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"The successful man will profit from his

mistakes and try again in a different way. "

Dale Carnegie
1]



Agradecimentos

Em primeiro lugar gostaria de agradecer ao meu orientador, Professor Doutor Pablo
Tavares Pereira, que mesmo perante todas as adversidades profissionais com que se
deparou, ndo desistiu de me acompanhar na elaboracdo da presente dissertacdo. Destaco
por isso a minha enorme gratiddo por toda a sua dedicacdo, disponibilidade e
profissionalismo.

Muito mais do que uma dissertagéo, o presente trabalho representa a concretizagéao
de um desafio a que me propus a cinco anos atras. Por esse motivo, quero agradecer a
todas as colegas que me acompanharam durante este trajecto académico, e que de certa
forma, fizeram com que esta fosse uma etapa inesquecivel.

Um especial agradecimento a minha mée Paula Franco pela sua dedicacdo e apoio
incondicional em todos os momentos da minha vida. Sem ela nada disto seria possivel.

Queria também agradecer ao meu namorado Ruben Soares por toda a
compreensdo e motivagdo nos momentos mais criticos deste longo percurso e que em
muito me motivaram a atingir os meus objectivos académicos.

Por dltimo, mas ndo menos importante, um obrigado aos meus tios Tita, Jodo Diogo

Estevens, Teresa Coelho e Carlos Franco por todo o apoio.



indice

RESUMIO ittt e e e e et e e e e s e et e e e e s e erraee Vil
Y o1 o - [ot TSP POOTOUPRPRN Vil
Lista de ADreviaturas € SIZlas ......c.uiiiiciiiie ettt e e e e ette e e e st te e e e e bte e e s ebtaeeesnraeeeaans IX
INAICE A TADEIAS ...v.veveieieiecvetetee ettt ettt bbbt be bbbt a bbb s et s s s s anas X
F3e LTot=Ne LR T OO XI
Ta] o o [T ox Yo FU SRR 1
Y o1 To Y i ole ST TSRS PSRRI 3
1.1. Mecanismos de accdo dos Antibidticos e respectivos mecanismos de resisténcia..................... 3
1.1.1. Desorganizag¢do da membrana Citoplasmatica (MC) e membrana externa (ME) ................ 3
1.1.2. Interferéncia com a sintese da parede Celular ... 5
1.1.3. Inibica0 da SINtESE PrOtEICA ..uviiiiciiiie ittt e et e e e s bre e e e seaeeeens 7
1.1.4. Interferéncia com a sintese de Acidos NUCIEICOS .......eevvueeerieriiiienieeeee e 10

P = - ot £ =T o] - -{o 13 PSPPI 12
D2 R L o Yo [U = Yo [ =T g =T 0 o B V) e Y [l TS USRSt 12

D A I (UL (U] = W =0 o] o] Fo = = PPNt 14

D T O - 1Y 1 or- oF- [ TSP PRSUROt 15
P 1ol o o [V o - [OOSR PR PR PRUPPOP 17
2.4.1. Adsorgdo e penetragdo do acido nucleico Viral .......coooeieiiiciiie i, 17
2.4.2. DIivergencia POS-INFECGCA0D . ..ccviiei it cctee e ceiee ettt e e e rbe e e e e ee e e s eabae e e enreeas 18
2.4.2. 1. CICIO LITICO teuveeeuteeee ettt ettt sttt et b e bt e st st st e b e e be e sbeesae e et e eneean 19
2.4.2.2. Ciclo [ISOZENICO ... uuiieiitiiie et e ettt e ettt e e ettt e e e et e e e et e e e e e abe e e e e abaeeeesssseeeeanseeeesanseneanan 19

3. Bacteritéfagos como agentes tErapEULICOS .....ccivuiieiiciiie et ettt e e e e eaee e e e eaee e e e eareeas 21
3.0, FArMACOCINETICA .ee.veeieeriteite ettt sttt et s e st st e bt e n e ne e s reesaeeeaneenneen 21
I 0 B I =1 1 (o Yo Lo~ o T PR 21

I A B 11 ] o TV ToF= o TSP 22
G T 1Y/ 11 71 o Yo L2 Tot- [o TR EEPRRNE 22
G T8 N0 o B =Y o] [ o= Yot [ JE 1 Y (U RPN 23
3.1.3.2. Inactivacdo pelo sistema iMUNITAIiO ........ccccuiiiieciiiii e e 24
3.1.3.2.1. Sistema iMmUNItArio INATO.....cocuireiieiieee e 24
3.1.3.2.2. Sistema imunitario adqUIrido ........ccceeeieiiiiiiciiee e 25

I B ol oF 1o YRS 25



3.2. Vantagens da fagoterapia comparativamente a antibioterapia.......c.cccceeeveeeeciieeecccieeeeccneeen, 26

3.3. Desafios da fagoterapia ..ccuuii it e e et e e s e e e eaaraaeean 27
3.3.1. Mecanismos de resisténcia bacteriana aos bacteriofagos ........ccccveeeeecieeiccciee e, 27
3.3.1.1. Inibicdo do processo de adsorgao Viral.......cccceeecueeeeiiiieieiiiiee e e 27
3.3.1.2. Inibicdo da entrada do DNA viral para o interior da bactéria.........ccccccveeeviieeeeicnnnnnn. 27
3.3.1.3. Clivagem dos 4CidOs NUCIEICOS VirQiS......cciecureiiriieieeiiiiieeeiireeessieeeessereeeesseeeessnneeeens 28
3.3.1.3.1. Sistemas de restricdo-modificagdo (R-M) .....ccceeecireriieiie e 28
3.3.1.3.2. Sistema CRISPR-CAS....cccoiiiiiiiiiie ettt e e 29
3.3.1.3.3. Sistema de infeccdo abortiva (ADi) .......cccveiiiiieiie e, 29
3.3.1.3.4. Sistema toxina-antitoXina (TA).....ccccieee e e erree e e e e e bre e e e aeeas 30

S R 14 1 - [l LU URPPPE 30
3.3.2.1. EStreito @SPeCtro € @CCA0....uuiiiiiiieieciiieeecteee e ertree e et ee e sstr e e e s sra e e e e sabaeeesnnbaeeesnnsaeeeeas 30

30 T [ 0[] g To ==Y g 1ol o - 1o [ U 32
3.3.2.3. EfEItOS @UVEISOS . .eeeueieiieiieeiteete ettt sttt ettt sbe e st st sttt e be e b e saeeeaeeeneeas 33
3.3.2.4. Restrigcdo na utilizagdo dos bacteriéfagos temperados ........cceeecvveeeecciveeeccciieeeccneeenn, 34

RN MUY oF [ = Tor- To N [ 1l oF: [t <Y o ] - = Lo -3 35
3.4.1. Isolamento dos bacteriOfagos.....cccviiiiciiii i s 35
3.4.2. Etapas da producdo da formulacdo de bacteridfagos ......cccvveeeeeccciiveeeee e 35

3.5. Fagoterapia Na Pratica CliNICa ..c.uuiiicciiee ettt e e e s ae e e enaaeeeeas 39
R VoL o NV Tor- To T ={U] =T =T o = R 43
(000 a1 o [T = Tole T=TN ] o F= Y SRR 45
(€1 [0 1LY [T OO O TSROSO PO ROPRRRPRR 48
23] o] Lo {1 - [ URSPN 50

Vi



Resumo

Nas ultimas décadas, a investigacdo de antibidticos com novos mecanismos de
accdo, tem vindo a ser motivada pela continua emergéncia de estirpes bacterianas
multirresistentes. No entanto, nos Ultimos anos esse desenvolvimento tem vindo a abrandatr,
0 gue representa um grave problema de saude publica.

Antes da era dos antibidticos a fagoterapia representava a terapéutica de primeira linha no
tratamento de infec¢Bes bacterianas. Como a auséncia de recursos impossibilitava a
compreensdo dos mecanismos de ac¢do moleculares do fago, a fagoterapia era apenas
sustentada pelo conhecimento empirico. A auséncia de conhecimento associada ao inicio
da era dos antibioticos foram condigfes suficientes para que a terapéutica fagica fosse
posta de parte, a excepgdo de alguns paises da Europa do Leste.

De acordo com a literatura disponibilizada por estes paises, varios tém sido os casos de
sucesso no tratamento de infecgbes bacterianas, incluindo infec¢des causadas por estirpes
multirresistentes aos antibiéticos convencionais.

No entanto, contrariamente aos ensaios clinicos, a maioria destes estudos omite informacao
critica que impossibilita a interpretacdo dos respectivos resultados.

Actualmente, as novas ferramentas oferecidas pelos avancos biotecnoldgicos possibilitam
ndo s6 a compreensdo do mecanismo de infeccdo bacteriana como também permitem
compreender melhor a interac¢éo entre os bacteriéfagos e o organismo humano.

Como tal, no futuro, a fagoterapia pode ser considerada uma alternativa efectiva para

solucionar os casos criticos de multirresisténcia bacteriana aos antibiéticos convencionais.

Palavras-chave: fagoterapia, bacteriofagos, bactérias multiresistentes, antibioticos,

infecgBes bacterianas
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Abstract

In the past few decades, research on novel antibiotic drugs has been motivated by
continuous outbreaks of bacterial resistance, by targeting multiple targets within bacteria.
However, this development has come to a halt in recent years, which raises important public
health concerns.

Phage therapy, as an effective measure to counter bacterial infection, proceeds the usage of
antibiotic drugs to treat bacterial infections. However, at such point in time there were no
techniques available to allow the understanding of the molecular mechanisms of
bacteriophage action, rendering the process almost entirely empirical. Therefore, these were
almost entirely set aside as therapeutic agents at the dawn of the conventional antibiotic era,
with the exception of some eastern European countries.

From the remaining reports of the usage of phage therapy to treat humans contaminated
with multiple bacterial strains, including multi-drug resistant strains, several success cases
exist. However, such reports do not account as clinical trials due to the lack of critical
information, rendering the results difficult to interpret.

Taking advantage of more recent molecular biology tools it may be possible to properly
understand the phage mechanisms of bacterial infection. Simultaneously, it is also possible
to access the previously unknown safety and human host interaction issues. Therefore,
these can eventually be considered in the future as an effective alternative to solve critical

cases of bacterial resistance to conventional antibiotics.

Keywords: phage therapy, bacteriophages, super bugs, antibiotics, bacterial infections
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Introducao

Até a década de 40 do século passado, as patologias infecciosas representavam o
principal problema de salde publica a nivel mundial, sendo estas responsaveis por uma
elevada taxa de mortalidade e consequente reduzida esperanca média de vida.

Em 1929, Alexander Fleming descobriu acidentalmente a penicilina apés ter
verificado que as culturas de Staphylococcus aureus em meio soélido tinham sido
contaminadas por um fungo do género Penicillium, que possuia propriedades bactericidas!*.

Apesar da descoberta ser promissora, foi a sulfanilamida, um composto de origem
sintética, o primeiro antibiético a ser clinicamente utilizado em humanos, ainda que com
vastas limitacdes em termos de seguranca e eficacia 2. Desta forma, sé a partir de 1940 é
que a penicilina foi alvo de mais investigacGes [, tendo sido sé nesse periodo que foi
reportada a sua primeira administracdo terapéutica .

A descoberta e introducdo destes farmacos representou o inicio da Era dos
Antibidticos, um periodo que durou apenas duas décadas, e que ficou marcado pela
continua descoberta e introducéo de antibidticos pertecentes a diferentes classes 25,

A vasta gama de opcdes terapéuticas disponiveis, permitiu ndo s6 o tratamento e

controlo da maioria das doencas infecciosas como também possibilitou a realizacdo de
tratamentos associados a um elevado risco de infeccdo bacteriana, tal como a
quimioterapia, transplante de 6rgdos e outros procedimentos cirurgicos . O forte impacto
destas novas abordagens terapéutias fez com que muitos investigadores e profissionais de
salde acreditassem que as patologias infecciosas estariam controladas 2],
No entanto, pouco tempo apOs a introdugdo da penicilina na pratica clinica, foram
reportados os primeiros casos de infecgdo por PRSA, uma estirpe de Staphylococcus
aureus detentora de p-lactamases, capazes de impedir o efeito da penicilina [,
Posteriormente, com o objectivo de contornar este obstaculo, foi sintetizada a meticilina, o
primeiro derivado semi-sintetico da penicilina que se caracterizava por ser resistente a
hidrolise promovida por essas enzimas. No entanto, a sua eficacia foi igualmente
temporéria, tendo sido reportado o primeiro caso de infec¢cdo por MRSA logo no primeiro
ano de utilizagéo.

Desde ai, novas classes de antibiéticos foram descobertas bem como alteracbes
sintéticas dos pré-existentes foram efectuadas, com o intuito de dar resposta a continua
emergéncia de estirpes bacterianas resistentes ©,

Apesar da resisténcia aos antibioticos ter sido desde o inicio um desafio constante, o
aparecimento de estirpes bacterianas multiresistentes, em particular de bactérias gram-

negativo ), representa actualmente um grave problema em termos de salde publica BH7.
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Desta forma, infeccbes que antes eram facilmente controlaveis, sédo cada vez mais dificeis
ou até mesmo impossiveis de tratar com as opc¢oes terapéuticas actualmente disponiveis !
[19 surgindo por isso a necessidade de recorrer a antibidticos em desuso, geralmente com
elevada toxicidade associada ©.

De acordo com as estimativas efectuadas pela ECDC e pela EMA, cerca de 25.000 pessoas
morrem anualmente na Europa devido a infecgbes bacterianas multiresistentes. O impacto
deste problema é enorme, ndo s6 em termos de morbilidade e mortalidade dos doentes
como também em termos sociais e econdémicos, estando associado a custos anuais de
cerca de 1,5 bilides € sé no continente Europeu.

Apesar de estatisticas recentes inidicarem que o numero de casos de MRSA reduziu em
alguns paises da Europa, o numero de infec¢bes por Klebisiella pneumoniae multiresistente
e por outras bactérias gram-negativo tem vindo a aumentar de ano para ano na maioria dos
paises Europeus.

Além disso, analisando os dados disponibilizados pela FDA é possivel constatar que desde
0s anos 60 a descoberta de antibacterianos com novos mecanismos de acgdo abrandou,
tendo o ultimo antibidtico pertencente a uma nova classe sido aprovado em 2003. Desde ai,
dos 6 antibidticos aprovados todos consistem em modificagdes quimicas de farmacos
previamente existentes [l [OH12],

Desta forma, o aumento da incidéncia de estirpes multiresistentes paralelamente a
auséncia de desenvolvimento de novos antibacterianos séo condi¢des suficientes para
retornarmos a pre-era dos antibiéticos, onde dominavam as doencas infecciosas © (10 141,
Trata-se por isso de um alarmante problema de salde publica que necessita de rapida
intervencao.

Como tal, o objectivo do presente trabalho consiste na analise retrospectiva da fagoterapia
como uma terapéutica alternativa para infec¢des bacterianas multiresistentes, de forma a

concluir se esta € uma estratégia vidvel a adoptar no futuro.



