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RESUMO 

 

A cárie dental é conceituada como uma doença infectocontagiosa, crônica e 

multifatorial na qual ocorre uma desmineralização progressiva das estruturas dentais 

com consequente dor e perda do elemento dental. É considerada um problema de saúde 

pública em todo mundo devido sua incidência e consequências orais e sistêmicas. Dessa 

forma, novos métodos de controle microbiano têm sido pesquisados com vista à redução 

do número de casos. Os peptídeos antimicrobianos são moléculas presentes em diversos 

seres vivos e possuem uma alta atividade biocida frente a diversos microrganismos 

patogênicos. O peptídeo Lys-[Trp6]-Hy-A1 (Lys-a1), derivado sintético do peptídeo 

Hy-A1, isolado inicialmente da espécie Hypsiboas albopunctatus, é uma molécula com 

atividade antimicrobiana descrita na literatura. Dessa forma, o objetivo deste trabalho 

foi avaliar o potencial antibacteriano do peptídeo sintético Lys-a1 sobre crescimento 

planctônico e em biofilme de bactérias orais. As metodologias utilizadas para avaliação 

do potencial antimicrobiano foram: determinação da concentração inibitória mínima 

(CIM) e concentração bactericida mínima (CBM) em placas de poliestireno para o 

crescimento em suspensão; e quantificação de biomassa por cristal violeta e contagem 

de unidades formadoras para crescimento em biofilme. Os micro-organismos, S. oralis, 

S. sanguinis, S. parasanguinis, S. salivarius, S. mutans e S. sobrinus, foram cultivados 

em Brain Heart Inffusion caldo suplementado com 1% de sacarose (BHIs) a 37 °C sob 

atmosfera com 10% de CO2. O peptídeo foi solubilizado em ácido acético 0,1% (v/v) 

em diferentes concentrações (500 a 1,9 µg.mL-1). Os grupos controle dos ensaios foram 

meio de cultura BHIs (controle negativo) e Gluconato de Clorexidina 0,12% (controle 

positivo). O peptídeo testado apresentou um destacado efeito antimicrobiano, sendo 

capaz de inibir o crescimento planctônico e em biofilme de todas as cepas testadas 

mesmo em baixas concentrações. Assim, o peptídeo Lys-a1 é uma importante fonte para 

possíveis agentes antimicrobianos, com ênfase no controle e prevenção de biofilmes 

microbianos, um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento do processo 

cariogênico. 

 

Palavras-chave: Peptídeo Antimicrobiano. Biofilmes. Streptococcus mutans. Cárie 

Dentária. 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Dental caries is defined as an infectious, chronic and multifactorial disease, in which 

there is a progressive demineralization of tooth structure with consequent pain and 

dental loss. It is considered a major public health problem worldwide because its high 

incidence, besides its oral and systemic consequences. Thus, new methods of microbial 

control have been investigated to reduce the number of cases. Antimicrobial peptides 

are molecules present in many living beings and have a high biocidal activity against 

various pathogenic microrganisms. The peptide Lys-[Trp6]-Hy-A1 (Lys-a1) is a 

synthetic derivative of the peptide Hy-A1, initially isolated from the species Hypsiboas 

albopunctatus. According to previous research, it is a molecule with broad antimicrobial 

activity. The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity of the 

synthetic peptide Lys-a1 on the planktonic and biofilm growth of oral bacteria. The 

methods used to evaluate antimicrobial activity include the following: determination of 

the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration 

(MBC) in microtiter plates for growth in suspension and quantification of biomass by 

crystal violet staining and counting of colony forming units for biofilm growth. The 

microorganisms S. oralis, S. sanguinis, S. parasanguinis, S. salivarius, S. mutans and S. 

sobrinus were grown in Brain Heart Infusion broth supplemented with 1% sucrose 

(BHIs) at 37 °C under atmospheric pressure with 10% CO2. The peptide was solubilized 

in 0.1% acetic acid (v/v) at various concentrations (500 to 1.9 µg.mL-1). Chlorhexidine 

gluconate 0.12% was used as the positive control, and BHIs culture medium was used 

as the negative control. The tested peptide demonstrated a remarkable antimicrobial 

effect, inhibiting the planktonic and biofilm growth of all strains tested, even at low 

concentrations. Thus, the peptide Lys-a1 is an important source for potential 

antimicrobial agents, especially for the control and prevention of microbial biofilms, 

which is one of the most important factors in cariogenic processes. 

 

Keywords: Antimicrobial peptide. Biofilms. Streptococcus mutans. Dental caries. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A cárie dentária é conceituada como a destruição localizada de tecidos duros 

dentários susceptíveis por produtos ácidos provenientes da fermentação bacteriana de 

carboidratos (SELWITZ; ISMAIL; PITTS, 2007). É considerada como uma das 

principais doenças infecciosas preveníveis em pacientes pediátricos; muito embora os 

indivíduos possam ser acometidos por tal doença ao longo de toda a vida (CHEN; 

WANG, 2010; HOUSHMAND et al., 2012; SUNI et al., 2013). 

A cárie é a maior causa de perdas de unidades dentárias e dor orofacial, 

apesar de poder ser revertida em seus estágios iniciais. Contudo, tal patologia não é auto 

limitante, o que, sem os cuidados adequados, pode levar a sua progressão até a completa 

destruição do elemento dentário (BRETZ; ROSA, 2011). 

        O principal fator etiológico relacionado com o desenvolvimento da cárie 

dentária é a colonização de micro-organismos patogênicos sobre as superfícies orais 

(KOLENBRANDER et al., 2006). Tais micro-organismos variam de acordo com o grau 

de desenvolvimento da lesão e fatores do hospedeiro. Contudo, a habilidade desses 

colonizadores em se desenvolverem em biofilmes é um dos fatores de virulência mais 

importantes e, consequentemente, um dos mais estudados (KOLENBRANDER et al., 

2010). 

        Biofilmes são comunidades microbianas complexas que se desenvolvem em 

uma grande variedade de superfícies. Estão geralmente associados a uma matriz 

extracelular composta por diversos tipos de biopolímeros derivados do próprio 

metabolismo bacteriano (ABEE et al., 2010). 

O crescimento em biofilmes provê proteção à atuação de antibióticos e 

fatores de estresse ambiental tanto devido à barreira física formada pela matriz 

extracelular o que dificulta a penetração dos agentes antimicrobianos dentro do biofilme 

(SOTO, 2013); como também devido aos mecanismos de comunicação bacteriana que 

estimulam as bactérias a produzir enzimas e proteínas importantes para a adaptação 

fisiológica do biofilme (CORBIN et al., 2011).  

Devido a sua importância no que se refere à saúde pública e por ser a 

principal causa de infecções orofaciais, diversos estudos têm sido realizados com vista o 

controle da microbiota oral e, consequentemente, ao combate contra o desenvolvimento 

de biofilmes orais (CARNEIRO et al., 2010; SÁ et al., 2012; WANG et al., 2012). 
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Neste contexto, um grupo de moléculas com características peculiares tem 

sido foco de pesquisas no campo da Microbiologia, os peptídeos antimicrobianos 

(AMPs). Os AMPs são um grupo heterogêneo de moléculas encontrados em diversos 

organismos, de insetos e anfíbios a mamíferos, além de possuírem ampla atividade 

antibacteriana e antifúngica (SILVA et al., 2012). 

Tais moléculas têm recebido bastante atenção, pois elas agem na membrana 

celular do patógeno, estrutura essa que não é um alvo quiral específico. Dessa forma, 

bactérias e fungos têm dificuldade em superar os efeitos deletérios induzidos pelos 

AMPs (CRUSCA et al., 2011). 

Dentre as diversas fontes de AMPs, as glândulas granulares de anuros 

representam uma faz mais ricas reservas naturais de AMPs na natureza. Recentemente, 

Castro e colaboradores (2009) isolaram um peptídeo chamado Hilina-A1 (Hy-a1, 

IFGAILPLALGALKNLIK-NH2), o primeiro peptídeo citolítico isolado da pele do sapo 

arbóreo comum na região da América do Sul Hypsiboas albopunctatus. Tal peptídeo 

exibia uma atividade citolítica significativa frente a eritrócitos humanos, bem como 

propriedades antibacterianas e antifúngicas (CASTRO et al., 2009). 

Contudo, tendo em vista que a atividade biológica dos AMPs está 

frequentemente associada com o número de cargas positivas em sua sequência, 

incluindo o grupo N-terminal, além da diminuição de sua citotoxicidade, Crusca Jr e 

colaboradores (2011) sintetizaram diversos análogos do peptídeo Hy-a1 com mudanças 

na região N-terminal original e obtiveram análogos que foram capazes de manter sua 

ação antimicrobiana com significativa diminuição da atividade citolítica (CRUSCA et 

al., 2011). Dentre os peptídeos sintetizados, destaca-se o peptídeo Lys-[Trp6]-Hy-a1 

(Lys-a1) devido sua marcante atividade antimicrobiana contra cepas Gram positivas e 

negativas. Entretanto, a atividade deste peptídeo contra bactérias cariogênicas, bem 

como seu papel no combate ao biofilme permanece obscuro. 
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2 CÁRIE DENTAL 

 

2.1 Conceito e Fatores Etiológicos da Cárie Dental 

 

A maneira como se conceitua a cárie dentária e seus fatores etiológicos 

determina a escolha para estabelecer a estratégia preventiva de diagnóstico e tratamento. 

É aceito e estabelecido universalmente que a cárie dentária é uma doença multifatorial, 

infecciosa, transmissível e dieta dependente, que produz uma desmineralização das 

estruturas dentárias de forma gradual (VIEIRA et al., 2012).  

Contudo, por essa definição, devido sua complexidade, torna-se muito 

difícil compreendê-la completamente. Tal conceito de cárie é embasado na interação de 

fatores como hospedeiro, microbiota e dieta, determinando a casuística do processo 

cariogênico, ilustrada inicialmente por Keyes (1962).  

Entretanto, para Newbrun (1983), a cárie é resultado de um processo 

crônico, que aparece após algum tempo da presença e da interação desses três fatores 

previamente abordados (hospedeiro, microbiota e dieta), julgou-se conveniente incluir o 

tempo como outro fator etiológico (NEWBRUN, 1983).  

Segundo Lima (2007), ao se aceitar a mudança proposta por Newbrun, 

deve-se procurar um conhecimento mais aprofundado dos diversos fatores etiológicos 

envolvidos no processo de formação da cárie que possibilite estabelecer estratégias 

preventivas mais eficientes, sem que se corra o risco de promover algum desequilíbrio 

com consequências piores do que a própria “doença”. 

 

2.1.1 Hospedeiro 

 

Quanto ao fator suscetibilidade à cárie, deve-se diferenciar a suscetibilidade 

do indivíduo como um todo e a do próprio dente. A suscetibilidade do indivíduo pode 

ser determinada por fatores extrínsecos e intrínsecos (LIMA, 2007). Os fatores 

extrínsecos estão relacionados à estrutura sociocultural na qual o indivíduo está inserido 

como, por exemplo, as diferenças que existem entre as pessoas que vivem em países do 

chamado “Primeiro Mundo” e aquelas que residem nos países do “Terceiro Mundo” 

(LARMAS, 2012). Sabe-se que a suscetibilidade está subjugada a essas diferenças 

culturais, interferindo no comportamento do indivíduo com influência no controle e na 

incidência de cárie dentária dessa população (FUKAI; OHNO; BLINKHORN, 2012). 
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Os fatores intrínsecos (como fluxo, composição e capacidade tampão da saliva, aspectos 

hereditários e imunológicos), apesar de importantes, são difíceis de serem controlados, 

não justificando maiores considerações no âmbito das estratégias a serem propostas 

(SUBRAMANIAM; BABU; RODRIGUEZ, 2010).  

A suscetibilidade do dente à cárie é determinada pelo grau de mineralização 

do esmalte, proporcionando maior ou menor resistência à dissolução ácida, cuja 

mineralização também é regida por fatores intrínsecos que ocorrem durante a formação 

do dente e os extrínsecos, que são fatores ambientais e locais (LIMA, 2007). Por muito 

tempo pensou-se existir dentes resistentes à cárie e muitas tentativas foram feitas para 

identificar fatores de importância de ordem químico-estruturais que explicassem essa 

suposta resistência (GELLER-PALTI, 2007). Contudo, chegou-se à conclusão de que 

não existe um dente suficientemente resistente à cárie e, por mais que se procure 

aumentar essa resistência, através de métodos químicos e mecânicos, sempre fica na 

dependência do desafio cariogênico a que o indivíduo será submetido. Por esse motivo 

o fator suscetibilidade, no estabelecimento de estratégias preventivas, deve ser 

considerado como um fator de importância relativa (ZERO et al., 2009). 

 

2.1.2 Microbiota 

 

A primeira proposição acerca da relação do aspecto microbiológico como 

fator etiológico do processo cariogênico é antiga (BLACK, 1898; WILLIAM, 1897). 

Contudo, a confirmação de que bactérias orais, quando em ambiente com excesso de 

açúcares e outros fatores, são capazes de desenvolver a lesão de cárie só foi confirmada 

alguns anos depois por Miller (MILLER, 1902).  

Durante o século XX, dentre todos os organismos associados a aparição da 

cárie dental, os estreptococos do grupo mutans despertaram grande interesse por parte 

dos pesquisadores ao redor do mundo (AL-DAJANI; LIMEBACK, 2012; BOWEN; 

KOO, 2011; PARISOTTO et al., 2011). Tal período de pesquisas chegou ao seu auge 

quando pesquisadores recolheram cepas de Streptococcus mutans isoladas inicialmente 

de lesões cariosas humanas e as utilizaram em modelos cariogênicos murinos, 

estabelecendo-se o papel crucial dessa espécie no processo de formação da cárie 

(FITZGERALD; KEYES, 1960; ORLAND et al., 1954). Contudo, deve-se ressaltar que 

a cárie é uma doença de cunho microbiano, mas que só ocorre quando da alteração em 
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proporção da microbiota residente/patogênica associada a fatores ambientais (ZERO et 

al., 2009). 

Os principais traços virulentos inerentes a micro-organismos associados à 

cárie incluem acidogênese e aciduricidade, reservas intracelulares de polissacarídeos e 

formação de glicanos extracelulares que permitam a adesão celular de outros 

organismos (ZERO et al., 2009). 

Embora o S. mutans seja um dos micro-organismos cariogênicos mais 

amplamente pesquisados, estudos ressaltam que ele é apenas um dentre mais de 1000 

outras espécies encontradas no biofilme oral (WADE, 2013). Em estudos realizados 

através de identificação molecular bacteriana, pesquisadores relatam que comunidades 

bacterianas distintas, inclusive algumas novas espécies, estão associadas com o 

processo cariogênico e que S. mutans não é detectável em 10 - 20% dos indivíduos com 

cáries extensas (AAS et al., 2008; BEIER; QUIVEY; BERGER, 2012). Evidências 

recentes também elucidaram o papel de algumas leveduras, como a Candida albicans, 

como um membro da microbiota mista envolvida no aparecimento da cárie (KLINKE et 

al., 2009). 

 

2.1.3 Dieta 

 

Sabe-se que no homem primitivo, através do consumo de alimentos 

naturais, desencadeava um processo de desmineralização/remineralização (des-re) 

dentária em uma situação de equilíbrio que não permitia o aparecimento da “doença” 

cárie (LIMA, 2007). Esses alimentos naturais, apesar de fornecerem uma fonte de 

carboidratos fermentáveis, também possuem substâncias com ação anti-metabólica, 

reduzindo esse efeito, além de conterem elementos que potencializam a 

remineralização, com uma ação anticariogênica, proporcionando este equilíbrio 

(CARVALHO, 2003). Além desse equilíbrio químico, os alimentos naturais têm uma 

ação mecânica durante a mastigação, realizando, naturalmente, um controle de placa e, 

por essas propriedades, eles não são considerados cariogênicos (CAVAZZOLA, 2003).  

A manipulação dos alimentos naturais pelo ser humano fez com que muitas 

dessas propriedades ficassem prejudicadas, produzindo um desequilíbrio da 

biodiversidade da cavidade bucal, tornando-os cariogênicos (ZERO et al., 2009). A 

cariogenicidade da dieta é determinada pela presença de carboidratos, principalmente a 

sacarose, que servem de substrato para que os micro-organismos da cavidade bucal 
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sintetizem polissacarídeos extracelulares com um importante papel na formação da 

placa e, também, na produção de ácidos orgânicos, que promovem a desmineralização 

do esmalte e podem desencadear o processo de cárie (AYELE et al., 2013).  

