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RESUMO

Bacteri6fagos, também conhecidos como fagos, sdo virus capazes de infectar bactérias
especificas, podendo direcionar seu metabolismo para a sintese de novas particulas virais e
levar a lise celular. Estes tém sido investigados como alternativas adjuvantes ou substitutivas a
protocolos tradicionais de desinfeccdo de canais, podendo contribuir para sucessos
endodonticos e reducao do uso de antibidticos. Esta revisao de literatura visou abordar os
trabalhos cientificos disponiveis até o momento acerca do uso de bacteridfagos como método
complementar para a desinfeccdo dos sistemas de canais radiculares. Foi realizado
levantamento bibliografico em bases de dados PubMed/MEDLINE, Embase, Scopus e Lilacs
com os descritores em ciéncias da saude isolados e cruzados: Bacteriofagos, Endodontia;
Biofilme; Anaerobiose, Farmacorresisténcia Bacteriana e Agrupamentos Regularmente
Interespagados de Repeti¢des Palindromicas Curtas (CRISPR). Nao houve restri¢des quanto a
idiomas ou periodos de publicagcdo. Referéncias duplicadas foram excluidas e artigos que nao
se encaixavam nos critérios de elei¢do foram desconsiderados. Fagos podem ser usados contra
diversas bactérias como as que estdo presentes no biofilme, na cérie, em periimplantites e
abscessos. Sobre bactérias relacionadas a infeccdes endodonticas, o E. faecalis apresenta o
maior numero de estudos. Dentre as bactérias anaerobias, F. nucleatum possui 2 fagos
descobertos contra sua agdo. Nenhum fago especifico para Porphyromonas, Prevotella e
Tannerella foram reportados até o momento. Contudo, existem trabalhos que ja exploraram
mecanismos de resisténcia aos fagos (CRISPR), mostrando que o genoma bacteriano possui
uma interessante resposta imune adaptativa. Dentre as que ja tiveram esse mecanismo estudado
estdo Porphyromonas, Streptococcus e Lactobacillus. Maiores aprofundamentos ainda sao
necessarios.

Palavras-chave: Bacteriofagos; Biofilmes; Endodontia; Infec¢cdo; Resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

Bacteriophages, also known as phages, are viruses capable of infecting specific bacteria and to
direct their metabolism to the synthesis of new viral particles, leading to cell lysis. They have
been investigated as adjuvant or substitutive alternatives to traditional root canal disinfection
protocols, which may contribute to endodontic treatment success as well as a reduction in the
use of antibiotics. This literature review aimed to discourse on the scientific production
available until present date on the use of bacteriophages as a complementary method for
disinfection of root canal systems. A bibliographical survey was carried out in databases
PubMed/MEDLINE, Embase, Scopus and Lilacs with the descriptors in health sciences granted
and crossed: Bacteriophages, Endodontics; Biofilm;  Anaerobiosis, Bacterial
Pharmacoresistance, and Regularly Interspaced Clusters of Short Palindromic Repeats
(CRISPR). There were no restrictions on languages or publication periods. Duplicate references
were excluded and articles that did not fit the election criteria were disregarded. Phages can be
used against various bacteria present in biofilm, caries, peri-implantitis and abscesses.
Concerning to bacteria related to endodontic infections, E. faecalis has the largest number of
published studies. Among the anaerobic bacteria, F. nucleatum has 2 phages discovered against
its action. No specific phages for Porphyromonas, Prevotella and Tannerella were reported so
far. However, there are scientific publications that have already explored phage resistance
mechanisms (CRISPR), showing that the bacterial genome has an interesting adaptive immune
response. Among those that have already had this mechanism investigated are Porphyromonas,
Streptococcus and Lactobacillus. Further studies are still required.

Keywords: Bacteriophages; Biofilms; Endodontics; Infection; Bacterial Resistance.
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1. INTRODUCAO

Um dos principais propositos do tratamento endoddntico ¢ a desinfec¢do do sistema de
canais radiculares e tibulos dentinarios, de forma a reduzir ou eliminar bactérias que se
encontram nessas regioes (Bystrom et al., 1995; Fukushima et al., 1990). De acordo com Lin e
colaboradores (1991), grande parte das infecgdes endoddnticas sdo mistas e polimicrobianas,
com predominancia de bactérias estritamente anaerobias. Estas, por sua vez, sdo adaptaveis
para sobrevivéncia em ambiente de polpa necrotica, o que acaba mantendo a infec¢ao no canal
radicular e nos tubulos dentinarios, devido ao aporte limitado ou inexistente de sangue e
oxigénio (Abdulkader et al., 1996; D’ Arcangelo et al., 1999).

Fracassos da terapia endodontica sdo associados a infecgdes anaerobias persistentes,
sendo que a organizacdo das bactérias em biofilmes e sua composicdo com proteinas
extracelulares e polissacarideos acabam influenciando de forma determinante para a
sobrevivéncia da célula, persisténcia microbiana e interagao celular, limitando a capacidade de
defesa do hospedeiro (Fukushima et al., 1990; Kumar et al., 2019). Sdo exemplos de bactérias
anaerdbias envolvidas nesse processo Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis €
Prevotella melaninogenica.

Na tentativa de erradicar as bactérias e dar fim ao processo infeccioso, uma pratica
comum na Odontologia ¢ a prescri¢do indiscriminada de antibidticos, os quais, na maioria das
vezes, sao de amplo espectro. Contudo, este método terapéutico acabou dando origem aos
“superbugs”, isto €, a selecdo de bactérias multirresistentes, tornando a utilizacdo desses
medicamentos ineficaz para o reestabelecimento de saude (World Health Organization, 2020).

Grande tem sido o interesse na literatura acerca de novas técnicas e instrumentos com
objetivo de aprimorar a pratica clinica visando a redu¢do da carga microbiana (Bhardwaj,
2014). Possibilidades alternativas para esse problema tém sido estudadas e propostas, dentre as
quais, o uso de bacteridéfagos, virus que sao capazes de infectar bactérias especificas, podendo
direcionar seu metabolismo para a sintese de novas particulas virais.

