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Epigrafe

"L'art de la médecine consiste a distraire le malade pendant que la nature guérit la

maladie.” — Voltaire

“The art of medicine consists of amusing the patient while nature cures the disease.”

— Voltaire
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Resumo

Os fenodmenos de resisténcia bacteriana tem adquirido uma importancia crescente como
problema de salde, tanto a nivel economico como a nivel de morbilidade e mortalidade. O
uso desmedido levou a uma pressao seletiva positiva sobre os mecanismos de resisténcia,
possibilitando o aumento da prevaléncia destes fenomenos. A terapéutica com bacteriofagos,
uma tecnologia centenaria, comecou de uma forma primitiva com os primeiros resultados de
d’Herelle, tendo sido esquecida nas ultimas décadas. O aparecimento da resisténcia aos
varios tipos de antimicrobianos voltou a despertar o interesse neste tipo de terapia.
Atualmente muitos estudos estdao a ser a centrados nas carateristicas dos fagos, como a
seguranca e farmacocinética. Além disto, estdo a ser conduzidos ensaios com o objetivo de
estudar as capacidades terapéuticas destes em comparacao com os antimicrobianos. Depois
de devidamente enquadradas as carateristicas dos fagos, estes poderao nao so ser utilizados
como alternativa aos antibidticos, mas também em combinacdao com estes. Atualmente ja
existem alguns produtos baseados em bacteriéfagos em utilizacdo, como as lisinas, e que
apresentam resultados promissores. Assim sendo, a terapéutica com bacteridfagos tem o

potencial de se tornar mais uma ferramenta ao servico da Medicina.

Palavras-chave
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Abstract

The bacterial resistance phenomena had acquired a growing importance as a health problem,
both economically and in terms of morbidity and mortality. The excessive use led to a
positive selective pressure on the resistance mechanisms, enabling the increasing prevalence
of these phenomena. Therapy with bacteriophages, a century-old technology, began in a
primitive form with the first results of d'Herelle, having been forgotten in recent decades.
The emergence of resistance to various antibiotics has reawakened interest in this type of
therapy. Currently many studies are being focused on the features of the phages, such as
safety and pharmacokinetics. Moreover, tests are being conducted in order to study the
therapeutic capabilities as compared with those antibiotics. After properly studied the
characteristics of the phage, these can not only be used as an alternative to antibiotics, but
also in combination with these. Nowadays, there are some products based on bacteriophages,
such as lysines, which showed promising results. Thus, bacteriophage therapy has the

potential to become a tool of medical service.
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Nota Introdutoria

Esta monografia teve por objetivo fazer uma revisao atualizada da bibliografia
existente sobre a relacdo entre antibioticos e bactérias multirresistentes, os seus mecanismos
de resisténcia e em particular, os bacteriéfagos como uma arma terapéutica alternativa aos
antimicrobianos. Esta revisao foi realizada através da pesquisa, em inglés, na base de dados
PubMed, utilizando as seguintes palavras-chave: bacteria, multiresistence, terapeutical e
bacteriophage. Houve selecao dos artigos mais relevantes, principalmente por data de
publicacao, sendo dada prioridade aos mais recentes. Acrescenta-se que toda a bibliografia
utilizada foi em lingua inglesa. Além disto, foram também pesquisados na OMS, na Rede
Europeia de Vigilancia da Resisténcia Antimicrobiana (EARS-Net) dados sobre os
microrganismos mais prevalentes e quais os antimicrobianos mais atingidos pela resisténcia.
Foram igualmente analisados dados sobre esta tematica, entre 2010 e 2014 no Centro
Hospitalar Cova da Beira (CHCB).
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1. Multirresisténcia bacteriana