É importante considerar que a desmineralização, que ocorre após a ingestão 

de qualquer dieta cariogênica, acontece durante um determinado tempo, até que a 

capacidade tampão e ação remineralizadora da saliva paralise o processo. Tal fato não 

determina uma lesão de cárie e sim uma simples desmineralização reversível, mas, com 

a ingestão sistemática e cada vez mais freqüente de alimentos cariogênios pelo ser 

humano, produzindo um desequilíbrio crescente da des-re, a cárie dentária estabelece-se 

na população mundial de uma forma endêmica, levando-se a concluir que a dieta seria 

um fator determinante da doença (AYELE et al., 2013). 

 

2.2 Epidemiologia 

 

Durante as últimas décadas, houve um consenso mundial embasado em 

diversos relatos de que a cárie dental estava declinando de forma significativa em 

populações de todo o globo (HAN; KIM; PARK, 2010; LAURIS; BASTOS; BASTOS, 

2012). A comunidade odontológica se motivou através dos recursos utilizados para tal 

redução como o uso sistêmico e tópico de fluoretos, cremes dentais, selantes oclusais, 

melhora na qualidade da dieta, educação em saúde bucal e cuidados em prevenção 

(BAGRAMIAN; GARCIA-GODOY; VOLPE, 2009). 

Contudo, alguns estudos reportam um aumento alarmante no número de 

pacientes acometidos por lesões cariosas em determinadas partes do mundo. Esse 

aumento acomete tanto crianças como adultos, dentição decídua e permanente, e 

superfícies coronárias e radiculares (HALCROW et al., 2013; ISAKSSON et al., 2013; 

URZUA et al., 2012). As questões emergentes no que se refere a cárie dentária são 

comumente relacionadas com as disparidades existentes nos diversos programas de 

saúde pública ao redor do mundo, o que converge em diferentes quadros 

epidemiológicos da doença (FRAZÃO, 2012; GREWAL; VERMA; KUMAR, 2011). 

Um dos principais fatores que merece destaque é o impacto social no 

panorama da cárie dental para grupos específicos ao redor do mundo (URZUA et al., 

2012). Os aumentos do número de lesões de cárie ocorrem em grupos de menor poder 

socioeconômico, imigrantes e crianças. Muito embora as causas para tal aumento não 
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sejam precisas, é possível concluir que os benefícios da prevenção não estejam 

atingindo tais grupos (BAGRAMIAN; GARCIA-GODOY; VOLPE, 2009).  

O último levantamento realizado pela Organização Mundial de Saúde 

(OMS) (2011) através da Universidade de Malmö, evidenciou um aumento significativo 

do índice de Dentes Perdidos, Cariados ou Obturados (CPO-D) de 1,61, em 2004, para 

1,67 (NATARAJAN, 2011). Apesar de aparentemente pequeno, esse aumento indica 

que possíveis problemas, no que se refere ao âmbito da prevenção, possam estar 

acontecendo (FRAZÃO, 2012).  

Quando o mesmo levantamento é separado de acordo com os continentes 

avaliados, percebe-se que apenas os continentes da Europa e América do Norte 

apresentaram reduções nos seus índices CPO-D, enquanto que, nos outros continentes, é 

possível evidenciar que os índices de CPO-D aumentaram (QUADRO 1) 

(NATARAJAN, 2011). 

Quadro 1: Índices de CPO-D em indivíduos de 12 anos especificados por região do globo. 

CONTINENTES 

ANALISADOS 

ÍNDICE CPO-D 

2004 2011 

África 1,15 1,19 

América do Norte 2,76 2,35 

América do Sul 1,58 1,63 

Europa 2,57 1,95 

Ásia 1,12 1,87 

Oceania 1,39 1,48 

Fonte: NATARAJAN, 2011. 

No que se refere ao Brasil, o mesmo se enquadra, segundo classificação 

proposta pela OMS, com índices de prevalência moderados (TABELA 1) (BRASIL, 

2011). Segundo alguns autores, essa melhora na qualidade da saúde bucal dos 

brasileiros se deve a implementação de diversas medidas de saúde pública no âmbito da 

prevenção (ALMEIDA et al., 2012; TRAEBERT et al., 2009).  

Todavia, dentro do próprio país, tem-se que regiões se apresentam com 

índices moderados e outros com índices altos, segundo a OMS (TABELA 1) (BRASIL, 

2011). Esse panorama retrata a própria desigualdade de acesso à atenção básica e 

prevenção entre as regiões do país, dentre elas, destacam-se as regiões Norte, Nordeste e 

Centro-Oeste com os piores índices do país. Muito embora os índices referentes a essas 

regiões tenham declinado quando comparados com os de 2007, muito ainda precisa ser 
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feito para que o Brasil alcance título de “país com baixo índice de cárie” (BRASIL, 

2011). 

 
Tabela 1: Média do Índice CPO-D para o grupo etário de 12 anos e proporção dos componentes em 

relação ao CPO-D total, segundo regiões. 

 Hígido Cariado Obt/Cariado Obturado Perdido CPO-D 

 Região N Média Média % Média % Média % Média % Média 

1
2

 a
n

o
s 

d
e 

id
a

d
e 

Norte 1.703 22,69 2,13 67,4 0,14 4,4 0,65 20,6 0,24 7,6 3,16 

Nordeste 2.021 23,33 1,81 68,8 0,10 3,8 0,50 19,0 0,22 8,4 2,63 

Sudeste 1.339 23,30 0,78 45,3 0,07 4,1 0,77 44,8 0,11 6,4 1,72 

Sul 1.005 23,00 1,13 54,9 0,12 5,8 0,76 36,9 0,04 1,9 2,06 

Centro-

Oeste 
1.179 22,75 1,52 57,8 0,15 5,7 0,87 33,1 0,09 3,4 2,63 

Total 7.247 23,18 1,12 54,1 0,09 4,3 0,73 35,3 0,12 5,8 2,07 

Fonte: BRASIL, 2011. 

 

2.3 Processo Cariogênico 

 

O processo de desenvolvimento das lesões cariosas é definido como 

dinâmico, complexo e, como já abordado, multifatorial. Para melhor se compreender o 

aparecimento de cavitações em estrutura dentária, deve-se ter em mente que o elemento 

dentário sofre constantes processos de desmineralização e remineralização, comumente 

denominado de processo des-re (CURY; TENUTA, 2009). 

 A cavidade oral, por ser um ambiente extremamente dinâmico, sofre 

constantemente variações de pH, sejam estas decorrentes do processo de alimentação ou 

refluxo do suco gástrico. As variações que induzem pHs ácidos acarretam alterações 

químicas e bioquímicas nas nanoestruturas que compõem tanto o esmalte quanto a 

dentina. Dessa forma, quando sítios susceptíveis são submetidos ao ataque de ácidos, os 

íons cálcio e fosfato responsáveis pela mineralização dos cristais de hidroxiapatita são 

solubilizados no meio bucal (FIGURA 1) (FEATHERSTONE, 2008).  

Contudo, tal processo ocorre rotineiramente e de forma rápida no meio oral, 

pois, devido à capacidade tampão da saliva, o pH rapidamente é restaurado ao seu 

índice fisiológico e a etapa de reparo (remineralização) se inicia. Nessa etapa, ocorre o 

caminho inverso, no qual os íons cálcio e fosfato solubilizados no meio oral são 

depositados na estrutura dentária (FEATHERSTONE, 2008) (FIGURA 2). 
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Figura 1: Desenho esquemático do processo de desmineralização do esmalte 

dentário em decorrência de ambiente ácido 

 
Fonte: CURY; TENUTA, 2009. 

 

 

Figura 2: Desenho esquemático do processo de remineralização do esmalte 

dentário em decorrência do reajuste do pH ao índice fisiológico 

 
Fonte: CURY; TENUTA, 2009. 

 

No processo cariogênico, ocorre um desequilíbrio dessa equação formada 

entre as variáveis desmineralização e remineralização, em que, devido ao acúmulo 

bacteriano na superfície do dente e a liberação de produtos ácidos decorrentes da 

fermentação de açúcares, o processo de desmineralização é acentuado e acontece de 

forma contínua (CURY; TENUTA, 2009). Nessa etapa, além da solubilização da matriz 

composta por diversos minerais, ocorre a solubilização dos cristais de hidroxiapatita, 

principal componente do esmalte dentário. A sequência de sinais clínicos da cárie em 

função do tempo pode ser visualizada através da Figura 3 (FEATHERSTONE, 2008). 
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Figura 3: Sinais clínicos decorrentes da desmineralização dentária prolongada 

 
Fonte: (CURY; TENUTA, 2009). 

 

2.4 Prevenção 

 

É sabido que a doença cárie é causada por uma inter-relação de diversos 

fatores que culminam na desmineralização dental (LIMA, 2007). Por ser considerada 

uma lesão de caráter crônico e irreversível, grande foco tem sido dado nos últimos anos 

para sua prevenção, haja visto que as técnicas intervencionistas convencionais não são 

capazes de devolver ao elemento acometido suas propriedades originais (PALOMBO, 

2011). 

Dessa forma, em virtude do caráter microbiológico associado à lesão, 

diversos autores enfatizam a importância da escovação e remoção mecânica dos 

biofilmes associados ao elemento dentário como modo mais eficaz para diminuição dos 

índices de cárie (CHOI et al., 2012; LIU et al., 2010). Entretanto, tal afirmativa ainda é 

motivo de discussão ao redor do mundo, devido ao fator “cooperação” intimamente 

atrelado ao indivíduo. Esse fator faz alusão aos déficits existentes na rotina de higiene 

oral dependentes de aspectos culturais, sociais e econômicos (LIU et al., 2010; 

PENGPID; PELTZER, 2012). 
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         Portanto, com o passar dos anos, outros métodos de controle de cárie foram 

desenvolvidos, de forma que os mesmos dependessem cada vez menos da cooperação 

do paciente, ou, ao menos, fossem mais eficazes quando das variações de utilização. 

Dentre esses, pode-se destacar os fluoretos e o gluconato de clorexidina. 

 

2.4.1 Fluoretos 

 

Os fluoretos são considerados como grandes auxiliares no combate à cárie 

dentária ao redor do mundo. Foram utilizados inicialmente de forma comercial no início 

da década de 1930, porém sem nenhum fator científico atrelado ao seu uso 

(DIEFENDERFER; STAHL, 2008).  

Atualmente é utilizado em larga escala como adjuvante no processo de 

prevenção de lesões cariosas através de seu mecanismo de fortificação da matriz 

inorgânica do esmalte dentário (CURY; TENUTA, 2008). Esse mecanismo pode ser 

explicado através da reação química que ocorre durante o processo de remineralização 

dentária, no qual o flúor se liga à hidroxiapatita solubilizada no meio oral por meio da 

substituição de um dos radicais hidroxila, formando a fluorapatita, mais resistente ao 

processo de dissolução causado pelo pH ácido e, consequentemente, ao processo 

cariogênico (BUZALAF et al., 2011). 

Com a finalidade de se eliminar o fator “cooperação” por parte do 

indivíduo, adotou-se, em diversos países, a política pública de fluoretação das águas, na 

qual as águas de abastecimento domiciliar são previamente adicionadas de íons flúor 

(CURY; TENUTA, 2009). Esse método tem causado constantes discussões ao redor do 

mundo em virtude do risco de contaminação por excesso de flúor, o que pode gerar 

diversos quadros patológicos orais e/ou sistêmicos ao indivíduo (SAMPAIO; LEVY, 

2011; WONG et al., 2010). Além desse método, os fluoretos podem ser aplicados de 

forma tópica por profissional odontólogo, ou mesmo na forma de géis e cremes dentais 

para uso diário desde que em crianças maiores de 5 anos de idade (ELLWOOD et al., 

2008). 

Entretanto, o uso do flúor por si só não se demonstra como um método 

suficientemente eficaz para o controle da cárie, haja visto que somente ele atua somente 

no fortalecimento da estrutura dentária. Vislumbrando esse aspecto, outros compostos 

quimicamente ativos começaram a ser utilizados como ferramenta sinérgica ao flúor, os 

antimicrobianos (PALOMBO, 2011). 



30 

 

2.4.2 Gluconato de clorexidina 

 

O gluconato de clorexidina, ou somente clorexidina, é um agente 

antimicrobiano com ampla atividade sobre diversos micro-organismos, dentre os quais 

várias bactérias patogênicas de cavidade oral, e tem sido considerado como um 

potencial agente na prevenção da cárie dental (AUTIO-GOLD, 2008). 

É considerado como agente padrão ouro contra diversas cepas microbianas 

orais ou de outros sítios tanto por possuir marcante atividade antimicrobiana, como 

também um efeito extremamente rápido, sendo capaz de gerar a morte bacteriana em 

apenas alguns minutos através tanto do comprometimento da membrana celular, como 

principalmente por interferência em vias metabólicas bacterianas essenciais 

(DOUGHTY-SHENTON et al., 2010; RODRIGUES et al., 2011). Apesar de possuir 

diversas formulações e vias de administração, o seu uso em Odontologia é restrito 

atualmente aos colutórios orais na concentração de 0,12%, vindo a ser inicialmente 

utilizado de forma comercial na década de 1980, nos Estados Unidos (MIKKELSEN et 

al., 1981).   

Apesar de todas as suas vantagens, a clorexidina possui diversos efeitos 

adversos que limitam seu uso a médio/longo prazo. Dentre eles destacam-se a alteração 

de cor dos dentes, perda do paladar, ardência bucal, xerostomia e descamação da 

mucosa oral (AUTIO-GOLD, 2008). Dessa forma, o uso da clorexidina na cavidade oral 

tem sido direcionado para casos específicos em que o paciente apresenta quadros 

infecciosos mais graves ou apresenta dificuldades na higienização oral (VAN 

STRYDONCK et al., 2012). 

Nos últimos anos estudo apontam a importância da descoberta de outras 

moléculas tão ativas quanto a clorexidina, haja visto que determinadas cepas bacterianas 

já apresentam elevada resistência a essa substância (PALOMBO, 2011). Além disso, o 

elevado número de efeitos adversos associados ao uso contínuo da clorexidina 

inviabilizam esse agente como forma de prevenção da cárie dentária (JAMES; 

PARNELL; WHELTON, 2010).  
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3 BIOFILMES ORAIS 

 

3.1 Aspectos Gerais 

 

Os biofilmes são comunidades microbianas complexas estabelecidas em 

uma ampla variedade de superfícies que são geralmente associadas a uma matriz 

extracelular composta por vários tipos de biopolímeros (ABEE et al., 2010). Esse tipo 

de associação microbiana pode se desenvolver em diversas superfícies, sejam essas 

bióticas ou abióticas. Locais como tecidos vivos, dispositivos médicos e/ou industrias, 

sistemas de tubulação de água ou até mesmo ambientes marinhos podem se tornar 

propícios para o desenvolvimento de biofilmes. Na medicina, as superfícies, tais como 

dentes, catéteres, válvulas cardíacas e lentes de contato podem ser fortemente 

colonizadas (AKCALI et al., 2013; ONURDAĞ, et al., 2010; WILLCOX, 2013).  

O crescimento e a proliferação do micro-organismo dentro de um biofilme 

fornece proteção contra a ação de antibióticos, proporcionando um mecanismo de 

defesa, diminuindo ou impedindo a penetração de diferentes agentes antimicrobianos 

através do biofilme (EPSTEIN et al., 2011; SOTO, 2013), e assim, tornam-se 

extremamente difíceis ou impossíveis de erradicar (ALHEDE et al, 2009; VAN 

GENNIP et al., 2009). 

No caso dos biofilmes patogênicos orais, diversos grupos de pesquisa têm 

direcionado esforços para a melhor compreensão tanto dos seus aspectos de formação e 

desenvolvimento, quanto no seu metabolismo e composição (APATZIDOU, 2012; 

ZIJNGE et al., 2012). Tais estudos possuem, em geral, o objetivo final de desenvolver 

ferramentas eficazes no controle da microbiota responsável por diversas doenças orais 

(cáries, periodontite, candidíase, doenças cardíacas e pulmonares) (FIGURA 4). 

 

Figura 4: Lesões orais mais prevalentes com etiologia microbiana. A) Lesão de cárie extensa; B) 

Periodontite de alto grau; C) Candidíase eritematosa em paciente portador de imunodeficiência. 

 
Fonte: Arquivo do autor. 
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3.2 Processo de Formação dos Biofilmes Orais 

 

O processo de desenvolvimento dos biofilmes orais é complexo e segue uma 

cronologia bastante criteriosa. Em geral, todas as bactérias orais possuem mecanismos 

de aderência à superfícies sólidas recobertas por películas salivares, como os dentes, ou 

superfícies descamativas, como o tecido epitelial, ou, até mesmo, a bactérias que já 

estão previamente aderidas à superfície (DANNE; DRAMSI, 2012; 

KOLENBRANDER, 2011). 

A aderência de células microbianas a outras bactérias imobilizadas sobre 

uma superfície é chamada de coadesão, enquanto que a ligação de bactérias ou micro-

organismos em suspensão é chamada de coagregação (KOLENBRANDER et al., 2010). 

