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Fagoterapia como alternativa no combate as infeccdes endodonticas

Phage therapy as an alternative in the fight against endodontic infections
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Antonio Carlos BOMBANA!, in memorian

RESUMO

O uso de diferentes tipos de medicacéo intracanal para o controle do processo infeccioso, principalmente nos casos em que hé presenca
de micro-organismos resistentes as manobras de desinfecc@o, tem sido alvo de muitas pesquisas. Os micro-organismos resistentes foram
selecionados & medida que a prescricdo de antibidticos passou a ser indiscriminada pelos préprios profissionais das dreas da satde.
Apesar de centros de pesquisas nos Estados Unidos da América do Norte, Franca e Republicas Soviéticas continuarem os estudos sobre
fagoterapia, somente na década de 1980 ela foi redescoberta, despertando novamente o interesse da comunidade cientifica mundial. A
fagoterapia poderd ser usada, no futuro, isoladamente na eliminagdo de bactérias resistentes aos antibiéticos, ou associada & antibioti-
coterapia, em casos nos quais hd presenca de bactérias ainda suscetiveis as drogas. O irreversivel e preocupante aumento da resisténcia
bacteriana aos quimioterdpicos abriu um novo caminho & fagoterapia, principalmente em casos em que jé se esgotaram as alternativas
para controle de sinais e sinftomas caracteristicos dos processos infecciosos refratdrios.

Termos de indexacdo: bacteridfagos; endodontia; farmacorresisténcia bacteriana.

ABSTRACT

Many studies have investigated diverse intracanal medications to control the infectious process, especially in cases of microorganisms
that are resistant to disinfection procedures. Drug-resistant microorganisms have been proliferating because of the indiscriminate use of
antibiotics by healthcare professionals. Although research centers in the United States, France, and former Soviet States never stopped
conducting studies on phage therapy, this concept was only rediscovered in the 1980s, again drawing the interest of the global scientific
community. In the future, phage therapy may be used alone to eliminate antibiotic-resistant bacteria, or together with antibiotic therapy
in cases where antibiotics still work. The irreversible increase in drug-resistant bacteria is cause for concern and has created a new role
for phage therapy, especially in cases where the alternatives to control the signs and symptoms of drug-resistant infectious processes have
been exhausted.

Indexing terms: bacteriophages; endodontics; drug resistance bacterial.

de medicacoes antimicrobianas, principalmente em situagdes
clinicas refratarias aos procederes habituais, ou nas reinter-

INTRODUCAO

vencoes endoddnticas?.

A resisténcia de micro-organismos a agdes quimiotera-
picas compde problema que vem crescendo dia ap6s dia. Os micro-
-organismos resistentes foram selecionados na propor¢ao em que a

Um dos objetivos da terapia endodontica constitui

na desinfeccdo do sistema de canais radiculares. A

permanéncia de grande nimero de micro-organismos viaveis

em associacao a condicdes favordveis a seu crescimento
impede a reparacio e, por tal, habitualmente determinam o
fracasso do tratamento.

Em estudo desenvolvido por Kakehashi et al.!
observou-se setem micro-organismos e seus subprodutos
os agentes etiolégicos primarios da necrose pulpar e da lesdo
periapical, verificando-se ser caracteristica desses processos
infecciosos o perfil polimicrobiano.

Micro-organismos que sobrevivem ao preparo qui-
mico-cirargico podem rapidamente aumentar em numero
entre as sessoes de tratamento, sinalizando para a utilizagdo

prescricao de antibidticos tornou-se indiscriminada, contribuindo
muito para isso os proptrios profissionais de areas da saude. O uso
de antibiéticos estd indicado para o controle de quadros infecciosos,
porém, quando o numero de micro-organismos resistentes for
suficiente para manter a infec¢io, esta continuara presente’.
Considerando o atual estagio da questio da resisténcia
de micro-organismos aos antibidticos, pode-se observar:
os - eventualmente elevados - custos de uma terapia com
esses farmacos; os sempre inconvenientes efeitos paralelos
derivados do uso de antibidticos; e, por diversas outras razdes,
configuraram-se novos interesses pela terapia bacteriofagica.
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Os bacteriéfagos constituem formas virais que
foram descobertas durante o petiodo da Primeira Guerra
Mundial e, a época, considerados uma esperanca para
prevencao ou cura de doencas infecciosas.

A descoberta dos antibiéticos a partir da década de
1940 e seu desenvolvimento a partir de entdo, for¢ou certo
nfvel de interrup¢io na pesquisa com fagos. Contudo, estudos
das propriedades genéticas basicas desses virus inauguraram
novos segmentos cientfficos na Microbiologia e noutros
setores das ciéncias médicas como, por exemplo, a Biologia
Molecular*.

A terapia bacteriofagica foi tema de publicacdo
cientifica pela primeira vez em 1933, mas ja era estudada
desde 1915, constando o uso, ja a essa época, de produtos a
base de bacteridéfagos para tratamento de infecgdes®.

O uso de fagos no controle da infec¢do apresenta
algumas vantagens. Sao administraveis em dose unica, ja que se
reproduzem dentro da bactéria alvo e permanecem na regidao
enquanto houver infec¢do. Os antibidticos, por outro lado,
requerem multiplas doses, dias ou semanas de tratamento’.

Outra grande vantagem reside na auséncia de efeitos
paralelos e indesejaveis, como a destrui¢ao de bactérias uteis
40 organismo ou que competem com bactérias nocivas,
0 que ocorre muitas vezes com o uso de tratamentos com
antibidticos®.

Por outro lado, embora sendo os fagos altamente
especificos para cada espécie de micro-organismo, nio é
totalmente conhecido o quio efetivo seu uso pode ser em
cada uma das situagoes em que poderiam ser empregados
como recurso terapéutico.