A terapia antibiotica foi um dos principais avancos da Medicina no século XX tendo-se
tornado um recurso essencial para o tratamento das doencas infeciosas. Os primeiros
antibidticos a serem descobertos foram quimicos sintéticos, como o Salvarsan, descoberto por
Ehrlich no inicio do século XX e os inibidores do metabolismo do folato, as sulfonamidas,
desenvolvidas por Domagz em 1930. Posteriormente em 1940, Alexander Fleming, um pouco
através de sorte e de espirito cientifico descobriu o primeiro antibidtico biologico - a
penicilina. Da descoberta desta aos primeiros achados de resisténcia foi um pequeno e rapido
passo, algo ja antecipado por Fleming, em 1946, quando afirma que - “there is probably no
chemotherapy drug to which in suitable cirscunstances the bacteria cannot react by in some
way acquiring ‘fastness’ [resistance].”. A comprovar este fato, existe o estudo realizado por
Barber em 1947, cujos dados comprovam que houve resisténcia a penicilina, na forma de
penicilases que degradavam o antibiotico [1].

A resisténcia aos antibioticos tornou-se um dos problemas mais sérios de saude atuais
nao s6 pela pressao seletiva exercida pelo uso intensivo de antibioticos, nestas Ultimas
décadas, como pela longa duracdo do processo de desenvolvimento de novos antibidticos.
Para ilustrar a gravidade desta situacao e a titulo de exemplo, nos Estados Unidos da América
(EUA), anualmente, pelo menos 2 milhdes de pessoas sao infetadas por bactérias resistentes.
Além da utilizacdo humana, ha a acrescentar o uso de antibioticos na agricultura e pecuaria,
responsavel por cerca de 80 % destas substancias utilizadas nos EUA (segundo dados de 2011
do Congresso Norte Americano). Segundo um estudo de Chee-Sanford et al. 2009 a maioria
destes antibioticos nao sao transformados e entram em contacto com o ambiente. Estes
podem interagir com as bactérias e facilitar um processo de aquisicdo de resisténcia. Estas
bactérias podem depois contaminar todo o ambiente em redor, ndo s6 através da agua como
através de vetores como animais [2] [3].

A resisténcia aos antimicrobianos atualmente atinge custos bastante onerosos, sendo
que nos EUA tem um impacto estimado de 20 mil milhdes de doélares anualmente [4]. Na
Europa, o custo total anual associado a resisténcia bacteriana atinge mais de 1500 milhdes de
euros, um valor que podera estar subestimado [5]. Inerente a faléncia terapéutica esta
também subjacente o aumento dos dias de internamento, de morbilidade, da persisténcia do
processo infecioso com consequéncias a nivel da infecdo nosocomial, de mortalidade e
consequentemente dos custos associados [6]. Por ano, s6 um organismo - Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM) - mata mais americanos que o enfisema, VIH/SIDA,
doenca de Parkinson e homicidio combinados. Este problema pode-se tornar ainda mais grave
visto que muitas infecbes comuns podem tornar-se intrataveis assim como muitos

procedimentos interventivos hoje vistos como naturais, desde cirurgias, a quimioterapia,
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transplantacao de orgaos ou cuidados de neonatologia, correm o risco de se tornarem

impraticaveis. [4] [7].

1.1 Etiologia e Epidemiologia

As principais bactérias, na Europa, onde os mecanismos de resisténcia surgem sao a
gram-negativas, como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
espécies Acinetobacter. Em relacdo as bactérias gram-positivas estas singem-se
principalmente ao Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e espécies de
Enterococcus. Na maioria dos casos relatados na Rede Europeia de Vigilancia da Resisténcia
Antimicrobiana em 2013 as bactérias sao resistentes a pelo menos um dos grupos de
antibioticos, em particular as fluoroquinolonas, cefalosporinas de 3. geracdao e
aminoglicosideos. O fendmeno de resisténcia tem um padrao na Europa que aumenta do Norte
para o Sul e de Oeste e para Este com algumas variacdes, o que podera ser explicado pela
utilizacdo mais moderada e com maior racionalidade nos paises do Norte da Europa [8].

