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Resumo

Hoje em dia lidamos cada vez mais com infegdes por parte de bactérias
patogénicas resistentes a maior parte, ou at¢é mesmo todos os agentes antimicrobianos
disponiveis. Este facto pode ser critico quando se tratam de doentes imunossuprimidos.
Assim sendo, a medicina esta a regressar a era pré-antibiodticos, desenvolvendo métodos
anti-infe¢do alternativos, sendo esta uma das prioridades da medicina moderna e da

biotecnologia.

Antes da descoberta dos antibidticos, ja era sugerido que as infecdes bacterianas

poderiam ser prevenidas e até mesmo tratadas com a administragao de bacteriofagos.

A palavra bacteridfago deriva do grego pagein, que significa devorar. Assim, o

bacteriofago “devora” ou seja, mata bactérias, provocando a sua lise.

A terapia fagica apresenta varias vantagens em relagdao aos antibioticos, por isso,

esta vertente estd a ser cada vez mais estudada e investigada.

Palavras-chave: bacteriofagos; infecao; antibioticos; bactérias






Abstract

Nowadays we are increasingly dealing with infections from pathogenic
bacteria resistant to most, or even all available antimicrobial agents. This fact can be
critical when it comes to immunosuppressed patients. As such, medicine is returning to
the pre-antibiotic era, developing alternative anti-infection methods, which is a top

priority in modern medicine and biotechnology.

Before the discovery of antibiotics, it was already suggested that bacterial

infections could be prevented and even treated with bacteriophage administration.

The word bacteriophage is derived from the Greek pagein, which means to

devour. Thus, the bacteriophage "devours" or kills bacteria, causing their lysis.

Phage therapy has several advantages over antibiotics, so this is being

increasingly studied and investigated.

Key-words: bacteriophages; infection; antibiotics; bacteria
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Introducdo

1. Introducao

Os fagos sdo dez vezes mais numerosos do que as bactérias no ambiente. Este
facto faz com que sejam a forma de vida mais abundante no planeta. Sdo mais
frequentemente encontrados em meio aquatico, mas sdo também encontrados em meios
com bactérias. Os fagos co-existiram com as bactérias durante os 3-4 bilhdes de anos de

existéncia de vida no planeta. (Hanlon, 2007)

Antes da descoberta dos antibioticos, foi sugerido que as infe¢des bacterianas
poderiam ser prevenidas e até mesmo tratadas com a administracdo de bacteriofagos.
Apesar dos estudos clinicos com bacteriofagos ndo terem sido vigorosos nos Estados
Unidos e Europa Ocidental, os fagos continuaram a ser utilizados na Unido Soviética e

no Leste Europeu. (Alexander Sulakvelidze, Zemphira Alavidze, J. Glenn Morris, 2001)

Existem investigacdes que se centram nas aplicagdes dos bacteriofagos no que
toca a prevencao e tratamento de doengas infecciosas. Na area da medicina dentéria,

existem resultados que interessam no tratamento de infe¢des piogénicas. (Inal, 2003)

1.1. O que sdo Bacteriofagos

Bacteriéfagos, ou fagos, sdo virus que conseguem infetar células bacterianas.
Estes virus podem ser encontrados em qualquer meio onde esteja o hospedeiro
bacteriano. (Drulis-Kawa, Majkowska-Skrobek, Maciejewska, Delattre, & Lavigne,

2012)

Ja foram descobertos mais de 5500 tipos de bacteriofagos. Cada um dos tipos €
capaz de infetar um ou varios tipos de bactérias. Sdo também parasitas obrigatorios da
célula bacteriana e mostram varios ciclos de vida: litico, lisogénico, pseudolisogénico e

infecdes cronicas. (Drulis-Kawa et al., 2012)
Os bacteridfagos sao classificados em familias, tendo em conta a sua morfologia

e tamanho. Aproximadamente 96% dos fagos possuem cauda, mas existem também

fagos filamentosos e pleomorficos. (Jonczyk, Ktak, Miedzybrodzki, & Gorski, 2011)
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O virido do fago consiste em dois componentes basicos, o acido nucleico (cadeia
dupla ou simples de DNA ou RNA) e um invélucro proteico. Alguns possuem também

lipidos como componente do involucro ou de parede lipidica. (Jonczyk et al., 2011)

O principal interesse na aplicagdo de fagos como antimicrobianos esta focado
nos fagos com cauda litica, que representam trés familias de Caudovirales. A familia
Myoviridae possui a maior cabeca de capside (aproximadamente 150 nm) e cauda
contratil. A familia Siphoviridae possui uma cabega relativamente pequena (entre os 50
e 60 nm, aproximadamente) e uma cauda longa, flexivel e ndo contratil. A familia
Podoviridae possui uma capside pequena (entre os 50 e 60 nm, aproximadamente) e
uma cauda curta. Também existem relatos de aplicagdo de fagos cubicos como o phil 74

e Qb ou filamentosos como 0 M13 e Pf3. (Drulis-Kawa et al., 2012)

Acido nucleico Capside

Fibras da cauda

Figura 1 - Representagdo em diagrama de um bacteriéfago (Adaptado de Hanlon, 2007)
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1.2. Classificacao Taxonomica

As primeiras classificagdes surgiram aquando do aparecimento dos primeiros
tipos de fagos, porém, s6 em 1940 ¢ que a classificagdao tornou-se rigorosa, uma vez que
foi possivel medir os componentes estruturais dos fagos com auxilio do microscopio

eletronico. (Ackermann, 2007)

A partir de 1960 foi possivel adicionar o material genético a classificagao

taxondmica dos fagos. (Ackermann, 2007)

A classificagio taxonomica dos fagos tem intuito pratico. E impossivel
memorizar propriedades de 5000 fagos, e nao possui utilidade. A classificagdo ¢ feita
para haver reunido de dados, resumir e categorizar informacdo, e também para
simplificar, através da criacdo de grupos. Isto permite uma identificagdo simples e
precisa. A classificacdo deve, também, explicar a relacdo evolutiva entre os fagos.