Microbiota das infeccoes endodinticas persistentes

Quando hé o desenvolvimento ou a persisténcia de
um quadro infeccioso, durante ou apés o desenvolvimento
de terapia endodontica adequada, terapias medicamentosas
coadjuvantes tém sido pesquisadas no intuito de auxiliar a
resolugao desses processos.

Heintz et al.’ estudaram a sensibilidade antibi6tica
de enterococos que resistitam ao preparo e a medicacdo
do canal radicular. Durante um periodo de 18 meses foram
feitas culturas positivas obtidas de dentes instrumentados
e medicados e selecionados pela presenca de enterococos.
Das culturas examinadas, 44% continham Streptococcus faecalis
ou uma de suas variedades. Mais de 90% foram também
sensfveis a eritromicina. Todos os micro-organismos foram
parcialmente ou completamente resistentes a clindamicina,
penicilina, estreptomicina e sulfa tripla.

Haapasalo et al.” relataram dois casos, nos quais a
terapia endodontica convencional falhou. Em nenhum dos
casos respondeu a terapia endodontica ou ao uso de penicilina,
e penicilina com eritromicina. Pesquisas bacteriolégicas foram
feitas para identificagio da microbiota presente. Em um dos
casos foi isolado somente Enterobacter cloacae. No segundo
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caso, havia presenca de enterococos e Klebsiella pnenmoniae.
Os autores observaram que a frequéncia de bacilos entéticos
facultativos Gram-negativos obtidos a partir de amostras de
canais infectados, nao excede aos 5%, entretanto consideraram
a relacio dessas bactérias com infec¢des persistentes.
Abou-Rass & Bogen®
bacteriana de lesdes periapicais persistentes em dentes

investigatam a flora

tratados endodonticamente e clinicamente isoladas de
comunicacdo direta com meio bucal. Treze lesGes foram
examinadas e amostras bacteriolégicas colhidas. Todos os
apices apresentaram culturas positivas, sendo que bactérias
anaerébias estritas estavam presentes em 63,6% das amostras,
enquanto 36,4% eram constituidas por anaerébias facultativas.
Os micro-organismos mais prevalentes foram: Actinomyces sp.
(31,8%), Propionibacterinm sp. (22,7%), Streptococcus sp. (18,2%),
Staphylococeus sp. (13,6%) e Gram-negativos entéricos (4,6%).
Com esses dados, os autores puderam concluir que esse tipo
de lesdo estudada, associada a dentes calcificados ou por-
tadores de quadro clinico refratirio, pode abrigar micro-
-organismos. A dificuldade na sua eliminacdo durante a terapia
endodoéntica favorece a coloniza¢io do 4pice e periapice,
interferindo no processo de reparagio.

Em 1998, Sundqvist et al.” estudaram a composicio
da flora microbiana em dentes obturados, com persisténcia
de lesdo periapical. Apds a remogio do material obturador,
amostras foram coletadas para cultura e identificacao de
micro-organismos. Casos nos quais se constatou a presenca
de Enterococcus faecalis, ndo foram isolados outros micro-
-organismos. O indice de sucesso do tratamento atingiu
74%, mas os dentes nos quais foram isolados E. faecalis na
primeira vez obtiveram o indice de 66%. Na consulta de
obturagio, seis dentes apresentaram persisténcia de bactérias
nas amostras, quatro deles ndo obtiveram cura, trés acusaram
presenca de Enterococcus faecalis e Actinomyces israelli. Os achados
mostraram que o tamanho inicial da lesao parece influenciar
os resultados, uma vez que lesGes maiores obtiveram o menor
indice de cura. Enterococcus faecalis, Candida albicans ¢ Actinomyces
israelli mostraram resisténcia a terapia antimicrobiana e foram
capazes de sobreviver em ambientes com nutricao resttita.

A pesquisa de Dahlén et al."” identificou espécies
de enterococos em 29 casos de infeccio endodontica,
ap6s o preparo do canal e aplicagio de medicagio a
base de hidréxido de calcio. Foi feito estudo 7z vitro da
sensibilidade antimicrobiana das cepas isoladas diante da
benzilpenicilina, ampicilina, clindamicina, metronidazol,
tetraciclina, erittomicina e vancomicina. Os enterococos
foram isolados em todas as amostras, sendo 79,3% em
forma de monoinfeccio. Ewnterococcus faecalis foi isolado
em 26 amostras, enquanto Enterococcus faecium, em apenas
trés. Os resultados mostraram que todas as espécies foram
sensiveis a vancomicina ¢ a eritromicina, porém resistentes
aos outros agentes testados. Os autores concluiram que,
devido a baixa sensibilidade aos agentes antimicrobianos,
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os enterococos podem ser seclecionados apds  terapia
endodontica convencional, contribuindo significativamente
para o insucesso do tratamento de canais infectados.

Dados obtidos a partir de experimentos com
Enterococcns  faecalis mostram que esse micro-organismo
desempenha importante papel no desenvolvimento de
doencas cronicas, relacionadas aos tratamentos endodonticos
mal sucedidos'. Sua capacidade de sobreviver em forma
de monoinfeccio e sua resisténcia a medicacio intracanal
estimularam Love'? a desenvolver um estudo que explicasse
um possivel mecanismo que pudesse tornar viavel sua
sobrevivéncia no interior dos tibulos dentinarios, provocando
a reinfeccdo do canal radicular obturado. Foi estudado o
comportamento de trés diferentes espécies bacterianas
(Streptococcus  gordonii,  Streptococcns  mutantes e  Enterococcus
faecalis) quanto a invasdo de tibulos dentindrios e fixacdo no
colageno, na presenca de soro humano. O estudo demonstrou
que E. faecalis permanece viavel apds a invasao dos tabulos
dentindrios e aderéncia ao colageno, principalmente na
presenga de soro humano.