1. Antibioticos

Para que seja possivel compreender os mecanismos de resisténcia das bactérias a
um determinado antibiético é essencial o conhecimento dos mecanismos de accéo
responsaveis pelo seu efeito terapéutico. Como tal, no presente capitulo serd abordado de
forma generalizada os mecanismos de accdo de cada uma das classes de antibiéticos

actualmente disponiveis bem como os mecanismos de resisténcia adquirida associados.

1.1. Mecanismos de accao dos Antibidticos e respectivos mecanismos de resisténcia

Os antibiéticos sdo geralmente classificados em 4 categorias de acordo com o seu alvo na

célula bacteriana.

1.1.1. Desorganiza¢do da membrana Citoplasmatica (MC) e membrana externa (ME)

Nas bactérias gram-positivo o envelope celular é constituido apenas pela membrana
citoplasmética envolvida por uma robusta parede celular. A semelhanca das células
eucarioticas, a membrana é uma estrutura semi-permeéavel que além de delimitar e controlar
o fluxo de solutos e iBes entre 0 meio intracelular e o exterior, ainda desempenha funcdes
biossintéticas e bioenergéticas 19,

A daptomicina é um lipopéptido ciclico cujo fragmento lipofilico, na presenca de ides Ca?",
penetra e interage com os fosfolipidos, o que resulta na permeabilizacdo e despolariza¢do
do potencial de membrana acompanhada pela perda de pequenos iBes como 0 potassio
(figura 1). Apesar de este mecanismo nado ser totalmente conhecido, sabe-se que culmina

com a morte bacteriana 2% 21,

Ca 2+ S 2

Figura 1: Mecanismo de ac¢do da daptomicina numa célula bacteriana gram-positivo. 1-
Daptomicina; A-Interacc¢éo do antibiético com os fosfolipidos da membrana na presenca dos i6es
de calcio; B- A associagdo de varias moléculas antibacterianas forma uma espécie de canal; C-
Efluxo de iBes potassio e consequente despolarizagédo do potencial de membrana.



Por sua vez, as bactérias gram-negativas apresentam a membrana citoplasmatica
cercada por uma fina parede celular que por sua vez estad envolvida por uma segunda
membrana lipidica designada por membrana externa (ME) que tém como funcdo actuar
como uma barreira protectora adicional. Esta caracteriza-se pela presenca de
Lipopolissacarido (LPS) no seu folheto externo, um componente estrutural anfifilico cuja
porcdo hidréfila se projecta para o exterior da bactéria contribuindo para a carga
electronegativa da superficie bacteriana.

Consequentemente, catides bivalentes presentes no meio interagem com as moléculas de
LPS adjacentes contribuindo para a estabilidade e integridade da ME 129,

As polimixinas sdo antibioticos que por possuirem uma regido polipeptidica catidnica vao
interagir com os fosfolipidos e com o lipido A do LPS, competindo com os catibes
bivalentes e reduzindo consequentemente a estabilidade da ME. Simultaneamente, a
cauda do é&cido gordo da polimixina facilita a penetracdo na membrana externa e
citoplasmaética, local onde a regido cationica da molécula vai interagir electrostaticamente
com as cargas negativas do grupo fosfato dos fosfolipidos membranares, o que conduz a
uma alteracdo da permeabilidade, provocando um efluxo do contedado intracelular
bacteriano que culmina com a morte celular 9 2 (figura 2). Foi descrito em literatura o
desenvolvimento de resisténcia a estes antibiéticos por alteragcéo do lipido A originada pela
adicdo de LAra4N (4-deoxi-L-arabinose) ao seu grupo fosfato, o que resulta no aumento da

carga do lipido A e consequente reducio da afinidade para este grupo de antibiéticos!??.

A
4 § C
A ¢ ’ . G A QQQ‘
CI%Q%E AR oo Cat B Mg
at v s e LT T v -
1
Calb
— o) e Cat Mg 2
: Ca** g - - - - - -3
Mgdb_ - - o o . - .
(@] "
Conteudo
intracelular

Figura 2: Mecanismo de acgdo da polimixina numa bactéria gram-negativo. 1-ME; 2-PC; 3-MC; 4- LPS; A-
Interacgdo do anel polipeptidico catidnico da polimixina com o LPS e fosfolipidos, competindo com os ides
divalentes e reduzindo a estabilidade e integridade da ME; B- A cauda do acido gordo do AB promove a
penetragdo até a MC, onde a interacgdo com os fosfolipidos vai resultar na alteragdo da permeabilidade 4
celular; C- Efluxo do conteudo intracelular e conseauente morte bacteriana:



1.1.2. Interferéncia com a sintese da parede celular

O peptidoglicano é a macromolécula responsavel por conferir rigidez a parede
celular, constituindo por isso uma proteccdo mecéanica contra a ruptura osmética da célula
bacteriana em ambientes hipoténicos 19231,
Este polimero consiste na associagéo alternada dos aminoagucares NAG e NAMA mediada
por ligagdes glicosidicas 3 (1,4). De acordo com a sua localizagdo na célula bacteriana, o
processo de biossintese esta organizado em 3 etapas fundamentais: fase citoplasmaética,
membranar e parietal. Este processo € essencial para o crescimento bacteriano, ja que as
bactérias possuem autolisinas enddgenas que lisam a sua prépria parede celular formando
orificios que tém de ser posteriormente ocupados pelo peptidoglicano recém-sintetizado.
Como tal, qualquer antibiético que interfira em alguma destas etapas culmina com a lise
bacteriana 19,

Tal como o proprio nome indica, a fase citoplasmatica decorre no citoplasma, local
onde se da a sintese dos precursores UDP-NAG e UDP-NAMA-pentapéptido®?3. O
antibiotico fosfomicina intervem nesta etapa ao se ligar irreversivelmente a
enolpiruviltransferase, enzima necessaria a sintese do UDP-NAMA P4 (figura 3). A
resisténcia a este antibiotico pode ser conferida por uma mutagdo da sua enzima alvo bem
como dos genes estruturais que codificam a sintese dos seus transportadores GIpT e UhpT,
dificultando o acesso do antibiético ao respectivo alvo. Além disso, algumas bactérias
desenvolvem ainda a capacidade de sintese de diversas enzimas que embora mediante
diferentes mecanismos catalisam a abertura do anel oxirano da fosfomicina, tornando-a
inactiva [,

Na fase membranar, ocorre o transporte dos precursores do peptidoglicano através
da membrana citoplasmatica com o auxilio do transportador lipidico bactoprenol,formando o
precursor NAG-NAMA pentapeptideo 9. A bacitracina interfere nesta etapa ao inibir a
desfosforilagédo do transportador lipidico, um passo essencial para que o bactoprenol exerca
a sua funcao 9,
Os glicopéptidos também actuam nesta fase ao se ligarem ao dipéptido D-alanil-D-alanina
do precursor NAG-NAMA, evitando por impedimento estérico que as enzimas PBPs
presentes no folheto externo da membrana celular exergcam a sua funcéo 2728 (figura 3).
No entanto, algumas estirpes resistentes de S. aureus (VRSA) e Enterococci spp. exibem
genes que codificam a alteracdo dos dois residuos terminais D-alanina do NAMA para D-
Ala-D-lac ou D-Ala-D-Ser, impedindo desta forma o seu reconhecimento pelos antibiéticos
pertencentes a esta classe ?°. No entanto, foi detectado que as estirpes de S. aureus com

sensibilidade reduzida & vancomicina (VISA) ndo apresentam 0s genes de resisténcia



exibidos pelas bactérias VRSA e sintetizam o dipéptido terminal D-Ala-D-Ala em
abundancia, razao pela qual é possivel concluir que embora permaneca por esclarecer, o
mecanismo associado a reducdo da sensibilidade destas estirpes é diferente do descrito
anteriormente 137,

Por fim, a fase parietal consiste na incorporacdo do precursor recém-sintetizado na
parede celular pré-existente, para que posteriormente cada NAMA-pentapeptideo
estabeleca pontes de unido (cross-link) entre o 3° e 0 4° aminoacido de cadeias peptidicas
vizinhas numa reaccao catalisada pelas transpeptidases, vulgarmente designadas por PBPs
1 Os antibidticos beta-lactamicos por exibirem um anel farmacologicamente activo com
uma estrutura similar & por¢éo D-alanil-D-alanina da cadeia peptidica do NAMA, actuam
como substrato analogo das enzimas PBPs estabelecendo ligacdes covalentes e
impossibilitando consequentemente que estas enzimas catalisem o cross-linking parietal 2%
(figura 3).

Esta ampla classe de antibidticos pode ser inactivada pelas B-lactamases adequadas, um
vasto grupo de enzimas que possuem a capacidade de hidrolisar o anel beta-lactamico
responsavel pela actividade farmacoldgica destes farmacos 2%, Algumas estirpes de
Streptococcus pneumoniae resistentes a penicilina (PRSP) produzem PBP2x como
resultado da mutagdo das PBPs enddgenas e que se manifesta através de enzimas com
afinidade reduzida para a penicilina mas que mantém a sua funcao biologica. As estirpes
bacterianas MRSA exibem o gene mecA que codifica a sintese da enzima PBP2a, uma PBP
adicional que possui reduzida afinidade para os beta-lactimicos e como tal permanece
activa possibilitando a sintese do peptidoglicanof®Y,

e frequente algumas bactérias produzirem sistemas de efluxo, que consistem em proteinas
transmembranares que provocam a saida dos antibidticos beta-lactamicos, e que utiliza o
fluxo de protbes como fonte de energia. Deste modo, estes sistemas dificultam e atrasam a
acumulacdo do agente terapéutico no meio intracelular. Além disso, as bactérias gram-
negativo ainda adquirem mutagBes que resultam na sintese de canais de porina na
membrana externa com reduzida afinidade para alguns destes antibiéticos, o que

consequentemente compromete a entrada dos respectivos farmacos na célula bacteriana

[19]
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Figura 3: Mecanismo de acgdo de algumas classes de antibidticos que tém como alvo a parede celular de uma
bactéria gram-positivo; 1. B-lactamicos; 2. PC; 3. MC; 4. Citoplasma; A. Associagao dos antibidticos B-lactamicos
com as PBPs, impossibilitando que estas catalisem o cross-linking parietal. B. Interacgdo dos antibidticos
glicopéptidos com o dipéptido terminal D-Alanina do percursor NAG-NAMA, impossibilitando por impedimento
estérico que a PBP exerca a sua funcdo; C. Interacgdo da fosfomicina com a transferase, interferindo com a
sintese do percursor UDP-NAMA.

1.1.3. Inibicdo da sintese proteica

A sintese proteica implica a transcricdo prévia do genoma, um processo mediado
pela RNA polimerase que consiste na sintese de mRNA a partir da informag&o contida no
DNA bacteriano. A rifampicina actua nesta etapa ao se ligar a RNA polimerase, impedindo
gque esta exerca a sua fungcdo. A
resisténcia a este antibidtico desenvolve-
se facilmente visto que uma Unica
mutacdo no gene que codifica a sintese
desta enzima pode ser suficiente para que =

esta ja ndo seja reconhecida pelo agente B
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tamanho e em composicédo, sendo o complexo 70S constituido por uma subunidade 30S e
50S 19 B2 (figura 4).

Os aminoglicosidos atravessam o envelope celular bacteriano até chegarem ao citoplasma,
onde vao interagir com proteinas especificas da subunidade 30S, afectando a precisao do
processo de traducéo (figura 5). Como resultado obtém-se proteinas non sense que ao
serem incorporadas na membrana celular alteram a permeabilidade e conduzem a uma
libertacdo do contetdo intracelular culminando com a lise bacteriana 9 21 32,

A resisténcia a ac¢do antibacteriana dos aminoglicosidos pode se desenvolver por uma

das seguintes forma: (1) efluxo do antibiético reduzindo a sua concentragdo no local de
accao; (2) inactivagdo enzimatica; (3) mutacdo do ribossoma bacteriano de forma a que os
aminoglicosidos ndo possuam mais a capacidade de interagir com ele 2,

As tetraciclinas e os seus derivados também actuam nesta subunidade, impossibilitando a
ligacdo do aminoacil-tRNA ao ribossoma, o que impede a ligacdo do codao-anticodao entre
0 tRNA e o local A dos ribossomas o0 que consequentemente inibe a introdugdo de novos
aminoacidos na cadeia peptidica em crescimento B (figura 6). A resisténcia as tetraciclinas
é frequentemente mediada pelo gene Tet que codifica a sintese de proteinas de protecgéo
ribossomal, que ao alterarem a conformacdo do ribossoma bacteriano evitam a interacgéo
destes farmacos com o seu alvo. A semelhanca dos antibidticos beta-lactamicos, a sintese
de bombas de efluxo e de enzimas que inactivam estes agentes também séo responsaveis

por resisténcias bacterianas ao seu efeito terapéutico B4,

——

Figura 5: Mecanismo de acgdo dos aminoglicosidos; 1- Figura 6: Mecanismo de acgo das tetraciclinas; 1-
Gentamicina; Ao se ligar a subunidade 30S do ribossoma, o AB Doxiciclina; A- A interac¢3o do AB com a subunidade 305,
vai permitir a ligagdo de um anticoddo ndo complementar do  impede a ligacdo do aminoacil-tRNA ao local A do ribossoma
coddo CGC, o que leva a sintese de um amindacido errado e inibindo consequentemente a adi¢cdo de novos aminoacidos
consequente produgdo de proteinas non sense; 3 cadeia peptidica em crescimento;



Os macrélidos, lincosamidas e estreptograminas B por sua vez, tém como alvo a
subunidade 50S ribossomal impedindo a translocacdo do péptido recém-sintetizado. Na
resisténcia a estes agentes terapéuticos estdo envolvidos os seguintes mecanismos: (1)
aquisicao de genes que codificam a sintese de bombas de efluxo; (2) mutagdo que altere o
alvo terapéutico ou expressdo de enzimas codificadas pelo gene erm (erythromycin
ribosome methylase) que dimetilam a regido 23S do rRNA, que constitui a parte da
subunidade 50S do ribossoma com que estes antibidticos interagem; (3) Sintese de
enzimas especificas que inactivam os préprios antibiéticos 51,

O cloranfenicol exerce a sua actividade bacterioestatica por se ligar de forma reversivel ao
componente peptidiltransferase da subunidade 50S do ribossoma, o0 que impede a ligacdo
do aminoacil-tRNA ao local aceptor no ribossoma impossibilitando a transferéncia de
aminodacidos para as cadeias peptidicas em crescimento ¥ (figura 7).