Existem os bacteriéfagos liticos e lisogénicos, sendo que os liticos sdo os que se
apresentam mais uteis aos propositos odontoldgicos, uma vez que utilizam os recursos da célula
para replicacdo, fazendo com que a c€lula lise e entre em colapso, ocasionando sua morte (Steier
etal., 2019).

Os bacteridfagos caracterizam-se como um possivel método adjuvante ou substitutivo

aos métodos convencionais para combate de determinados grupos bacterianos, podendo atuar
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de forma mais especifica, reduzindo riscos de danos ao hospedeiro (McAdams et al., 2019; Liu
et al., 2020)

Frente a realidade do insucesso de tratamentos endoddnticos e a referida resisténcia
bacteriana, bacteriofagos tém sido sugeridos como uma alternativa promissora para solucionar
o problema, contudo, ainda existe certa limitacdo de publicacdes cientificas relacionadas ao
tema (Dtlizgiines, Sessevmez & Yildirim, 2021). Nessa perspectiva, esta revisao de literatura
narrativa ilustrada se prop0s a investigar os trabalhos publicados até o presente momento
relacionados ao uso de fagos para o possivel combate a infec¢des endodonticas provocadas por
bactérias anaerdbias e demais grupos bacterianos, bem como viabilidades no contexto atual e
futuro.

A fagoterapia e sua aplicabilidade odontoldgica sdo assuntos relativamente novos.
Portanto, faz-se necessario o aprofundamento no tema e constru¢do do conhecimento que
possam contribuir para novas formas de atuacdo frente a microrganismos presentes nas
patologias endodonticas, para que futuramente os bacteridofagos possam ser utilizados de forma
eficaz, segura e satisfatoria nas praticas clinicas do cirurgido-dentista e de profissionais da

saude de forma geral (Ross et al., 2016; Loganathan et al., 2021).
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2. OBJETIVOS

A presente revisao de literatura narrativa se propde a abordar o uso de bacteriéfagos na
Odontologia como potencial método adjuvante para desinfeccdo dos sistemas de canais
radiculares. Para tal, focou nos seguintes aspectos:

- Bactérias anaerdbias e sua relagao com a Endodontia;

- Bacteriofagos - defini¢des e historico de evolugao;

- Contribuic¢oes contra a farmacorresisténcia bacteriana;

- Aplicabilidades odontologicas alternativas no contexto atual;

- Combate a infec¢des endodonticas.
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3. METODOLOGIA

Para construcao da revisdao proposta, foram seguidas as etapas baseadas no trabalho de
Cronin, Ryan & Coughlan (2008): selecdo do tema; pesquisa na literatura em bases de dados
(PubMed/MEDLINE, Embase, Scopus e Lilacs); selecdo de trabalhos disponiveis; leitura e
analise da literatura coletada; redacdo da revisdo e elaboracdo de referéncias bibliograficas.
Para a pesquisa nas bases de dados foram utilizadas as seguintes combinagdes de descritores
em ciéncias da satde, isolados e cruzados: Bacteriéfagos, Endodontia; Biofilme; Anaerobiose,
Farmacorresisténcia Bacteriana e Agrupamentos Regularmente Interespagados de Repeti¢des
Palindromicas Curtas (CRISPR). Os critérios de inclusdo foram estudos que abordassem
infeccdes endodonticas e seu processo de desenvolvimento; bacteriofagos e aplicagdes na area
da satude e especificamente na Odontologia. Os critérios de exclusdo foram artigos envolvendo
a aplicagdo de bacteridfagos contra fungos, vegetais e producdo de alimentos bem como
trabalhos envolvendo CRISPR-Cas nao aplicados para fins odontologicos.

Nao foram aplicadas restri¢des quanto a periodos ou idiomas de publicagdes atinentes
ao tema especifico. Referéncias duplicadas foram excluidas, e artigos que nao se encaixavam
nos critérios de eleicdo foram desconsiderados. Dos 135 artigos encontrados, 98 foram

utilizados para compor o trabalho.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Bactérias anaerdbias e sua relacdo com a Endodontia

A endodontia ¢ a area da Odontologia que estuda as causas, prevencao, diagnostico e
tratamento das doengas da polpa dentaria, assim como suas consequéncias nos tecidos
periapicais (Abdulkader et al., 1996; Sundqvist et al., 1998). Um dos principais propositos da
terap€utica endodontica consiste na desinfeccao do sistema de canais radiculares, de forma que
haja uma eficiente neutralizacao do contetido toxico e reducao do nimero de microrganismos
que se encontram nessa regido, sobretudo as bactérias (Bystrom et al., 1985).

Assim como nos canais radiculares, a proliferagao e instalagdo desses microrganismos
sob condi¢do de biofilme também ocorrem nos tubulos dentinarios. A proliferagao e instalagao
desses microrganismos sob condi¢do de biofilme reforca a necessidade de realizacdo de uma
correta sanificagdo, tendo em vista a complexidade anatdmica e bioldgica nos tecidos dentarios
e persisténcia de alguns grupos de bactérias, mesmo apos a realizacdo do tratamento
endodontico (Fukushima et al., 1990; Love, 2001).

Grande parte das infecgdes endodonticas sdo mistas e polimicrobianas, com a
predominancia de bactérias estritamente anaerobias (Lin et al., 1991). Bactérias anaerobias
apresentam boa adaptagdo para sobrevivéncia no ambiente da polpa necrética e nos tubulos
dentinarios onde a fonte de sangue e oxigénio sao limitados ou inexistentes.

Nota-se que, principalmente em infec¢des de longa duragdo, um nimero crescente de
bactérias anaerobias infectando canais radiculares tem sido reportado na literatura (Abdulkader
et al., 1996; Sundqvist & Figdor, 2003; Barbosa-Ribeiro et al., 2020). Fracassos da terapia
endodontica foram associados a infec¢des anaerobias persistentes (Fukushima et al., 1990;
Sakko et al., 2016), sendo que os fatores que podem explicar a incapacidade da total eliminagao
das bactérias sdo sua organizacao em biofilme nas paredes do canal e/ou dentro dos tubulos
dentinarios, a sua capacidade de sobrevivéncia a um certo periodo de tempo de exposi¢do ao ar
atmosférico e a sua tolerancia a altos valores de pH (Harper & Loesche, 1984; Thomas &
Eleazer, 2003).