Dessa forma, a construção do biofilme oral é realizada inicialmente por determinadas 

estirpes bacterianas que possuem a capacidade de se aderir à película adquirida no 

esmalte dentário. Tais bactérias são chamadas de colonizadores iniciais e seus principais 

representantes são os Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus 

parasanguinis e Streptococcus gordonii para os biofilmes predominantemente 

cariogênicos e outras bactérias do gênero Actinomices para os biofilmes 

periodontopatogênicos. Tal relação dos colonizadores iniciais com o processo 

patológico é advinda da própria seletividade bacteriana no sistema de coadesão, 

contudo, tal estratégia não impede a participação cruzada desses colonizadores iniciais 

nos processos patológicos (BEIER; QUIVEY; BERGER,  2012; KOLENBRANDER et 

al., 2010). 

Após a adesão inicial por parte dos colonizadores primários, o processo 

segue com a proliferação dessas células e o início da adesão de outras células com 

receptores de afinidade (adesinas e selectinas) que possuem a capacidade de se aderir 

seletivamente a outros micro-organismos (BADIHI-HAUSLICH, 2011). No processo 

cariogênico, o Streptococcus mutans e o Streptococcus sobrinus merecem uma atenção 

especial, enquanto que no processo periodontopatogênico se destacam o Fusobacterium 

nucleatum e a Porphyromonas gingivalis (KOLENBRANDER, 2011; 

KOLENBRANDER et al., 2010). Devido a importância crucial desses microganismos 

na sua sustentabilidade patogênica, vários estudos são voltados para a descoberta de 

novos métodos de se controlá-los. 

Apesar de não serem colonizadores iniciais do biofilme cariogênico, 

Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus são os principais componentes 
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responsáveis pelo processo de formação da cavidade de cárie. Este fato se deve a 

capacidade tanto de produzir ácido que promove o processo de desmineralização 

dentária, como em sobreviver nos ambientes com pH ácido (BOWEN; KOO, 2011).  

Já as bactérias periodontopatogênicas não possuem o potencial acidogênico, 

mas são capazes de formar biofilmes mais resistentes e secretar enzimas líticas que 

degradam o tecido periodontal (DEO; BHONGADE, 2010; TAKEUCHI et al., 2011). 

Além disso, a característica mais predominante das bactérias periodontopatogênicas é a 

sua capacidade de sobrevivência em anaerobiose ou aerobiose facultativa (TENORIO et 

al., 2011).    

A medida que colonizadores secundários são gradativamente acumulados 

sobre o biofilme, unidades especializadas denominadas microcolônias começam a ser 

plenamente estabelecidas (KOLENBRANDER et al., 2010). Essas microcolônias são 

estruturas fundamentais para o funcionamento metabólico e organizacional do biofilme, 

como será abordado a seguir. Na figura abaixo, pode-se evidenciar um esquema 

organizacional didático referente à estruturação em biofilmes das bactérias que residem 

em ambiente oral (FIGURA 5). 

 

Figura 5: Modelo espaço temporal de colonização bacteriana em cavidade oral, no qual se evidencia a 

interação entre os receptores moleculares presentes na superfície bacteriana e as diversas moléculas 

presentes na película adquirida do esmalte, além das interações específicas célula-célula presentes no 

biofilme 

 
Fonte: KOLENBRANDER et al., 2010. 
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3.3 Metabolismo do Biofilme 

 

Para um completo desenvolvimento e maturação dos biofilmes tanto 

presentes em cavidade oral como na grande maioria dos ambientes, os substratos 

metabólicos precisam estar disponíveis para as células do biofilme, para assim 

possibilitar seu crescimento. Tais compostos encontram-se geralmente solubilizados em 

saliva pois são frequentemente frutos do processo digestivo do próprio hospedeiro 

(CCAHUANA-VÁSQUEZ; CURY, 2010; FIELD et al., 2010). 

Grande parte da diversidade metabólica de um biofilme pode ser explicada 

pelos diferentes solutos químicos presentes no ambiente. Biofilmes maduros possuem 

um gradiente de concentração de substratos e de produtos metabólicos (BABAUTA et 

al., 2012; KOLEY et al., 2011). Dessa forma, podem haver regiões no interior do 

biofilme em que o crescimento bacteriano e a atividade metabólica são inibidos ou 

retardados devido à limitação de substrato. Além disso, o acúmulo de resíduos ácidos no 

interior do biofilme poderiam reduzir o pH local e afetar diretamente as respostas 

fisiológicas e metabólicas de algumas bactérias (BABAUTA et al., 2012).  

Quando as bactérias utilizam glicoproteínas como fonte de açúcar, estas 

lançam mão de exoglicosidases em combinação com um sistema de transporte de 

açúcar, além de enzimas glicolíticas específicas para cada carboidrato. Açúcares podem 

ser translocados para o citoplasma por vários sistemas de transporte (LIU et al., 2012). 

Um dos mais importantes é o sistema fosfotransferase (PTS), o qual possui um papel 

regulador fundamental no controle do metabolismo de carbono em bactérias, gram-

positivas e negativas. PTS também controla outros sistemas de transporte, metabolismo 

e armazenagem de fontes de carbono e de nitrogénio. O sistema de transporte de açúcar 

regulado pela PTS é do tipo simporte prótons-açúcar e Na+-açúcar (AJDIC; CHEN, 

2012; LIU et al., 2012). O objetivo final é uma utilização eficiente da oferta limitada de 

carbono e recursos energéticos.  

A presença de sacarose permite a aderência de estreptococos do grupo 

mutans e consequentemente a colonização da superfície lisa do esmalte dental, 

favorecendo seu posterior acúmulo (AIRES et al., 2008). Esses micro-organismos não 

só fermentam a sacarose como, a partir desta, sintetizam polissacarídeos extracelulares 

(KLEIN et al., 2012). Na polimerização desses açúcares participam as enzimas 

denominadas glicosiltransferases (Gtfs), para as glicanas, e frutosiltransferases (Ftfs), 

para as frutanas, que são essenciais para expressão da virulência (FELDMAN et al., 
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2009; YOUSEFI et al., 2012). Essas enzimas atuam na produção de glicanos solúveis e 

insolúveis em água que servem de reserva energética intracelular, fonte de carbono, e 

também como um aderente para facilitar a formação do biofilme (BANAS; BISWAS; 

ZHU, 2011).  

 

3.4 Matriz Extracelular Polimérica 

 

Biofilmes são formados principalmente por células microbianas e 

substâncias extracelulares poliméricas, mais conhecidas como exopolissacarideos ou 

simplesmente EPS. Essas substâncias podem ser responsáveis por 50% a 90% do 

carbono orgânico total do biofilme (KUBONIWA et al., 2012) e podem ser 

consideradas o principal componente da matriz do biofilme. O EPS, formado 

principalmente de polissacarídeos, pode variar segundo as propriedades químicas e 

físicas, como a solubilidade em água. Alguns desses carboidratos são neutros ou 

polianiônicos, como é o caso do EPS de bactérias gram-negativas, por conta da presença 

de ácidos urônicos, D-glucurônico, D-galacturônico, e outros (XIAO et al., 2012). No 

caso de algumas bactérias gram-positivas, tais como os estafilococos, a composição 

química do EPS pode ser bastante diferente, mas com características catiônicas. Muitas 

vezes, a composição e a quantidade de EPS variarão dependendo do tipo de micro-

organismos, da idade do biofilme e das diferentes condições ambientais em que os 

biofilmes são formados (KUBONIWA et al., 2012). Estes incluem diferentes níveis de 

oxigénio e de nitrogênio, de pH, de temperatura e de disponibilidade de nutrientes 

(AHIMOU et al., 2007).  

Segundo Xiao e colaboradores (2012) o EPS pode ter um efeito significativo 

sobre a organização do biofilme. A composição dos polissacarídeos determina sua 

conformação primária. Por exemplo, muitos EPS possuem estruturas com o esqueleto 

principal formado por resíduos de hexoses com ligações β-1,3 ou β-1,4, com isso 

tendem a possuir uma estrutura mais rígida e resistente, com pouca ou nenhuma 

solubilidade em água (XIAO et al., 2012).  

O crescimento de um biofilme é o resultado de um processo complexo que 

envolve o transporte de compostos orgânicos, moléculas inorgânicas e células 

microbianas, uma posterior adesão em uma superfície e finalmente, a formação de um 

consórcio bacteriano auxiliado pela produção de polímeros extracelulares (IRIE et al., 

2012). Assim como a hidrofobicidade celular e a presença de fímbrias e de flagelos, o 
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grau de produção de EPS é um dos principais fatores que influencia a taxa e o grau de 

adesão de células microbianas em diferentes superfícies, alem de proteger contra o 

estresse ambiental e desidratação (VU et al., 2009). Devido à sua importância na 

formação do biofilme, a produção EPS tem sido alvo de diversas pesquisas para 

impossibilitar o processo de formação e de maturação dessas comunidades microbianas 

(MURRAY et al., 2009; NAGORSKA et al., 2010; VU et al., 2009). 

 

3.5 Comunicação Celular em Biofilmes 

 

A comunicação entre micro-organismos imersos no biofilme, sejam esses da 

mesma espécie ou de espécies distintas, é mediada por diferentes sinais químicos que 

são sintetizados e secretados por tais micro-organismos (LI; TIAN, 2012). Esses sinais 

podem estar relacionados a densidade celular ou populacional (Quorum-sensing) ou 

simplesmente por sinais produzidos por bactérias em diferentes estágios de crescimento, 

como alguns ácidos graxos secretados por alguns colonizadores iniciais quando estão 

em sua fase estacionária (LEE; JAYARAMAN; WOOD, 2007; WATERS; BASSLER, 

2005). Uma importante diferença entre esses dois tipos de sinais é que os tipo quorum-

sensing, amplamente conhecidos como autoindutores, são utilizadas por bactérias como 

modo de comunicação célula-célula de uma dependente de sua concentração. Enquanto 

outros sinais bacterianos não são restritos por tais requisitos (WATERS; BASSLER, 

2005). 

Os sistemas de comunicação celular tipo quorum-sensing foram 

originalmente descobertos na bactéria marinha Vibrio fischeri como um método 

envolvido no controle de produção de luz (NEALSON, 1977). Contudo, esse sistema 

tem sido identificado amplamente em diferentes gêneros bacterianos, como as 

Pseudomonas, Escherichia, e Streptococcus (LEE; JAYARAMAN; WOOD, 2007). 

Com relação a este último gênero, diversos pesquisadores relacionam o processo de 

desenvolvimento de biofilmes patogênicos à secreção de moléculas autoindutoras, 

dentre elas, a AI2 (CUADRA-SAENZ et al., 2012; HARDIE; HEURLIER, 2008). 

A molécula sinalizadora AI2 tem sido proposta como uma das principais 

atuantes no processo de formação de biofilmes orais (KOLENBRANDER et al., 2010). 

Em estudo produzido por Rickard e colaboradores (2006) foi verificado que em cepas 

de S. oralis que não possuíam os genes responsáveis pela produção de AI2, o 

crescimento em conjunto com outras bactérias patogênicas era irrisório. Entretanto, 
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quanto da secreção da mesma molécula, tanto um aumento no processo de coagregação 

era visualizado, como também um aumento na produção de matriz ectracelular 

polimérica (RICKARD et al., 2006). 

Em modelo proposto por Kolenbrander e colaboradores (2010) é possível 

visualizar como o processo de indução por concentração afeta o crescimento de 

biofilmes patogênicos orais (FIGURA 6). 

 

Figura 6: Modelo de relação entre a sucessão microbiana em biofilmes orais e a quantidade de AI2 

secretada. 

 
 Fonte: KOLENBRANDER et al., 2010. 

 

 

3.6 Aspectos Genéticos de Biofilmes  
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Os biofilmes orais são compostos por uma gama de micro-organismos com 

relativa diferença entre as espécies (ABEE et al., 2010). A transição de um biofilme 

não-patológico para um biofilme patológico envolve várias alterações ambientais, como 

a adição de sacarose na dieta do hospedeiro, que influenciam de forma dramática a 

composição microbiana e bioquímica do biofilme (KOLENBRANDER et al., 2010). 

Além disso, a própria alteração do modo de vida bacteriano de planctônico para em 

biofilmes é um fator que afeta de forma direta a expressão gênica dos micro-organismos 

envolvidos. Essa alteração de expressão gênica, associada com as espécies bacterianas 

envolvidas na colonização, influenciam tanto no tipo de patologia associada à cavidade 

oral (cárie ou doença periodontal), bem como na virulência do biofilme formado 

(SHEMESH; TAM; STEINBERG, 2007). 

Dentre as bactérias de biofilmes cariogênicos, a espécie Streptococcus 

mutans tem sido ressaltada como uma das cepas mais importantes no processo de 

desmineralização dental em virtude do seu potencial acidúrico e acidogênico. Além 

disso, o perfil de expressão gênica dessa espécie, quando associadas a biofilmes, muda 

significativamente, principalmente no que se refere a produção de enzimas e/ou 

proteínas de membrana (SHEMESH; TAM; STEINBERG, 2007). 

Em estudo realizado por Shemesh, Tam e Steinberg (2007), foi verificado 

que quando a cepa de S. mutans UA159 está associada em biofilmes, uma variação na 

expressão de 243 genes é notada, dentre os quais 139 são up-regulados e 104 são down-

regulados. Neste mesmo artigo foi evidenciado que grande parte dos genes up-regulados 

estão diretamente relacionados com o transporte transmembranar de moléculas 

(Transportadores ABC, Proteínas ligantes a ATP e Proteínas ligantes ao Ferricromo); 

com o metabolismo energético ou produção de bacteriocinas; e ainda com a produção 

de matriz extracelular polimérica (Glicosiltransferases) (SHEMESH; TAM; 

STEINBERG, 2007). 

Todas as mudanças de cunho genético expressas pelas bactérias patogênicas 

de cavidade oral evidenciam uma associação entre as mesmas, culminando no aumento 

da resistência à agentes antimicrobianos, bem como de fatores ambientais, além de 

propiciar mecanismos de equilíbrio populacional dentro do próprio biofilme 

(KOLENBRANDER et al., 2010).   
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4 PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS 

 

4.1 Aspectos Gerais 

 

Entre os anos de 1920 e 1950, diversos compostos com propriedades 

antimicrobianas foram isolados de secreções de vários seres vivos como aracnídeos, 

anfíbios, vegetais e humanos (FLEMING, 1922; STUART; HARRIS, 1942). Tais 

compostos apresentavam atividade biológica em pequenas concentrações, além de 

exibir uma peculiar seletividade por bactérias Gram positivas e Gram negativas. Estes 

foram denominados de peptídeos antimicrobianos (AMPs) e descritos como moléculas 

capazes de inibir ou retardar o crescimento de micro-organismos invasores, a fim de 

contribuir com os mecanismos naturais de imunidade adaptativa do hospedeiro 

(NAKATSUJI; GALLO, 2012).  

Ao longo dos últimos anos, o estudo dos AMPs como uma nova classe de 

agentes terapêuticos antimicrobianos tem atraído interesse considerável de diversos 

centros de pesquisa (SILVA et al., 2012). Tal interesse é amplamente justificado pelo 

rápido aumento da incidência de micro-organismos patogênicos resistentes às drogas 

convencionais, o que representa um importante problema de saúde pública ao redor do 

mundo (SOTO, 2013).  

Devido à complexidade e interesse no tema, nosso grupo de pesquisa 

revisou recentemente a literatura científica com o intuito de melhor definir o uso de 

peptídeos antimicrobianos como ferramenta de controle de micro-organismos 

patogênicos em cavidade oral. Neste estudo, foram avaliados artigos publicados e 

indexados nas bases de dados Pubmed durante o período de janeiro de 2002 a dezembro 

de 2011, publicando-se alguns resultados importantes e elucidativos para construção do 

pensamento científico e elaboração da presente proposta (SILVA et al., 2012). Alguns 

resultados evidenciados em tal levantamento são abordados a seguir. 

Na Tabela 2, evidencia-se o significativo crescimento no número de estudos 

que envolvem AMPs, os quais, quando relacionados a micro-organismos orais, eram 

pouco avaliados nos oito anos iniciais do período aqui estudado. Entretanto, no último 

biênio, um grande salto na quantidade de publicações é constatado. Pode-se sugerir que 

o avanço nas técnicas de obtenção e purificação, além das constantes pesquisas sobre 

tais moléculas, são os principais fatores que ocasionaram este aumento quantitativo. 
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Fonte: SILVA et al., 2012. 

 

Associado aos fatores previamente citados, a direta relação dos AMPs com 

o sistema imunológico das mucosas orais pode ser o responsável pelos resultados 

mostrados na Figura 7, a qual destaca a grande influência dos peptídeos antimicrobianos 

oriundos da cavidade oral sobre os estudos mais recentemente publicados. Além desse 

grupo de peptídeos, os AMPs de origem sintética ocupam um lugar de crescente 

importância nos estudos microbiológicos, sendo a classe de peptídeos mais estudada 

logo depois dos peptídeos de cavidade oral. 

