preenchimento
do canal radicular, com o objectivo de eliminar microrganismos residentes em
ramificagdes do canal principal e dos tibulos dentindrios. Desta forma, a medicagao intra-
canalar e os irrigantes completam a ac¢do antimicrobiana da terapia endodontica (Lima et
al., 2015).

No entanto, a medicagdo intra-canalar disponivel ndo possui todas as propriedades
desejaveis no contexto da infecdo endoddntica e periodontite apical. Idealmente, devem
apresentar ndo apenas um alto desempenho antimicrobiano, mas também uma atividade
imunomoduladora e reparadora, sem danos para o hospedeiro. Além disso, existem varios
niveis de resisténcia aos medicamentos do canal radicular. Assim, os agentes
tradicionalmente utilizados para esse fim apresentam uma atividade limitada, suportando
anecessidade de novas abordagens. Por exemplo, a medicacdo permanece dentro do canal
radicular por um determinado periodo de tempo durante a terapia endodontica pelo que
deve além das propriedades antimicrobianas, ser capaz de neutralizar produtos toxicos,
controlar a exsudagdo persistente e diminuir a inflamacio perirradicular e a dor, além de
estimular o reparo do tecido mineralizado e prevenir a reinfe¢do. Agentes intra-canalares
tipicos incluem hidréxido de célcio, antibidticos, biocidas, compostos fendlicos e ndo
fendlicos e iodo (Athanassiadis, Abbott, & Walsh, 2007).

O hidréxido de célcio € o medicamento intra-canalar mais utilizado e efetivo. As
suas propriedades incluem biocompatibilidade, baixa difusdo, baixa solubilidade, efeito
antimicrobiano e mineralizacdo por um mecanismo baseado na dissociacdo em ides
(grupos célcio e hidroxila) em meio aquoso. O hidroxido de célcio atua como uma barreira
fisica, ocupando os espacos no canal radicular, evitando assim a entrada, manutencdo e

crescimento de bactérias. Além disso, o pH elevado do hidréxido de célcio pode interferir
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na permeabilidade da membrana citoplasmética das bactérias, interferindo assim na
atividade da enzima de controlo, que possui fungdes essenciais para as bactérias
(metabolismo, crescimento e divisdo). Esse efeito alcalinizante induz a quebra das
ligacGes i6nicas das estruturas tercidrias das proteinas, inibindo a atividade bioldgica das
enzimas por interferir na sua conformagdo estrutural. A eficdcia hidréxido de cdlcio
depende da difusdo dos ides hidroxilo nos tibulos dentindrios, excedendo a capacidade
de tamponamento da dentina em niveis favoraveis a destrui¢ao bacteriana. Isto indica-nos
o seu uso por longos periodos para permitir a acessibilidade a canais de difusdo lateral
(Lima et al., 2015). Além disso, a combinacdo de medicacdes intra-canalares pode gerar
efeitos aditivos ou sinérgicos. Dadas estas exigéncias, as desvantagens deste agente sdo,
a inibicdo do efeito antimicrobiano pela dentina, baixa solubilidade e difusdo que
requerem tempo, variacao no potencial alcalino de diferentes formulagdes e promogdo da
adesdo de bactérias ao colageno (Athanassiadis et al., 2007). Outra grande desvantagem
€ que muitas espécies de micrébios prevalentes em lesdes refratdrias mantém viabilidade
em torno de pH 9, como E. faecalis, C. albicans e Actinomyces radicidentis, sendo
resistentes a medicacdo intra-canalar (Lima et al., 2015; J. F. Siqueira & Rogac, 2009).
Como a microbiologia endodOntica apresenta muitos microrganismos encontrados
na doenga cdrie e periodontal, é plausivel que os péptidos ativos para essas doencgas
possam afetar a microbiota endodontica (Lima et al., 2015). Os agentes antimicrobianos
que efetivamente eliminam espécies resistentes em canais radiculares t€ém o potencial de
melhorar o tratamento endodontico (Turner, Love, & Lyons, 2004). A vasta microbiota
endodontica é extremamente rica em diferentes tipos e espécies de microrganismos
(Tabela 7). Portanto, a procura por agentes antimicrobianos para terapia endodontica esta
em andamento, e existem alguns péptidos antimicrobianos ativos contra uma microbiota

endodontica (Tabela 8) (Lima et al., 2015).
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Tabela 7. Micro-organismos isolados de canais radiculares com lesdes apicais. Adaptado de Lima et al.,
2015