Em infecgdes primarias, isto €, quando os microrganismos colonizam o tecido pulpar
necroético, a microbiota varia de acordo com o tempo de estabelecimento da infec¢do. De forma
geral, sdo mistas e anaerobias em sua grande parte, sendo alguns exemplos os géneros
Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Treponema, Peptostreptococcus, Eubacterium e
Campylobacter. Além disso, Streptococci facultativos ou microaerdfilos sdo comumente

encontrados em infec¢des primarias. (Siqueira, 2002).
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As infec¢des endodonticas secundarias sdo caracterizadas por microrganismos que nao
estavam presentes na infec¢do primaria, mas acabaram penetrando no sistema de canais
radiculares durante o tratamento, entre consultas ou apds a finalizagdo da endodontia, as
espécies mais predominantes sao E. faecalis e P. gingivalis (Siqueira, 2002; Zargar et al., 2019;
Barbosa-Ribeiro, 2021). A manifestagdao da infeccao endoddntica e seu desfecho nos tecidos

periapicais, caso ndo tratada, estd evidenciada na figura 1.

Dissolucdo dos tecidos mineralizados pelas
bactérias e seus subprodutos

Inervagao pulpar

Canal radicular principal

Sistema de canais radiculares

Processo infeccioso estabelecido — abscesso periapical

Figura 1 — Infeccdo endododntica e seus desfechos nos tecidos periapicais. A partir da
dissolucdo dos tecidos mineralizados por meio das bactérias e subprodutos (carie dentaria),
pode existir o comprometimento do sistema de canais radiculares e da vitalidade pulpar, bem
como o surgimento de um abscesso periapical e fistula nas proximidades do elemento afetado.

No momento em que os microrganismos se organizam em biofilmes, se tornam muito
mais resistentes. Conforme relataram Jhajharia e colaboradores em 2015, essa maior resisténcia
ocorre majoritariamente pela matriz extracelular, o que limita a capacidade de defesa do

hospedeiro. Os biofilmes apresentam proteinas extracelulares e polissacarideos, o que
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Formagdo da biopelicula Particulas alimentares na Colonizagdo bacteriana ~ Coagregagio bacteriana e
superficie dental inicial liberagdo de substancias

Dispersio das c€lulas

plancténicas
Células planctonicas \‘ \ v ‘
J N
- - -
Adesao inicial reversivel Formagdo de Formagao de matriz ~ Maturagio do biofilme

microcol6nias

contribuem de forma determinante para a sobrevivéncia da célula, persisténcia microbiana e
interacao celular. (Kumar et al., 2019). A dinamica de formacao do biofilme pode ser observada

na figura 2.

Figura 2 — Dinamica de formagdo do biofilme. a) Formagdo da biopelicula nos elementos
dentarios seguido da sequéncia de colonizacao e coagregacao bacteriana na superficie dentaria.
b) Formacao do biofilme propriamente dito — inicia-se com a adesdo de células planctonicas
ligando-se a superficie. As bactérias formam microcol6nias e comecam a produzir matriz
extracelular. Na fase de maturacao, o biofilme cresce em uma estrutura com formato de
cogumelo devido a presenga de polissacarideos. Por fim, algumas bactérias se dispersam para
outra regido com objetivo de formar um novo biofilme.

\

F. nucleatum ¢ uma bactéria Gram-negativa anaerobia pertencente a familia
Bacteroidaceae (Jacinto et al., 2008), mas que pode crescer na presenca de até¢ 6% de oxigénio
(Bolstad et al., 1996). S3do encontradas na cavidade oral humana e normalmente mais
encontradas na placa dentaria (Jacinto et al., 2008; Bolstad et al., 1996). E considerado como
um patogeno oportunista devido ao seu frequente isolamento e identificacio em amostras
anaerdbias advindas de pacientes com diferentes infecgdes (Brennan & Garrett, 2019).

Multiplas espécies, incluindo bactérias periodontopatogenas, assim como F. nucleatum
apresentam importante papel na formacdo de biofilmes devido a sua interagdo com P.

gingivalis. Ambas foram identificadas em biofilmes associados a lesdes de periodontite apical,
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a qual ¢ uma condi¢do inflamatoéria induzida por biofilmes decorrente da constante agressao
tecidual (Saito et al., 2008; Figueiredo et al., 2018).

Ja para Villanueva (2002), a combinagao de F. nucleatum, Prevotella e Porphyromonas
¢ um fator de risco para os surtos endodonticos. Quando em cooperacdo, esses organismos,
apresentam capacidade de piorar uma lesdo inflamatoria periapical. As bactérias presentes nas
infec¢des endodonticas ndo agem sozinhas e, quando em sinergia, podem elevar o seu potencial
patogénico. F. nucleatum ¢ uma bactéria frequente em amostras de canais radiculares, e ¢ uma
das vérias bactérias Gram-negativas que podem ser um agente causador e/ou contribuinte em
desequilibrios na microbiota endoddntica (Jacinto et al., 2008; Bolstad et al., 1996).

P. gingivalis sao bactérias anaerobias gram-negativas e formadoras de pigmentagao
negra. As bactérias Prevotella spp. € Porphyromonas spp. estdo envolvidas na etiologia e
perpetuagao de infecgdes endodonticas (Rdgas et al 2001). Os mesmos autores também citam
que os principais fatores de viruléncia de P. gingivalis incluem os lipopolissacarideos, fimbrias,
proteases, fosfolipases, fosfatases alcalinas e acidas, DNase e RNase, hemolisinas e metabolitos
citotoxicos, tais como sulfeto de hidrogénio, metilmercaptana, dissulfeto de dimetila, butirato,
propionato, indol e amonia. Desta forma, tem-se sugerido que P. gingivalis ¢ um patdégeno
importante nas infeccdes do canal radicular, ainda que seja menos prevalente do que E. faecalis
em infec¢des endodonticas primdrias (Stojanovic et al., 2014).

