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Sumario

A cavidade oral possui uma grande diversidade de microrganismos, na sua maioria
bactérias. Estes microrganismos, associados a outros fatores, sao 0s agentes etioldgicos
de caries dentarias, que segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), afetam cerca
de 80% da popula¢do mundial, sendo considerado um grave problema de salde publica.
Uma das patologias mais comuns sdo as infe¢es endoddnticas causadas por bactérias.
Estas infecGes sdo primeiramente tratadas por processos mecanicos realizados num
consultdrio dentario. No entanto, estes tratamentos ndo conseguem aceder a toda a
constituicdo do dente, o que, por vezes, torna necessario 0 uso de agentes

farmacoldgicos antibacterianos.

Ao longo do tempo, o uso indiscriminado de antibidticos levou ao aparecimento de
resisténcias a estes agentes farmacoldgicos, como resultado dos mecanismos de
sobrevivéncia microbianos. Estas resisténcias representam um perigo para a saude
publica, pois reduzem os recursos eficazes para o tratamento endodéntico, assim como
para todas as infecOes. Estas resisténcias afetam sobretudo a maquina genética dos
agentes bacterianos, que transmitem rapidamente os genes de resisténcia as estirpes
bacterianas sucessoras. Alguns destes genes de resisténcia associados a estas infecoes da
cavidade oral ja foram devidamente identificados, permitindo assim que a comunidade
cientifica e médica possa desenvolver novos agentes antibacterianos para combater estas

infegdes, permitindo também uma prescri¢do de antibioterapia mais correta.

Através de um estudo de revisdo bibliografica, esta tese tem como principais
objetivos: (1) clarificar a relevancia da identificacdo de genes de resisténcia a
antibioticos em infe¢bes endodonticas, (2) a importancia da farmacoterapia para o
desenvolvimento destes mecanismos de defesa e, (3) os cuidados a ter em conta na

administracdo dos mesmos.
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Abstract

A rich microorganism biodiversity (e.g. bacteria, fungi and protozoa) is
characteristic of the oral cavity. The etiologic cause of caries is the combination of these
microorganisms with other factors (e.g. trauma). According to the World Health
Organization (WHO), around 80% of the world population is affected by dental caries,
being considered a serious health problem. One of the most prevalent pathologies are
bacterial endodontic infections that, in the first place, are treated by mechanical
treatments performed at the dental office. However, often these treatments fail to access
the entire tooth surface, making necessary the use of antibacterial agents.

The indiscriminate use of antibiotics has led to the appearance of antibiotic
resistance as a consequence of bacteria survival mechanisms. The antibiotic resistance
represents a major threat to public health, reducing effective resources to infection
treatment. This resistance influences the bacterial genetic machinery, allowing the
developent and transmittion of resistance genes to the successor’s strains. Some of these
resistance genes have already been identified, mostly through appropriate molecular
identification tests that led to a better understanding of the bacterial operation, giving
the necessary means to the scientific community to develop new effective antibacterial

agents.

Through a bibliographic review, the focuses of this thesis are: (1) to clarify the
importance of antibiotic resistance genes in endodontic infections, (2) the pharmacology
interference on bacterial resistance development and (3) administration care of these

medical agents.
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0. Introducéo geral

Este trabalho de investigacdo foi realizado no ambito da conclusdo do Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Fernando Pessoa - Faculdade de
Ciéncias da Saude.

E inegavel a importancia da revisdo bibliografica como um meio de compilar os
fundamentos tedricos e metodoldgicos presentes em artigos cientificos relevantes, com
espirito critico, facilitando assim o0 acesso a informacgdo, sobretudo em éreas
consideradas de interesse publico. Ao longo desta revisdo sdo abordados, sobretudo,

temas das areas das Ciéncias Farmacéuticas e da Medicina Dentaria.

Desde sempre, os problemas orais assombram o bem-estar da populacéo, podendo
ser mesmo causa de infecGes que podem levar a problemas crénicos ou a morte.
Durante décadas que sdo realizadas acdes de consciencializacdo da populacdo sobre a
importancia de bons habitos de higiene oral como prevencdo dos problemas orais. No
entanto, por questdes sdcio-econémicas ou por inconsciéncia do que uma eficaz saude
oral representa para 0 bem-estar, ou mesmo por “receio” de recorrer ao médico dentista,
os problemas orais, como € o caso das infe¢es endoddnticas, ainda sdo prevalentes na
populacdo. Quaisquer que sejam as areas da Medicina Dentéria, todas usufruiram um
consideravel avango cientifico na Gltima década despontando a necessidade de
cooperacdo interdisciplinar e a complementaridade entre profissionais de saude de todas
as areas. Entre os profissionais de salde estdo os farmacéuticos, que contribuem com
farmacos e dispositivos médicos indispensaveis para tratamentos dentarios, onde se
destacam os antibidticos para profilaxia e tratamento de algumas infe¢des. No entanto, o
uso inadequado e abusivo destes farmacos levou ao aparecimento de resisténcias, que
comprometem a eficacia do tratamento o que pode levar a um agravamento do quadro

clinico. Em consequéncia, é importante o uso adequado de agentes antimicrobianos e
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para isso é fundamental o conhecimento das propriedades destes farmacos, o seu

potencial, os cuidados a ter e, sobretudo, quais 0s casos em que 0 seu uso € apropriado.

Sabe-se que é possivel encontrar na cavidade oral varios tipos de microrganismos
como “habitantes” comuns desta mucosa. Nesta tese iremos descrever as espécies
bacterianas caracteristicas da microflora oral e quais as estirpes com maior propensao de
causar infecdo, com especial atengdo aos fatores de viruléncia inerentes. Os
microrganismos da flora oral sdo, muitas vezes, o0s causadores das infe¢des
endodoénticas. Por esse motivo, muitas vezes se recorre a terapéutica antimicrobiana
para combater estas infecdes. Ao longo deste trabalho foi desenvolvida uma pesquisa
sobre os agentes farmacoldgicos usados para profilaxia e tratamento das infecdes
endoddnticas. Encontram-se aqui descritos os antibidticos mais usados em Medicina
Dentéria, a familia a que pertencem, a sua farmacologia, precaugdes e a posologia
geralmente recomendada a adultos. Também estdo descritos os locais alvo de cada
agente antimicrobiano descrito em conjunto com o seu espectro de acdo. No entanto, €
comum o uso inadequado destes farmacos, o que pode levar ao desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia aos antibiéticos, podendo dai advir um ineficaz combate as

infecdes orais pela falta de terapéutica efetiva.

O principal objetivo desta tese € a chamada de atencdo para a importancia da
identificacdo dos genes de resisténcia comuns em infecGes endoddnticas. Para esse
efeito sdo debatidos os métodos de transmissdo de resisténcia, seja resisténcia inerente
ou adquirida, os processos de transmissdo de genes e 0s mecanismos de resisténcia
caracteristicos nestes casos. Este trabalho bibliografico identifica os genes de resisténcia
comuns a infe¢Bes desta natureza e qual a sua interferéncia nas bactérias em que estdo

presentes.
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. Introducéo

A endodontia é a especialidade da Odontologia que estuda as doencas da polpa
dentaria e os processos a ela associados. Esta area centra-se na manutencdo da polpa
dentaria em bom estado de salde e o tratamento da cavidade pulpar (Alves, 2004). Uma
infecdo endoddntica pode ser resultado de vérios fatores, e.g. complicacdo de uma carie
dentaria, trauma dentario ou resultado de fatores quimicos e/ou fisicos, que originam
uma abertura no esmalte permitindo que microrganismos consigam entrar em contacto
com a polpa do dente. Uma simples infecdo dentaria pode-se espalhar da raiz do dente
até aos 0ssos que suportam o dente causando complicaces graves (Magazine, 2008;
Siqueira Jr, 2002). Como tal, uma infecdo endoddntica é caracterizada por um processo
inflamatorio nos tecidos periodontais resultante da presenga de microrganismos no canal
radicular do dente, essenciais para a progressao e perpetuacdo de doencas inflamatorias

nos tecidos peri-radiculares (Siqueira Jr, 2002).

Tecido pulpar Tecido pulpar Tecido pulpar
saudavel infectado inflamado
Carieou i
trauma ‘\, E /
— Dente N Vo
5\ &" Polpa
Polpa . \\ inflamada
Po}pa infetada ' ! " ] ‘
'  dentaria g \
. J ‘,“ ' )
| [ afesao = ¢ Il
Abcesso _‘? § Fa%  Deriodonto
: inflamado
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Figura 1: Esquema de um dente saudavel e de um dente inflamado/infetado (adaptado
de Dentist, 2012; Laboratory).

Quando a polpa dentéria é exposta a caries, desgaste dentério, fraturas/fissuras
traumaticas, as bactérias podem invadir e causar a inflamagdo da polpa. Metabolitos e
outros agentes toxicos produzidos por essas bactérias sdo considerados 0s responsaveis
pelas ditas reacdes inflamatdrias e posterior desintegracao e infe¢do do espaco da polpa,

0 que em caso de persisténcia, pode levar a perda ¢ssea do dente (Chu et al., 2005).

A cavidade oral é um reservatdrio de flora comensal e adquirida de microrganismos
(Sixou et al., 1996). O termo comensal é definido como a relagéo entre organismos de
duas espécies diferentes, onde de uma deriva 0s nutrientes ou outros beneficios,

enguanto a outra permanece ilesa (Feng e Weinberg, 2006).

Por esse motivo, independentemente do tipo de tratamento mecanico adotado, nas
infecdes endoddnticas existem casos em que se recomenda o uso de antibioticos como
profilaxia ou tratamento. No entanto, o uso indiscriminado deste tipo de terapéutica
resulta, diversas vezes, no desenvolvimento de estirpes bacterianas resistentes a esse
tipo de medicamentos (Sekiguchi et al., 2007). Nestes casos, a bactéria ganha a
capacidade de desenvolver e transmitir genes de resisténcia, o que retira parte da sua

suscetibilidade ao agente antimicrobiano aplicado.

Nas Gltimas décadas tem-se denotado um grande aumento de bactérias emergentes
com resisténcia a antibidticos, o que se esta a tornar um grave problema mundial na area
da satde (Munir et al., 2011).

A resisténcia a antibioticos é resultante do uso indiscriminado de antibioticos, que
leva a que as bactérias desenvolvam mecanismos de resisténcia e 0s transmitam para

sucessivas linhas celulares, o que resulta no aparecimento de estirpes resistentes.
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Il. Cavidade oral

A cavidade oral é revestida por tecidos da membrana mucosa dividida
fundamentalmente por duas zonas. O vestibulo, constituido pelo espago entre os dentes
e o revestimento interno da mucosa dos labios e bochechas, e os arcos alveolares onde

se localizam os dentes.

A boca, pela sua anatomia e constituicdo, proporciona varios habitats para a
colonizacdo da cavidade oral regulada por competi¢do inter-bacteriana, suprimento

nutricional, e pelo ambiente fisico-quimico, e.g., pH e temperatura (Sixou et al., 1996).

11.1. Anatomia do dente

O estudo da anatomia dos dentes remonta ao tempo de Hipdcrates, Aristdteles e
Galeno, entre outros, por volta de 500 d.C., cujas valiosas contribui¢cfes permaneceram
intactas por um milénio. Os estudos revolucionarios de Andreas Vesalius, nascido a
1514, quebraram as convencdes anteriormente estabelecidas abrindo portas para o
desenvolvimento de novas pesquisas nesta area (Noble, 2000). Estes mesmos estudos

resultaram no conhecimento odontol6gico dos dias de hoje.

A primeira vista o dente é composto por coroa e raiz. No entanto, ao observar de
uma forma mais aprofundada, € possivel verificar que o dente possui uma estrutura mais

complexa integrada na cavidade oral.

De uma forma geral, o dente tem uma estrutura semelhante a representada pela

figura 2:
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terminal da raiz

dentario Artérias. veias e nervos

Figura 2: Anatomia do canal radicular (adaptado de A.D.A.M., 2012).

7

O dente é um tecido vivo, pois é irrigado por uma circulacdo propria que o
alimenta. No seu interior é possivel encontrar a polpa dentaria que é constituida por

tecido estéril, irrigado por um sistema de artérias e veias (Figdor e Gulabivala, 2011).

O ligamento de suporte, ou ligamento periodontal, que reveste o dente é composto
por um arranjo de trés camadas de veias e artérias, que além do papel de nutricdo do
dente desempenham um papel mecéanico permitindo aceitar as forgas exercidas pelo ato

de mastigacdo (Masset et al., 2006).

O esmalte é a substancia bioldgica mais rigida do corpo humano composta por uma
mistura de fases mineral e orgénica, sendo uma das suas func¢Ges primarias excluir os
microrganismos do complexo dentina-polpa (Cuy et al., 2002). Como € possivel
observar, o dente é bastante semelhante ao o0sso. De fato, ambos apresentam
semelhancas em diversos aspetos, em especial por serem compostos por uma matriz
organica rica em colagénio tipo | e por cristais mineralizados de hidroxipatite carbonada

segregados por odontoblastos e osteoblastos bem diferenciados. No entanto, em

0 pgpn?
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contraste com 0 0sso, a dentina ndo é remodelada e ndo se encontra envolvida nos
processos metabolicos de regulacdo de célcio e fosfato (Opsahl Vital et al., 2012). Cerca
de 20% da dentina é composta por tabulos dentarios que ligam o complexo dentina-
esmalte a polpa. Estes tabulos s@o responsaveis pelo aumento de resisténcia da estrutura
dentéria, além de terem a funcéo de transmissdo de estimulos dolorosos resultantes dos

danos causados pela cérie.