Bactérias | Actinomyces israeli, Actinomyces naeslundii, Actinomyces odontolyticus,

Gram- | Actinomyces viscosus, Atopobium rimae, Corynebacterium matruchotii,
positivas | Enterococcus faecalis, Eubacterium aerofaciens, Eubacterium
alactolyticum, Eubacterium lentum, Eubacterium saburreum, Filifactor
alocis, Olsenella uli, Parvimonas micra, Peptostreptococcus anaerobius,
Peptostreptococcus magnus, Peptostreptococcus micros,
Propionibacterium acnes, Propionibacterium propionicum,
Pseudoramibacter alactolyticus, Streptococcus anginosus, Streptococcus
constellatus, Streptococcus gordonii, Streptococcus intermedius,
Streptococcus milleri, Streptococcus mitis.

Bactérias | Actinobacillus actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus,

Gram- | Bacteroides melaninogenicu, Burkholderia cepacia, Campylobacter
negativas | gracilis, Capnocytophaga gingivalis, Dialister invisus, Dialister
pneumosintes Eikenella corrodens, Fusobacterium necrophorum,
Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium periodonticum, Haemophilus
aphrophilus, Leptotrichia buccalis, Neisseria mucosa, Porphyromonas
endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella baroniae, Prevotella
buccae, Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica, Prevotella
nigrescens, Prevotella oralis, Prevotella tannerae, Selenomonas
sputigena, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Treponema
maltophilum, Treponema socranskii, Veillonella parvula, Wolinella recta.
Fungos | Candida albicans.

Utilizacdo de péptidos antimicrobianos no tratamento endodontico

O AMP nisina, demonstrou um forte potencial na terapia endodontica (Turner et
al., 2004). E um AMP derivado de Lactococcus lactis, com atividade contra muitas
bactérias Gram-positivas. A nisina interage com a membrana fosfolipidica e induz o
extravasamento celular. Como medicacao intra-canalar, € capaz de reduzir o crescimento
de Streptococcus gordonii e E. faecalis em aproximadamente metade, de forma
semelhante ao hidréxido de calcio (Lima et al., 2015; Turner et al., 2004).

A PB-defensina 3 humana também foi estudada com aplicagdo em terapia
endododntica, e demonstrou melhor desempenho antimicrobiano comparado ao hidréxido
de célcio e clorexidina. Este péptido possui propriedades antibacterianas, antiendotoxinas
e imunomoduladoras, além de baixa citotoxicidade para as células hospedeiras (Kliiver et
al., 2005). A B-defensinas 3 humana também foi capaz de inibir a producdo de TNF-a e
IL-8 na presenca de E. faecalis mas apesar de resultados preliminares promissores, 0
comportamento dessas biomoléculas em infecdes mistas ainda deve ser avaliado (Lima

etal., 2015).
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A actividade de 10 AMP sintéticos foram testadas contra estirpes do grupo
Streptococcusmilleri para fins endodonticos. Estes incluiam os péptidos dos neutréfilos
humanos 1 e 2, histatinas 5 e 8 (da saliva humana), indolicidina (de granuldcitos bovinos),
cecropinas B e P1 (da traga hemolinfa), magainina II (do intestino e pele dos anfibios) e
mastoparan. (do veneno da vespa). Verificou-se que embora os péptidos dos neutréfilos
humanos, histamina 8, cecropina P1 e magainina ndo inibiram nenhuma das estirpes
testadas. Outros péptidos inibiram 10% (histamina 5), 30% (cecropina B), 91%
(indolicidina), 95% (magnemina amida) e 90% (mastoparano) de estirpes de S. milleri
(Bartie, Devine, Wilson, & Lewis, 2008).