Associagoes bacterianas foram observadas como P. intermedia com P. gingivalis ou P.
nigrescens, P. nigrescens com P. gingivalis ou P. endodontalis, P. endodontalis com P.
gingivalis, P. intermedia com P. nigrescens e P. gingivalis € P. intermedia com P. nigrescens
e P. endodontalis, sugerindo que essas tais associagdes sejam constatadas em processos
endodonticos. Muitos estudos mostraram o isolamento de P. gingivalis e P. endodontalis de
lesdes periapicais agudas, associadas a canais radiculares ndo tratados, sendo que sua alta
viruléncia poderia explicar o envolvimento dos organismos na inflamagao periapical purulenta
e nas exacerbacdes periapicais agudas (Sundqvist et al., 1993). Além disso, de acordo com
Kriebel et al. (2019), essas bactérias se associam com outras espécies anaerdbias, tais como
Tannerella forsythia e Treponema denticola, compondo o tradicional “complexo vermelho”,
formando bolsas periodontais que resultam na progressiva degradacdo dos tecidos periodontais.

P. melaninogenica ¢ uma bactéria produtora de pigmentagdo negra pertencente ao filo
Bacteroidetes. E caracterizada por ser uma bactéria anaerobica Gram-negativa comensal que
reside na cavidade oral humana e ¢ isolada como um patégeno de doencas supurativas tanto
dentro como fora da boca. Se sabe pouco ainda a respeito dos fatores de viruléncia da P.

melaninogenica (Kondo et al., 2018).
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Tendo essas informacgdes em perspectiva, ¢ de suma importancia o conhecimento acerca
do envolvimento polimicrobiano em infecgdes endoddnticas, sejam elas primarias ou
secundarias, pois 0 conhecimento acerca da base estrutural do biofilme bacteriano ¢ uma das

maneiras de se obter sucesso no tratamento (Abusrewil et al., 2020).

4.2 Bacteriofagos - defini¢des e historico de evolucio

O termo “bacteridofago”, ou simplesmente “fago” € a entidade bioldgica mais comum na
Terra, sendo que hd um estimado numero de 103! bacteridfagos na biosfera e apresenta a
capacidade de se tornar predatorio em organismos procariontes (Steier et al., 2019). Os
primeiros relatos € documentagdes de sua existéncia surgiram em 1919, por Twort (Pelfrene et
al., 2016) e D’Herelle (Duckworth, 1976), apds a Primeira Guerra Mundial. Os fagos foram
originalmente descritos como elementos terap€uticos para tratar infecgdes animais € humanas,
tais como infecgdes por Escherichia coli, infecgdes dermatoldgicas e no trato urindrio (Smith
et al., 1987; Waldor et al., 2005; Abedon et al., 2011). Tais descobertas precedem o advento
dos antibioticos, os quais foram difundidos mundialmente e, por este motivo, as pesquisas com
os fagos foram desestimuladas e interrompidas (Paisano & Bombana., 2010).

No que diz respeito a anatomia, apresentam estruturas peculiares. Seu capsideo, ou capa
de proteina, onde localiza-se o material genético do virus, possui forma variavel, podendo ser
icosaédrica, filamentosa ou caudada, sendo que esta ultima parece ser exclusiva dos fagos e a
que apresenta mais util aos propdsitos odontologicos (Steier et al., 2019). Em 96% dos fagos
sdao caudados e possuem dupla fita de DNA e o numero de genes pode variar de 4 a muitas
centenas. Os bacteriéfagos do tipo head-tail (cabega-cauda) sao formados pela cabe¢a (onde o
capsideo ou capa de proteina se encontra, abrigando o genoma viral), pesco¢o (conector entre
a cabeca e a cauda), cauda (estrutura tubular que permite a passagem do DNA quando em
contato com a superficie da bactéria-alvo), fibras da cauda (proteinas com capacidade de se
ligar a superficie da bactéria-alvo) e placa final (contento pinos para penetrar na membrana e
liberar o material genético do fago no interior da bactéria alvo) (Novik et al., 2017; Steier et al.,
2019) . Tais estruturas e suas especificacdes constam na figura 3.

De acordo com Steier et al. (2019), o ciclo de vida de um bacteriéfago varia de acordo
com seu efeito na bactéria alvo. Caso leve a morte da célula hospedeira, chama-se litico. Estes
completam o ciclo com altas taxas de replicacdo do seu material genético e acumulam grande
quantidade de virus e de proteinas expressas tardiamente (endolisinas, holinas ou inibidoras da

sintese de mureina), o que provoca a lise da célula bacteriana e libera¢do desses bacteridfagos.
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Em contrapartida, caso seu DNA seja copiado no DNA da célula hospedeira mediante
recombinagdo com os cromossomos bacterianos cada vez que a célula divide, tornando-se
integrado ao cromossomo como um profago, chama-se lisogénico.

Os bacteriofagos caudados e liticos sdo os que se apresentam mais uteis aos propositos
odontolégicos os quais se comportam como virus tipicos usando os recursos da célula para
replicagdo, fazendo com que a célula lise e entre em colapso, ocasionando sua morte (Steier et
al., 2019).