Os aprimoramentos de técnicas laboratoriais de
cultivo de bactérias anaerdbias vém permitindo maior
entendimento dos mecanismos de sobrevivéncia desses
micro-organismos nas doengas pulpares e periapicais. Lana
et al.” analisaram microbiologicamente 31 canais infectados
antes ¢ depois da manobra de instrumentacio. Em 24 canais
foram encontradas bactérias anaerdbias estritas (88,9%),
cinco diferentes espécies microbianas em média por canal.
Os géneros mais encontrados foram Prevotella, Fusobacterinm,
Lactobacillus, Streptococens, Clostridium, Peptostreptococcus, Candida
e Saccharomyces. Outro achado importante foi a permanéncia
de anaerdbios facultativos em dois casos e leveduras em trés
canais estudados, mesmo apds a instrumentacdo e uso do
hidréxido de cilcio como medicacio intracanal. Ao final do
tratamento, micro-organismos foram isolados de sete canais,
cinco desses infectados por anaerdbios facultativos e um
por levedura. Quanto a suscetibilidade aos antimicrobianos,
os autores observaram a ineficicia da eritromicina frente
Veillonella,  Peptostreptococcus e Fusobacterinm,
confirmando assim, sua baixa atividade na inibicio do

aos géneros

crescimento desse grupo de micro-organismos frequentes
nas infec¢Oes endodonticas. A resisténcia de anaerdbios
facultativos também ao metronidazol alerta para a escolha
de uma terapia antimicrobiana especifica, com o objetivo de
minimizar a0 maximo o aumento dessa tresisténcia entre os
micro-organismos.

Pinheiro et al.'* avaliaram a microbiota de 30 canais
obturados com lesio periapical persistente, partindo da
premissa que existem diferengas marcantes quando compa-
rada a microbiota de dentes com polpa necrosada. Utilizando
técnicas especificas para o resgate de espécies anaerdbias,
foram isoladas 55 espécies bacterianas, sendo 80% de Gram-
-positivas e 58% de micro-organismos anaerdbios facultativos.
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Fagoterapia nas infeccées endoddnticas

Os géneros mais isolados foram: Eunterococcus, Streptococcus
e Peptostreptococcus. Todas as espécies foram suscetiveis a
benzilpenicilina, amoxacilina e amoxacilina combinada
com o clavulanato. Entretanto, 20% das cepas de E. faecalis
foram resistentes a eritromicina e 60% a azitromicina. Os
autores destacaram ainda, no caso de pacientes alérgicos as
penicilinas, que a antibioticoterapia fica bastante restrita no
caso de infecgBes por Enterococcus faecalis.

Com a proposta de detectar enterococos,
enterobactérias e leveduras, todos os micro-organismos
superinfectantes, a partir de infec¢ao endodontica primaria,
Ferrari et al.” investigaram 25 dentes unirradiculares com
necrose pulpar e camara coronaria intacta. Amostras
coletadas em diversas fases da terapia endodontica foram
analisadas microbiologicamente. Sete dias ap6s o preparo
quimico-cirdrgico, sem qualquer medicagao intracanal, 100%
dos canais estavam colonizados por micro-organismos, sendo
52% desses representados pelos oportunistas pesquisados.
No entanto, apés o emprego da medicagdo intracanal PRP
(paramonoclorofenol, polietilenoglicol 400 e Rinossoro)
durante sete dias, bacilos entéricos e leveduras niao foram
mais detectados, com exce¢do dos enterococos, especialmente
E. faecalis e E. faecinm, que sobreviveram aos procedimentos
endodonticos em trés casos.

O objetivo da pesquisa de Vivacqua-Gomes et al.'s
foi avaliar 7z vitro a presenca de Enterococcus faecalis apos a
realizacdao da terapia endoddntica em uma ou mais sessoes.
Quarenta e cinco dentes foram infectados experimentalmente
por um periodo de 60 dias com inéculo de E. faecalis e
divididos em cinco grupos de acordo com o tempo decorrido
entre a instrumentacdo e¢ a obturacio do canal, substancia
quimica utilizada e uso de medicagdo intracanal a base de
hidréxido de calcio. Os autores concluiram que o E. faecalis
nao foi completamente eliminado em nenhuma das situagdes
experimentais e que, mesmo ap6s 60 dias da obturagio
endodoéntica, permaneciam viaveis principalmente no grupo
no qual nao foi utilizado o cimento endodéntico na obturagao.

A questao da resisténcia apresentada por Enterococcus
Jaecalis em ambientes acidos ou alcalinos foi investigada por
Nakajo et al.'”. Nesse estudo foram pesquisados mecanismos
bioquimicos que conferem essa propriedade ao E. faecalis
quando comparado ao Streprococcns mutans. Os resultados
mostraram que o crescimento do E. faecalis ocorreu em pH
entre 4,0 e 11, enquanto o . mutans cresceu em pH entre 4,0
e 9,0. As duas espécies mostraram-se resistentes em ambas
as situagoes, sendo que o L. faecalis manteve seu pH interno
entre 7,5 e 10. Além disso, sua membrana externa mostrou-
-se resistente a0 meio acido, mantendo seu pH proéprio para
o crescimento, mesmo frente a valores de pH abaixo de 5.
A maior resisténcia em meio extremamente alcalino, como
aquele oferecido pela presenca de hidroxido de calcio, foi
apresentada pelo E. faecalis, devido a capacidade de sua
membrana em manter o pH interno relativamente neutro.
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Fagoterapia

A terapia bacteriofagica vem sendo estudada desde
o inicio do século XX e utiliza fagos, virus que infectam
bactérias, no controle de infeccoes. O sucesso do uso dos
antibiéticos desestimulou o desenvolvimento da fagoterapia
durante muitos anos.