Dentro do dente esté o tecido pulpar com fun¢des de defesa, nutricdo, sensorial e de
formacdo dos dentes. Este tecido é constituido por tecido conjuntivo frouxo envolvido
por tecidos calcificados, sendo composto por fibras de colagénio, fluido intercelular,
fibras nervosas, vasos sanguineos, vasos linfaticos e substancias intercelulares
(Komabayashi e Zhu, 2010). As infecBes endoddnticas ocorrem quando as bactérias
conseguem aceder a este tecido.

11.2. Microflora oral

J& se tornou evidente que a diversidade propria da microflora oral é bastante
complexa composta por bactérias de vérias espécies Gram-positivas e Gram-negativas e
também por alguns fungos, destacando-se as bactérias por se encontrarem em muito
maior proporcdo (Siqueira Jr e Sen, 2004; Devine e Marsh, 2009; Sweeney et al., 2004;
Lins et al., 2009). Estdo na ordem das centenas 0s microrganismos que colonizam a
cavidade oral, podendo variar entre as 300 e as 700 espécies de bactérias, fungos e
protozoarios (Sweeney et al., 2004; Devine e Marsh, 2009; Lins et al., 2009). Dentro
desta amostra, entre 30 a 100 pertencem a flora normal de cada individuo (Devine e
Marsh, 2009).

Esta amostra varia com a idade, localizagdo anatomica e com os cuidados de
higiene do individuo (Devine e Marsh, 2009; Nagy, 2010). Algumas das bactérias
comensais da microflora oral sdo, e.g., Streptococcus mitis, Streptococcus oralis,

Actinomyces naeslundii, Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium necrophorum,

20 nisson m
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Haemophilus parainfluenzae, Eikenella corrondens, Prevotella oris, Prevotella buccae,
Prevotella oralise Neisseriaceae, Veillonellaceae, spirochaetes, Corynebacteria e
Mycoplasma (Nagy, 2010; Devine e Marsh, 2009; Sweeney et al., 2004). Tambem ¢é
possivel encontrar nesta cavidade bactérias potencialmente patogénicas como, e.g.,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Neisseria meningitidis, ou membros da familia das
Enterobacteriaceae, Haemophilus influenzae e actinomycetes e Lactobacilus paracasei

e acidophilus (Sweeney et al., 2004; Narayanan e Vaishnavi, 2010).

Tal diversidade constitui um obstaculo na caracterizacdo da flora microbiana da
boca. No entanto, apenas um numero limitado de espécies encontram as condi¢des
apropriadas para contaminar o canal radicular (Ribeiro et al., 2011). Por vezes, é apenas
necessaria uma mudanca na flora microbiana para o desenvolvimento de céries e

doencas periodontais (Figdor e Gulabivala, 2011).
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I11. InfecBes da cavidade oral

Os problemas da cavidade oral mais frequentes sdo a carie e a periodontite, sendo
resultantes de uma alteracdo do equilibrio da flora normal em conjugacdo com a
propensao do hospedeiro, os processos fisico-quimicos a que esté sujeita e aos habitos
alimentares. No caso das caries observa-se um aumento de espécies acidogénicas ou
acido-tolerantes, Gram-positivas, principalmente dos géneros Streptococcus e
Lactobacillus. Em casos de periodontites ha um aumento da massa de placa bacteriana
com ampliacdo de bactérias anaerdbicas obrigatérias e espécies proteoliticas Gram-
negativas (Devine e Marsh, 2009). Em casos de inflamacao do canal radicular é possivel
identificar microrganismos como, e.g., Actinomyces, Fusobacterium, Lactobacillus,
Prevotella, Peptostreptococcus, e Streptococcus (Chu et al., 2005). Esta informacao
transmite que a propria microflora oral comum pode ser a causadora de muitas infe¢oes

da boca.

Este trabalho esta direcionado as doencas endoddnticas, e por isso iremos dar mais
énfase a esta area. As doencas endodonticas podem ser classificadas de acordo com a
sua localizacdo, i.e. infecdo intra-radicular e extra-radicular, e pela capacidade de
persisténcia dos microrganismos até entrar no canal radicular, i.e. infecdo priméria,

secundaria ou persistente (Siqueira Jr e R6¢as, 2005b).

I11.1.InfecBes endoddnticas

Como ja foi aqui mencionado, as infecdes endodonticas tém como principio a
invasdo bacteriana do tecido pulpar. Tal pode ocorrer por diferentes vias de acesso
como: via dos tubulos dentinarios (quando ha perda de dentina, carie profunda, fratura

coronaria); pelo acesso a via periodontal (que ocorre quando as bactérias da bolsa

8
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periodontal profunda penetram através dos canais radiculares); ou pela via
hematogénica (circulacdo sanguinea). Nos casos em que o tecido pulpar esta inflamado
existe a possibilidade de ocorrer necrose desse tecido, 0 que, por norma, se inicia com
um primeiro contacto das bactérias anaerdbias Gram-negativas com o tecido levando a
uma infecdo pulpar, que pode ser contaminada por bactérias anaerdbias Gram-positivas,
resultando na necrose do tecido pulpar o que, por norma, assume a seguinte sequéncia
(Siqueira Jr e Rdgas, 2005b):

Bactérias Infecéo Bacteérias Necrose
Gram- e :> pulpar. :> Gram+ e :> do tecido.
anaerobias no anaerdébias

tecido pulpar.

Figura 3: Esquema representativo do desenvolvimento bacteriano ap6s primeiro
contacto com o tecido pulpar.

As infecBes primarias sdo, na sua generalidade, compostas por microrganismos
Gram-negativas  anaer6bios pertencentes aos géneros e.g., Fusobacterium,
Porphyromonas, Prevotella, e Campylobacter (Siqueira Jr e Rd¢as, 2005b). Se houver
desenvolvimento de uma infecdo cronica ou persistente, a flora microbiana prevalente €
Gram-positiva aerobia facultativa, e.g. Enterococcus faecalis (Jungermann et al., 2011;
Siqueira Jr e Récas, 2005b). Numa fase inicial, 0 nimero de espécies microbianas no
canal radicular é normalmente pequeno. Se a causa desta patologia for uma cérie
dentéria, o processo implica a conjugagdo simultanea de trés fatores fundamentais, i.e.,
bactérias, uma dieta rica em agulcares e 0 proprio hospedeiro. Bactérias com capacidade
de desenvolver caries, e.g. Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus
acidophilus e Lactobacillus salivarius, fermentam os hidratos de carbono, produzindo
acidos organicos que acidificam o pH do meio, favorecendo a dissolucdo e a
desmineralizagdo do esmalte (Shen et al., 2004; Jungermann et al., 2011; Almstahl et

al., 2010). A saliva, como solucdo tampdo, repde o pH da cavidade oral em
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aproximadamente quarenta minutos, seguindo-se uma fase de remineralizagdo (Eusébio,
2009). Todavia, existem casos em que as bactérias conseguem penetrar para o canal
radicular pelos tubulos dentarios (casos de trauma sem exposicdo pulpar), ndo havendo
uma comunicacdo aparente com a cavidade oral. As bactérias presentes nos canais
radiculares podem levar a abcessos, destruicdo do 0sso a volta do apice da raiz, perda
dentéria, ou mesmo, em alguns casos extremos, podem chegar & corrente sanguinea
onde conferem a possibilidade de bactérias de estirpes resistentes se alojarem em varios

0rgaos, o que pode resultar em patologias como a endocardite bacteriana.

Apesar das condi¢bes quimicas e fisicas serem determinantes para iniciar uma
infecdo peri-radicular, os agentes microbianos sdo fundamentais para a progresséo e
perpetuacdo das doencas inflamatdrias. Estes agentes encontram-se em posicoes
estratégicas em zonas com tecido pulpar necrosado. Nestas situacbes, 0s agentes
microbianos encontram-se protegidos da acdo das células imunitarias do hospedeiro.
Por outro lado, os microrganismos localizados na zona apical da raiz estdo mais
expostos aos agentes de protecdo (Siqueira Jr, 2002). A cérie dentaria é considerada
uma doenca infeciosa transmissivel (Eusébio, 2009). Estas infecGes podem ser
classificadas, de uma forma geral, como primarias e secundarias, sendo que as infec6es
primarias podem dar origem a infe¢bes secundarias ou resistentes na auséncia de

tratamento adequado.

10
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Tabela 1: Infecbes endodonticas intra-radiculares (adaptado de Siqueira Jr, 2002;
Narayanan e Vaishnavi, 2010; Shah e Collins, 1990; Conrads et al., 1997; Rogas et al.,
2004; Siqueira Jr e Rocas, 2005b).

Infegdes endodonticas intra-radiculares primarias

Mistura de 3 a 6, e ocasionalmente 12 microrganismos, por canal.
Bactérias Gram-negativas, e.g. Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium periodonticum,

Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescence, Prevotella tannerae, Prevotella marshii, Prevotella oralis, Prevotella
multissacharivorax, Prevotella baroniae, Prevotella denticola, Tannerella forsythia, Dialister
pneumosintes, Dialister invisus, Treponema denticola, Treponema sacranskii, Treponema
parvum, Treponema maltophilum, Treponema lecithinolyticum, Campylobacter,
Campylobacter rectus, Campylobacter gracilis, Campylobacter curvus.

Bactérias_Gram-positivas, e.g. Peptostreptococcus, Eubacterium spp., Filifactor alocis,

Actinomyces odontolyticus., Propionibacterium propionicum, Propionibacterium acnes,
Olsenella spp., Slackiaexigua, Mogibacterium timidum, Mogibacterium neglectum,
Pseudoramibacter alactolyticus, Streptococcus anginosus, Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus infantis, Streptococcus parasanguinis, Streptococcus constellatus,
Streptococcus intermedius, Enterococcus fecaelis, Parvimonas micra, Lactococcus garvieae.

Clone de Actinomyces sp., Fusobacterium sp., Prevotella sp.

InfecBes endoddnticas intra-radiculares secundarias ou persistentes

Um ou dois agentes microbianos

E frequente encontrar bactérias Gram-positivas, e.g. Enterococcus faecalis, Pseudoramibacter
alactolyticus, Propionibacterium propionicum, Filifactoralocis, Dialister pneumosintes.
Clones relacionados com o0s géneros Capnocytophaga, Cytophaga, Dialister,
Peptostreptococcus, Prevotella, Propionibacterium, Selenomonas,  solobacterium,

Streptococcuse Veillonella.

A tabela 1 indica os agentes etologicos bacterianos de algumas infecdes intra-
radiculares endododnticas. Esta tabela também referencia alguns clones bacterianos como
responsdveis por infecdes endodénticas. Os clones bacterianos sdo células

geneticamente idénticas que descendem de um ancestral comum. Com o0 passar do

11
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tempo, podem ocorrer mutagGes pontuais, recombinagfes e aquisicdo ou delecéo de
elementos moveis que levam & diferenciagdo entre os membros de um mesmo clone, o
que pode levar a aquisicdo de resisténcias por parte das bactérias, além de uma extensa
diversidade genémica e fenotipica (Rodriguez-Noriega e Seas, 2010) Normalmente, 0s
microrganismos das infegdes intra-radiculares estéo constritos no canal radicular devido
a presenca de uma barreira de defesa. Porém, por vezes, as bactérias conseguem
ultrapassar esta barreira e disseminar uma infecdo extra-radicular. Esta pode
desenvolver um abcesso apical agudo com infecdo purulenta no tecido periapical. No
entanto, as infe¢Oes extra-radiculares ocorrem independentemente de existir ou ndo uma
infecdo intra-radicular. Os microrganismos dominantes nas inflamagdes deste genero
sdo bactérias anaerdbias como, e.g., Actinomyces spp, Propionibacterium propionicum,
Treponema spp, Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Treponema
forsythia, Prevotella spp e Fusobacterium nucleatum (Narayanan e Vaishnavi, 2010;
Sunde et al., 2000; Sunde et al., 2002; Gatti et al., 2000). E preciso ter em conta que a
lista de microrganismos que estdo envolvidos em doencas da boca estd em continua
expansdo e tem tendéncia a se tornar cada vez mais especifica ao longo dos tempos
(Siqueira Jr, 2002). Tal resulta do incessante desenvolvimento de pesquisas nesta area
ao longo dos tempos.

Todavia, é de salientar a importancia do controlo microbiano nas infecoes

endodonticas para o sucesso do tratamento endodontico (Silva et al., 2010).

111.2.Vias de Infecdo

Como ja foi referido neste trabalho a presenca de agentes bacterianos é
determinante para o desenvolvimento de uma infecdo endod6ntica. Como o interior da
estrutura dentaria € asséptica, para haver uma infecdo endoddntica é necessario que haja
a contaminacdo destes tecidos, o0 que pode acontecer por diferentes vias,
nomeadamente: pelos tibulos dentarios na polpa exposta por traumatismo ou fratura;
pela membrana periodontal (atravessa a abertura na cavidade da raiz); atraves da

12
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corrente sanguinea (bacteriemia com anacorese); por uma restauragdo inadequada do
dente; ou nos casos em que um dente com infecdo endodoOntica transmite os
microrganismos a um dente adjacente saudavel (Narayanan e Vaishnavi, 2010;
Torabinejad et al., 1990; Torabinejad et al., 2005). Porém, apesar de qualquer
microrganismo ser capaz de atingir a polpa dentaria por estas vias, apenas as bactérias
com alguma capacidade de viruléncia é que sdo capazes de provocar uma infecdo
endodbntica. Estes microrganismos possuem a capacidade de se organizarem em
biofilmes. Para tal € necessario que 0s microrganismos reunam quatro condices:
capacidade de auto-organizagdo (autopoiese); ser resistente a alteracbes do ambiente
(homeostase); com maior aptiddo de viver em comunidade do que isolado (sinergia); e
aptiddo de responder a alteracdes ambientais como uma unidade e ndo como um

individuo (Narayanan e Vaishnavi, 2010).

