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RESUMO

As doengas periodontais apresentam-se como as doengas infecciosas mais comuns
da cavidade oral. Quando associadas ao biofilme dento-bacteriano, podem resultar
na destruicdo dos tecidos de suporte dentario e até mesmo, perda de dente. A
clorexidina, por sua vez, apresenta-se como um anti-séptico catidnico de amplo
espectro utilizado como principal agente para controle do biofilme oral. No entanto,
apresenta efeitos adversos quando utilizada por periodos prolongados, como
ardéncia bucal, manchamento de dentes, aumento do célculo e perda do paladar. A
este respeito, os peptideos antimicrobianos foram propostos como uma abordagem
alternativa ao tratamento de infec¢cdes e ao controle do biofilme dental, a fim de
evitar a resisténcia microbiana e consequientemente os efeitos colaterais da
clorexidina. O objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro a capacidade
antimicrobiana, imunomoduladora e citotoxica do peptideo synoeca-MP e clorexidina
isolados e em sinergismo contra Pseudomonas aeruginosa, além de avaliar a
inibicdo da formac&o do biofilme e de bactérias planctdnicas. De acordo com o0s
resultados, a synoeca-MP combinada com clorexidina demonstrou eficacia
antimicrobiana em comparacdo com o0 uso isolado, além da atividade
imunomoduladora (aumentando a producdo de MPC-1 e TNF-a e diminuindo a
producédo de o6xido nitrico e IL-10). Neste contexto, espera-se que 0s agentes, em
conjunto, possam controlar a infec¢cdo e sua disseminacao, além de potencializar a
resposta imune de macrdofagos contra o microrganismo estudado. Além disso,
reduzir a concentracdo de clorexidina pela adicdo do peptideo synoeca-MP pode

minimizar os efeitos indesejaveis de ambos em ambiente clinico.

Palavras-chave: Sinergismo; Pseudomonas aeruginosa; biofilme; peptideo;
clorexidina.



ABSTRACT

The periodontal diseases are the most common oral cavity’'s infectious diseases.
When associated with the dento-bacterial biofilm, may result in destruction of tooth
support tissues and even, tooth loss. Chlorhexidine is a wide-spectrum cationic
antiseptic used as main agent to control oral biofilm. However, it has side effects by
long-term use such as oral burning, teeth staining, increased calculus and loss of
taste. In this regard, antimicrobial peptides have been proposed as an alternative
approach to infections treatment and control of dental biofilm, in order to avoid
microbial resistance and consequently, chlorhexidine side effects. The aim of the
present study was to evaluate in vitro the antimicrobial and immunomodulatory
capacity and cytotoxicity of synoeca-MP peptide and chlorhexidine isolated and both
in synergism against Pseudomonas aeruginosa, besides evaluating the inhibition of
biofilm formation and planktonic bacteria. According to the results, synoeca-MP
combined with chlorhexidine demonstrated antimicrobial effectiveness compared to
its isolated use besides and immunomodulatory activity (up-regulating MPC-1 and
TNF-a and down-regulating nitric oxide and IL-10). In this context, it is expected that
the agents, together, could be able to control the infection and its dissemination,
besides potentiating the immune response of macrophages against the studied
microorganism. In addition, reducing the concentration of chlorhexidine by the
addition of synoeca-MP peptide may minimize the undesirable effects of both in a

clinical setting.

Keywords: Synergism; Pseudomonas aeruginosa; biofilm; peptide; chlorhexidine
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1 INTRODUCAO

A periodontite consiste em uma das doengas infecciosas mais comuns da
cavidade oral, associada ao biofiime dento-bacteriano, podendo resultar na
destruicdo dos tecidos de suporte dos dentes e perda dentaria (1). A alteracdo da
microbiota bucal ocasionada pelo desequilibrio da resposta imunoinflamatéria pode
levar ao aparecimento de espécies microbianas oportunistas (2).

Ademais, as doencas periodontais apresentam fatores de risco para doencas
sisttmicas por apresentarem grande diversidade bacteriana e depdsitos de
periodontopatdégenos, podendo ocasionar a disseminacdo sistémica desses
microrganismos (3, 4), representados principalmente por Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Haemophilus influenza e
Pseudomonas aeruginosa (5, 6).

Evidéncias demonstram a importancia da remocédo do biofilme oral para a
prevencao das infec¢des do trato respiratorio inferior (5, 7-10), sendo, as principais
formas as intervencdes mecanicas e quimicas, incluindo a escovacao e o uso de
antissépticos orais (5, 9). Com relacdo a remocao quimica, a clorexidina (CHX)
apresenta-se como um antisséptico consolidado e coadjuvante a terapia periodontal
mecanica (11). Contudo, a CHX apresenta efeitos colaterais quando associada ao
uso prolongado, tais como: ardéncia bucal, manchamento de dentes, aumento da
guantidade de calculo dentério e perda do paladar (12, 13).

Diante das principais doencas multidrogas-resistentes em pacientes
imunocomprometidos, a P. aeruginosa pode estar relacionada a pneumonia
nosocomial, que por sua vez, pode ser considerada uma importante doenca
infecciosa no contexto hospitalar e estar diretamente correlacionada ao aumento da
mortalidade e custos hospitalares, apresentando relacdo direta com o0s
microrganismos orais e com as doencas periodontais (14-16).

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) tém sido propostos como uma
abordagem alternativa ao tratamento de infeccfes e controle do biofilme dental, com
0 intuito de evitar a resisténcia microbiana (17) e neste contexto, os efeitos adversos
do uso da clorexidina.

A formulacdo da CHX com outras substancias ja foi testada como o

monofluorfosfato de sédio e o lauril sulfato de sddio que além de reduzirem a acao
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da CHX, em razdo da atracdo idnica por anions e cations, ndo colaboram para a
reducdo da sua capacidade citotdéxica (18). Assim, o presente estudo teve por
objetivo avaliar in vitro a capacidade antimicrobiana, citotoxica e imunomodulatéria
do peptideo synoeca-MP (SYN) e da CHX isolados e em sinergismo contra a
bactéria P. aeruginosa, além da capacidade inibitéria sobre células planctonicas e

biofilmes formados por P. aeruginosa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CAVIDADE ORAL

A cavidade oral é composta pelas estruturas dentarias envoltas por tecido
epitelial de recobrimento e suporte dos dentes, formados pelo periodonto de
protecdo, composto pela gengiva e mucosa alveolar (de revestimento), e periodonto
de sustentacdo, tais como: cemento, ligamento periodontal e osso alveolar. O
cemento consiste em parte integrante do complexo dentinario de sustentacao por
estar envolto a raiz dentaria e participar juntamente com o 0sso de suporte da
insercao das fibras do ligamento periodontal (19, 20). Neste contexto, o periodonto
pode sofrer alteracées morfologicas e funcionais ao longo da vida, tanto com relacao
a idade, quanto no que diz respeito as doencas causadas por microrganismos da
cavidade bucal, mais especificamente, os periodontopatdbgenos no contexto das
doencas periodontais (DPs) (21).

A mucosa oral pode ser classificada de acordo com a sua éarea de
recobrimento, sendo dividida em mucosa mastigatéria (gengiva e mucosa de
revestimento do palato duro), mucosa especializada (dorso da lingua) e mucosa oral
gue reveste o0 restante da cavidade oral (22). Frente ao exposto, para 0
entendimento das DPs faz-se necessario o conhecimento do estado de saude das
principais estruturas do periodonto (Figura 1), bem como o reconhecimento do
estado de saude dos tecidos de protecéo e sustentacdo dentarios.

O epitélio oral integro apresenta estruturas associadas a resposta imunoldgica
do organismo, como células inflamatoérias, células de Langerhans e ainda células do
tecido queratinizado, responsaveis pela manutencdo da integridade tecidual,
corroborando para a estabilidade e prote¢éo dos tecidos periodontais (23). Durante o
processo da doenca periodontal (DP), onde ha perda do tecido conjuntivo e osso de
suporte no que tange a periodontite, tais células apresentam um menor controle da
resposta imunoldgica, ou seja, ha falha no controle da doenca, e emergem dessa
forma episodios ciclicos de destruicdo (23, 24). Na gengivite, apesar das mudancgas

fenotipicas sutis, como inflamacdo e sangramento gengival, ndo ha perda dos
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tecidos de suporte, ainda que possam ser encontradas acentuadas alteragbes

histopatolégicas na rede de vasos sanguineos, capilares e circulacao linfatica (24).

B
gengivite

C
A

| ' , \ 4 doenca
saudavel /@\ , periodontal

Figura 1. Progressdo da doenca periodontal do estado de saude a inflamacado severa e perda dssea

(25). (A) Periodonto saudavel. Sem presenca de inflamacdo e/ou perda 6ssea. (B) Gengivite.
Presenca de inflamac&o sem a perda das estruturas de suporte. (C) Doenca periodontal. Presenca de

destruicdo dos tecidos periodontais de suporte.

2.2 DOENCAS PERIODONTAIS

A DP apresenta um conjunto de condi¢cfes inflamatérias e multifatoriais que
guando grave e avancada afeta diretamente os tecidos de sustentacdo do dente.
Apresenta-se como uma das condi¢cfes patoldégicas mais comuns da cavidade oral
associada ao biofilme dento-bacteriano, sendo a principal causa da perda de dentes.
Além disso, a DP também ocupa o sexto lugar no Ranking das doencas globais,
afetando 11% da populacdo mundial (1, 26).

O processo que envolve a interagdo multifatorial entre hospedeiro,
microrganismo e moderadores ambientais representa um novo modelo de
patogénese para 0S mais recentes avan¢os no campo da pesquisa das (DPs). Sabe-
se que a DP tem inicio com a colonizacdo por uma microbiota comensal que pode
tornar-se dishiética, e ndo por um complexo bacteriano seleto (27).

Atualmente, dois importantes tipos de periodontite sdo reconhecidos:

periodontite cronica (PC) e periodontite agressiva (Pag), terminologias empregadas
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pela Classificagcado Atual das DPs (Academia Americana de Periodontia, AAP, 1999)
(28, 29). A PC com maior prevaléncia em adultos (29), podendo apresentar
compatibilidade entre gravidade da destruicdo Ossea e quantidade do biofilme
bacteriano dentario e célculo subgengival, além de taxa de progressdo moderada na
maioria dos casos. De outra forma, a Pag se caracteriza pela perda rapida de
insercdo clinica e osso alveolar. Sendo as suas principais caracteristicas a nao
contribuicdo de histéria médica, perda de insercao rapida e destruicdo Ossea e
agregacao familiar. Outros aspectos podem estar presentes, como a elevada
proporcao de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa). De acordo com a AAP,
o diagnéstico baseia-se em dados clinicos, radiograficos e historico do paciente (30).

Diante da combinacéo de fatores que corroboram para o desenvolvimento da
doenca, uma correta identificacdo da microbiota também se faz necessaria. Neste
sentido, pode-se destacar como principais microrganismos contribuintes nesse
processo, a Tannerella forsythia e Treponema denticola. Também, foi sugerido que
guantidades elevadas de Aa e Porphyromonas gingivalis (Pg) podem ser sugestivas
de DP generalizada e grave (31, 32). De acordo com estudos preliminares, as
bactérias Gram-positivas facultativas representam o0s tipos de microrganismos
comumente relacionados a saude periodontal e podem ser representadas
principalmente pelos géneros Streptococcus e Actinomyces (Streptococcus sanguis,
Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus gordonni, Actinomyces
viscosus, Actinomyces naeslundii (33, 34). A microbiota da gengivite compde-se por
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo a primeira representada por
bactérias, tais como: Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis, Actinomyces
viscosus, Actinomyces naeslundi, Peptostreptococcus micros e os Gram-negativos,
com predominancia de Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Veillonella
parvula, Haemofilos e Compilobacter spp (35, 36). No caso da periodontite, as
bactérias mais encontradas tém sido principalmente Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia, Treponema denticola (35, 36).

Como anteriormente citado, a DP relaciona-se aos fatores genéticos
(polimorfismos genéticos e fendtipo hiper-inflamatério), comportamentais,
ambientais, uso de medicamentos, todos favorecendo o estabelecimento da leséo
periodontal (2). Além dos fatores genéticos associados ao paciente, 0s aspectos
locais, como a variacdo da anatomia dental, também podem ser considerados

fatores de risco para o inicio do desenvolvimento da doenca. Sabe-se que o
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acumulo do biofilme pode ser considerado o fator etiolégico da DP que, quando nao
removido, se desenvolve junto a um sistema bacteriano tridimensional e simbidtico
em uma matriz de exopolissacarideos aderidos a superficie do esmalte (37, 38).
Essa organizacéo estrutural dificulta a resposta ao tratamento por antibiéticos, o que
se explica pelo fato de apresentarem aumento da resisténcia adaptativa de bactérias
do biofilme maduro aos agentes antimicrobianos (39). Evidéncias cientificas
demonstram que a concentracdo necessaria para que o antibiético sensibilize uma
bactéria no biofilme seria duzentos e cinquenta vezes maior do que as cepas
desenvolvidas de maneira planctonica (40).

Essa interacdo entre os diferentes tipos bacterianos com células e tecidos do
hospedeiro induz a liberacdo de citocinas e quimiocinas, tais como: interleucina (IL)-
1, fator de necrose tumoral (TNF)-a e interferon (IFN)-y, que exercem papel
importante na patogénese da DP. A partir da agédo de neutrofilos, células dendriticas,
macrofagos, linfocitos T e B e fibroblastos, temos como resultante o
dano progressivo aos tecidos periodontais de suporte e consequente formacao da
bolsa periodontal (41, 42). Neste processo, onde diversos fatores e microrganismos
conspiram para a progressao da doenca, o epitélio oral forma a barreira fisica,
composta principalmente pelos queratinécitos, responsaveis pela protecdo contra
microrganismos invasores. Ao mesmo tempo, os macréfagos liberam citocinas pro-
inflamatorias apos estimulo de proteinas bacterianas, como exemplo, IL-1a e TNF-q,
secretadas quando expostos aos antigenos, auxiliando na destruicdo dos tecidos
periodontais, sendo também responsaveis pela manutencdo da saude do tecido
periodontal (2, 43, 44). A IL-1, encontrada nos tecidos gengivais inflamados,
estimula a producédo de protocolageno fibroblastico e secrecdo de prostaglandina E»
(PGE2) (45), tendo o seu papel confirmado na reabsorcdo 0ssea em estudos que
comprovam a diminui¢do nos niveis desta citocina no fluido crevicular, em pacientes
com DP poés-tratamento (46). Ainda com relacdo ao processo de reabsorcéo, esta
atua de forma indireta, como estimulo a producao de prostaglandina e secrecéo de
metaloproteinases, cuja funcdo consiste em dissolver a matriz organica secretada
por osteoblastos, levando a perda é6ssea (47). Evidéncias demonstram a acéo
sinérgica da IL-1 com o TNF-a, auxiliando este ultimo também na capacidade de
adesdao dos leucécitos as células endoteliais (47-50).

Neste contexto, as células fagociticas, como o0s macrofagos, possuem

receptores de superficie que reconhecem a parede bacteriana e unem-se a ela (51).
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Tais células distinguem as células bacterianas e apoés identificd-las, secretam
quimiocinas sinalizadoras responsaveis por atrair fagécitos (52). Apresentam
propriedades como a mobilidade e producéo de citotoxicidade, promovendo a
comunicacgdo entre as células, e atuando sobre a diferenciagédo e crescimento das
mesmas (53). Os macrofagos podem ser do tipo M1, se ativados pela via
imunolégica classica, com fungbes bactericidas e inflamatérias, levando a producéo
de citocinas como, IL-1, TNF-a e 6xido nitrico (NO) (53, 54).