(Kutter & Sulakvelidze, 2004)

Mais especificamente, a classificagdo visa o ensino, a identificacdo de novos
fagos, detecdo de relagdo entre fagos, a manutencao de uma base de dados e colegdes de
fagos, identificagdo de fagos com propriedades terapéuticas e industriais e identificagao
de fagos prejudiciais na biotecnologia e industria da fermentagdo, para posterior

erradicagdo. (Kutter & Sulakvelidze, 2004)

A classificacdo ¢ também um pré-requisito para as pesquisas recentes, gendmica
comparativa, porque facilita as conclusdes acima do nivel de virus individual. (Kutter &

Sulakvelidze, 2004)

Bacteridéfagos infetam Eubacteria e Archaea, por esse motivo, sdo classificados
como ‘“virus de procariotas”. Estes sdo capazes de infetar mais de 140 géneros de
bactérias, incluindo, aerobias, anaerobias, formadores de exosporos e endosporos,
cianobactérias, espiroquetas, micoplasmas e clamidias, rebentos de bactéria, bactérias
deslizantes, ramificadas, acasadas, halofilas e metanogénicas extremas, e Archaea

hipertermofilica (crescimento a 100°C). (Kutter & Sulakvelidze, 2004)
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Particulas similares ao Coliphage 17 também foram encontrados em

endosimbiontes bacterianos de paramecia e insetos. (Kutter & Sulakvelidze, 2004)

A estrutura, fisico-quimica e propriedades bioldgicas dos fagos sao
heterogéneas, o que sugere que a sua origem ¢ polifilética. Virides possuem caudas,
poliédricos, filamentosos e pleomorficos. As familias de fagos sdo listadas desta forma
por conveniéncia. A maioria destas familias cont¢ém DNA de dupla cadeia, contudo,
ssDNA, ssRNA ou dsRNA também sdo encontrados em pequenos grupos. (Kutter &
Sulakvelidze, 2004)

Todos os fagos de DNA possuem apenas uma molécula de DNA. Varios fagos
possuem envelopes lipidicos ou vesiculas internas. Mais de 5000 fagos foram
observados no microscopio eletronico. Os fagos sdo a maior categoria estudada, por este
método. Eles sdo classifcados em 1 ordem , 13 familias e 31 géneros. A familia ¢
definida pelo acido nucleico e morfologia geral do virido. Apesar de haver 40 critérios
para a classifica¢do, ndo existem critérios universais para o género e espécie. (Kutter &

Sulakvelidze, 2004)

A classificagdo taxonomica vai sofrendo modificacdes devido as atualizacoes

que surgem. (Hanlon, 2007)

FAMILIA MORFOLOGIA GENOMA

Corticoviridae Capsula icosaédrica Cadeia dupla de DNA

Camada lipidica circular

Cystoviridae Capside icosaédrica Cadeia dupla de RNA
Lipidos linear segmentado

Invélucro

Fuselloviridae Sem capside Cadeia dupla de DNA
Pleomorfico circular super-helicoidal

Lipidos

Inoviridae Simetria Helicoidal Cadeia simples de DNA

Forma de bastio circular

16



Leviviridae

Lipothrixviridae

Microviridae

Myoviridae

Plasmaviridae

Podoviridae

Rudiviridae

Siphoviridae

Tectiviridae

Tabela 1 —Principais familias dos bacteriéfagos (Adaptado de Hanlon, 2007)

Capside quase icosaédrica

Filamentos
Invélucro

Lipidos

Capside icosaédrica

Cauda contratil

Pleomorfico
Invélucro
Lipidos

Sem capside

Cauda curta ndo contratil

Bastoes helicoidais

Cauda longa nao contratil

Capside icosaédrica

Vesicula lipoproteica interior

17
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Cadeia simples de RNA

linear

Cadeia dupla de DNA

linear

Cadeia simples de DNA

circular

Cadeia dupla de DNA

linear

Cadeia dupla de DNA

circular super-helicoidal

Cadeia dupla de DNA

Cadeia dupla de DNA

Cadeia dupla de DNA

Cadeia dupla de DNA
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Desenvolvimento

2. Desenvolvimento

2.1. Historia dos Bacteriofagos

Existe controvérsia no que toca a descoberta dos bacteriéfagos. Em 1896, Ernest
Hankin, um bacteriologista britanico, reportou a presenca de atividade antibacteriana
(contra Vibrio cholerae) observada nas aguas do Ganges, na India, e sugeriu que uma
substancia nao identificada (que passou por filtros de porcelana finos e era labil ao
calor), era responsavel por este fenomeno e pela limitagdo do alastramento das
epidemias de coélera. (Alexander Sulakvelidze, Zemphira Alavidze, J. Glenn Morris,

2001)

Dois anos depois, Gamaleya, um bacteriologista russo, observou um fenomeno
semelhante, trabalhando com Bacillus subtilis. Varios outros investigadores também
observaram estes fendmenos, porém, nenhum deles explorou os seus resultados e
conclusdes, até Frederick Twort, um bacteriologista treinado de Inglaterra, reintroduzir
o assunto quase 20 anos apos a descoberta de Hankin. Devido a dificuldades
financeiras, Twort ndo prosseguiu nas suas investigacdes. ApOs mais 2 anos, 0s
bacteriofagos foram oficialmente descobertos por Felix d’Herelle, um microbiologista
Francés-Canadense do Institut Pasteur em Paris. (Alexander Sulakvelidze, Zemphira

Alavidze, J. Glenn Morris, 2001)

A descoberta e redescoberta dos bacteriéfagos por d’Herelle ¢ frequentemente
associada ao surto de desinteria hemorragica na tropa francesa, em Maison-Lafflitte em
Julho-Agosto de 1915, apesar de d’Herelle ter observado o fendémeno primeiro em 1910
(estudou meios microbioldgicos de controle de um epizodtico de gafanhotos no

México). (Alexander Sulakvelidze, Zemphira Alavidze, J. Glenn Morris, 2001)

Varios soldados foram hospitalizados e d’Herelle conduziu uma investigagao
sobre o surto. Nestes estudos d’Herelle realizou filtrados de amostras fecais livres de
bactérias e misturou, incubando com estirpes de Shigella isoladas dos pacientes. As
misturas foram inoculadas em animais (como meio de desenvolvimento de uma vacina

contra a desinteria bacteriana) e num meio de agar, para posteriormente se observar o
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crescimento da bactéria. No agar, foram observadas zonas transparentes pequenas.
D’Herelle publicou a descoberta depois da apresentacdo na reunido da Academia de
Ciéncias. D’Herelle sabia a natureza do fenémeno, e disse que era um virus capaz de
parasitar bactérias. (Alexander Sulakvelidze, Zemphira Alavidze, J. Glenn Morris,

2001)

O nome “bacteriofago” foi proposto por d’Herelle. Este nome foi formado por
“bacteria” e “phagein” (comer ou devorar em Grego), o que implicava que estes fagos
“comiam ou devoravam” as bactérias. (Alexander Sulakvelidze, Zemphira Alavidze, J.

Glenn Morris, 2001)

2.2. Ciclo de Vida

Os bacteridfagos podem ter dois tipos de ciclo de vida: virulento ou temperado.
Os fagos virulentos provocam a lise rdpida e a morte da célula bacteriana hospedeira.
Os fagos temperados passam parte do seu ciclo de vida num estado inativo, chamado
profago. No ciclo lisogénico, o DNA viral geralmente ¢ integrado no DNA da célula
hospedeira, mas pode também existir como plasmideo. O DNA do profago ¢ replicado
quando o genoma da célula hospedeira replica, assim, as cé€lulas filhas vao herdar o
DNA viral. Os fagos temperados possuem pouco valor no que toca a terapia fagica.