E importante salientar que muitas das bactérias possuem fatores de viruléncia que

irdo influenciar o grau de gravidade da infecdo bacteriana.

I111.3.Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia sdo determinantes para a patogenicidade dos
microrganismos (Wu et al., 2008). Considera-se fator de viruléncia a propriedade que
potencia a competéncia das bactérias em infetar e causar uma doenca, além de aumentar
a sua capacidade de sobrevivéncia em ambientes hostis (Chen et al., 2012). Os fatores
de viruléncia podem ser divididos com base no mecanismo de viruléncia e sua fungdo
(Wu et al., 2008). Estes grupos de fatores de viruléncia encontram-se descritos na tabela
2.

13
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Tabela 2: Mecanismos

de viruléncia de algumas classes de fatores de viruléncia

(adaptado de Wu et al., 2008).

Classe

Mecanismo de viruléncia

Proteinas de membrana

Adesdo, colonizacao e invasdo. Promove a aderéncia na superficie da
célula hospedeira, responsavel pela resisténcia a antibiGticos e

promove comunicacao intercelular.

Capsulas
polissacarideas

Envolvem a bactéria conferindo-lhe propriedades anti- -
fagocitérias.

Proteinas de secregéo

Toxinas que conseguem modificar o ambiente celular da bactéria
hospedeira e criar interagOes entre a bactéria e a célula hospedeira. As
bactérias possuem sistemas de secre¢do distintos para transportar as
toxinas proteicas do seu citoplasma para o hospedeiro ou matriz

extracelular.

Parede celular e outros

componentes de

As bactérias Gram-positivas sdo naturalmente envolvidas por uma

parede celular grossa com reduzida permeabilidade ao ambiente

membrana externo.

Elementos como os lipopolissacarideos (LPS), peptidoglicano (PG), 4cido
lipoteicoico (LTA), fimbrias, capsulas, vesiculas extracelulares, exotoxinas, proteinas
extracelulares, acidos gordos de cadeia curta, poliaminas e anides superoxido sao
classificados como fatores de viruléncia (Narayanan e Vaishnavi, 2010; Khabbaz et al.,
2001; Schein e Schilder, 2006; Jacinto et al., 2008; Wang et al., 2000; Hogg et al.,
1997; Tang et al., 2004; Beveridge, 1999; Kinder e Holt, 1989; Kuehn e Kesty, 2005;
Tomita et al., 1997; Sundqvist et al., 1985; Niederman et al., 1997; Kurita-Ochiai et al.,
2006; Thomas e Thomas, 2001; Jansen e Yu, 2006; Frank e Barbour, 2006; Valero et
al., 2003).

Existem fatores de viruléncia que possuem uma ac¢do mais especifica nos processos

de inflamagé&o e nas infe¢des endodonticas.

Mais concretamente, a endotoxina LPS, presente na membrana externa das

bactérias Gram-negativas, protege o microrganismo contra lise e induz processos de
14
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inflamacdo no hospedeiro (Wu et al., 2008; Schein e Schilder, 2006; Narayanan e
Vaishnavi, 2010). O LPS reduz os mecanismos de imunovigilancia na polpa. Estas
endotoxinas estdo associadas a dor na polpa, inflamacdo periapical, ativacdo do
complemento e destrui¢do do osso periapical (Khabbaz et al., 2001; Jacinto et al., 2008;

Narayanan e Vaishnavi, 2010).

O LTA esta presente nas bactérias Gram-positivas e tem uma agdo patogénica
semelhante ao LPS. Este € libertado durante a lise celular, ligando-se as células-alvo,
onde interage com anticorpos circulantes e ativa a cascata do complemento causando

dano (Narayanan e Vaishnavi, 2010; Hogg et al., 1997).

O PG é o componente principal da parede celular das bactérias Gram-positivas.
Apbs lise celular, o PG ¢ libertado onde pode reagir com o sistema imune inato,
podendo também induzir a supra-regulacdo das citoquinas proinflamatérias e anti-
inflamatorias nas células T. A acdo do PG é potenciada pela presenca de LPS (Wang et
al., 2000; Narayanan e Vaishnavi, 2010). Por sua vez, as poliaminas, pequenas
moléculas policatidnicas (e.g. putrescina, cadaverina, espermidina, e espermina) que
contribuem para o aparecimento dos sintomas clinicos como a dor e formacdo de

fistulas (Narayanan e Vaishnavi, 2010; Thomas e Thomas, 2001).
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IV. Métodos de identificacéo e caracterizacdo dos agentes etiologicos

das infecdes endoddnticas

Para qualquer tipo de tratamento, é fundamental o conhecimento dos fatores
etioldgicos e fisiopatologicos do processo que desencadeia a doenca como base de
qualquer tratamento clinico, o que permite a escolha racional do tratamento mais
apropriado. Como as doencas endodbnticas sdo sobretudo de etiologia infeciosa é
fundamental a pesquisa das espécies envolvidas na patogénese destas doencas (Siqueira
Jr e Régas, 2003).

Inicialmente, a maior parte das técnicas disponiveis para a identificacdo e
caracterizacdo das bactérias necessitavam de se proceder ao cultivo de microrganismos
em laboratorio. Este processo requer um conhecimento profundo dos requisitos para o
seu crescimento, contudo ainda ndo se entende completamente todos os fatores de
crescimento requeridos pelos inimeros microrganismos para sobreviver nos diversos
habitats, inclusive o corpo humano. Algumas espécies de microrganismos sao dificeis
de trabalhar em laboratério, pois alguns sao fastidiosos ou mesmo nao cultivaveis, o que
constitui uma grande limitacdo (Siqueira Jr e Rdgas, 2005a; Siqueira Jr e Rogas, 2003).
Das bactérias conhecidas como pertencentes a microflora oral, apenas cerca de 50% é
cultivavel em laboratério, dificultando o seu estudo. Existem varios motivos que levam,
a que amostras de bactérias possam ndo demonstrar crescimento em cultura, tais como:
falta de nutrientes necessarios ao crescimento no meio de cultura; o proprio meio de
cultura pode ser toxico; bactérias presentes na amostra podem produzir substancias
inibitérias ao crescimento da bactéria alvo; as bactérias podem depender umas das
outras para 0 seu crescimento; o rompimento das redes de citoquinas bacterianas e
consequentemente a perda da intercomunicacdo pela separacdo das bactérias em meio
solido (Wade, 2002).

Assim, para contornar este problema, atualmente recorre-se com frequéncia a
métodos de biologia molecular pois estes ndo necessitam do cultivo dos microrganismos

para se proceder a sua identificacdo e caracterizacao.
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IV.1.Métodos Moleculares

As técnicas moleculares possuem aplicacdo direta na detecdo e caracterizacdo de
bactérias patogénicas. E possivel assumir que os métodos que tém por base identificar
as caracteristicas genotipicas das bactérias fornecem informagdo mais credivel para a
caracterizacdo e identificacdo dos agentes infeciosos. Outro fator importante das
técnicas moleculares é que estas podem ser aplicadas de forma direta nos espécimes
clinicos sem a necessidade de induzir o crescimento e isolamento dos microrganismos,
0 que é uma mais-valia em odontologia pelas limita¢cdes apresentadas no cultivo das

bactérias da microflora oral (Siqueira Jr e Rd¢as, 2003).

Nos dias de hoje estdo disponiveis variadas técnicas que permitem a andlise do
ADN. A amplificacdo de acidos nucleicos possibilitou ultrapassar algumas etapas na
detecdo e caracterizacdo microbiana, ndo sendo mais necessario o0 seu crescimento em
laboratério para possibilitar a sua identificacdo. A reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e outras técnicas de amplificacdo recentemente desenvolvidas, permitiram a
amplificacdo de acidos nucleicos in vitro de forma simples e rapida, com acréscimo na
sensibilidade e especificidade (Tang et al., 1997; Valarini et al., 2011). De uma forma
resumida, algumas das técnicas mais relevantes na area da odontologia sdo: extracdo e
purificagdo dos &cidos nucleicos, eletroforese, PCR e microarrays de ADN (Valarini et
al., 2011).

Para se realizar os estudos genéticos é necessario a obtencdo dos acidos nucleicos
integros e livres de contaminantes que possam entrar em conflito com os testes
moleculares, sendo assim importante o processo de extracdo e purificacdo de acidos
nucleicos, para o qual existem varios métodos descritos (Valarini et al., 2011). A
extracdo de material genético pode envolver a extragdo celular ou lise direta,
dependendo se as células estdo ou ndo isoladas da sua matriz (Roose-Amsaleg et al.,
2001). A lise € normalmente realizada por meio de processo enzimatico suave para nao
prejudicar a integridade do material genético. Apés a lise celular procede-se a extragédo

dos fragmentos celulares e sua separacao dos acidos nucleicos. De seguida é necessario
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realizar uma precipitacdo alcodlica para isolar o ADN ou ARN (Valarini et al., 2011;
Roose-Amsaleg et al., 2001).

A partir deste ponto é possivel usar os acidos nucleicos em técnicas de identificacéo

molecular.

A eletroforese de &cidos nucleicos baseia-se na separacdo de moléculas de ADN ou
ARN de acordo com o seu tamanho (Shendruk et al., 2012). O ADN ¢ digerido por
enzimas de restricdo dando origem a fragmentos que sdo aplicados numa matriz, e.g. gel
de agarose, de pH neutro sendo posteriormente submetidos a um campo elétrico. Sob a
acdo deste campo elétrico, os fragmentos de &cidos nucleicos irdo migrar do catodo para
0 anodo. Este processo leva a separacdo dos fragmentos de ADN pelo gel segundo o seu
peso molecular, onde quanto menor for o peso molecular (PM) dos fragmentos de ADN
maior € a distancia por eles percorrida. Em simultaneo, aplica-se no gel um marcador de
PM (no caso do ADN é, por norma, usado ADN de fago lambda que é digerido com a
enzima de restricdo Hindlll), que serve como ponto de referéncia de fragmentos de
ADN de diferentes tamanhos. Apos a corrida é possivel corar o ADN no gel de agarose
com brometo de etidio 0 que permite a sua visualizacdo sob luz ultravioleta (Valarini et
al., 2011; Bernier et al., 2004).

A técnica de PCR foi desenvolvida em 1983 pelo cientista Kary Mullis, sendo uma
das técnicas mais utilizadas atualmente. Esta técnica veio revolucionar a biologia
molecular, bem como acelerar a investigacdo médica e bioldgica no estudo dos genes e

genoma (Siqueira Jr e Rocas, 2005a; Valarini et al., 2011; Siqueira Jr e Rdgas, 2003).

O PCR permite, através do uso de pequenas quantidades de ADN ou ARN,
amplificar, por acdo de polimerases, uma dada regido dessa molécula delimitada pelos
primers utilizados, até a obtencdo de uma série de cdpias da sequéncia alvo. A sua
pratica consiste na mistura, em tubo de ensaio, de uma pequena quantidade de ADN
gendémico, desoxiribonucledsidos trifosfatados (dATP, dCTP, dTTP e dGTP que
compdem a molécula de ADN), a enzima Tag ADN polimerase (enzima termoestavel),
oligonucledtidos iniciadores ou primers e uma solucdo tampéo para fornecer o ambiente
ideal de pH e salinidade. Este mesmo tubo é colocado num aparelho denominado

termociclador, sujeitando a amostra a ciclos de trés etapas: desnaturacdo (onde a
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amostra é submetida a temperatura de 94°C por 5 minutos induzindo a separagdo das
cadeias de ADN), emparelhamento dos primers (realizada entre 30-65°C por 30
segundos, para que os primers se liguem as sequéncias complementares do ADN) e
sintese (submete-se a amostra a uma temperatura de 72°C, entre 2 a 5 minutos, para que
a Taq ADN polimerase consiga atuar, sintetizando uma nova cadeia). Estes passos séo
repetidos por 25 a 30 ciclos podendo formar milhdes de copias de ADN (Valarini et al.,
2011; Siqueira Jr e Récas, 2005a). O desenvolvimento da técnica de amplificacdo de
sequéncias especificas de acidos nucleicos por PCR conseguiu colmatar os obstaculos
das anélises efetuadas com pequenos fragmentos ou pequenas quantidades de ADN e
permitir a rapida identificacdo de microrganismos, sendo uma mais-valia para a
identificacdo e classificacdo de bactérias. Esta técnica € muito usada na identificacdo de
agentes patogénicos associados a carie, placa bacteriana e doenca periodontal (Valarini
et al., 2011; Siqueira Jr e Rbc¢as, 2003). Existem variantes da técnica de PCR, e.g. PCR
em tempo real, amplificacdo Alelo Oligonucle6tidos-Especifica (PCR-ASO), reacdo em

cadeia da polimerase utilizando primers arbitrarios (AP-PCR) (Valarini et al., 2011).

A técnica de microarrays de ADN é um método de alta performance que permite
avaliar a expressao diferencial de milhares de genes em apenas um ensaio. Esta técnica
consiste na fixacdo de sondas de multiplos genes em laminas de vidro ou membranas de
nylon, denominados por ships bioldgicos ou bioships. Estes sdo submetidos a leitores de
laser ou leitores de fésforo dando origem a uma imagem de hibridagéo, com a finalidade
de medir os niveis de expressdo genética transcrita em larga escala, analisando o perfil

do transcriptoma (Valarini et al., 2011).