Alguns microrganismos endodonticos s@o capazes de produzir péptidos, como
pseudomonas spp., que produzem o péptido PsVP-10. Este péptido é capaz de inibir o
crescimento de muitas bactérias Gram-positivas e negativas e € resistente ao calor, a
alteracdes de pH e enzimas proteoliticas. Todas as estirpes de E. faecalis, de isolados
clinicos (infecao do trato urindrio, tecidos moles e corrente sanguinea) eram suscetiveis
ao péptido PsVP-10 (Padilla, Lobos, Brevis, Abaca, & Hubert, 2004).

Uma evolucdo consideravel pode ser observada na drea endodontica em relagdo a
instrumentagdo e mecanica do processo de tratamento. No entanto, as taxas de tratamento
endoddntico sem sucesso continuam altas. Apesar dos avangos obtidos no entendimento
dos mecanismos de acdo das solugdes irrigantes e do canal radicular utilizados durante o
tratamento endodontico, pouco se tem observado no desenho de novos medicamentos
para esse fim. Neste contexto, € necessdria a busca de novas abordagens para a limpeza
quimica endodontica. Existem muitos AMPs que apresentam excelente atividade
antimicrobiana contra a microbiota endoddntica em concentracdes inibitdrias
relativamente baixas (Tabela 8) e que podem modular uma resposta imune exacerbada.
Entretanto, apesar destes indicadores, ha um desequilibrio entre o nimero de estudos e o

numero de patentes relacionadas a endodontia e aos péptidos antimicrobianos.
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Tabela 8. Lista de AMPs ativos contra micro-organismos presentes na microbiota endodontica e a

respetiva concentragdo minima inibitéria. Adaptado de Lima et al., 2015

Péptido Microrganismo Concentragdo minima
inibitoria (WM)
Beta-defensina ~ humana Fusobacterium nucleatum 5
(HBD) 3
HBD3 Enterococcus faecalis 10
HBD3 Tannerella forsythia >25
HBD3 Eikenella corrodens 2
HBD3 Candida albicans 10
SMPAP29 Fusobacterium nucleatum 1
Defensina de neutréfilos Prevotella intermedia 2
humanos 1
SMAPI4A Peptostreptococcus micros 2
LL-37 Treponema denticola 19
LL-37 Enterococcus faecalis 5
LL-37 Porphyromonas gingivalis 5
LL-37 Tannerella forsythia >47
LL-37 Eikenella corrodens 2
HBD1 Enterococcus faecalis 10
HBD2 Enterococcus faecalis 5
HBD3 Enterococcus faecalis 1
HBD4 Enterococcus faecalis 3
Clavanina A Enterococcus faecalis 1
Cecropina B Prevotella nigrescens 25
AR23 Prevotella melaninogenica 3
Melitina Candida albicans 6
SMAP28 Actinomyces naeslundii 1
SMAP28 Actinobacillus 1
actinomycetemcomitans
SMAP28 Actinomyces israelii 1
Meta-felineno etilileno  Actinomyces viscosus 2
(mpE)
mPE Actinobacillus 1
actinomycetemcomitans
mPE Porphyromonas gingivalis 4
Crisofisina 1 Enterococcus faecalis 3
Crisofisina 1 Actinomyces naeslundii 3
Crisofisina 1 Streptococcus gordonii 3
Nisina Streptococcus gordonii 150
Nisina Enterococcus faecalis 150
As atividades combinadas destas biomoléculas podem permitir que