Algumas das bactérias resistentes exibem o gene cat que codifica a sintese de
acetiltransferases, que acetilam o antibiético fazendo com que este perca o seu efeito
antibacteriano 2. Outras bactérias apresentam sistemas de efluxo que expulsam o farmaco
para o meio extracelular ou mutac¢des na peptidiltransferase ou em proteinas adjacentes do
ribossoma que diminuem a afinidade do cloranfenicol para o seu alvo. Foram ainda

descritos mecanismos associados com a diminuigdo da permeabilidade em certas estirpes

de bactérias gram-negativo onde se verifica auséncia de porina 2%,
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Figura 7: Mecanismo de ac¢do do cloranfenicol; 1- Figura 8: Mecanismo de acgdo das oxazolidinonas; 1-
Cloranfenicol; O AB ao interferir com o componente Linezolide; A- Ao se ligar ao local P da subunidade 50S, o
peptidiltransferase da subunidade 50s, impossibilita a AB impede a formagdo do complexo 70S, essencial para o
ligagdo do aminoacil-tRNA o que consequentemente inicio do processo de tradugdo;

impede a transferéncia de novos aminoacidos para a cadeia
péptidica em crescimento;



Por apresentar uma forte afinidade para o local P da subunidade 50S do ribossoma
bacteriano, o linezolide impede a formacao do complexo fMet-tRNA-ribossoma, fundamental
para o inicio do processo de traducédo (figura 8) Apesar do linezolide ser um dos ultimos
antibioticos a ser aprovado pela FDA, ja foram descritos casos de resisténcia, visto que uma
Unica mutacao no gene que codifica a estrutura deste organelo é suficiente para impedir a

eficAcia deste antibiotico 22,

1.1.4. Interferéncia com a sintese de acidos nucleicos

O sulfametoxazole, trimetropim e dapsona s&do vulgarmente designados por

antimetabolitos por inibirem a sintese do tetrahidrofolato (THF), essencial na sintese de
DNA. O sulfametoxazole e a dapsona mimetizam o &cido para-aminobenzéico (PABA) e
como tal inibem competitivamente a enzima dihdropteorate sintetase (DHPS) que tém como
funcdo incorporar o PABA na via de sintese do THF. O trimetropim por ser estruturalmente
anélogo do dihidrofolato € um inibidor competitivo da dihidrofolato redutase (DHFR), enzima
necesséria na conversdo do dihidrofolato (DHF) em THF.
No entanto, o uso destes antibidticos na pratica clinica foi limitado pelo aparecimento de
resisténcias, que surgiram através da producéo de formas alteradas dos respectivos alvos
enzimaticos ou através de alteragbes na permeabilidade que dificultam o acesso do
antibiotico ao meio intracelular. Algumas bactérias resistentes, produzem ainda PABA, que
em elevadas concentragfes, é capaz de competir com o sulfametoxazole e dapsona na
inibicdo da DHPS 32): 1331,

As quinolonas actuam por inibicdo de duas topoisomerases, enzimas essenciais no
crescimento bacteriano. A DNA girase é responsavel por induzir o superenrolamento
negativo do DNA, etapa imprescindivel para a replicagdo, transcricdo e recombinacdo do
genoma bacteriano, possibilitando ainda a sua compactacdo no interior da célula
bacteriana. A inibicdo desta enzima impede o fecho dos cortes ho DNA, impedindo a sua
replicacdo. Posteriormente, a manutencdo das rupturas introduzidas, vao funcionar como
sinais para as exonucleases que vao clivar os nucleétidos ao longo de todo o DNA,
conduzindo a morte celular.

A topoisomerase |V esta envolvida no relaxamento e na separacao do DNA, o que permite a
cisdo dos cromossomas no final da replicacdo, possibilitando consequentemente que cada
uma das bactérias fiqgue com o respectivo genoma. Devido a similaridade estrutural destas
duas topoisomerases, as quinolonas possuem a capacidade de inibir ambas as enzimas,
embora com diferentes graus de afinidade. Como tal, é a estrutura quimica de cada um dos

antibidticos desta classe que condiciona o mecanismo de acc¢ao predominante.
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A reducédo da sensibilidade a estes agentes terapéuticos pode resultar de mutacdes
espontaneas nos genes que codificam a sintese das enzimas alvo reduzindo a afinidade
destes antibidticos para o seu local de ligacéo.

Como os canais de porina exercem um papel essencial na difusdo das quinolonas através
da membrana externa das bactérias gram-negativo, mutacdes nos genes correspondentes,
podem implicar alteragc6es nos padrbes de susceptibilidade bacteriana a estes antibiéticos.
Apesar do mecanismo associado ainda ndo estar totalmente elucidado, sabe-se que as
proteinas Qnr (quinolone resistance) protegem as topoisomerases da accao inibidora das
guinolonas, por interferéncia com o complexo topoisomerase-DNA-quinolonas.

Além disso, e & semelhanca de outros antibiéticos, a presenca de bombas de expulsédo

activa também interfere com a eficacia das quinolonas. ¢
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2. Bacteriofagos

Os bacteriéfagos ou fagos sdo um grupo de virus que se caracterizam pela sua
capacidade de infectar células procaridticas 7, desempenhando por isso um papel
essencial no equilibrio e evolucdo dos organismos pertencentes aos dominios Bactéria e
Archaea B8 [B° Estes microrganismos encontram-se omnipresentes e em elevada
guantidade na biosfera o que faz com que sejam considerados uma das entidades
biol6gicas mais abundantes na terra 7 401,

Dado que o objectivo do presente trabalho consiste na analise da fagoterapia como uma
alternativa terapéutica para as patologias infecciosas de origem bacteriana, apenas serao

abordados os bacteri6fagos capazes de infectar bactérias.
2.1. Enqguadramento histérico

O primeiro relato da existéncia de bacteriofagos foi feito em 1896 quando o
bacteriologista Ernest Hanking detectou a presenca, em dois rios na india, de uma
substancia nédo identificada com elevada actividade antibacteriana contra a Vibrio cholerae,
responsavel por limitar a expanséo da epidemia da célera nesse local #1 142],

Apesar de desde ai varios investigadores terem observado um fenémeno semelhante 4, o
reinteresse s6 surgiu em 1915, quando o bacteriologista Frederick Twort testava a hipotese
dos virus possuirem a capacidade de crescer em meios de cultura artificiais.
Apesar do seu objectivo ter sido mal sucedido, a contaminacdo bacteriana de um meio de
cultura permitiu a Twort observar que algumas das colbnias bacterianas apresentavam um
aspecto transparente e que eram incapazes de se replicar. Além disso, verificou também
gue o0 seu contacto com outras culturas bacterianas puras promovia um fendmeno
semelhante. Estas observacdes fizeram com que Twort publicasse um artigo onde concluia
gue o responsavel pela lise bacteriana se tratava de um agente infeccioso filtravel,
levantando entre vérias possibilidades a hipétese de se tratar de um virus B 1431,
No entanto, apesar de controverso, a descoberta dos bacteriéfagos € muitas vezes
associada ao nome Félix D’Herelle, um microbiologista do Instituto Pasteur em Paris #3145,
Durante a primeira guerra mundial (1915), ocorreu um grave surto de desinteria
hemorragica de origem bacteriana entre as tropas francesas. A partir de amostras fecais de
alguns doentes em convalescenca, D’Harelle obteve um filtrado livre de bactérias que
posteriormente incubou juntamente com as culturas bacterianas de Shigella spp. Como
resultado observou um fendmeno idéntico ao que havia sido descrito por Twort e ao qual

deu o nome de placas de lise 4,
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Dois anos depois D’Herelle publicou um artigo onde constatava o facto desse “microbio
invisivel e antagonista do Bacillus disenteri” (D'Herelle, 1917; p.373) ser um parasita
intracelular obrigatério necessitando de células vidveis de Shigella spp. para se replicar bem
como a sua auséncia de patogenicidade relativamente aos animais experimentais. Os
resultados obtidos permitiram-lhe assim estabelecer uma relacdo causal entre a cura da
desinteria e a presenca deste virus, o qual intitulou de bacteriéfago 1,

Ainda no mesmo ano foram isolados fagos capazes de lisar uma ampla variedade de
bactérias patogénicas tais como Salmonella typhi, Escherichia coli, Pasteurella multocida,
Vibrio cholerae, Yersinia pestis, Streptococcus species, Pseudomonas aeruginosa e
Neisseria meningitis !,

D’Herelle foi ainda o responsavel pelo desenvolvimento do conceito de terapéutica fagica
tendo sido o primeiro a utilizar estes virus como agente terapéutico no tratamento de uma
crianca com desinteria severa no Hospital Enfants-Malades em Paris 14 431 [47],

Em 1923, D’Herelle em associagcdo com bacteriologista Giorgi Eliava fundou na
Geodrgia o Instituto Eliava (EIBMV) 1“8 e uma década depois inaugurou em Paris o
Laboratoire du Bacteriophage, onde eram comercializados 5 cocktails de bacteriéfagos que
asseguravam a terapéutica de uma ampla variedade de infeccGes © [ 147 A sua
comercializacdo teve um impacto global, suscitando o interesse de grandes empresas do

sector farmacéutico como a Ely Lilly, Parke-Davis e Abbot que investiram na sua producéo
[45]

Apesar do conhecimento sobre a biologia dos bacteriéfagos ser limitado, até meados dos
anos 30 a terapéutica fagica foi mundialmente usada de forma intensiva e com elevadas
taxas de sucesso associadas [ 471 1491,

No entanto, a controvérsia gerada em torno da auséncia de ensaios clinicos
controlados e randomizados que comprovassem a eficacia desta terapéutica fez com que a
AMA exigisse uma revisdo completa da literatura disponivel ¥4, Desta forma, com base na
andlise de mais de uma centena de estudos, Monroe Eaton e Bayne-Jones publicaram em
1934 o primeiro de trés criticos artigos de revisdo, que levantava sérias questdes em torno
da natureza dos bacteriéfagos, ja que os factos indicavam se tratar provavelmente de uma
enzima [ 144 147 O forte impacto negativo deste artigo associado ao inicio da Era dos
antibiéticos foram condicdes suficientes para que os paises Ocidentais perdessem o
interesse pela terapéutica fagica F8l.

No entanto, na Europa do Leste os bacteri6fagos continuaram até a actualidade a ser

utilizados terapéuticamente em associacdo ou como alternativa a antibioterapia #1471,
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2.2. Estrutura e biologia

A semelhanca dos restantes virus, os bacteri6fagos s&o genericamente constituidos
por acido nucleico e proteinas 19501,
Relativamente a natureza do &cido nucleico, este pode variar substancialmente entre
diferentes bacteriéfagos, tanto em termos de tamanho como de estrutura B%®1, Assim, o
genoma viral pode apresentar-se sob a forma de DNA ou RNA, de cadeia simples (ss)
ou dupla (ds), na conformacéo linear, circular ou superenrolada. No entanto, a grande
maioria dos fagos possuem uma molécula linear de dsDNA B2,
Apesar de o0s bacteri6fagos serem muito diversos em termos morfolégicos,
apresentando dimensdes e formas muito variaveis, a maioria é constituida por uma
cabeca de simetria icosaédrica associada a uma cauda proteica de simetria helicoidal
(figura 9) 8151,
A cabeca é formada pela capside, uma estrutura estavel de morfologia diversa que é
constituida por subunidades proteicas estruturais repetidas e que envolve o0 acido
nucleico ®%, Além de proteger o genoma viral, a capside pode ainda possuir proteinas
que lhe conferem especificidade por determinadas células bacterianas 19 52,
A associagdo da cabeca com a cauda do fago é mediada pelo pescoco, um
heteroligbmero composto por varias proteinas que assegura que o genoma s6 é
libertado do interior da capside quando o virido esta anexado a célula hospedeira (8,
A porcao distal da cauda possui uma placa
basal a qual estdo associadas 6 fibras [
e espiculas da cauda, que exibem :
proteinas especificas que interagem com l‘ Cépside
0s receptores de membrana de

determinadas celulas bacterianas, e que e

desempenham por isso uma fungéo

. . 5 Bainha contractil €—— Caud
essencial no processo de infecgdo 851, auda

Dependendo do bacteri6fago a cauda Placa basal y
pode apresentar contractibilidade e , Fibras da cauda
dimensdes diversas bem como pode exibir
estruturas acessoOrias como espiculas,
colar, envelope lipidico ou auséncia de

] —— Figura 9: Estrutura de um bacteriéfago do tipo T4;
invélucro 381
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2.3. Classificagéao

Desde 1959, foram descobertos e analisados mais de 5100 bacteriéfagos através de
microscopia electrénica. O ICTV é a entidade internacional responsavel pela taxonomia de
todos os tipos de virus 7. Desde o primeiro relatério em 1971, onde foi implementado o
sistema de classificacdo de bacteriéfagos, até ao mais recente (9%edicdo) em 2011
constantes actualizaces na taxonomia foram efectuadas.

Actualmente, os bacteriéfagos possuem a capacidade de infectar mais de 140 géneros de
bactérias 52 e encontram-se divididos em 10 familias distintas com base na natureza do
acido nucleico e morfologia apresentada (Tabela 1)

De todos os fagos descritos até a data, cerca de 96% pertencem a ordem Caudovirales, um
grupo caracterizado pela presenca de cauda ! 52, De acordo com as morfologias desta
estrutura estdo ainda organizados em 3 familias filogeneticamente diferentes: Myoviridae,
Siphoviridae e Podoviridae. Apesar de partilharem em comum caracteristicas como o &cido
nucleico, a capside icosaédrica e a cauda, a vasta diversidade de caracteristicas levou
ainda a necessidade de agrupar os bacteriéfagos pertencentes ao grupo Siphoviridae e
Podoviridae em subfamilias 2.

Os restantes 4% dos fagos descritos distribuem-se pelas restantes 7 familias, onde a

auséncia de semelhancas impossibilitou que pudessem ser incluidos numa Ordem comum

[37]
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Tabela 1- Classificagdo dos bacteriéfagos por familias de acordo com a morfologia e tipo de acido
nucleico. (Adaptado de B7) [52)

Ordem: Caudovirales
Estrutura Familia Caracteristicas N2*  Ex.

QW Myoviridae Cauda contractil 1312 T4
&‘---—“-“- Siphoviridae Cauda longa, ndo contractil 362 A

Q— Podoviridae Cauda curta 771 T7
dsDNA Nao inseridos em nenhuma Ordem
w Corticovirida ~ DNA(C), capsidecomplexaelipidica 3?  PM2
<
S -
o ' q,‘ Tectiviridae DNA(L), pseudo-cauda 19 PRD1
@ Plasmavirida ~ DNA(C), envelope lipidico,s/capside 5  MVL2
Qﬁ Microviridae DNA(C), capsémeros 'salientes' 38 X174
sSDNA
/\/ Inoviridae DNA(C), filamentos 66 fd
dsRNA| R i RNA(L), envelope lipidi 3
. @ Cystoviridae (L), envelope lipidico $6
g
sSRNA ¢ Leviviridae RNA(L), idénticoaopoliovirus 38 MS2
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2.4. Ciclo de vida

A semelhanca dos outros virus, os bacteriéfagos ndo possuem sistemas geradores
de ATP nem os sistemas necessarios a sintese das suas proprias proteinas e acidos
nucleicos. Consequentemente, 0 seu processo de replicacdo depende do metabolismo das

células hospedeiras susceptiveis 19,

2.4.1. Adsorcéo e penetracao do 4cido nucleico viral

A replicagéo viral implica a ocorréncia de uma sequéncia de etapas que se inicia

com a adsorcéo viral, um processo complexo que envolve a interac¢ao de proteinas virais
com os receptores de superficie presentes nas células hospedeiras 3154,
Quase todos os componentes presentes na superficie bacteriana, incluindo o flagelo, pili,
capsula, LPS e proteinas, servem de potenciais receptores para os bacteriéfagos . Esta
enorme variabilidade possibilita que a mesma bactéria possa ser infectada por diferentes
fagos bem como permite que existam receptores alternativos para 0 mesmo virus.