Todos estes métodos permitem identificar com alguma sensibilidade os genes de

resisténcia a antibidticos presentes nas bactérias resistentes.
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V. Farmacoterapia em endodontia

Por norma, dependendo de cada caso, recorre-se a alguns procedimentos mecanicos
para o tratamento das infe¢es endoddnticas. No tratamento dos canais radiculares, o
proprio preparo biomecéanico reduz de forma drastica o niUmero de microrganismos da
infecdo endodontica. Porém, existem alguns lugares a que 0s instrumentos nao
conseguem aceder, 0 que torna pertinente o uso de farmacos para promover a reducéo
da populacdo bacteriana na boca de forma a ajudar a reduzir a infecdo (Silva et al.,
2010).

Durante o tratamento biomecanico podem ser usadas algumas solucGes topicas que
promovem a reducdo da populacdo bacteriana, e.g. solucdo de cloroexidina, hidréxido
de célcio ou de hidroxido de sédio (Bonan et al., 2011; Silva et al., 2010). Estas
solucdes irrigadoras além de reduzirem o numero de bactérias promovendo a uma
desinfecdo, conseguem dissolver os tecidos organicos remanescentes e promover a
lubrificacdo do local durante o tratamento sem causar irritacdo dos tecidos biol6gicos
(Bonan et al., 2011).

O hidroxido de sodio tem um papel de relevo na endodontia por estimular a
formacdo de tecido duro e pelas suas caracteristicas antimicrobianas. Este composto
consegue estabelecer um pH alcalino (por volta de 12,5) indspito para a maioria dos
microrganismos, além de neutralizar os LPS o que auxilia na limpeza dos canais
radiculares (Silva et al., 2010).

A solucéo de cloroexidina (em forma de sal, gluconato, acetato ou hipoclorito) é
um agente antimicrobiano de largo espectro com capacidade de ficar adsorvido na
dentina. Este agente adsorve a parede celular das bactérias, danificando-a, o que leva ao

despejo dos componentes intracelulares bacterianos (Bonan et al., 2011).

A solucdo de hidroxido de sodio foi muito usada durante décadas pela sua agao
antimicrobiana de largo espectro e ainda como solvente inorganico. Por outro lado, esta
substancia tem uma acéo citotdxica além de sabor e odor desagradaveis (Bonan et al.,
2011).
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Por vezes é necessario recorrer a medicamentos de uso sistémico em endodontia. E
comum o uso de anti-inflamatérios e analgésicos para melhorar o conforto do doente.
No entanto, o uso de agentes antimicrobianos sistémicos, como os antibidticos, é
fundamental para assegurar a eliminacdo do agente etioldgico da infecdo, acelerando o
processo de cura. Por estes motivos os antibidticos sdo prescritos como adjuvantes no

tratamento de infe¢Oes endodonticas (Baumgartner e Xia, 2003).

V.1. Antibidticos de uso sistémico

Antes da descoberta dos antibidticos as doengas microbianas eram a principal
causa de morte na populacdo mundial (Sousa, 2006). A descoberta de agentes
antibacterianos representa uma das mais importantes conquistas farmacologicas da
humanidade no século XX. Desde a introducdo da penicilina G por Sir Alexander
Fleming em 1928, estes farmacos revolucionaram o tratamento de doencas infeciosas,
sobretudo entre as décadas de 50 e 90, em que novas descobertas impulsionaram o
desenvolvimento de diversas moléculas com atividade antimicrobiana (Al-Haroni,
2008; Sousa, 2006).

Os antibidticos devem ter um tropismo para a bactéria de forma a ndo prejudicar
células humanas ou de outros microrganismos. Desta forma, os antibioticos
antibacterianos interagem apenas nas celulas procariotas, nos seus respetivos alvos,
executando uma atividade bactericida (mata a bactéria) ou bacteriostatica (impede a
multiplicagcdo bacteriana para facilitar a sua eliminacdo pelo sistema imune do
hospedeiro) (Sousa, 2006). Por norma, o tipo de a¢do que o agente antibacteriano possui
depende da concentracdo usada. Em pequenas concentragcdes a molécula de antibidtico
tem, frequentemente, acdo bacteriostatica. Por sua vez, em quantidades elevadas, o
antibidtico possui atividade bactericida, sendo necessario manter este farmaco em
concentracdes suficientemente altas no local alvo para exercer a sua acdo (Cloete,
2003).
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Em endodontia 0 uso de agentes antimicrobianos é indicado no tratamento de
abcessos periapicais agudos acompanhados de sinais e sintomatologia sistémica (e.g.
dor severa, febre e mal-estar geral), profilaxia da infecdo associada a avulsao dentaria,
tratamento da sintomatologia e/ou exsudacao persistentes apds a conclusdo de todas as
medidas disponiveis para o controlo da infegdo intra-radicular e profilaxia face a
possivel bacteriemia decorrente do tratamento endodbéntico em pacientes
imunologicamente debilitados ou em pacientes suscetiveis a endocardite bacteriana
(Oliveira e Uzeda, 2010).

O agente antibacteriano ideal é aquele que interfere na funcao vital da bactéria sem
comprometer a célula do hospedeiro, além de ter uma boa distribuicdo pelos tecidos e
fluidos organicos, sem sofrer destruicdo enzimatica nem causar reacfes alérgicas,
irritativas ou tdxicas ao hospedeiro e, sobretudo, ndo induzir o desenvolvimento de
bactérias resistentes. E muito importante escolher um antibi6tico de pequeno espectro,
especifico para o agente etioldgico da infecdo, para evitar prejudicar a microflora
comensal da mucosa. Fundamentalmente, a escolha deste farmaco baseia-se em
pesquisas realizadas com base em testes de suscetibilidade ou antibiogramas (testes que
determinam o padrdo bacteriano de resisténcia a um ndmero de antibidticos)
(Baumgartner e Xia, 2003; Ferreira e Sousa, 1998). Uma forma de se realizar estes
testes é pela utilizacdo do método de difusdo dos discos em agar. O resultado € medido
ao fim de 18 a 24 horas, e apds a medi¢do dos halos de inibigdo e a leitura correta pelas
Normas CLSI, chega-se as conclusdes de resisténcia ou suscetibilidade da espécie aos

antibioticos em estudo.

Sdo indimeras as bactérias que habitam no organismo e no meio ambiente, e nem
todas apresentam as mesmas caracteristicas. Como tal, surgiu a necessidade da criagédo
de moléculas de antibioticos com diferentes mecanismos de acdo antibacteriana. Ao
longo das décadas desenvolveram-se inimeras moléculas que, conforme as suas
caracteristicas estruturais e mecanismos de agdo, foram distribuidas em diferentes
classes, e.g. 3-lactamicos (penicilinas e cefalosporinas), macrolidos, aminoglicosideos,
tetraciclinas, quinolonas, sulfamidas (Sousa, 2001; Sousa, 2006). No entanto, apesar da

grande variedade de agentes antimicrobianos disponiveis no mercado, apenas um
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pequeno grupo é usado em problemas endodénticos. Dentro desta lista destacam-se 0s
farmacos das classes dos R-lactamicos, por serem o0s mais usados por todo o mundo.

Na tabela 3 encontram-se os antibidticos mais usados em endodontia, em conjunto
com a sua classificacdo, caracteristicas, precaucbes e principais propriedades

farmacoldgicas:

Tabela 3: Antibidticos mais usados em infecBes endoddnticas (adaptado de Sousa,
2006; Infarmed; Sousa, 2001; Al-Haroni, 2008; Sweeney et al., 2004).

Propriedades . . s - ~
Classe | Caracteristicas | A¢ao | Farmacocinética | Administragédo

Antibidtico
Penicilina | Penicilina semissintética (p-hidroxipenicilina) de largo
espectro suscetivel as R-lactamases | Antibidtico antiparietal | Boa
absorcdo oral (Cerca de 80% é absorvida por esta via). A % de
absorcdo é independente da dose administrada quando esta é inferior
a 3 g/adulto. Picos séricos sdo obtidos 1 a 2 horas ap6s ingestdo das
Amoxicilina

capsulas. Boa penetracdo nas gengivas. Tempo de semivida de 0,7-
1,4 horas. | Administracdo por via oral: 250 a 500 mg de 8 em 8
horas; 1 g de 12 em 12 horas a administrar 1 hora antes de
intervengdes cirlrgicas ou extragdes dentarias, na profilaxia da

endocardite bacteriana.

Penicilina | Penicilina semissintética (p-hidroxipenicilina) de largo
espectro suscetivel as B-lactamases + inibidor das -lactamases.

| Antibidtico antiparietal | Em tudo semelhante & amoxicilina exceto
o . no tempo de semivida. O acido clavulanico inibe a acdo das R-
Amoxicilina + Acido o o
L lactamases 0 que, em associacdo com a amoxicilina, aumenta o seu
Clavuléanico o o 3 ] .
tempo de semivida. | Administracdo por via oral: Amoxicilina (500
mg) + acido clavulanico (125 mg) — 1 dose de 8 em 8 horas ao dia.
Amoxicilina (875 mg) + acido clavulanico (125 mg) — 1 dose de 12

em 12 horas ao dia.
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Propriedades
Antibiotico

Classe | Caracteristicas | A¢ao | Farmacocinética | Administracédo

Ampicilina

Penicilina | Penicilina semissintética (alfa-aminobenzilpenicilina) de
largo espectro | Antibidtico antiparietal | Estaveis em meio &cido o
que possibilita a sua administragdo oral. Fraca absorcdo oral (30-
55%) com o pico méaximo de concentracdo sérica ao fim de 2 horas
de ingestdo. Tem um tempo de semivida de 60 minutos e com fraca
ligagdo proteica (15-25%). Distribui-se bem pelos tecidos e fluidos
do organismo. Atinge altas concentracdes na bilis | Administracdo
por via oral: 250 mg a 1 g de 6 em 6 horas 30 minutos antes das
refeicoes.

Azitromicina

Macrélido | Macrélido de 15 atomos no anel lactonico, derivado
semissintético da eritrimicina A (azalido) |

Antibidtico Bacteriostatico | Boa estabilidade aos &cidos gastricos e
boa absorcdo oral. Aconselha-se 0 seu uso com o estdbmago vazio
(melhor absorvido nestas condigcdes). Tempo de semivida elevado.
N&o afeta as concentragbes plasmaticas da teofilina e da varfarina
ap6s administracdo de uma Unica dose. E contraindicado em casos de
disfuncdo hepatica. A administracdo de doses multiplas pode
aumentar o risco de toxicidade induzida pela teofilina ou varfarina |
Administracdo por via oral: Apenas 1 vez ao dia (500 mg de 24 em
24 horas por 3 dias).

Cefaclor

Cefalosporina | Cefalosporina de 22 geracdo. Cefalosporina
semissintética (mono-hidrato do acido-3-cloro-7-D-(2-
fenilglicinamida)-3-cefemo-4-carboxilico) | Antibi6tico antiparietal |
Absorvida oralmente, ndo afetada pela ingestdo de alimentos |
Administragdo por via oral: 250 a 500 mg de 8 em 8 horas. Até 4 g

por dia nas infecGes graves.
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Propriedades
Antibiotico

Classe | Caracteristicas | A¢ao | Farmacocinética | Administracéo

Cefalexina

Cefalosporina | Cefalosporina de 12 geragdo. Cefalosporina
semissintética  (alfa-amino-fenilacetamido-cefemo) | Antibidtico
antiparietal e bactericida Boa absor¢do no tubo digestivo. A sua
absorcdo oral é afetada pela ingestdo de alimentos | Administracéo
por via oral: Doses de 500-1000 mg podem ser administradas de 12

em 12 horas.

Claritromicina

Macrolido | Macrélido de 14 aomos no anel lactonico. E um
derivado semissintético da eritromicina A (6-0-metil-eritromicina) |
Antibi6tico Bacteriostatico | Acdo semelhante a eritromicina, com o
detalhe de exibir maior estabilidade no suco gastrico e melhor
absorcdo que a eritromicina A. E contraindicado na gravidez e
aleitamento e disfuncdo hepatica | Administracdo por via oral: 250
mg usadas de 12 em 12 horas; 500 mg de 12 em 12 horas (em
infecOes graves).

Clindamicina

Lincosamidas | Derivado semissintético da lincomicina (7-cloro-7-
desoxilincomicina) | Antibidtico antiparietal | Absorvida quase na
totalidade pela via oral, onde atinge os seus picos séricos de 45 a 60
minutos apo6s sua administragdo. A clindamincina difunde bem nos
tecidos e fluidos corporais, com concentracdes significativas no
tecido 0Osseo, saliva, liquido pleural, sinovial, bilis e humor aquoso.
Contraindicado em gravidez, aleitamento e doenca hepatica |

Administracgéo por via oral: Doses de 150 a 300 mg de 6 em 6 horas.
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Propriedades
Antibiotico

Classe | Caracteristicas | A¢ao | Farmacocinética | Administracéo

Eritromicina

Macrolidos | Deriva de uma mistura de 6 componentes (A a F) por
Saccharopolyspora  erythraea. Base fraca com uma
geninamacrolidica de 14 atomos ligada a 2 aglcares (L-cladinose e
desoxamina) | Antibidtico Bacteriostatico | Molécula inativada pela
acidez géastrica. Absorcdo oral é maior com estbmago vazio. A
eritromicina aumenta as concentragdes séricas, com potencial
desenvolvimento de toxicidade, da carbamazepina, teofilina,
digoxina, ciclosporina, astemizol e terfenadina. E contraindicado em
disfuncéo hepatica | Administragdo por via oral: De 250 a 500 mg de

6 em 6 horas ou de 500 g a 1g de 12 em 12 horas.