O ciclo litico consiste nas seguintes fases: (1) Fase de fixa¢ao: ligagao das proteinas de
cauda com receptores de superficie na bactéria alvo; (2) Fase de injecao do material genético:
Injecdo do DNA do bacteridfago pela cauda dentro da bactéria; (3) Fase de replicagao do DNA
do fago: replicacdo do DNA, sintese de proteinas e formacao de novos capsideos; (4) Fase de
reuniio e montagem: preenchimento dos capsideos com material genético e particulas fagicas;
(5): Fase de lise bacteriana: ruptura da membrana plasmatica da bactéria e de sua parede
celular pelo aumento da permeabilidade com resultante passagem excessiva de liquidos e
expansao até a ruptura da mesma, liberando os neoformados bacteridfagos, capazes de infectar
as bactérias proximas (Steier et al., 2019). Este ciclo e suas respectivas fases encontram-se

ilustrados na figura 4.
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Figura 3 — Bacteridfagos e suas estruturas. a) Todas as estruturas em evidéncia; b) Perspectiva
de um bacteriéfago como se estivesse aderindo a uma superficie bacteriana.
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Figura 4 — Ciclo litico de um bacteriofago e suas respectivas fases. a) Adesao ao hospedeiro
receptor; b) Injecao do DNA do fago; ¢) replicagdo do DNA do bacteriéfago; d) biossintese das
proteinas do bacteriofago; e) maturagdo — novas particulas de bacteriofagos sao montadas; f)
lise da célula bacteriana e liberacao de novas particulas virais.

Existem algumas vantagens descritas na literatura relacionadas ao uso dos fagos. Dentre
elas: (a) sua administragdo em dose Unica, (b) ndo apresentam efeitos adversos; (c¢) extrema
especificidade a bactéria, ndo afetando outras células (o que se torna benéfico para pacientes
alérgicos a antibioticos); e (d) apresentam custo de desenvolvimento menor do que o custo de
desenvolvimento de um novo antibiodtico (Carlton, 1999; Pirisi, 2000; Bradbury, 2004).

No entanto, existem desvantagens que precisam ser pontuadas e que ainda geram
duavidas quanto a sua utilizagdo: o fato da necessidade de identificagdo prévia das bactérias que
se deseja atingir para o isolamento de fagos especificos e a incerteza quanto a efetividade de
sua a¢ao mesmo quando determinado o seu alvo, como no caso de bacteridfagos temperados,
uma vez que a penetracdo na bactéria-alvo ndo necessariamente esta ligada a ruptura e
destruicao desta (Paisano & Bombana, 2010; Steier et al., 2019). Além disso, conforme relatam
Rotman e colaboradores (2020), sua aplicabilidade em larga escala também acaba sendo
prejudicada devido a perda de atividade em condicdes fisioldgicas, o que significa que se faz
necessaria a administragdo por repetidas vezes.

O tempo de formacao do biofilme também parece influenciar em sua agao fagocitica.
Em 2020, Gonzalez e colaboradores mostraram que o numero de células com atividade

metabolica reduzida em biofilmes pode aumentar com o passar do tempo e reduzir o efeito litico
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dos fagos reduzindo a capacidade de remog¢do de biofilme dos mesmos. Portanto, biofilmes

mais maduros, sao mais dificeis de serem removidos usando fagos do que biofilmes mais novos.

4.3 Contribui¢oes contra a farmacorresisténcia bacteriana

Sabe-se que com a chegada da era dos antibidticos, em 1940, as pesquisas cientificas
envolvendo bacteriéfagos foram interrompidas. Entretanto, com a evolugdo constante da
resisténcia bacteriana a multiplas drogas, o potencial da fagoterapia tem sido novamente
avaliado e o interesse nos fagos novamente trazido a tona (Ghannad, Mohammadi, 2012;
Bhardwaj, 2014; Steier et al., 2019). Com o passar do tempo, as bactérias foram sofrendo
adaptacdes, as quais permitiram que se tornassem resistentes as drogas mais poderosas usadas
na medicina moderna (Orlova, 2012).

O conhecimento acerca da antibioticoterapia e suas aplicagdes no meio odontologico ja
¢ bem estabelecido. Na Endodontia, a mesma pode ser utilizada de inumeras formas: local,
sist€émica e profilatica (Abbott et al., 1990). Ainda de acordo com os mesmos autores, de
maneira sistémica, ¢ indicada a pacientes que manifestem sinais locais de infec¢do, alta
temperatura corporal e mal-estar. Os mesmos também ressaltam que, para que os medicamentos
antibioticos continuem sendo eficazes em casos mais severos, o uso de medicamentos de amplo
espectro deve ser limitado.

Os antibioticos, em sua grande parte, sio medicamentos sist€émicos de via oral, os quais
acabam sendo absorvidos pela corrente sanguinea. Eles sdo metabolizados e excretados, de
forma a reduzir os seus niveis no sangue, o que faz com que multiplas doses sejam
administradas de forma sequencial para que o farmaco tenha a quantidade suficiente para
desempenhar sua funcdo no tratamento desejado (Hanlon, 2012). Em contrapartida, os
bacteriofagos, apos sua dose inicial, fardo com que o nimero de virus aumente no sistema
conforme se replicam nos patogenos bacterianos infectantes, de forma que sé pare quando todas
as células hospedeiras estejam destruidas. Tal caracteristica pode ser um facilitador na
administracao e controle no uso dos fagos em determinadas infec¢des, bastando uma dose tinica
(Hanlon, 2012).

Assim sendo, diversas aplicabilidades da fagoterapia t€ém sido investigadas, como a
complementacdo dos tratamentos tradicionais (antibioticoterapia) podendo contribuir para a
redugdo de seu uso ou até mesmo sua substitui¢do, ampliando o leque de perspectivas na area

odontoldgica (Szafranski et al., 2017; McAdams et al., 2019).
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Os bacteriéfagos podem atuar na destruicdo de biofilmes maduros de maneira mais
efetiva quando comparados com os antibidticos, uma vez que sao capazes de infectar células
bacterianas na camada mais externa do biofilme, se multiplicar e, a partir disso, ser capaz de
penetrar em suas camadas mais profundas, resultando em uma erradicacdo completa do
biofilme em uma tnica dose. Por outro lado, os antibioticos acabam ndo conseguindo penetrar
0 mesmo, matando as bactérias de maneira superficial e ndo eliminando o biofilme por

completo (Khalifa et al., 2016). Tal dindmica esta evidenciada na figura 5.
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Biofilme (BF) efetiva do BF

Figura 5 - Comparativo de acdo do antibidtico e bacteriofago contra o biofilme maduro. Os
antibidticos ndo conseguem penetrar no biofilme por completo, eliminando apenas as bactérias
da camada superficial. Em contrapartida, os fagos conseguem atingir as bactérias das camadas
mais internas a partir de sua multiplicagdo, erradicando o mesmo em dose unica. Adaptado de
Khalifa et al., 2016.