Estudos recentes concluiram que a especificidade dos bacteri6fagos é muito diversa.
Assim, apesar de a maioria possuir um espectro de ac¢do muito restritos existem fagos
capazes de infectar bactérias de mltiplos géneros 52 [531. (561,

Devido a auséncia de estruturas capazes de lhe conferir mobilidade, o contacto
inicial com a célula bacteriana ocorre através de colisbes aleatérias promovidas pelos
movimentos brownianos da particula viral 53571,

Apesar dos mecanismos de interacgdo molecular serem especificos para cada
associacao virus-hospedeiro e poderem apresentar diferengas acentuadas, é frequente que
0 processo de adsorcao se divida em duas etapas. Geralmente a primeira etapa consiste no
estabelecimento de uma ligacao reversivel com a superficie celular, mediado pelas fibras da
cauda 155H58],

Posteriormente, a ligacdo especifica e irreversivel dos RBPs do bacteri6fago com os
receptores alvo da bactéria, promovem uma complexa alteracdo na conformacdo da
particula viral permitindo a libertacdo do seu genoma através da capside 5 591,

Desta forma, poucos segundos apés a ligacédo ao receptor inicia-se a transferéncia do acido
nucleico em direccao ao citoplasma bacteriano através de um mecanismo que ainda nao se
encontra totalmente esclarecido 54 [591-61],

Os fagos que possuem caudas contracteis conseguem penetrar a parede celular e injectar o

genoma directamente no citoplasma da bactéria 7).
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Na penetracdo do material genético no interior da célula bacteriana podem estar envolvidos
factores como o gradiente electroquimico, moléculas de ATP ou a quebra enzimatica da
parede celular catalisada por hidrolases do peptidoglicano de origem viral 52 54,

A maioria das particulas virais injecta o acido nucleico associado a proteinas especificas e
em alguns casos a entrada de DNA na célula ocorre de forma gradual, sendo a transcricdo

e traducdo da primeira fraccdo um requisito essencial para a entrada do restante genoma

[54], [59]

Independentemente do bacteriéfago, ap0s a penetracdo, a particula viral vazia permanece
associada a superficie bacteriana b,

2.4.2. Divergéncia pos-infecgcéo

Dependendo do tipo de bacteriéfago e do estado fisioldgico da célula bacteriana, o
ciclo de vida do virus pode divergir numa via litica ou lisdgenica, o que implica diferentes
consequéncias tanto para a célula hospedeira como para a perpetuacdo da infeccao viral.
Desta forma, caso 0 genoma presente no citoplasma seja proveniente de um bacteri6fago
virulento vai ser inevitavelmente iniciado um ciclo litico que ira culminar na lise da célula
bacteriana. Pelo contrario, a infeccdo pelos fagos temperados, por possuirem genes
reguladores de ambos os ciclos originam uma situagdo mais complexa que implica uma
decisdo inicial entre a lise ou a lisogenia celular 5% 58],

Esta decisdo pode ser influenciada por parametros ambientais e fisiolégicos que incluem
tanto o estado nutricional, metabdlico e dimens&o da célula hospedeira como a proporgao
de particulas virais relativamente ao niimero de bactérias susceptiveis. 58l [621-64]

Nestes casos, o ciclo litico é vantajoso quando o crescimento e metabolismo das células
hospedes sdo adequados a perpetuacao viral enquanto a lisogenia representa uma
estratégia de sobrevivéncia quando nao se verificam as condicdes adequadas 57163],

No entanto, existem varios estudos descritos na literatura que relatam o facto de numa
populacao clonal de bacteri6fagos, estes poderem seguir diferentes vias quando sujeitas a
condicdes idénticas 8641,

Esta variabilidade na expressdo dos genes reguladores é frequentemente associada ao
comportamento estocastico das células, que pode ou ndo conferir-lhes vantagem mediante

situacdes de stress 62} 64-67],
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2.4.2.1. Ciclo Litico

Quando prevalece o ciclo litico a transcricao viral é iniciada logo apos a penetracao
do genoma do bacteriéfago 7. Para que tal seja possivel é necessario recorrer a RNA
polimerase bacteriana, que vai ser previamente modificada de forma a reconhecer os
promotores do &cido nucleico viral. Caso esta enzima seja codificada pelo préprio virus,
posteriormente passara a ser ele o responsavel pela sua sintese 2.

Os primeiros genes a serem expressos codificam a producdo de proteinas reguladoras
envolvidas na modificacdo da célula hospedeira e na replicacdo viral. Estas proteinas vao
fazer com que a bactéria perca a capacidade de replicar e transcrever o seu proprio
genoma B%.Consequentemente, o bacteriéfago passa a controlar o metabolismo bacteriano
em seu beneficio.

Posteriormente, sao sintetizadas as proteinas estruturais e cataliticas essenciais para
morfogénese da particula viral. Dado que a cabeca e a cauda sdo sintetizadas de forma
independente, ap6s o empacotamento do &cido nucleico no interior da précapside é
necessaria a jungdo de ambas as estruturas de modo a se obterem particulas virais
maduras 64,

Na fase final do ciclo sdo expressos 0s genes que codificam a sintese de holina e lisina,
enzimas capazes de danificar a integridade da membrana citoplasmatica e da parede
celular bacteriana respectivamente. Desta forma, sdo responsaveis por promover a lise da
célula hospedeira e a consequente libertagdo das particulas virais maduras recém-
formadas, que poderdo posteriormente infectar outras bactérias perpectuando a infecgéo

viral (figura 4) 150k (611,

2.4.2.2. Ciclo lis6genico

Esta via ocorre quando o acido nucleico de um fago temperado € integrado no cromossoma
ou no plasmideo da célula hospedeira. Consequentemente, o préfago passa a comportar-se
como um segmento do genoma bacteriano, replicando-se em sintonia com ele (figura 4) 5%
b7, Para tal, € sintetizada a proteina repressora responsavel pela inibicdo do promotor
necessario a expressao dos genes da cascada litica. A capacidade do gene repressor se

auto-regular permite que a estabilidade lisogenica seja mantida por tempo indeterminado 5%
[58], [64]

Apesar do estado lipogénico ser extremamente estavel ndo € irreversivel, razdo pela qual
este tipo de fagos sao frequentemente associados a ciclos de vida imprevisiveis. Apesar da

reversdo espontanea apenas ocorrer em média uma vez em cada 108 geracdes celulares,
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esta pode acontecer frequentemente em resposta ao estimulo adequado ®8. Entre estes
estimulos destacam-se 0s agentes que capazes de provocar danos celulares, a temperatura

e mediante outras alteracdes fisioldgicas propicias 571,
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Figura 10: Ciclo de vida dos bacteriéfagos; A- adsor¢io e penetracio do acido nucleico do bacteriéfago na célula hospede; B-
Degradagdo do genoma bacteriano e replicagdo do acido nucleico viral; C- Sintese independente da cabega e cauda do fago; D-
Montagem e obtengdo da particula viral madura e consequente lise bacteriana; E- Incorporagdo do acido nucleico viral no genoma
bacteriano; F- Obtengdo de células-filhas lisdgenicas;
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3. Bacteriéfagos como agentes terapéuticos

O facto do processo de replicacdo dos bacteriofagos poder culminar na lise das células
bacterianas faz com que estas particulas virais representem uma alternativa terapéutica
viavel para as infecgdes bacterianas 8. Pelo motivo referido anteriormente, os
bacteriéfagos virulentos sdo os mais adequados para este fim © como tal ser-lhes-a

atribuido maior énfase no presente capitulo.

3.1. Farmacocinética

Por descrever a accdo do organismo sobre determinado agente terapéutico, o
conhecimento das respectivas caracteristicas farmacocinéticas € essencial na pratica clinica
para a seleccdo de um regime posologico que consiga simultaneamente evitar reaccdes de
toxicidade e assegurar a sua eficacia terapéutica.

Contrariamente aos agentes farmacologicos convencionais, 0s bacteriéfagos como
organismos Vvivos possuem a capacidade de interagir, replicar e evoluir o que
consequentemente faz com que possuam propriedades farmacocinéticas mais complexas e

menos previsiveis 1% 74,

3.1.1.Translocacgéo

A semelhanca do processo de absorcido de farmacos, translocagéo é a designacdo
dada a passagem de microrganismos estranhos através da barreira epitelial para o sistema
circulatério e linfatico, fazendo parte da patogénese de algumas doencas infecciosas. Por
esse motivo, este etapa apenas é aplicavel a vias de administracao sistémica tal como a per
0s, intramuscular ou rectal. Varios estudos em animais foram realizados com o intuito de
analisar a passagem de bacteriéfagos através da mucosa do TGl tendo verificado em todos
eles a presenca de sérica de fagos ainda que com significativas flutuacées interindividuais
[72H76 No longo percurso da fagoterapia, alguns médicos optaram pela via oral como forma
de minimizar os efeitos adversos promovidos pelas toxinas “7 72 /7] tendo incentivado
alguns investigadores a procederam ao estudo desta via em humanos com obtencdo de
resultados semelhantes 78} [79],

Com o objectivo de identificar as sequéncias envolvidas na translocacdo dos fagos através
da mucosa intestinal Duerr et al (2004) verificaram que apesar do fago M13 ser incapaz de
ser translocado, a modificacdo de determinados péptidos da sua capside possibilitavam o

reconhecimento do fago pelos enterdcitos promovendo a sua passagem para a corrente
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sanguinea sem comprometer a sua actividade bioldgica . Daqui se destaca a influéncia
da estrutura proteica da capside viral no seu reconhecimento pelos enterécitos, células M e
dendriticas envolvidas no transporte do fago para a corrente sanguinea ou linfatica, o que
explica o facto de nem todos os fagos serem bem sucedidos neste processo. A semelhanca
das bactérias, é provavel que este processo seja ainda influenciado por factores como a
concentracdo viral e a integridade da barreira intestinal ©Y,

Tipicamente a variabilidade da biodisponibilidade é uma das desvantagens da via oral que
no caso da fagoterapia € potenciada pela instabilidade das particulas virais no contetdo
gastrico bem como a incerteza em torno do mecanismo exacto da translocacdo que
permanece por esclarecer [,

A limitagdo da via oral associada ao facto da via IV requerer uma pureza superior, fazem
com que a administracdo tépica seja considerada, sempre que possivel, a via de
administracdo de referéncia na fagoterapia [°! 82,

3.1.2. Distribuicédo

Dependendo do local da infeccdo alvo, o fago pode ter de se movimentar da corrente
sanguinea para outro compartimento do corpo numa etapa vulgarmente conhecida por
distribuicdo. Apesar dos mecanismos associados a distribuicdo permanecerem por
esclarecer, o facto da infec¢cdo bacteriana aumentar a permeabilidade tecidual pode estar
relacionada com este processo 73} [,

A distribuicdo dos fagos séricos para o tecido alvo é descrita por uma cinética de primeira
ordem, ou seja, a quantidade de bacteriéfagos distribuido por determinada unidade de
tempo é directamente proporcional a sua concentracdo plasmatica até a maquinaria
necessaria a translocacdo estar saturada. No entanto, esta cinética s6 € aplicavel se a

concentracdo viral plasmatica for elevada [,

3.1.3. Metabolizacéo

Tipicamente metabolizacdo é o conjunto de reaccbes enzimaticas necessarias para
promover alteracdes quimicas num determinado farmaco que pode tanto dar origem ao seu
metabolito activo como torna-lo mais polar facilitando a sua excre¢do do organismo. No
caso dos bacteriofagos esta etapa inclui a activagdo dos bacteri6fagos associada a

capacidade de auto-replicagdo in situ bem como a sua inactivacéo pelo sistema imunitario

[47]
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3.1.3.1. Auto-replicacdo in situ

A semelhanca dos restantes antimicrobianos, a administracdo do bacteriéfago
adequado na dose suficiente vai promover a reducdo do numero de bactérias susceptiveis
ou a sua irradicacdo num processo designado por infeccdo primaria ou terapia passiva. No
entanto a capacidade de se auto-replicarem possibilita que a lise celular originada pela
infeccdo primaria liberte novos fagos recém-sintetizado também eles capazes de infectar
possiveis bactérias remanescentes num processo conhecido por infeccdo secundéria ou
activa [0 [71],

Para que a infeccao primaria ocorra é necessario que seja assegurada uma concentracao
sérica minima de bacteri6fagos designada por Inundation threshold (Vi) e que deve ser
superior a sua Clerance (V) .

Como o contacto inicial com a célula bacteriana ocorre através de colisdes aleatdrias ®3+57]
a probabilidade de um bacteriéfago contactar e infectar a bactéria alvo depende também da
concentracdo de bactérias susceptiveis no organismo. Deste modo, o sucesso da
fagoterapia é condicionado pelo tempo (T,) necessario para que a populagdo bacteriana
atinja o limiar de proliferagdo (X:), ou seja, atinja a concentragdo minima de bactérias
necessarias para que seja possivel replicacédo dos fagos administrados 7% /1. 1831,

Caso a administracdo seja demasiado precoce ou a dose inicial demasiado reduzida, os
fagos presentes na formulacdo vdo sendo gradualmente eliminados antes de ser atingido o
Tp, conduzindo a ineficacia da terapéutica. Desta forma, o tempo Optimo de administragéo
dos bacteriéfagos deve ser o mais proximo possivel do momento em que o limiar de
proliferacao é atingido % 1],

Caso a dose inicial apenas possibilite a reducédo da concentragédo bacteriana mediada pela
infeccdo primaria, os fagos libertados pela lise das bactérias vdo aumentando
exponencialmente até a populacéo bacteriana ser totalmente eliminada 9.