(Hanlon, 2007)

O virus encontra-se com o hospedeiro bacteriano durante o movimento e liga-se
através de locais receptores que podem estar localizados em varios componentes da
superficie celular. Estes componentes podem ser proteinas, oligossacaridos, acido
teicoico, peptidoglicano e lipopolissacaridos. Os locais receptores podem estar presentes
na capsula celular, no flagelo ou nos pili. A ligacdo comega por ser reversivel, e depois

passa a irreversivel. (Hanlon, 2007)

O material genético do fago ¢ transmitido ao hospedeiro. Ocorre depois a
injecdo do genoma do fago para a célula bacteriana. A inje¢dao pode ocorrer através de
varios mecanismos, que dependem da morfologia do virus, mas geralmente envolve a

contragdo da cauda e formagdo de um buraco na parede celular da bactéria. Muitas das
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bases presentes no DNA do fago sdo quimicamente modificadas para conferir prote¢io

contra o ataque por restricdo celular e nucleases. (Hanlon, 2007)

O genoma viral € transcrito pela RNA polimerase da célula hospedeira,
produzindo mRNA que tem efeito sobre o metabolismo da bactéria, estimulando a

produgdo de novos componentes virais. Estes componentes juntam-se, formando um

virido. (Hanlon, 2007)

'/""_Q

og:o; :I/

Parede celular

Menbrana
citoplasmatica

(e)r \O DNA da fagn

Holina
o Lisina
(] Cabegado fage

Cauda do fage

DNA
bacteriano |

-

Ciclo Ciclo litico
Lisogénico

Figura 2 - Ilustragdo de bacteridlise induzida por fagos. (1) Adsor¢do e injecdo de DNA; (2) Replicagéo
de DNA; (3) Produgéo da cabega e cauda; (4) Sintese de holina e lisina; (5) Empacotamento de DNA; (6)
Conclusdo da particula do fago; (7) Disruptura da parede celular e libertagdo de produtos; (8) Circulacio
do DNA fagico; (9) Integracdo do DNA fagico no genoma do hospedeiro. (Adaptado de Matsuzaki et al.,
2005)
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2.2.1. Fagos Liticos

A maioria dos fagos de dupla cadeia de DNA desenvolveram enzimas que
atacam o peptidoglicano bacteriano. Estas enzimas podem ser lisozimas (possuem como
alvo ligacoes glicosidicas), endopeptidases (possuem como alvo ligagdes peptidicas) ou
amidases (possuem como alvo ligagdes amida). Estas enzimas liticas sdo chamadas
enzimas muraliticas, ou endolisinas, e sdo produzidas dentro do citoplasma, porém,
necessitam de outra enzima para atravessar a membrana citoplasmatica e atingir o
substrato. Esta enzima ¢ uma holina, que quebra a membrana, permitindo que a lisina
degrade o peptidoglicano. A holina controla o tempo de lise celular e da libertagdao o

produto do fago. (Drulis-Kawa et al., 2012)

As holinas sdo pequenas proteinas hidrofobicas que contém de um a trés
dominios transmembranares. Assim, estas sdo classificadas segundos estes dominios.
As holinas Classe I possuem trés dominios transmembranares com o N-terminal no
periplasma e C-terminal em dire¢do ao citoplasma. As holinas Classe II possuem dois
dominios transmembranares no N-terminal ¢ o C-terminal no periplasma. As holinas
Classe III possuem um dominio transmembranar ¢ um dominio periplasmatico muito

grande. (Drulis-Kawa et al., 2012)

Alguns fagos possuem morfologia filamentosa. Estes fagos conseguem sair da
célula hospedeira por extrusdo, através da parede celular, sem causar destruicao do
hospedeiro. Estes fagos ndo sdo relevantes em terapia. O periodo de tempo entre a
adsorcao e a lise da célula hospedeira e libertacdo do produto viral ¢ considerado
periodo de laténcia. Os fagos capazes de infetar estdo presentes na célula hospedeira
antes da lise, e podem ser libertados da célula com auxilio de cloroférmio. O periodo de
tempo desde a adsor¢do até ao aparecimento do primeiro fago induzido pelo

cloroférmio ¢ chamado de periodo eclipse. (Hanlon, 2007)

A partir de uma tunica célula bacteriana, podem ser libertadas 100 particulas
virais. Cada uma destas particulas ¢ capaz de infetar uma célula bacteriana. Os ciclos de
infecdo podem continuar até a morte de todas as células bacterianas susceptiveis.

(Hanlon, 2007)
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Insercdo do DNA do fago

Célula bacteriana
Bacteritéfago

!

1- Sintese de mRNA e proteinas
Cromossoma bacteriano 2- Replicagdo de DNA

3- Sintese de componentes virais
4- Sintese de proteinas

Lise da célula bacteriana e
libertagdo do produto do
fago

-/ Montagem dos componentes do fago
no interior da célula bacteriana

Figura 3 - Ciclo litico de um bacteriéfago (Adaptado de Hanlon, 2007)
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2.2.2. Fagos Lisogénicos

Os fagos temperados sdo virus que ndo entram automaticamente no ciclo litico,
mas integram o seu DNA no DNA da célula hospedeira. As células bacterianas sao
chamadas lisogénicas. Quando o DNA bacteriano replica, o DNA do fago replica ao
mesmo tempo, assim, as cé€lulas filha vao conter DNA viral (profago). As células
sofrem multiplos ciclos de divisdo, e ocasionalmente uma sofrera lise e libertara um

fago. (Hanlon, 2007)

Alternativamente, a populacdo de células lisogénicas pode ser induzida para
provocar lise por stress. Esta inducdo pode consistir em tratamento com agentes
mutagénicos ou exposi¢cao a luz ultravioleta. Alguns fagos temperados podem alternar
entre crescimento lisogénico e litico, sob influéncia de altas temperaturas e fase

estaciondria. (Hanlon, 2007)

O profago direciona a sintese de uma proteina repressora que bloqueia a
transcricdo dos seus genes e de bacteriofagos relacionados. A presenga de um profago
pode conferir a célula bacteriana imunidade contra a infecao por outros fagos. (Hanlon,

2007)

As bactérias lisogénicas podem possuir vantagens em termos de aquisicdo de
genes que conferem patogenicidade ou viruléncia aumentada. Quando um profago
escapa da regulacao pelo repressor, o seu DNA ¢ libertado e pode comecar um ciclo
litico. Porém, a excisao de DNA do préfago € pouco preciso € os genes bacterianos
adjacentes ao DNA do profago podem ser incorporados no DNA do fago infecioso e
transferido para as células hospedeiras. Este processo ¢ chamado transdugdo e ¢
responsavel pela transferéncia horizontal de genes entre células bacterianas. (Hanlon,

2007)
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2.3. Principais Caracteristicas dos Fagos e das Proteinas dos Fagos nao