Ja4 os macréfagos do tipo M2 podem ser ativados pela via imunolégica
alternativa, que ocorre quando o macréfago esta exposto as citocinas, tais como IL-
10, agindo como contribuinte para a supressdo da inflamagéo, e tendo como
principal caracteristica o fato de serem imunomodulatérios, os quais contribuem
especialmente para a expulsdo do patégeno do local da agressao (55). Também
estdo envolvidas no processo da patogénese da DP outras citocinas relacionadas a
resposta imunoldgica mediada por linfocitos do tipo Th2, como a IL-10, que participa
como citocina anti-inflamatéria neste processo (56). Estudo pregresso com a IL-10
demonstrou que esta citocina pode estar relacionada com a protecédo do periodonto,
guando camundongos apresentaram maior susceptibilidade a reabsor¢cdo 0ssea na
auséncia da molécula signal transducer and activator of transcription (STAT3),
diretamente envolvida na sinalizacdo desta citocina (57). Do mesmo modo, a
resposta imunologica exacerbada, baseada na interacdo bactéria-hospedeiro, pode
ser explicada como a razao para a destruicdo dos tecidos periodontais na tentativa
do controle da infecgéo (58).

No contexto da destruicdo dos tecidos Osseos, o fator estimulante de
macrofagos (GM-CSF) se apresenta como uma das citocinas protagonistas do
sistema receptor ativador do fator nuclear Kappa B (RANK), presente na superficie
dos osteoclastos, seu ligante (RANKL), expresso na superficie dos osteoblastos,
linfocitos B e T e entre outras células, e da osteoprotegerina (OPG), que antagoniza
os efeitos do RANKL, prevenindo a destruicdo Ossea, expressa como citocina
efetora final no processo de regulacdo da formacdo osteoclastica e na reabsorcao
O0ssea (Figura 2) (59, 60). Através da inducdo da expressdao do RANKL pelos
microrganismos, as células T ativam o0s osteoclastos através da ligacdo com o
receptor RANK, o que induz a diferenciacdo e ativacdo de precursores de
osteoclastos em células maduras (61). Por meio deste processo, as células B

também podem produzir RANKL, além de outras citocinas, como TNF-q,
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aumentando a atuacdo dos osteoclastos no processo de reabsorcdo 6ssea na DP
(62). Em contrapartida, a OPG, considerada protetora 0ssea, apresenta a mesma
conformagcdo do RANKL, se ligando ao RANK e, desta forma, impedindo a
destruicdo Ossea através da inibicdo dos osteoclastos (61) e inducdo da apoptose
em células osteoclasticas (63). Deste modo, estudos tém demonstrado que hd um
aumento da expressdo do RANKL e diminuicdo da OPG em pacientes com
periodontite, independentemente do tipo de DP (64).

biofilme

rank/ranki/OPG

receptor alivador
do fator ndglear
kappa

Figura 2. Algumas citocinas participantes do processo da resposta imunolégica na doenca periodontal
(25). Presentes no quadro vermelho as citocinas que ativam e no quadro amarelo a citocina que inibe

0 processo de reabsorcao dssea.

Dentre as citocinas envolvidas no processo de saude e DP, a proteina
guimiotatica de mondcito-1 (MCP-1) pode desempenhar papel importante na
sinalizacdo e migracdo de neutrofilos e mondcitos para a area de inflamacéao.
Estudos anteriores sugeriram que a MCP-1 pode estar relacionada ao grau de
inflamacédo, tendo uma maior expressao no fluido gengival em doencas agressivas
guando comparados aos individuos saudaveis (65). Com relagédo ao IFN-y, embora
se mostre como uma citocina pro-inflamatéria, demonstrou atividade
imunomodulatéria multidirecional com funcéo de ativacéo ou inibicdo da reabsorcao
o0ssea na DP (66). O IFN-y pode ser produzido pelas células Thl na leséo
inflamatoria inicial, desempenhando importante papel na limitacdo da infeccéo,

aumento da atividade de fagocitose dos macrofagos e dos neutréfilos (67).
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Com relagéo ao NO, os estimulos inflamatérios da DP tornam-se capazes de
induzir a formacao de NO, havendo indicios de que o mesmo tem papel fundamental
na progressao da DP, sendo um importante biomarcador para a periodontite e um
contribuinte para o diagnostico inicial da doenca, tal descoberta possibilita a
prevencdo precoce dos danos ainda em periodo inicial da doenca (68). O NO
participa do grupo de radicais livres envolvidos em diversas fun¢des no organismo,
como homeostasia, resposta imunoldgica, neurotransmisséo e a vasodilatacdo como
a sua principal funcdo (69). Também pode ser estimulado por lipopolissacarideos
(LPS) bacterianos. Ressalta-se que foi observado um aumento de sua concentragao
em pacientes com DP, sendo efetivamente maior quando comparado a pacientes
saudaveis ou com gengivite (70).

Com relacdo ao aspeto clinico de saude periodontal, este pode ser
caracterizado pela coloragéo rosa palido da gengiva, anatomia gengival com aspecto
de normalidade e auséncia de sangramento (44), aspectos estes relevantes para a
identificac&o do processo saude-doenca. Apos a alteracdo do estado de saude, tem-
se inicio o estabelecimento da inflamagcdo com o quadro clinico de gengivite. Este
caracteriza-se por uma inflamacdo dos tecidos periodontais de protecdo, sem
contudo apresentar perda de tecido 0sseo, caracterizada pelo sangramento, edema,
rubor e alteracdo do fendtipo gengival. A evolucdo do quadro de gengivite, ocorre
com o estabelecimento da periodontite. Neste quadro, observa-se a perda gradual
das estruturas que sustentam o dente no alvéolo, como 0sso alveolar e perda de
insercao de fibras do tecido conjuntivo gengival e ligamento periodontal (44).

Sabe-se que na condicdo de imunossupressdao do hospedeiro, a P.
aeruginosa esta envolvida (71). Esta bactéria pode ser oriunda do solo, comumente
encontrada em ambientes hospitalares, em superficie de alimentos, banheiros,
equipamentos de suporte respiratério, dialise e ainda em liquidos desinfetantes e
agua (71, 72). A P. aeruginosa possivelmente apresenta intima relacdo com o
microbioma do biofilme dental, tendo em vista que como supracitado em condi¢des
de imunossupressao do hospedeiro, coloniza a cavidade oral e passa a integrar a
comunidade do biofilme oral (73).

Neste caso, se 0 paciente apresentar comprometimento da funcéo respiratoria
com importante reducéo da frequéncia, recursos como a entubacao orotraqueal faz-
se necessaria (74). Nesta condicdo, o tubo para ventilagdo mecéanica torna-se um

aparato susceptivel ao crescimento e colonizacdo de bactérias com formacédo de
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biofilme, o que agrava o risco de broncoaspiracdo de patdgenos para o trato
respiratério inferior (74, 75). Nesses termos, diante do quadro de colonizagcdo de
periodontopatégenos, essa circunstancia pode debilitar ainda mais a condigcdo
sistémica do paciente e influenciar nas infec¢bes respiratérias como a pneumonia
nosocomial (76).

Nesse sentido, estudos anteriores de identificacdo molecular da secrecao
brénquica dos tubos orotraqueais, verificaram que a colonizagao precoce ocorre com
diversas espécies bacterianas em até 3 dias de vida nas vias aéreas de recém-
nascidos (77). Correlato a esses, outra pesquisa avaliou as secrecdes advindas do
tubo orotraqueal de pacientes criticos em 48 h até 7 dias com achados bacterianos
semelhantes, estabelecendo em ambos uma forte evidéncia da relacdo dos
microrganismos do biofilme do tubo orotraqueal com as pneumonias do trato
respiratorio inferior (78). No que diz respeito a essas evidéncias, as bactérias e
fungos das culturas de secrecdo brénquica mais encontrados, além da P.
aeruginosa, foram: Candida albicans, S. aureos, Staphylococcus epidermidis,
Acinetobacter baumannii, Candida tropicalis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
warneri, Escherichia coli, entre outras (77, 78).

Evidéncias indicam que o tubo orotraqueal por si s6 pode representar uma
superficie propicia para adesdo e colonizacdo bacteriana, possibilitando uma
broncoaspiracdo desses microrganismos posteriormente, sendo as bactérias da
cavidade bucal as mais encontradas nos equipamentos de ventilacédo (6). Do mesmo
modo, pacientes traqueostomizados podem apresentar alteracdes nas condi¢des
bucais, tais como: xerostomia, disfagia, inflamacdo gengival e lingual, sialorréia,
aumento da saburra lingual, aumento do célculo dentario, candidiase, dentre outros
(79). Além das alteracbes bucais, pacientes criticos internados em Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) podem ser mais vulneraveis as infecgcdes hospitalares por
estarem sujeitos a procedimentos invasivos, como cirurgias complexas,
administracdo de drogas imunossupressoras e antibiéticos de amplo espectro de
rotina, apresentando-se portanto, como porta de entrada para bactérias resistentes
(80).

As bactérias mais comumente encontradas na cavidade oral de pacientes
hospitalizados podem ser a P. aeruginosa, Klebsiella, S. aureus e Acinetobacter,
sendo responsaveis pela rapida colonizacdo do microbioma oral durante o uso da

ventilacdo mecanica e podem disseminar-se subsequentemente para o pulméao (74,
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81, 82). Dentre estas, a P. aeruginosa esta entre os patdégenos do trato respiratorio
mais frequentemente encontrados no biofilme da cavidade bucal, responsavel pela
colonizacdo das estruturas dentéarias, tecidos bucais e também equipamentos para
ventilagdo orotraqueal (83), sendo, por esta razao, objeto do presente estudo.

2.3 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

A P. aeruginosa consiste em um bacilo Gram-negativo, aerdbico, nao
formador de esporos, pertencente a classe das gammaproteobactérias, da familia
das Pseudomonadaceae, sendo mdvel devido a presenca de flagelos. Esta bactéria
pode ser originaria do solo e se apresenta como patdgeno oportunista em situacdes
de comprometimento imunolégico do hospedeiro (84). Pode ser encontrada com
facilidade em superficies inanimadas, sendo uma importante via de transmissao por
contato (Figura 3) (83, 85).

Biofilme com P. aeruginosa

Colonizacdo do solo
com P. aeruginosa

Colonizacdo dos pulmoes
com P. aeruginosa

Figura 3. Ciclo da Pseudomonas aeruginosa. Demonstrando a fase no ambiente originério (solo), sua
participacdo na colonizacdo no biofilme bucal em pacientes imunossuprimidos e hospitalizados em

UTI, até sua chegada ao pulméo, culminando na pneumonia nosocomial.
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A adeséo e colonizagdo do biofilme pode ocorrer nas superficies inanimadas
através de moléculas ligantes presentes nas fimbrias (lecitinas ligadoras de maltose
e lecitinas ligadoras de galactose), localizadas na superficie bacteriana. Essas
moléculas se ligam a receptores presentes, principalmente, nas células
mucocutaneas do hospedeiro, desencadeando o processo infeccioso em casos de
comprometimento da imunidade (86). A P. aeruginosa também produz pigmentos
fluorescentes e sollveis em agua como a piocianina e a pioverdina, sendo a
piocianina produzida por mais da metade dos isolados clinicos, de cor azul ou verde
em pH neutro ou alcalino, dando a origem ao nome aeruginosa (87).

Os fatores de viruléncia estdo associados a adesdo, colonizagdo, invasao
local e disseminacdo sistémica da doenca. Dentre esses, podemos citar 0s
estruturais, tais como as fimbrias, responsaveis pela aderéncia bacteriana a célula
epitelial do hospedeiro. Ressalta-se, também, a producdo de neuraminidase,
responsavel por fatores que impedem a adesdao, por exemplo, do acido sialico (88).
O alginato promove a inibicdo da ligacdo a anticorpos, a fagocitose bacteriana e a
apoptose em leucécitos polimorfonucleares; além da P. aeruginosa, também produz
toxinas e enzimas inativadoras de aminoglicosideos, classe de antimicrobianos
utilizados no combate a infeccbes graves, (6-fosfotransferase, 3-fosfotransferase, 2-
adeniltranseferase) e as B-lactamases das classes A e C. A toxina A, secretada pela
P. aeruginosa, promove a necrose tecidual ocasionada pela interrup¢cdo da sintese
proteica celular (89).

As principais bactérias vinculadas a pneumonia nosocomial também podem
apresentar elevado grau de resisténcia aos antibidticos, em especial o0s
carbapenémicos, com a P. aeruginosa apresentando 41% de resisténcia, E. Coli de
11,9%, e Enterobacter spp de 21%, fato que relaciona a P. aeruginosa com 40% de
Obitos em UTI (90, 91).

Em relacdo a resisténcia bacteriana, esta refere-se a uma resposta natural
dos microrganismos a uma pressao seletiva, ou seja, uma condicdo desfavoravel
gue elimina as cepas sensiveis até que restem apenas as cepas resistentes, que se
multiplicam e se tornam a maioria (92, 93). Evidéncias cientificas demonstraram que
o volume da droga pode ser um fator de influéncia para essa pressao seletiva, tendo
em vista que para ser eficaz, o antibiético deve atingir a sua concentracao inibitoria
minima (MIC), o que implica em penetrar nas regiées mais profundas do biofilme.

Caso isso néo ocorra, o antimicrobiano apresenta sua efetividade reduzida contra o
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biofilme, com resisténcia 1000 a 1500 vezes maior do que em microrganismos

isolados, favorecendo o desenvolvimento de cepas resistentes (92, 94).

2.4 TRATAMENTO PERIODONTAL

O tratamento periodontal mecéanico ou terapia periodontal basica preconizado
como padrdo ouro na periodontia baseia-se na remo¢do mecéanica dos depdsitos
calcificados (calculos e biofilme dentario), implicando na remo¢do manual ou
ultrassénica do calculo, com o intuito de desorganizar o biofilme dento-bacteriano a
fim de remover os periodontopatdgenos da superficie dentaria, promovendo assim, a
remocao do fator etiologico principal da DP (95). Evidéncias demonstraram a
correlacdo da terapia mecéanica e quimica para o tratamento da DP, utilizando para
esse fim a CHX como principal veiculo para a remoc¢édo quimica do biofilme bucal
(96, 97).

Outros antissépticos bucais também podem ser utilizados com o propdésito de
auxiliarem na higiene bucal, como o cloreto de cetilpiridineo, triclosan e 6leos

essenciais, sem contudo apresentarem eficacia superior a CHX (98) (Tabela 1).

Tabela 1 — Principais antissépticos bucais utilizados na odontologia

Antisséptico Funcéo Mecanismo de acao Referéncias

Clorexidina Antimicrobiano Alteracdo da estrutura da (81, 99, 100)
membrana celular com
consequente desequilibrio
osmotico da célula.
Cloreto de Antimicrobiano Ligagdes catibnicas. Aumento da (101-103)
cetilpiridineo permeabilidade da parede
celular, favorecendo a lise e
diminuindo a habilidade da
bactéria em se aderir a superficie

dentéria.
Triclosan Antimicrobiano/  Desorganizacdo da membrana (104-106)
antifungico celular e inibicdo inespecifica de
enzimas da membrana.
Oleos essenciais Antimicrobiano Alteracdo da parede celular (104, 107,
bacteriana. 108)

Para pacientes hospitalizados e em condicbes precéarias de higiene bucal,
com imunossupressao, utiliza-se como procedimento padrao a CHX a 0,12% para o

controle do biofilme bucal. Em relagdo aos demais colutérios bucais utilizados para
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este fim (Tabela 1), a CHX também pode ser utilizada para a remocdo dos
microrganismos responsaveis pela colonizacdo dos equipamentos de ventilacdo
mecéanica (109, 110). O controle quimico da higienizacdo bucal costuma ser
realizado quando existe a impossibilidade de higienizagdo mecanica tradicional,
ocasionada pela presenca de equipamentos de ventilagéo, dificuldade motora, ou,
por vezes, pelo estado inconsciente do paciente sob sedacéo (111).

O controle do biofilme dento-bacteriano auxilia na prevencéo de infecgdes do
trato respiratorio baixo, prevenindo a aspiragdo dos microrganismos aderidos ao
biofilme, evitando assim que bactérias oriundas sejam aspiradas e causem infeccdes
(74). Estudos pregressos demonstram o sucesso no controle do biofilme dentério
com o uso da CHX, bem como a diminuicdo da ocorréncia da pneumonia
nosocomial em ambientes hospitalares em até 40% (112, 113). Além disso, a
literatura demonstra que o uso da ventilagdo mecanica em pacientes em UTI
prolonga, em média, de 5 a 9 dias o tempo de internacdo (114) e,
consequentemente, leva ao aumento dos custos hospitalares diretos com a infecgcao
nosocomial nos Estados Unidos de US$ 4,5 bilhdes por ano (115). Também
apresentam um acréscimo da colonizacdo de patdégenos respiratorios no biofilme,
levando a uma maior resisténcia desses microrganismos quando comparados as
bactérias planctbnicas (8, 82).