Fagos para Lactobacillus, bactérias conhecidas por seu
envolvimento no processo da carie dental, foram investigados
por Meyers etal.'®. Os autores sugerem, ao final do estudo, que
existe uma possivel relacdo entre a presenca de bacteriéfagos
na cavidade oral e infecgdes orofaringeas.

Com a proposta de estudar a patogenicidade de
estreptococos, Greer et al."” isolaram fagos a partit S#reptococcns
mtans e Streptococcus salivarins. Foram isoladas amostras da
cavidade oral de individuos com presenca ou nio de caries.
Os resultados do estudo apontaram para uma participacio
desses fagos no processo cariogénico, ou mesmo no controle
epidemiolégico dessas cepas quando estabelecidas na cavidade
oral de seres humanos.

Considerando a complexidade da microflora
presente, temperatura em torno de 37°C e consisténcia
semi-solida da placa bacteriana formada na superficie dos
dentes, a cavidade oral oferece um dos melhores habitats
naturais para propaga¢do dos fagos. Durante o estudo da
ultra-estrutura da placa bacteriana através de microscopia
eletronica, Halhoul & Colvin®
densidades e morfologias semelhantes a virus, o que sugeriu

observaram imagens com

a presenca de fagos na placa dental. O estudo das imagens
mostrou que essas particulas virais apresentavam morfologia
uniforme, hexagonal de diametro em torno de 50nm,
consistente com o tamanho de bacteriéfagos. Algumas
imagens mostraram bacilos com citoplasma preenchido por
fagos e outros lisados, sugerindo que essas bactérias estavam
sofrendo ruptura caracteristica do processo de infecgdo por
fagos liticos. O estudo mostrou que a associa¢ao destes fagos
no controle natural do crescimento bacteriano influencia o
metabolismo e sobrevivéncia de certas espécies presentes na
placa dental.

Brady et al®' investigaram a ultra-estrutura da
placa bacteriana empregando Microscopia Eletronica de
Transmissio (MET). Foram feitas coletas de placa bacteriana
de diferentes areas do sulco gengival de um mesmo individuo
e processamento desse material para exame em MET. As
micrografias revelaram uma mistura de micro-organismos
e células epiteliais comumente encontradas nesse material,
incluindo cocos, pequenos bacilos, organismos fusiformes e
bactérias filamentosas. Um exame mais detalhado mostrou
citoplasma dos organismos fusiformes preenchido por
particulas radioltcidas de formato hexagonal, apontando para
uma infeccdo desses micro-organismos por bacteriéfagos.
Os autores concluiram que seus achados provam que micro-
organismos presentes na placa bacteriana sio suscetiveis a
infec¢do por bacteriéfagos especificos.
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Tylenda et al.” estudaram a presenca de bacteriéfagos
para Actinomyces viscosus e Streptococcus sanguis, isolados a partir
de amostras de placa bacteriana obtidas do sulco gengival
de pacientes em tratamento odontolégico de rotina. Uma
mistura de placa bacteriana sub e supra gengival foi coletada
das superficies dentais de individuos. Das 336 amostras
estudadas, nenhuma acusou a presenca de fagos para S.
sanguis, enquanto dez dessas mesmas amostras continham
fagos liticos para A. viscosus. Este estudo mostrou que talvez
os fagos para_Actinomyces sp. fagam parte da microbiota normal
da cavidade oral, sendo a placa bacteriana uma boa fonte para
sua deteccio e isolamento.

Smith et al.” investigaram a acio de sete fagos na
cura de infec¢do severa por Escherichia coli experimentalmente
induzida em bezerros. Os fagos isolados a pattir de dgua de
esgoto mostraram-se altamente capacitados na eliminacido de
diferentes cepas de E. cli, tanto in vivo como in vitro. Uma
unica dose de fagos (10° otganismos vidveis) foi suficiente
para a cura da diarreia nos bezerros infectados. A prevengio
da doenga foi também atingida quando uma suspensido aquosa
de fagos (apenas 10* organismos viaveis) foi esborrifada nos
cercados ocupados anteriormente por animais doentes. Isso
mostra que o uso tépico de solugdes a base de fagos sio
efetivas no combate e na prevencdo de infecgdes.

Outro estudo que evidencia a a¢io antimicrobiana

topica foi realizada por Cislo et al.*

, que estudaram 31 casos
de pacientes portadores de infeccdo cronica supurativa de
pele, causada pot Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., Klebsiella
sp., Proteus sp. e Escherichia sp. Em 16 casos foi obtido excelente
efeito terapéutico, em outros sete casos houve uma melhora
significante e em dois casos houve uma melhora transitoria.

Perepanova et al.” pesquisaram a eficicia da terapia
com fagos em casos de infec¢des urindrias, sendo uma das
infeccbes hospitalares mais frequentes. A terapia antibidtica
promovia a selegio e disseminacdo de cepas de micro-
organismos polirresistentes, reduzindo a defesa intestinal. Um
total de 293 cepas foi analisado. Os preparados bacteriofagicos
foram usados tanto topicamente como por via oral em 46
pacientes portadores de inflamacdo urogenital aguda e
cronica. A efetividade da terapia se deu em 84% dos casos,
enquanto a eficacia clinica alcangou 92%. Esses resultados
provaram que a terapia bacteriofdgica ¢ efetiva e segura no
tratamento de infeccdes urinarias, tanto usada isoladamente
quanto associada a antibiéticos.