Em Portugal, entre 2003 e 2013, os organismos mais isolados sao a E. coli e o S.
aureus, com mais do dobro de casos que S. pneumoniae, Enterococcus, K. pneumoniae e P.
aeruginosa. Verifica-se também uma evolucao no padrao de resisténcia, com variacdes tanto
aos diferentes antibidticos como as diferentes estirpes de bactérias [8].

De acordo com os dados, relativos a 2010-2014, fornecidos pelo Servico de Patologia
Clinica do CHCB, no género Staphylococcus a espécie S. aureus foi a mais isolada e com um
padrao de resisténcia de 92% a penicilina. No género Enterococcus a espécie mais
representada foi a E. faecalis com um padrao de resisténcia de cerca de 61% a eritromicina.
Nos bacilos Gram-negativos (BCN) foi a E. coli foi 0 microrganismo mais representativo e com
um padrao de resisténcia a ampicilina de 51%. No grupo de bacilos ndao fermentadores a
Pseudomonas aeruginosa foi a espécie mais isolada e com um padréo de resisténcia de 100% a
ampicilina. Em relacao a estirpe Acinetobacter baumanii o padrao de resisténcia foi de 100%

em relacdo a ampicilina [9].

Recorrendo a uma das ferramentas disponiveis, a estatistica de isolamentos
resistentes distribuida pelo tipo de antibidtico, neste caso especifico a ampicilina, no CHCB
entre os anos 2010 e 2014, verifica-se que de um modo geral houve um aumento no nimero
de casos com bactérias resistentes a ampicilina, sendo que este antibiotico foi dos que tem
um padrao mais alto de resisténcia, que chega em algumas estirpes aos 100%. Em relacao
ao Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa resistentes a ampicilina, o nimero de

casos é relativamente baixo [9].
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Bactérias

Acinetobacter baumanii

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Proteus mirabilis

Enterococcus faecalis

isolamentos resistentes por espécie

1.2 Mecanismos de resisténcia

As bactérias podem
adquirir resisténcia através de
varias formas, ou seja, estes
ganhos de funcao podem ser
de varios tipos, quer através
da producao de novas
proteinas ligantes a penicilina,
mecanismos enzimaticos de
alteracdo de farmacos, alvos
terapéuticos alterados,

aumento da expressao de

2015
Tabela 1 - Nimero de isolamento com resisténcia a ampicilina em relacdo ao nimero total de
2010 2011 2012 2013 2014
139/139 138/138 99/100 58/58 2/2
423/822 401/830 339/765 442/977 557/1093
152/152 170/170 170/170 189/189 265/265
38/100 39/92 49/109 46/107 55/121
36/128 27/110 54/139 60/153 2/143
DNA livre Bacteriopago Plasmidio
(Transformacéo) (Transdugao) (Conjugacido)
Ab'] <>
\‘) * Abr
i
Ab'] Ab’
- Elemento de -
transposicdo ( )
Recombinagio Transposicao Transposi¢do e recombinagao
}
Ab' Ab’ Cromossoma %k Ab’
Mutacdo

bombas de efluxo e alteracdes
da permeabilidade da
membrana. A  transmissao

destes  mecanismos  pode

Figura 1 - Formas de aquisicao de resisténcia. Adaptado de Alekshun

MN, Levy SB. Molecular Mechanisms of Antibacterial Multidrug
Resistance. Cell. 2007 Mar 23;128(6):1037-50
ocorrer de forma intrinseca ou adquirida. A forma intrinseca é especificada pelos genes

presentes no codigo genético da bactéria, ja a adquirida deve-se a mutacdes nos genes alvo

dos antibidticos e pela transferéncia de determinantes de resisténcia através de plasmideos,

bacteriéfagos, transposdes entre outros, por transferéncias horizontais de genes, dentre as

quais transformacao, transducao e conjugacao [10].
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1.3 Antibioéticos