Uma vez que os antibioticos sdo considerados como padrao-ouro para o tratamento de
infeccdes bacterianas, o uso dos bacteriéfagos pode ser associado a trés principais indicagdes:
(1) Combater infecgdes causadas por bactérias ja resistentes a antibidticos convencionais; (2)
Combater infecgdes resistentes a antibidticos apesar da sensibilidade positiva em testes de
cultura, devido a dificuldade de acesso dos antibidticos em regides com circulagdo deficiente,
como em casos de osteomielite, tlceras diabéticas ou no caso de formacao de biofilme; e (3)

Combater bactérias quando estd contraindicado o uso de antibidticos devido a, por exemplo,
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alergias do paciente, problemas no trato gastrointestinal ou risco de infecg¢des por Clostridium

difficile (Steier et al., 2019).

4.4 Aplicabilidades odontologicas alternativas no contexto atual

A usabilidade de bacteri6fagos na odontologia ainda se caracteriza como um campo
relativamente novo (Shlezinger et al., 2017). A literatura carece de publicacdes que abordem o
1solamento de fagos na cavidade bucal (Paisano & Bombana., 2010).

Lin e colaboradores ja relataram em 1991 que o biofilme oral é o responsavel mais
frequente por infecgdes polimicrobianas no corpo humano. Existem fatores ambientais ou
fatores genéticos que podem alterar a relagao simbidtica no hospedeiro, gerando um biofilme
disbiotico, ou seja, que ocasiona uma patologia oral (carie dentdria, doenca periodontal e
periimplantite sdo alguns exemplos). Este deve ser removido de forma mecanica (através do
uso de escova dental, ultrassom, curetas ou fio dental), com o uso de antissépticos ou com
antibiodticos. Os bacteriéfagos tém sido propostos como uma alternativa interessante para o
tratamento desse biofilme disbiotico (Szafranski et al., 2017). As alternativas de tratamento do

biofilme estdo ilustradas na figura 6.
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Figura 6 — Alternativas para remog¢ao do biofilme. a) Remog¢ao mecanica do biofilme fazendo
uso de escova dental, fio dental, ultrassom ou curetas periodontais; b) Dissolucao da matriz do
biofilme a partir de enzimas depolimerases; ¢) Morte celular de dentro para fora como proposto
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na fagoterapia; d) Morte celular de fora para dentro como mediada por endolisinas ou
antibioticos direcionados a parede celular. Adaptado de Chan & Abedon, 2015.

Em 1977, Brady et al. observaram no biofilme dental, mediante uso de microscopia
eletronica de varredura, particulas semelhantes a virus, demonstrando a possibilidade de isolar
estes microrganismos e sua possivel acao na cavidade oral. Fagos na saliva contra E. faecalis
(Bachrach et al., 2003) foram identificados, seguidos pela identificagdo de fagos contra F.
nucleatum (Machuca et al., 2010).

Para infec¢des de mucosa oral, Li e colaboradores em 2013 concluiram em seu estudo
que peptideos de bacteriéfagos podem promover proliferagdo de células epiteliais na mucosa
oral de humanos sem transformacgao tumoral. Algumas condigdes patoldgicas bucais, tais como
periimplantite e lesdes de cérie ainda ndo apresentam dados consistentes a respeito do uso da
fagoterapia e ainda deve-se aguardar para a realizacdo de testes clinicos, dada a pouca
quantidade de informagdes a respeito do referido assunto (Delisle, 2004; Hashimoto et al.,
2011).

Existem alguns tipos de bacteriéfagos reportados na literatura contra bactérias
especificas. Dentre eles, estdo os contra Actinomyces, os quais atuam na formagao do biofilme
dental e estdo presentes em abscessos (Szafranski et al., 2017); contra Aggregatibacter, que se
encontra na periodontite, quando esta se manifesta de forma agressiva (Szafranski et al., 2017,
Steier et al., 2019); contra Enterococcus, eventualmente presentes em infecgdes pulpares e em
implantes (Szafranski et al., 2017); e contra Streptococcus, as quais atuam na formacao de
lesdes de carie, periodontites, abscessos e infeccdes cardiacas (Szafranski et al., 2017).

Os bacteriofagos também apresentam grande potencial para atuar contra as bactérias
presentes nas condi¢des de desequilibrio de saude periodontal, isto €, em quadros de gengivite
e periodontite, sendo que existem prevaléncias diferentes de fagos na cavidade oral quando ha
satde e doenga: em individuos sauddveis normalmente predominam fagos liticos da familia
Syphoviridae, enquanto que em individuos com acimulo exacerbado de placa sao observados
mais fagos liticos da familia Myoviridae (Ly et al., 2014; Pinto et al., 2016).

A carie sendo uma das doengas infecciosas mais prevalentes no mundo ocasionada pela
desmineralizacdo do esmalte e da dentina a partir de acidos gerados pelo metabolismo de
bactérias em um biofilme organizado (Featherstone, 2008), também acaba gerando interesse de
pesquisadores para a resolugdo desse problema. Portanto, tem sido crescente o niimero de

estudos nesta area.
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A erradicagcdo de dois grupos bacterianos envolvidos no processo de formacao de
biofilme e desenvolvimento da cérie dentaria, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis
também ja foi estudada mediante isolamento de fagos virulentos (vB_SauM- EG-AE3 e
vB_EfaP-EF01, respectivamente), mostrando que ambos podem ser efetivos na inibi¢do do
crescimento dessas bactérias resistentes a antibidticos (Nasr-Eldin et al., 2021). Outro grupo
bacteriano comumente presente na carie (Streptococcus mutans) também tem sido estudado. A
caracterizacdo de um fago especifico para essas bactérias (SMHBZ8) pode ser um primeiro
passo para o desenvolvimento da fagoterapia voltada a cérie, mostrando bons resultados de sua
atividade litica contra Streptococcus mutans e abrindo espaco para o desenvolvimento futuro
de produtos de higiene como dentifricios ou colutérios que explorem os fagos, ou que sejam
complementares as alternativas de combate a carie atualmente existentes (Ben-Zaken et al.,

2021; Wolfoviz-Zilberman et al., 2021).