Metronidazol

5-nitroimidazol | Principal composto da familia 5-nitroimidazol.
Derivado heterociclico com um ndcleo de 5 4tomos e com radical 5-
NO, | Antibiotico Bactericida | Bem absorvidos pela via oral (cerca
de 90%). O seu pico méximo de concentrag¢do sanguinea ao fim de 1-
2 horas ap0s a sua administragdo. Ingestdo com alimentos atrasa a sua
absorcdo. Inibe o metabolismo dos anticoagulantes orais e da
fenitoina. O fenobarbital e a cimetidina podem comprometer a sua
eficacia terapéutica (a sua coadministracao acarreta o risco de reagdes
tipo dissulfiram). E contraindicado em caso de gravidez e aleitamento

| Administracéo por via oral: De 250 a 500 mg de 8 em 8 horas.

Penicilina \Y ou
fenoximetilpenicilina

Penicilina | AntibiGtico R-lactdmico. E o alfa-fenoximetilpenicilina.

| Antibidtico antiparietal | E fracamente absorvido no tubo digestivo,
sendo 1/3 da dose absorvida pelo duodeno. E rapidamente absorvida
per os atingindo o seu pico sérico em 30 a 60 minutos apds a sua
administracdo. A absorcdo oral atinge cerca de 60-73% da dose
administrada | Administracdo por via oral: Doses de 125 a 500 mg, 2

a 4 vezes/dia em adultos.
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Propriedades
Antibiotico

Classe | Caracteristicas | A¢ao | Farmacocinética | Administragado

Tetraciclina

Tetraciclina | Antibidtico com nucleo hidroxi-naftaceno formado por
um nacleo de 4 anéis benzénicos fundidos | Antibidtico
Bacteriostatico | A tetraciclina é absorvida no trato gastrointestinal,
cuja absorc¢do é prejudicada por, e.g. ingestdo de alimentos, catides di
e trivalentes, antidcidos, produtos derivados leite e com ferro. A
absorcdao da molécula base ou do cloridrato de tetraciclina (75-80 %)
ocorre no estdbmago e intestino delgado, sobretudo de estdmago
vazio, e é eliminada pelo figado (circulacdo enterohepatica), fezes e
urina. As tetraciclinas podem causar intolerancia gastrica, nduseas e
vomitos. E uma molécula nefrotoxica (atencdo aos casos de
insuficiéncia renal), pode aumentar a pressdo intracraniana em
criangas e adultos (acompanhado de dores de cabeca, néuseas e
vémitos), apresenta fotossensibilidade acumulando-se na pele,
deposita-se nos dentes e 0ssos (provoca uma coloragdo dos dentes e
impede a formagdo Ossea), é contraindicado a grévidas. Esta
molécula ndo deve ser usada em associagdo com R-lactdmicos
(antagonismo antibacteriano). Reduz o efeito de contracetivos |
Administracéo por via oral: 500 mg de 12 em 12 horas ou 250 mg de

8 em 8 horas.

A tabela 3 indica que grande parte dos antibiéticos usados em endodontia pertence

sobretudo ao grupo dos R-lactamicos, seguido dos macrdlidos, havendo também

antibidticos do grupo das lincosamidas, 5-nitroimidazol e tetraciclinas. De fato, os

antibioticos mais usados em medicina convencional sdao os BR-lactamicos (Al-Haroni,

2008; Pitout et al., 1997). As moléculas desta familia tém essa denominagdo, pois

exibem um anel R-lactdmico comum a todas, formado por 3 atomos de carbono e um de

nitrogénio com radicais substituintes, no qual se encontra incorporado um anel

tiazolidina nas penicilinas ou um anel di-hidrotiazina nas cefalosporinas (Sousa, 2001,
Sousa, 2006; Ferreira e Sousa, 1998).

27



UNIVERSIDADE FERNANDO [A IMPQRTANCIA DA NIDENTIFICAAQAO DE GENES DE §
PESSOA RESISTENCIA EM INFECOES ENDODONTICAS ;

Os macrolidos estdo representados pela azitromicina, claritromicina e pela
eritromicina. Estas moléculas sdo lactonas macrociclicas, classificadas segundo o
nimero de atomos (14, 15, 16 atomos) no anel lactonico e sdo produzidas por
Streptomyces sp e Micromonospora sp (Sousa, 2001; Sousa, 2006; Ferreira e Sousa,
1998).

A clindamicina pertence a familia das lincosamidas que s&o antibidticos sulfurados
isolados de Streptomyces lincolnensis, cuja modificagdo quimica originou este
antibidtico. O metronidazol é a molécula principal da familia 5-nitroimidazol, sendo um
derivado heterociclico ligado a um radical 5-NO,. Por fim, a tetraciclina, que pertence a
familia com nome homénimo, possui um nucleo hidroxinaftaceno, formado pela fusdo
de 4 aneis benzénicos ligados entre si, 0 que deu origem ao seu nome. A molécula
original, a clorotetraciclina, foi obtida a partir de culturas de Streptomyces aureofaciens
(Sousa, 2001; Sousa, 2006; Ferreira e Sousa, 1998).

Estes antibioticos sdo usados conforme o caso clinico em que se enquadra o doente.
Por exemplo, normalmente é recomendada a administracdo profilatica de antibidticos
antes de procedimentos cirdrgicos (uma hora antes da operacdo), numa Unica toma,
amoxicilina (2 g em adultos, 50 mg/kg em criangas) ou, em caso de alergia ou
intolerdncia a R-lactdmicos, clindamicina (600 mg em adultos, 20 mg/kg em criancas

com idade acima dos 6 anos) (Dumarcet, 2012).

Por vezes surgem casos de hipersensibilidade a alguns antibidticos sendo necessario
recorrer a moléculas alternativas. Um destes casos € a eritromicina que € um antibiotico
muito usado em infecOes endodonticas, em alternativa aos antibidticos [3-lactamicos

para o tratamento de abcessos (Roe et al., 1996).

V.2. Mecanismos de a¢do dos antibidticos

s

Como ja foi mencionado, & fundamental que o funcionamento do agente

antibacteriano seja seletivo para a bactéria, reduzindo ao maximo o risco de prejudicar o
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hospedeiro, o que é facilitado pelas diferencas estruturais existentes entre as bacterias e
os seres humanos. Entre as suas diferencas é de destacar a presenca de ribossomas
bacterianos 70S, parede celular de peptidoglicano e a existéncia de um dnico
cromossoma disperso no citosol bacteriano (isento de membrana nuclear). Assim, a sua
acdo pode ocorrer ao nivel da parede celular, da membrana citoplasmética, dos
ribossomas, do ADN ou no metabolismo das células bacterianas (Sousa, 2001; Sousa,
2006; Ferreira e Sousa, 1998).

Como se pode verificar, a acdo dos antibidticos referenciados é distinta e varia
conforme a classe, 0 que vai determinar o seu mecanismo de acdo. Tal significa que
cada classe de antibidtico vai atuar num determinado local da bactéria para exercer a sua
acdo. Existem trés eventos fundamentais na reproducédo bacteriana, i.e.: (a) Replicagéo
da molécula de ADN onde participam enzimas como a ADN polimerase e ADN girase;
(b) Transcri¢do, ou sintese de ARN, catalisada pela enzima ARN polimerase; e (c)
Traducdo ou sintese proteica, que ocorre em ribossomas (constituidos por uma
subunidade 30S e outra 50S). As proteinas produzidas podem ter atividade catalitica
como enzimas, fungdo estrutural como proteinas de membrana, ou capacidade
reguladora de proteinas como por exemplo serem repressores. Durante estas etapas o
antibidtico pode ter uma acdo inibidora do crescimento celular (Silva, 1996). Os
mecanismos de acdo de cada uma das classes de antibidticos referentes a tabela 3 estdo
descritos na tabela 4.

Tabela 4: Mecanismo de acédo de cada uma das classes de antibioticos mais usados em
endodontia (adaptado de La-Scalea et al., 1999; Sousa, 2001; Sousa, 2006; Guimaraes
et al., 2010; Al-Haroni, 2008).

Classe de | Alvo Mecanismo de agdo
antibiotico
R-lactamicos Enzima Inibicdo da formacéo das ligagBes cruzadas entre

transpeptidase | as cadeias de peptidoglicano, o que impede a

formacé&o correta da parede celular bacteriana.
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Classe de | Alvo Mecanismo de acao

antibiotico

Macrolidos e | Subunidade Inibicdo da sintese proteica bacteriana.
lincosamidas 50s do

ribossoma

Tetraciclinas Subunidade Impede a ligagdo cod&o-anticodé&o.
30s do

ribossoma

5-nitroimidazol | ADN Pro-farmaco ativado por agdo de nitrorredutases.
bacteriano Inibicdo da sintese do acido desoxirribonucleico e
degradacéo do ADN.

Os antibioticos R-lactamicos possuem uma acdo antiparietal em bactérias aerobicas
Gram-positivas, anaerobicas Gram-positivas e anaerébicas Gram-negativas. Estes
inibem a formacao da ligacdo peptidica e a fase terminal da biossintese do peptoglicano,
constituinte da parede bacteriana. A acdo destes antibioticos baseia-se na inativacdo das
enzimas mediadoras da biossintese do peptidoglicano, i.e., transpeptidases e
carboxipeptidases, também conhecidas por PBP’s (Penicilin-Binding-Proteins) por
funcionarem como alvo dos antibidticos R-lactdmicos. Resumindo, os antibidticos R-
lactdmicos, e.g. amoxicilina, fenoximetilpenicilina (ou penicilina V), ampicilina,
cefaclor, cefaxina, ligam-se aos PBP’s e impossibilitam a sintese do peptidoglicano,
participando na ativacdo das autolisinas enddgenas e consequente lise celular (Sousa,
2001; Sousa, 2006; Ferreira e Sousa, 1998; Al-Haroni, 2008).

Os antibidticos da familia dos macrélidos e da familia das lincosamidas possuem
mecanismos de acdo semelhantes. Os macrolidos possuem acdo antibacteriana contra
bactérias Gram-positivas e algumas Gram-negativas, enquanto as lincosamidas sdo
ativas contra bactérias Gram-positivas anaerdbias facultativas e, sobretudo, contra
bactérias anaerdbias estritas. Em ambos 0s casos sdo antibiGticos bacteriostaticos
inibidores da sintese de ARN e da sintese proteica, 0 que acontece como resultado da

sua acdo na subunidade 50S dos ribossomas bacterianos. De uma forma global, os
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macrélidos atravessam a membrana celular de forma passiva, ligando-se seletivamente e
reversivelmente, ao componente peptidiltransferase da subunidade 50S dos ribossomas,
0 que inibe a formacdo de ligacdo peptidica e/ou a translocacdo do ribossoma. Por
norma, estes antibioticos ndo afetam a sintese proteica em células eucariéticas, pois ndo
conseguem permear as membranas mitocondriais (Sousa, 2001; Sousa, 2006; Ferreira e
Sousa, 1998; Al-Haroni, 2008).

O metronidazol inibe a sintese de ARN em bactérias anaerdbias estritas e algumas
anaerdbias facultativas. Esta molécula ndo tem atividade na sua forma intacta sendo
ativada no meio intracelular de microrganismos com sistemas de transporte de eletrées
com potencial negativo, e.g. sistema piruvato-ferredoxina-oxiredutase, que Vvé&o
transferir eletrGes ao sistema permitindo a reducdo do grupo 5-nitro e ativar a molécula
(Sousa, 2001; Sousa, 2006; Ferreira e Sousa, 1998).

Por fim, as tetraciclinas sdo antibidticos bacteriostaticos que inibem a sintese
proteica em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Estas moléculas interferem
com a subunidade 30S ribossomal, ndo permitindo a ligacdo dos aminoacil-tARN’s aos
ribossomas, 0 que impede a ligacdo coddo-anticoddo (Al-Haroni, 2008; Sousa, 2001;
Sousa, 2006; Ferreira e Sousa, 1998).

H& tendéncia para a prescricdo excessiva sem fazer uma escolha racional do
farmaco mais apropriado (Skucaite et al., 2010). Todavia o papel dos antibi6ticos em
endodontia € limitado. Estes, normalmente, sdo prescritos de forma profilatica, nos
casos em que 0s pacientes estdo com intumescimento progressivo e difuso dos tecidos,

apresentando sinais de infecdo (e.g. febre, mal-estar ou linfoadenopatia).

Ao longo do tempo, o uso de antibioticos levou ao aparecimento de bactérias
infeciosas resistentes a um ou mais antimicrobianos (Al-Haroni, 2008). O crescente
aumento de resisténcia aos antibioticos vulgarmente receitados € uma preocupacao.
Alguns trabalhos confirmam que algumas espécies de bactérias (em especial as Gram-
negativas anaerdbias), comuns em infe¢Ges endodonticas, tém desenvolvido resisténcia
a penicilina (Baumgartner e Xia, 2003). Os antibidticos prescritos com mais frequéncia
em infegBes dentérias sdo a amoxicilina, a penicilina e metronidazol. Estes farmacos

possuem potencial para selecionar bactérias resistentes na microflora oral (Sweeney et
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al., 2004). Em certos casos, apenas um ou mesmo nenhum antibiético consegue travar a
infecdo bacteriana. A crescente resisténcia a antibioticos na microflora oral representa
um problema no tratamento de infecdes endodonticas (Al-Haroni, 2008; Handal e

Olsen, 2000).
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VI. Resisténcia a antibidticos: Transferéncia genica e recombinacao

As bactérias tém demonstrado uma capacidade notavel de suportar e se adaptar ao
seu ambiente, desenvolvendo inclusive, diferentes mecanismos de resisténcia a diversos
agentes antimicrobianos (Alanis, 2005; Pitout et al., 1997). O termo resisténcia define a
capacidade temporéria ou permanente de um organismo e a sua capacidade patogénica
de continuar vidvel e/ou se multiplicar em condi¢cdes em que outras bactérias da mesma
espécie ndo resistem (Cloete, 2003). O aparecimento e a disseminacdo da resisténcia a
antibiodticos entre os agentes patogénicos humanos é certamente a evolucdo bacteriana

mais marcante das Ultimas décadas (Rowe-Magnus e Mazel, 1999).