Com base no mesmo raciocino, a administragdo combinada com outro agente
antibacteriano antes do Tp vai promover uma reducao do numero de bactérias presentes
aumentando consequentemente 0 tempo necessario para que seja atingido o X. A
eliminacdo gradual de bacteri6fagos durante este periodo de pré-proliferacdo vai
impossibilitar a infeccdo secundaria, ndo se verificando por isso vantagens terapéuticas
desta associacdo nas referidas condicdes % [l Pelo contrario, a sua administracdo
concomitante vai ser sinérgica apés ser atingido o limiar de proliferacdo conduzindo a uma
maior eficacia terapéutica "%,

Apesar da importancia do Tp, na préatica € complicado fazer uma andlise precisa e rapida do

estado infeccioso num doente em particular dificultando a escolha da dose a administrar e

23



gual o momento ideal para o fazer. Como forma de ultrapassar este obstaculo, Payne et al
sugerem a administracdo de pequenas doses repetidas até ser atingido o limiar de

proliferacdo "9,

3.1.3.2. Inactivacao pelo sistema imunitério

A capacidade dos bacteriéfagos interagirem com células do sistema imunitario
permite que sejam reconhecidos como particulas estranhas ao organismo, 0 que
consequentemente promove a sua rapida eliminacdo sérica 4 B As defesas do
organismo podem ser agrupadas de acordo com a sua especificidade em sistema imunitario

inato e adquirido, desempenhando ambas um papel sinérgico na sua eliminacgéo.

3.1.3.2.1. Sistema imunitario inato

A primeira observacgdo da influéncia do sistema imunitario sobre os bacteriéfagos foi feita
em 1921 por Appelmans et al quando observou que os fagos administrados aos coelhos
parentericamente tinham rapidamente desaparecido da corrente sanguinea e se
encontravam retidos no baco (citado por '"). Ao administrar o fago lambda a ratos nédo
imunes, Geier et al observou um fenémeno semelhante a Appelmans, no entanto a
auséncia de anticorpos especificos permitiu ainda ter a percep¢do da importancia e
efectividade do resposta inata na eliminacéo dos bacteriéfagos séricos €61,

A resposta celular inata € mediada por células fagocitarias que exibem receptores de
reconhecimento de padrdes moleculares de microorganismos (RRPMM), que tal como o
préprio nome indica reconhecem moléculas especificas na superficie dos bacteri6fagos
vulgarmente designadas por PAMP. Por representarem uma espécie de assinatura
microbiana, da adesdo destas moléculas aos RRPMM vao resultar modificacdes na
organizacdo dos elementos contracteis dos fagoécitos levando a ingestdo das particulas
virais. Apos activadas, as células fagociticas vao secretar diversas moléculas microbicidas e
citocinas imunoreguladoras que v&o induzir a morte e degradacéo do bacteriéfago ©71.
Segundo o estudo realizado por Inchley et al a acumulacéo dos fagos administrados por IV
nos ratos foi muito superior no figado relativamente ao baco, destacando a importancia das
células de Kuppfer relativamente aos restantes macréfagos na eliminacdo mediada pelo
SRE [68],

A resposta humoral é mediada pelo sistema do complemento que pode ser activado por 3
vias distintas que convergem na sintese da proteina C3 e culminam com a lise da célula

alvo 1871,
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Através da administracdo IV de um péptido do fago T7 em ratos, Sokoloff et al confirmou a
correlacdo entre a sequéncia proteica presentes na capside viral e a capacidade do fago
persistir em circulacdo. De acordo com os resultados do mesmo estudo, foi ainda possivel
observar que os péptidos que exibiam um carboxil terminal com residuos de lisina ou argina
ao se associarem a PCR eram capazes de evitar a inactivacdo mediada pelo sistema
complemento 9,

O mesmo ndo se verifica nos humanos j4 que os fagos séricos resistentes parecem ser
aqueles que apresentam um C-terminal com residuos de tirosina, cuja proteina protectora

se de suspeita ser a a2-macroglobulina 87,

3.1.3.2.2. Sistema imunitario adquirido

Num primeiro contacto, determinados fragmentos do complemento apds se
associarem co valentemente a superficie da particula viral facilitando o seu reconhecimento
pelos receptores especificos do complemento existentes na superficie das células
apresentadoras de antigénio (APC). Apds a endocitose, as APC véao exibir os epitopos
presentes na superficie do fago apresentando-os as células T-helper o que
consequentemente estimula a sintese de células B efectoras e de memaria possibilitando a
producdo de anticorpos especificos 7. Deste modo, nos contactos posteriores 0s
anticorpos séricos vao se associar a cauda viral impossibilitando o processo de adsor¢éo do

fago a superficie bacteriana 611 831 901,

3.1.4. Excrecéao

Além do importante papel desempenhado pelo sistema imunitario na eliminacao dos
bacteri6éfagos, sabe-se que estes podem também ser excretados tanto por via renal como
entero-hepatica devido a sua detecgdo na urina I3 Pl e fezes [°2, respectivamente.

Devido a esta particularidade os bacteri6fagos tem sido usados por via sistémica no
tratamento de algumas infeccBes do tracto urinario (ITU) @71 Bl No entanto,
concentracao de particulas virais nestes residuos é pouco significativa indicando que estas

nado se tratam das vias de excrec¢do maioritarias ["3H°1],
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3.2. Vantagens da fagoterapia comparativamente a antibioterapia

Tal como foi referido anteriormente, os mecanismos de ac¢cdo de ambos os agentes
terapéuticos bem como os respectivos mecanismos de resisténcia sdo diferentes o que faz
dos bacteriéfagos uma potencial solucédo para as infecgdes multi-resistentes =81 69,

Apesar do estreito espectro de ac¢do dos bacteriéfagos ser frequentemente considerado
uma desvantagem, esta caracteristica pode ser vantajosas em diversas situagbes. As
bactérias resistentes a determinado fago permanecem susceptiveis ao restantes que
possuam um espectro semelhante contrariamente ao que sucede com 0s antibiéticos, cuja
resisténcia abrange todos os antibioticos pertencentes a mesma classe. Além disso, a
elevada especificidade dos fagos reduz o impacto na flora comensal evitando deste modo o
desenvolvimento de infecgcbes secundéarias frequentemente associadas ao uso de
antibiéticos de largo espectro (8l [39. [69]. [93],

Tal como explicado anteriormente a lise bacteriana possibilita a libertagcdo de novos
bacteri6fagos no local de infeccdo, aptos a infectar as restantes células bacterianas
susceptiveis. Conseguentemente, uma pequena dose inicial é suficiente para ser atingida a
eficacia terapéutica, ao contrario dos antibioticos que necessitam da administracéo repetida
de doses superiores para que sejam mantidas as concentracdes séricas adequadast®® (42
[69). [83]. 941 Desta forma, é possivel minimizar ndo sé os custos da terapéutica bem como
reduzir a probabilidade de possiveis efeitos adversos 69,

Os bacteriofagos também tem mostrado ser eficazes no tratamento de infeccdes com
reduzida irrigacdo sanguinea ou com formacdo de biofilmes, situagbes em que o0s
antibidticos séo ineficazes devido a impossibilidade de acederem ao local de acgdo. Além
disso, constituem ainda uma alternativa em situacdes de alergias que contra-indicam o uso
de determinado antibidtico 71,

Um dos principais obstaculos ao desenvolvimento de novos agentes antibacterianos € o
facto de se tratar de um processo complexo com elevado investimento econdémico
associado. Pelo contrario e tal como foi referido anteriormente, o facto dos bacteriéfagos
serem 0s microrganismos mais abundantes e diversos no ambiente, facilita o isolamento de
fagos especificos para a maioria das bactérias patogénicas ®. Além disso, o seu processo

de producéo e optimizacédo é mais simples, rapido e economicamente mais acessivel 6% [%3],
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3.3. Desafios da fagoterapia

3.3.1. Mecanismos de resisténcia bacteriana aos bacteri6fagos

A co-evolucdo dos bacteri6fagos e bactérias ao longo do tempo é o resultado da
constante pressao seletiva exercida pelas bactérias que possibilitam a preservacdo das
linhagem bacterianas e simultaneamente estimulam o desenvolvimento de bacteriéfagos e
estirpes de bactérias com novas estratégias de sobrevivéncia.

Sado diversos os mecanismos de resisténcia conhecidos até a data e tal como seria
expectavel o processo concreto depende da associacao fago-bactéria em questédo. Devido a
essa mesma complexidade, apenas serdo descritos os mecanismos de resisténcia de forma

generalizada.

3.3.1.1. Inibig¢do do processo de adsorgdo viral

Algumas espécies bacterianas adquirem genes que codificam a sintese de uma
proteina que promove a alteracdo da estrutura ou da conformagédo tridimensional dos
receptores de superficie necessarios para o reconhecimento da bactéria pelo bacteriéfago.
Outras inibem o processo de adsorcgao viral através da sintese de polimeros estruturais que
formam uma barreira externa, impossibilitando o contacto dos bacteriéfagos com o
respectivos receptores bacterianos. No entanto, alguns bacteri6fagos em resposta a este
obstaculo desenvolveram a capacidade de reconhecer e degradar especificamente estes
polimeros.

Algumas bactérias produzem moléculas que actuam como inibidores competitivos por
possuirem a capacidade de se ligar especificamente aos receptores fagicos, tornando-os

indisponiveis para os bacteriéfagos 1.

3.3.1.2. Inibi¢do da entrada do DNA viral para o interior da bactéria

Embora controverso, alguns profagos possuem genes que codificam o sistema Sie, um
conjunto de proteinas que geralmente se localizam ancoradas a membrana ou associadas a
componentes desta e que tém como funcdo impedir a entrada de DNA viral no interior da
célula bacteriana. Varios foram os sistemas Sie identificados até ao momento, embora
poucos tenham sido caracterizados. Como exemplo, pode se considerar o colifago T4 que
possui 0s genes imm e sp que codificam dois sistemas Sie. Apesar destes sistemas terem

diferentes mecanismos de acc¢do, actuam em sinergismo com o objectivo de impedir a
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transferéncia do DNA do bacteriéfago para o interior da célula hospedeira. Para tal, o imm
promove a alteracdo da conformacdo do local de injeccdo do DNA viral enquanto o sp
codifica uma proteina de membrana responséavel pela inibicdo da lisozima T4 presente na
extremidade da cauda do fago impedindo consequentemente a degradacdo da camada de

peptidoglicano bacteriana ¢,

3.3.1.3. Clivagem dos dcidos nucleicos virais

3.3.1.3.1. Sistemas de restricio-modificacio (R-M)

A maioria das bactérias possuem sistemas R-M, que se pensa ter como funcéo proteger as
células bacterianas de genomas desconhecidos. Deste modo, a presenca do DNA viral ndo
metilado pode estimular duas respostas diferentes por parte da bactéria: se a proporcao de
enzimas de restricdo presentes for superior relativamente & de metilases, estas enzimas
vao catalisar a clivagem do genoma do bacteriéfago, impedindo a continuacéo do ciclo de
vida viral. Caso tal ndo se verifique, o DNA do fago vai ser metilado impedindo a clivagem
pelas enzimas de restricio e desencadeando consequentemente a continuacdo do
processo de infeccdo. Como geralmente as enzimas de restricdo predominam, é catalisada
a metilagdo do DNA da célula hospedeira pela metilase impedindo que este seja degradado
juntamente com o genoma viral. Dado que a eficiéncia do sistema R-M é directamente
proporcional a quantidade de locais de reconhecimento da endonuclease presentes no DNA
viral, alguns bacteriéfagos contornam esse obstaculo através da auséncia de locais de
reconhecimento no seu genoma.

Por outro lado, os colifagos T7 e T3 ao injectarem 0s seus genomas ha célula hospedeira
expressam uma proteina especifica que vai interagir e inibir alguns tipos de enzimas do
sistema R-M, impedindo que estas desempenhem a sua funcao.

Outros tém como estratégia a aquisicdo de um gene que codifica a sintese de uma enzima
metilase que vai mimetizar a funcdo das metilases bacterianas. Como consequéncia,
bactérias como o Streptococcus spp. e E.coli desenvolveram sistemas dependentes de
modificagdo (MDSs) capazes de degradar DNA viral metilado ou hidroximetilado. Apesar do
fago T4 ser resistente ao sistema MDSs por possuir residuos de HMC glicosilados, a estirpe
E.coli CT596 adquiriu o sistema GmrS-GmrD que reconhece e cliva especificamente o
genoma com essas caracteristicas. No entanto, alguns fagos T4 sintetizam a proteina IPI
gue é injectada juntamente com o genoma viral e que vai interagir e inactivar o complexo

GmrS-GmrD, impedindo que este sistema desempenhe a sua funcéo [,
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3.3.1.3.2. Sistema CRISPR-Cas

O locus CRISPR esta presente em cerca de 40-70% das bactérias®’ e é geralmente
composto por repeticdes directas e conservadas de aproximadamente 21-48 pb,
intercaladas por uma sequéncia nao repetitiva de nucleétidos de 26-72 pb designadas por
spacers e cujo nimero e sequéncia varia entre estirpes 8- ®71 Cada locus contém associado
cerca de 4-20 genes Cas %l 7l e ainda possui na sua extremidade uma regido com um
elevado conteldo em adenina e timina que se designa por sequéncia lider e que funciona
como zona promotora da transcrigéo [°71 [%8],

Apesar deste sistema ter sido descrito pela primeira vez em 1987, s6 recentemente foi
identificada a sua funcéo biol6gica com base na similaridade apresentada entre os spacers
de algumas bactérias e determinadas sequéncias de &cidos nucleicos presentes no genoma
do bacteri6fago ao qual elas eram resistentes. Por esse motivo, a regido do genoma viral
homoéloga ao spacer € vulgarmente designada por proto-spacer 71,

Actualmente sabe-se que algumas bactérias no primeiro contacto com determinado
bacteriéfago adquirem uma pequena sequéncia dos seus acidos nucleicos integrando-a no
seu proprio genoma através de um mecanismo que permanece por esclarecer. A
informacé@o genética de origem viral € mantida no loci CRISPR-Cas bacteriano o que
possibilita que sejam adquiridos mecanismos de defesa contra esse bacteriofago em
possiveis contactos posteriores, funcionando deste modo como um sistema imunitario
adquirido da bactéria. Para isso, o CRISPR é transcrito e posteriormente processado e
clivado em pequenos crRNA maduros que se vao associar ao complexo Cas servindo como
modelo para que em contactos posteriores com o proto-spacer este possa ser reconhecido
e clivado 198} (7],

No entanto, alguns bacteriéfagos possuem a capacidade de contornar facilmente este

sistema bastando para isso a troca ou deleccdo de um Unico nucleétido do proto-spacer 7.,

3.3.1.3.3. Sistema de infeccdo abortiva (Abi)

Os sistemas de infeccéo abortiva (Abi) actuam nas etapas cruciais do ciclo de vida
viral como a replicacao, transcricdo, traducédo e empacotamento do DNA viral, diferindo dos
restantes mecanismos de resisténcia por culminar com a morte da célula hospedeira 6} (%9
[100] Os diversos sistemas Abi identificados até a data partilham poucas similaridades no
seu mecanismo de acc¢édo reflectindo a complexa natureza da interac¢do entre a célula

hospedeira e determinado bacteriéfago.