 

Figura 7: Distribuição das publicações de acordo com a origem do AMP estudado, por biênio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: SILVA et al., 2012. 

 

4.2 Peptídeo Hilina-a1 

 

 O peptídeo antimicrobiano Hilina-a1 (Hy-a1) foi primeiramente isolado por 

Castro e colaboradores (2009) através da secreção da pele do sapo arbóreo Hypsiboas 

Tabela 2: Distribuição das publicações relacionadas a AMPs contra micro-organismos orais de 2002 a 

2011, por biênio. 

 Valor absoluto (n) Valor relativo (%) Valor relativo 

acumulativo (%) 

2002 a 2003 9 12.4 12.4 

2004 a 2005 9 12.4 24.8 

2006 a 2007 11 15 39.8 

2008 a 2009 12 16.4 56.2 

2010 a 2011 32 43.8 100 

Total 108 100  
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albopunctatus. No mesmo estudo, diversas análises referentes à sua estrutura primária e 

secundária, além de seu potencial efeito antimicrobiano.  

 Esse novo peptídeo, teve sua estrutura primária determinada sem ambiguidade 

por degradação de Edman automatizada e consiste de uma cadeia polipeptídica linear de 

18 resíduos de aminoácidos: IFGAILPLALGALKNLIK. Análise por espectrometria de 

massa evidenciou a presença de um peptídeo altamente puro e sugeriu a presença de um 

resíduo de aminoácido α-amidado em região C-terminal, devido a uma diferença de 

massa de 1 amu entre a massa molecular monoisotópica teórica determinada de sua 

sequência e os resultados experimentais determinados por análise de espectrometria de 

massa. Modificações pós-traducionais ocorrem comumente nos peptídeos 

antimicrobianos de anuros e, entre eles, a amidação do C-terminal é um processo 

comum e necessário para prover a atividade biológica de diversos peptídeos bioativos. 

Dessa forma, a presença dessa amidação contribui para a carga positiva geral da 

molécula e, provavelmente, possui influência direta na atividade biológica da mesma 

(SHALEV; MOR; KUSTANOVICH, 2002). 

 Quanto a sua estrutura secundária, segundo as metodologias empregadas pelos 

autores, evidenciou-se uma conformação em alfa-hélice de caráter anfipático com os 

resíduos hidrofílico e hidrofóbico em sítios opostos da hélice (CASTRO et al., 2009). 

 No que se refere a sua atividade antimicrobiana, o peptídeo Hy-a1 se mostrou 

efetivo contra diversas cepas Gram-positivas e Gram-negativas. Contudo, a sua 

atividade se mostrou mais acentuada em bactérias Gram-positivas (S. aureus ATCC 

25923, E, faecalis ATCC 29212 e B. subtilis ATCC 19659), além de uma ação bastante 

significativa em cepas fúngicas, fato este que evidencia seu amplo espectro de ação 

(CASTRO et al.,2009). 

 

4.3 Peptídeos Sintéticos 

 

Muito embora os peptídeos antimicrobianos de origem nativa tenham se 

mostrado significativamente superior à diversas drogas comerciais no que se refere à 

resistência microbiana à múltiplas drogas, o desenvolvimento de AMPs naturais carece 

de princípios químicos referentes aos seus desenhos e, geralmente, não ocorrem de 

forma sistemática (WIRADHARMA et al., 2011). É bastante comum a descoberta de 

novos peptídeos de forma randômica e através de métodos de tentativa e erro. Além 

disso, indícios provenientes de pesquisa recente aponta que peptídeos com sequências 
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muito similares aos produzidos pelo organismo humano podem prejudicar o 

funcionamento correto do mesmo (SOM et al., 2008). 

Dessa forma, os peptídeos de origem não-natural (sintéticos) foram 

desenvolvidos para ampliar o arsenal de AMPs viáveis para utilização tanto em ensaios 

in situ como in vivo. Em geral são obtidos por modificação e/ou “otimização” das 

sequências do peptídeo nativo com a finalidade de se melhorar seus efeitos 

antimicrobianos, enquanto, em paralelo, procura-se reduzir seu potencial efeito 

citotóxico contra células humanas (WIRADHARMA et al., 2011).  

Uma das primeiras tentativas de se obter uma classe sintética de AMPs de 

forma sistematizada foi demonstrada por Jorge, Lourenço e Pereira (2012) em estudo no 

qual foram descritas regras para síntese peptídica análogas às “regras gramaticais” para 

se descrever certas semelhanças observadas das diversas bases de dados acerca de 

AMPs. Tais regras foram utilizadas como algoritmos para produzir permutações de 

diferentes sequencias primárias de peptídeos não-naturais (JORGE; LOURENÇO; 

PEREIRA, 2012).  

Dentre as diversas fontes de AMPs, as glândulas granulares de anuros 

representam uma das mais ricas reservas naturais de AMP na natureza. Recentemente, 

Castro e colaboradores (2009) isolaram um peptídeo chamado Hilina-A1 (Hy-a1, 

IFGAILPLALGALKNLIK-NH2), o primeiro peptídeo citolítico isolado da pele do sapo 

arbóreo comum na região da América do Sul Hypsiboas albopunctatus. Tal peptídeo 

exibia uma atividade citolítica significativa frente a eritrócitos humanos, bem como 

propriedades antibacterianas e antifúngicas (CASTRO et al., 2009). 

Contudo, tendo em vista que a atividade biológica dos AMPs está 

frequentemente associada com o número de cargas positivas em sua sequência, 

incluindo o grupo N-terminal, além da diminuição de sua citotoxicidade, Crusca Jr e 

colaboradores (2011) sintetizaram diversos análogos do peptídeo Hy-a1 que foram 

capazes de manter sua ação antimicrobiana, dentre eles, o peptídeo Lys-[Trp6]-Hy-A1 

(Lys-a1). Para a obtenção deste peptídeo análogo, foram realizadas duas modificações 

no peptídeo original (Hilina-a1), uma substituição simples foi realizada na posição 6, 

Leu por Trp, devido ao Triptofano ser considerado um fluoróforo natural, o que 

possibilitou a realização de ensaios de permeabilidade de membrana; e uma substituição 

no N-terminal, adicionando-se uma Lisina, o que confere uma carga positiva nessa 

extremidade. Como esperado, o aumento do número de cargas positivas no peptídeo 

melhorou sua atividade antimicrobiana em comparação ao peptídeo nativo, além de um 
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espectro de ação amplo contra cepas Gram-positivas e Gram-negativas (CRUSCA et al., 

2011). 

 

4.4 Mecanismo de Ação 

 

Os mecanismos de ação dos AMPs ainda não estão completamente 

esclarecidos. Todavia, algumas teorias sobre as formas de atuação dessas moléculas 

sobre a membrana celular e o metabolismo bacteriano têm sido sugeridas através de 

métodos como microscopia associada à fluoróforos, dicroísmo circular, espectrometria 

de massa e estudos com modelos de membrana (BOLINTINEANU; VIVCHARUK; 

KAZNESSIS, 2012; BROGDEN, 2005; PAULSEN et al., 2013). Dentre os principais 

mecanismos de atividade biocida sugeridos, têm-se os modelos de morte celular por via 

extracelular e os modelos por via intracelular (BROGDEN, 2005). 

No que concerne aos modelos por via extracelular, os AMPs são 

inicialmente atraídos à superfície do micro-organismo por interações eletrostáticas entre 

o peptídeo aniônico ou catiônico e estruturas na superfície celular. No caso de bactérias 

Gram-negativas, as principais interações ocorrem entre peptídeos catiônicos e a rede de 

cargas negativas presente no envelope bacteriano – fosfolipídios aniônicos e grupo 

fosfato nos lipopolisacarídeos. Enquanto que, em bactérias Gram-positivas, a principal 

relação é estabelecida pelos ácidos teicóicos da superfície celular (BOLINTINEANU; 

VIVCHARUK; KAZNESSIS, 2012). 

Após a atração inicial, os AMPs se ligam à superfície celular e iniciam a 

fase de ligação, fase esta responsável por realizar a travessia dos AMPs através da 

membrana externa (lipopolisacarídeos nas bactérias Gram-negativas e ácidos teicóicos e 

lipoteicóicos nas Gram-positivas) e permitir que os AMPs interajam diretamente com a 

membrana citoplasmática bacteriana (BOLINTINEANU; VIVCHARUK; KAZNESSIS, 

2012).  

Em baixas proporções peptídeo/lipídio, os AMPs são ligados de forma 

paralela à bicamada lipídica. A medida que tal proporção aumenta, os peptídeos iniciam 

a sua orientação de forma perpendicular à membrana. Quando as proporções de 

peptídeo/lipídios estão elevadas, os AMPs iniciam sua penetração na membrana celular, 

o que gera a formação de poros transmembrana que, posteriormente, acarretam na morte 

celular por perda de líquido citoplasmático e rompimento membranar por micelização 

(PAULSEN et al., 2013). 
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Apesar de aparentemente simples, alguns modelos explicativos têm sido 

propostos para melhor entender a dinâmica da morte gerada por dano membranar. O 

modelo de barril ou “barrel-stave” sugere o arranjo de peptídeos em sentido 

transmembranar organizados em um formato de “barril”, o que permite o fluxo de 

conteúdo intracelular para o meio externo (GKEKA; SARKISOV, 2010) (FIGURA 8).  

 

Figura 8: Modelo “barrel-stave” para indução da morte bacteriana via AMP. 

 
 Fonte: BROGDEN, 2005. 

 

Já o modelo de tapete ou “carpet model” ocorre um acúmulo de peptídeos 

na superfície da bicamada lipídica. Os pepetídeos são atraídos de forma eletrostática 

pelas extremidades aniônicas fosfolipídicas em diversos sítios recobrindo a membrana 

celular de uma maneira semelhante a um tapete. Em altas concentrações, os peptídeos 

são induzidos a penetrar na membrana celular e romper a integridade da mesma de uma 

forma semelhante aos detergentes, levando eventualmente a formação de micelas. Em 

concentrações críticas, os peptídeos formam cavidades toroidais transientes na 

membrana, o que permite o acesso de mais peptídeos à membrana. Por fim, a membrana 

se desintegra e forma micelas após o rompimento da curvatura da bicamada (LEE et al., 

2011) (FIGURA 9).  
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Figura 9: Modelo estilo “carpet model” para indução da morte bacteriana 

via AMP. 

 
Fonte: BROGDEN, 2005. 

 

Por fim, o modelo de poro-

toroidal ou “toroidal-pore model” 

indica que a inserção das hélices dos 

AMPs na membrana induz a ligação 

de uma das monocamadas lipídicas à 

outra contraposta de forma contínua e 

bilateral, em que o núcleo aquoso é 

estabelecido por ambos, peptídeo 

inserido e extremidade lipídica. Na 

formação de poros toroidais, a face 

polar do peptídeo se associa com a 

superfície polar estabelecida pelas 

extremidades fosfolipídicas da 

membrana celular. Esse modelo se 

diferencia do modelo “barrel-stave” já 

que os peptídeos estão sempre associados às extremidades polares da monocamada, até 

Figura 10:  Modelo “Toroidal-pore” para indução da 

morte bacteriana via AMP. 
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mesmo quando organizadas perpendicularmente na bicamada celular (BOZELLI et al., 

2011) (FIGURA 10).  

Muito embora a lise da membrana celular leve à morte bacteriana, um 

aumento no número de estudos que relatam a existência de outros métodos de morte 

celular, é notável. Pesquisas recentes revelaram a presença de alvos intracelulares 

importantes para a morte celular. Como exemplos de tais atividades têm-se a inibição da 

síntese de DNA, RNA e proteínas, geralmente relacionada com a pleurocidina, α-

defensina-1 e α-defensina-2, e a inibição da atividade enzimática, associada com as 

histatinas (HALE; HANCOCK, 2007; MARR; MCGUIRE; MCMASTER, 2012; 

TEIXEIRA; FEIO; BASTOS, 2012) (FIGURA 11). 

 

Figura 11: Modos de ação intracelular para atividade antimicrobiana mediada por AMPs. 

 
Fonte: BROGDEN, 2005. 

 

Não obstante às descrições de dano à membrana serem variáveis, elas estão, 

muito provavelmente, interrelacionadas. Brogden (2005) apontou que tais mecanismos 

não se apresentam de forma independente, mas sim correlacionadas e graduais. Porém, 

diversos fatores podem estar intimamente associados à efetividade e especificidade do 

peptídeo, tais como o seu tamanho, sequência de aminoácidos, carga, estrutura e 

conformação, hidrofobicidade e anfipaticidade (BROGDEN, 2005). 
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4.4 Vantagens e Limitações 

 

Apesar de todas as vantagens dos AMPs aqui evidenciadas, como a sua 

atividade em baixas concentrações e amplitude de espectro de ação, algumas limitações 

acerca do seu uso terapêutico ainda são foco de pesquisas na atualidade (SILVA et al., 

2012). Uma dessas limitações é que, muito embora a maioria dos AMPs catiônicos 

tenha alta atividade em condições não-fisiológicas, na presença de fluidos biológicos 

como plasma, soro ou saliva, a atividade antimicrobiana é significativamente reduzida 

por vários mecanismos. Essa característica, associada às inadequadas margens de 

segurança devido à alta toxicidade de alguns AMPs e a rápida excreção renal, dificultam 

ou impossibilitam o uso de algumas dessas moléculas por via parenteral (BATONI et 

al., 2011).  

Alguns métodos têm sido empregados com o intuito de se minimizar tais 

limitações, como o desenho de peptídeos modificados que possuam as mesmas 

características antimicrobianas do AMP original, mas com seus domínios citotóxicos 

alterados, o que confere maior biocompatibilidade com os tecidos humanos (BATONI 

et al., 2011). Além disso, peptídeos com alvo específico têm sido empregados em 

pesquisas recentes. Tais moléculas se constituem de peptídeos modificados com 

domínios de reconhecimento específico para um determinado grupo de micro-

organismos. Essa característica possibilita a atuação do AMP em um determinado sítio 

sem alterar a microbiota natural de outro local (HE et al., 2009; LI et al., 2010). 
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5 OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo Geral 

 

 Avaliar o potencial do peptídeo Lys-[Trp6]-Hy-a1 (Lys-a1), análogo do 

peptídeo antimicrobiano Hy-a1, no controle de crescimento microbiano e 

formação de biofilmes monoespécie de bactérias cariogênicas de cavidade 

oral. 

 

5.2 Objetivos Específicos 

 

 Estabelecer a atividade antimicrobiana do peptídeo Lys-a1 contra o 

crescimento planctônico de cepas de Streptococcus oralis ATCC 10557; 

Streptococcus salivarius ATCC 7073; Streptococcus sanguinis ATCC 

10556; Streptococcus parasanguinis ATCC 903; Streptococcus mutans 

ATCC 25175; Streptococcus sobrinus ATCC 6715; 

 Avaliar o potencial antimicrobiano do peptídeo Lys-a1 sobre a formação 

inicial de biofilmes monoespécie das estirpes supracitadas; 

 Analizar a atividade do peptídeo Lys-a1 sobre o biofilme inicial formado 

pelas cepas bacterianas supracitadas. 
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6 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

6.1 Cepas bacterianas e condições de cultivo 

 

As cepas bacterianas Streptococcus mutans ATCC, Streptococcus sobrinus 

ATCC, Streptococcus oralis ATCC, Streptococcus sanguis ATCC, Streptococcus 

parasanguinis ATCC e Streptococcus salivarius ATCC foram cultivados em meio 

Brain Heart Infusion (BHI; Difco, Detroit, MI) caldo suplementado com 1% de 

sacarose. Todas as cepas foram cultivadas de forma individual após inóculo inicial em 5 

mL de meio BHI suplementado estéril por 24h, a 37 ºC e 10% CO2. Após esse período 

inicial, uma nova alíquota foi removida e inoculada em 5 mL de meio BHI 

suplementado estéril sob as mesmas condições. Contudo, nessa segunda etapa, as 

células bacterianas em fase de crescimento exponencial de acordo com curva de 

crescimento previamente realizada foram diluídas às concentrações de 1 X 106 

UFC.mL-1 em BHI suplementado para os experimentos referentes a atividade 

antimicrobiana; e de 2 X 107 UFC.mL-1 para os experimentos referentes a atividade 

antibiofilme. 

 

6.2 Síntese, purificação e preparação do peptídeo  

 

O peptídeo Lys-a1 foi devidamente sintetizado e purificado segundo 

metodologia publicada pelos autores em artigo publicado recentemente (CRUSCA et 

al., 2011). O peptídeo foi devidamente solubilizado em água estéril deionizada com 

0,1% de C2H4O2 à concentração de 1000 µg.mL-1 previamente ao uso e armazenado em 

freezer -20 ºC. 