A constante mudanca de ambiente das bactérias levou a que estas aumentassem a
velocidade de adaptacdo para sobreviverem. Com novas técnicas que permitem fazer a
sequenciacdo do ADN tornou-se possivel fazer o rastreio do aparecimento,
desaparecimento ou reaparecimento de genes bacterianos (Porwollik e McClelland,
2003). As alteragBes genéticas que ocorrem nas bactérias sdo responsaveis pelo
aparecimento de estruturas de viruléncia, e.g. lipopolissacarideos, flagelos e fimbrias
(estruturas de superficie) assim como a expressdo de genes de viruléncia especificos que
modificam a fisiologia celular e a resisténcia as moléculas de antibidtico pois atribui as

bactérias mecanismos de protecao (Fierer e Guiney, 2001).

Pode-se considerar quatro mecanismos de resisténcia como os fundamentais na

defesa das bactérias contra a acdo dos antibioticos, como esquematizado na figura 6:

Alteracdo da estrutura do local alvo do Alteracdo da permeabilidade da
antibiotico. membrana bacteriana.

Mecanismos de resisténcia a antibioticos

Hidrolise ou alteracdo quimica do
antibidtico por atividade enzimatica.

L Efluxo do antibiotico.

Figura 4: Principais mecanismos de resisténcia a antibioticos (adaptado de Silva, 1996;
Al-Haroni, 2008; Cloete, 2003).
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Pode-se considerar quatro mecanismos de resisténcia como os fundamentais na luta
das bactérias contra a acdo dos antibidticos: (1) alteracdo da estrutura do local alvo do
antibidtico, (2) alteracdo da permeabilidade da membrana bacteriana, (3) efluxo do
antibiotico e, (4) hidrdlise ou alteracdo quimica do antibiotico por atividade enzimatica
(Silva, 1996; Cloete, 2003; Al-Haroni, 2008).

A alteracdo da estrutura do local alvo do antibiético na bactéria (1) ocorre quando o
alvo intracelular ou o recetor da molécula de antibidtico é modificado pela bactéria,
impedindo a ligacdo antibidtico-alvo bacteriano resultando na inexisténcia de atividade
antimicrobiana do farmaco (Alanis, 2005). Alguns exemplos deste tipo de mecanismo
incluem: a modificagdo na conformacdo estrutural das proteinas que séo ligandos da
penicilina (PBPs) observadas em alguns tipos de resisténcia a penicilina; as alteracGes
em ribossomas que podem tornar as moléculas de antibidtico (aminoglicosideos,
macrolidos e tetraciclinas) inativas; e modificacfes na ADN-girase/topoisomerase 0 que
leva a resisténcia a familia das fluoroquinolonas (Alanis, 2005; Al-Haroni, 2008; Silva,
1996). Este mecanismo esta bem disseminado entre as bactérias orais, e.g.,
Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis e Streptococcus mitis (Al-Haroni, 2008).

Relativamente a alteracdo da permeabilidade da membrana (2), a troca
macromolecular entre a célula e 0 ambiente € possivel devido a presenca de proteinas de
membrana que funcionam como transportadores de diferentes moléculas. Estas
proteinas, conhecidas por porinas, encontram-se na membrana externa de bactérias
Gram-negativas. Muitos antibidticos sdo impedidos de entrar na célula, sobretudo os
que utilizam os canais de porina. Para este impedimento ocorre substituicdo de uma
porina com um canal largo por outra de canal mais estreito, impedindo a entrada de
moléculas grandes. Assim a reducdo da expressdo das porinas resulta na
impermeabilidade ou reducdo da captacdo do farmaco, o que frequentemente leva a

resisténcia a esse antibidtico (Silva, 1996; Al-Haroni, 2008).

O efluxo ativo dos antibidticos (3) € relevante para moléculas cuja acdo ocorre
dentro da bactéria e tem lugar quando um microrganismo é capaz de desenvolver um
mecanismo de transporte ativo que bombeia as moléculas de antibitico que se

encontram dentro do ambiente celular, para fora, até atingir uma concentracao abaixo do
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necessario para ocorrer atividade antibacteriana. Tal significa que o mecanismo de
efluxo deve ser dominante em relagcdo ao mecanismo de influxo do antibidtico para ser
realmente efetivo (Alanis, 2005). Inicialmente, este mecanismo estava apenas descrito
para moléculas de tetraciclinas e macrdélidos, agora € um mecanismo de resisténcia para
diversos antibidticos tais como as fluoroquinolonas ou eritromicina (Alanis, 2005; Al-
Haroni, 2008; Silva, 1996).

Outro mecanismo de resisténcia é a hidrélise ou alteracdo quimica do antibi6tico
por degradacdo enzimatica (4). Tal ocorre quando a bactéria produz uma ou mais
enzimas que degradam ou modificam o farmaco tornando-o inativo para a bactéria. O
exemplo mais comum deste mecanismo é a resisténcia a antibioticos R-lactdmicos
devido a agdo das R-lactamases. Estas enzimas determinam resisténcia a maioria dos
agentes antimicrobianos usados em medicina dentéria (Al-Haroni, 2008; Alanis, 2005).
Na tabela 5 estdo indicados os principais mecanismos de resisténcia das bactérias contra

os antibiéticos mais usados em medicina dentaria.

Dependendo da molécula, os antibidticos tém a sua acdo em diferentes locais da
célula bacteriana como a membrana celular, funges respiratdrias, enzimas ou o
material genético. Em certos casos, a bactéria apresenta uma reacdo natural ou adquirida
que pode impedir o agente antibacteriano de exercer a sua fun¢do (Cloete, 2003; Silva,
1996).

Tabela 5: Principais mecanismos de resisténcia a cada antibidtico (adaptado de Al-
Haroni, 2008).

Farmaco antimicrobiano Principal mecanismo de resisténcia
Penicilina V | Resisténcia  enzimatica  (B-lactamases) e
(fenoximetilpenicilina], alteracdo do local alvo.

Amoxicilina e Ampicilina

Metronidazol Resisténcia enzimatica (5-nitroimidazol

redutase).
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Farmaco antimicrobiano Principal mecanismo de resisténcia

Eritromicina e Clindamicina Modificagdo do local alvo, inativacdo

enzimatica, bombas de efluxo.

Tetraciclina Bombas de efluxo, inativacdo enzimaética,

proteinas de protecdo ribossomal.

Estes fendbmenos ocorrem, sobretudo, pela pressdo seletiva exercida pelo ambiente
que promove o polimorfismo genético dos microrganismos. Isto leva a alteragcdes nas
estruturas presentes na membrana bacteriana que sé@o o alvo do sistema imune do
hospedeiro (Fierer e Guiney, 2001). Um dos grandes obstaculos em tratamentos com
antibidticos é o constante aparecimento de estirpes resistentes. Esta resisténcia pode ser
definida como fenotipica (a bactéria consegue resistir aos antibioticos até uma
determinada concentracdo) ou genotipica (a passagem de genes de resisténcia entre
bactérias). A resisténcia a antibidticos, resultante da presenca de agentes
antibacterianos, pode ser classificada como natural ou adquirida (Al-Haroni, 2008). O
conhecimento dos processos evolutivos e epidemioldgicos na populacdo bacteriana da
flora oral é importante para orientar o esquema terapéutico adequado ao controlo do

problema.

V1.1.Resisténcia natural ou intrinseca

A resisténcia intrinseca € uma caracteristica natural que um microrganismo possui
ao se manter viavel na presenca de um antibioterapico (Soares et al., 2012). Este tipo de
resisténcia inclui todos os exemplares de uma espécie bacteriana que ndo sao sensiveis a

um determinado antibidtico.

Tal pode ocorrer pela inexisténcia de uma estrutura especifica na bactéria que serve
como alvo para o farmaco (como por exemplo o Mycoplasma que ndo tem parede

celular, sendo resistente a antibioticos R-lactamicos), ou a falta de processos
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metabdlicos essenciais para a ativacdo do antibidtico. Sdo conhecidos alguns casos de
resisténcia por inexisténcia de processos metabolicos em bactérias orais. Por exemplo,
em espécies como Actinomyces e Streptococcus, a auséncia da enzima nitroredutase,
necessaria para converter o metronidazol no seu metabolito ativo faz com que estas
bactérias ndo sejam afetadas pelo farmaco nas suas concentracdes terapéuticas (Al-
Haroni, 2008).

Outro caso é a incapacidade de um antibidtico interagir, seja de que forma for, com
a bactéria. Um exemplo é a vancomicina que, pelo seu elevado peso molecular, ndo

consegue atravessar a membrana externa das bactérias Gram-negativas (Sousa, 2006).

Além da resisténcia natural a antibidticos caracteristica de algumas bactérias,
também existe a resisténcia adquirida que pode resultar de fendmenos de mutacdo na
sequéncia de ADN cromossomal ou por aquisi¢do de elementos genéticos (Al-Haroni,
2008; Silva, 1996; Handal e Olsen, 2000).

V1.2.Resisténcia adquirida

A aquisicdo de genes de resisténcia é uma das formas mais faceis de ultrapassar os

efeitos dos antibioticos (Rowe-Magnus e Mazel, 1999).

Os principais processos geradores de variagdo evolutiva nas bactérias séo a
recombinacéo génica (permuta de genes entre duas moléculas de ADN que leva a novas
combinagBes no cromossoma) ou, com menor frequéncia, mutagdo cromossomica do
genoma bacteriano pré-existente que ocorre por diferentes mecanismos genéticos
(Didelot e Maiden, 2010; Al-Haroni, 2008; Eisen, 2000; Tenover, 2006). Estes
mecanismos de introducdo de genes sdo apontados como 0s principais responsaveis pela
adaptacdo das espécies bacterianas ao ambiente em que se encontram, além de serem
considerados processos de preservacdo da integridade genética por meio de reparacdo

de possiveis falhas no ADN bacteriano (Tenover, 2006; Conley, 1992).
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Existem duas formas de transferéncia de material genético por recombinacdo
génica: transferéncia génica vertical e transferéncia génica horizontal (Ferreira e Sousa,
1998). Na transferéncia vertical ocorre a passagem de genes proprios ou adquiridos dos
ascendentes para os seus descendentes. Por outro lado, na transferéncia génica
horizontal a passagem de informacdo genética é intra ou interespécies da mesma
geragdo podendo ocorrer por diferentes mecanismos (Al-Haroni, 2008; Eisen, 2000;
Sousa, 2006; Tenover, 2006).Esta transferéncia horizontal de genes pode provocar
efeitos deletérios a bactéria recetora, 0 que leva a que esta seja eliminada pela presenca
de mutacGes deletérias que ndo sdo propicias a sobrevivéncia do microrganismo
(Thomas e Nielsen, 2005).

Nestes processos de transferéncia genética, a presenca de biofilmes (caracteristicos
em grande parte das infecGes endodonticas) consegue fornecer as bactérias 0 meio
necessario para a rapida aquisicdo e disseminacao de genes de resisténcia (Sedgley et
al., 2008).

A mutacdo é um processo que pode ocorrer de forma natural no ADN
cromossémico ou plasmidico com uma frequéncia de 1 em 10 milhGes de pares de bases
de ADN. Se esta mutacdo levar a aquisicdo de um gene de resisténcia a um determinado
agente antimicrobiano, o uso terapéutico deste agente seleciona o gene responsavel pela
resisténcia. A acumulacdo de mutacdes em genes distintos pode afetar a eficacia de
varias familias de antibidticos, levando ao aparecimento de clones bacterianos
multirresistentes. E o caso de estirpes Gram-negativas produtoras de R-lactamases de

largo espectro, que resultam de mutacdes nos genes TEM-1 e SHV-1 (Sousa, 2006).

Os mecanismos de troca geneética, caracteristicos da transferéncia horizontal,
conferem as bactérias uma vantagem seletiva em relacdo ao hospedeiro, pois estas
conseguem adaptar-se & presenca de agentes antimicrobianos no ambiente em que estéo
inseridas e transferir esta capacidade de forma rapida (Tenover, 2006; Thomas e
Nielsen, 2005). Pela importancia que estes mecanismos representam na aquisicao de
resisténcias por parte das bactérias é que, nesta tese, se da mais enfase a transferéncia

horizontal de genes.
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VI1.2.1. Transferéncia horizontal de genes

A transferéncia horizontal de genes é uma das grandes responsaveis pelo aumento
de resisténcia a antibidticos, mesmo em comparacdo com 0s processos de mutacao,
sendo o caminho mais frequente na disseminacdo de genes de resisténcia (Al-Haroni,
2008; Eisen, 2000).