Como muitos pesquisadores, preocupados com o
aumento de espécies bacterianas resistentes a diversos agentes
antimicrobianos, Merril et al.* estudaram os principais fatores
que dificultam a aplicagdo da terapia bacteriofagica. Os autores
relacionaram trés principais fatores que dificultam o uso dessa
terapia: a) o espectro de hospedeiros bacterianos relativamente
estreito; b) a presenca de toxinas nos lisados brutos; e ¢) a
eliminacio rapida de particulas fagicas da circulaciao sangui-
nea, principalmente através do sistema reticuloendotelial. O
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experimento desenvolvido em ratos utilizou dois tipos de
fagos e suas cepas bacterianas correspondentes, Escherichia coli
e Salmonella typhimurium. Os resultados mostraram que o0 uso
de bacteriéfagos especificos para cada cepa bacteriana usada
na infecgdo experimental, além da aplicagio de métodos de
purificagdo dos lisados brutos, eliminando toxinas bacterianas,
aumentou significativamente a eficicia do tratamento. Quanto
a eliminacdo dos fagos da circulacdo sanguinea, os autores
relataram que esse processo ocorre devido ao reconhecimento
de proteinas que compdoem a superficie do virus, através do
sistema de defesa do hospedeiro. Selecionando fagos mutantes,
que nao podem ser retidos pelo sistema reticuloendotelial, os
pesquisadores conseguiram melhorar a interagdo entre fagos
e bactérias, aumentando a eficdcia antibacteriana dos virus
testados. Os autores concluiram que o aumento dessa eficacia
¢ viavel, tornando a terapia bacteriofiagica uma possivel arma
no combate as infeccgdes.

Psendomonas — aernginosa ¢ um  micro-organismo
oportunista presente em diversas doencas nos seres humanos
e cuja infeccdo se apresenta muitas vezes resistente aos
tratamentos convencionais. A formagdo de biofilmes espessos
por essa espécie bacteriana constitui uma barreira a penetragio
de quimioterapicos.

Hanlon et al.” investigaram a questdo da penetracio
desse biofilme por bacteriéfagos especificos que atravessam
essa camada formada por exopolissacatideos para alcancar
a supetficie bacteriana. Apds a formacao de diferentes
espessuras de biofilme, os discos foram expostos a uma
suspensdo de fagos liticos especificos para a espécie
estudada, na proporcio fago/célula bacteriana de 100:1 e
1000:1. Decorridas 24 horas de incubagdo, houve reducio
da quantidade de bactérias em todos os discos, inclusive no
grupo de 20 dias de incubagio, o qual mostrou uma reducio
de 2 logaritmos apés a aplicagdo dos fagos. Esse resultado
sugere que os fagos, apesar de ndo apresentarem motilidade
na massa constituida por exopolissacarideos, conseguem de
certa forma reduzir sua viscosidade, permitindo posterior lise
bacteriana.

O estudo sugere que essa migracio conseguida pelos
fagos através da camada de exopolissacarideos, com o intuito
de alcancar bactérias alvo, pode ser facilitada pela reducio de
sua viscosidade por meio da agdo de enzimas produzidas pelas
proprias bactérias hospedeiras, quando expostas aos fagos.

Barrow® apresentou um breve histérico sobre 0 uso
de bacteriéfagos liticos no combate as doencas infecciosas,
considerando seu uso tanto em animais como em seres
humanos. Baseando-se nos resultados de suas pesquisas
com animais infectados por Escherichia coli, o autor concluiu
que a fagoterapia mostrou melhor efetividade profilatica e
terapéutica quando comparada a antibioticoterapia. Deixou
claro que enquanto houver antibidticos disponiveis e
bactérias suscetiveis a essas drogas, a terapia com fagos nao
serd o tratamento de escolha. Contudo, infec¢des nas quais ha
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presenca de micro-organismos resistentes, como Staphylococcus
anreus, Staphylococcus epidermidis e Enterococens faecalis, o uso da
fagoterapia deve ser considerado.

Em 2003, Inal® faz uma revisiao da literatura sobre
fagoterapia, analisando as vantagens e¢ desvantagens de sua
aplicagdo em relacio aos antibiéticos, bem como sua utilizacdo
em animais e seres humanos. Em relacio as vantagens o
autor citou a alta especificidade, sua administracio em dose
unica, atenuagdo da viruléncia das bactérias apds o seu uso,
rapido isolamento de um novo fago e baixo custo, enquanto a
antibioticoterapia apresenta amplo espectro, nao necessitando
de identificacdo prévia das bactérias envolvidas na infeccdo.
Quanto as desvantagens cle reconhece a necessidade da
identificagao prévia das bactérias envolvidas na infec¢ao para
isolamento de fagos especificos, enquanto a antibioticoterapia
apresenta as seguintes desvantagens: administracio em
multiplas doses, associadas a efeitos colaterais e surgimento
de possiveis infecgdes secundarias por fungos, aumento da
resisténcia bacteriana, destruicdo da flora comensal, o alto
custo e longos periodos de tempo para o desenvolvimento e
comercializacio de uma nova droga.

O autor ainda descreve as solugdes para os principais
obstaculos apresentados pela fagoterapia. Quanto a presenca
de anticorpos que possam eliminar os fagos administrados
em animais e seres humanos, o uso de suspensoes a base de
diferentes particulas virais isoladas para uma mesma espécie
bacteriana, facilitaria sua aplicagao sistémica. O texto aborda
ainda a preocupagao na utilizagio de uma medicag¢io viva, mas
lembra que vacinas, tao difundidas nos dias de hoje, também
consistem de micro-organismos vivos atenuados. Além
disso, os fagos estio presentes naturalmente em alimentos
consumidos, agua potavel, oceanos, 1ios ¢ mesmo No trato
gastrintestinal de seres humanos.