microrganismos sejam eliminados e uma resposta imune exacerbada seja modulada,

regulando negativamente a reabsor¢do dssea. Alguns AMPs também sido biocompativeis
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e podem apresentar efeitos supressores osteoclastogénicos e efeitos regenerativos a nivel
tecidular. Todas estas razdes indicam que o tratamento endoddntico baseado em péptidos
antimicrobianos ¢ uma opg¢do emergente e promissora. No entanto, a eficicia e
especificidade da atividade peptidica antimicrobiana deve ser avaliada sob diferentes
parametros, tais como condi¢des fisioldgicas in vivo, concentragdo de péptidos, agcdes
sinérgicas e antagonistas e caracteristicas de replicacdo bacteriana. Estes parametros
devem conduzir estudos adicionais para verificar o potencial da biotecnologia de usar
AMPs na terapia endodontica, juntamente com as maneiras de produzir esses péptidos a
um custo baixo e em larga escala. A elimina¢do de microrganismos endodonticos do
sistema de canais radiculares e também a modulacdo da resposta inflamatéria-imune

periapical permitem a aposicdo Ossea, trazendo maiores niveis de sucesso na terapia

endodontica, levando a uma maior expectativa de vida dos dentes (Lima et al., 2015).

II. 3.4 Implantologia

Os implantes dentarios sdo considerados uma das inovacdes mais importantes na
medicina dentdria contemporanea. Desde a introducdo dos implantes de titdnio para uso
intraoral no final da década de 1950, que a implantologia se tonou das dreas mais ativas
e promissoras da medicina dentdria e € uma opc¢do popular para a reabilitacdo oral de
pacientes desdentados parciais e totais (John, Chen, & Parashos, 2007).

Os implantes dentdrios osseointegraveis sdo frequentemente preferiveis as
préteses convencionais por vdrias razdes, como a preservacio da estrutura dos dentes
adjacentes e melhor conforto, resultado estético, funcdes e estabilidade. Em particular,
para pacientes que nio sdo capazes de se adaptar a dentaduras convencionais ou que
comprometeram o 0sso local, o tratamento com implantes dentdrios oferece uma solugao
que pode gerar resultados mais satisfatérios (G. Wang, Gao, & Lo, 2015). A taxa de
sobrevida de 10 anos relatada € de aproximadamente 90%, tornando-a uma modalidade
de tratamento razoavelmente previsivel (Mattheos et al., 2009).

Apesar das vantagens, os implantes dentdrios ndo sdo a solucdo para todos os
casos de falta de dentes, e o sucesso clinico s6 € possivel quando o plano de tratamento é
baseado numa avaliagdo completa da condi¢io do paciente e consideracao cuidadosa das
indicacdes e contraindicagdes. Alguns riscos estdo envolvidos e possiveis complicacdes
podem ocorrer durante as fases cirdrgica, pds-cirdrgica e a longo prazo. Além disso, os

habitos didrios de autocuidado do paciente, como manutencdo da boa higiene bucal e
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abstinéncia do tabagismo, sdo essenciais para a longevidade dos implantes (Paquette,

Brodala, & Williams, 2006; G. Wang et al., 2015).

Patogénese

Embora a taxa de sucesso do implante seja alta, ocorrem falhas devido a infe¢oes
associadas ao implante, o que resulta em perda ssea ao redor do implante e subsequente
perda da osseointegracdo. Dependendo das caracteristicas e localizacdo, esta doenca
ocorre em duas formas comuns; peri-implantite e mucosite peri-implantar (Shi et al.,
2015). A peri-implantite foi descrita pela primeira vez, por Mombelli, como uma doenca

infeciosa semelhante a periodontite como pode ser visto na Figura 8.