 

6.3 Ensaio de atividade antimicrobiana 

 

A avaliação da atividade antimicrobiana de Lys-a1 foi feito segundo o teste 

de microdiluição em placas de poliestireno de 96 poços de fundo em “U” padronizada 

segundo a norma de aplicação global desenvolvida mediante o processo consensual do 

CLSI (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2010).  
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Cada poço da placa foi inicialmente preenchido com 0,1mL de meio BHI 

estéril suplementado com 1% de sacarose com exceção da primeira coluna, a qual, foi 

preenchida com 0,2 mL do peptídeo teste na concentração de 1000 µg.mL-1. Em seguida 

realizou-se diluições seriadas na base dois para obtenção de diferentes concentrações 

(1.95 a 1.000 µg.mL-1) em um volume final de 0,1 mL. Depois deste processo, 0,1 mL 

de células (1 x 106 UFC.mL-1) ajustadas segundo item anterior foi adicionado a cada 

poço, obtendo-se um volume final de 0,2 mL. Gluconato de Clorexidina 0,12% e meio 

de cultura BHI suplementado estéril foram adicionados a poços separados como 

controles positivo e negativo, respectivamente. 

As placas foram incubadas a 37 ºC com 10% CO2 por 24 horas. Após 

incubação foi feito a medida de turbidez de cada poço com o auxílio do 

espectrofotômetro (Sunrise - Tecam) à 620 nm. Foi considerado CIM (Concentração 

Mínima Inibitória) a menor concentração de Lys-a1 capaz de inibir visualmente o 

crescimento bacteriano.  

Para determinação da CBM (Concentração Microbicida Mínima) foi 

inoculado 10 µL dos poços que não houve um crescimento microbiano visível em 

placas de petri com meio BHI ágar. Foi considerado CBM a menor concentração capaz 

de inibir completamente o crescimento microbiano nas placas. 

 

6.4 Ensaio de atividade antibiofilme 

 

O ensaio de formação de biofilme microbiano foi realizado segundo a 

metodologia descrita por O'toole e Kolter (1998), em placas de poliestireno de fundo 

“chato” com algumas modificações. As placas foram preparadas da mesma forma do 

ensaio de atividade antimicrobiana. Contudo, para cada ensaio, duas placas eram 

utilizadas, uma para quantificação da biomassa e outra para contagem de UFC’s 

(Unidades Formadoras de Colônias) aderidas a placa. 

 

6.4.1 Quantificação de biomassa 

 

Após as 24 horas de incubação à 37 ºC, as placas foram lavadas três vezes 

com água destilada estéril e em seguida adicionado 200 L de álcool metílico P.A para 

fixação das células aderidas. Após a retirada do metanol, 200 L de cristal violeta 0,1% 
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foram adicionados por 15 minutos. Esse processo foi realizado para permitir uma 

quantificação indireta da formação de biofilme através da coloração com cristal violeta. 

Em seguida, o processo de lavagem foi repetido e a placa colocada, sob temperatura 

ambiente, por 1 hora para secagem. Para a dissolução do corante preso ao biofilme, 

foram adicionados 200 L de ácido acético 33% por 15 minutos. A suspensão obtida foi 

transferida para outra placa de 96 poços estéril e a medida da absorbância de cada poço 

foi realizada com o auxílio do espectrofotômetro (Sunrise - Tecam) à 590nm. 

 

6.4.2 Contagem das Unidades Formadoras de Colônias (UFC) 

 

Após as 24 horas de incubação à 37 ºC, as placas foram lavadas três vezes 

com água destilada estéril para remoção das células fracamente aderidas. Em seguida, 

em cada poço da placa foram adicionados 200 L de solução de NaCl 0,9% estéril e 

levado para o banho de ultrassônico (Sonicor/SC-52) por 6 minutos para a liberação das 

células formadoras do biofilme. O volume de cinco poços foram removidos, com 

movimento up-down, e reunidos em um eppendorf estéril perfazendo um volume final 

de 1 mL. Em uma nova placa de 96 poços foi realizada a diluição na base dez da 

suspensão de células para posterior plaqueamento. Em seguida as placas foram 

incubadas a 37 ºC durante 24 horas. Após a contagem do número de colônias crescidas 

em cada placa, foi feito a correção do número de células, multiplicado o número de 

CFU na placa pela diluição, expressando o valor em número de UFC.mL-1. 

 

6.5 Análise estatística 

 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata com os respectivos 

resultados categorizados em Microsoft Excel (Versão 2012 para Windows) e posterior 

análise estatística no software GraphPad Prism (Versão 5.0 para Windows). Para a 

análise de diferenças inter-grupos foi realizado teste de ANOVA com pós-teste de 

Bonferroni e nível de significância de p<0,001. 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 Atividade antimicrobiana 

 

O peptideo Lys-a1 exerceu atividades antimicrobianas diferentes para as 

diversas cepas orais (TABELA 3). Os valores de CIM variaram de 3,9 a 125 µg.mL-1 

enquanto os valores de CBM variaram de 3,9 a 500 µg.mL-1. S. salivarius e S. 

parasanquinis foram claramente mais susceptíveis a atividade antimicrobiana do 

peptídeo Lys-a1. Contudo, S. mutans evidenciou uma resistência marcante a atuação da 

mesma molécula, muito embora o padrão no qual os valores de CBM foram de 1 a 2 

vezes maiores que os valores de CIM ter sido evidenciado para todas as estirpes. 

Tabela 3: Susceptibilidade in vitro dos micro-organismos orais testados frente ao peptídeo Lys-a1.  

Micro-organismo Fonte 
Intervalo de 

CIM (µg.mL-1) 

Intervalo de   

CBM (µg.mL-1) 

Streptococcus oralis ATCC 10557 15,6 31,25 - 500 

Streptococcus salivarius ATCC 7073 7,8 15,6 - 500 

Streptococcus sanguinis ATCC 10556 15,6 31,25 - 500 

Streptococcus parasanguinis ATCC 903 3,9 3,9 - 500 

Streptococcus mutans ATCC 25175 125 250 - 500 

Streptococcus sobrinus ATCC 6715 15,6 31,25 - 500 

Fonte: Arquivo do próprio autor. 

 

7.2 Atividade antibiofilme 

 

Os resultados acerca da atividade antibiofilme do peptídeo Lys-a1, assim 

como no tópico sobre metodologia, foram divididos em “Quantificação de biomassa”, 

ensaio com a finalidade de avaliar de forma indireta a quantidade de biofilme formado; 

e em “Contagem de Unidades Formadoras de Colônias”, teste que permite uma análise 

mais criteriosa dos efeitos da substância teste sobre o biofilme formado. 

 

7.2.1 Análise de quantificação de biomassa 

 

Nos ensaios de atividade biológica sobre a formação de biofilmes de 

bactérias orais, a amostra testada demonstrou interferência sobre o crescimento do 
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biofilme durante 24 horas. As análises dos dados mostram diferença estatística p<0,001 

em relação ao controle negativo (FIGURA 12). 

 

Figura 12: Atividade antibiofilme do peptídeo Lys-a1 frente às cepas bactérias analisadas (A-F). 

Substância teste (   ), Controle negativo  (    ) e Gluconato de Clorexidina 0.12% (    ). **p<0,01. 

***p<0,001. 

 
Fonte: Arquivo do próprio autor. 

 

 

O peptídeo antimicrobiano Lys-a1 evidenciou potencial de inibição na 

formação de biofilmes em todas as espécies bacterianas testadas. Contudo, variações 

nas concentrações ativas foram encontradas. Para as bactérias S. oralis, S. sanguinis e S. 

sobrinus as concentrações a partir de 15,6 µg.mL-1 foram eficazes na redução de 98-

100% de biofilme microbiano, não evidenciando diferença estatística do controle 

positivo (FIGURA 12A, 12C e 12F). 

No que concerne à espécie S. parasanguinis, a mesma se mostrou mais 

susceptível à atividade da molécula teste, achado semelhante ao encontrado nos ensaios 

de atividade antimicrobiana (FIGURA 12D). Contudo, a concentração de 1,9 µg.mL-1 

foi capaz de reduzir em mais de 70% a formação de biofilme. Tal achado também foi 

evidenciado frente a S. salivarius, porém na concentração de 3,9 µg.mL-1 (FIGURA 

12B). 

Por fim, S. mutans, assim como nos resultados pertinentes à atividade 

antimicrobiana, se mostrou mais resistente à atividade do peptídeo testado. Nas 



58 

  

concentrações 7,8 a 62,5 µg.mL-1, Lys-a1 interferiu de forma significativa a formação 

de biofilme com diminuição da biomassa variando entre 10 – 88%, respectivamente. As 

concentrações a partir de 125 µg.mL-1 foram as mais eficazes frente a esta bactéria, 

gerando redução de biomassa em 99%, não apresentando diferença estatística do 

controle positivo.  

 

7.2.2 Contagem de Unidades Formadoras de Colônias 

 

A contagem das unidades formadoras de colônias foi realizada somente nas 

concentrações abaixo do CBM já que, nas concentrações maiores, não haveria colônias 

viáveis para contagem devido à atividade bactericida do peptídeo. Os resultados 

encontrados no que tange a este ensaio são mostrados na Figura 13. 

 

Figura 13: Atividade antibiofilme do peptídeo Lys-a1 frente às cepas bactérias analisadas (A-F). 

Substância teste (     ) e Controle negativo  (     ). ***p<0,001.  

Fonte: Arquivo do próprio autor. 

 

De forma semelhante aos ensaios anteriores, o peptídeo Lys-a1 exerceu 

atividade em modelo dose-resposta frente a todas as espécies microbianas testadas. S. 

parasanguinis mostrou alta susceptibilidade ao agente teste, o qual, em concentração de 
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1,9 µg.mL-1 foi capaz de reduzir de forma significativa a quantidade de células 

bacterianas viáveis. 

S. mutans, muito embora tenha evidenciado potencial resistência frente a 

Lys-a1, teve a sua quantidade de células viáveis diminuída pelo mesmo. Em 

concentrações menores (15,6 e 31,25 µg.mL-1), o peptídeo antimicrobiano reduziu em 

aproximadamente 60% o número de células. Quantidade essa que reduziu ainda mais a 

medida que as concentrações aumentaram (apenas 9,6% e 4,3% de células para as 

concentrações de 62,5 e 125 µg.mL-1, respectivamente). 
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8 DISCUSSÃO 

 

A resistência a antibióticos por parte de micro-organismos em infecções 

crônicas é um fenômeno bem definido e de crescente preocupação por parte de clínicos 

e pesquisadores ao redor do mundo (SIBLEY et al., 2009). O aparecimento emergente e 

em ampla escala de estirpes bacterianas resistentes, como Staphylococcus aureus 

meticilina-resistente (MRSA) e enterococos vancomicina-resistentes (VRE), tem 

proporcionado um dilema terapêutico, especialmente em pacientes com déficits 

imunológicos (CALFEE, 2012).  

No caso das bactérias orais, um fator agravante no que tange a resistência a 

agentes antimicrobianos pode ser elencado. Tal fator é a capacidade dessas bactérias se 

desenvolverem em biofilmes (KOLENBRANDER et al., 2006). Estudos ressaltam que 

bactérias hábeis no desenvolvimento de biofilmes possuem uma taxa de resistência a 

antibióticos de até 10 vezes maior (KOLENBRANDER et al., 2006, 2010). Tal 

propriedade se dá devido a mecanismos específicos como a comunicação intra- e inter-

espécies (Quorum sensing) efetivando a produção de enzimas inativadoras dos agentes 

antimicrobianos, assim como a própria barreira física formada pela matriz polimérica 

extra-celular que diminui o contato direto entre molécula ativa e micro-organismo 

(SOTO, 2013; KOLENBRANDER et al., 2010). 

Nesse foco, os AMPs aparecem como uma classe de moléculas com grande 

potencial de aplicação como agentes antimicrobianos por sua alta atividade em baixas 

concentrações e baixo índice de resistência bacteriana (CORBIN et al., 2011).  

Estudo recente ressalta o crescimento no número de estudos acerca do uso 

de peptídeos antimicrobianos no controle de micro-organismos patogênicos de cavidade 

oral (SILVA et al., 2012). Além disso, os mesmos autores ressaltaram o crescente 

número de pesquisas com peptídeos antimicrobianos sintéticos, devido sua atuação mais 

específica e, em geral, menos tóxicos ao ser humano. 

O peptídeo antimicrobiano Lys-a1, utilizado neste estudo, foi previamente 

descrito por Crusca Jr e colaboradores (2011). Neste peptídeo, foram realizadas duas 

modificações no peptídeo original (Hilina-a1), uma substituição simples foi realizada na 

posição 6, Leu por Trp, e uma substituição no N-terminal, adicionando-se uma Lisina, o 

que confere uma carga positiva nessa extremidade. Como esperado, o aumento do 

número de cargas positivas no peptídeo melhorou sua atividade antimicrobiana em 
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comparação ao peptídeo nativo, além de um espectro de ação amplo contra cepas Gram-

positivas e Gram-negativas (CRUSCA et al., 2011). 

Em nosso estudo, os resultados encontrados com o peptídeo teste 

corroboraram com os dados previamente publicados por Crusca Jr. e colaboradores 

(2011). Lys-a1 apresentou atividade antimicrobiana em baixas concentrações na maioria 

das cepas bacterianas analisadas. Destaque deve ser dado à atividade contra as bactérias 

S. sanguis, S. salivarius, S. oralis e, de uma forma mais acentuada, S. parasanguinis, 

todas colonizadoras iniciais do biofilme oral. 

As bactérias denominadas como colonizadoras iniciais do biofilme oral são 

de extrema importância para o desenvolvimento dos processos patológicos atrelados aos 

biofilmes (KOLENBRANDER et al., 2006). Tais micro-organismos desempenham 

papel de ancoragem bacteriana, pois, ao se ligarem de forma específica à superfície 

dental, possibilitam a interação de outras bactérias com potencial acidogênico ou de 

destruição de fibras colágenas que desencadeiam o processo de carie e periodontite, 

respectivamente (KOLENBRANDER et al., 2010). 

Dentre os colonizadores iniciais, o Streptococcus parasanguinis 

desempenha papel fundamental para o processo de desenvolvimento do biofilme 

cariogênico. Tal papel é desempenhado por uma série de genes relacionados à produção 

de proteínas de ligação, como o gene Fap1, responsável pela produção de fímbrias 

encarregadas da adesão do próprio micro-organismo à superfície dentária (GARNETT 

et al., 2012; GENG et al., 2012); e o gene BapA1, responsável pela ligação direta entre 

colonizador inicial e colonizador secundário, contribuindo para o desenvolvimento do 

biofilme (LIANG et al., 2011). Dessa forma, destaca-se a notável atividade 

antimicrobiana e antibiofilme de Lys-a1 sobre tal espécie, o que confere ampla 

aplicabilidade no controle de biofilmes orais em estágio inicial de formação. 

Outra cepa bacteriana que apresentou susceptibilidade significativa ao 

peptídeo testado foi o Streptococcus sobrinus. Tal resultado merece atenção devido ao 

papel indiscutível dessa espécie no processo de desmineralização do tecido dentário 

(OKADA et al., 2005). Embora muita atenção seja dada ao S. mutans devido suas 

habilidades acidúricas e acidogênicas, estudos atuais reforçam que outras bactérias, 

dentre elas o S. sobrinus, atuam em mutualismo potencializando e acelerando o 

processo de desmineralização dental (GROSS et al., 2012). Além disso, S. sobrinus têm 

a capacidade de resistir a ambientes com baixo pH e produzir enzimas que auxiliam de 
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forma direta a resistência do biofilme microbiano à agentes antimicrobianos e fatores 

agressores do ambiente (OKADA et al., 2011). 

Lys-a1 apresentou atividade antimicrobiana contra a cepa cariogênica S. 

mutans em concentrações mais elevadas (>250 µg.mL-1). Tal resultado, apesar de 

contrastante com o de outros peptídeos sintéticos (ECKERT; SULLIVAN; SHI, 2012; 

HE et al., 2009; LIU et al., 2012), pode ser explicado por diversos mecanismos 

inerentes dessa espécie que podem influenciar em sua maior tolerância ao peptídeo. 

Mecanismos esses como a up-regulação de genes ligados a transportadores ABC 

(MbrA, B, C e D) (MIKAMI et al., 2011); e a resistência a antimicrobianos como o 

CiaRH, responsável por produção de mutacina, desenvolvimento de competência, 

tolerância ácida e a estresse e formação de biofilmes (MAZDA et al., 2012).   