Em razdo da necessidade do uso prolongado da CHX, diversos efeitos
colaterais podem ser observados, dentre eles, o aumento do calculo supragengival,
perda do paladar, escurecimento dos dentes, xerostomia, queimaduras em tecido
mole e tumefacdes em labios e glandulas (116-118), reacfes estas que interferem

diretamente na qualidade de vida do paciente.

2.5 DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA (CHX)

No que concerne ao controle do biofilme dental, fator etiolégico das doencas
periodontais, a CHX tem sido o antisséptico consolidado e largamente utilizado para
este fim (99, 100). Desde a sua descoberta por cientistas que buscavam um agente
antimalaria na década de 40, apenas comecou a ser utilizado na area médica em
1954, como antisséptico de largo espectro, e seu uso consolidado na odontologia no
ano de 1976 (119).
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Bisbiguanida cationica, de base forte, a CHX apresenta-se como um
antisséptico oral, de amplo espectro, acdo antimicrobiana e inibidor da formacéo de
biofilme dentario, sendo considerado o0 padrdo-ouro na sua geracdo dos
antissépticos locais (81). Possui efetividade como agente bacteriostatico,
estimulando a liberacdo de substancias de baixo peso molecular, e bactericida,
causando a coagulacdo do conteudo citoplasmatico (99, 100).

Também pode apresentar acdo inespecifica, afetando igualmente células
sadias do hospedeiro. Além de acometer diretamente a atividade dos macro6fagos,
afeta a membrana plasmatica eucarittica por ligacao eletrostatica ndo especifica as
porcBes negativas dos componentes de proteina e fosfolipidio, suscitando na
alteracdo da estrutura da membrana celular e no consequente desequilibrio
osmotico da célula (120). Além disso, também pode ser observada consequente
liberagdo de citocinas, radicais inorganicos reativos, intermediarios reativos de
oxigénio, intermediarios reativos de nitrogénio, além de peréxido de hidrogénio
(H202) e o NO, importantes na sinalizagdo celular. Essas substancias agem como
moléculas efetoras para a resposta microbicida e citotoxica dos macréfagos (120,
121). Evidéncias demonstram que a CHX, utilizada em uma concentracédo 100 vezes
inferior a utilizada clinicamente, se mostrou toxica para os macréfagos in vitro (122).

Nesse sentido, admite-se que a molécula catidnica da CHX seja rapidamente
atraida pela carga negativa da superficie bacteriana, alterando as estruturas da
superficie e, com isso, sendo adsorvida a membrana celular por interacdes
eletrostaticas através de ligacdes hidrofébicas ou por pontes de hidrogénio (123).

A substantividade da CHX consiste na sua capacidade de permanecer
aderida a superficie dentaria por aproximadamente 12 h, e refere-se a capacidade
de ligacdo aos grupos carboxilicos da mucina presente na saliva, sendo
constantemente liberada (41). Apresenta assim, capacidade bactericida inicial logo
apos o uso em combinacdo com a acdo bacteriostatica prolongada (124).

Mesmo apresentando diversos beneficios, associam-se a CHX importantes
efeitos adversos sobre a sua utilizacdo, especialmente relacionados ao uso
prolongado (116, 118, 125). Em raras ocorréncias, também é possivel observar
ulceracdo na mucosa, tumefacdes reversiveis em labios e glandulas parétidas,
urticéria, lesbes descamativas e choque anafilatico (117, 126, 127).

Por exemplo, as alteracbes que promovem a mudanca de cor do elemento

dentario justificam-se pela capacidade da CHX em desnaturar proteinas, formar
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sulfito férrico e estanhoso e ainda a associacdo de corantes da dieta que reagem
com a CHX, formando elementos corados (128).

O digluconato de CHX representa um antisséptico versatil no que diz respeito
a sua utilizacdo, principalmente nas areas de cirurgia, endodontia, protese e
periodontia. O controle da infeccdo cruzada e da biosseguranca torna-se
imprescindivel na conduta da pratica clinica odontologica. A CHX deve ser usada
como complementar aos procedimentos cirdrgicos e laboratoriais, de maneira que
possa ser uma alternativa na prevencao da colonizacao do biofilme bucal, no que se
refere ao tratamento de infeccdes bucais e também na reducdo de microrganismos
contidos no biofilme e em aerossois nos tratamentos periodontais (123, 129).

Nos procedimentos cirargicos e periodontia, a utilizacdo da CHX tem o
proposito de diminuir a bacteremia local, inibir o crescimento bacteriano pos-
cirargico e minimizar complicacdes pos-operatérias (130, 131). Na confeccdo das
préteses dentarias, o grande viés consiste nas infec¢cdes cruzadas de bactérias
incorporadas aos hidrocoloides irreversiveis, sendo indicada a utilizagdo da CHX
para reducéo do biofilme e manutencéo da condi¢cdo de saude da mucosa oral (132,
133). Também possui indicacdes para a utilizacdo na endodontia, como medicacao
intracanal ou para irrigacdo quimica do sistema de canais radiculares como

antimicrobiano de largo espectro (134, 135).

2.5.1 Clorexidina e sua Utilizacdo nas Doencas Periodontais

Em referéncia a remocédo e controle do biofilme bacteriano, a terapia de
primeira escolha para o tratamento periodontal da-se pela instrumentacdo mecanica
por meio da raspagem e alisamento radicular (RAR). No entanto, o alcance do
instrumento utilizado para a RAR em bolsas periodontais profundas ou areas com
defeitos de furca se torna prejudicado onde a remocdo completa de depdésitos de
célculos e biofilme encontra-se dificultada (136).

Muitas vezes o0 alcance do sucesso na terapia mecanica periodontal ou
terapia ativa pode ndo ser visto em uma U(nica sessdo e sessdes de
reinstrumentacao, procedimentos cirdrgicos, associacées de terapias coadjuvantes

como o controle quimico da formacao do biofilme dentario podem ser necessarios.
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Além disso, a CHX pode ser utilizada antes de procedimentos cirdrgicos
periodontais e apds essas intervencgdes para prevencao de bacteremia pos-cirdrgica
em pacientes que apresentam dificuldade de higienizacdo. No entanto,
concentracfes de 0,12% podem ser utilizadas para tratamento de uso diario por
tempo determinado (110).

Mediante o exposto, as evidéncias demonstraram que 0S enxaguatorios
bucais apresentam-se como uma opc¢ao adjuvante para a RAR na terapia mecanica
e também como complementares a remocdo de microrganismos da DP em lingua,
mucosa jugal, tonsilas e epitélio oral (137, 138) (139). No entanto, sabe-se que a
eficacia do tratamento periodontal esta bem estabelecida com relagédo ao controle da
inflamacéo e cicatrizacdo dos tecidos periodontais por meio do restabelecimento da
homeostasia e recolonizacdo de bactérias comensais, contudo, terapias para o
controle da perda 0ssea ainda nao sao elucidativas para os periodos episédicos de
destruicéo tecidual da DP (140).

2.6  PNEUMONIA NOSOCOMIAL E AS DOENCAS PERIODONTAIS

Sabe-se que pacientes internados em UTI, sujeitos a baixa imunidade, podem
apresentar infeccfes do trato respiratorio baixo, na maioria das vezes causadas por
pneumonia nosocomial, responsavel por até 50% das mortes em ambiente de UTI, e
por isso um problema mundial de saude publica (141-143). A pneumonia associada
a ventilacdo, um subtipo da pneumonia nosocomial, define-se como uma infeccao do
trato respiratorio inferior, diagnosticada 48 h apés a instalacdo do tubo orotraqueal
(144, 145). A este respeito, entende-se que a fisiopatologia da pneumonia
nosocomial se inicia com a migracdo das bactérias orais para o trato respiratorio
inferior. Neste sentido, o controle com enxaguatoérios bucais, tais como a CHX,
apresenta-se como medida preventiva as infeccdes desta regido (74).

Do mesmo modo, a remocdo e o controle do biofilme bacteriano bucal da
cavidade oral e dos equipamentos de suporte respiratdrio auxiliam no controle de
infeccBes por pneumonia nosocomial em ambientes hospitalares (146). Diante da
exigéncia de um ambiente de bacteremia controlado em UTI’s, e, portanto, do
controle de microrganismos bucais que colonizam o Dbiofilme e que

concomitantemente podem ser aspirados, a utilizacdo de antissépticos como
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auxiliares a higiene bucal faz-se necessario para o controle quimico do biofilme
(129).

Embora alguns estudos tenham demonstrado ndo haver diferenga do controle
qguimico sobre o mecéanico, a remocdo quimica pode ser realizada como adjuvante
na remocdo do biofilme aderido as superficies dos equipamentos de suporte
respiratério, a fim de reduzir o tempo de ventilagdo mecanica e a incidéncia de
pneumonia nosocomial, com consequente reducdo do tempo de internagcdo em UTI
(97, 147).

Nesta perspectiva, a CHX estabelece-se como o antisséptico que oferece
maior eficdcia na atualidade, por apresentar maior acao bactericida e retencdo da
substancia ativa (substantividade) por até 12 h na superficie dentéria (124), sendo o
tratamento de elei¢cdo para o controle do biofilme bucal. Ainda que estipulado como
padrdo ouro no que concerne aos enxaguatérios bucais, a CHX deve ser utilizada
com cautela por apresentar efeitos colaterais quando em uso prolongado, como
desconforto e reagdes adversas aos componentes da formula (117).

Neste contexto, ha consenso em que a relacdo entre DPs e doencas e
condicles sistémicas, demonstra a relacdo positiva entre o controle satisfatorio da
higiene oral e a prevencdo dos casos de pneumonia nosocomial (148).
Adicionalmente, intervencdes para a remoc¢ao do biofilme bucal, incluindo cuidados
profissionais e aplicacdo de antissépticos topicos ou antimicrobianos reduziram em
até 83% a incidéncia de pneumonia nosocomial em pacientes hospitalizados (149,
150).

Nesta mesma perspectiva, evidéncias demonstraram que o uso da CHX a 2%
reduziu substancialmente o0 risco para a pneumonia associada a ventilacdo
orotraqueal ao passo que concentracdes inferiores ndo foram significativas para a

prevencao de qualquer tipo de pneumonia (110).

2.7 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) apresentam-se como biomoléculas de

baixo peso e integrantes do sistema de defesa do hospedeiro com extensa

capacidade imunomodulatéria e inibit6ria contra bactérias, virus e fungos (118).
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A utilizacdo de PAMs pode contribuir de forma significativa para a ampliagao
das possibilidades do tratamento das doencas periodontais. Suas propriedades e
mecanismos de acgdo promovem uma relagdo reduzida no estabelecimento de
resisténcia bacteriana, visto que atuam mediante mecanismos de destruicdo da
membrana celular, agindo principalmente sobre estruturas lipidicas (17). Podem ser
encontrados mais de 1000 tipos de peptideos que ocorrem como produto da
resposta imunoldgica inata do organismo e classificam-se em a hélice, folha-B e
estendidos (151).

Na cavidade oral, identifica-se pelo menos 45 peptideos antimicrobianos
(Tabela 2), incluindo na saliva e fluido gengival, agrupados nas trés classificacoes:
histatinas, defensinas e catelecidinas (152). Parte desses peptideos esta presente
na saliva, fluido crevicular, mucosa e glandulas. Estes também podem ser
reforcados pelas agdes inflamatorias da mucosa, tornando-se uma eficiente rede de
defesa do hospedeiro quando sensibilizados por estimulos bacterianos (153). Estes
estimulos iniciais acontecem quando a carga positiva do peptideo interage com a
carga negativa da parede bacteriana (154). Neste sentido, os peptideos catibnicos
adsorvem através de forcas eletrostaticas na membrana celular bacteriana
carregada negativamente, levando a sua agregacdo a bicamada lipidica e,
consequentemente, a formacéo de canais iGnicos, poros, vazamentos e rupturas nas

membranas (155).
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Peptideo Local encontrado Funcéo Referéncia
Defensinas Saliva: granulécitos de Atividades antibacteriana, (153, 154,
aef neutrofilos, fluido antifingica, antiviral e 156)
(hBD1, hBD2, crevicular gengival e imunomoduladora. Inducéo de
hBD3, hBD4) células da mucosa. citocinas e quimiocinas para

células T e dendriticas
imaturas e células de
memoria.
Histatinas Saliva: secretadas pelas  Atividades antibacteriana, (153, 154,
1al2) glandulas parétida, antifingica, antiviral e 157-159)
sublingual e imunomoduladora.
submandibular.
Lactoferrina Saliva: granulécitos de Atividades antibacteriana, (153, 154,
neutrofilos e células antifingica, antiviral, 160)
epiteliais mucosas. imunomoduladora e
anticancerigena.
Sequestra o ferro dos
microrganismos, fundamental
para o crescimento bacteriano.
Inibe a adeséo epitelial
bacteriana através da ligacdo
as adesinas bacterianas
fimbriais.
Catelecidinas Neutréfilos e  fluido Atividades antibacteriana, (153-155,
(LL-37) crevicular. ativador e modulador 161, 162)
imunoldgico.
Ruptura da membrana
bacteriana, neutralizacédo de
LPS bacteriano.
Exerce papel na re-
epitelizacéo de feridas e
Ulceras.
Inibidor secretor  Saliva: queratinocitos da  Atividades antibacteriana, (153, 154,
de protease de mucosa oral e antifangica, antiviral 163-165)
leucocitos (ISPL)  granuldcitos de Ruptura da membrana
neutrofilos. bacteriana.
Adrenomedulina  Saliva e fluido crevicular. Atividades antibacteriana. (153, 166-
Ruptura da membrana 168)
bacteriana.

Formagdo anormal de septo
durante a divisdo celular,
inibindo 0] crescimento
bacteriano.

Clivagem proteolitica.

A LL-37 consiste na principal representante das catelecidinas humanas, com

a capacidade de neutralizacdo do LPS. Isto ocorre quando o peptideo adota uma

formagdo a-helicoidal anfipatica orientada paralelamente & membrana, apds o

contato inicial

com a bactéria,

com

o lado catibnico da hélice

ligado

eletrostaticamente aos grupos de cabeca negativamente carregados de fosfolipidios
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(169, 170). Estudo também aponta para o seu envolvimento no processo de
reabsorcdo 6ssea in vitro, evidenciado através da inibicdo da formacao de células
multinucleares e mononucleares positivas para a fosfatase acida resistente ao
tartarato (TRACP), biomarcador do metabolismo 6sseo, inibindo a diferenciacéo de
monaocitos em osteoclastos, células dsseas responsaveis pela reabsorcao (171).

Em virtude do importante efeito dos PAMs neste contexto, a hipotese de sua
utilizacéo pode contribuir de forma significativa para a ampliacdo das possibilidades
com relacdo ao tratamento das doencas periodontais. No entanto, até o presente
estudo, nenhuma patente contendo PAMs para esta finalidade foi encontrada no
Instituto Nacional de Propriedade Industrial Brasileiro (INPI) ou no Banco de
Patentes Americano, United States Patent and Trandemark Office (USPTO). A
despeito dos avancos realizados no desenvolvimento dos medicamentos utilizados
para a tentativa de tratamento da DP, observou-se pouco progresso no elaboragao
de novos farmacos e testes in vitro demonstram efeitos colaterais (172).