A presenca de fagos para enterococos em saliva

1. Os autores

humana foi observada por Bachrach et a
coletaram amostras de saliva de 31 doadores, buscando por
fagos para Streptococcus sobrinus, Streptococcus mutans, Streptococcus
salivarins, Actinomyces viscosus e Enterococcus faecalis, micro-
organismos que fazem parte da ecologia da cavidade oral e
de canais radiculares. Foram feitas duas coletas subsequentes
com intervalos de um més e um ano. Somente fagos para E.
faecalis foram encontrados em sete amostras e continuaram
presentes na segunda (1 ano apds a primeira). Os autores
puderam concluir que a presenca e estabilidade dos fagos para
E. faecalis em saliva humana aponta para uma participagio
direta desses na microbiota da cavidade oral e que devam ser
considerados na prevencido de insucessos dos tratamentos
endodonticos, ja que E. faecalis esta diretamente associado
as infec¢oes persistentes do sistema de canais radiculares.
A incidéncia relativamente alta (22%) de fagos para esse
micro-organismo em saliva humana mostra que esses fagos
controlam a populagao dessa bactéria oportunista, modulando
sua disseminac¢do para outros locais.

247



AF PAISANO & AC BOMBANA

Existe ainda na literatura, um nimetro restrito de
trabalhos sobre o isolamento de fagos a partir da cavidade
oral. Hitch et al.’' estudaram a presenca de fagos liticos em
saliva ¢ placa bacteriana dental, em seres humanos sadios
e outros, portadores de doenca periodontal. Apesar dos
resultados mostrarem a presenca de um baixo numero de
fagos, os pesquisadores conseguiram isolar bacteriéfagos para
Protens mirabilis em cultura pura e observaram ainda, que os
fagos nio participaram diretamente na selecdo ou modulagio
da microbiota da cavidade oral. Os autores destacaram que
os bacteriéfagos devem ser considerados agentes terapéuticos
em potencial, principalmente por sua propriedade de
penetragio ¢ desorganizacdo da placa bacteriana formada
por micro-organismos produtores de exopolissacarideos,
caracteristica essa, conferida pela presenca de enzimas
especificas (polissacarideos depolimerase), que interferem nos
processos patogénicos associados a presenca de biofilme.
al.*? vitro a  acio
antimicrobiana de bacteriéfagos
infectada por Enterococcus faecalis. Foram utilizados 20 dentes

Paisano et investigaram

em dentina humana
unirradiculares humanos. Os espécimes foram esterilizados
e infectados por uma suspensao de E. faecalis ATCC 29212.
Em trés grupos foi empregada uma suspensdo do virus
obedecendo as seguintes proporcoes bactéria-fago: Grupo 1
- 1:1; Grupo II - 1:10; Grupo III - 10:1. Um quarto grupo
(Grupo 1V) foi inoculado com a cultura dos micro-organismos
e mantido a 37°C por 24 horas. Decorrido esse petiodo, os
espécimes desse grupo foram inoculados com meio de cultura
Luria-Bertani (LB) diariamente, durante seis dias, com o
proposito de manter condi¢des apropriadas para a penetragao
das bactérias para o interior dos tubulos dentinarios. Em
seguida, esses espécimes foram inoculados com a suspensio
de fagos e novamente incubados a 37°C por 24 horas. Cada
grupo foi formado por cinco raizes, sendo duas delas utilizadas
como controle positivo e negativo. No Grupo 1V, todos os
espécimes foram inoculados novamente com meio de cultura
LB, dilui¢bes seriadas e semeadura foram realizadas apds 24 ¢
48 horas de incubacao a 37°C. Os resultados mostraram 98,7
até 100% de reducao do crescimento bacteriano nos espécimes
que receberam a suspensio de fagos em comparagdo a seus
respectivos controles positivos, em todos os grupos estudados.
Diante desses resultados, concluiu-se que os bacteridéfagos
foram eficazes na elimina¢iao do micro-organismo teste.

A preocupagdo quanto a interacdo entre bacterio-
fagos e células eucaribticas foi analisada por Dabrowska et
al.® em uma revisio sobre fagoterapia. Uma das propostas
dessa revisio, embasada em estudos feitos desde 1940, foi
desmistificar o uso da fagoterapia em seres humanos, for-
mados por células mais complexas do que organismos
unicelulares. Sabe-se que fagos nio infectam células eucariotas,
devido as grandes diferencas moleculares tanto na sua
superficie externa (receptores), como na maquinatia interna
necessatia para que acontega a replicacio desses virus. Apesar
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disso, os autores relatam que se valendo da engenharia genética
¢ possivel modificar fagos para que esses interajam e mesmo
infectem células de organismos supetriores, com o objetivo
de introduzir uma sequéncia de genes capazes de codificar
uma nova caracteristica ou funcio. Embora essa infeccao
ocorra, nunca foi observada replicacio de fagos no interior
dessas células. Os autores ainda destacam que animais e seres
humanos sido fortemente expostos a inimeros fagos durante
toda a vida, dado confirmado pela presenca de anticorpos
contra esses virus na circulagio e tecidos de diversos érgios.
Isso mostra que o meio oferecido por esses organismos ¢é
favoravel ao ciclo litico dos fagos e que a fagoterapia pode
ser considerada como método de tratamento, principalmente
nos casos de infecgoes provocadas por micro-organismos
resistentes aos antibioticos.

Tendo em conta o exposto parece bastante aceitavel
o desenvolver de estudos sobre a possibilidade de aplicagdo de
terapia bacteriofagica em Odontologia e especificamente, no
caso desta pesquisa, de aplicac¢ido ao tratamento endodontico.

A principal vantagem do uso dos bacteriéfagos
em comparagio aos quimioterapicos estd na sua grande
capacidade de replicacio. Como qualquer outro virus, cada
célula infectada libera uma grande quantidade de novos
vitus capacitados para infectar outras bactérias’®. HEssa
caracteristica sugere que uma unica dose de fagos pode ser
suficiente no combate a uma infeccao. Além disso, o uso da
fagoterapia proporciona redugiao no aparecimento de novas
cepas resistentes aos antibidticos e, dado o seu mecanismo
de acdo, elimina somente cepas bacterianas especificas, nio
ocorrendo alteragdes na flora presente®.