Figura 8. Desenvolvimento da peri-implantite. Adaptado de Cabinet Dentaire du doctaire Goes P., 2016

A peri-implantite ocorre em 28% a 56% dos pacientes afetados e em 12% a 43%
dos implantes individuais. A evolugdo de revisOes sistemdticas e meta-analises
permitiram medigdes precisas das frequéncias de peri-implantite para diferentes proteses.
A peri-implantite ocorreu em 18,8% dos pacientes e em 9,6% dos implantes em pacientes
normais e de alto risco acompanhados em cinco anos (Atieh, Alsabeeha, Faggion, &
Duncan, 2012). Estudos de acompanhamento de médio e longo prazo mostraram que a
peri-implantite ocorreu em 10,4% dos pacientes que necessitaram de restauracOes de
arcada completa. Além disso, em 9,1% dos pacientes que necessitaram de proteses sobre
implantes, 8% dos implantes desenvolveram peri-implantite. No geral, 5,4% dos
implantes e 9,4% das préteses desenvolveram peri-implantite em pacientes que
necessitavam de préteses dentdrias fixas implanto-suportadas (Atieh et al., 2012; Shi et

al., 2015).
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Tratamento atual

Existem poucos tratamentos para peri-implantite. A terapia para peri-implantite
inclui fases ndo cirdrgicas e cirdrgicas. Desbridamento mecanico, ultra-sdnico ou
mediado por laser, isoladamente ou em combinacdo com agentes antissépticos € / ou
antibidticos, ocorre na fase ndo cirdrgica, enquanto a fase cirdrgica inclui técnicas
ressetivas ou regenerativas. Stress mecanico excessivo, um desenho de implante pobre,
corrosdo e algumas doengas sistémicas, incluindo diabetes mellitus, osteoporose e
tratamento a longo prazo com corticdides, radiacdo ou quimioterapia sdo importantes
fatores de risco associados ao surgimento e desenvolvimento de peri-implantite. Além
disso, as infecdes bacterianas desempenham um papel importante no insucesso dos
implantes dentdrios e no desenvolvimento de peri-implantite. A microbiota presente em
pacientes com peri-implantite é semelhante aos pacientes afetados por periodontite
avancada. Altos niveis de bactérias Gram-negativas anaerdbicas ndo moveis, como
Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, estdo presentes
em ambos os estados patolégicos. No entanto, a microflora perimplantar difere das
espécies encontradas na superficie dos dentes. Por exemplo, Staphylococcus aureus tem
sido associado a sangramento a sondagem e supuragdo, provavelmente devido ao seu
nivel relativamente alto de adesividade as superficies de titanio (Mombelli et al., 1987;
Renvert, Lindahl, Renvert, & Persson, 2008; Shi et al., 2015).

Com uma prevaléncia crescente e terapias disponiveis limitadas, a peri-implantite
tornou-se um dos topicos de maior pesquisa. A peri-implantite comeca no tecido mole no
pescoco do implante, que € o limite entre o tecido duro e o mole. Uma estratégia para
prevenir a peri-implantite é estabelecer um revestimento antimicrobiano no pescogo do
implante. O revestimento ideal deve ter trés propriedades essenciais: (1) inibir todos os
patogenos da peri-implantite, (2) ter poucos efeitos citotoxicos e (3) manter a liberacdo
do medicamento durante o periodo de cicatrizacdo apds a colocacdo do implante.
Implantes com esses revestimentos em seus pesco¢os podem limitar o crescimento de
bactérias apos a colocagdo (Shi et al., 2015).

Os biomateriais para potenciais aplicacdes devem estar em contato com o sangue,
ndo devem causar a destrui¢do dos eritrécitos. A hemdlise € utilizada como ensaio de
toxicidade aguda para avaliar a compatibilidade de materiais com eritrécitos (Fischer, Li,
Ahlemeyer, Krieglstein, & Kissel, 2003). O péptido Tet213, foi ligado ao colagénio 1V,
chamando-se assim AMPCol, e ao revestir uma superficie de titanio limitou a formacao