Liticos

CARACTERISTICAS

Toxicidade Seletiva

Espectro Antimicrobiano

Influéncia na Flora

Normal

Efeitos Colaterais Graves

no Hospedeiro

Eficiéncia na Morte de

Bactérias

Propagacdo no hospedeiro

bacteriano

Estreito
Muito especifico,

geralmente apenas para
uma espécie bacterina

Nao ecistem preparagoes
intra-

para patogéneos

celulares

Sem influéncia

Erradicagdo da estirpe alvo

Endotoxinas e  outras
toxinas libertadas durante

a lise da célula

Bacteriolitico
Morte dependente do titulo
do fago

Eficacia de viruléncia:

multiplicidade de infegao,

tamanho de rutura, taxa de
crescimento
células

Eficaz nas em

cresciemento
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PROTEINAS DE
FAGOS NAO LITICOS

Activo apenas em
metabolismos microbianos

especificos

Estreito ou largo

Pouca influéncia na flora

intestinal

Endotoxinas e  outras
toxinas libertadas durante

a lise da célula

Bacteriostatico/
Bacteriolitico

Morte  dependente  da
concentracao
Concentragao minima
inibitoéria

Eficaz nas células em
crescimento e nas células
nao  estdo

que em

crescimento




Penetracio nos Tecidos,

Concentracao, Dose,

Tempo de Administraciao

Estabilidade

Formulacgoes

Vias de Administracao

Desenvolvimento de

Resisténcia

Terapia com Multiplos

Farmacos
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Nao definido

Tamanho e estrutura da
proteina da capside afeta a
concentragao sistémica
regulada pela clearance do
sistema reticulo-endotelial
e pelos mecanismos de
defesa imune

Agente auto-replicante

A concentracdo aumenta

no local de infecao

Niao existem dados

suficientes

Filtrados liquidos de fagos,
comprimidos, formulas

para aplicacao local

Via parentérica (infecdes

sistémicas)
Via oral (infegdes gastro-
inetstinais)

Local (infegdes topicas)

Vertical — mutagdo e
selecao
Aquisi¢ao de fago
temperado

de

Baixos niveis

resisténcia induzida

Cocktail de fagos (3-5) ou

combinagao fago-
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Nao definido

Fluxo sanguineo para os
tecidos

A estrutura quimica afeta a
penetracdo, a proteina
plasmatica de ligacdao ¢ a
degradacao por protedlise
— concentracao eficaz

A concentra¢ao no local de
infecdo estad relacionada
com a  concentracao
sistétmica e circulagdo

sanguinea

Relativamente nao estaveis

Injecdes, aerosois,
féormulas para aplicagao

local

Via parentérica (infecdes
sistémicas)
Via oral limitada pela
protedlise

Local (infegdes topicas)

Vertical — mutagdo e
selecao
de

Baixos niveis

resisténcia induzida

Terapia combinada

proteina-proteina;  fago-




Desenvolvimento de

Novas Preparacoes

Erradicacio do Biofilme

Fabricacio

antibiotico
Prevencao
aparecimento de
resisténcia
Espectro de atividade
ampliado

Possivel efeito sinérgico

Isolamento facil e rapido

de novos fagos

Penetracao na estrutura do
biofilme relativamente
eficaz por degradacdo de
exopolissacaridos

(enzimas)

Limitac¢des na densificagdo
e purificagdo.
de

Existe necessidade

adocao de métodos em

larga escala

Desenvolvimento

proteina; antibiotico-
proteina; fago-proteina
do

de

Prevencao
aparecimento
resisténcia
Espectro de atividade
ampliado

Possivel efeito sinérgico

Desenvolvimento in silico
pela exploracdo de bases
de dados de proteinas

Andlise de genomas de

fagos

Penetracao na estrutura do
biofilme por degradagao
de exopolissacaridos

(enzimas)

Relativamente simples
Péptidos recombinantesou
analogos sintéticos
Adogdao de métodos em

larga escala

Tabela 2 - Principais caracteristicas dos fagos liticos e das proteinas de fagos ndo liticos comoo agentes

antimicrobianos (Adaptado de Drulis-Kawa et al., 2012)
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2.4. Mecanismo de Acio

As publicagdes existentes descrevem que os fagos entram na corrente sanguinea
dos animais de laboratorio (ap6s dose Unica via oral) dentro de 2 a 4 horas, ¢ sdo
encontrados nos orgaos internos (figado, bago, rins, etc) em aproximadamente 10 horas.

(Alexander Sulakvelidze, Zemphira Alavidze, J. Glenn Morris, 2001)

Os fagos podem permanecer no organismo humano por periodos de tempo de
até 7 dias. Porém, para os fagos liticos poderem ser utilizados, sdo necessarias mais
pesquisas para obter dados farmacologicos rigorosos sobre fagos liticos, incluindo
estudos toxicoldgicos. (Alexander Sulakvelidze, Zemphira Alavidze, J. Glenn Morris,

2001)

Quanto a sua atividade bactericida, pensa-se que os fagos terapéuticos matam a
bactéria alvo, replicando-se dentro desta e provocando lise da célula hospedeira (ciclo
litico). No entanto, estudos subsequentes revelaram que nem todos os fagos replicam de
forma similar, e que existem diferencas nos ciclos de replicacdo dos fagos liticos e
lisogénicos. A defini¢ao recente da sequéncia completa do fago T4, e muitos anos de
pesquisa sobre o mecanismo de replicagao do fago T4 revelaram que a lise da bactéria
hospedeira pelo fago litico ¢ um processo complexo, que consiste numa cascata de
eventos que envolvem varios genes reguladores e estruturais. Como o fago T4 ¢ um
fago litico tipico, € possivel que varios fagos terapéuticos actuem com uma cascata
semelhante, contudo, ¢ possivel que alguns fagos terapéuticos possuam genes Unicos
nao identificados ou mecanismos responsaveis pela sua habilidade de provocar lise na
sua bactéria alvo. Por exemplo, um grupo de autores do Eliava Institute of
Bacteriophage Microbiology and Virology identificou e clonou um gene responsavel do
fago anti-Salmonella, ou parte dele, pela atividade letal deste fago sobre as estirpes
hospedeiras Salmonella enterica serovar Typhimurium. (Alexander Sulakvelidze,

Zemphira Alavidze, J. Glenn Morris, 2001)

Em outro estudo foi descrito um mecansimo que protege o DNA do fago das
defesas restrigado-modificagdo na estirpe hospedeiras S. aureus. Estes estudos podem
elucidar e podem ser tteis para a engenharia genética optimizar as preparagdes de fagos

terapéuticos. (Alexander Sulakvelidze, Zemphira Alavidze, J. Glenn Morris, 2001)
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Replicagio Transcrigio

Peptidoglicano R
pHcog ®  Quinolonas .
e p-lactimicos *  Nitromidazois
Penicilinas T
Cefalosporinas o Proteinas iniciais do fago