29



Apesar deste sistema estar maioritariamente presente nas bactérias do género
lactococcus também ja foram identificados em bactérias gram negativo como a E.coli, Vibrio

cholerae e Shigella dysenteriae 61 9],

3.3.1.3.4. Sistema toxina-antitoxina (TA)

O sistema toxina-antitoxina (TA) encontra-se presente numa ampla variedade de
procariotas e consiste na associacdo de pelo menos dois genes, um que codifica uma
toxina e outro que antagoniza o seu efeito toxico ©° 101,

Entre outras funcbes bioldgicas, sabe-se que estes sistema intervém nos mecanismos de
morte celular programada, resposta ao stress e fazem parte dos sistema de infeccdo
abortiva (Abi), sendo por isso activados como resposta a infeccao viral #9101,

Dependendo da sua natureza, a antitoxina € susceptivel a accdo das RNAses ou
protéases celulares especificas, cuja instabilidade possibilita a activagdo da toxina
correspondente. A natureza da antitoxina condiciona também a classificagéo do sistema TA
em trés grupos diferentes. No sistema tipo |, a antitoxina é um RNA antisense
complementar ao RNA mensageiro que codifica a toxina, e que cuja interac¢do impossibilita
a sua traducdo. O sistema tipo Il € o mais prevalente na populacdo bacteriana e por isso é
também o mais estudado. Neste caso, a antitoxina € uma proteina instavel que interage
directamente com a toxina, impedindo a sua actuagcdo. No sistema tipo lll, a toxina é uma
RNAse e a antitoxina um RNA que possui capaz de a neutralizar por interac¢gdo com o seu
centro catalitico 19,

No entanto, ja foram identificados bacterié6fagos que codificam a sintese de uma
antitoxina que vai mimetizar a ac¢do da que é produzida pela bactéria, conseguindo deste

modo contornar o sistema TA [100],

3.3.2. Limitacdes

3.3.2.1. Estreito espectro de accdo

Apesar de existirem bacteriofagos capazes de infectar bactérias de multiplos
géneros, a maioria apenas possui a capacidade de infectar determinadas estirpes de uma
Gnica espécie bacteriana % [561. [95],

Este estreito espectro de actividade implica a prévia identificacdo da estirpe bacteriana
envolvida no processo infeccioso bem como analise dos bacteri6fagos a que apresenta

sensibilidade, de modo a assegurar a eficacia terapéutica. Devido ao tempo requerido, trata-
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se de uma caracteristica limitante em situacdes clinicas que requeiram rapida intervencao
[69], [72], [93], [95].

Scholl et al ao verificar que a capsula K1 da E.coli funcionava como uma barreira
fisica a adsorcao do fago T7, modificou-o geneticamente de modo a expressar a enzima
endosialidase capaz de degradar a capsula bacteriana e consequentemente aumentou o
seu espectro de accdo 192, Também com o objectivo de amplificar o espectro de actividade
dos bacteriéfagos, Kelly et al incubou o fago K juntamente com estirpes Staphylococcus
aureus resistentes. O aumento da pressdo selectiva permitiu o isolamento de seis fagos
com mutacdes espontaneas, que quando associados ao wild-type numa Unica formulagéo
apresentavam uma capacidade infecciosa muito mais abrangente %,

A esta associacao de multiplos fagos com espectros de accado ndo sobreponiveis
numa s6 formulacdo da-se o nome de terapia polifagica ou cocktail e aumenta a
probabilidade de eficAcia terapéutica quando administrado empiricamente 9 (931 1951,

No entanto, tal como referido anteriormente, a terapia polifagica também podem ser
personalizada de modo a minimizar a probabilidade de desenvolvimento de resisténcias
bacterianas a fagoterapia 1%,
Os cocktails standard sdo formulados de modo a abranger os patogénios bacterianos mais
provaveis de estarem envolvidos na etiologia de determinado tipo de infeccdo 69 (%31 [%5],
De modo a evitar a administracdo de fagos desnecessarios durante o curso de tratamento,
podem ser formulados multiplos cocktails onde cada um deles abrange uma Unica espécie
bacteriana. Assim, o inicio do tratamento € feito tendo como alvo a espécie bacteriana mais
provavel de estar na origem da infec¢éo e s6 se esta néo for eficaz € que se vai tentando as
restantes alternativas.
O Instituto George Eliava disponibiliza formulagbes como o Pyophage® e Intestiphage®
usados no tratamento de feridas e infec¢cdes gastrointestinais respectivamente. Tanto na
Georgia como na restante Unido Soviética o0s cocktails standard sédo revistos
semestralmente de modo a disponibilizarem em cada formulagéo as estirpes bacteriana que
prevalecem em circulacéo 73 %],

Apesar destas abordagens serem actualmente aplicadas na pratica clinica dos paises
envolvidos, a complexidade da formulagdo implica maiores custos associados bem como

pode aumentar a probabilidade de interaccdes com o sistema imunitario [°3) [951104],
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3.3.2.2. Imunogenicidade

Tal como referido anteriormente, a acgao do sistema imunitario inato em sinergismo

com a accdo dos anticorpos vao ser responsaveis pela rapida eliminacéo dos fagos séricos
limitando amplamente a eficicia da terapéutica.
No entanto é importante ter em consideracdo que a amplitude da resposta imunitéria é
variavel sendo influenciada por factores como o tamanho, nimero e caracteristicas fisico-
guimicas dos epitopos virais, a dose e via pela qual sdo administrados bem como pelo facto
de se tratar ou ndo de uma infeccéo recidivante 7, Como a reposta imunitaria é geralmente
dose-dependente, uma forma de atenuar ou retardar a clerance dos fagos em circulacéo € a
administracdo de doses reduzidas 1%/,

Considerando a importancia das proteinas estruturais de superficie no
reconhecimento dos bacteriéfagos pelo SRE, foi desenvolvida e patenteada uma estratégia
designada por passagem seriada com o objectivo de atenuar a clerance das particulas
virais. Para tal, Merril et al fez passar dez vezes uma estirpe do colifago A e do fago P22 no
sistema circulatério do rato, onde entre cada ciclo eram isolados e novamente
administrados os fagos remanescentes capazes de persistir por longos periodos no sistema
sanguineo. Desta forma, foi possivel o isolamento de fagos que por possuirem uma ou mais
mutac¢des na sequéncia proteica principal da capside tinham a particularidade de persistir
mais de 18h em circulacéo [72) 831851, [87],

Recentemente Kim et al procederam a peguilacdo dos fagos A511 e Felix-O1,
processo que consiste na ligagdo covalente de moléculas de PEG as aminas primarias dos
aminoacidos da superficie particula viral. Ao ocultar os epitopos do fago, a peguilacédo
dificulta o seu reconhecimento pelo SRE, possuindo por isso uma menor imunogenicidade
associada. Deste modo, os fagos peguilados apresentaram um tempo de semi-vida de
circulacdo significativamente superior e uma reducdo da proliferacdo das células Thl e
esplendcitos bem como dos niveis de citocinas IFN-A e IL-6 relativamente aos bacteriéfagos
wild-type, em ratos ndo imunizados. No entanto, 0 mesmo ndo se verificou nos ratos
imunizados indicando que esta técnica ndo consegue contornar a resposta imunitaria
adaptativa (19,

E importante destacar que apesar da producio de anticorpos ndo ser imediata estes
podem ser detectados em circulagdo mesmo antes do inicio da fagoterapia, cuja explicacdo
pode estar relacionada com o facto dos bacteri6fagos se encontrarem amplamente

distribuidos no ambiente tornando o contacto prévio uma possibilidade altamente provavel

[87],[90]
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Tendo em consideracdo o perfil de seguranca do bacteriéfago, perante a presenca
de anticorpos séricos deve ser considerada a administracdo de uma dose superior que
compense a fraccdo que vai ser neutralizada ['? ou a seleccdo de um fago diferente com um
espectro de accdo semelhante.

E ainda importante destacar que o acido gastrico também actua como uma barreira
primaria capaz impedir a passagem do bacteriéfago para a corrente sanguinea quando este
€ administrado por via oral. Uma solugéo que é amplamente utilizada na pratica clinica, é a

neutralizacdo do contetido gastrico previamente antes da administracéo da terapéutica 1,

3.3.2.3. Efeitos adversos

Por definicdo, um efeito adverso € uma resposta nociva e ndo intencional resultante
da interaccdo do agente terapéutico ou seu metabolito com estruturas diferentes do seu
alvo biolégico. Deste modo e contrariamente aos antibioticos de largo espectro, o perfil de
seguranca da fagoterapia € o reflexo da especificidade dos bacteriéfagos para as
respectivas bactérias alvo 471 [83],

Apesar disso, os estudos farmacocinéticos indicam que as particulas virais
interagem também com determinadas populacdes de células eucariotas como as do epitélio
intestinal e do sistema reticuloendotelial (SRE), ndo estando essa interac¢cdo associada ao
aparecimento directo de efeitos indesejaveis 17,

A semelhanca dos antibiéticos bactericidas 11°7 [1%8] g0 induzirem a lise das células
hospedeiras os bacteriofagos promovem a libertacdo de endotoxinas de origem bacteriana
geralmente responsaveis por respostas inflamatérias que em casos mais graves podem
conduzir a sépsis ou morte ©“71 B3l 93] [107] 1109 - Como as exotoxinas sdo naturalmente
segregadas pelas bactérias, pensa-se que as particulas virais apenas aceleram 0 seu
processo de libertacdo e ao lisarem a bactéria ainda contribuem para cessacdo da
transcricdo dos genes que codificam a sintese dessa toxina [“71.

Tal como foi referido anteriormente, para que a lise bacteriana ocorra é essencial que a
enzima holina danifiqgue a integridade da membrana citoplasmatica de modo a possibilitar
que a lisina consiga aceder ao peptidoglicano 107} (109, {1101,

Apesar da degradacdo da membrana ser letal para a bactéria, € a a accao da lisina que
conduz a perda da integridade estrutural e consequente libertacdo de endotoxinas (107} [209],
Baseado neste processo, uma estratégia para minimizar os efeitos nocivos das endotoxinas
consiste seleccao ou modificagdo genética dos bacteri6fagos com o intuito de evitar a etapa
final da lise bacteriana 1.

Desta forma, € possivel contornar este problema através da remogédo do gene endolisina.

Alternativamente, Hagens e Blasin modificaram colifagos filamentosos substituindo o gene
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holin por genes letais como o Bglll que codifica a sintese da endonuclease de restricdo que
degradou irreversivelmente o genoma bacteriano sem culminar com a desintegracdo da
estrutura da bactéria, reduzindo consequentemente os niveis de endotoxina e mediadores
inflamatorios séricos 971, Posteriormente, um estudo semelhante foi efectuado com
Pseudomonas aeruginosa e respectivo bacteriéfago do qual foi possivel retirar as mesmas

conclusdes 109,

3.3.2.4. Restrig¢do na utilizag¢do dos bacteriéfagos temperados

Tal como explicado anteriormente, os bacteriofagos temperados diferem dos
virulentos pela capacidade de integrarem a sua informag&o genética no genoma bacteriano
replicando-se em sintonia com ele ®% 571 Para além do ciclo liségenico ndo culminar com a
lise da célula hospedeira ainda Ihe confere imunidade & superinfeccdo. Isto €, os
mecanismos moleculares do profago inibem a expressdo do genoma e a lise celular
mediada por outros bacteri6fagos do mesmo tipo originando consequentemente uma
infeccéo persistente @71 731 [111],

Como o préfago passa a comportar-se como um segmento do genoma bacteriano, a
presenca de genes que codifiguem a sintese de toxinas ou outros factores de viruléncia,
tem como consequéncia o aumento da patogenicidade estirpe bacteriana 47} 73 1111 [112],
Esta conversao liségenica é responsavel por potenciar a viruléncia das células hospedeiras,
podendo inclusivé ser responsavel pela transformacdo de bactérias comensais em
patogénicas ™2, Além disso, os bacteri6fagos ainda podem adquirir novos genes de
determinada célula hospedeira e transferi-los posteriormente para as restantes bactérias
qgue vai infectar. Este processo designado por transducdo generalizada possibilita a
propagacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos e outros factores de viruléncia

entre a populacéo bacteriana 71 (111,
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3.4. Preparacao dos bacteriofagos

3.4.1. Isolamento dos bacteriéfagos

O actual conhecimento das caracteristicas biol6gicas dos bacteri6fagos e das
respectivas interaccfes, permitem relacionar a falta de caracterizacdo e a preparacao
inadequada dos bacteriéfagos com a auséncia de eficacia e seguranca descrita por alguns
investigadores [72 1111 11381 Daqui se destaca a necessidade de submeter os bacteriéfagos a
um rigoroso processo de optimizacdo de modo a potenciar os resultados finais da
terapéutica 381,

Por serem as entidades biolégicas mais abundantes na terra, a natureza constitui um
recurso ilimitado para o isolamento de novas estirpes de bacteriéfagos. No entanto, sempre
gue possivel esta etapa é simplificada pela sua obtencéo a partir de um banco de fagos, ou
seja, uma coleccdo de stocks de bacteri6fagos previamente isolados e caracterizados
biolégica e geneticamente 38 [73l. [ [111] De acordo com os dados fornecidos por Moineau
L., sabe-se que até 2009 ja existiam nas colec¢Bes publicas mais de 450 fagos capazes de
infectar mais de 120 espécies bacterianas 14,

Deste modo, ap6s o isolamento de um novo bacteriofago deve-se proceder a sua
caracterizacao preliminar que implica ndo s6 a sua classificacdo taxon6mica como a
determinacdo do seu espectro de actividade 11

E de extrema importancia que o fago isolado seja adequadamente armazenado de modo a

preservar a sua integridade e evitar alteracGes nas suas caracteristicas a longo prazo 14,

3.4.2. Etapas da producio da formulac¢do de bacteriéfagos

Desta forma, os bancos sdo recursos de extrema utilidade na fagoterapia
personalizada visto que possibilitam a pré-seleccdo de um determinado numero de
bacteriéfagos possiveis de abranger a estirpe bacteriana envolvida na etiologia da infeccao.
Como a seleccao do(s) bacteriéfago(s) mais adequados para administracdo € uma etapa
critica capaz de condicionar a eficacia do tratamento, esta decisdo deve ser baseada no
teste sensibilidade da estirpe bacteriana alvo relativamente a cada uma das estirpes virais
previamente selecionadas "3 111,

No entanto, os bancos de fagos foram implementados por Félix d’'Herelle para fins de
investigacdo 4 e como tal nem sempre cumprem os requisitos para serem utilizados na

pratica clinica.
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Desta forma e pelos motivos enunciados anteriormente os fagos temperados devem ser
identificados e excluidos previamente com o auxilio de varias técnicas complementares
descritas para essa finalidade em literatura.