inicial de um biofilme inicial. Os resultados mostram que o revestimento do péptido
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AMPCol nao produziu hemdlise. Os resultados de 3 horas e 24 horas mostram que os
revestimentos estavam estaveis no sangue. A molhabilidade da superficie € geralmente
aceite como um dos principais parametros que afetam a compatibilidade eritrocitaria de
um revestimento. A viabilidade celular melhorada também pode ser atribuida a um
aumento na molhabilidade e a presenca de coldgeno IV, que estd presente nas membranas
basais dos tecidos humanos na lamina basal interna do epitélio peri-implantar. O coldgeno
IV também é um componente importante na interacao de células com a membrana basal
subjacente, e essa interac@o € fundamental para varios processos bioldgicos, como adesio
celular, migracdo, proliferacdo e diferenciacdo. Juntando o fato do colagénio IV ser o
substrato de ligacdo para os queratindcitos, a presenca de colagénio IV torna o
revestimento de AMPCol biocompativel para células epiteliais, demonstrando excelente
atividade antimicrobiana a longo prazo (Khoshnoodi, Pedchenko, & Hudson, 2008; Shi
et al., 2015).

Utilizacdo de péptidos antimicrobianos na drea da implantologia

Péptidos antimicrobianos catiénicos e derivados de histamina adsorvidos em
Titdnio mostraram prevenir a formacao de biofilme (Kazemzadeh-Narbat et al., 2010).
Em particular o revestimento com o péptido antimicrobiano, GL13K, derivado da
proteina secretora da parétida, e previamente demonstrado bactericida e bacteriostatica
em solu¢do, mostrou ser resistente a degradacao, ativo contra Porphyromonas gingivalis,
e citocompativel in vitro. A Porphyromonas gingivalis € um patogeno associado a peri-
implantite dentdria, uma resposta inflamatéria a bactéria que resulta em perda dssea e
falha do implante. As modificacdes superficiais obtiveram um revestimento GL13K
homogéneo, altamente hidrofébico e fortemente ancorado, resistente a degradacdo
mecanica, termoquimica e enzimatica. Os revestimentos GL13K tiveram um efeito
bactericida e, assim, reduziram significativamente o nimero de bactérias vidveis em
comparagdo com as superficies de controle. Finalmente, a proliferacio adequada de
osteoblastos e fibroblastos gengivais humanos demonstrou a citocompatibilidade do
revestimento GL13K. A robustez, a atividade antimicrobiana e a citocompatibilidade do
tithnio GL13K-biofuncionalizado tornam-no num candidato promissor para a inibi¢do
sustentada do crescimento do biofilme bacteriano. Esta quimica superficial fornece uma
base para o desenvolvimento de superficies bioativas multifuncionais para reduzir as

morbidades dos pacientes e melhorar a eficdcia clinica a longo prazo dos implantes
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dentérios e ortopédicos metdlicos (Holmberg et al., 2013). Adicionalmente implantes
dentdrios de titdnio com um revestimento antimicrobiano GL13K mostraram também
permitir a osseointegragdo in vivo do implante, com taxas de crescimento §sseo
semelhantes aos implantes dentdrios ndo revestidos, até 6 semanas de implantacdo em
fémures de coelho (X. Chen et al., 2017).

O revestimento com p-defensinas humana HBD-2 mostrou também ser
biocompativel, tendo-se verificado um aumento na proliferacdo celular. No entanto siao
recomendados ensaios in vivo de implantes recobertos com HBD-2 de forma a avaliar as
suas propriedades antimicrobianas clinicas e a seguranca e eficidcia da regeneracio

tecidual peri-implantar na sua presenca (Warnke et al., 2013).
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III. CONCLUSAO

A resisténcia antibidtica a agentes patogénicos humanos tem sido um importante
impulsionador para a procura de novas alternativas. Em contraste a sua origem, apenas
nas dltimas décadas, o estudo de AMPs alcangou uma aten¢do crescente, pois pode ser
uma opg¢ao terapéutica mais precoce no combate a microrganismos.

Os AMPs apresentam ser uma alternativa promissora as terapias padrdao, com uma
ampla gama de atividade e mecanismos de acdo menos propensos a indugao de resisténcia
relativamente aos antibidticos convencionais. Contudo, a indug¢do da resisténcia
bacteriana ndo € impossivel, havendo ja descri¢des destes mesmos mecanismos.