Rifamicinas

* Proteinas iniciais do fago

o Glicopéptidos
Vancomicina

e Endolisinas
o Inibidores da
sintese de mureina

mRNA

AVAVAVAVAVAVAN

Ribossomas Sintese de proteinas

L
\/\/\/\/\/\/@/\/\/\/\ *  Aminoglicosidcos

Tetraciclinas
Macroélidos
Membrana celular Lincomicinas

Espreptogaminas
*  Polipéptidos 4 ():(azolidin(')nas
®  Glicilciclinas Cloranfenicol

Ciapsula Celular/ EPS

*  Holinas ¢ Proteinas iniciais do fago

o Exopolisacaridases

Figura 4 - Modo de agio dos principais agentes antimicrobianos e proteinas fagicas (Adaptado de Drulis-
Kawa et al., 2012)
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2.5. Seguranca

Do ponto de vista clinico, os fagos parecem ser indcuos. Existe uma longa
histéria de uso de fagos como agentes terapéuticos na Europa Oriental e na antiga Unido
Soviética (e mesmo antes da era Antibiotico, nos Estados Unidos), via oral (comprimido
ou formulagdes liquidas - 10° a 10'"' PFU/dose), via retal, local (pele, olhos, ouvido,
mucosa nasal, etc), tampoes, solugcdes para lavagem, cremes, aerosdis ou injecoes
intrapleurais e via intravenosa. Durante este periodo ndo houve relatos de complicacdes
graves associadas ao uso dos fagos terapéuticos. (Alexander Sulakvelidze, Zemphira

Alavidze, J. Glenn Morris, 2001)

Devido a sua aparente seguranca, nos Estados Unidos, o fago phi X174 tem sido
utilizado para monitorizar a funcao da imunidade humoral em pacientes com deficiéncia
de adenosina deaminase e para determinar a importancia de moléculas associadas a
superficie na modulacdo da resposta imune humana. Além disso, os fagos sdo
extremamente comuns no meio ambiente € sao regularmente ingeridos com a comida.
Apesar disto, o melhor € assegurar a seguranca destes agentes, antes de utiliza-los como
terapia. E importante assegurar que eles ndo realizam transducdo generalizadada e
possuam sequéncias de genes homologas com genes de resisténcia a antibidticos, genes
para toxinas codificados por fagos e genes para fatores de viruléncia de bactérias. (Ochs

etal., 1992)

30



Desenvolvimento

2.6. Principais Aplicacaoes dos Bacteriofagos em Patologia Médica

Na Europa de Leste, a partir de 1930, os bacteriéfagos foram utilizados com

sucesso tanto para fins curativos como profilaticos. (Vlugt & Verbeek, n.d.)

Este sucesso aconteceu devido a sele¢ao cuidadosa dos fagos € monitorizagao da

sua eficacia, que foi efetuada em pacientes, individualmente. (Vlugt & Verbeek, n.d.)

Primeiramente, a bactéria foi isolada, juntamente com um ou mais fagos
eficazes. O fago ¢ produzido, purficado e administrado ao paciente. O efeito do
tratamento ¢ monitorizado. Se ndao ocorreu a morte das bactérias, ¢ feita uma segunda

selecdo, producgdo e administragdo dos fagos. (Vlugt & Verbeek, n.d.)

INFECAO AGENTE CAUSAL RESULTADOS

Infecio supurativa daljl E.coli, Klebsiela, Proteus, ||| 31 pacientes

pele

Variadas

Gastrointestinal
Cabeca
Pescoco

Pele

Infecdo supurativa

Pseudomonas,

Staphylococcus

E.coli, Klebsiela, Proteus,
Pseudomonas,

Staphylococcus

E.coli, Klebsiela, Proteus,
Salmonella,

Staphylococcus

Staphylococcus Gram-

negativo

23 casos com melhoria

A imunogenicidade do
fago nao dificultou a

terapia

550 pacientes
506 casos tratados com

Sucesso

Administragao oral
56 casos tratados com

Sucesso

47 casos — fagos no sangue

9 casos — fagos na urina

Conjuntivite Enterococcus, E.coli, P. ||| 1340 pacientes
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Dermatite aeruginosa,
Faringite Staphylococcus,

Rinite Streptococcus
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360 tratados com fagos
(86% de melhoria clinica)
404 tratados com
antibioticos (48% com
melhoria clinica)

576 tratados com uma
combinag¢do dos dois (83%

de melhoria clinica

Abcesso subfrénico [§| £.coli

recorrente

Meningite cerebroespinal [{{ K. pneumoniae

Diarréia em bezerros E.coli

Septicemia, = Meningite [f| £.coli

em galinhas e bezerros

Paciente recebeu alta apds

33 dias sem abcesso

Apos terapia antibiotica
sem  sucesso,  recém-
nascidos foram tratados
com fagos via oral, com

Sucesso

E.coli foi eliminado do
trato digestivo dos
bezerros, leitoes e

cordeiros

Foram tratados com fagos
que se multiplicaram no

sangue

Tabela 3 —Estudos sobre terapia fagica em humanos e animais (Adaptado de Inal, 2003)
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2.6.1. Acao em Infecdes

Do ponto de vista terapéutico, apenas os fagos liticos sao necessarios para a lise
de bactérias patogénicas. Estes persistem, libertando produtos que conseguem migrar
para varios locais do corpo. Apesar do aumento do interesse na terapia fagica, ainda
existem bactérias patogénicas para as quais ainda nao foram encontrados fagos. Estas
bactérias ndo ameagam a saude publica, porém, baixas dosagens podem causar doengas

fatais.(Oliveira, Sillankorva, Merabishvili, Kluskens, & Azeredo, 2015)

2.6.1.1. Feridas e infecoes da pele

Feridas e infegoes da pele provocam a rutura deste 6rgao, que representa uma
barreira natural. Esta rutura faz com que haja susceptibilidade a infe¢des. No caso de
feridas cronicas, podem ser utilizadas solugdes topicas (pomadas, cremes ou logdes) de
fagos liticos. Para tratar feridas cronicas purulentas ¢ feita a irrigacdo por injegao,
ligaduras embebidas ou polimeros biodegradaveis em forma de libertagdo continua. O
maior desafio no tratamento de infegdes da pele ¢ o desenvolvimento de meios de
distribuicao dos bacteriofagos para células de mamiferos. Apesar disto, existem agentes
patogénicos intracelulares que possuem uma forma temporaria extracelular. Deste

modo, estes estdo acessiveis aos fagos, e nestes casos, a terapia fagica mostra-se eficaz.