As propriedades e mecanismos de acdo dos PAMs promovem uma relacao
reduzida no estabelecimento de resisténcia bacteriana, visto que atuam mediante
mecanismos de destruicio da membrana celular, agindo principalmente sobre
estruturas lipidicas (17). Os mecanismos de acao dos PAMs descritos compreendem
a participacdo dessas moléculas na resposta imunologica inata e adquirida (acéo
imunomodulatéria, como a modulagéo das citocinas inflamatdrias e quimiocinas, tais
como atividades de: macréfagos, eosindfilos, neutrofilos, apoptose, quimiotaxia de
células inflamatorias com proliferacdo de macrofagos, neutrofilos, eosindfilos e
linfocitos B, como também a ativacdo e diferenciacdo de células dendriticas (60).
Com relacdo a sua atividade antimicrobiana, sabe-se que estes podem atuar no
rompimento da membrana celular de vérias formas, como: acdo de carpete, poro
toroidal, poro barrii e detergente (173). Os peptideos também limitam o
desenvolvimento de resisténcia, através da mudanca de carga e espessura
bacteriana (174). Ademais, alguns peptideos também podem se translocar para o
centro através da membrana bacteriana por meio do mecanismo de liberacdo de
fibras extracelulares de DNA, reagindo com elementos intracelulares e efetuando a
inibicdo da sintese de DNA/RNA e de proteinas (175, 176). Paralelamente, outros
peptideos induzem apoptose através do acumulo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e disfungéo mitocondrial (177).
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Neste sentido, os PAMs ja foram anteriormente testados em busca de um
efeito sinérgico (178, 179). O sinergismo pode ser testado através da formulacdo da
combinacdo de diferentes substancias, no intuito de potencializar a acdo das
mesmas, com diminuicdo das respectivas concentracfes. Além do sinergismo,
podem ser interpretados resultados aditivos, indiferentes e até antagbnicos, de
acordo com os dados avaliados em cada experimento (180). O peptideo LL-37
demonstrou sinergismo com os antibioticos tigeciclina, meropenem, moxifloxacina e
piperacilina em associagdo com tazobactam (178). A combinacdo de tratamentos
apresenta potencial na reducdo de cepas resistentes, reducdo da concentracéo
efetiva dos farmacos e seus efeitos colaterais (181, 182). Em adi¢cdo, o contexto da
administracdo medicamentosa deve ser estudado, de forma a direcionar a atividade
dos agentes antimicrobianos a cepas especificamente sensiveis (182). Em vista
disto, os peptideos antimicrobianos, em especial a synoeca-MP, surgem como
potenciais antimicrobianos frente ao surgimento de novas cepas bacterianas
resistentes aos antibioticos convencionais. Por esta raz&do, e por seu potencial
antimicrobiano anteriormente avaliado, foi eleito como o peptideo de escolha para os

nossos estudos.

2.7.1 Synoeca-MP (SYN)

A necessidade de defesa dos artrépodes propiciou o desenvolvimento das
glandulas de peconha, item que possui em sua composicdo uma variedade de
compostos, incluindo aminodacidos, neurotoxinas, peptideos e enzimas (183, 184).
Estudos previamente realizados foram capazes de isolar, a partir da peconha de
vespas, diversos peptideos bioativos, os quais vém sendo classificados por meio de
suas estruturas quimicas e atividades biolégicas, em especial, as acodes
antimicrobianas (185, 186). A peconha de vespas apresenta uma variedade de
peptideos de baixo peso molecular e proteinas com acfes diversas, apresentando
potencial contra bactérias resistentes a antibioticos convencionais (172, 187). A
efetividade se deve principalmente por apresentarem ampla acdo antimicrobiana,
além de grau variavel de inducdo de hemdlise em um dos peptideos testado,
Polybia-CP, com 78% de producdo de hemolisina em uma concentracéo de 10“4 M
(188).
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Originério da familia dos mastoparanos, a SYN apresenta mecanismos de
acdo que pode envolver a desestabilizacdo da membrana através da lise ou
interacdo com a proteina G, ocasionando prejuizo a sinalizacéo celular e causando a
morte por necrose ou apoptose das células tumorais (189). Outro peptideo da
mesma classe, 0 mastoparano-1, também apresentou atividade bactericida ao
minimizar a resposta imunoldgica dos macrofagos através da neutralizacdo dos
lipopolissacarideos das membranas de bactérias (190). Derivado da peconha da
vespa Synoeca surinama, um PAM que exibe bioatividade ligada a sua estrutura
guimica e bioldgica, apresentando acdo contra cepas Gram-positivas e negativas
(191). Este peptideo, oriundo do Campus da Universidade de Brasilia (UnB), possui
14 residuos de aminoacidos e demonstrou efetividade principalmente em bactérias
resistentes a antibioticoterapia, como S. aureus, E. coli e E. faecalis, entre outras,
com concentragéao inibitéria minima (MIC) de 1,24 yM a 17,8 uM (191). Tal peptideo
apresenta residuos basicos e hidrofobicos que influenciam a viabilidade celular
através da permeabilidade mitocondrial por meio de sua estrutura em hélice, capaz
de formar poros em membranas. Da mesma forma, 0s mastoparanos podem
contribuir para a liberacédo de histaminas por mastocitos, serotoninas de plaquetas,
catecolaminas de células de cromafinas e prolactina da glandula pituitaria anterior
(192).

Outro estudo testou com dados prévios, ainda nao publicados, a atividade
antimicrobiana da SYN contra as bactérias C. albicans (ATCC 10231), E. faecalis
(ATCC 19433) e S. aureus (ATCC 25923), apresentando MIC’s de 32, 8 e 8 ug.mL™,
respectivamente. O mesmo demonstrou citotoxicidade a partir de 64 pug.mL?, além
de néo interferéncia na producdo de NO por células RAW 264.7. A SYN também
apresentou indice terapéutico, risco baseado na razédo entre dose efetiva e dose
letal, acima do séxtuplo da sua dosagem efetiva (IT 5,8) (193). Portanto, por se tratar
de um peptideo de cadeia curta, com 14 residuos de aminoacidos, e por apresentar
efetividade significativa em sua atividade antimicrobiana e baixa citotoxicidade em
estudos prévios, a SYN foi eleita o peptideo de escolha para este estudo. Ainda que
existam poucos trabalhos na literatura a seu respeito, até o presente momento
nenhum destes relacionou a SYN a Pseudomonas aeruginosa, no contexto

periodontal.



43

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade antimicrobiana, citotoxica e imunomodulatéria do

peptideo SYN e da CHX isolados e em sinergismo contra a bactéria P. aeruginosa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a concentracdo inibitéria minima (MIC) e a concentracéo
bactericida minima (MBC) do peptideo SYN, da CHX e da gentamicina contra a
bactéria P. aeruginosa.

o Avaliar a inibicdo do biofilme e bactérias planctonicas de P. aeruginosa, em
diferentes concentracdes do peptideo SYN e da CHX.

o Avaliar a concentracao inibitoria minima da combinacédo do peptideo SYN e
da CHX contra a bactéria Pseudomonas aeruginosa.

o Avaliar a viabilidade celular em linhagens de macréfagos (RAW 264.7),
utilizando as concentragdes inibitérias minimas dos peptideos e da CHX e das
menores concentracdes sinérgicas do peptideo SYN com a CHX.

o Avaliar a producédo da quimiocina MCP-1 em linhagens de macréfagos (RAW
264.7) utilizando as concentragdes inibitérias minimas do peptideo e da CHX
isolados e das menores concentracfes sinérgicas do peptideo SYN com a CHX.

o Avaliar a producdo do fator estimulador de macréfagos GM-CSF em
linhagens de macrofagos (RAW 264.7) utilizando as concentracfes inibitorias
minimas do peptideo e da CHX isolados e das menores concentracdes sinérgicas do
peptideo SYN com a CHX.

. Avaliar a producdo dos mediadores inflamatérios IL-1a, TNF-a e NO, em
linhagens de macrofagos (RAW 264.7) utilizando as concentragfes inibitorias
minimas do peptideo e da CHX isolados e das menores concentragdes sinérgicas do
peptideo SYN com a CHX.
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o Avaliar a produgdo do mediador anti-inflamatoério IL-10 em linhagens de
macréfagos (RAW 264.7) utilizando as concentra¢des inibitérias minimas dos
peptideos e da CHX isolados e das menores concentracdes sinérgicas do peptideo
SYN com a CHX.
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4 METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente trabalho consistiu em um estudo experimental in vitro do potencial
do peptideo antimicrobiano (PAM) SYN frente a Pseudomonas aeruginosa no
contexto de infeccdo e comprometimento da resposta imunolégica. Os peptideos
foram avaliados quanto a capacidade imunomodulatéria, antimicrobiana e
antibiofiilme em associagcdo com a CHX, no intuito de reduzir as concentracdes
necessarias de uso da CHX para a inibicdo do crescimento microbiano, de maneira

a minimizar os efeitos colaterais ocasionados pelo seu uso frequente.

4.2 OBTENCAO DO PEPTIDEO SYNOECA-MP

Os peptideos utilizados foram a SYN, utilizado em ensaios antimicrobianos,
citotoxicos e imunomodulatérios e a LL-37, usado como controle para a comparagao
do peptideo SYN nos ensaios antimicrobianos (Tabela 3). Estes peptideos foram
sintetizados pela técnica FMoc, purificados (>95%), liofilizados e armazenados pela
AminoTech (SP). Para confirmar a massa molecular e a pureza, foi utilizada
espectrometria de massa Matrix Assisted Laser Desorption lonization at Time of
Flight (MALDI-ToF). Para a utilizacdo dos peptideos nos experimentos, 0S mesmos
foram pesados e o0 peso ajustado conforme seu grau de pureza (194). Para
realizacdo dos experimentos, os peptideos foram diluidos em agua ultrapura

autoclavada e armazenados em uma temperatura de - 20°C até o0 seu uso.
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Tabela 3 — Massa molecular e sequéncia dos peptideos synoeca-MP (SYN) e LL-37 (LL)

Massa
Peptideo Sequéncia molecular Referéncia
(Da)
iﬂygoeca' INWLKLGKKIIASL-HN2 15048  (191)
LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFRLNLVPRTES 449333  (195)

4.3 OBTENCAO DO DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA E GENTAMICINA

A clorexidina (digluconato de clorexidina 20%) foi manipulada na
concentracédo de 20% (Via Magistral, Brasilia, DF, Brasil). O veiculo utilizado para a
diluicAo foi a agua destilada estéril. A gentamicina (utilizada para controle
laboratorial nos ensaios antimicrobianos) foi obtida do laboratério Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA), sendo esta diluida em agua destilada estéril na concentracao de
10 mg.mL* (196).

4.4 MICRORGANISMOS E PREPARO DOS ANTIGENOS MICROBIANOS
MORTOS PELO CALOR

Durante os ensaios antimicrobianos foram utilizados o microrganismo P.
aeruginosa (ATCC 27853). Para os ensaios de resposta imunoldgica as culturas
foram estimuladas com antigenos de P. aeruginosa mortos pelo calor (HK-P.
aeruginosa). Os antigenos foram preparados a partir da P. aeruginosa, mesmo
microrganismo utilizado nos ensaios antimicrobianos. A preparacdo envolveu a
coleta de colénias recém repicadas que foram ressuspensas em tampdo PBS
(separadamente) e quantificadas por contagem em camara de Neubauer (densidade
1x10* UFC.mL"1), por D.O. Posteriormente, estes foram aquecidos a 120 °C, durante
50 min e armazenados a - 20 °C (197). A morte destes microrganismos foi
confirmada a partir de inoculacdo de uma aliquota de cada, em meio liquido e
incubacéo por mais de 24 h. Os antigenos foram testados em concentracdes de (10°
a 10® UFCs) previamente a execucdo dos ensaios de citotoxicidade e

imunomodulagéo. Este teste verificou a concentracdo de antigenos suficiente para
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estimular a linhagem de macrofagos RAW 264.7 por meio da produgdo de nitrito. Em
adicdo, também foi avaliada a viabilidade celular na presenca dessas diferentes
concentracbes de antigenos. Nesta situacdo, os antigenos foram capazes de
estimular a resposta das culturas na concentragdo de 1x10° UFC por pogo.

4.5 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIMICROBIANA DO PEPTIDEO
SYNOECA-MP E DA CLOREXIDINA

A concentracao inibitéria minima (MIC) e a concentracdo bactericida minima
(MBC) do peptideo SYN, da CHX e da combinacdo da SYN com a CHX foram
determinadas através do método de microdiluicdo e macrodiluicdo em caldo, de
acordo com a M7-A6 do National Comitee for clinical Laboratory Standards (198). Os
ensaios in vitro foram realizados contra a bactéria P. aeruginosa. Os experimentos
foram desenvolvidos com base no protocolo realizado de acordo com a
concentragdo bacteriana previamente determinada (194). As cepas bacterianas
foram plaqueadas em meio Mueller Hinton Agar (MHA, Sigma aldrich, EUA) a 37 °C,
por 18 h a 24 h. Foram selecionadas 3 col6nias bacterianas (réplica bioldgica) e
inoculadas em 5mL de MH broth (MHB) sob agitacéo (200 rpm) a 37°, por 12 h. As
leituras da D. O. foram realizadas a cada 30 minutos até se alcancar a absorbancia
de 0,3 a 600 nm. Nesta absorbéancia, foi considerada uma concentracdo de
5,02x10% UFC.mL* para P. aeruginosa. Seguindo este modelo, os pré-inéculos em
fase logaritmica foram diluidos em uma concentracdo de 2-5 x 108 UFCs.mL,
sendo esta concentracdo ja calculada para o volume total a ser utilizado nas
microplacas de 96 pocos. Os intervalos das concentracdes testadas foram de 0,625
a 32 yg.mL*para a SYN e as interagoes de CHX e SYN nas concentracdes de 4 até
0,125 pyg.mLe 8 até 0,25 yg.mL™?, respectivamente. Foram utilizados também trés
controles neste bioensaio: A) bactéria e meio de cultura (100% de crescimento
bacteriano), B) bactéria com gentamicina a 10 yg.mL! para P. aeruginosa e meio
MHB (100% de inibicdo do crescimento bacteriano) e C) meio de cultura sem
amostras e sem bactéria (branco). Os ensaios foram realizados em triplicatas
técnicas e biologicas em placas de 96 pocos (TPP, EUA). Apds, as placas foram
incubadas a 37°C em uma agitacdo média em leitor de microplacas (Bio-Tek Power

Wave HT, EUA) de 200 rpm, com leitura a cada 30 minutos, a 600 nm, durante 18
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horas. Para o MBC, foram plagqueados 10 yL de todas as concentracdes das
amostras testadas e inoculadas por microgota 10 uL em meio Mueller-Hinton agar
(MHA) para a confirmagéo da atividade bactericida ou bacteriostatica. Tanto o MIC,
guanto MBC foram analisados a partir da observagdo ou ndo do crescimento

bacteriano.

4.6 ENSAIO DE INIBICAO DE BIOFILME

A avaliagdo das bactérias planctbnicas e do biofilme foi baseada nas
concentracdes inibitérias minimas, com o acréscimo de concentracfes até duas
vezes acima do valor encontrado no MIC do peptideo SYN (32 ug.mL?) (199), ou
seja, concentragbes entre 128 a 1 yg.mL1. Essas mesmas concentragdes também
foram utilizadas para os controles gentamicina e CHX. As cepas bacterianas foram
plaqueadas em meio Mueller Hinton Agar (MHA, Sigma aldrich, EUA) a 37°C, por 18
h a 24 h. Inicialmente, foi selecionada 1 col6nia bacteriana isolada e inoculada em 3
mL de MH broth (MHB) (HiMedia, Pennsylvania, EUA), sob agitacdo (200 rpm) a 37°
por uma noite. O inéculo foi diluido em meio minimo BM2 [fosfato de potassio 62 mM
(VETEC, Duque de Caxias-RJ, Brasil), (NH4)2SO47 mM (VETEC, Duque de Caxias-
RJ, Brasil), MgSO4 2 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), FeSO4 10 uM
(VETEC, Duque de Caxias-RJ, Brasil) e glicose 0,5% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA)] (199) de modo que a concentracdo final alcancada fosse de 1/100 por poco.
Os controles utilizados foram a gentamicina (198), a bactéria (1/100) como controle
positivo e meio BM2 para controle negativo. O presente ensaio foi realizado em
triplicata técnica e biologica. Apos 24 h de incubacédo a 37°C em estufa foi realizada
a leitura das bactérias planctonicas em leitor de microplaca (Bio-Tek Power Wave
HT, EUA). Em seguida, o meio contendo bactérias plancténicas foi descartado e as
placas foram lavadas com agua destilada, por duas vezes. O sobrenadante foi
removido e 0 excesso de agua retirado vertendo vigorosamente as placas sobre
papel absorvente. Adicionou-se 100 L de cristal violeta 0,1% (VETEC, Duque de
Caxias-RJ, Brasil) diluido em oxalato de ambnia P.A. (Dinamica, Diadema-SP,
Brasil) em alcool 60% em cada poco e foram aguardados 20 minutos até o descarte
do mesmo. Lavou-se novamente por duas vezes em agua destilada com remocéo

do excesso de agua. Apds, foi adicionado alcool 60%, e as placas foram agitadas
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imediatamente por 20 segundos em leitor de microplacas e realizada a leitura em a
595 nm. Os resultados das bactérias plancténicas e do biofilme foram avaliados

guanto ao crescimento ou inibicdo bacteriana.