Por
desvantajosa, j4 que a maioria dos fagos nio atua em casos

outro lado, essa mesma caracteristica ¢é
de infec¢do mista. Contudo, técnicas de engenharia genética
podem modificar as caracteristicas dos fagos, tornando-os
mais efetivos ou polivalentes’.

Os fagos podem se multiplicar por dois mecanismos
alternativos: o ciclo litico ou o ciclo lisogénico. O ciclo litico
termina com a lise ¢ a morte da célula hospedeira, enquanto
que no ciclo lisogénico a célula permanece viva’.

Portanto, as chances de se obter sucesso no emprego
da fagoterapia, aumentam quando se utiliza suspensoes de
fagos liticos, ou também chamados de fagos virulentos.

Pesquisas com fagoterapia 7/ vivo despertam muito
interesse, especialmente por descreverem casos em que todo
tipo de terapia antibidtica ja foi utilizado sem sucesso.

Estudos mostram que, apés o uso da fagoterapia,
ha o surgimento de bactérias resistentes a alguns fagos, mas
que apresentam viruléncia muito menor em comparagao a das
cepas iniciais™ .

Em 1958, Meyers et al.'® publicaram um dos primeiros
estudos sobre o isolamento de fagos liticos para Lactobacillus,
a partir da cavidade oral, sugerindo sua participacio nessa
microbiota. Hiroki et al.** chegaram a isolar um total de
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25 diferentes fagos para Veillonella, a partir da cavidade
bucal e placa dental. Outros trabalhos, que evidenciaram a
presenca de fagos na cavidade oral, saliva, carie, placa dental
e sulco gengival, sugerem o possivel uso da fagoterapia na
19-22,30

Odontologia

A investigacio conduzida por Bachrach et al.?
isolou fagos para Enterococcus faecalis a partir da saliva humana,
confirmando sua presenca mesmo apds um ano da coleta
inicial. Isso mostra que esses fagos participam da microbiota
oral normal e que seu uso na prevencdo de insucessos
endodonticos parece ser plausivel.

Os bacteridéfagos apresentam ainda dimensdes bem
menores quando comparados as bactérias’, facilitando sua
penetragio nos tubulos dentindrios, no caso de infec¢Ges
endododnticas.

Porém, na maior parte das infec¢des do sistema
de canais radiculares, as bactérias estio presentes em forma
de biofilme, protegidas da agao dos antimicrobianos,

e defesas 3738,

quimioterapicos do proprio hospedeiro
No entanto, os fagos conseguem eliminar essas bactérias
albergadas nesse material formado por lipopolissacarideos,
valendo-se de enzimas especificas que desorganizam esse
micro ecossistema®”’!.

O uso da fagoterapia implica na identificagdo das
bactérias envolvidas na infecgo, ja que os fagos sio altamente
especificos™. A solugio para essa desvantagem seria a
aplicacio de preparados polivalentes, formados por diferentes
fagos, que possam eliminar uma maior variedade de géneros e

¥ sobretudo em infeccoes mistas.

espécies microbianas

O uso de uma medicac¢ao viva, a base de virus, setia
uma outra preocupa¢io no caso do uso da fagoterapia em seres
humanos. No entanto, em revisio publicada por Dabrowska
et al.”, os autores analisaram os mecanismos biolégicos
da acdo dos fagos e, embasados em trabalhos cientificos,
afirmaram que estes ndo sdo capazes de interagir com células
eucariéticas, a menos que sejam modificados geneticamente.
Contudo, mesmo quando ocorre essa interagdo, nunca foi
observada a replicagao viral no interior dessas células. Os
autores ainda sugerem o uso da fagoterapia, ja que os animais
e seres humanos sio expostos aos fagos durante toda a
vida, principalmente nos casos de infec¢oes provocadas por
micro-organismos resistentes aos antibiéticos, e lembram
que as vacinas, usadas em grande escala atualmente, também
carregam micro-organismos vivos em sua composicao®.

Portanto, casos de infeccio endodontica que nio
respondem aos tratamentos convencionais poderiam usar
uma suspensiao de fagos como medicagdo topica intracanal
ou como substancia irrigadora.

13> analisou o efeito

O estudo de Paisano et a
antimicrobiano de uma suspensio composta por fagos
especificos para Enterococeus faecalis ATCC 29212, quando

presentes na luz do canal radicular e no interior dos tabulos
dentindrios, em dentes humanos. Devido a multiplicacdo
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exponencial do fago, titulagbes mais baixas em relagao ao
nimero de bactérias podem ser suficientes na eliminacio das
bactétias alvo*. Contudo, especialmente na fagoterapia, sio
utilizadas altas concentra¢des de fagos para um melhor efeito
antimicrobiano. Nos experimentos realizados, a titulagio 10
ufp/ml foi utilizada, na tentativa de se aplicar um nimero de
fagos proporcional ao numero de bactérias presentes, apos a
infecgdo dos espécimes. Os resultados mostraram que houve
uma reducio de 100% no crescimento bacteriano restrito a
luz do canal, em todos os grupos experimentais. Isso mostra
que o ambiente oferecido pelo interior do canal radicular, ndo
interferiu na agao bactericida da suspensido de fagos, diferente
de alguns agentes antimicrobianos usados na terapia endo-
doéntica, como o hipoclorito de sédio, a clorexidina, o hidréxido
de calcio e o MTAD, que apresentam essa capacidade reduzida
em contato com a dentina e seus componentes*!.