(Oliveira et al., 2015)

2.6.1.2.Infecoes do trato respiratorio, gastrointestinal e

urogenital

A colonizagdo das membranas mucosas ¢ uma potencial porta de entrada para
infecdes severas. Apesar de haver uma grande gama de fagos eficazes, existem agentes
patogénicos envolvidos em infe¢des do trato respiratorio superior e inferior que ainda
ndo estdo cobertos pela terapia fagica, tais como as bactérias responsaveis pela difteria,
bronquite ¢ pneumonia. Em infe¢des sensiveis, os fagos podem ser administrados por

meio de inalagdo de aerosois.(Oliveira et al., 2015)

O tratamento de infe¢des gastrointestinais com fagos apresenta vantagens em

relagdo aos antibidticos, na medida em que os fagos nao eliminam a flora intestinal.
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Apesar desta vantagem, os fagos sdo sensiveis ao pH baixo do trato gastrointestinal,

devendo ser administrados na forma de comprimidos revestidos. (Oliveira et al., 2015)

Para o tratamento de infe¢cdes nosocomiais do trato urogenital ainda ndo foram
descobertos fagos eficazes. O tratmento de infe¢des urogenitais com fagos ¢ semelhante
aos métodos convencionais que envolvem aplicacdo de antibidtico. Neste caso, ¢
utilizada uma combinacao de catéteres revestidos com hidrogénio e fagos. No caso da
vaginite, os fagos podem ser aplicados em tampdes ou produtos de higiene intima. Para
além destas aplicagdes, os fagos podem também eliminar bactérias responsavies por
infecdes transmitidas sexualmeste, tais como cancroide, clamidia, gonorréia, sifilis e

granuloma inguinal. (Oliveira et al., 2015)

2.6.1.3. Bacterémia e Septicémia

A presenca de bactérias na corrente sanguinea (bactericémia), pode levar a
septicémia. Infecdes locais como a pneumonia, infe¢des da bexiga, trato urinario ou
pele também podem se tornar sistémicas. Existem varios agentes patogénicos capazes
de causar infegdes sistémicas, e estes podem ser eliminados com administragdo de
fagos. Os métodos de administracdo mais utilizados sdo via intravenosa e parentérica,
fornecendo fagos suficientes para eliminar as bactérias da corrente sanguinea. A
aplicacdo transdérmica também pode ser utilizada, e pode resolver problemas

associados com a administragdo sistémica de fagos.(Oliveira et al., 2015)
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2.6.2. Infecoes Orais

Segundo Bachrach et al. (2003), a presenca de bacteriéfagos na saliva humana e
a capacidade de isola-los passado um ano sugere que os fagos podem ter um papel ativo
importante na cavidade oral. (Bachrach, Leizerovici-Zigmond, Zlotkin, Naor, &

Steinberg, 2003)

Em medicina dentdria o Enterococcus faecalis ¢ um dos principais
microorganismos associados a periodontite apical cronica apds tratamento endodontico

fracassado. (Khalifa et al., 2016)

O Enterococcus faecalis provoca fracasso no tratamento endoddntico devido a
microinfiltragdao de restauragdes, exposi¢do pulpar direta em casos de rutura de barreira
fisica, e do sulco gengival, que atinge a camara pulpar através do ligamento periodontal.
ApoOs a penetragao nos tubulos dentinarios, o canal radicular comporta-se como um
reservatorio de bactérias, que as protege do sistema imunitario. Estas bactérias causam
infecdes intracanalares constantes, doencas endodonticas e periapicais refratarias ou
persistentes. Elas podem também aderir ao colagénio dentinario (componente organico
major da dentina), invadir os tibulos dentinarios, e assim, suportar o desbridamento do

canal dentério. (Khalifa et al., 2016)

Para além disto, foi encontrada relagdo entre contaminagdo por Enterococcus
faecalis e periodontite, onde a prevaléncia foi encontrada em canais radiculares con
periodontite apical, necessitando de retratamento endodontico, ou na saliva. (Khalifa et

al., 2016)

O tratamento endoddntico tem como objetivo erradicar bactérias do canal
radicular e tubulos dentinarios por remog¢ao mecanica de tecidos infetados e tratamento
quimico com solugdes antisépticas tais como hipoclorito de sodio e clorhexidina
(preparagdo quimico-mecanica). Apesar destes procedimentos, a contaminagao
bacteriana, maioritamente por Enterococcus faecalis, € evidente nos tibulos dentinarios.
Uma das desvantagens do desbridamento do canal radicular ¢ a incapacidade de
prevengdo de reinfecdo que pode surgir dos tubulos dentinarios previamente infetados.

(Khalifa et al., 2016)
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Apesar do facto das infe¢des endodonticas serem de natureza polimicrobiana, o
ambiente do canal radicular favorece a sobrevivéncia de Enterococcus faecalis. (Khalifa

etal., 2016)

A infegdo oral por Enterococcus € comum, e ¢ restrita ao canal dentario. Apesar
do facto destes microorganismos representarem uma pequena parte da flora inicial, os
Enterococos faecalis sao isolados como cultura pura ou componente major da flora do
canal dentdrio com tratamento endodoéntico fracassado. Isto deve-se ao facto desta
espécie sobreviver sob stress ambiental, a sua resisténcia a medicacdo e aos irrigantes
utilizados no tratamento endoddntico e também a sua capacidade de invadir os tibulos

dentinarios do canal e permanecer viavel. (Love, 2001)

Este microorganismo consegue persistir ¢ sobreviver em condigdes extremas,
tais como os ambientes do tracto gastrointestinal e canais radiculares, meios alcalinos e

inanicao de glicose. (Khalifa et al., 2016)

Os fagos de Enterococcus faecalis sao muito prevalentes na saliva humana, o
que sugere que os fagos podem controlar a populagdo oral de Enterococcus faecalis,
restringindo os seus surtos ao canal dentdrio, que ¢ uma localizacdo relativamente

protegida e isolada. (Bachrach et al., 2003)

Nos canais radiculares, o Enterococcus Faecalis fica protegido do sistema
imunitario e dos antibidticos. Durante o tratamento endoddntico sdo utilizados varios
antisépticos e antibidticos a fim de erradicar as bactérias intracanalares, entre eles o
hidréxido de célcio e pastas antibioticas. Assim € feito o controle das bactérias antes do

selamento do canal. (Khalifa et al., 2016)

Apesar de todos estes cuidados, ainda sdo visiveis células viaveis de
Enterococcus Faecalis apos tratamento endodontico, independentemente do uso destes

antisépticos e antibioticos. (Khalifa et al., 2016)

O Enterococcus Faecalis ¢ dificil de tratar no tracto gastrointestinal € em outros

locais devido ao facto de possuir muitas estirpes resistentes a antibidticos. Além disto, o
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uso aumentado de antibioticos em meio hospitalar provoca disbiose, ou seja, altera os
microbiotas do trato gastrointestinal, o que leva a alteragdes no sistema imunitario local.
Este microorganismo aloja-se no trato gastrointestinal, o que faz com que este seja a
fonte primaria dos organismos responsaveis por infecdes por enterococcus. (Khalifa et

al., 2016)

Cada vez mais existe resisténcia por parte das bactérias (Fines, Perichon,
Reynolds, Sahm, & Courvalin, 1999). A cavidade oral possui um fécil acesso, o que
permite que a terapia fagica possa ser utilizada como meio de prevengao de fracassos no

tratamento endodontico. (Bachrach et al., 2003; Nakai et al., 1999)