4.7 AVALIACAO DA INTERACAO SINERGICA DO PEPTIDEO SYNOECA-MP E
DA CLOREXIDINA

A concentracao inibitéria minima (MIC) e a concentracdo bactericida minima
(MBC) do peptideo SYN e da CHX foram individualmente testados contra a P.
aeruginosa, sendo avaliadas as interacdes de todas as concentracdes, a partir dos
MIC’s, utilizando o método do tabuleiro de xadrez, com adaptacdes (180). A
associacdo entre peptideo e CHX foi realizada em diferentes concentragdes. O
ensaio de susceptibilidade foi desenvolvido pelo método de microdiluicdo, de acordo
com as recomendac¢des do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2003)
(198). As diluicbes do peptideo utilizadas nestes experimentos foram baseadas nos
valores de MIC do peptideo e da CHX, isoladamente. Inicialmente foram preparadas
diluicbes do peptideo nas concentracées do MIC encontrado, para cada agente
antimicrobiano, em agua Milli-Q autoclavada. Posteriormente, 10 pyL de cada
concentracdo da série de diluicdo do peptideo foi combinado com 10 pyL de cada
concentracdo de uma seérie de diluicdo da CHX. Em cada poco da microplaca foi
adicionado 80 uL da suspensédo bacteriana (5,02x10* UFC.mL1) de P. aeruginosa
(ATCC 27853) e em sua fase logaritima de 0,3 nm (100). O crescimento bacteriano
foi observado apds a incubacédo por 18 h, a 37 °C, sob agitacdo média em leitor de
microplacas (Bio-Tek PowerWave HT - EUA), com leituras a cada 30 min, a 600 nm
(99, 200). A partir dos valores das médias das absorbancias, o indice da
concentracdo inibitéria fracional (ICIF) foi calculado de acordo com a equacéao

abaixo:

ICIF= MIC (1 em combina¢édo com 2) / MIC de 1 + MIC (2 em combinacéo
com1)/MIC de 2.
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O ICIF foi interpretado da seguinte forma:

o ICIF< 0,5: agao sinérgica;

o ICIF > 0,5 e < 1,0: acao aditiva;
o ICIF > 1,0 e < 4: indiferente;

o ICIF = 4: agdo antagénica.

4.8 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E RESPOSTA IMUNOLOGICA DA
SYNOECA-MP, CLOREXIDINA E DA INTERACAO SINERGICA DO
PEPTIDEO SYNOECA-MP COM A CLOREXIDINA

4.8.1 Cultura Celular e Grupos Experimentais

As culturas celulares utilizadas sdo mondcitos precursores de osteoclastos,
advindos de tumores induzidos em camundongos machos BALB/c e infectados com
0 virus da leucemia murina de Abelson (201). A célula em questéo, utilizada em
todos os experimentos, trata-se da RAW 264.7, obtida no Banco de células do Rio
de Janeiro (CR 108). Essa linhagem foi utilizada para a construcdo do modelo
simplificado in vitro de infeccéo hospitalar com o intuito de representar uma célula do
sistema imunoldgico inato. A cultura de células RAW foi cultivada na concentracéo
de 1x10° células por pogo, em microplacas de cultura de 96 pocos (TPP, EUA). As
culturas foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) (Gibco, EUA), suplementado com 10% de soro bovino fetal (Gibco, EUA),
0,5% de solucdo de aminoacidos MEM (Gibco, EUA) e acondicionada em estufa de
CO, a 5% em temperatura controlada de 37°C e 95% de umidade (202). Os
estimulos foram utilizados neste contexto de infeccdo in vitro com o intuito de
simular a infeccédo pelo microrganismo através da presenca do antigeno morto pelo
calor e perfazendo o papel do recombinante da citocina pré-inflamatoria através do
IFN-y (197) (Figura 4).
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Figura 4. Grupos experimentais Heat-Killed Pseudomonas aeruginosa (HK P. aeruginosa), synoeca-

MP (SYN) e a clorexidina (CHX) com estimulos a célula RAW 264.7.

4.8.2 Avaliacdo da Citotoxicidade do Peptideo Synoeca-MP, da Clorexidina e

da Associacao Sinérgica de Synoeca-MP e Clorexidina

O ensaio de viabilidade celular para a analise citotoxica foi realizado apés 6 h,
24 h e 72 h para as células RAW 264.7. As placas foram incubadas a 37 °C, 5% de
CO2 e 95% de umidade (203). Os grupos controles deste experimento foram
representados por pocos com células e meio de cultura, representando 100% de
viabilidade celular; células, meio de cultura e solucdo de lise (10 mM Tris, pH 7,4, 1
mM EDTA e 0,1% triton X- 100) (203), representando 0% de viabilidade celular; e
meio de cultura (branco). Ao final dos periodos experimentais, foram utilizados
ensaios colorimétricos MTT (Sigma Chemicals Co., St. Louis, EUA). O MTT consiste
em um método colorimétrico baseado na capacidade das células vivas de reduzirem
o sal 3-(4,5-di-metilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo no produto formazan

(204). Apdés o periodo de incubagéo, todo o sobrenadante foi removido e foram
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adicionados 100 pL de meio DMEM por poco. Foi acrescentado 10 yL de MTT
(estoque a 5 mg.mL?) e as placas de cultura (TPP, EUA) foram incubadas por 4 h, a
37 °C, 5% de CO2 e 95% de umidade. A reacéo foi bloqueada com 60 pL por poco
de dimetilsulféxido com posterior homogeneizacdo de cada pogco para completa
solubilizagdo do produto celular. A absorbancia foi determinada em leitor de
microplacas (Bio-Tek PowerWave HT, EUA), a 595 nm (204).

4.8.3 Avaliacdo da Atividade Imunomodulatéria do Peptideo Synoeca-MP,
Clorexidina e Sinergismo (Synoeca-MP e Clorexidina)

A resposta imunolégica foi avaliada através da producdo de mediadores
inflamatorios (quimiocinas, citocinas e Oxido nitrico). Para estes ensaios, foram
utilizados os mesmos grupos experimentais descritos anteriormente no item (4.7.1),
nos tempos experimentais de 6 h, 24 h e 72 h através da coleta do sobrenadante
das culturas com diferentes estimulos. Através dos sobrenadantes foram realizadas
as dosagens do 6xido nitrico em células RAW 264.7 das citocinas: IL-1 a, TNF- q,
IL-10, da quimiocina MCP-1 e do fator estimulante de colénias de macrofagos GM-
CSF.

4.8.3.1 Dosagem de Citocinas

O sobrenadante das culturas de célula RAW 264.7 foram analisados a partir
de 6 h, 24 h e 72 h em microplacas de 96 pocos e foram avaliadas a quimiocina
MCP-1 e as citocinas IL-1 a e TNF-a, em 24 h (3) de cultura e a citocina IL-10 e 0
fator estimulante das colénias de macrofagos GM-CSF em 72 h de incubacao (197,
205). A avaliacdo da concentracdo de cada citocina foi realizada através do método
de Enzyme-Liked Immunoabsorbent Assay (Elisa) utilizando os respectivos Kits
(ELISA development kit - Peprotech, New Jersey, EUA), seguindo-se as
especificacdes do fabricante, nos sobrenadantes obtidos em diferentes periodos de
cultura. Os niveis de citocinas foram expressos em picogramas por mililitro (pg.mL-
1), apdés comparacdo com curva padrdo proposta pelo kit de ELISA utilizado de

acordo com as especificagOes do fabricante (206).
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4.8.3.2 Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

A dosagem de o6xido nitrico foi realizada utilizando os sobrenadantes das
culturas contendo concentracdes variadas das amostras, em 72 h de incubag&o. A
producdo de nitrito foi avaliada atravées do método de reagdo de Griess, com
adaptacdes (207). Foram transferidos 100 pL dos sobrenadantes de cultura para
placas de 96 pocos (TPP, EUA), acrescidos de 100 puL de DMEM (Gibco, EUA)
suplementado nos poc¢os da curva padréo de nitrito de sédio. Em seguida, foram
adicionados 100 pL de uma solucao de sulfanilamida a 1% em &cido fosférico 2,5%
e naftiletilenodiamina 1% em &cido fosforico 2,5%, na proporgéo de 1:1. Apos 10 min
de incubacao a temperatura ambiente, foi realizada leitura em leitor de microplacas
(Bio-Tek PowerWave HT, EUA), a 490 nm. A quantidade de nitrito foi calculada a
partir da equacéo da curva padréo de nitrito de sodio (1,5625 uM a 200 uM) (208).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas réplicas técnicas e biolégicas para todas as amostras. Os
resultados foram calculados através da média e desvio padrdo para cada réplica
biologica e entéo, realizado o célculo da média e erro padrédo das meédias, como um
indicativo de reprodutibilidade das réplicas. Posteriormente, foi realizada a
verificacdo de normalidade das amostras (teste de Kolmogorov Smirnov) e em
seguida a estatistica paramétrica, através da andlise de variancia (one-way
ANOVA), seguido do pos-teste de Bonferroni. O intervalo de seguranca utilizado
para as andlises foi de 95%, com o valor de p<0,05. Nos ensaios de atividade
antimicrobiana e sinergismo, os grupos foram comparados aos controles referentes
a 100% e 0% de crescimento microbiano. O peptideo LL-37 foi utilizado como
controle para a comparacéo do peptideo SYN, por ser conhecidamente descrito na
literatura como peptideo com acdo imunomoduladora (195). A andlise estatistica foi

realizada no software GraphPadPrism 7 (La Jolla, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIMICROBIANA DOS PEPTIDEOS E
DA CLOREXIDINA E DA INTERACAO ENTRE AMBOS

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos peptideos LL-37 e SYN e
da CHX foi realizada em 3 diferentes etapas envolvendo o microrganismo P.
aeruginosa (ATCC 27853). Na primeira etapa, realizou-se a determinacdo do MIC e
MBC, demonstrados na Tabela 4. Posteriormente, foram realizados ensaios de
inibicAo da mesma bactéria em estado plancténico (Figura 5) e no biofilme (Figura
6). Em relacdo aos ensaios para determinacdo dos valores de MIC e MBC, foi
possivel observar que a CHX demonstrou-se mais eficaz, em relacdo aos peptideos,
seguida do peptideo SYN. Em adicdo, a LL-37 nao foi capaz de inibir o
microrganismo até 128 upg.mL* (Tabela 4). Por essa razdo, a LL-37 ndo foi

selecionada para os experimentos subsequentes do presente estudo.

Tabela 4 — Determinacdo do MIC e MBC dos peptideos LL-37 e synoeca-MP e da clorexidina contra a
bactéria P. aeruginosa in vitro. O controle positivo gentamicina demonstrou atividade de 0,25 pg.mL™*
(MIC) e 1 ug.mL* (MBC). ND — MIC e MBC n&o detectados até 128 pg.mL™

Agente antimicrobiano MIC MBC
LL-37 ND ND
synoeca-MP 32 pg.mL* >128 pg.mL*
clorexidina 16 ug.mL* 64 pug.mL*

Em relacdo a analise da atividade antimicrobiana da SYN e da CHX sobre
células plancténicas da mesma cepa bacteriana, foi possivel observar que a CHX s6
demonstrou atividade na concentracdo de 128 pg.mL™ (Figura 5) (p<0,001). No
entanto, a SYN demonstrou inibicio em 64 pg.mL? (Figura 5) (p<0,001). E
importante salientar que esse ensaio foi baseado na cultura de células planctdnicas
desprendidas de biofilmes e, portanto, podem motivar a diferenca entre o0s

resultados dos ensaios de microdiluicdo em caldo, anteriormente mencionados.
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Figura 5. Avaliacdo da inibicdo de células planctonicas de P. aeruginosa, a partir do peptideo
synoeca-MP e da clorexidina, apés 6 h de incubacdo. O controle positivo gentamicina demonstrou
atividade a partir de 1 pg.mL™. O ensaio foi representado em média e erro padrdo da absorbancia a
600 nm a partir de triplicata técnica e bioldgica. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relacdo ao
controle. ANOVA One way e pds-teste de Bonferroni. SYN representa os resultados de synoeca-MP e
CHX representa os resultados de clorexidina.

A SYN e a CHX também foram avaliadas quanto a sua capacidade inibitoria
sobre biofiimes formados por P. aeruginosa. Nessa condicdo, € possivel observar
gue a SYN demonstrou inibicdo a partir da concentracdo de 64 pg.mL* (Figura 6)
(p<0,001). Por outro lado, a CHX sO0 demonstrou atividade inibitéria na maior

concentracdo testada, correspondendo a 128 pg.mL?' (Figura 6) (p<0,001).
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Figura 6. Avaliacdo da inibicdo de biofiimes formados por P. aeruginosa, a partir do peptideo
synoeca-MP e da clorexidina, apés 6 h de incubacdo. O controle positivo gentamicina demonstrou
atividade a partir de 4 pg.mL. O ensaio foi representado em média e erro padrdo da absorbancia a
595 nm a partir de triplicata técnica e biologica. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em relagdo ao controle.
ANOVA One way e pos-teste de Bonferroni. SYN representa os resultados de synoeca-MP e CHX
representa os resultados de clorexidina.

Dessa forma, de acordo com os dados de atividade antimicrobiana do
peptideo SYN e da CHX, é possivel observar o potencial antimicrobiano da SYN. Na
intencdo de reduzir a concentracdo efetiva dos agentes testados, optou-se por
avaliar possiveis interacoes entre a SYN e a CHX. De acordo com o ensaio de
interacdo, foi possivel observar diversas combinacdes de concentracdes dos
agentes testados que determinaram uma interacdo sinérgica. A tabela 5 demonstra
os valores das associacdes sinérgicas encontradas, além dos valores de
concentracgédo inibitoria fracional (CIF), do indice da concentracao inibitéria fracional
(ICIF), e do percentual de reducdo do MIC proporcionado pela interacdo entre os
agentes. Assim, a interacdo entre SYN e CHX demonstrou-se eficaz, apresentando
efeito sinérgico, reduzindo 99% do valor de MIC de ambas, necessitando somente
das concentragées de 0,125 e 0,25 pg.mL* de CHX e SYN, respectivamente para
atividade contra P. aeruginosa in vitro. A interacdo das diferentes concentracdes
testadas de CHX e SYN também apresentou dez pontos relacionados a acdo aditiva

entre estes dois compostos.
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Tabela 5 — Resultados sinérgicos do ensaio de interagao do peptideo synoeca-MP e da clorexidina, a
partir dos respectivos valores de MIC (ug.mL1) contra P. aeruginosa, ap6s 18 h com leitura em 600
nm. SYN representa os resultados de synoeca-MP, CHX representa os resultados de clorexidina, CIF
representa a concentracao inibitdria fracional e ICIF o indice da concentracao inibitéria fracional

Associagdo (ug.mL™) C(I;O;:g'xﬂli;ﬂ ICIF Reducéo do MIC (%)
CHX 4+ SYN 8 0,25/0,25 0,500 75/75
CHX 0,125 + SYN 8 0,007/0,25 0,257 99/75
CHX 0,125 + SYN 4 0,007/0,125 0,132 99/87
CHX 0,125 + SYN 2 0,007/0,062 0,069 99/93
CHX 0,125 + SYN 1 0,007/0,031 0,038 99/96
CHX 0,125 + SYN 0,5 0,007/0,015 0,022 99/98
CHX 0,125 + SYN 0,25 0,007/0,007 0,014 99/99

5.2 ANALISES DA PRODUCAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS EM
CULTURAS DE CELULAS RAW 264.7

5.2.1 ESTUDO PILOTO - DEFINICAO DA MENOR CONCENTRACAO DE
ANTIGENO MICROBIANO CAPAZ DE ESTIMULAR AS CULTURAS CELULARES

Apoés as analises antimicrobianas, o peptideo SYN e a CHX foram analisados
em cultura de macréfagos RAW 264.7, a partir da menor concentragao sinérgica
encontrada (CHX 0,125 pg.mL* associada a SYN 0,25 pg.mL?). Nesta ocasido,
foram analisados parametros de viabilidade celular, producdo de NO e citocinas
(MCP-1, IL-1a, TNF-a e IL-10). Para tanto, as culturas foram estimuladas com
antigenos mortos pelo calor de P. aeruginosa (HK). Tal modelo pode simular uma
situacdo in vitro, no qual os macréfagos séo ativados pela presenca de IFN-y e
antigeno. Anteriormente a realizacdo dos ensaios em cultura, os antigenos de P.
aeruginosa foram testados em diversas concentracfes, para definicdo da menor
concentragdo capaz de estimular a producéo de nitrito por células RAW (Figura 7B).
A viabilidade celular das culturas submetidas as diversas concentracbes de
antigenos também foi avaliada (Figura 7A).