Fazendo uma resenha direcionada aos mecanismos de acao de alguns antimicrobianos
e em particular aos mecanismos de resisténcia adquiridos, as fluoroquinolonas, constituido
por ciprofloxacina, levofloxacina, moxifloxacina e gemifloxacina, tém um mecanismo de acao
por inibicado das enzimas Topoisomerase ou ADN Girase, enzimas essenciais a sobrevivéncia
bacteriana. Os microrganismos adquirem estas aptidoes por mutacdes cromossémicas nas
enzimas, alteracao de permeabilidade da membrana celular e bombas de efluxo. As principais
espécies com resisténcia sao E.coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa [1] [8].

Os macrélidos, eritromicina, espiramicina, miocamicina, azitromicina actuam
inibindo a sintese proteica bacteriana. A resisténcia ocorre por alteracao da permeabilidade
da membrana celular e inibicdo enzimatica. A espécie bacteriana mais prevalente é S.
pneumoniae [1] [8].

Os beta-lactamicos, como as penicilinas, cefalosporinas e carbapenemes tem um
mecanismo de accado por inibicdo da sintese de peptidoglicano, um componente da parede
celular bacteriana. O processo de resisténcia ocorre por aquisicdo de informacao genética,
que codificam enzimas - Beta-lactamases - especificada por plasmideos e transposdes, assim
como mutacdes cromossomicas, que diminuem a permeabilidade bacteriana. A resisténcia aos
carbapenemes surge por alteracdo na expressao das porinas. As principais espécies

representadas sao S. pneumoniae, S. aureus, E. coli, E. faecalis, E. faecium e K. pneumoniae

[1] [8].

Bactamicos Polimixinas
Glicopeptideos Daptomicina
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P ad S ™ -
. s Proteing
~ .' .—.
rimetoprim ~ ARN,
i _— . o N\ % 32 Totraciclinas
( - ARN -9’ Gliciiciclinas
Sitlormen DHEF :—_‘ ADN 2o (308508, Macrolideos
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Qo 4 Cloranfenicol
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Figura 2 - Mecanismos de acao de varios antibidticos. Adaptado de

http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/opas_we

b/modulo1/pop_mecanismo.htm
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Os aminoglicosideos, constituido pela estreptomicina, gentamicina, tobramicina e
netilmicina, atua por inibicdo da sintese proteica bacteriana. A resisténcia deve-se também a
enzimas, codificadas por transposdes e outros elementos genéticos - acetiltransferases,
fosfotransferases e nucleotidiltransferases. Além disso também pode ocorrer alteracdes na
permeabilidade. As principais espécies com resisténcia sao E. coli, E. faecalis, E faecium, K.
pneumoniae, e P. aeruginosa [1] [8].

Os glicopéptidos, como a vancomicina e teicoplanina agem por inibicao da sintese do
peptidoglicano e alteracdes da permeabilidade bacteriana. O mecanismo de resisténcia
ocorre pela producdo de uma parede celular espessada e pela modificacdo na sintese do

peptidoglicano. As principais espécies com resisténcia sao E.faecalis e E. faecium [1] [8].



Multirresisténcia bacteriana - uma “nova” terapéutica: Bacteri6fagos

2015

2. Bacteriofagos

Todas as superficies humanas sdo colonizadas por microrganismos, tanto bactérias,
como fungos, parasitas ou virus e as interacdes entre estes e 0 nosso organismo sdo
responsaveis pelo nosso estado de saude. Essa correlacdo tem influéncia na nutricao,
inflamacao e imunidade, entre outros. A doenca de Crohn é um destes exemplos. Analisando
a flora intestinal nos individuos afetados por esta patologia, verificou-se que ha uma menor
variedade de fagos presentes, mas, um maior nimero de particulas [11].

Sendo os virus entidades biologicas classificadas como parasitas intracelulares
obrigatorios, podem infetar qualquer tipo de célula e estar presentes em todos os
ecossistemas [11].