2.6.2.1. Acao dos Bacteriofagos em Biofilmes

Biofilmes sdao compostos por agregados de células, eucarioticas ou procaridticas,
rodeados por uma matriz extracelular de substancia polimérica. Esta matriz ¢ produzida
pelas células do biofilmes, e ¢ constituida por acgticares de cadeia longa, DNA e outras
macromoléculas de natureza variavel. As bactérias do biofilme podem apresentar

resisténcia a agentes como biocidas e antibidticos. (Harper et al., 2014)

Estas camadas de bactérias atuam juntas de forma cooperativa, e estdo
fisiologicamente e mecanicamente protegidas dos antibioticos. Estas bactérias estdo
mais protegidas do que as células planctonicas. Isto deve-se ao facto da maioria dos
agentes antimicrobianos serem incapazes de penetrar nos biofimes. Estes agentes apenas
conseguem erradicar bactérias das camadas de periferia, e assim que o seu efeito acaba,
as demais bactérias das camadas protegidas conseguem formar novas camadas de

biofilme. (Khalifa et al., 2016)

A matriz do biofilme constitui uma barreira a todos os agentes. Alguns agentes
sao parcialmente bloqueados, por exemplo por isolamento de tobramicina. Outros
agentes conseguem penetrar a matriz do biofilme, como ¢ o caso da ofloxacina e 4cido
paracético. Diferentes condigdes (gasosas e estratificacdes de nutrientes) levam a
diferentes estados celulares, e a existéncia de zonas diferentes dentro do biofillme.

(Harper et al., 2014)
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Pensa-se que a aparente resisténcia ou re-crescimento de bactérias no biofilme
provém da presega de células persistentes metabolicamente inativas. A atividade
metabolica limitada e o crescimento lento destas bactérias pode prevenir a agdao de
muitos antibioticos. Estas células podem voltar a ser atividadas apds o stress, o que leva

a que o biofilme volte a crescer apds o tratamento. (Harper et al., 2014)

O biofilme estd associado a grande maioria das infe¢des bacterianas. Os
biofilmes estdo ligados a muitos relatos de resisténcia a antibioticos em uso clinico. Esta
resisténcia pode-se verificar in vivo mesmo quando as células estdo susceptiveis aos
antibioticos, fora do biofime. Assim, estas aparentem ser sensiveis quando ndo ¢

formado o biofilme. (Harper et al., 2014)

A destrui¢do de biofilmes por bacteridfagos ¢ muito mais eficiente comparada
com a destruicdo por antibidticos. Os fagos conseguem infetar bactérias presentes na
camada superior do biofilme e replicar, deste modo, existe formagdao de novos
bacteriofagos, que penetram nas camadas do interior do biofilme, infetando as restantes
bactérias. A replicacao dos fagos leva a erradicagdao das bactérias do biofilme. Foram
feitas experiéncias com fagos, simples, cocktails de fagos e combinagdo de fagos com
antibioticos contra os biofilmes. Estes testes eliminaram com sucesso as os biofilmes
bacterianos do local de infecdo ou reduziram notavelmente a contagem bacteriana.

(Khalifa et al., 2016)

Para além disto, a dispersao do biofilme pode ser feita através da modificagdo do
bacteriofago, para que este expresse uma enzima de degradacdo de biofilme durante a

infecdo.(Khalifa et al., 2016)
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2.7. Falhas na Eficacia da Terapia Fagica

Desenvolvimento

Um dos principais obstaculos na documentagao da validade da terapia fagica foi

a escassez de estudos controlados com grupos placebo. (Alexander Sulakvelidze,

Zemphira Alavidze, J. Glenn Morris, 2001)

PROBLEMA

Espectro reduzido de

hospedeiros dos fagos.

Pureza insuficiente nas

preparacoes fagicas

Pouca
estabilidade/viabilidade

das preparacgoes fagicas

DESCRICAO

Devido a alta
especificidade dos fagos,
foram obtidos resultados
negativos por causa do
fracasso na seleccdo de
liticos

fagos para as

espécies de bactérias alvo.

Os primeiros fagos
terap€uticos provocavam a
lise em bruto das bactérias
hospedeiras, e possuiam
contaminantes (incluindo
endotoxinas) que podem
ter contrabalancado o

efeito dos fagos.

Algumas preparagoes

comerciais foram
suplementadas com

mercurio  ou  agentes
oxidantes, ou tratadas com
calor para garantir
esterilidade. Muitos destes

tratamentos podem

39

SOLUCAO/ABORDAGEM
NECESSARIA

Determinacao da
susceptibilidade do agente
etiologico antes de utilizé-los
de modo terapéutico, ou usar
cocktails polivalentes de
fagos que provoque a lise da
das do

maioria estirpes

agente etidlogico.

Cromatografia com troca de
10es, centrifugacdo de alta
velocidade e outras técnicas
modernas de purificagdo
podem ser utilizadas para
obter preparagdes de alta

pureza.

Técnicas de  purificacao

avangadas podem ser
utilizadas para purificar as
preparagdes e garantir um
meio sem bactérias. A
viabilidade e titulo dos fagos
deve ser determinada antes

da sua utilizagdo para fins




Divulgacido exagerada da
eficacia de preparacoes

fagicas comerciais

Fracasso no
de

da

estabelecimento
provas cientificas

eficacia da terapia fagica
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inactivar 0s fagos,
resultando em preparagdes

fagicas ineficientes.

Exemplo:  Enterophagos
foi comercializado como
contra a

do

eficaz

do

sendo

infecgao virus
herpes, urticaria e eczema.
Os fagos sdo incapazes de
combater as infeccoes

citadas acima.

A maior parte dos estudos

clinicos sobre terapia

fagica foram conduzidos

sem controlo

grupo

placebo. Quando este

grupo foi utilizado, os
dados foram analisados

subjectivamente.

terapéuticos.

As  preparagdes  fagicas
devem ser acompanhadas por
informacao suportada sobre a
sua eficacia contra bactérias
patogénicas especificas,

efeitos  colaterais, entre

outros.

Estudos duplamente cego

placebo com fagos liticos
altamente purificados.
Analise de resultados

basecada em  observagdes

clinicas e analise laboratorial.