Dessa forma, foi possivel observar que as concentracdes testadas de
antigenos 10°, 10% e 107 UFC por poco néo interferiram na viabilidade celular (Figura

7A). Foi observado também que a concentracdo de 10% UFC por poco estimulou a
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producéo de nitrito isoladamente e combinado com IFN-y (Figura 7B) (p<0,001). Esta
producdo foi ainda maior que a observada na presenca de 107 e 10° UFC por pogo
do mesmo HK, quando comparados ao grupo de células na auséncia de estimulo
(p<0,01). Portanto, tal concentracéo foi eleita para a realizagdo dos experimentos

subsequentes, no qual as culturas também serdo estimuladas com SYN ou CHX.
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Figura 7. Avaliacdo da viabilidade celular e producdo de NO por células RAW 264.7 na presenca de
diferentes concentracdes de antigenos HK, ap6s 72 h de incubacdo. (A) representa a viabilidade
celular com os grupos estimulados com antigenos e/ou IFN-y, tendo como controle o grupo somente
de células sem estimulos. As barras representam média e erro padrao da absorbancia, a partir de
triplicata técnica e bioldgica. (B) representa a producdo de nitrito com os grupos estimulados com
antigenos e/ou IFN-y. As barras representam média e erro padrdo da concentragdo de nitrito, a partir
de triplicata técnica e IFN-y bioldgica. **p<0,01, ***p<0,001, ***p< 0,0001 em relacéo ao controle,
pelo teste ANOVA One way e pds-teste de Bonferroni.

5.3 VIABILIDADE CELULAR EM CULTURA DE RAW 264.7

As culturas de células RAW foram analisadas quanto a viabilidade celular nos
tempos de 6, 24 e 72 h, na presenca de antigenos microbianos, IFN-y, SYN e CHX.
A viabilidade celular foi analisada nos mesmos tempos experimentais referentes as
dosagens dos mediadores analisados. Dessa forma, em relacéo a viabilidade celular
analisada em 6 h de cultura (Figura 8), a reducao da viabilidade s6 foi observada no
grupo contendo SYN e CHX, em cultura estimulada com antigenos de P. aeruginosa
(p<0,05), apresentando 57,73% de células vivas (Figura 8C).

Estudos pilotos anteriores do grupo demonstraram a viabilidade celular da
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CHX em concentragdes maiores, variando de 32 a 0,125 pg.mL?, onde observou-se
que estas concentracbes demonstraram auséncia de viabilidade celular até a
concentracdo de 32 ug.mL?! e a reducdo de até 18,61% da viabilidade nas

concentracdes de 0,125 pug.mL2.
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Figura 8. Avaliacdo da viabilidade em células RAW 264.7 na presenca dos peptideos e da clorexidina
estimulados com antigenos de P. aeruginosa com e sem IFN-y, ap6s 6 h de incubagéo. A viabilidade
foi representada em média e erro padrdo da absorbancia a 595 nm a partir de triplicata técnica e
biolégica. (A) representa os grupos sem e com estimulo de antigenos e/ou IFN-y, tendo como controle
0 grupo somente de células sem estimulos. (B) representa os grupos de peptideo, clorexidina e
combinacédo de ambos tendo como controle o grupo somente de células. (C) representa 0 grupo com
estimulo do antigeno de P. aeruginosa com e sem clorexidina e synoeca, tendo como controle o
grupo de células estimuladas com P. aeruginosa. *p<0,05, **p<0,01 em relagdo ao controle, pelo
teste ANOVA One way e pos-teste de Bonferroni. (D) representa o grupo com estimulo do antigeno
de P. aeruginosa e IFN-y, com e sem clorexidina e synoeca, tendo como controle o grupo de células

estimuladas com P. aeruginosa e IFN-y.
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Em relagdo a analise da viabilidade celular no tempo de 24 h de cultura,
grupos estimulados com IFN-y e antigenos (Figura 9A) e grupos estimulados com
CHX e SYN, isolados (p<0,0001) e combinados (p<0,01) (Figura 9B), demonstraram
reducdo na viabilidade celular em relacdo ao controle. Em relagdo aos grupos
estimulados com antigeno e antigeno com IFN-y, os grupos com CHX isolado e
combinado com SYN demonstraram reducdo na viabilidade celular (p<0,0001),
abaixando a viabilidade celular para 55,36%. (Figura 9C e D).
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Figura 9. Avaliacdo da viabilidade em células RAW 264.7 na presenca dos peptideos e da clorexidina
estimulados com antigenos de P. aeruginosa com e sem IFN-y, apds 24 h de incubacéo. A viabilidade
foi representada em média e erro padrdo da absorbancia a 595 nm a partir de triplicata técnica e
biolbgica. (A) representa os grupos sem e com estimulo de antigenos e/ou IFN-y, tendo como controle
0 grupo somente de células sem estimulos. **p<0,01 em relacdo ao controle. ANOVA One way e pos-
teste de Bonferroni. (B) representa os grupos contendo peptideo, clorexidina e combinagdo de ambos
tendo como controle o grupo somente de células sem estimulos. **p<0,01, ****p<0,001 em relacéo ao
controle, pelo teste ANOVA One way e pés-teste de Bonferroni. (C) representa o grupo com estimulo
do antigeno de P. aeruginosa, com e sem clorexidina e synoeca, tendo como controle o grupo de
células estimuladas com P. aeruginosa. ****p< 0,0001 em relagdo ao controle, pelo teste ANOVA One
way e pos-teste de Bonferroni. (D) representa o grupo com estimulo do antigeno de P. aeruginosa e
IFN-y, com e sem clorexidina e synoeca, tendo como controle o grupo de células estimuladas com P.
aeruginosa e IFN-y. **p<0,001, ****p< 0,0001 em relacdo ao controle, pelo teste ANOVA One way e
pés-teste de Bonferroni.

Por fim, em relagcdo a viabilidade celular analisada em 72 h (Figura 10), os
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grupos que apresentaram reducdo da viabilidade celular foram: os grupos na
presenca de antigeno com IFN-y (Figura 10A) (p<0,01) e de antigeno com CHX
(Figura 10C) (p<0,001), apresentando 65,40% de células viaveis. No entanto, o
grupo estimulado com SYN, na presenca de antigeno e IFN-y demonstrou provavel

aumento na viabilidade celular (Figura 10D) (p<0,0001).
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Figura 10. Avaliacdo da viabilidade em células RAW 264.7 na presenca dos peptideos e da
clorexidina estimulados com antigenos de P. aeruginosa com e sem IFN-y, apds 72 h de incubacéo. A
viabilidade foi representada em média e erro padrdo da absorbancia a 595 nm a partir de triplicata
técnica e bioldgica. (A) representa os grupos sem e com estimulo de antigenos e/ou IFN-y, tendo
como controle o grupo somente de células sem estimulos. **p<0,01, em relacdo ao controle. ANOVA
One way e poés-teste de Bonferroni. (B) representa os grupos de peptideo, clorexidina e combinacéo
de ambos tendo como controle o grupo somente de células sem estimulos. (C) representa o grupo
com estimulo do antigeno de P. aeruginosa, com e sem clorexidina e synoeca, tendo como controle o
grupo de células estimuladas com P. aeruginosa. *p<0,05, ***p<0,001 em relacdo ao controle, pelo
teste ANOVA One way e pos-teste de Bonferroni. (D) representa o grupo com estimulo do antigeno
de P. aeruginosa e IFN-y, com e sem clorexidina e synoeca, tendo como controle o grupo de células
estimuladas com P. aeruginosa e IFN-y. ****p< 0,0001 em relacéo ao controle, pelo teste ANOVA One

way e poés-teste de Bonferroni.
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5.4 AVALIACAO DA PRODUCAO DA QUIMIOCINA MCP-1 EM CULTURA DE
CELULAS RAW 264.7

Dentre os diversos mediadores inflamatérios avaliados no presente estudo, a
producéo da quimiocina MCP-1 foi avaliada no tempo experimental de 6 h (Figura
11). Foi possivel observar uma reducédo da producao de MCP-1 no grupo estimulado
com IFN-y (Figura 11A) (p<0,01). No entanto, o aumento dessa producdo foi
observado nos grupos estimulados com CHX isolada e combinada com SYN, em
células estimuladas com antigenos (Figura 11C) (p<0,01). O grupo estimulado com a
combinagdo CHX e SYN, na presenca de antigeno, apresentou aumento na
producéo de MCP-1 (p<0,05) ainda com a viabilidade reduzida (Figura 11C).
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Figura 11. Avaliacdo da producdo da quimiocina MCP-1 em células RAW 264.7 na presenca dos
peptideos e da clorexidina estimulados com antigenos de P. aeruginosa com e sem IFN-y, ap6s 6 h
de incubacdo. A producgdo da quimiocina foi representada em média e erro padrao da absorbancia a
490 nm a partir de ftriplicata técnica e bioldgica. (A) representa 0s grupos sem e com estimulo de
antigenos e/ou IFN-y, tendo como controle o grupo somente de células sem estimulos. **p<0,01 em
relacdo ao controle. ANOVA One way e poOs-teste de Bonferroni. (B) representa os grupos de
peptideo, clorexidina e combinagdo de ambos tendo como controle o grupo somente de células sem
estimulos. (C) representa o grupo com estimulo do antigeno de P. aeruginosa, com e sem clorexidina
e synoeca, tendo como controle o grupo de células estimuladas com P. aeruginosa. *p<0,05, **p<0,01
em relagdo ao controle, pelo teste ANOVA One way e pds-teste de Bonferroni. (D) representa o grupo
com estimulo do antigeno de P. aeruginosa e IFN-y, com e sem clorexidina e synoeca, tendo como

controle o grupo de células estimuladas com P. aeruginosa e IFN-y.
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5.5 AVALIACAO DA PRODUCAO DAS CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS IL-1a
e TNF-a EM CULTURA DE CELULAS RAW 264.7

As citocinas proé-inflamatérias IL-1a e TNF-a foram analisadas no tempo
experimental de 24 h. Em relacdo a producdo de IL-1a (Figura 12), foi possivel
observar que somente o grupo estimulado com antigeno associado ao IFN-y foi
capaz de aumentar a producédo dessa citocina (Figura 12A) (p<0,05). Tal condicao
foi observada mesmo com a reducao da viabilidade celular desse grupo apresentada
na Figura 12A.
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Figura 12. Avaliacdo da produgdo da citocina IL-la em células RAW 264.7 na presenca dos
peptideos e da clorexidina estimulados com antigenos de P. aeruginosa com e sem IFN-y, apds 24 h
de incubacéo. A producéo da citocina foi representada em média e erro padréo da absorbancia a 490
nm a partir de triplicata técnica e bioldgica. (A) representa 0s grupos sem e com estimulo de
antigenos e/ou IFN-y, tendo como controle o grupo somente de células sem estimulos. *p<0,05 em
relacdo ao controle. ANOVA One way e poOs-teste de Bonferroni. (B) representa os grupos de
peptideo, clorexidina e combinagdo de ambos tendo como controle o grupo somente de células sem
estimulos. (C) representa o grupo com estimulo do antigeno de P. aeruginosa, com e sem clorexidina
e synoeca, tendo como controle o grupo de células estimuladas com P. aeruginosa. *p<0,05 em
relacdo ao controle, pelo teste ANOVA One way e pds-teste de Bonferroni. (D) representa o grupo
com estimulo do antigeno de P. aeruginosa e IFN-y, com e sem clorexidina e synoeca, tendo como

controle o grupo de células estimuladas com P. aeruginosa e IFN-y.

Em relagdo a producdo de TNF-a (Figura 13), observou-se um aumento da

producdo desta citocina em grupos estimulados com antigeno com e sem IFN-y
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(Figura 13A) (p<0,001) e (**p<0,01), respectivamente. No entanto, em grupos
estimulados com antigeno e IFN-y, a SYN isolada reduziu a producdo de TNF-a
(p<0,05), enquanto a associacdo CHX e SYN aumentou essa producéo (Figura 13D)
(p<0,05). Salienta-se que ainda com a reducéo da viabilidade celular (Figura 13A e
D), foi observado aumento na producdo de TNF-a pelo grupo estimulado com

antigenos e IFN-y com e sem a associagdo CHX e SYN (p<0,05).
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Figura 13. Avaliacdo da produgdo da citocina TNF-a em células RAW 264.7 na presengca dos
peptideos e da clorexidina estimulados com antigenos de P. aeruginosa com e sem IFN-y, apds 24 h
de incubacdo. A producgédo da citocina foi representada em média e erro padrdo da absorbancia a 490
nm a partir de triplicata técnica e biologica. (A) representa 0s grupos sem e com estimulo de
antigenos e/ou IFN-y, tendo como controle o grupo somente de células sem estimulos. **p<0,01,
***n<0,001 em relacdo ao controle. ANOVA One way e poés-teste de Bonferroni. (B) representa os
grupos de peptideo, clorexidina e combinacdo de ambos tendo como controle o grupo somente de
células sem estimulos. (C) representa o grupo com estimulo do antigeno de P. aeruginosa, com e
sem clorexidina e synoeca, tendo como controle o grupo de células estimuladas com P. aeruginosa.
(D) representa o grupo com estimulo do antigeno de P. aeruginosa e IFN-y, com e sem clorexidina e
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synoeca, tendo como controle o grupo de células estimuladas com P. aeruginosa e IFN-y. *p<0,05,
***n<0,001 em relagéo ao controle. ANOVA One way e pos-teste de Bonferroni.