Em estudo realizado por Napimoga e colaboradores (2004) foram recolhidas 

diferentes amostras microbiológicas de sítios cariados de indivíduos com diferentes 

riscos para o desenvolvimento da cárie dental. Após análises dessas amostras, pode-se 

verificar que, as principais cepas encontradas eram da espécie S, mutans UA159 e 

ATCC 25175. Entretanto, quando da inter-relação da espécie presente com o fator de 

risco de cárie, evidenciou-se uma relação direta da cepa ATCC 25175 com as lesões 

mais agressivas e aos pacientes com alto índice de cárie. Além disso, após comparação 

genotípica de três cepas da mesma espécie (ATCC 25175, UA159 e T8), notou-se, na 

cepa ATCC 25175, uma ampla gama de mecanismos ligados à resistência microbiana 

não presente na cepa menos agressiva (NAPIMOGA et al., 2004). Esses achados 

corroboram com os resultados encontrados no presente estudo, no que se refere à 

atividade antimicrobiana somente em maiores concentrações. 

Quanto à atividade antibiofilme, o peptídeo teste se mostrou altamente 

eficaz. O mesmo apresentou atividade de inibição na formação de biofilme em 

concentrações semelhantes às do CIM. Contudo, mesmo em concentrações sub-

inibitórias, Lys-a1 foi capaz de interferir de forma significativa na formação de biofilme 

em todas as cepas testadas. Diversos outros peptídeos sintéticos e naturais já 

evidenciaram potencial de atividade antibiofilme, em geral, sob baixas concentrações 

(HE et al., 2009; HUA; SCOTT; DIAMOND, 2010; LIU et al., 2011). Tal fato pode 

estar relacionado à atividade intrínseca dos peptídeos catiônicos de atuação sobre a 

membrana plasmática, o que interfere diretamente no metabolismo celular e processo de 

agregação bacteriana para formação de biofilmes (BATONI et al., 2011).  
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A provável up-regulação, mencionada anteriormente, de genes relacionados 

à produção de biofilme em S. mutans pode ser sugerida ao se observar o resultado 

referente à “Contagem de Unidades Formadoras de Colônias”. Neste gráfico, percebe-se 

que houve uma diminuição da quantidade de células viáveis nas concentrações menores 

(15,6 – 31,25 µg.mL-1) enquanto que, nessas mesmas concentrações, uma quantificação 

de biomassa semelhante ao controle negativo foi evidenciada. Este achado sugere que, 

sob estresse do agente antimicrobiano, as células remanescentes e, consequentemente, 

mais tolerantes, aumentam a produção de matriz polimérica extra-celular como um 

mecanismo de defesa ao agente agressor. Tal achado também foi evidenciado por Liu e 

Burne (2009) e por Wu e colaboradores (2010). 
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9 CONCLUSÕES 

 

Após elucidação e análise dos resultados encontrados em nosso estudo, 

pode-se concluir que o peptídeo antimicrobiano Lys-a1 possui marcante atividade 

antimicrobiana e antibiofilme contra as cepas Streptococcus oralis ATCC 10557; 

Streptococcus salivarius ATCC 7073; Streptococcus sanguinis ATCC 10556; 

Streptococcus parasanguinis ATCC 903; Streptococcus mutans ATCC 25175; 

Streptococcus sobrinus ATCC 6715, fatos estes que o tornam um potencial agente 

biotecnológico no controle de micro-organismos envolvidos no processo cariogênico.  

Contudo, maiores estudos acerca dos mecanismos de ação do peptídeo sobre 

a membrana celular bacteriana precisam ser realizados com vista a total compreensão de 

sua atividade e vislumbre de possíveis modificações em sua estrutura para aumento de 

atividade antimicrobiana e diminuição de citotoxicidade.  
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a  b  s  t  r  a  c  t

The  peptide  LYS-[TRP6]-Hy-A1  (Lys-a1)  is  a  synthetic  derivative  of the  peptide  Hy-A1,  initially  isolated
from  the  frog  species  Hypsiboas  albopunctatus. According  to  previous  research,  it  is  a molecule  with
broad  antimicrobial  activity.  The  objective  of this  study  was  to  evaluate  the  antimicrobial  activity  of  the
synthetic  peptide  Lys-a1  (KIFGAIWPLALGALKNLIK-NH2) on  the  planktonic  and biofilm  growth  of  oral
bacteria.  The  methods  used  to  evaluate  antimicrobial  activity  include  the  following:  determination  of  the
minimum  inhibitory  concentration  (MIC)  and minimum  bactericidal  concentration  (MBC)  in  microtiter
plates  for  growth  in suspension  and  quantification  of biomass  by crystal  violet  staining  and  counting  of
colony  forming  units  for biofilm  growth.  The  microorganisms  Streptococcus  oralis,  Streptococcus  sanguinis,
Streptococcus  parasanguinis, Streptococcus  salivarius,  Streptococcus  mutans  and  Streptococcus  sobrinus  were
grown  in  Brain  Heart  Infusion  broth  at 37 ◦C under  atmospheric  pressure  with  10% CO2. The  peptide  was
solubilized  in  0.1%  acetic  acid  (v/v)  at  various  concentrations  (500–1.9  �g mL−1). Chlorhexidine  gluconate
0.12%  was  used  as the  positive  control,  and  BHI  culture  medium  was  used  as  the  negative  control.  The
tested  peptide  demonstrated  a remarkable  antimicrobial  effect,  inhibiting  the  planktonic  and  biofilm
growth  of  all  strains  tested,  even  at low  concentrations.  Thus,  the  peptide  Lys-a1  is  an  important  source
for  potential  antimicrobial  agents,  especially  for the  control  and  prevention  of  microbial  biofilms,  which
is one  of  the  most  important  factors  in  cariogenic  processes.

©  2012  Elsevier  Inc.  All rights  reserved.

1. Introduction

Dental caries results from the localized destruction of den-
tal hard tissues susceptible to acidic products from the bacterial
fermentation of carbohydrates [36]. It is one of the primary
preventable infectious diseases in pediatric patients, although indi-
viduals may  be affected by dental caries throughout life [8,28,33].

Caries is the major cause of tooth loss and orofacial pain,
although it can be controlled on its early stages. However, it is not
a self-limiting disease. If therapeutic measures are not taken, it can
progress until complete destruction of the tooth [34,40].

A primary etiological factor related to the development of den-
tal caries is the colonization of pathogenic microorganisms on oral
surfaces [21]. Such microorganisms vary according to the develop-
ment of the lesion and some host factors. However, the ability of

∗ Corresponding author at: Federal University of Ceará, Rua Monsenhor Furtado,
s/n, Rodolfo Teófilo, CEP 60441-750, Fortaleza, CE, Brazil. Tel.: +55 85 3366 8300;
fax: +55 85 3366 8301.

E-mail address: edson@ufc.br (E.H. Teixeira).

these colonizers to develop into biofilms is one of the most impor-
tant virulence factors and, consequently, one of the most studied
field [20].

Biofilms are complex microbial communities that develop on
a wide variety of surfaces. They are generally associated with an
extracellular matrix composed of various types of biopolymers
derived from bacterial metabolism [1,11].

Growth in biofilms provides protection against antibiotics and
environmental stress factors in two  ways: the physical barrier
formed by the extracellular matrix, which hinders the penetration
of antimicrobial agents into the biofilm [12]; and bacterial commu-
nication mechanisms that stimulate bacteria to produce enzymes
and proteins important for the physiological adaptation of biofilm
[10].

Due to its public health importance as the leading cause of orof-
acial infections, several studies have been conducted on combating
biofilm development with the goal of controlling pathogenic oral
microflora [5,7,35,41].

In this context, a group of molecules with unique characteris-
tics, antimicrobial peptides (AMPs), have been the focus of research
in the field of microbiology. AMPs are a heterogeneous group of
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molecules found in many living organisms, from microorganisms to
mammals [26]. These molecules have received considerable atten-
tion because they act on the cell membrane of a pathogen, which
is a difficult structure for the bacterial cell to modify and maintain
viability. Thus, bacteria and fungi have difficulty overcoming the
deleterious effects produced by AMPs [13].

Among the various sources of AMPs, the glands of anurans
(amphibians) represent one of the richest natural reserves of AMPs.
Recently, Castro et al. isolated a peptide named Hylin-A1 (Hy-a1,
IFGAILPLALGALKNLIK-NH2), which is the first cytolytic peptide iso-
lated from the skin of the arboreal frog Hypsiboas albopunctatus,
a very common species in South America. This peptide exhibits
significant activity against several bacterial strains, both Gram-
positive and Gram-negative [6].

However, considering that the biological activity of an AMP
is often associated with the number of positive charges in its
sequence, including the N-terminal region [6],  Crusca et al. have
synthesized several analogs of the peptide Hy-a1, which include
changes in the N-terminal region, and obtained analogs with
enhanced antimicrobial effectiveness [13]. Among these analogs,
the peptide LYS-[TRP6]-Hy-a1 was distinguished by a three- to
four-fold increase in antibacterial and antifungal activity compared
to Hy-a1 [13].

Thus, the objective of this study was to evaluate the potential of
the peptide LYS-[TRP6]-Hy-a1 (Lys-a1), an analog of the AMP  Hy-
a1, for controlling the microbial growth and biofilm formation of
oral cariogenic bacteria.

2. Materials and methods

2.1. Bacterial strains and culture conditions

Bacterial strains involved in the cariogenic process, Strepto-
coccus mutans ATCC 25175, Streptococcus sobrinus ATCC 6715,
Streptococcus oralis ATCC 10557, Streptococcus sanguinis ATCC
10556, Streptococcus parasanguinis ATCC 903 and Streptococcus
salivarius ATCC 7073 were grown in Brain Heart Infusion (BHI,
Difco, Detroit, MI). All strains were grown individually. After
an initial inoculation into 5 mL  of sterile medium BHI for 24 h
at 37 ◦C and 10% CO2, an aliquot of the culture was further
inoculated into 5 mL  of sterile medium BHI under the same con-
ditions. Thus, bacterial cells in late exponential growth phase,
according to the growth curve, were adjusted to concentrations
of 1 × 106 CFU mL−1 in BHI for experiments on the antimicro-
bial activity on cells in suspension, and to concentrations of
2 × 107 CFU mL−1 in BHI supplemented with 1% sucrose (BHIs) for
experiments on the inhibition of formation and development of
biofilms.

2.2. Peptide synthesis, purification and preparation

The peptide Lys-a1 was synthesized and purified according to a
recently published methodology [13]. The peptide was  fully solubi-
lized in sterile deionized water with 0.1% acetic acid (CH3COOH) at
a concentration of 1000 �g mL−1 prior to use and stored in a freezer
at −20 ◦C.

2.3. Antimicrobial activity assay

The antimicrobial activity of Lys-a1 was assessed by the microdi-
lution test in 96-well “U” bottom microtiter plates, according to
the standard global application developed by the CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) consensus process [9].

The plates were prepared with sterile BHI containing the pep-
tide Lys-a1 at a concentration of 1000 �g mL−1. Then, two-fold
serial dilutions were made to achieve varying concentrations

(1.95–1.000 �g mL−1) at a final volume of 0.1 mL. Next, 0.1 mL  of
cells (1 × 106 CFU mL−1) was  added to each well to yield a final
volume of 0.2 mL.  Chlorhexidine gluconate (0.12%) and BHI ster-
ile culture medium were added to separate wells as the positive
and negative controls, respectively.

The plates were incubated at 37 ◦C with 10% CO2 for 24 h.
After incubation, the turbidity of each well was  measured using
a spectrophotometer (Sunrise – Tecam) at 620 nm. The minimum
inhibitory concentration (MIC) was defined as the lowest concen-
tration of Lys-a1 capable of inhibiting bacterial growth visually.

To determine the minimum bactericidal concentration (MBC),
Petri dishes with BHI agar were inoculated with 10 �L from the
wells that showed no visible microbial growth. The MBC was
defined as the lowest concentration of Lys-a1 capable of completely
inhibiting microbial growth on the Petri dishes.

2.4. Antibiofilm activity assay

The assay of biofilm formation was performed according to the
methodology described by O’toole and Kolter in 96-well “flat” bot-
tom microtiter plates with modifications [32]. The plates were
prepared in the same manner as in the antimicrobial activity test.
However, two plates were prepared for each test, one for the quan-
tification of biomass (crystal violet) and one for counting the CFU
(colony forming units) adhered to the plate.

2.4.1. Quantification of biomass
After 24 h of incubation at 37 ◦C, the plates were washed three

times with sterile distilled water, and then 200 �L of methyl alcohol
P.A. was added to fix adhered cells. After the removal of methanol,
200 �L of 0.1% crystal violet was  added for 15 min. This procedure
was performed to allow an indirect quantification of biofilm forma-
tion by staining with crystal violet. Then, the washing procedure
was repeated and the plate placed at room temperature for 1 h for
drying. To dissolve the crystal violet bound to the biofilm, 200 �L
of 33% acetic acid was added for 15 min. The suspension obtained
was transferred to another 96-well sterile plate, and the absorbance
of each well was  measured with a spectrophotometer (Sunrise –
Tecam) at 595 nm [5,7].

2.4.2. Count of colony forming units (CFU)
After incubation for 24 h at 37 ◦C, the plates were washed three

times with sterile distilled water to remove weakly attached cells.
Next, 200 �L of sterile 0.9% NaCl solution was  added to each
well of the plate, and the plate was  then subjected to an ultra-
sonic bath (Sonicor/SC-52) for 6 min  to release the cells from the
formed biofilm. The mixture from five wells was removed following
repeated aspiration and collected into a sterile 2.0 mL  microtube to
a final volume of 1 mL.  Ten-fold serial dilutions of the cell suspen-
sion were performed in a new 96-well plate for subsequent plating.
Then, the plates were incubated at 37 ◦C for 24 h and the number of
colonies grown on each plate were counted and converted to units
of CFU mL−1.

2.5. Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate, and the results
were entered into Microsoft Excel (Version 2010 for Windows)
and later analyzed with GraphPad Prism software (version 5.0 for
Windows). To analyze the significant differences between groups,
one-way ANOVA was  conducted with a Bonferroni post-test, and
p < 0.001 was considered significant.
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Table 1
In vitro susceptibility of oral microorganisms tested against the peptide Lys-a1.

Microorganism Source MIC  values
(�g mL−1)

MBC values
(�g mL−1)

Streptococcus oralis ATCC 10557 15.6 31.25–500
Streptococcus salivarius ATCC 7073 3.9–7.8 15.6–500
Streptococcus sanguinis ATCC 10556 15.6 31.25–500
Streptococcus parasanguinis ATCC 903 3.9 3.9–500
Streptococcus mutans ATCC 25175 125 250–500
Streptococcus sobrinus ATCC 6715 15.6 31.25–500

3. Results

3.1. Antimicrobial activity

The synthetic peptide Lys-a1 demonstrated different antimicro-
bial activities for the various strains tested (Table 1). The MIC  values
ranged from 3.9 to 125 �g mL−1, while the MBC  values ranged from
3.9 to 500 �g mL−1. S. salivarius and S. parasanquinis were clearly
more susceptible to Lys-a1, and S. mutans showed remarkable resis-
tance. The values of MBC  were generally 1–2 times the MIC  values
in all strains.

3.2. Antibiofilm activity

3.2.1. Analysis of quantification of biomass
The tested peptide showed effective inhibition of the growth of

biofilms for 24 h. Analyses of the data show a significant difference
(p < 0.001) compared to the negative control (Fig. 1). The peptide
Lys-a1 demonstrated the potential to inhibit biofilm formation in
all bacterial species tested. For the strains S. oralis, S. sanguinis and S.
sobrinus, concentrations greater than 15.6 �g mL−1 were effective
in reducing microbial biofilm by 98–100%, showing no statistically
significant difference from the positive control (Fig. 1A, C and F). S.
parasanguinis was more susceptible to Lys-a1; a concentration of
1.9 �g mL−1 of Lys-a1 reduced biofilm formation by more than 70%.
A similar result was also demonstrated with S. salivarius; however,
3.9 �g mL−1 was  necessary to achieve this effect (Fig. 1B).

Finally, S. mutans was more resistant to the biofilm inhibiting
activity of the peptide, as well as the antimicrobial activity. At con-
centrations ranging from 7.8 to 62.5 �g mL−1, Lys-a1 interfered
significantly in biofilm formation, with biomass reductions ran-
ging from 10 to 88%. Concentrations above 125 �g mL−1 were more
effective, causing biomass reductions of 99%, with no significant
difference from the positive control.

3.2.2. Counts of colony forming units
Counts of CFU were performed only at concentrations below

the MBC  because at higher concentrations, there were no viable
colonies to count due to the bactericidal activity of the pep-
tide (Fig. 2). Similar to previous tests, the peptide Lys-a1 showed
dose-dependent activity against all microbial species tested. S.
parasanguinis showed the greatest susceptibility to the peptide,
significantly reducing the number of viable bacterial cells at very
low concentrations, 1.9 �g mL−1. Although S. mutans demonstrated
resistance to Lys-a1, the number of viable cells in the biofilm
was reduced. At lower concentrations (15.6 and 31.25 �g mL−1),
the peptide reduced the number of cells by approximately 60%,
reaching a reduction of over 90% at concentrations greater than
62.5 �g mL−1.