Um dos grupos de virus mais comuns sdo os bacteriéfagos, cujo nome vem da juncao
das palavras gregas “phagein” e “bacteria”, que significam respetivamente comer e bactéria.
Estes virus coexistem com as bactérias e foram um dos principais estimulos a evolucao
bacteriana, por fornecerem pressao evolutiva, induzirem mutacdes e adaptacdes, e por
alterarem as pools genéticas das bactérias. Existem numa grandeza superior as bactérias que
se estima atingir valores de 10*', sendo deste modo ubiquos na natureza. Devido a sua
especificidade sdao considerados antimicrobianos “inteligentes” [11] [12] [13]. Dai que, ha
coexisténcia de uma correlagao viral com determinadas patologias infeciosas, nomeadamente
com a infecao bacteriana, Streptococcus pneumoniae, com ineréncia direta ao virus da gripe
sazonal num numero variavel de casos [11] [12] [13].

Os bacteriofagos podem ser classificados de diferentes formas, de acordo com a sua
morfologia; pelo seu conteldo genético, ADN ou ARN; pelo seu hospedeiro especifico; pelo
local onde estdo presentes e de acordo com o seu ciclo celular, litico, lisogénico, pseudo-

lisogénico ou infecdo crénica [14] [15].

2.1 Historia

Desde os tempos antigos que se conhecem relatos de curas de certas doencas por
aguas de rios, como num excerto do Livro dos Reis, em que o General Naama, doente com
Lepra, é aconselhado pelo profeta Eliseu a mergulhar no rio Jordao por sete vezes, ficando
curado [16].

Em 1896, o bacteriologista Ernest Hankin demonstrou que as aguas dos rios Ganges e Yamuna,
na india, continham um componente que destruia as culturas de Vibrio cholerae, ou seja, que
era bactericida para as mesmas, tendo publicado varios artigos sobre uma substancia nao

identificada, que era responsavel por este fenomeno e por limitar a disseminacdo desta



Multirresisténcia bacteriana - uma “nova” terapéutica: Bacteri6fagos

2015

epidemia. Uns anos depois, um bacteriologista russo, Gamaleya, observou um fenoémeno
semelhante mas com Bacillus subtilis [4] [14].

Ja em 1915, o microbiologista Frederick Twort, a trabalhar com o virus Vaccinia, em
meios de cultura detetou a destruicdo das culturas bacterianas por um agente filtravel, e
além disto, tinham a capacidade de destruir de novo outras colénias bacterianas e podiam ser
transmitidas por um nUmero infinito de geracdes. Este agente nao seria capaz de crescer na
auséncia de bactérias. Twort descreveu-o entdo como “um fermento, segregado pelo
microrganismo”. Twort nao perseguiu os seus achados por varias razoes e permitiu que os
bacteriéfagos fossem oficialmente descobertos por Félix D’Herelle [4] [14].

Félix D’Herelle descobriu os bacteriéfagos no México em 1910, onde se encontrava a
estudar meios de controlo para pragas de gafanhotos e posteriormente nos arredores de Paris
em 1915 durante um surto de disenteria hemorragica grave. Ele acompanhou alguns destes
doentes e efetuou filtrados de matéria fecal dos mesmos. Estes filtrados foram cultivados em
meios de cultura de agar e ai D’Herelle identificou pequenas areas livres - placas - onde
estavam presentes os virus com capacidade de parasitar bactérias [17].

Apos a descoberta dos bacteriofagos, D’Herelle comecou a utilizar fagos para tratar a
disenteria e posteriormente Bruynoghe e Maisin trataram doencas dermatoldgicas
relacionadas com Staphylococcus. Houve licenciamentos a empresas privadas como a
L’Oreal® em Franca e a Eli Lilly Company® nos EUA. As aplicacdes foram maioritariamente
em condicdes infeciosas como abcessos, feridas supurativas, vaginites, infecoes respiratorias,
mastoideas e intestinais (febre tifoide, disenteria e colera) [14] [17] [18].