4.5 Combate a infeccoes endodonticas

Na abordagem de lesoes endoddnticas, os fagos apresentam grande potencial, tendo em
vista que uma de suas caracteristicas peculiares ¢ o seu tamanho. Por serem menores que as
bactérias, podem penetrar com facilidade os tibulos dentinarios em casos de infecg¢des
endodonticas (Paisano & Bombana 2010). Ainda carece de estudos mais abrangentes, pois as
publicacdes existentes tém se concentrado no combate ao E. faecalis (Paisano et al., 2004;
Tinoco et al., 2016; Khalifa et al., 2016). Esta bactéria gram-positiva anaerobia facultativa ¢
tida como um patdogeno oportunista que estd presente em falhas endodonticas e lesdes
periapicais, sendo, portanto, um problema terapéutico significativo (Molander et al., 1998;
Wang et al., 2012).

De acordo com Szafranski e colaboradores (2017), fagos liticos contra E. faecalis t€m
sido reportados, tais como “¢Ef11”, “EFDG1” e “EFLK1”, sendo efetivos na cavidade oral e
capazes de se adaptar as mudancas bacterianas, o que pode contribuir para o combate contra
bactérias multirresistentes. Mais recentemente, um fago definido como vB_ZEFP também foi
evidenciado como um potencial agente de prevencdo contra infeccdo apOs o tratamento
endodontico, uma vez que sua atividade litica contra um biofilme de E. faecalis foi capaz de
capaz de controlar o crescimento dessas bactérias in vifro € prevenir seu crescimento ex-vivo
em canais radiculares (El-Telbany et al., 2021).

Estudos laboratoriais iniciais abordando a fagoterapia também tém sido conduzidos para

Pseudomonas aeruginosa, um grupo de bactérias gram-negativas aerdbias frequentemente
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encontrado em infecgdes endoddnticas persistentes, mostrando que o uso dos fagos pode ser
uma estratégia de reducao da carga bacteriana, mas que ainda requer maiores aprofundamentos
em modelos experimentais in vitro € in vivo (Phee et al., 2013). Tais necessidades de
continuidade de investigacdo sdo corroboradas na revisdo de literatura publicada em 2020 por
Chegini e colaboradores.

Para bactérias anaerdbias da cavidade oral ainda ha limitacdes ¢ necessidade de maiores
descobertas (He et al., 2014). Dentre as espécies exploradas, ja tem sido reportado na literatura
o isolamento de dois bacteriofagos contra Fusobacterium (Szafranski et al., 2017). Trata-se de
uma bactéria gram-negativa anaerobia estrita, estando presente ndo s6 em canais radiculares,
como em processos de desequilibrio de saude periodontal (Pinto et al., 2016; Kabwe et al.,
2019).

O mais estudado, “Fnp$02”, atua de forma discreta na lise bacteriana (Machuca et al.,
2010). Em 2019, Kabwe e colaboradores (2019) isolaram outro fago para combate aos biofilmes
de F. nucelatum denominado FNUT1, sendo que este foi capaz de reduzir de forma significativa
a massa do biofilme mediante lise das células bacterianas.

Nenhum fago especifico para Porphyromonas, Prevotella e Tannerella foi isolado e
reportado na literatura até o presente momento. No entanto, estudos t€ém sido desenvolvidos
abordando as propriedades genéticas bacterianas, as quais nos auxiliam na compreensao do seu
funcionamento, mais especificamente seus mecanismos de resisténcia. Portanto, embora ainda
nao tenha sido possivel isolar fagos para algumas bactérias especificas, os genomas bacterianos
jé& apresentam um sistema de combate previamente estabelecido para fagos.

As bactérias tém adquirido defesas extremamente potentes em resposta a predacao de
fagos, de forma a proteger-se de ataques subsequentes do mesmo bacteriéfago. O mecanismo
pelo qual se realiza essa defesa ¢ uma resposta imune adaptativa com base nas Repetigcdes
Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas em associagdo com as
proteinas Cas (CRISPR-Cas), que integra pequenos fragmentos (proto-espacadores) dos DNAs
invasores (fagos ou plasmideos) em genomas microbianos, os quais sao transcritos em RNAs
curtos, degradando as partes de DNA invasoras estranhas. De forma sintética, esse sistema
anula sua acdo sobre a bactéria rastreando e cortando a sequéncia complementar ao DNA
encontrado no bacteriéfago, adquirindo imunidade perante os elementos que transportam
sequéncias correspondentes. Atualmente, esse sistema ¢ dividido em duas classes e separados
entre tipos e subtipos. A classe I funciona mediante o uso de diversas enzimas para que seja
vidvel a clivagem do material genético invasor. Em contrapartida, a classe Il tem apenas uma

enzima responsavel por essa clivagem, o que acaba atraindo maior interesse da comunidade
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cientifica, tendo em vista a sua simplicidade quando comparada a classe I. (Szczepankowska,
2012; Bondy-Denomy et al., 2013; Makarova et al., 2020). O funcionamento do mecanismo
CRISPR-Cas esté ilustrado na figura 7.
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Figura 7 — Mecanismo de progressao do sistema CRISPR-Cas. Adaptado de Dias & Dias, 2016.

Explorando esse mecanismo direcionado a bactérias anaerdbias em cavidade bucal,
temos o estudo de Chen & Olsen, de 2019, que se dedicou a espécie P. gingivalis. De acordo
com os autores, o sistema CRISPR-Cas dessas bactérias parece ter um importante papel na
defesa, sendo que parecem ter desenvolvido um sistema seletivo que auxilia na regulagcdo da
transferéncia genética. Ainda requer maiores estudos, pois, interessantemente, conseguem se
proteger nas bolsas periodontais, areas estas em que os fagos sdo abundantes e podem,
inclusive, superar o nimero de bactérias (Watanabe et al., 2017; Chen & Olsen, 2019).