O médico dentista procura ndo s6 os melhores tratamentos possiveis, como
também novas maneiras de prevenir e diagnosticar patologias orais. Desta forma, os
AMPs poderdo ser uma ferramenta poderosa de auxilio. Com o conhecimento adquirido
na realizacdo desta dissertacdo, & possivel especular aplicacdes em materiais num
consultorio dentério, como por exemplo vernizes, colutdrios, e pastas dentifricas.

No geral, os AMPs demonstram resultados positivos contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas da cavidade oral, baixa toxicidade, um alto indice de
seletividade, solubilidade, e sdo altamente metabolizdveis pelo organismo. Embora
alguns destes resultados mostrem o grande potencial no tratamento de infe¢des orais e de
alguns AMPs ja estarem em desenvolvimento, tendo em vista o seu uso clinico, existem
desafios considerdveis para a sua aplicacdo como a estabilidade peptidica, e a sua
suscetibilidade a degradacdo proteolitica. Desta maneira, é importante analisar e
investigar novas estratégias para aumentar ainda mais o seu potencial.

Ficam aqui expostas algumas potencialidades em patologias como a periodontite,
processos cariogénicos, e peri-implantite, mas dado o potencial destes agentes, considero
que as possibilidades de tratamento, prevencao e biomarcadores é ainda maior.

Em suma, é importante confirmar o beneficio terapéutico in vivo, havendo a
necessidade de futuros estudos para confirmar a total seguranca e fiabilidade nestes

agentes antimicrobianos.
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IV. PERSPETIVAS FUTURAS

Futuros estudos deem ser conduzidos de forma a aumentar a compreensdo do:
papel desempenhado pelos péptidos antimicrobianos na resposta imune inata
antibacteriana no contexto da cavidade oral e; os mecanismos moleculares subjacentes as
atividades antimicrobianas. E crucial um avango no desenvolvimento de abordagens
terapéuticas utilizando esses péptidos antimicrobianos. Também serd importante
esclarecer melhor as suscetibilidades das bactérias orais, incluindo organismos comensais
e patogénicos, aos péptidos antimicrobianos. O mecanismo de como as bactérias
comensais na cavidade oral podem sobreviver na presenca de péptidos antimicrobianos
ainda ndo esta claro. Para abordar esta questdo, serd necessdrio classificar um grande
painel de isolados clinicos de estirpes bacterianas, com base na sua suscetibilidade a
diferentes péptidos antimicrobianos. Isto permitird identificar os genes e/ou moléculas
que sdo comumente expressos por uma determinada classe bacteriana, tornando essa
classe suscetivel ou resistente a péptidos antimicrobianos distintos. Como consequéncia,
os resultados destes estudos devem permitir aos investigadores obter informacdes sobre
0os mecanismos moleculares bacterianos pelos quais as bactérias se protegem contra o
desafio antimicrobiano (Komatsuzawa et al., 2007).

Pode também haver potenciais aplicagdes dos péptidos antimicrobianos no
diagnéstico de doencgas orais; no entanto, ainda é necessario determinar a forma de como
a concentracao de péptidos antimicrobianos na saliva e/ou fluido gengival estd associada
a doencgas orais. Estudos clinicos deverdo envolver uma andlise ligando a incidéncia de
doencas orais para hospedar informagdes genéticas sobre péptidos antimicrobianos. Um
desses esforcos envolve o SNP (polimorfismo de nucleotideo tnico), que estd presente
nos genes que codificam os péptidos antimicrobianos e parece estar associado a
inflamacdo da mucosa oral associada as bactérias (Komatsuzawa et al., 2007).

Todos estes esforcos, por sua vez, permitirdo que os investigadores primeiro
determinem e depois designem adequadamente os fatores de risco para infecio em
individuos. Assim, ndo sé ajudard a obter insights sobre as interagdes entre o sistema
imune inato do hospedeiro e bactérias comensais e patogénicas, mas também resultard no
desenvolvimento de novas abordagens terap€uticas e ferramentas de diagndstico para

complicacdes orais (Komatsuzawa et al., 2007).
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