5.6 AVALIACAO DA PRODUCAO DA CITOCINA ANTI-INFLAMATORIA IL-10 EM
CULTURA DE CELULAS RAW 264.7

A producdo dessa citocina foi observada com aumento em grupos
estimulados com antigeno, com e sem IFN-y (Figura 14A) (p<0,001) e (p<0,01),
respectivamente. Em adicao, tal producdo também foi aumentada na presenca do
IFN-y isolado (Figura 14A) (p<0,05) mesmo com a reducdo da viabilidade desse
grupo em 72 h (Figura 14A). No entanto, em grupos estimulados com antigeno e
IFN-y, a presenga de CHX e SYN, combinadas ou isoladas, foi capaz de reduzir a
producéo de IL-10 (p<0,0001) (Figura 14D).
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Figura 14. Avaliacdo da produgdo da citocina IL-10 em células RAW 264.7 na presenca dos
peptideos e da clorexidina estimulados com antigenos de P. aeruginosa com e sem IFN-y, apds 72 h
de incubacéo. A producgédo da citocina foi representada em média e erro padrdo da absorbancia a 490
nm a partir de triplicata técnica e bioldgica. (A) representa 0s grupos sem e com estimulo de
antigenos e/ou IFN-y, tendo como controle o grupo somente de células sem estimulos. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao controle. ANOVA One way e pos-teste de Bonferroni. (B)
representa os grupos de peptideo, clorexidina e combinacdo de ambos tendo como controle o grupo
somente de células sem estimulos. (C) representa o grupo com estimulo do antigeno de P.
aeruginosa, com e sem clorexidina e synoeca, tendo como controle o grupo de células estimuladas
com P. aeruginosa. (D) representa o grupo com estimulo do antigeno de P. aeruginosa e IFN-y, com
e sem clorexidina e synoeca, tendo como controle o grupo de células estimuladas com P. aeruginosa
e IFN-y. ****p<0,0001 em relagdo ao controle. ANOVA One way e pos-teste de Bonferroni.
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5.7 AVALIACAO DA PRODUCAO DO FATOR ESTIMULADOR DE
MACROFAGOS (GM-CSF) EM CULTURA DE CELULAS RAW 264.7

A producao da citocina GM-CSF foi avaliada no tempo experimental de 72 h.
No que diz respeito a producéo desta citocina (figura 15), observou-se que o grupo
estimulado com a SYN, sem estimulo adicional de antigeno ou IFN-y, apresentou
diminuicdo na producdo de GM-CSF (Figura 15B) (p<0,001), quando comparado ao
estimulo com a CHX, podendo ser em decorréncia da baixa de viabilidade celular
observada tanto no grupo da SYN, quanto na CHX (Figura 15C).
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Figura 15. Avaliacdo da producgdo da citocina GM-CSF em células RAW 264.7 na presenca dos
peptideos e da clorexidina estimulados com antigenos de P. aeruginosa com e sem IFN-y, apds 72 h
de incubacéo. A producgédo da citocina foi representada em média e erro padrdo da absorbancia a 490
nm a partir de triplicata técnica e bioldgica. A) representa os grupos sem e com estimulo de antigenos
el/ou IFN-y, tendo como controle o grupo somente de células sem estimulos. (B) representa 0s grupos
de peptideo, clorexidina e combinacdo de ambos tendo como controle o grupo somente de células
sem estimulos. **p<0,01, ***p<0,001 em relagdo ao controle. ANOVA One way e pos-teste de
Bonferroni. (C) representa o grupo com estimulo do antigeno de P. aeruginosa, com e sem
clorexidina e synoeca, tendo como controle o grupo de células estimuladas com P. aeruginosa. (D)
representa o grupo com estimulo do antigeno de P. aeruginosa e IFN-y, com e sem clorexidina e
synoeca, tendo como controle o grupo de células estimuladas com P. aeruginosa e IFN-y.
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5.8 AVALIACAO DA PRODUCAO DE NITRITO EM CULTURA DE CELULAS RAW
264.7

A produgdo de nitrito, dentre os parametros analisados da resposta
imunologica produzida por macréfagos, foi aumentada nos grupos estimulados com
IFN-y e antigeno, isoladamente (Figura 16A) (p<0,01) e (p<0,001), respectivamente.
O peptideo SYN também foi capaz de aumentar tal producdo, quando isolada
(Figura 16B) (p<0,0001), apesar da auséncia de sua produgédo quando a SYN foi
associada a CHX (p<0,0001). Os grupos estimulados com antigeno (com e sem IFN-
y) € CHX ou SYN, demonstraram aumento na producao (Figuras 16C e D) (p<0,0001
e p<0,01). No entanto, a associagdo CHX e SYN levou a auséncia de producao (nos
grupos sem IFN-y) ou producao basal (grupos com IFN-y) de NO (Figuras 16C e D)
(p<0,0001). Importante ressaltar que o aumento da producéo de nitrito pelo grupo da
CHX associado ao antigeno e IFN-y foi observado mesmo com a reducdo da

viabilidade celular de 72 h.
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Figura 16. Avaliacdo da producéo de nitrito em células RAW 264.7 na presenca dos peptideos e da
clorexidina estimulados com antigenos de P. aeruginosa com e sem IFN-y, apds 72 h de incubacéo. A
producd@o de nitrito foi representado em média e erro padrdo da absorbancia a 490 nm a partir de
triplicata técnica e bioldgica. (A) representa os grupos sem e com estimulo de antigenos e/ou IFN-y,
tendo como controle o grupo somente de células sem estimulos. **p<0,01, ***p<0,001 em relagdo ao
controle. ANOVA One way e pés-teste de Bonferroni. (B) representa os grupos de peptideo,
clorexidina e combinacéo de ambos tendo como controle o grupo somente de células sem estimulos.
*+*n< 0,0001 em relagdo ao controle, pelo teste ANOVA One way e pos-teste de Bonferroni. (C)
representa o grupo com estimulo do antigeno de P. aeruginosa, com e sem clorexidina e synoeca,
tendo como controle o grupo de células estimuladas com P. aeruginosa. **p<0,01, ***p<0,001, ****p<
0,0001 em relagéo ao controle, pelo teste ANOVA One way e pés-teste de Bonferroni. (D) representa
0 grupo com estimulo do antigeno de P. aeruginosa e IFN-y, com e sem clorexidina e synoeca, tendo
como controle o grupo de células estimuladas com P. aeruginosa e IFN-y. **p<0,01, ****p< 0,0001 em
relacd@o ao controle, pelo teste ANOVA One way e pds-teste de Bonferroni.

Em suma, de acordo com todos os resultados apresentados, é possivel
observar que a CHX demonstrou o menor valor nos ensaios de MIC/MBC contra P.

aeruginosa, condicdo esta que levou a mudancas nos ensaios antimicrobianos
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subsequentes. A CHX também foi capaz de reduzir a viabilidade celular de
macréfagos em diversos grupos na viabilidade celular analisada dos tempos
experimentais de 24 e 72 h. Em adi¢éo, esta apresentou aumento na producao de
MCP-1 e NO e reducdo da producdo de IL-10. Ja o peptideo SYN apresentou
melhor atividade de inibicdo de células planctdnicas desprendidas de biofilme e de
biofilme formado por P. aeruginosa, em comparagdo a CHX. A SYN reduziu a
viabilidade celular de macréfagos em um grupo em 24 h, porém aumentou a
viabilidade destas em um grupo em 72 h. Esse peptideo reduziu a producédo de TNF-
a, IL-10 e aumentou a producgéo de NO.

Ja a associacdo CHX e SYN demonstrou uma reducédo de 99% do valor de
MIC, sendo efetiva contra P. aeruginosa em baixas concentracdes. No entanto, tal
associacao contribuiu para a reducdo de viabilidade celular de macréfagos nos
tempos experimentais de 6 e 24 h. Ainda assim, a juncdo CHX e SYN foi capaz de
aumentar a producdo da quimiocina MCP-1 e do TNF-a, apesar de reduzir a
producéo de IL-10 e NO.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a capacidade antimicrobiana do peptideo synoeca-
MP em comparacdo com o digluconato de clorexidina para a utilizacdo em biofilme
bucal colonizado pela bactéria Pseudomonas aeruginosa. Neste contexto, a doenca
periodontal que tem como fator etiolégico o biofilme dentario, que por sua vez,
favorece um ambiente estruturado e simbidtico multibacteriano, aderido em matriz
polimérica com intima associacdo entre espécies. Essa interacdo pode ser
determinada por diversos fatores, como nutrientes, temperatura, pH, hidrofobicidade
de superficie e presenca de oxigénio em conjunto com as caracteristicas fenotipicas
dos microrganismos. Neste sentido, as adaptacdes ao meio onde estdo inseridas
podem ser mediadas via sinalizacdo célula a célula, com multiplas vias para o
amadurecimento do biofilme, incluindo a atuagdo do DNA extracelular (209, 210).

Ademais, no contexto hospitalar, bactérias do ambiente apresentam
importante papel na colonizacdo do biofilme dento-bacteriano e da superficie de
equipamentos de suporte respiratério (71, 72). Esta situacdo pode aumentar o risco
de broncoaspiracdo em pacientes imunocomprometidos, agravando a condicao
sistémica (74-76). Este quadro pode culminar no desenvolvimento de pneumonia
nosocomial (74, 75), responsavel por grande parte dos 6bitos em UTI (146). Por esta
razdo, utilizou-se para o presente estudo a Pseudomonas aeruginosa, bactéria
Gram-negativa, propria do contexto hospitalar, oriunda do solo e oportunista em
casos de comprometimento imunoldgico, sendo colonizadora de superficies
inanimadas e aparatos hospitalares.

Toda a colonizacdo microbiana presente na DP em ambiente hospitalar ou
fora dele pode promover o desencadear da resposta imunoldgica, que se inicia com
a resposta imunoldgica inata, e segue para a resposta imunoldgica adaptativa (2).
Neste processo, os macréfagos, células derivadas de mondcitos, regulam tanto a
resposta inata quanto a adquirida, além de regularem a destruicdo e o reparo
tecidual (2, 43, 44). Estas células também responsabilizam-se pela producédo de
TNF-a, IL-1, IL-8, IL-6, GM-CSF, IL-12, IL-10, fatores de crescimento, IFN-a, IFN-,
metabdlitos do &cido aracddnico, radicais livres, metaloproteinases, dentre outros.
Além da funcdo de fagocitose de microrganismos, os macréfagos também exibem

fragmentos de moléculas derivadas de sua acdo fagocitaria para os linfécitos,
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atuando como célula apresentadora de antigeno (211). Desta forma, em virtude do
papel dos macrofagos no contexto periodontal, o modelo in vitro escolhido para o
estudo envolve cultura de células RAW 264.7, mondcitos precursores de
osteoclastos (212). Este grupo celular apresenta as mesmas caracteristicas dos
macrofagos e comportamento similar ante a resposta imunologica, sendo de suma
importancia no processo inflamatério, participando principalmente do processo de
reabsorcéo dssea (212).

Também integrantes do processo da reposta imunoldgica, os peptideos
antimicrobianos (PAMs) apresentam-se como biomoléculas de baixa massa
molecular, com capacidade imunomodulatéria e inibitoria contra bactérias, virus e
fungos (118). Seu mecanismo de agdo esta envolvido com a destruicdo da
membrana celular, formacao de poros, acao na liberacao de fibras extracelulares de
DNA e acumulo de espécies reativas de oxigénio, induzindo a apoptose. Ademais,
também promovem mudancas na carga e espessura bacteriana, limitando o
desenvolvimento de resisténcia (174). Na cavidade oral, encontram-se a0 menos
guarenta e cinco peptideos antimicrobianos (152). Em sua maioria presentes na
saliva, fluido crevicular, mucosa, sulco periodontal e glandulas. Os peptideos podem
ser oriundos também de respostas inflamatérias da mucosa, contribuindo de forma
eficaz na defesa do hospedeiro (153).

O tratamento do paciente com DP esta voltado para a remo¢do mecanica dos
depdsitos calcificados, por remocdo manual ou mecéanica do célculo dentario e
biofilme (95). Assim, esse consiste na desorganizacédo do biofilme dento-bacteriano
a fim de remover periodontopatdégenos da superficie dentaria, promovendo assim a
remocao do fator etioldgico da DP (95). Para o tratamento e controle das doencas
crobnicas, pode-se utilizar os agentes antimicrobianos como adjuvantes a terapia
periodontal. Contudo, observou-se pouco avanco na concepcao de novos farmacos
no ultimos anos (96, 97). A CHX, que € um colutério bucal considerado padrao-ouro
na odontologia, possui potencial antimicrobiano comprovado (81). No entanto, por
ser um farmaco de acao inespecifica, apresentando atividade também em tecido
saudavel, este produto apresenta inUmeras rea¢des adversas, como ardéncia bucal,
alteracdo na coloracdo dos elementos dentarios, restauracfes, lingua e proéteses,
aumento do calculo supragengival, perda do paladar, queimaduras em tecido mole,
dor e xerostomia (116-118). Apesar dos efeitos colaterais supracitados, a CHX é o

agente antimicrobiano mais utilizado para o controle do biofilme oral, tanto para
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ambientes hospitalares quanto para uso clinico especifico. Desta forma, faz-se
necessaria a busca por novas abordagens para o tratamento periodontal na tentativa
do controle da perda 6ssea e progressao da doenca (172).

A proposta de utilizacdo de peptideos antimicrobianos de forma sintética
como novas formas terapéuticas para o ambiente oral j& vem sendo pesquisada
(17). No entanto, a sintese quimica dos peptideos antimicrobianos pode ser onerosa
e complexa, principalmente para peptideos com longas sequéncias de aminoacidos
(213). Assim, a busca por peptideos antimicrobianos para uso no contexto oral esta
voltada para peptideos com sequéncias curtas e que, no futuro, possam ser
expressos de forma heterdloga, diminuindo o custo de sua producdo, além de
possibilitar a fabricacdo em larga escala (172).

Para o estudo comparativo foi utilizado a SYN, peptideo da familia dos
mastoparanos, formado por 14 aminoacidos na sua sequéncia. Este peptideo,
isolado de peconha da vespa synoeca surinama, encontra-se conservado em meio
de cultura no campus da Universidade de Brasilia (UnB) (191). A SYN demonstrou
capacidade antimicrobiana e imunomodulatéria previamente testadas e mostrou-se
efetiva principalmente contra bactérias resistentes a antibioticoterapia, como S.
aureus, E. coli e E. faecalis, entre outras, com concentracao inibitéria minima (MIC)
de 1,24 uyM a 17,8 pM (191). Esses peptideos, de forma geral, também
apresentaram caracteristicas versateis frente ao contexto de resisténcia bacteriana,
demonstrando na literatura indices menos expressivos quando comparados ao
antimicrobianos de uso rotineiro em ambiente hospitalar (174). Assim, em virtude
dos resultados antimicrobianos favoraveis a este peptideo e tendo em vista a
importancia do papel antimicrobiano no contexto hospitalar, a SYN foi a escolha para
0 presente estudo. Nesta proposta, o padrdo clinico comparativo escolhido foi a
CHX, em virtude de ser considerada padrao-ouro na Odontologia para o controle de
formacédo do biofilme bacteriano (81).

Deste modo, o presente estudo demonstrou importante funcdo antimicrobiana
em combinacao sinérgica e em baixas concentracdes, inferindo-se a efetividade da
molécula sinérgica sem o prejuizo dos efeitos colaterais. Esses efeitos colaterais
podem ocorrer com frequéncia em pacientes submetidos a tratamentos com alta
concentracédo da CHX.

A presente analise teve inicio com 0s ensaios antimicrobianos. Nestes

ensaios, a SYN apresentou valores inibitérios e bactericidas inferiores a CHX.
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Contudo, em se tratando dos ensaios de inibicdo de bactérias planctbnicas e
biofilme bacteriano, a SYN demonstrou melhor atividade no ensaio de inibicdo de
bactérias planctonicas, se comparados com a inibicdo da CHX, o que promoveu
auséncia de biofilme apenas na maior concentragéo testada.

Os resultados demonstram que a CHX pode n&o apresentar significante
atividade antibiofime e menor atuacdo quando comparada ao peptideo
antimicrobiano SYN (214). Ademais, estudos prévios indicam a existéncia de
resisténcia bacteriana relacionada a CHX e que esta resisténcia vem aumentando, o
qgue demonstra que as bactérias nos biofilmes tém criado resisténcia a CHX (215).
Este fator € explicado pelos mecanismos de resisténcia conferido as estruturas dos
biofilmes (215). Ademais, doses de CHX sub-MIC (concentracBes inferiores a
concentragdo inibitdria minima) podem estimular a formacao de biofilme (215, 216).
Resultados anteriores avaliaram a efetividade do peptideo SYN em bactérias
resistentes a antibioticoterapia, como S. aureus, E. coli e E. faecalis, entre outros,
com concentracdo inibitéria minima (MIC) de 1,24 yM a 17,8 uyM (191). Estes
estudos corroboram com os dados que indicam que a SYN apresenta significativa
atividade antimicrobiana contra cepas bacterianas resistentes (191).

Estudos prévios do grupo de pesquisa apontaram que a SYN apresentou 64%
de acdo hemolitica em concentracdes acima de 16 pg.mL, resultando em acéo
citotoxica (193). Por outro lado, efeitos adversos provocados pelo uso prolongado da
CHX seguem relatados na literatura (116, 118), além do fato da mesma ter
apresentado citotoxicidade in vitro, a partir de 64 pg.mL. Todas estas informacdes
direcionaram a pesquisa para a andlise de interacdo entre estas moléculas, na
tentativa de diminuir a concentracdo necessaria para se atingir acdo antimicrobiana,
com menor efeito toxico.