A transferéncia horizontal de genes pode ocorrer, sobretudo por trés mecanismos:
transducdo, transformacéo e conjugacao (Conley, 1992; Porwollik e McClelland, 2003;
Thomas e Nielsen, 2005; Tenover, 2006; Al-Haroni, 2008; Jain et al., 2002). Neste
processo também sdo importantes os elementos madveis, cuja presenca esta associada a
alguns genes codificadores de funcBes vantajosas para a sobrevivéncia de
microrganismos, e.g., 0s plasmideos, os transposdes e os integrdes (Sousa, 2006; van
Elsas e Bailey, 2002; Al-Haroni, 2008).

O mecanismo de transducdo é um processo de transferéncia génica que ocorre entre
bactérias por meio de bacteri6fagos, que sdo virus capazes de infetar as células
bacterianas (Tenover, 2006; Eisen, 2000). Neste processo os fagos podem infetar as
bactérias de duas formas: através do ciclo litico ou pelo ciclo lisogénico. No ciclo litico,
0s virus injetam o genoma viral na célula bacteriana, impedindo-a de realizar a
autorreplicacdo a0 mesmo tempo que inicia a producdo das proteinas que originarao
novos fagos. No final deste processo, os bacteriéfagos recém-formados produzem
lisozimas capazes de romper a parede celular bacteriana, de forma a libertar os novos
fagos para o ambiente. Estes estardo disponiveis para infetar novas bactérias suscetiveis
(Kelly et al., 2009).

Por sua vez, no ciclo lisogénico o ADN do fago é incorporado no ADN bacteriano,
ou profago, induzindo recombinacdo genica da celula bacteriana recetora sem
ocorréncia de lise. A via de transducgéo varia conforme a biologia do fago e do ambiente
celular, o que acontece no momento em que o material genético do fago ¢ introduzido
(Brabban et al., 2005).
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Para ocorréncia destes processos, o0s bacteriéfagos reconhecem componentes
presentes na superficie da célula recetora (e.g. proteinas e lipopolissacarideos), o que
Ihes confere uma especificidade elevada (Brabban et al., 2005). Os bacteriofagos sao
um importante meio pelo qual os microrganismos se adaptam a novos ambientes de
forma mais permanente, o que oferece vantagem seletiva as bactérias patogénicas pelo
impacto que representa na transducdo de genes de resisténcia a antibidticos (de la Cruz e
Davies, 2000).

No processo de transformacao, organismos procariotas adquirem e incorporam um
segmento de ADN extracelular (e.g. cromossomas, plasmideos e ADN de fagos), que
foi libertado por outra bactéria apds lise. Por este meio, uma bactéria patogénica
consegue deslocar genes de resisténcia para linhagens suscetiveis, desde que as
bactérias se encontrem num estado fisiologico propicio (estado de competéncia).
Através deste mecanismo, quando o ADN livre codifica resisténcia a antibioticos, existe
a possibilidade de transmitir esta mesma resisténcia a bactéria recetora, desde que a
integracdo dessa informacdo seja eficiente (Al-Haroni, 2008; Tenover, 2006; Jain et al.,
2002). Os principais requisitos para 0 mecanismo de transformagéo séo: a libertagéo e
persisténcia do ADN dador no ambiente, a presenca de uma célula recetora competente

e a capacidade de integracdo no ADN recetor (Kelly et al., 2009).

Por fim, o mecanismo de conjugacdo € considerado o processo inicial de
disseminacdo de genes entre populacdes bacterianas (Rowe-Magnus e Mazel, 1999).
Aqui, a transferéncia génica ocorre por contacto interbacteriano (dador e recetor)
através de uma estrutura proteica semelhante a uma haste, cujo papel é auxiliar a unido
entre as células bacterianas, denominado por pili conjugativo ou pili sexual. Este
processo é orientado por elementos genéticos méveis (plasmideos) transportadores dos
genes responsaveis pela codificacdo de funcdes para a sua propria transferéncia as
bactérias recetoras, para além da atividade de resisténcia a antibidticos. O gene
codificador do pili conjugativo esta presente no plasmideo F ou Fator F, em que as
células F* sdo dadoras de material genético e as células F* sdo as recetoras, por nio
possuirem o Fator F (Kelly et al., 2009; Creager, 2007). Este processo ocorre apds 0
contacto inicial, que leva a fusdo das membranas celulares bacterianas promovendo a

sua estabilidade. Aqui, uma cOpia de cadeia simples do ADN plasmidico é transferida
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para a célula recetora (processo de transferéncia). Nesta bactéria ocorre a sintese de uma
copia complementar da cadeia de ADN recém-recebida, tornando-se esta uma célula F*.
Nas bactérias Gram-negativas este processo ocorre conforme o descrito, enquanto nas
bactérias Gram-positivas, a conjugacdo é iniciada pela producdo de feromonas, 0 que
facilita a fixacdo do organismo dador no recetor, permitindo a troca de ADN (Tenover,
2006).

Como ja foi mencionado, sequéncias mdveis como 0s integrdes, transposdes e
plasmideos possuem um papel importante na transferéncia horizontal de genes (van
Elsas e Bailey, 2002; Al-Haroni, 2008).

Uma das definicdes de integrbes foi formulada por Hall e Collis (1995) que os
definem como possuidores dos componentes do sistema de recombinacédo site-specific.
Estes sdo capazes de reconhecer e capturar cassetes génicas moveis (Fluit e Schmitz,
1999; Hall e Collis, 1995). De fato, os integrdes sdo detentores de sistemas de
recombinacdo site-specific mediados pela reorganizacao dos ORF’s (Open Reading
Frames) presentes em cassetes génicas. Estes permitem a captura de muitos genes de
resisténcia diferentes (Sousa, 2006; Cambray et al., 2010; Rowe-Magnus e Mazel,
2001; Fluit e Schmitz, 1999; Hall e Collis, 1995). Os integrdes possuem um gene intl,
que codifica uma integrase, e um local de recombinacdo denominado por attl, onde séo
inseridas as cassetes genicas (Sousa, 2006; Partridge et al., 2009); (Rowe-Magnus e
Mazel, 1999). O mesmo integrdo consegue capturar um conjunto de varias cassetes
génicas nas quais a sua insercdo ou excisdo é determinada através da recombinacao
efetuada pela integrase entre attl e o local especifico (Sousa, 2006; Partridge et al.,
2009; Fluit e Schmitz, 1999). Existem varias classes de integrbes, mas sdo 0s
pertencentes as classes 1, 2 e 3 0s responsaveis pela resisténcia a antibioticos. Ao
estarem presentes em plasmideos e transposdes, os integrdes de classe 1 contribuem
para a disseminacdo da resisténcia a antimicrobianos em bactérias Gram-negativas e
algumas Gram-positivas (Sousa, 2006; Fluit e Schmitz, 1999; Hall e Collis, 1995).

Os plasmideos sdo moléculas de ADN circulares presentes no citosol bacteriano
(como representado na figura 4), com capacidade de replicacdo auténoma (Sousa,

2006). Os plasmideos variam em tamanho, possuindo genes que em condi¢fes normais
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ndo sdo vitais & sobrevivéncia celular, mas que conferem vantagens a bactéria, como

tolerdncia a metais pesados e resisténcia a antibiéticos (Sousa, 2006).

ADN cromossomico

Ribossomas

Citosol

Plasmideo

' Parede celular

Estrutura geral de uma bactéria

Figura 5: Esquema representativo de uma bactéria contendo plasmideos (adaptado de
Killham e Prosser, 2007).

Os genes que codificam resisténcia a agentes antimicrobianos podem estar
presentes no ADN cromossomal ou em plasmideos (representado na figura 4). Enquanto
0o ADN cromossomal € relativamente estdvel, o ADN plasmidico é facilmente
transportado de uma linhagem para outra por conjugagdo bacteriana, 0 que permite a
deslocacdo de genes como 0s responsaveis pela resisténcia a antibioticos (Neves et al.,
2007; Creager, 2007). Para além da transferéncia de plasmideos que pode ocorrer por
conjugacdo, estas moléculas podem também ser transferidas no decurso de
autorreplicacdo, transformacdo e transducdo (Brigulla e Wackernagel, 2010). Os
plasmideos mais importantes sdo 0s que possuem o fator R (fator de resisténcia), que
carrega 0 determinante r (conjunto de genes responsaveis pela resisténcia) cuja funcao é
inativar a acdo do antibi6tico. Outro grupo de genes esta encarregado de controlar 0s
processos de transferéncia de genes (Sousa, 2006; Creager, 2007). A maior parte da
resisténcia bacteriana é atribuida aos elementos genéticos transferiveis, sobretudo o
Fator F (Creager, 2007).
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Os transposfes sdo segmentos moveis de ADN bacteriano que, pela presenca do
gene codificador da transposase que lhe atribui a capacidade de alterar a sua localizacéo,
conseguem estar presentes tanto nos cromossomas como nos plasmideos bacterianos
(Kelly et al., 2009). A enzima transposase tem a funcdo de cortar as extremidades de
ADN de um elemento transponivel de modo a que este se possa ligar & molécula de
ADN alvo. Como tal, os transposdes possuem a informagdo necesséria para a sua
prépria transposicdo (Thomas e Nielsen, 2005). As sequéncias de insercdo (IS) sao
transpos@es simples que contém apenas um gene que codifica a transposase, delimitado
pelos locais de reconhecimento. Estes locais sdo compostos por sequéncias curtas de
ADN invertidas e repetidas (IR) que sdo reconhecidas pela enzima como local de
recombinacédo entre essa sequéncia e 0 cromossoma onde vai ser inserida (Sousa, 2006;

Passarge, 2004). A figura 5 representa uma sequéncia de insercao.

mm

Figura 6: Representacdo da estrutura de uma IS (adaptado de Sousa, 2006).

Entre as suas caracteristicas, as IS possuem a capacidade de modificar a expressdo
geneética, sequestrar genes e promover rearranjos no genoma. O poder de translocagéo
das IS torna o microrganismo capaz de se adaptar as alteracbes do ambiente, podendo
conferir resisténcia aos antibidticos (Ohtsubo e Sekine, 1996; Murai et al., 1995;
Passarge, 2004).
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VI1.2.i. Genes de resisténcia em bactérias da cavidade oral

Os genes de resisténcia codificam o0s agentes responsaveis pelos mecanismos de

resisténcia das bactérias aos antibioticos.

As bactérias orais sdo especialmente resistentes aos antibioticos R-lactamicos por
produzirem as enzimas R-lactamases (Rocas e Siqueira Jr, 2012). A resisténcia
associada as B-lactamases foi frequentemente relacionada com bactérias anaerdbias
Gram-negativas, e.g. Prevotella spp. (Jungermann et al., 2011). Também € comum
encontrar nestas bactérias genes que codificam as enzimas metilase, a inducdo da
producdo de proteinas de protecdo de ribossomas ou para a formacdo de bombas de
efluxo (Rogas e Siqueira Jr, 2012).

Apesar da presenca do gene de resisténcia em espécies bacterianas ndo implicar a
sua expressdo, a sua inexisténcia implica a falta de resisténcia por um mecanismo
genético em particular (Siqueira Jr e Récas, 2005b). Tal demonstra a importancia de se
saber quais 0s genes de resisténcia presentes em determinadas espécies de bactérias para

se saber qual a opcdo terapéutica mais viavel e correta.

Alguns dos estudos desenvolvidos tiveram como foco encontrar 0S genes
responsaveis pela resisténcia dos agentes etioldgicos destas mesmas infecdes. Estes
genes carregam a informacdo necessaria para conferir resisténcia a determinados
antibidticos. A resisténcia a antibioticos pode ser atribuida por um ou mais genes. A
tabela 6 faz a correspondéncia dos genes de resisténcia a cada antibiotico usado em

endodontia:

Tabela 6: Genes que conferem resisténcia bacteriana e o antibiotico correspondente.

Genes de resisténcia Antibiodticos

blatem
Resisténcia a antibioticos R-lactamicos

cfxA
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Genes de resisténcia Antibidticos
ermC Resisténcia a eritromicina
tetM
Teto _ _ o
Resisténcia as tetraciclinas
tetS
tetwW

Estes genes conferem as bactérias portadoras um conjunto de caracteristicas que as
torna resistentes aos antibioticos. O gene blargm e cfXA sdo responsaveis pela producao
de R-lactamases, considerado o mecanismo de resisténcia mais importante contra os
antibidticos B-lactamicos (Cantdn et al., 2008; Lartigue et al., 2002; Al-Haroni, 2008;
Bush et al., 1995; Jungermann et al., 2011). Estas enzimas fazem parte do grupo de
proteinas que degradam ou modificam os farmacos R-lactamicos antes destes
conseguirem entrar em contacto com o local alvo. As [-lactamases ligam-se ao

carbonilo do anel 3-lactamico e hidrolisam a sua ligacdo amida (Canton et al., 2008).

Ja foram descritas mais do que 300 B-lactamases em diversas bactérias, que diferem
pelo seu perfil de substrato, potencial de inibicdo e caracteristicas fisioldgicas (Al-
Haroni, 2008). A classificacdo molecular destas enzimas baseia-se na sequéncia de
aminoacidos que divide as B-lactamases em classes. As classes A, C e D utilizam a
serina para a hidrolise do anel B-lactamico, enquanto na classe B estdo metaloenzimas
que requerem ides de zinco divalentes como substrato de hidrélise. A classe B de R-
lactamases s@o as mais ameacadoras pois conseguem inativar quase todas as moléculas
R-lactamicas, incluindo os carbapenemos (Bush, 1989a; Bush, 1989b; Bush e Jacoby,
2010; Al-Haroni, 2008). A producgdo constitutiva ou induzida de R-lactamases por
bactérias pode ser abundante (Bush et al., 1995; Al-Haroni, 2008). Estas enzimas sdo
geralmente excretadas em grandes quantidades nas bactérias Gram-positivas. Como tal,
em caso de infe¢bes mistas (mais que um agente etiologico), as B--lactamases também
conseguem proteger os outros microrganismos presentes no local de infe¢do. Tal
acontecimento tem importancia clinica, especialmente em infe¢fes endoddnticas, pois
outros mecanismos de resisténcia, e.g. reduzida permeabilidade de membrana, podem
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atuar em conjunto com as B-lactamases para protecdo das bactérias contra antibiéticos
R-lactamicos. Em consequéncia, a redugédo da permeabilidade da membrana aos agentes
antibacterianos permite que pequenas quantidades de R-lactamases localizadas em
pontos estratégicos apresentem uma resisténcia elevada ao farmaco (Al-Haroni, 2008;
Handal e Olsen, 2000).