4. Discussion

The resistance of microorganisms to antibiotics in chronic
infections is a well-established phenomenon [37]. The emer-
gence of a wide range of antibiotic resistant bacterial strains,

such as methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and
vancomycin-resistant enterococci (VRE), has provided a therapeu-
tic dilemma, especially for patients with immunologic deficits [4].

In the case of oral bacteria, an aggravating factor in regard to
resistance against antimicrobial agents is the ability of these bacte-
ria to develop into biofilms [21]. Previous studies have shown
that bacteria in biofilms have an antibiotic resistance up to 10
times greater than that in planktonic growth [20,21].  This prop-
erty is due to specific mechanisms, such as intra- and inter-species
communication (quorum sensing), which enhances the produc-
tion of enzymes capable of inactivating antimicrobials, as well
as the physical barrier formed by extracellular polymeric matrix,
which reduces the direct contact between the active antimicro-
bial molecule and the microorganism [11,20]. In this context, AMPs
appear relevant due to their high activity at low concentrations and
the low rates of bacterial resistance observed [38]. A recent review
highlights the rising number of studies on the use of antimicrobial
peptides in controlling pathogenic microorganisms of the oral cav-
ity [38]. Furthermore, the authors emphasized the rising number
of studies with synthetic antimicrobial peptides, due to their more
specific activity and reduced toxicity to humans.

The antimicrobial peptide Lys-a1, used in this study, was pre-
viously described by Crusca et al. in 2011 [13]. Initially, the
researchers performed two modifications on the original peptide
(Hylin-a1). A lysine was  added to the N-terminus to assess the
effect of the increased number of positive charges on the antimi-
crobial and hemolytic activities. A simple substitution was also
performed at position 6, leucine (LEU) for tryptophan (TRP). This
last residue acts as a natural fluorophore, thereby making it possi-
ble to study the molecule by fluorescence spectroscopic tests. As
expected, the increase in the number of positive charges in the
peptide improved the antimicrobial activity compared to the native
peptide and increased the broad spectrum of activity against Gram-
positive and Gram-negative strains [13]. The results obtained in this
article corroborate the study previously conducted by Crusca et al.
in 2011 [13]. Lys-a1 showed antimicrobial activity at low concen-
trations against most of the bacterial strains analyzed. Emphasis
should be given to its activity against S. sanguis, S. salivarius, S. oralis
and, particularly, S. parasanguinis,  all initial colonizers of the oral
biofilm.

The bacteria termed as colonizers of the initial oral biofilm are
extremely important for the development of pathological processes
associated with biofilms [21]. These microorganisms play a vital
role in bacterial anchoring because they bind specifically to the
tooth surface and enable interactions with other bacteria that have
acidogenic potential or that are capable of destroying the collagen
fibers that trigger the process of dental caries and periodontitis,
respectively [20].

Among the early colonizers, S. parasanguinis plays a fundamen-
tal role in the process of cariogenic biofilm development. This role
is supported by a series of genes related to the production of bind-
ing proteins, such as the Fap1 gene, which is responsible for the
production of fimbriae that adhere the microorganism itself to the
tooth surface [17,18]; and the BapA1 gene, which is responsible
for a direct link between early colonizers and late colonizers, con-
tributing to the development of the biofilm [22]. In this manner,
the remarkable antimicrobial and antibiofilm activity of Lys-a1 on
this species is distinctive because it confers broad applicability in
the control of oral biofilms during the early stages of formation.

At higher concentrations (>250 �g mL−1), Lys-a1 showed
antimicrobial activity against the cariogenic strain S. mutans.  This
result, in contrast with other synthetic peptides [16,19,24],  can be
explained by various mechanisms inherent to this species, which
can influence its greater tolerance to the peptide. These mecha-
nisms include the up-regulation of genes related to the ATP-binding
cassette transporters (MbrA, B, C and D) [30], and antimicrobial
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Fig. 1. Antibiofilm activity (biomass as measured by crystal violet) of the peptide Lys-a1 against the bacterial strains analyzed (A–F). Lys-a1 (�), negative control ( ) and
chlorhexidine gluconate 0.12% (�). **p < 0.01; ***p < 0.001 when compared to negative control.

Fig. 2. Antibiofilm activity (number of CFUs) of the peptide Lys-a1 against the bacterial strains analyzed (A–F). Lys-a1 (�) and negative control ( ). ***p < 0.001 when
compared to negative control.
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resistance genes, such as CiaRH, which is responsible for mutacin
production, competence development, acidic stress tolerance, and
biofilm formation [3,23,27,42].

The S. mutans strain (ATCC 25175) used in this study has been
widely analyzed by the scientific community; its genome has been
fully sequenced, and its strong resistance to antimicrobial agents
has been recognized [31]. This resistance has been well docu-
mented in a study by Eckert et al., in which the authors evaluated
the antimicrobial activity of a synthetic peptide specific for differ-
ent strains of S. mutans [15]. They found that the strain S. mutans
ATCC 25175 showed approximately five times more resistant to the
antimicrobial agent than the strains UA159 and T8. Other studies
have also analyzed the activity of several compounds on S. mutans
ATCC 25175 and have shown results similar to those of this article
[2,39].

Several studies suggest that a differentiated and accelerated
metabolism for polysaccharide production in the extracellular
matrix is the main reason for the increased resistance of bacte-
rial strain S. mutans ATCC 25175 to attacking agents [14,25,29].
This strain is commonly found in individuals with chronic cari-
ous lesions and therefore has more time to develop resistance. It is
considered one of the most aggressive strains of that species [31].

Regarding the antibiofilm activity, the tested peptide proved to
be extremely effective. It inhibited biofilm formation at concen-
trations similar to the MIC, most likely due to the inhibition of
planktonic growth. However, at sub-inhibitory concentrations, Lys-
A1 was also able to interfere significantly in biofilm formation in all
strains tested. This may  be related to the intrinsic activity of cationic
peptides acting on the plasmatic membrane, which directly inter-
feres with cellular metabolism and aggregation processes for the
formation of bacterial biofilms [3].

The possible up-regulation of genes related to the production of
biofilm in S. mutans is supported by the result in the “Count of CFU”.
In Fig. 2E, a decrease in the number of viable cells at lower concen-
trations (15.6–31.25 �g mL−1) can be observed, whereas at these
same concentrations, a quantification of biomass similar to the neg-
ative control was observed. This finding suggests that under the
stress of the antimicrobial agent, the remaining and consequently
more tolerant cells increase the production of extracellular poly-
mer  matrix as a defense mechanism against the attacking agent
[23,42].

5. Conclusion

Through the elucidation and analysis of the results of this
research, the antimicrobial peptide Lys-a1 has shown remarkable
antimicrobial and antibiofilm activity against the oral pathogenic
streptococci tested, which makes it a potential agent for the control
of these microorganisms.

However, further studies on the mechanisms of action of the
peptide on the bacterial cell membrane must be conducted to fully
understand its activity and clarify possible structural modifications
for increased antimicrobial activity and decreased cytotoxicity.
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a  b  s  t  r  a  c  t

Antimicrobial  peptides,  molecules  produced  in  many  different  organisms,  have  high biocidal  activity
against  several  microorganisms.  However,  several  questions  about  these  molecules  remain  unclear.
Therefore,  this  report  details  a  systematic  survey  of  the  literature  on  the  use of antimicrobial  peptides
against  oral  pathogens  and  indicates  which  peptides  and  microorganisms  are  most  extensively  studied.
Articles  were  located  using  the  PubMed  and  Science  Direct databases  with  the  following  inclusion  crite-
ria: publication  date  between  2002  and  2011;  keywords  “biofilm  OR biological  film  OR  biological  layer
OR  bacterial  growth”  AND  “peptide”  AND  “oral  cavity  OR  mouth  OR  buccal  mucosa  OR  oral  mucosa  OR
mouth  mucosa”;  and  abstract  in  English.  A total  of  73  articles  were  selected  after  refinement  of  the  data.
An increase  in  publications  focusing  on  the  use  of antimicrobial  peptides  against  oral  microorganisms  was
observed.  In  addition,  the peptides  produced  by cells  of  the  oral  mucosa  (defensins,  LL-37  and  histatins)
as  well  as  Streptococcus  mutans  (among  cariogenic  bacteria)  and  Porphyromonas  gingivalis  (among  peri-
odontal  bacteria)  were  the most  studied  subjects.  It was  concluded  that  the  use  of antimicrobial  peptides
as  a tool  for  microbial  control  is  of  increasing  importance,  likely  due  to  its widespread  use,  mechanism
of  action,  and  low  rates  of  bacterial  resistance.

© 2012  Elsevier  Inc.  All  rights  reserved.
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1. Introduction

Dental caries and periodontal disease are considered the most
prevalent bacterial infections diseases in humans because they
together affect 60–90% of the world population [50].

With respect to carious lesions, epidemiological data vary
according to the population. In the United States, approximately
90% of all teenagers or young adults have or have had carious lesions
[11]. In Australia, 60% of adolescents over the age of 20 have one or
multiple sites of tooth demineralization [30].

Periodontal diseases are considered the main causes of tooth
loss, which occurs in 15–25% of American adults [5].

The main etiological factor of such oral lesions is the coloniza-
tion of pathogenic microorganism on the oral surfaces [35]. Such
microorganisms vary depending on the lesion studied, develop-
ment time, and host factors. However, the ability of these colonizers
to grow in biofilms is one of the most important virulence fac-
tors and, correspondingly, one of their most extensively studied
properties [34].

Biofilms are complex microbial communities established on a
wide variety of surfaces. They are generally associated with an
extracellular matrix consisting of several types of biopolymers [1].

Growth within biofilms grants protection from antibiotics due
to the reduced penetration of various antimicrobial agents into its
inner structure [14]. Microorganisms in biofilms are thus extremely
difficult or impossible to eradicate [2,64].

Therefore, the search for new molecules that inhibit the growth
of planktonic microbes and/or the development of such microbes
into biofilms has been intensified in recent years.

In this context, antimicrobial peptides (AMPs) have been the
focus of several studies in the field of Oral Microbiology. AMPs are a
heterogeneous group of molecules produced by various tissues and
cell lines in a range of species of invertebrates, plants and animals.
As components of the innate immune response of multicellular
organisms, AMPs, which possess biocidal activity against several
microorganisms, significantly reduce infections. These molecules
have been shown to be promising agents in controlling microbial
growth due to its low concentration and selective antimicrobial
activity, as well as low rates of microbial resistance induction [3,60].

The objective of this study was to carry out a systematic survey
of the literature on the use of antimicrobial peptides against oral
pathogens, focusing on dental caries and periodontal disease, and
indicate which peptides and microorganisms are the most exten-
sively studied, with the ultimate goal of tracing a profile of scientific
publications in this area.

2. Materials and methods

2.1. Sample delimitation

The following international journal databases were reviewed:
Science Direct and PubMed. Selection of these databases was  based
on the breadth of journals covered by each and our goal to provide
an overview of the scientific research devoted to this topic over the
long timeframe under analysis [56].

The following inclusion criteria were considered during the
review: (a) articles published between January 2002 and December
2011; (b) the presence of the MeSH keywords “biofilm OR biolog-
ical film OR biological layer OR bacterial growth” AND “peptide”
AND “oral cavity OR mouth OR buccal mucosa OR oral mucosa OR
mouth mucosa”, entered into the advanced search form; and (c)
the availability of an abstract in English. A total of 280 articles were
found.

For comparison, we also conducted a second survey of pub-
lications on agents with antimicrobial activity. This survey was
conducted using the same inclusion criteria described above but
replaced the keywords “peptide” AND “antimicrobial agent”.

2.2. Sample selection and classification

All the abstracts found were read. Review articles and those
that did not fit the scope of the survey were excluded, resulting
in a total of 73 publications related to AMPs and 388,727 articles
related to the larger area of antimicrobial agents. These abstracts
were read and classified for subsequent quantitative analysis. In
cases where the abstract was too short to allow for classification, the
full article was read. Each article was classified according to the fol-
lowing attributes: title of article, year of publication (subcategories
[biennium]: first period, 2002–2003; second period, 2004–2005;
third period, 2006–2007; fourth period, 2008–2009; fifth period,
2010–2011), journal name, language of publication, number and
types of AMPs assessed, and number and species of microorganism
analyzed in the study. The origin of the AMPs as well as the model
of antimicrobial assay (planktonic and/or biofilm) were verified.

2.3. Statistical analysis

Data were entered into Microsoft Excel 2007 spreadsheets and
systematically transferred to the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) version 17.0 for statistical analysis. Frequency
distribution calculations were used to assess general sample char-
acteristics, to investigate possible spelling errors in the raw data,
and to obtain an overview of the use of AMPs against oral microor-
ganisms.

3. Results

3.1. Study distribution by time period

Analysis of the distribution of publications over the differ-
ent bienniums showed homogeneity during the first four periods.
However, despite slight increases in earlier years, the fifth period
(2010–2011) showed a large increase in the number of publica-
tions on the use of antimicrobial peptides to control pathogenic
microorganisms. The publications from this period comprise 43.8%
(32 articles) of all publications analyzed in this study (Table 1).

Studies of the larger field of antimicrobial agents also increased
slightly in earlier years. In contrast with the increase in publica-
tions seen above, papers in the larger field decreased in the final
biennium (Table 2).
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Table  1
Distribution of publications related to AMP  from 2002 to 2011, per biennium.

Absolute
value (n)

Relative
value (%)

Cumulative
relative
frequency (%)

2002–2003 9 12.4 12.4
2004–2005 9 12.4 24.8
2006–2007 11 15 39.8
2008–2009 12 16.4 56.2
2010–2011 32 43.8 100

Total 108 100

Fig. 1. Distribution of publications in accordance with the source of AMPs studied,
per  biennium.

Fig. 1 shows the same distribution of studies, however, divided
according to the origin of the analyzed AMP. A predominance of
publications in all bienniums were the AMPs produced by cells of
the oral mucosa. These studies, as well as those on synthetic AMPs,
showed significant growth over the years, especially during the
final period (three articles in the second period, four in the third,
five in the fourth, and 11 in the fifth) (Fig. 1).

3.2. Language of publication

Most of the reviewed articles were written in English (63 arti-
cles, 86.3%), followed by German (3, 4.1%), Japanese (3, 4.1%), French
(3, 4.1%) and Chinese (1, 1.4%).

3.3. Number of species studied and susceptibility assay used

From a total of 73 studies, 43 (58.9%) analyzed only one species,
seven (9.6%) analyzed two, and 23 (31.5%) analyzed three or more
species. Furthermore, the assay used for testing susceptibility to
AMPs should be noted; 52 articles (71.3%) performed analyzes
on microorganisms in their planktonic form, 18 (24.6%) used
monospecies microorganisms in biofilms, and only three articles
(4.1%) performed tests on multi-species biofilms.

3.4. AMPs and microorganisms studied

The list for the analyzed AMPs and microorganisms, as well as
their absolute and relative frequencies, is noted in Tables 3 and 4.

Table 2
Distribution of publications in the larger area from 2002 to 2011, per biennium.

Absolute
value (n)

Relative
value (%)

Cumulative
relative
frequency (%)

2002–2003 65.202 16.77 16.77
2004–2005 73.091 18.81 35.58
2006–2007 79.967 20.57 56.15
2008–2009 86.811 22.33 78.48
2010–2011 83.656 21.52 100

Total 388.727 100

Table 3
AMP distribution according to their classification by origin.a

Absolute
value (n)

Relative
value (%)

Cumulative
relative
frequency (%)

Oral peptide
�-Defensin 1 6 6 6
�-Defensin 2 2 2 8
�-Defensin 3 1 1 9
�-Defensin 1 5 5 14
�-Defensin 2 9 9 23
�-Defensin 3 8 8 31
�-Defensin 4 1 1 32
Cathelicidin LL-37 12 12 44
Histatin 3 1 1 45
Histatin 5 13 13 58
Lactoferrin 5 5 63

Neuropeptides
Neurokinin A 2 2 65
Neuropeptide Y 3 3 68

Bacterial peptides
Nisin 5 5 73

Fish  peptides
Pleurocidin 1 1 74

Bovine peptides
Lactoferrin 3 3 77

Synthetic peptides
2-1G2 1 1 78
C16G2 1 1 79
Clavanin 1 1 80
CSP  1 1 81
DHVAR5 1 1 82
GL13 1 1 83
GL13-K 1 1 84
GL13-NH2 1 1 85
IgG-SMAP28 2 2 87
IgG-SMAP29 1 1 88
JH8194 1 1 89
JH  8195 1 1 90
JH8944 1 1 91
KSL 1 1 92
KSL-W 1 1 93
M8(KH)-20 1 1 94
PMX000519 1 1 95
PMX30016 1 1 96
PMX70004 1 1 97
SM4  1 1 98
SM8  1 1 99
Subtilosin A 1 1 100

Total 100 100

a More than one AMP  was  assessed in some articles. Therefore the total number
of  AMPs analyzed exceeds the total number of studies reviewed.