Neste sentido, 0 ensaio de interacdo sinérgica foi realizado com o peptideo
SYN e com a CHX. As analises demonstraram reduc&o nos valores de MICs em até
99% e as atividades antimicrobianas sinérgicas, nas menores concentracfes em
0,125 pg.mL? para a CHX e de 0,25 pg.mL* para a SYN. Estes dados inferem
efetiva atividade antimicrobiana ainda que em baixas concentracfes. Esses achados
podem ser um indicio da funcionalidade sinérgica dos farmacos com provavel
diminuicdo dos efeitos adversos provocados pelo uso da CHX. Outro ponto

observado no estudo foi a presenca de dez interagcOes aditivas entre as duas
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moléculas, além das sete interacdes sinérgicas, além da mencionada acima, que
poderao ser avaliadas em estudos futuros.

No ambiente oral, a interacdo entre os diferentes tipos microbianos com as
células e os tecidos do hospedeiro induz a liberagédo de citocinas e quimiocinas, tais
como: interleucina (IL)-1, fator de necrose tumoral (TNF)-a e interferon (IFN)-y (41).
Tais mediadores exercem papel importante na patogénese da DP, resultando em
dano progressivo aos tecidos periodontais de suporte e consequente formacao de
bolsa periodontal (41, 42). Neste sentido, a alteragdo da microbiota bucal
ocasionada pela resposta ineficiente da imunidade pode levar ao aparecimento de
espécies microbianas oportunistas. Estas bactérias podem ser originalmente do
contexto  hospitalar, com risco de broncoaspiracdo em  pacientes
imunocomprometidos, o que tende a agravar a condi¢ao sistémica em um quadro de
pneumonia nosocomial (20, 74, 75).

Desta forma, a analise da producdo de mediadores inflamatorios que indicam
0 curso da resposta imunolégica faz-se essencial na avaliagdo de novas propostas
terapéuticas. Este trabalho avaliou a capacidade imunomodulatoéria in vitro, atraves
da analise da producdo de mediadores pro-inflamatérios e anti-inflamatérios, em
diversas condi¢cfes experimentais, sendo estas: i. cultura em condicdo basal (RAW
264.7); ii. cultura estimulada com antigenos mortos pelo calor de P. aeruginosa
(RAW 264.7 + HK-P. aeruginosa), mimetizando processo infeccioso; iii. cultura
estimulada com antigenos mortos pelo calor de P. aeruginosa e IFN-y (RAW 264.7 +
HK-P. aeruginosa + IFN-y), mimetizando processo infeccioso-inflamatorio.

Em relacdo a atividade imunomodulatéria do peptideo SYN, uma das
citocinas avaliadas foi a quimiocina MCP-1. Esta quimiocina relaciona-se com o
recrutamento de macréfagos e com a sinalizacdo e migracdo de neutréfilos e
mondcitos para a area de inflamacdo (65). Sua apresentacdo no contexto
periodontal encontra-se aumentada em pacientes com doencga agressiva quando
comparada ao fluido gengival em individuos saudaveis (65). Neste sentido,
observou-se no estudo que o peptideo foi capaz de reduzir a producdo da
quimiocina MCP-1 no grupo estimulado com IFN-y. Contudo, um aumento na
expressdo desse mediador foi observado nos grupos estimulados com CHX, na
forma isolada e em combinacdo com a SYN na presenca de antigenos. Fato este
qgue pode influenciar a quimiotaxia e ativacdo de macrofagos através da inibicdo da

guimiocina MCP-1 nos grupos estimulados com IFN-y. Estudo anterior analisou a
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importdncia da MCP-1 no recrutamento de células inflamatérias na DP,
demonstrando correlagéo positiva com o TNF-a, acarretando aumento dos eventos
inflamatdrios na inflamac&o gengival (65). Tais dados corroboram com os resultados
encontrados no que diz respeito ao papel protetor do macréfago em razdo da
diminuic&do da expressao desta citocina (217).

A expressdo das citocinas pro-inflamatérias, IL-1a e TNF-q, liberadas por
macréfagos quando expostos aos antigenos, auxiliam na manutencdo da saude do
tecido periodontal através da inibicdo da propagacdo da infeccao (2, 43, 44). No
entanto, em altas concentragdes estas citocinas promovem a destruicao dos tecidos
periodontais, por meio da reabsorcdo 6ssea (2, 43, 44). Nesses termos, a IL-1a
exerce importante papel no estimulo da reabsor¢cdo O&ssea, producdo de
protocolageno fibroblastico e prostaglandinas (45), tendo apresentado neste estudo
aumento de sua expressao somente no grupo estimulado com antigenos e IFN-y. O
interferon gama também apresentou potencial de aumentar a producdo desta
citocina mesmo com a reducdo de sua viabilidade em 24 h. Este resultado
apresentou-se compativel com estudo que comprova o aumento desta citocina no
fluido crevicular de pacientes com DP (45, 46). Com relacéo ao papel da CHX nesta
producédo, observou-se que na presenca de antigeno microbiano, a CHX estimulou a
producédo de IL-1a. Por outro lado, na presenga da SYN, a producdo de IL-1a
diminuiu para niveis basais. Esta mesma relacéo foi observada nos grupos contendo
CHX e peptideo. Os resultados indicam que a CHX, ao contrario do peptideo, foi um
estimulo para a producéo dessa citocina relacionada a reabsorcao 0ssea.

O TNF-a apresenta papel importante no contexto periodontal voltado para
inibicdo da propagacdo da infeccdo mas que, em alta concentracdo, também esta
relacionado aos processo de reabsorcdo 6ssea (41). De acordo com os resultados
da citocina proé-inflamatéria TNF-a, todos os grupos estimulados com antigeno
acrescidos do IFN-y aumentaram a producdo desta citocina. Tal evidéncia também
pode ser demonstrada na literatura por meio de estudos que confirmam a atividade
da citocina TNF-a no processo de reabsorgcao 6ssea, combinada com a a¢ao da IL-
1a (47-50). Relacionado a este mediador inflamatoério, o grupo contendo CHX néo
alterou esta producdo, ja o grupo estimulado com SYN reduziu a producéo de TNF-a
e a combinacdo do peptideo com a CHX levou a um aumento na expressao desta
citocina, apenas nas culturas estimuladas com antigeno e IFN-y. Mesmo sem

estudos que corroborem com este resultado, por se tratar de um peptideo novo,
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relatos com estudo dos mastoparanos da familia da SYN demonstraram capacidade
de modular o influxo de neutréfilos e macrofagos in vivo. Ademais, isto ocorre pela
diminuicdo da secrecdo de TNF-a e aumento da concentragao de nitrito (218). Este
contexto apresenta-se de forma satisfatéria para a possibilidade de um futuro uso
clinico, tendo em vista a diminuicdo desta citocina envolvida no processo de
reabsorcdo éssea bem como na destruicdo dos tecidos.

Ao analisar a produgédo de IL-10, estudo anterior demostrou aumento da
producédo dessa na presenca de IFN-y, como contribuinte na supressdo da
inflamagéo (55, 219). Com relagdo a producdo desta citocina foi observado um
aumento nos grupos estimulados com antigenos, com e sem a presenca do IFN-y,
incluindo os grupos estimulados com IFN-y de forma isolada. Em contrapartida, os
grupos estimulados com CHX e com o peptideo SYN combinados ou isolados, na
presenca de antigeno e IFN-y, foram capazes de reduzir a producéo de IL-10. Em
virtude do papel modulador desta citocina, este resultado implica na promocao de
uma resposta pro-inflamatéria, principalmente no que diz respeito a diminuicdo da
producédo desta citocina.

Outra citocina analisada foi a GM-CSF, responsavel por prevenir a destruicao
0ssea no processo de regulacdo osteoclastica, antagonizando o efeito do RANKL
através de sua expressao na superficie dos osteoblastos e osteoprotegrina (OPG)
(39, 40). No que diz respeito ao presente estudo, observou-se que tanto o grupo
contendo o peptideo isolado quanto o grupo contendo peptideo e CHX, na presenca
do estimulo adicional de antigeno e IFN-y demonstraram inibicdo de GM-CSF
guando comparado ao grupo contendo somente CHX isolada. Tal evidéncia foi
demonstrada em estudo que comprovou que o IFN-y em combinacdo com GM-CSF
pode promover danos teciduais oriundos de uma resposta anti-inflamatoéria reduzida,
sendo esta citocina incapaz de proteger os tecidos dos efeitos deletérios da
inflamacé&o ocasionada pela inibicdo de GM-CSF (220). Um outro estudo envolvendo
modelo in vivo indicou alta toxicidade da CHX em 24 h e, com isso, alteracdo no LPS
bacteriano, resultando na reducédo de macréfagos viaveis (121). Contudo, tanto nos
grupos estimulados com a CHX, quanto nos estimulados com o peptideo, também
foi observada baixa viabilidade, em 72 h.

Outro mediador avaliado no presente estudo foi o NO. Este mediador exerce,
entre outras funcdes, a de promover a vasodilatacdo, sendo esta primordial para o

funcionamento do organismo (221). Também observa-se um aumento da
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concentragdo de nitrito na saliva em casos de doenca, podendo servir como
mediador importante no diagndstico e monitoramento da DP (222). Desta forma, a
producdo de NO foi aumentada nos grupos estimulados com antigeno e IFN-y,
isoladamente. O peptideo SYN foi capaz de aumentar a producdo de NO quando
isolado, porém, demonstrou auséncia de producdo ou producdo basal quando em
associacdo com a CHX. O estudo também avaliou a capacidade de peptideos em
inibirem o IFN-y acarretando na diminuicdo da producdo do NO (223). Outra
pesquisa demonstrou que o uso de enxaguatdrios antimicrobianos orais para a
remocgdo de microrganismos atenua a formag&o de nitrito sistémico, perturbando a
via de nitrato-nitrito-NO, demonstrando uma importante relagcdo da saliva com o
nitrito circulante (224). Tais resultados demonstram um possivel equilibrio entre os
farmacos no que diz respeito a producdo de NO, e com isso, um controle da
inflamacgéo e da perda 0ssea secundaria.

Deste modo, o presente estudo sugere a utilizacdo de novos agentes
antimicrobianos para o controle do biofilme dento-bacteriano e para o tratamento de
infeccbes periodontais em pacientes imunodeprimidos. Ademais, a formulacdo de
farmacos adjuvantes a CHX mostra ser de inteira relevancia no contexto atual, cuja
funcao seria diminuir os efeitos adversos provocados pelo uso prolongado da CHX.
Estima-se que em funcdo da presenca de acdo antimicrobiana, ainda com a
diminuicdo da concentracdo de CHX em até 99%, quando na presenca do peptideo
antimicrobiano SYN, os efeitos colaterais possam ser extinguidos, sem contudo,
diminuir esta importante acao. Além disso, de acordo com os parametros analisados,
0 peptideo demonstrou inibicdo na formacdo de biofilme e também acdo em
biofilmes maduros. Estes dados demonstram efeito superior aos parametros
apresentados pela CHX, que ndo apresentou atividade sobre biofiime recém-
formado ou maduro, sendo necessarias concentracdes superiores para a atividade
da CHX no biofilme, conforme estudos pregressos (214-216). Além disso, estudos
avaliaram o desenvolvimento de bactérias resistentes quando na utilizacdo da CHX
em concentracdes inferiores ao MIC (214-216). Estudos posteriores se fazem
necessarios para melhor entendimento de como a associacdo entre as duas
moléculas potencializa a acao isolada da CHX. Estudo prévio envolvendo
associacdo entre peptideo antimicrobiano a um antimicrobiano de venda usual
inferiu que possivelmente o peptideo venha a atuar no contexto bacteriano,

facilitando a entrada e a agéo dos antimicrobianos usuais (225, 226).
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Agregado a isto, os efeitos imunomodulatérios do peptideo testado
corroboram para a indicagdo da utlizagcdo sinérgica dos dois farmacos, sendo
melhores os resultados apresentados pela associacdo das duas substancias do que
guando comparado ao efeito isolado da CHX. Na presenca desta associacéo
observou-se resposta caracterizada por aumento da producédo de MCP-1, citocina
responsavel pelo recrutamento dos macréfagos (65) e do TNF-a, citocina
responsavel pelo primeiro papel antimicrobiano na resposta imunolégica (2, 43, 44).
Também observou-se uma reducao da producao da citocina anti-inflamatoria IL-10 e
do NO. Desta forma, apresentando uma resposta mais inflamatéria, relacionada aos
parametros analisados.

Portanto, infere-se do presente estudo uma comprovada acédo antimicrobiana,
imunomodulatéria e antibiofilme do peptideo synoeca-MP em combinacdo com o
digluconato de clorexidina. Esses resultados também se repetem quando testados
isoladamente em todos os parametros avaliados, respeitadas as limitacées do
estudo in vitro. No entanto, salienta-se a necessidade de estudos futuros envolvendo
a avaliacdo das concentracdes sinérgicas do peptideo e da CHX em biofilme multi-
espécie, contemplando as principais bactérias da DP. Neste contexto, também sera
necessario avaliar um sistema de infeccao periodontal que satisfaca e se aproxime
dos requisitos de uma situacdo clinica de gengivite e periodontite dentro e fora do
contexto hospitalar. Também como perspectivas futuras para esta linha de pesquisa,
contempla-se novos estudos in vitro com a analise de outras culturas celulares,
como queratinocitos, fibroblastos e osteoclastos, além da avaliacdo da velocidade de

degradacéo salivar do peptideo.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados observados no presente estudo in vitro, €
possivel concluir:
o A CHX demonstrou melhor atividade antimicrobiana nos ensaios de MIC/MBC
contra P. aeruginosa, no entanto, nos ensaios de inibicdo de células planctdnicas e
de biofilme, a SYN superou tal atividade.
o A interagdo de concentragdes abaixo dos MICs da CHX e da SYN foi efetiva,
determinando uma atividade sinérgica com reducéo de 99% do MIC.
o Isoladamente, a SYN pouco interferiu na viabilidade celular de macréfagos
em 24 e 72 h de cultura. Em adicao, tal peptideo foi capaz de reduzir a producao de
TNF-a e IL-10 e aumentar a producdo de NO.
o Isoladamente, a CHX reduziu a viabilidade celular dos tempos experimentais
de 24 e 72 h. A CHX ainda foi capaz de aumentar a producéo de MCP-1 e IL-10 e
reduzir a producdo de IL-10 em grupos estimulados com antigeno e IFN-y.
o A associacdo CHX e SYN reduziu a viabilidade celular de macrofagos em
alguns grupos dos tempos experimentais de 6 e 24 h. Tais agentes, em conjunto,
foram capazes de aumentar a producédo de MCP-1 e TNF-a e reduzir a produgao de
IL-10 e NO.

Dessa forma, depreende-se que a atuacdo sinérgica entre CHX e SYN foi
benéfica nos ensaios antimicrobianos in vitro envolvendo a bactéria oportunista P.
aeruginosa. Nesta ocasido, estes agentes em conjunto, também foram capazes de
controlar a infeccéo e sua disseminacao, por potencializar a resposta imunoldgica de
macrofagos contra a presenca de microrganismos. Nesta associacdo, 0 peptideo
ativou a resposta pro inflamatoria, possivelmente favorecendo o combate ao
processo infecioso. Em adicdo, a reducédo da concentracdo de CHX pela adicdo da

SYN pode reduzir efeitos indesejaveis de ambos em ambiente clinico.
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ANEXOS

Anexo A —espectro de massa dos peptideos antimicrobianos
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Figura 17. Espectro obtido por MALDI-ToF referente ao peptideo synoeca-MP (1594.8 Da), com

pureza superior a 95%.
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Anexo B —curvas de crescimento para determinacédo de fase logaritmica da

Pseudomonas aeruginosa
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Figura 18. Curva representativa de crescimento da bactéria P. aeruginosa, através da média de trés
réplicas biolégicas para determinacéo de fase logaritmica. (A) representa a determinacéo do nimero
de células totais a partir da relagdo D. O. versus tempo de incubacdo, medido a cada 30 minutos. (B)
representa a linha de tendéncia com equacéo e r?> e a determinagdo do nimero de células viaveis a
partir da relacdo D. O. versus UFC.mL™,