O teste do cross-stricking que também ¢é utilizado como teste de sensibilidade aos
bacteriéfagos, implica o cruzamento do fago em analise com células bacterianas sensiveis
possibilitando a observagéo do resultado da interacgdo fago-hospedeiro (Figura 11) 1141151,
Este teste baseia-se no facto do ciclo litico culminar com a lise bacteriana que se reflecte in
vitro através da reducdo ou mesmo auséncia do crescimento bacteriano. Tendo em
consideracdo que tanto os fagos virulentos como temperados possuem a capacidade de
seguir esta via, a observacdo deste fendbmeno é inconclusiva. Com base no mesmo
raciocino, a continuidade do crescimento de estirpes bacterianas sensiveis podem reflectir o
ciclo liségenico que é exclusivo dos fagos temperados. Como as células bacterianas se
caracterizam pela sua capacidade de adaptacdo o aparecimento de resisténcia também se
manifesta pela continuidade da proliferacdo bacteriana.

O facto do estado liségenico ser revertido em resposta ao estimulo adequado pode ser
usado como estratégia para essa distincdo. De acordo com a metodologia proposta por
Miller, a adicdo de quantidades crescentes de um agente mutagénico as células bacterianas
em diferentes aliquotas vai promover a indugdo do ciclo litico de eventuais préfagos
integrados. A comparagdo dos resultados obtidos com o controlo negativo vai possibilitar
tirar conclusdes dos resultados preliminares obtidos

pelo teste do cross-stricking %!,

O sequenciamento gendmico e a analise

proteébmica da particula viral além de permitir a

deteccdo da presenca de genes repressores e

integrases envolvidos na regulacdo do ciclo liségenico

O O m >

111, 018 ainda possibilita a identificacdo genes

responsaveis pela codificacdo de toxinas e outros R

factores de viruléncia ¥ (113,
Por se tratar de um parasita intracelular

obrigatério, a amplificagdo do fago seleccionado requer Figura 11: Teste de cross-stricking; 1- Fago em

analise; A- Estirpe bacteriana virulenta usada
como controlo positivo cujo crescimento é

inibido. B- Estirpe bacteriana resistente que por
esse motivo o seu crescimento ndo é afectado;

de fa_gos’ esta etapa possibilita a selec(;,é_o das C- Célula bacteriana sensivel lisogenizada que se
continua a replicar em sintonia com o genoma

particulas virais mais virulentas ou que possuam outras viral; D- Célula bacteriana sensivel lisada como

resultado do ciclo litico do fago;

a sua incubacdo juntamente com as células

hospedeiras adequadas. Por aumentar a diversidade

caracteristicas vantajosas [“7} [111],

Como exemplo Jassim et al recorreu a adicdo de um
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composto antiviral ao meio de cultura que por degradar os fagos livres, possibilitou a
seleccdo e isolamento dos fagos capazes de adsorver mais rapidamente a célula
hospedeira 8,

A recuperacao do fago pode ser feita através da inducéo da lise das células hospedeiras
infectadas recorrendo ao auxilio de solventes organicos como o cloroférmio, EDTA ou
lisozimas. Desta etapa obtém-se ndo s6 o bacteri6fago mas também detritos bacterianos,
particulas fagicas incompletas, metabolitos secundéarios bacterianos, bactérias
sobreviventes, residuos do meio de cultura e outros compostos ndo desejados 1. Por
esse motivo, a purificacdo € sempre uma etapa essencial ainda que o seu grau de exigéncia
dependa da via de administracdo a que se destinam 471 [111],

Apesar de alguns estudos sugerirem a centrifugagcéo a baixa velocidade seguida de filtracao
como estratégia eficaz de purificacéo " 111 este método mostrou ser insuficiente visto que
apenas permite reter células bacterianas viaveis e outros detritos de grandes dimensdes
deixando passar através do filtros as toxinas que possam estar presentes 47 77,

Véarios estudos antigos descrevem graves efeitos adversos como resultado da
administragcdo IV de preparagdes nado purificadas, reflectindo o efeito nocivo das toxinas
bacterianas e restantes impurezas potencialmente toxicas ['2: (85 111 e g importancia da sua
remocao 31,

Como alternativa, é sugerida a adicdo de PEG para promover a precipitacdo dos fagos
seguida de uma centrifugagédo em gradiente de cloreto de césio (CsCl), técnica que permite
a separacdo das particulas fagicas das toxinas e outros detritos que ndo possuam a mesma
densidade “/771E4  Miller et al verificou que esta técnica era capaz de reduzir as toxinas
para 100 vezes menos do que a sua quantidade inicial ndo conduzindo ao aparecimento de
efeitos adversos ao ratos quando administrado por via intraperitoneal ©°!,

No entanto este método para além de demorado requer a utilizacdo de equipamentos
dispendiosos, operadores especializados e ndo € adequado para a purificagdo em grande
escala, limitando amplamente a sua utilizagdo 11,

Como alternativa, Smrekar et al descreveu a purificagdo do fago T4 de forma rapida e com
um rendimento de 70% recorrendo para isso a técnica da cromatografia em coluna de troca
aniénica monolitica 116h117,

Recentemente, Merabishvili et al descreveu detalhadamente o protocolo da producao,
purificacdo e controlo de qualidade de um cocktail (BFC-1) contra as estirpes prevalentes de
P. aeruginosa e S. Aureus, cujos parametros de exigéncia foram suficientes para ser
aprovado num ensaio clinico na Bélgica pela respectiva comissédo de ética médica. Segundo
este protocolo, o cocktail foi preliminarmente purificado através da sua filtracdo de modo a

remover as células bacterianas e outros detritos de grandes dimensdes. Posteriormente as
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endotoxinas presentes foram eliminadas com o auxilio do Kit Endotrap® disponivel
comercialmente 1111 113

gue se baseia na passagem do sobrenadante por uma coluna de cromatografia que possui
proteinas com elevada especificidade para as LPS covalentemente ligadas a matriz,
promovendo consequentemente a retencao das endotoxinas que com ela entre em contacto
[113],[118].

Para potenciar a seguranca da formulacdo e aprovagédo pelas entidades regulamentares
destaca-se a utilizacdo de meios de crescimento livres de proteinas animais bem como de
equipamentos certificados e &agua estéril apirogénica com osmolaridade fisiol6gica na
formulacao do produto final.

O cocktail foi submetido a ensaios de controlo de qualidade executados por um laborat6rio
externo certificado, que avaliou a morfologia e espectro de accéo de cada estirpe bacteriana
através da microscopia electrénica de transmissédo e procedeu a uma analise gendmica e
proted6mica para confirmar a natureza virulenta do fago e assegurar a auséncia de genes
desfavoraveis. De acordo com os procedimentos descritos nha Farmacopeia Europeia foi
ainda avaliado o pH e a esterilidade da solucdo **3,

O BFC-1 foi incubado juntamente com queratindcitos humanos ndo tendo mostrado
qualquer indicio de citotoxicidade bem como a sua administracéo IV a 3 ratos ndo originou
um aumento de temperatura superior ao limite estabelecido pela Farmacopeia Europeia
confirmando a auséncia de resposta pirogénica. De acordo com os resultados obtidos no
ensaio clinico até ao momento da respectiva publicacdo nenhum efeito adverso tinha sido

notificado confirmando a potencial seguranca do cocktail 131,
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3.5. Fagoterapia na pratica clinica

Ao contrario da realidade da Europa Ocidental, paises como a Polénia, Russia e
Republica da Georgia tém recorrido desde o inicio a fagoterapia como terapéutica de
primeira linha no tratamento de infeccdes de etiologia bacteriana. Desta forma, apesar dos
bacteriéfagos serem frequentemente encarados como novos agentes terapéuticos, a sua
aplicacdo na prética clinica € mais longa do que a dos antibiéticos convencionais. Pelo
motivo referido anteriormente, a maioria do conhecimento adquirido é proveniente destes
paises [101119],

Desde a fundacéo do Instituto Hirszfeld de Imunologia e Terapia Experimental (HIIET) em
1952, que milhares de doentes com infecgbes resistentes a AB tém sido tratados com
recurso a fagoterapia na Polénia 119, Desde ai, o Instituto tém-se dedicado ao
desenvolvimento de fagos que tém como alvo o tratamento da septicémia, furunculose,
infeccBes do tracto respiratério e urinario e na profilaxia de infec¢cdes pds-traumaticas ou
pés-cirdrgicas. Baseados na sua experiéncia clinica publicaram uma série de artigos de
revisao relativos ao tratamento de infec¢des supurativas resistentes a antibidticos de 550
doentes relativos ao periodo de 1981 a 1986, com taxas de eficacia situadas entre 75-100%
(tabela 2) 1381 [47). [61]. [72]. [120],

Tipicamente, os estudos documentados pelo HIIET caracterizam-se por ndo serem double-
blind, ndo apresentarem grupos de controlo e ocasionalmente usarem antibidticos em
paralelo o que reflecte o facto da fagoterapia na Poldnia ser encarada como uma
terapéutica standard e ndo como um estudo experimental B8 #71 [ Apesar das limitacGes,
destacam-se por representarem 0s estudos mais detalhados na lingua inglesa que se
encontram disponiveis na literatura.

Por sua vez, o EIMBV fundado por d’'Herelle na Geo6rgia rapidamente se tornou um dos
principais centros mundiais de investigacdo e terapia fagica, tendo os seus produtos
merecido a aprovacéo e licenciamento do Ministério da Saude Soviética 119,

Em 1970, este Instituto ja possuia 1200 investigadores empenhados na producao de mais
de uma tonelada diaria de cocktails de fagos a partir das amostras de toda a Unido
Soviética 8l [72]. [119],

Os resultados obtidos promoveram a associacéo do Instituto com varios hospitais e clinicas
gue passaram a requerer rotineiramente 0s seus servi¢os tanto para fins terapéuticos como
profilacticos 19,

Actualmente, o Intestiphage® por actuar sobre 20 estirpes bacterianas Gl diferentes
é frequentemente utilizado na profilaxia de infecgcbes nosocomiais na populacdo pediatrica,

estando também disponivel na farmacia sem necessitar de prescricdo médica 7).
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O Pyophage® tem como alvo as varias bactérias envolvidas nas infec¢cdes cutaneas
purulentas ou queimaduras. Por este motivo, ambos os cocktails foram extensivamente
utilizados pelo exército soviético no tratamento tanto de infeccBes purulentas e gangrenas
como na disenteria e outras patologias G| 8 [471.1119],

Apesar dos estudos publicados pela Gedrgia incluirem grupos de controlo, as suas
descrices sdo pouco detalhadas e com andlises estatisticas pouco adequadas 19,
Relativamente as publicacdes russas, além de serem mais escassas que as restantes,
geralmente sdo inacessiveis para todos aqueles que ndo compreendam russo.
Actualmente, o laboratério farmacéutico soviético Microgen € agora o responsavel pela
producdo de uma ampla variedade de formulagdes de fagos neste pais, disponibilizando-os
em farmécias sem necessitar de prescricdo médica. Esta utilizacdo rotineira da fagoterapia
também condiciona os poucos estudos clinicos disponibilizados, que geralmente tendem a
comparar a nova formulacdo de fagos com outras pré-existentes e ndo com o grupo de
controlo ¥7,

Apesar disso, o elevado numero de dados relativos & utilizacdo da fagoterapia em humanos
gue se encontram documentados sdo um pequeno reflexo da sua ampla utilizagcdo na
prética clinica ao longo destes anos. Devido a impossibilidade de serem todos abrangidos
no presente trabalho, encontram-se resumidos os estudos mais robustos dos referidos

paises na tabela 2.
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Tabela 2: Resumo de alguns dos estudos mais robustos disponiveis em literatura relativamente a aplica¢do

dos bacteriéfagos na pratica clinica.

Bactéria(s)

Autor Patologia N Observacgoes
alvo
Markoishvili | L
Ulcera venosa NR 100 70% de eficacia; @
et al
Web Staphyloccocus e Dos fagos administrados por via oral 84% foi
eber-
Infeccdes varias estirpes detectado no sangue e 35% na urina
Dabrowska ) ) 56
Cal supurativas bacterianas gram- @).(M(10), resultando numa taxa de cura de
et a
; 100% dos doentes; @1
S.aureus, A maioria dos casos eram cronicos e
InfecgBes P.aeruginosa,K.p resistentes a AB, tendo-se obtido taxas de
Slopek et al : : 550 L . : 5
supurativas neumoniae e eficacia entre 70-90%; N&o foram incluidos
E.coli grupos controlo; 1:(2).(3).(4).().(7).(8)
Infec¢des do Staphylococcus,
TGI, cutéaneas, Pseudomonas, ]
Slopek et al ] ] 550 92% dos doentes ficaram curados; ()
da cabeca e E.coli, Klebsiella
pescogo e Salmonella;
Ensaio clinico controlado na populacdo
- pediatrica, durante 2 anos na Georgia.
Babalova et Profilaxia da _ 3076 .
: : Shigella Obteve-se uma reducéo 4 vezes menos
al disenteria . : : :
incidéncia de disenteria relativamente ao
controlo; 1.(3).(6).(8),(9)
o E.coli, Proteus, O PhagoBioDerm® mostrou eficacia em
Markoishvili Ulceras e ) )
. Pseudomonas e 96 70% dos casos, tendo ainda promovido a
et al feridas L
Staphylococcus cicatrizacdo das ulceras de 22 doentes. (1))
O cocktail Pyophage® normalizou a
Proteus, temperatura e reduziu cerca de 2 vezes a
Lazareva et . )
| Queimaduras  Staphylococcus e 54 guantidade de Staphylococcus e
a
Streptococcus Streptococcus e cercade 1,5 a
concentracéo de Proteus;®
Do total da amostra, a 360 doentes foram
Enterococci,E.coli administrados fagos com 86% de eficacia.
Sakandelize Infeccbes , P.aeruginosa, 1390 404 doentes foram tratados com AB obtendo
et al alérgicas Staphylococcus e 48% de cura. Aos restantes doentes foi

Streptococcus

administrada a terapéutica combinada com
uma eficacia de 83%;®:C))
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Kochetkova

et al

Sakandelidze

et al

Meladze et al

Bogovazova

et al

Cislo et al

Peperanova

et al

Feridas pos-
cirdrgicas em
doentes
oncolégicos
Peritonite,
osteomielite,
abcesso
pulmonar e
feridas pds-

cirdrgicas;

Infeccéo

pulmonar

Infeccao
cutanea e da

mucosa nasal
Ulceras

cutaneas

supurativas

ITU crénicas

Pseudomonas,

Staphylococcus

Proteus,
Staphylococcus e

Streptococcus

Staphylococcus

K.azaenae,
K.rhinoscleromati

s e K.pneumoniae

Pseudomonas,St
aphylococcus,
Klebsiella,

Proteus e E.coli

Staphylococcus,
E.coli e Proteus

131

236

340

109

31

46

65 doentes foram tratados com fagos e os
restantes com AB. A fagoterapia foi bem

sucedida em 82% dos casos e os AB em
61%(1.(3),(10)

Os fagos administrados por via SC em
infeccdes resistentes a AB durante 5-10 dias
e resultou no tratamento da infec¢céo em
92% dos casos 1-().10),

Dos doentes tratados com AB (n=117)
apenas 64% ficaram curados. Os restantes
doentes foram tratados com fagos obtendo

82%de cura®-@),

Fagos administrados foram efectivos em
100% dos casos;®

Estudo néo controlado em que doentes
cronicos foram tratados com fagos por via
oral e tépica com uma taxa de sucesso de
74%3:@.()- Tratamento interrompido em 7
doentes devido a efeitos Gl e eczema0,
92% dos doentes com melhorias clinicas

significativas e 84% ficaram curadas®-®),
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3.6. Aprovacio regulamentar

Devido a acentuada diferenca nas exigéncias regulamentares entre 0s paises da
Europa do leste e a Europa ocidental e EUA, a aprovacao regulamentar é um dos maiores
desafios da fagoterapia [,

Em 2006 a FDA aprovou o ListShield™, a primeira preparacdo comercial de fagos a ser
permitida como aditivo em alimentos de consumo humano. O facto desta preparacdo nao
representar risco para a populacdo, € mais um dos indicadores do perfil de seguranca dos
bacteri6fagos. No entanto, para que possa ser utilizado como agente terapéutico é
necessario a realizacdo de ensaios clinicos aleatorizados, controlados e robustos de modo
a se evitar possiveis introducdo de potenciais viés e possibilitar a obtencdo de dados
precisos a cerca da seguranca e eficacia dos bacteriéfagos em humanos ©2),

Tal como referido anteriormente, as publicacdes provenientes da aplicacao clinica dos fagos
documentadas ndo possuem um desenho de estudo que lhes permita serem comparaveis
com o0s exigentes ensaios clinicos a que os farmacos na Europa ocidental e EUA sédo
submetidos para poderem ter autorizacdo de introducdo no mercado (AIM).