Fagos especificos para Streptococcus, bactéria anaerobia facultativa, foram encontrados
em modelo in vivo na publicacdo de Pride, Salzman &Relman, de 2012, a partir do estudo do
mecanismo de defesa CRISPR-Cas. Os mesmos constataram que os espacadores genéticos
(componentes do mecanismo) coexistem com os fagos, sugerindo que o CRISPR-Cas
estreptococico fica em constante pressao contra os virus presentes na saliva, isto €, em constante
atividade antagonica.

Para Lactobacillus, bactérias anaerobias envolvidas na carie dentaria, e

subsequentemente em processos endodonticos, existem limitados e antigos relatos na literatura
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de isolamento de fagos. No trabalho de Meyers, Walter & Green (1958), foram investigadas
doze cepas de Lactobacillus. Como resultados, obtiveram atividade fagica litica para quatorze
das vinte e cinco amostras coletadas contra algumas subespécies de Lactobacillus, incluindo L.
casei, a qual estd intimamente relacionada com a progressao da doencga cérie. De acordo com
Sechaud et al. (1988), existem dois grupos de bacteriéfagos capazes de agir contra L. casei: o
PL-1, que apresenta atividade litica contra L. casei ATCC 27092 e lisogénica contra L. casei
ATCC 334; e ®FSW, um fago temperado que age contra L. casei ATCC 27139, sendo que seu
estado lisogénico pode ser alterado tanto por mutagdes pontuais ou pela inser¢do de um
elemento movel genético chamado ISL 1.

Ainda que seja uma area de conhecimento com grande potencial de evolucao, cabe
destacar a atual situacdo das pesquisas cientificas na mesma, uma vez que tem se concentrado
esforcos para o aprimoramento de estudos laboratoriais. Os ensaios clinicos de terapia fagica
contra infecgdes bacterianas ainda se encontram em estagio inicial e elementos importantes
como condig¢des ideais de uso, englobando concentragdo, tempo e sequéncia de administragao,
assim como possiveis combinagdes complementares aos antibidticos precisam ser trabalhadas,
de modo a estabelecer cada vez mais a confiabilidade e efetividade deste método alternativo
(Diizgiines, Sessevmez & Yildirim, 2021).

Para Ross et al. (2016), de forma geral, os fagos apresentam um interessante potencial,
uma vez que evoluem com o passar do tempo, podendo apresentar inesperada plasticidade. O
uso de coquetéis de fagos pode ser uma alternativa de manejo bacteriano, de forma a reduzir e
controlar um maior niumero de bactérias, ampliando op¢des de tratamento (Tian et al., 2021).
Dessa forma, o estudo desse grupo de virus tem muito a contribuir para o reestabelecimento de
saude e combate a resisténcia a multiplas drogas, explorando novos caminhos e reduzindo

infeccdes, revolucionando a era de ndo-antibidticos. (Loganathan et al., 2021).
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CONSIDERACOES FINAIS

Fracassos na terapia endodontica sdo observados na pratica clinica devido a
permanéncia de bactérias no sistema de canais radiculares, sendo estas, em grande parte,
anaerdbias. Configurando-se como um significativo problema terapéutico e frente a resisténcia
bacteriana adquirida a antibidticos, novas estratégias t€ém sido estudadas na tentativa de
erradicar ou diminuir a carga destes microrganismos para restabelecer saude.

Dessa forma, os bacteriofagos t€m sido propostos como alternativas substitutivas ou
complementares aos protocolos tradicionais de desinfec¢do e como forma de reduzir o uso
indiscriminado de antibioticos, combatendo as bactérias multirresistentes (também conhecidas
como “‘superbugs’). Tal estratégia pode ser interessante quando comparada aos antibidticos
pois sdo capazes de penetrar o biofilme de maneira mais profunda, erradicando as bactérias
presentes, enquanto que os antibidticos acabam atuando apenas em sua camada mais superficial
(Khalifa et al., 2016). No que tange a antibioticoterapia, esta deve ser aplicada com grande
prudéncia justamente devido aos mecanismos de adaptagdo e evolugao das bactérias, o que pode
dificultar a resolucdo de quadros infecciosos. Portanto, debrucgar-se em métodos alternativos
que possam ser mais especificos e eficazes contra as mesmas deve ser prioridade para a
comunidade cientifica.

Ainda que a fagoterapia seja muito atrativa, para bactérias anaerobias, a literatura tem
se concentrado apenas em F. nucleatum, havendo necessidade de ampliagdao de investigagdes
para outros grupos bacterianos, de forma a compreender suas interagdes que contribuem para o
insucesso endoddntico e, simultaneamente, gerar estratégias direcionadas para o combate a
determinadas espécies. Nao obstante, os estudos ainda se encontram em fases laboratoriais e
elementos significativos de uso dos fagos como concentragdo, tempo e sequéncia de
administracao ainda nao foram bem estabelecidos com clareza para transpd-los a pratica clinica
(Diizgiines, Sessevmez & Yildirim, 2021).

Cabe destacar que o crescente interesse em bacteriéfagos nao se limita a Endodontia e
deve ser encorajado e integrado nas pesquisas das mais diversas areas da Odontologia, uma vez
que a persisténcia e eliminagdo de biofilmes bacterianos sdo desafios compartilhados que
interferem nos tratamentos e na qualidade de vida dos pacientes.

Com esta revisao de literatura, objetivou-se coletar e relatar os estudos publicados até o
presente momento que explorassem a fagoterapia e suas perspectivas odontologicas, mais
especificamente como método auxiliar no combate a infec¢des endodonticas, de modo a se opor
a resisténcia bacteriana e compreender a interagdo dos fagos com os biofilmes. Ao identificar a

situagdo atual da ciéncia nestes topicos, suas limitagdes e potenciais continuidades no futuro,
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espera-se um aprofundamento ainda maior em pesquisas translacionais para que essa terapia se

torne uma realidade pratica e segura para todos.
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