Among all the AMPs found, oral peptides were the most predomi-
nantly studied (63%), followed by synthetic AMPs (23% of studies).

With respect to the microorganisms studied, a homogeneous
distribution can be noted when evaluating the absolute values.
However, when analyzing the relative frequencies, we  find a con-
centration of publications focused on the microorganisms involved
in the process of dental caries (52.5%) and periodontal disease
(28.8%). Moreover, the main bacteria related to their respective
infectious processes were the main targets of research (Streptococ-
cus mutans, 36 articles; Candida albicans, 21 articles; Porphyromonas
gingivalis, 13 articles; and Enterococcus faecalis,  10 articles).

Finally, in order to better demonstrate the spectrum of
scientific publications in this area, comparisons were made
between the primary AMP  evaluated in a paper and the
groups of microorganisms studied in that paper (Table 5). It
was found that the group of periodontal bacteria was most
associated with the cathelicidin LL-37 peptide (15 studies), and
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Table 4
Distribution of microbial species according to their associated pathology.a

Absolute
value (n)

Relative
value (%)

Cumulative
relative
frequency (%)

Periodontopathogenic bacteria
A. actinomycetemcomitans 9 5 5
A.  israelii 1 0.5 5.5
A.  naeslundii 5 2.8 8.3
A.  viscosus 2 1.1 9.4
E.  corrodens 1 0.5 9.9
F.  nucleatum 5 2.8 12.7
P.  gingivalis 13 7.2 19.9
P.  intermedia 3 1.7 21.6
P.  micros 3 1.7 23.3
P.  nigrescens 1 0.5 23.8
T.  denticola 3 1.7 25.5
T.  forsythia 2 1.1 26.6
V.  atypica 4 2.2 28.8

Cariogenic bacteria
L. acidophilus 6 3.3 32.1
L.  casei 7 3.8 35.9
L.  fermenti 2 1.1 37
S.  gordonii 15 8.4 45.4
S.  mitis 7 3.8 49.2
S.  mutans 36 19.9 69.1
S.  sanguinis 15 8.4 77.5
S.  sobrinus 7 3.8 81.3

Endodontic-lesion-related bacteria
E. faecalis 10 5.5 86.8

Candidiasis-related Yeasts
C. albicans 21 11.6 98.4
C.  dubliniensis 2 1.1 99.5
C.  glabrata 1 0.5 100

Total 181 100

a More than one microbial species was assessed in some articles. Therefore, the
total number of microorganisms analyzed exceeds the total number of studies
reviewed.

the �-defensin 2 AMP  was most associated with cariogenic
bacteria (9 studies); nisin was associated with microorgan-
isms associated with endodontic infections (3 studies), and
histatin 5 was associated with fungi related to candidiasis
(12 studies).

4. Discussion

4.1. Oral biofilms development

The concept that microorganisms, especially bacteria, prefer-
ably live in communities enclosed in a polysaccharide matrix bound
onto surfaces emerged gradually from scientific observations over

time. In the last two decades, however, this concept was remarkably
strengthened [33]. These microbial communities, called biofilms,
are complex structures that give associated microorganisms a sur-
vival mode that differs from the one they experience in planktonic
form [12,13].

In the oral cavity, many microorganisms are capable of devel-
oping in harmony with the host. However, frequent ecological
changes occur within the microbial community and result in the
development of two  major oral diseases: dental caries and peri-
odontal disease [4,58].

The development of oral biofilms is complex and follows a
very careful chronology. In general, oral bacteria possess mecha-
nisms for adhesion to solid surfaces coated with saliva film, such
as teeth, or a desquamative surface, such as epithelial tissue, or
even bacteria already adhered on the surface [33,46].  The adher-
ence of microbial cells to bacteria that are already immobilized
on a surface is called coadhesion, while the binding of bacte-
ria or microorganisms in suspension is called coaggregation [34].
Thus, the construction of oral biofilm is initiated by certain bacte-
rial strains that have the ability to adhere to tooth enamel. Such
bacteria are called early colonizers, and their main representa-
tives are Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus
gordonii, and Streptococcus parasanguinis for predominantly cari-
ogenic biofilms. Bacteria of the genus Actinomyces are implicated
in periodontopathogenic biofilms. This relationship between early
colonizers and the pathological process is due to bacterial selectiv-
ity itself in the coadhesion system; however, this strategy does not
prevent the cross-holdings of these early colonizers in other dis-
eases [19,34]. After the initial adhesion by the primary colonizers,
biofilm development begins with the adhesion of other cells with
receptors (selectins and adhesins) that allow selective adhesion to
other microorganisms [19]. In the caries process, S. mutans and
Streptococcus sobrinus deserve particular attention, while Fusobac-
terium nucleatum and P. gingivalis have a strong impact on the
periodontopathogenic process [33,34]. Given the crucial impor-
tance of these microorganisms in these pathogenic processes, many
studies are focused on the discovery of new methods of bacterial
control (Table 4).

Although they are not the original colonizers of cariogenic
biofilm, S. mutans and S. sobrinus are the main components respon-
sible for tooth demineralization due to their ability to produce acid,
which promotes the tooth demineralization process, and survive in
an acidic environment [6].

Periodontal bacteria lack the acidogenic potential of cariogenic
bacteria but are able to form more resistant biofilms and secrete
lytic enzymes that degrade periodontal tissue [17,59]. Moreover,
the dominant characteristic of periodontopathogenic bacteria is
their ability to survive in anaerobic or facultative aerobic conditions
[61].

Table 5
AMP distribution in accordance with the group of microorganisms examined in the review articles.a

Analyzed AMP
�-Defensin 1 �-Defensin 2 Cathelicidin LL-37 Histatin 5 Human Lactoferrin Neuropeptide Y Nisin IgG-SMAP28 Total

Periodontopathogenic
bacteria

N 2 9 15 1 2 1 2 9 41
%  1.8 7.8 13.1 0.9 1.8 0.9 1.8 7.8 36

Cariogenic bacteria
N 9 4 6 3 7 8 8 2 47
%  7.8 3.5 5.2 2.6 6.1 7 7 1.8 41.2

Endodontic-lesion-
related
bacteria

N  0 0 2 0 1 1 3 0 7
%  0 0 1.8 0 0.9 0.9 2.6 0 6.1

Candidiasis-related
Yeasts

N  1 0 2 12 1 2 1 0 19
%  0.9 0 1.8 10.5 0.9 1.8 0.9 0 16.7

Total
N  12 13 25 16 11 12 14 11 114
%  10.5 11.4 22 14.1 9.6 10.5 12.3 9.6 100

a More than one microorganism and/or AMP  was  studied in some articles; therefore, the total number of publications exceeds the total number reviewed.
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When studying the topic “Number of species studied and suscep-
tibility assay used”, it was noted that more than half of the studies
used only a single organism. Furthermore, the primary method
used was to assess the susceptibility of microorganisms in their
planktonic state. This state is not characteristic of the oral cavity,
in which the biofilm mode of survival predominates.

However, studies addressing monospecies biofilms or bacteria
in a planktonic state should not be disregarded, given the fact that
they are fully able to demonstrate the antimicrobial potential of a
given compound, as showed in studies by [9,10].

4.2. A new class of antimicrobial agents: the AMPs

Between 1920 and 1950, several compounds with antimicrobial
properties were isolated from secretions of various living beings,
including arachnids, amphibians, plants, and humans [22,57]. These
compounds showed biological activity in small concentrations,
exhibiting a peculiar selectivity for both Gram-positive and Gram-
negative bacteria. These were designated as antimicrobial peptides
and reported to kill or retard the growth of invading microorgan-
isms, thereby contributing to the natural mechanism of adaptive
immunity of the host [44].

In recent years, the study of AMPs as a new class of antimi-
crobial therapeutic agents has attracted considerable interest in
many research centers [45,62]. This concern is justified by the
rapid increase in the incidence of pathogens resistant to conven-
tional drugs, which represents an important public health problem
around the world [20,63].

In Table 1, the significant growth in the number of studies
involving AMPs is evident, and those involving oral microorgan-
isms were slightly evaluated in the first eight years of the studied
period. However, in the last biennium, a significant leap in the
number of publications was observed. It can be suggested that the
advancements made in the techniques of obtaining and purifying
molecules, in addition to constant research on these molecules, is
the main factor that caused this increase [3,23,32,44].

Unlike the larger field of antimicrobial compounds, research
in this subarea grew during the period in question (Table 2). The
increase in number of publications noted in this table is slight in
the early years, whereas the number of publications decreased
during the last two years. Comparison of Tables 1 and 2 shows
how researchers are increasingly focused on AMPs relative to other
antimicrobial compounds.

The relationship between AMPs and the oral mucosal immune
system may  be responsible for the results shown in Fig. 1, which
highlights the focus on oral cavity AMPs in the most recently pub-
lished studies. These studies target compounds such as cathelicidin
LL-37 (12 items) and histatin-5 (13 items) (Table 3).

4.3. Cathelicidin LL-37

The cathelicidins are proteins with N-terminal regions carry-
ing highly conserved cathelin domains and a C-terminal region
that is less well conserved and carries antimicrobial properties.
These properties vary among species, which produce peptides with
a wide variety of sizes, structures, and sequences [24,66]. Only one
cathelicidin has been identified in humans, the cationic antimi-
crobial peptide of 18 kDa (hCAP18). This peptide is expressed by
neutrophils and epithelial tissues, especially in the oral cavity
and respiratory tract. When in need, hCAP18 is expressed and
cleaved by proteases that generate a 37 amino acid antimicro-
bial peptide, LL-37 [27]. Several studies have demonstrated the
potent antimicrobial activity of this peptide against oral microor-
ganisms [31,41,51],  including Staphylococcus species [16,52], and

its function in chemotaxis and stimulation of monocytes, T cells,
neutrophils and mast cells [27].

4.4. Histatins

The histatins comprise a family of low molecular weight cationic
proteins and are produced and secreted by the parotid, sub-
mandibular, and sublingual glands [21]. Histatins generally exhibit
apoptotic activities on various microbial strains, as well as potent
antifungal activity [21]. Histatin-5, a peptide composed of 24 amino
acids, has the highest level of activity against C. albicans among all
family members, including activity against species resistant to con-
ventional antifungal agents. It is believed that this peptide exerts
its antifungal activity by binding to receptors on the cell mem-
brane and, after internalization, inhibits mitochondrial respiration
by forming reactive oxygen species, which damage mitochondrial
and cytoplasmic membranes and lead to ATP efflux and cell death
[43]. Studies on the activity of histatin-5 have been conducted
against biofilms of C. albicans because they are common coloniz-
ers of dental prostheses and can cause diseases such as candidiasis
[49,53].

4.5. Defensins

A third class of peptides, the defensins, is notably highly stud-
ied (Table 3). This group of AMPs, composed of more than 380
members, contains conserved motifs of six cysteine residues form-
ing intramolecular disulfide bonds and �-sheets [23]. They are
believed to have originated as components of procaryotic immune
systems [68], and over time, differentiated into the defensins of
plants, arthropods, and higher animals such as birds, reptiles, and
mammals. At some point in the evolution of mammals, defensins
separated into two subgroups, the �-defensins and �-defensins,
which are structurally similar but have distinct activities and pro-
duction sites [65]. In general, defensins are expressed in response to
microorganism-induced stress and are responsible for the migra-
tion and activation of cells from the innate immune system [18].
Furthermore, studies show the antimicrobial activity of defensins
on oral streptococci through mechanisms of cell rupture and inhi-
bition of lipopolysaccharide production [26,55].

4.6. AMPs mechanisms of action

The mechanisms of action of AMPs are not yet fully understood.
However, some theories about how these molecules act on cell
membrane and bacterial metabolism have been proposed follow-
ing studies using fluorescent microscopy, circular dichroism, mass
spectrometry, and studies with model membranes [8,29,40,60,67].

Biocide activity models include cell death by both extracellu-
lar and intracellular paths. Regarding the models of extracellular
interactions, the AMPs are initially attracted to the surface of
microorganisms by electrostatic interactions between the anionic
or cationic peptide and structures on the cell surface [39]. In the case
of Gram-negative bacteria, the main interactions occur between
cationic peptides and the negative charges present on the bacterial
envelope, principally the anionic phospholipid and the phosphate
group of lipopolysaccharide. In Gram-positive bacteria, the primary
relationship occurs between anionic AMPs and the cell surface tei-
choic acid [8]. After the initial attraction, the AMP  binds to cell
surfaces and initiates the attachment phase. In this phase, the
AMP  crosses through the outer membrane (lipopolysaccharides
in Gram-negative bacteria and teichoic and lipoteichoic acids in
Gram-positive bacteria) and interacts directly with the bacterial
cytoplasmic membrane [8]. At low peptide/lipid ratios, the AMPs
are connected in parallel to the lipid bilayer. As this ratio increases,
the peptides begin to orient perpendicularly to the membrane.
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When peptide/lipid ratios are high, AMPs will start to penetrate the
cell membrane, leading to the formation of transmembrane pores
that subsequently cause cell death by loss of fluid and disruption
of the cell membrane [40].

Though seemingly simple, different modeling studies have
explored the dynamics of death generated by membrane dam-
age. The barrel-stave model suggests that peptides arrange in the
membrane in the form of a “barrel”, which allows for the flow of
intracellular contents out into the extracellular environment [25].
The carpet model highlights the idea that when AMPs accumulate
parallel with the cell surface, they are oriented to penetrate the
lipid bilayer and form pores for the entry of more peptides into
the cell. The accumulation of these peptides, which are now also
on the inner side of the cell membrane, induces the formation of
mycelia, which are released from the membrane, and starts its dis-
integration [41]. Finally, the toroidal-pore model indicates that the
insertion of AMP helixes on the cell membrane leads to connection
of the lipid monolayers opposed to each other continuously and
bilaterally, which causes the formation of pores that, similarly to
the first model, allow fluid outflow to the external environment [7].

Although the lysis of the cell membrane leads to bacterial killing,
the increase in the number of studies report that there are other
methods of cell death is remarkable. Recent research revealed the
presence of important intracellular targets for cell death. Examples
of such activities are the inhibition of DNA synthesis, RNA and pro-
teins, usually related to pleurocidin, �-defensin 1 and �-defensin
2, and the inhibition of enzymatic activity associated with histatins
[32,47,48,54].

Though the membrane damage models vary, they are most likely
linked. In 2005, Brogden noted that such mechanisms do not appear
independently but are correlated and appear gradually. However,
several factors may  be closely associated with the effectiveness and
specificity of the peptide, such as its size, amino acid sequence,
charge, conformation and structure, hydrophobicity and amphi-
pathicity [8].

Table 5 highlights some aspects that deserve attention. Initially,
it can be noted that studies related to periodontal and cario-
genic bacteria occur frequently and analyze a broad distribution of
peptides. This finding is consistent with the epidemiological data
discussed earlier, which indicates that, due to their clinical impacts,
studies of diseases are more attractive to researchers. The distribu-
tion of studies on fungal diseases differs from the above trends,
as such publications are frequent and closely related to histatin-5,
a peptide that has demonstrated antifungal activity against other
yeasts [36–38].

4.7. AMPs limitations and future directions

Despite all the advantages that AMPs demonstrate, including
activity at low concentrations and across a wide spectrum, there
are some limits to their therapeutic utility. One limitation is that
the high cationic activity most AMPs have in non-physiological con-
ditions is significantly reduced in biological fluids such as plasma,
serum or saliva. When combined with the high toxicity of some
AMPs and their quick renal excretion, it is difficult or impossible
to use some AMPs by the parenteral route. Furthermore, the high
cost of production of native peptides is, sometimes, an obstacle for
therapeutic application of these molecules [3,44].

Attempts to work around these limitations include the design
of modified peptides with the same antimicrobial characteristics of
the original AMP, but with altered cytotoxic domains, which con-
fers greater biocompatibility with human tissues [15]. In addition,
specifically targeted AMPs (STAMPs) have been explored in recent
studies. Such molecules are modified to carry peptide to recogni-
tion domains specific for a particular group of microorganisms. This

feature enables the AMPs to affect specific microbes without chang-
ing the whole indigenous microbial population [28,42].

5. Conclusions

After analyzing the results obtained in this bibliographical
research and the discussion held earlier, it can be concluded that
antimicrobial peptides are valuable tools for the control of microor-
ganisms and biofilms of the oral cavity and that their study has
become increasingly common over the last several years.

Although other studies are needed to better understand the
mechanisms of AMP  action and to reduce the adverse effects of
these molecules, methods such as the design of synthetic peptides
and STAMPs are become increasingly viable, especially when new
developments in protein synthesis and purification are considered.

However, larger studies focused on more organisms and, in
particular, the evaluation of AMPs on microorganisms in biofilms
multispecies is necessary in order to fully investigate the potential
for AMPs used in the oral cavity.
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