Contudo, a preocupagio atual nos casos de canais
infectados ¢ a eliminac¢io das bactérias do interior dos tabulos
dentindrios, principalmente nos casos em que o tratamento
endodontico convencional ndo obteve sucesso.

Isso sugere que espécies bacterianas resistentes, que
sobrevivem ao preparo quimico-cirdrgico e até a aplicagdo de
variadas formas de medicagdo intracanal, requerem métodos
alternativos para sua eliminagao.

Em um segundo experimento da investigacio de
Paisano et al.?, os espécimes foram inoculados por 7 dias,
favorecendo assim a infec¢ao dos tibulos dentinarios. Segundo
Waltimo et al.*, o Enterococcus faecalis é capaz de penetrar na massa
dentinaria rapidamente (1 a 5 dias), devido ao tamanho das células
envolvidas. Decortido o periodo de infecgdo, um preparado dos
diferentes fagos isolados oulisado hibrido polivalente foi aplicado
por um periodo de 24 horas e novas amostras colhidas. Houve
uma significativa reducdo do crescimento bacteriano, mesmo 48
horas apés a retirada da suspensdo de fagos e preenchimento
dos canais com meio de cultura. Essa manobra favoreceria a

reinfeccio da luz do canal®

e, consequentemente, o crescimento
bacteriano nas semeaduras, o que ocorreu significativamente
menos em comparagio aos controles positivos.

E importante ressaltar, que os canais foram expostos
por 7 dias aos enterococos, tempo suficiente para a formacio de
biofilme bacteriano*. Hanlon et al.?” estudaram a acdo litica de
fagos especificos diante de biofilmes de Pseudomonas aernginosa,
demonstrando que apesar de nio apresentarem motilidade,
os fagos conseguiram alcancar as bactérias albergadas na
massa polissacaridica, reduzindo sua viscosidade por meio da
acdo de enzimas produzidas no interior das préprias bactérias
hospedeiras, estimuladas quando expostas aos lisados especificos.
A proposta deste estudo foi avaliar o efeito antimicrobiano
somente dos fagos, nio sendo utilizadas manobras de
instrumentagao, irrigagio com substincias quimicas, ou
qualquer tipo de medicacio intracanal, agitacio mecanica ou
ultra-sonica (que segundo Sena et al.*, aumenta a acio dos

agentes antimicrobianos), procedimentos esses, que poderiam
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desorganizar o biofilme bacteriano, bem como climinar os
micro-organismos, mecanica ou quimicamente. Outro fator que
contribuiu para o crescimento bacteriano foi o preenchimento
dos canais, no segundo experimento, com meio de cultura apds a
aplicacdo dos fagos, manobra que estimula demasiadamente sua
reinfec¢do. Diante disso, conclui-se que apesar dos resultados
mostrarem significativa reducdo no crescimento bacteriano
posterior a aplicacio dos fagos, manobras rotineiras, como a
instrumentacio dos canais ¢ a aplicagio de medicagdo tdpica,
seriam complementadas positivamente pela fagoterapia.

Quanto a sua eliminacio do interior dos canais,
os fagos sdo neutralizados na presenca de formaldeido
ou hipoclorito de sédio®, substancias comuns do arsenal
endodontico.

O desenvolvimento de uma colegio de fagos
suspensoes hibridas correspondentes aos
micro-organismos responsaveis por infecgdes resistentes

isolados ou

20s quimioterapicos representa uma importante alternativa
para a cura desses processos. Para isso, técnicas como o
congelamento em baixas temperaturas e a liofilizacio sdo
usados para a estocagem e manuten¢do da viabilidade dos
fagos. Com base em técnicas como a liofilizacdo, os fagos
podem também ser administrados em forma de comprimidos
via oral, o que facilita sua comercializagdo, bem como o
controle quanto a concentracao utilizada.

Para que a fagoterapia se torne uma das alternativas
nos casos de reintervencbes ou processos infecciosos
refratarios, outras pesquisas zz vifro, quanto ao seu espectro
de agio, farmacodinamica (uso de veiculos que melhorem seu
desempenho) e citotoxicidade, sio necessarias, ja que hd uma
grande variedade no padrdo morfolégico e comportamental
desses virus.

Em compara¢ao ao uso de quimioterapicos, os fagos
apresentam vantagens como serem administrados em dose
Unica, nido eliminar a flora comensal e dificilmente causar
efeitos colaterais apds sua administracio®. Além do baixo
custo envolvido em sua produgio, novas suspensoes podem ser

produzidas rapidamente quando surgirem cepas resistentes™”.
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, a fagoterapia parece promissora,
nio s6 na Endodontia, com a irriga¢do e medicacio dos
canais, mas também em outras dreas da Odontologia, nas
quais suspensdes a base de fagos podem ser usadas como
colutérios ou mesmo durante os procedimentos cirargicos,
na prevencio de infec¢oes”.

Barrow™ relatou que a fagoterapia deve ser
considerada principalmente nos casos de infec¢des em que
hd presenca de bactérias resistentes, como Staphylococcus
anrens,  Staphylococcus — epidermidis, Enterococcus  faecinm e
Enterococcus faecalis.

Os fagos poderio ser usados, no futuro, isoladamente
na eliminacio de bactérias resistentes aos antibidticos,
ou associados a antibioticoterapia, em casos nos quais hd
presenca de bactérias ainda suscetiveis as drogas®.

Metodologias cientificas modernas que utilizam a
engenharia genética e a biologia molecular tornam promissor
o uso dos bacteriéfagos no combate as infeccdes”, porém
enquanto houver antibiéticos disponiveis e bactérias
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aumento da resisténcia bacteriana aos quimioterapicos
abriu um novo caminho a fagoterapia, principalmente em
casos onde ja se esgotaram as alternativas para controle de
sinais e sintomas caracteristicos dos processos infecciosos

refratarios.
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