O gene ermC ¢é responsavel pela producdo de enzimas rARN metilase, sendo um
dos responsaveis pela resisténcia a eritromicina (Rocas e Siqueira Jr, 2012; Ding et al.,
2012; Martineau et al., 2000; Brzychczy-Wtoch et al., 2010). As altera¢Ges na estrutura
do ARN ribossomal (rARN) previnem a ligacdo dos antibi6ticos macroélidos, o que é um
importante mecanismo de protecdo que confere uma resisténcia de nivel elevado. Estas
enzimas sdo codificadas por um ou mais genes erm de resisténcia a eritromicina (Ding
et al., 2012). De uma forma geral, ocorre a metilacdo de uma Unica adenina no rARN
23S da subunidade 50S ribossomal, prevenindo a ligacdo do antibiotico (Roe et al.,
1996; Zhong et al., 1996).

A resisténcia ao antibiodtico tetraciclina pode ocorrer, sobretudo, por dois
mecanismos, i.e., efluxo do farmaco e protecdo ribossomal (Pereira-Maia et al., 2010;
Speer et al., 1992). Os genes tetM, tetO, tetS e tetW detetados no estudo de (Rogas e
Siqueira Jr, 2012) sdo responsaveis pela resisténcia as tetraciclinas por protecdo
ribossomal (Klare et al., 2003; Tian et al., 2012; Speer et al., 1992). Em bactérias
sensiveis, a tetraciclina liga-se ao ribossoma e muda a sua conformacgdo padrdo
interrompendo a sintese proteica. No mecanismo de protecdo ribossomal, as proteinas
citoplasmaticas que protegem o ribossoma da acdo das tetraciclinas fazem com que a
sintese proteica prossiga normalmente, sendo este considerado um mecanismo mais
eficaz do que o efluxo do antibidtico (Speer et al., 1992; Pereira-Maia et al., 2010).
Contudo ainda ¢é necessario desenvolver mais estudos para se escrutinar o mecanismo de

acdo das proteinas de protecao dos ribossomas (Speer et al., 1992).

Estudos realizados por PCR por (Jungermann et al., 2011) verificaram que nas
infecGes primarias pré-operatorias, 0s genes de resisténcia blargy.1, CfXA, tetM, tetW e
tetQ tém uma prevaléncia de cerca de 43%, 17%, 17%, 20% e 10%, respetivamente.

Enquanto em situacdes pré-obturacdo em infecdes primarias apenas foram detetados os
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genes blatgm-; € tetM com uma prevaléncia de 10% e 30% pela mesma ordem. Este
mesmo estudo verificou que nas infegdes persistentes em situagdo pre-operatdria, 0s
genes de resisténcia mais frequentemente detetados eram os blatgm.1, blaz, tetM, tetW e
tetQ, cuja prevaléncia se situa na ordem de 13%, 7%, 20%, 13% e 7% respetivamente.
Por outro lado, em infe¢Ges desta mesma natureza e em situacao de pré-obturacdo foram
encontrados 0s genes blargm.-1, tetM e tetW todos com prevaléncia de 7% (Jungermann
etal., 2011).

As moléculas R-lactdmicas sd@o 0s agentes antibacterianos prescritos com mais
frequéncia em todo o mundo. Como tal, ndo é surpreendente que a resisténcia a estes
farmacos se tenha tornado um grande problema clinico (Pitout et al., 1997; Al-Haroni,
2008).

O ensaio desenvolvido por (Rbgas e Siqueira Jr, 2012) pesquisou por PCR em
tempo real, a presenca de genes de resisténcia em algumas espécies bacterianas

presentes na flora bacteriana, obtendo o resultado apresentado na tabela 6:

Tabela 7: Genes de resisténcia identificados em bactérias da flora oral (adaptado de
Rdcas e Siqueira Jr, 2012):

Genes™® | blaTEM cfxA ermC tetM teto tetS tetw
Espécies

Campylobactercurvus | + - - - - - -

Dialisterinvisus + - + + - - -
Fusobacteriumnucleat | + - + - - - +
um

Fusobacteriumsp. + - - - - - -
Clone BS019

Fusobacteriumsp. + - - + - - -
Clone CZ006

Parvimonas micra - - - - - - +
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tolyticus

Pseudoramibacteralac

Genes™ | blaTEM | cfxA | ermC tetM teto tetS tetW
Espécies
Prevotellasp. Oral | + + - - - - -
clone FM005
Propionibacteriumpro | + - - - - - -
pionicum
- - + - - + -

Legenda: + Presenca; - Auséncia

A identificacdo da resisténcia a antibioticos por métodos moleculares, providencia

um método eficiente de registo de resisténcia a agentes especificos em espécies clinicas

de microrganismos, sobretudo por este tipo de metodologia ser mais eficiente e sensivel

do que as tecnologias baseadas em métodos classicos de cultura (Jungermann et al.,

2011).
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VII. Uso adequado de antibidticos em endodontia

Como ja foi mencionado, o aparecimento e disseminacdo de resisténcias a agentes
antimicrobianos esta a evoluir de forma avassaladora. A prevaléncia destas resisténcias
retira eficacia ao tratamento antibacteriano. De fato, ja em 1945, o proprio Sir
Alexander Flemming, numa entrevista de radio para a BBC de Londres, chamava a
atencdo a que: “O tratamento seria dececionante se a penicilina ndo fosse utilizada em
microrganismos vulneraveis a este farmaco e se a dose indicada e a duracdo do
tratamento ndo fossem respeitadas™ (Sekiguchi et al., 2007). Esta declaragéo reforga a
ideia de que o uso inadequado dos antibidticos e a existéncia de estirpes bacterianas

resistentes comprometem a acao destes farmacos.

E do conhecimento geral que grande parte dos antibidticos é prescrita de forma
inapropriada. Os erros mais comuns incluem o uso de um agente farmacoldgico com
espectro de acdo inadequado, a administracdo de antibiéticos quando ndo se tem a
completa certeza de que o agente etioldgico da infecdo é de natureza bacteriana, e 0 uso
prolongado e abusivo de antibidticos intravenosos (Weller e Jamieson, 2004).

O papel do profissional de saude deve ser sempre avaliar a real necessidade da
administracdo de antibidticos. Em cerca de 60% dos casos de infecdo, as defesas
proprias do hospedeiro sdo capazes de controlar o processo sem a necessidade de um
agente antimicrobiano (Oliveira e Uzeda, 2010). Os médicos dentistas possuem
permissdo legal para prescrever antibidticos e, apesar de o fazerem com menor
frequéncia, estes profissionais tém tendéncia para repetir a prescricdo dos mesmos
farmacos (Al-Haroni, 2008). No entanto, é importante ter consciéncia que a prescricao
de antibidticos ndo se deve tornar uma pratica habitual, devendo-se seguir um conjunto

de guidelines para se assegurar 0 seu bom uso (Dumarcet, 2012).

Os antibioticos devem ser restritos a condigdes clinicas, que ndo sejam frequentes,
em cuidados orais e odontoldgicos (Dumarcet, 2012). O crescente numero de estirpes
bacterianas resistentes sustenta que este acontecimento estd relacionado com 0 uso

indiscriminado de farmacos desta natureza (Oliveira e Uzeda, 2010).
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Existem trés estratégias para a prevencdo do desenvolvimento de resisténcias
bacterianas a antibioticos. A primeira estratégia é a prevencdo do aparecimento de
infecdes, reduzindo a necessidade de se recorrer a terapéutica. A segunda medida €, em
quadros clinicos em que € necessario recorrer a antimicrobianos, o fazer de forma
adequada e consciente. Por ultimo, recorrer a um conjunto de medidas preventivas da

disseminacéo de clones de resisténcia (Al-Haroni, 2008).

Como ¢é de conhecimento geral, a prevencdo é fundamental para a salde e bem-
estar da populacdo. O aparecimento de caries pode ser evitado se a intervencdo primaria
atuar em simultaneo com trés fatores fisiopatoldgicos, i.e. bactérias, acUcares e dentes.
Como tal, é importante ter uma dieta pobre em acucares associada com a higienizagado
regular e adequada da cavidade oral. E importante incentivar a populagio a escovagem
dos dentes, entre as refeicdes, no minimo duas vezes ao dia, com 0 uso de uma escova
adequada e dentifrico com uma concentracdo de 1000ppm = 10% como medidas de
prevencdo do desenvolvimento da cérie dentaria (Eusébio, 2009; Cosme e Marques,
2009).

Em caso de infecdo, a escolha do agente antimicrobiano deve ser realizada segundo
a sua efetividade contra o agente etioldgico da infecdo. Antes de se iniciar a terapia
antimicrobiana o médico dentista deve recolher toda a informacdo necessaria para
decidir se € realmente uma infecdo, e se esta € de origem bacteriana, viral ou fangica.
Uma simples dor de dentes, por si s, ndo é suficiente para ser necessaria a prescricdo
de antibidtico. O doente deve apresentar sinais classicos de infegdo, como
intumescimento dos tecidos, eritema superficial e, febre ou linfoadenopatia devem estar

presentes (Handal e Olsen, 2000).

A agéncia francesa de seguranca sanitaria de produtos de salide (AFSSAPS) faz
uma série de recomendacOes para a prescricdo de antibioticos como profilaxia e
tratamento. Estas recomendacdes estdo enumeradas na tabela 4 (adaptado de (Dumarcet,
2012).
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Tabela 8: RecomendacOes gerais estabelecidas para casos de terapéutica com
antibioticos (Dumarcet, 2012).

¢ oy

!

Caso

Recomendac0des

Antibioterapia

profilatica

E recomendada de acordo com o risco infecioso do paciente e do tipo
de procedimento invasivo usado;

E usada para limitar o risco de endocardite infeciosa ou para limitar o
risco de infecdo localizada e sua possivel disseminacao;

A sua recomendag&o deve ser limitada o méximo possivel desde a sua
ultima recomendacao;

E recomendada em pacientes com elevado risco de endocardite
infeciosa, em todos os casos de cirurgias em odontologia (envolvendo
gengivas ou a regido periapical) e em caso de manipulagdo da mucosa

oral;

Antibioterapia

Usado apenas em casos de manifestacédo de um foco infecioso;
A antibioterapia é sempre indicada como tratamento aquando a
presenca de uma infecdo com febre, convulsGes, adenopatia, ou

edema persistente ou progressivo.

As recomendacdes estipuladas pela AFSSAPS servem como guia para que a

prescricdo de antibidticos seja realizada de forma consciente e apropriada, evitando

assim uma prescrigdo de antibioticos abusiva.

Tudo isto demonstra que a administracdo de antibidticos continua a ser um assunto

de extrema importancia para a salde publica, sobretudo pela ameaga que 0 seu uso

inadequado representa.
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VIIlI. Conclusao

Os casos de bactérias resistentes a tratamentos por antibidticos sdo cada vez mais
comuns em todo o mundo, 0 que levanta sérios e graves problemas nos tratamentos
destas infecBes. Estas resisténcias tém vindo a colocar em causa a eficacia dos
antibidticos usados nos tratamentos em infecGes endodénticas, além de reduzirem as

alternativas viaveis de tratamento.

Ao longo das ultimas décadas foram desenvolvidos muitos estudos de forma a
determinar como é que as resisténcias surgem e quais sdo os fatores que levam ao
aparecimento destes mecanismos de defesa. Até a data considera-se que a pressao
seletiva causada pelo uso abusivo de antibidticos tenha sido um dos fatores principais
para 0 aparecimento desta problematica. Assim, quando sujeitas a determinadas
condicdes, as bactérias conseguem desenvolver, por fendmenos de recombinacdo génica
e/ou mutacdo, novos mecanismos de defesa a alguns agentes antibacterianos, que séo
transmitidos para as linhagens posteriores, criando novas estirpes de bactérias
resistentes. Estes mecanismos de defesa sdo codificados por genes que podem ser
identificados por meio de métodos moleculares. Estes métodos laboratoriais permitem
fazer a associacdo das resisténcias com certos genes (e.g. blarem, cfXA, ermC, tetM,
tetO, tetS e tetW), o que pode ser muito vantajoso para a escolha do antibi6tico mais
eficaz para o tratamento de infegdes endodonticas.

A grande capacidade de disseminacdo bacteriana € preocupante para a saude
publica. Os crescentes casos de infegBes por estirpes resistentes comegam a assumir
uma posicao preocupante pois as alternativas de tratamento sdo cada vez mais escassas.
Por este motivo, é fundamental que o uso de medicamentos ndo seja realizado de forma
leviana, obedecendo a um conjunto de diretrizes que ajudam na triagem dos casos em
gue é fundamental o uso de antibi6ticos. Também é muito importante que o profissional
de saude eduque a populacdo de forma a usar os antibidticos de forma correta para

minimizar os efeitos colaterais do seu uso abusivo.
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