Até a data poucos foram os ensaios clinicos aprovados pela EMA e FDA, sendo que s6 em
2005 foi conduzido o primeiro ensaio de fase | que tinha como objectivo avaliar a seguranca
do colifago T4 administrado por via oral em voluntarios saudaveis. Apesar de ser um estudo
pequeno (n=15), ndo se verificaram efeitos adversos e o0s bacteriéfagos foram bem
tolerados 192,

Em 2009 foi aprovado pela FDA outro ensaio de fase | que também pretendia avaliar a
seguranca de um cocktail de 8 fagos especificos para estirpes bacterianas de S.aureus,
P.aeruginosa e E.coli no tratamento de Ulceras venosas nos membros inferiores, ndo tendo
sido reportados efeitos adversos no decorrer do ensaio 21,

Ainda no mesmo ano foi conduzido um ensaio de fase I/l aleatério, controlado e double-
blind que tinha como objectivo a avaliagéo da eficacia e seguranca de uma preparagao de
bacteri6fagos (Biophage-PA®) especificos para a P.aeruginosa resistente a antibiéticos
envolvida na etiologia da otite crénica. Para tal, uma pequena dose (2,4ng) foi administrada
uma unica vez tendo-se obtido uma reducédo significativa dos niveis da bactéria alvo no
ouvido e uma melhoria da condi¢do clinica dos 12 doentes individuos submetidos ao
tratamento 122,

Apesar dos resultados promissores provenientes de uma administracéo Unica do Biophage-
PA®, este foi 0 primeiro e o Unico ensaio clinico regulado a testar a eficacia da fagoterapia.
Apesar da EMA considerar os bacteri6fagos agentes biolégicos, as suas caracteristicas

peculiares como a auto-replicacdo fazem com que ndo se enquadrem totalmente na
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regulamentacdo europeia existente para este tipo de agentes terapéuticos. A auséncia de
guidelines regulamentares especificas representam por isso uma incerteza para 0s
investigadores ao aumentar a probabilidade dos seus investimentos ndo serem
compensados, limitando a aposta no desenvolvimento de novos ensaios clinicos ©2,

De acordo com a pégina online Clinicaltrials.gov, apenas um ensaio incluindo bacteriéfagos

no tratamento de doencas infecciosas se encontra a recrutar pacientes 123,
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Consideracgoes finais

Muitas sdo as causas provaveis da auséncia de investimento na investigacédo e
desenvolvimento de novas classes de antibidticos. Entre elas destaca-se a dificuldade de
encontrar um principio activo que apresente um mecanismo de acgao diferente de todos os
outros j& conhecidos e que simultaneamente apresente outras caracteristicas essenciais
para que possa ser eficazmente usado como antibiético®® 22, Para além da elevada
exigéncia imposta pela FDA e EMA na aprovagdo de antimicrobianos, o préprio
desenvolvimento deste tipo de farmacos € arriscado em termos econdmicos devido ao
elevado risco de toxicidade associado. Pelo mesmo motivo, a aposta no desenvolvimento
de farmacos analogos é mais segura dado que o perfil de toxicidade e solubilidade s&o a
partida conhecidosl®. E ainda importante ter em conta que caso um potente antibiético fosse
actualmente descoberto o seu uso seria limitado para situacdes de maior gravidade o que
consequentemente iria levar também a um reduzido retorno econémico.

Além disso, analisando os farmacos aprovados recentemente pela FDA, é ainda possivel
verificar que a maioria deles é direccionado para a terapéutica de patologias crénicas ao
contrario dos antibiéticos que sdo para tratamentos de curta duragéo B [71: 1161,

Os obstaculos referidos anteriormente reflectem ndo s6 o passado, como permitem prever
gue a escassez de novos antibiéticos se va manter no futuro. Daqui se destaca a
necessidade de investir na investigacdo de novas alternativas para solucionar as infec¢oes
bacterianas multiresistentes.

Recorrendo a novas ferramentas oferecidas pelos novos avangos biotecnol6gicos,
actualmente é possivel compreender com maior detalhe tanto a biologia como os
mecanismos de interaccdo dos bacteri6fagos. Este conhecimento que foi sendo
progressivamente adquirido desde a descoberta dos fagos, possibilita uma interpretacéo
mais critica dos primeiros estudos publicados em literatura que apontavam para a auséncia
de seguranca e eficacia da fagoterapia e que em parte contribuiram para o seu abandono
pela maioria dos paises.

Actualmente € possivel relacionar os efeitos adversos descritos em alguns desses estudos
com a presenca de toxinas bacterianas tanto provenientes de formulacdes de bacteriéfagos
ndo purificadas adequadamente como da propria lise celular in vivo. Também a auséncia de
caracterizacao préevia fazia com que os fagos temperados fossem usados clinicamente, cuja
possibilidade de lisogenia se podia reflectir na auséncia de eficacia terapéutica.
Actualmente sabe-se que os fagos dessa natureza devem ser evitados, ndo s6 pelo seu
comportamento incerto como pela possibilidade de aumentar a viruléncia da estirpe

bacteriana envolvida na etiologia da infeccéo.
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Além disso, o desenvolvimento de estirpes bacterianas resistentes a determinado
bacteriéfago e a sua rapida eliminacdo da corrente sanguinea promovida pelo sistema
imunitario também representam obstaculos a eficacia da fagoterapia.

No entanto, os avancos biotecnoldgicos ndo sé disponibilizaram ferramentas para a
identificacdo dos obstaculos como também a capacidade de desenvolver estratégias para
os solucionar. Desta forma, algumas destas limitagcdes tém vindo a ser contornadas através
da caracterizagdo e selecgdo prévia dos bacteriéfagos a utilizar para fins terapéuticos bem
como a purificagdo e optimizacéo do produto final. Enquanto outras, tem sido minimizadas
através da sua modificacdo genética de modo a que apresentem as caracteristicas
terapéuticas mais adequadas.

Apesar do estigma associado a natureza viral dos bacteriéfagos, estes encontram-se
omnipresentes na ambiente estabelecendo um contacto intimo com o homem desde o seu
nascimento. Além disso muitas das vacinas comercializadas também elas consistem em
virus atenuados que contrariamente aos fagos, possuem a capacidade de infectar células
eucaridticas. Além disso, o cocktail (ListShield™) cumpriu os requisitos estabelecidos pela
FDA que aprovou a sua utlizagdo como aditivo de alimentos de consumo humano,
indicando a sua inocuidade para o organismo.

Desta forma, a aprovacdo regulamentar destes agentes terapéuticos pela EMA e FDA é
provavelmente um dos maiores desafios da fagoterapia.

Além disso, apesar do conhecimento adquirido sobre o comportamento dos fagos in vitro e
em animais, o pouco conhecimento da sua aplicacdo in vivo tem sido baseado nos estudos
publicados pela Europa do leste. A robustez dos resultados que tém sido obtidos pela
aplicacdo clinica da fagoterapia nestes paises vai muito além dos exemplos descritos no
presente trabalho (tabela 1) visto que desde a descoberta destas particulas virais por
d’Herelle que tém representado a terapéutica de primeira linha no tratamento de doencas
infecciosas de etiologia bacteriana.

Para além de um grande ndmero destes estudos serem pouco acessiveis devido a barreira
linguistica, a maioria dos estudos apresentados consistem em relatos dos dados obtidos na
pratica clinica omitindo por vezes detalhes essenciais como a dimensdo da amostra, 0
modelo estatistico utilizado ou o historial clinico dos doentes, impossibilitando a
interpretacdo dos seus resultados. Além disso, a maioria dos estudos ndo sao
aleatorizados, ndo séo double-blind nem possuem controlos, e quando o fazem, fazem-no
relativamente a outras preparacdes de bacteri6fagos. Desta forma, apesar dos seus
resultados serem entusiasmantes e promissores € essencial a sua distingdo de possiveis
viés. Esta abordagem é um reflexo ndo sé do menor nivel de exigéncia regulamentar

relativamente & imposta pela EMA e FDA como também pelo facto da fagoterapia ser

46



encarada nestes paises como uma terapéutica standard e ndo como um estudo
experimental. E ainda importante referir a actual escassez de estudos farmacocinéticos, que
para além dos motivos convencionais sdo particularmente importantes perante agentes
terapéuticos com caracteristicas tdo inovadoras como as dos bacteriéfagos.

A continua emergéncia de estirpes bactérias multiresistentes associada auséncia de novos
antibidticos destacam a urgente necessidade de arranjar alternativas para contornar este
grave problema de saude publica. No entanto, na procura de estratégias para contornar
este problema é importante ter em consideracdo o seu caracter provisorio. Isto €, como o
principal obstaculo a eficdcia dos antibidticos consiste na pressdo selectiva que eles
proprios exercem sobre as bactérias, o desenvolvimento de resisténcia a terapéutica é
inevitavel, podendo apenas ser adiado através da sua utilizacdo adequada. De forma
semelhante, a interaccdo fago-bactéria também pode resultar no desenvolvimento de
estirpes bacterianas resistentes. No entanto, tal como foi exemplificado anteriormente, as
particulas virais diferem dos antibiéticos convencionais pela sua capacidade de adaptacao
espontanea através do desenvolvimento de estratégias de sobrevivéncia, representando
deste modo uma mais-valia em termos terapéuticos. Simultaneamente, o desenvolvimento
de resisténcias pode ser minimizado através do uso de cocktails compostos por
bacteriéfagos com diferentes receptores de superficie para determinada bactéria alvo.
Desta forma, caso a célula bacteriana adquira resisténcia a algum dos fagos, permanece
sensivel aos restantes que a vdo impedir de propagar essa caracteristica a restante
populacdo bacteriana %, Para evitar a ineficacia da terapéutica, na Polénia procedem
ainda & monitorizacdo constante da sensibilidade do agente etiolégico ao fago administrado,
para que caso seja hecessario este seja substuido de imediato por outro capaz de infectar a
estirpe emergente.

Apesar dos resultados serem promissores, destaca-se a necessidade de desenvolver
guidelines regulamentares que abranjam os bacteriéfagos bem como a aposta na conducédo
de mais ensaios clinicos e estudos farmacocinéticos de modo a possibilitar uma
comparacgao justa entre a antibioterapia e a fagoterapia.

Face a problemética, hoje mais do que nunca é necessario voltar a analisar criticamente a

fagoterapia como uma solucao fortemente viavel para as infeccdes multiresistentes.
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Glossario

Antibiotico — Designacdo dada as moléculas naturais ou sintéticas que matam ou inibem o

crescimento de bactérias.

Bactericida — Composto que possui a capacidade de promover a morte bacteriana.

Bacterioestatico — Composto que possui a capacidade de inibir o crescimento bacteriano.

Estirpe bacteriana multirresistente — Estirpe que possui resisténcia a trés ou mais classes

de antibioticos.

Virido - Particula viral infecciosa completa localizada fora da célula hospedeira.

Nucleocépside — Designacao dada a associagdo da capside com o nucleoide.

Movimento browniano — Movimento aleatério das particulas originado pela colisdo das

moléculas de um fluido nas particulas.

Colifagos — Grupo de bacteriéfagos cujo hospedeiro sdo bactérias da espécie E.coli.

Profago — Acido nucleico do bacteriéfago integrado no genoma da célula hospedeira.

Lisogenia- Condicdo da célula bacteriana originada por uma infeccdo viral em que o

bacteriéfago néo provoca a sua lise, replicando-se juntamente com o genoma bacteriano.

Inducéo- Alteragdo de um ciclo de vida liségenico para um ciclo de vida litico. Pode ocorrer

de forma espontanea ou promovido por um sinal externo.

Estoquasticidade celular- Fenémeno aleatério de variagdes na transcricdo e traducéo o

gue se reflecte na variacdo da expressao dos genes da célula.

RNA antisense- cadeia simples de RNA complementar ao mRNA.
Endotoxina- Porcdo lipidica do LPS existente na porcdo externa da parede celular
bacteriana, que em contacto com o sistema imunitario do hospedeiro estimulam os

macrofagos a libertar citocinas.
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Exotoxina- Proteina sintetizada no interior de algumas células bacterianas durante o
crescimento e metabolismo celular e que possui a capacidade de destruir parte das células
ou inibir determinadas funcdes metabdlicas do hospedeiro.

Endolisina - enzima hidrolase do peptidoglicano que degrada a parede celular bacteriana.

Epitopo — Por¢cdo do antigenio capaz de ser reconhecida pelo anticorpo, sendo por isso

responsavel por induzir a resposta imunitéria.

Superinfeccdo - Termo aplicado em virologia para se referir ao processo em que uma
célula hospede é co-infectada por mais do que uma estirpe viral.

Viruléncia - Potencial de um bacteriéfago conduzir a lise de uma determinada estirpe

bacteriana durante um determinado periodo de tempo.

Células de Kuppfer — Fagécitos mononucleares especializados do figado.

Resisténcia adquirida — Ocorre quando uma bactéria que era intrinsecamente sensivel a
um determinado antibiético adquire uma mutagdo ou material genético exdégeno que lhe

confere capacidade de resistir a actividade do antibiético.

Anti-codao - Tripleto de bases azotadas que sdo complementares de um determinado

tripleto de bases azotadas existentes no mRNA.
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