Tabela 4 —Alguns dos problemas com os estudos sobre terapia fagica e como podem ser solucionados

(Adaptado de Alexander Sulakvelidze, Zemphira Alavidze, J. Glenn Morris, 2001)
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Desenvolvimento

ISOLAMENTO ESTABILIDADE

Fatores como o pH, a temperatura .e a humidade

Isolamento de fagos para hospedeiros fastidiosos é . =
afetam a actividade dos fagos

dificil

ACESSO AO HOSPEDEIRO RESISTENCIA

A via de administragio ¢ os seus resultados ainda As bactérias podem desenvolver resisténcia,
itam de i igagd i i d dministrados cocktails

gag dificuldad sdo
por parte dos fagos em alcangar os patogéncos

-

wERO -
nEmRCHP ™

AMBIENTAIS

NEUTRALIZACAO FATORES Os dif dos fisiolog
Os fagos podem ser eliminados por anticorpos QUE bacterianos, prosperos em biofilmes; existe
AFETAM A a necessidade de fagos eficazes

FALTA DE CONSCIENCIA PUBLICA TF.R:'\P A - -
FAGI CA/ CONCENTRACAO

O uso de fagos ainda tem que contornar as

dividas ¢ medos da populagio Necessidade de validar a multiplicidade de

infecdo; nimero médio de fagos por baceria,
que maximiza o efeito das solucoes fagicas

REGULACAO

A terapia fagica entra na regulagdo dos Estados
Unidos de produtos medicinais biologicos, porém , a PERFIL
diretiva ndo cobre aspetos que sdo especificos dos E fundamental o uso de fagos estritamente liticos, sem
fagos toxinas e com caracteristicas infecciosas proprias
(espetro litico, tamanho de rompimento)

E
X
T
R
i

N
S
E
C
o

nOoNEM®VZ =T = Z =~

w

Figura S - Representagdo esquematica dos fatores extrinsecos e intrinsecos que afetam a terapia fagica

(Adaptado de Oliveira et al., 2015)
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2.7.1. Especificidade dos bacteriofagos

A maior parte dos antibiodticos utilizados sdo de largo espectro e provocam a
morte de varias bactérias diferentes. Assim, bactérias que sdo benéficas também sao
mortas, especialmente aquelas que residem no trato intestinal. Isto constitui uma
desvantagem da aplicacao de antibidticos em relacdo aos bacteriofagos, uma vez que
estes possuem uma elevada especificidade para o seu hospedeiro. (Vlugt & Verbeek,

n.d.)

Para aplicacdes terapéuticas, a alta especificidade pode ser uma desvantagem,
uma vez que € necessaria uma combinagdo e/ou ajuste entre o hospedeiro e o fago.
Mutagdes ou alteragdes na bactéria alvo podem levar a perda de reconhecimento e
interacao especifica entre o fago e o seu hospedeiro. Neste caso, € necessario fazer uma

selecdo de fagos ou usar cocktails para assegurar a eficiéncia do tratamento. (Vlugt &

Verbeek, n.d.)

A perda de especificidade relatada em varios estudos foi rara. Apos a infegao, a
lise geralmente da-se de forma muito rapida, por vezes dentro do intervalo de tempo de
trinta minutos. A amplificagdo exponencial do fago resulta num répido declinio da
populagdo de bactérias alvo. Existe pouco espaco para adaptagao por parte da bactéria.
A terapia fagica geralmente tem duracdo limitada. Em alguns casos, algumas bactérias

sobreviveram ao tratamento inicial com bacteriofagos. (Vlugt & Verbeek, n.d.)

No caso do aparecimento de bactérias resistentes, pode ser isolado um novo fago

da colegdo pré-existente, utilizando as bactérias sobreviventes. (Vlugt & Verbeek, n.d.)
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2.7.2. Imunogenecidade dos bacteriéfagos

Os bacteriofagos podem provocar reagdo imunologica em mamiferos e sao
degradados no figado e no bago. Estas reagdes ocorrem numa fase tardia, o que faz com
que nao existam efeitos negativos sérios ao nivel do tratamento. Em 1987,
Kucharewicz-Krukowska e Slopek analizaram a imunogenecidade do fago anti-
Staphylococcus, comparando titulagcdes de anticorpos hemaglutinantes e neutralizantes
antes e depois ds terapia fagica. A maior parte dos doentes ndo apresentou anticorpos
antifago durante o tratamento. Em apenas dois casos foram encontradas altas titulagcdes
de anticorpos antifago. Estes autores concluiram que a imunogenecidade deste tipo de

fagos nao impede a terapia. (Kucharewicz-Krukowska & Slopek, 1987)
Segundo Weber-Dabrowska et al. (2003), a produgdo de anticorpos especificos
para fagos faz parte da resposta do corpo contra a infecao bacteriana e da multiplicacao

de fagos que a acompanha. (Weber-Dabrowska, Mulczyk, & Goérski, 2003)

Os efeitos imunogénicos dos fagos sdo fracos na maior parte dos casos, e

ocorrem apos o término da terapia fagica. (Weber-Dabrowska et al., 2003)
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2.7.3. Lise da célula bacteriana

As infegdes bacterianas geralmente levam a reagdes inflamatérias que podem
provocar complicagdes sérias em pacientes sépticos. As endotoxinas sdo um fator
importante obtengdo da resposta inflamatdria contra a infecdo. As endotoxinas podem
ser libertadas através dos fragmentos da parede celular das bactérias Gram-negativas ou
através da lise bacteriana provocada por antibidticos ou bacteriéfagos. Alguns estudos

relataram que os fagos liticos aumentaram a sobrevivéncia em doentes com septicémia.
(Vlugt & Verbeek, n.d.)
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2.8. Perspectivas de Futuro na Terapia Fagica

O interesse na terapia fagica e nos bacteriofagos levou a um desenvolvimento da
investigacao aplicada de modo a aumentar a sua eficacia. Com as técnicas de biologia
molecular atuais e conhecimento do genoma dos fagos, estes podem ser projetados para

uma melhor eficacia, maior gama de hospedeiros, entre outros. (Vlugt & Verbeek, n.d.)

Merril et al., (1996) descreveu a selecio de fagos mutantes capazes de
sobreviver durante muito mais tempo no sangue de rato. Anterioremente, pensava-se
que a rapida eliminagdo dos fagos do sistema circulatério limitava a eficacia da terapia
fagica, por anticorpos dirigidos aos fagos ou pelo sistema reticulo-endotélio. (Merril et

al., 1996)
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Conclusdo

3. Conclusao

Os bacteriofagos estdo cada vez mais a ser estudados, porém, sao necessarios
mais estudos para testar a sua eficacia. Estes microorganismos podem ser muito uteis

no combate a infegdes, € possuem vantagens em relacao aos antibioticos.

Os bacteridofagos possuem multiplas aplicacdes na area de patologia médica,
atuando em diversos tipos de infe¢do. Isto pode ser bastante benéfico para a medicina,
uma vez que as bactérias cada vez resistem aos antibidticos, € sdo necessarios novos

meios de combate.

Na medicina dentéria, os fagos podem ser bastante tuteis na prevengao de
periodontite apical cronica apds tratamento endodontico fracassado e em toda a area
da periodontologia, sobretudo em zonas de dificil acesso e/ou com componente de

bactérias resistentes a antibidticos.
Apesar de todos estes beneficios e vantagens, os bacteriofagos ainda

necessitam de ser mais estudados e s3o necessarios mais testes € ensaios para avaliar a

sua eficacia e seguranca no tratamento de infegdes.
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