Com a emergéncia da terapia antibiotica durante os anos 30 e 40, a terapia de fagos
foi relegada para um papel secundario, em particular nos paises ocidentais, continuando o
seu desenvolvimento na Unido Soviética (Geodrgia - Eliava Institute of Bacteriophage,
Microbiology and Virology e Polonia - Institute of Immunology and Experimental Therapy) e
num menor grau na Franca. A perda de interesse nos bacteriofagos ocorreu devido a maltiplos
fatores, nomeadamente falhas na metodologia dos estudos como a falta de randomizacao e
de grupos controlo. Além disto, certos fenomenos como a fisiologia do fago, a falta de
estandardizacdo, a resisténcia bacteriana, o processo de depuracao, entre outros, foram
ignorados. No entanto, o principal determinante desta perda de interesse foi a introducao da
penicilina. Em termos historicos e em jeito de curiosidade, para perceber a importancia dos
fagos, durante a Segunda Guerra Mundial, o exército alemao utilizava terapia com
bacteriofagos, e, alegadamente invadiu a Gedrgia com o intuito de controlar um dos

principais centros de producao de fagos [14] [18].

2.2 Tipos de bacteriéfagos, mecanismos de acao e seus produtos
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Os bacteriofagos podem ser de varios tipos - litico, lisogénico, pseudo-lisogénico e
infecao cronica. Todos eles penetram na célula bacteriana através da adsorcao aos recetores
de membrana bacteriana, o que se revela uma acgao reversivel. Apos a adsorcdo, o fago liga-
se ao recetor, ligacdo esta irreversivel, onde induz a criacdo de um poro na membrana e
injeta o seu material genético no interior da célula, permanecendo todo o material restante
fora da bactéria. Os seus genes podem depois ser integrados no genoma hospedeiro ou
permanecer no citoplasma [14] [15].

No caso dos bacteriéfagos liticos, o material genético inserido vai dirigir a maquinaria
celular bacteriana de forma a replicar a informacao viral transmitida. Esta replicacao ocorre
de um modo muito mais rapido que o da propria bactéria. Depois de reunidos e montados os
fagos, eles serao libertados por lise da célula bacteriana e tem a capacidade de iniciar um
novo ciclo de replicacao. Por esta razao, sao considerados os agentes antimicrobianos de
controlo natural [2] [14] [15].

Em relacdo aos bacteridfagos lisogénicos, ou fagos temperados, os acidos nucleicos
virais vao ser inseridos no cromossoma bacteriano, onde poderao permanecer silenciosos por
longos periodos de tempo, replicando-se juntamente com o restante material genético. Esta
capacidade, a lisogenia, vai manter-se até que ocorra inducdo do inicio do ciclo litico. Os
principais indutores sdao os raios UV, perdxido de hidrogénio, alteracbes de temperatura,
hidrocarbonetos poliaromaticos e mitomicina C, entre muitos outros. A lisogenia fornece
também imunidade contra a infecdo de outros fagos do mesmo tipo, além de que tem muita
importancia na patogenia bacteriana, pois transmite fatores de viruléncia através de
transferéncia de genes [2] [14] [15].

A pseudo-lisogenia pode ser considerada uma infecdo persistente, em que os fagos
apenas se multiplicam numa fracao do nimero total de bactérias, ou seja, existem bactérias
sensiveis e resistentes aos fagos. Além disto, € um estado intermédio entre o estado litico e a
lisogenia [15].

A infecdo cronica ocorre quando a bactéria, previamente infetada com o fago
lisogénico, sofre mutacdo e perde a capacidade de induzir a lise. Neste caso, a bactéria
hospedeira continua a produzir novos fagos, que sao libertados por extrusao ou “brotamento”
sem que ocorra lise. O material genético fica integrado no cromossoma bacteriano e podera
ser transmitido as geracdes futuras [14] [15].

Além da acdo antimicrobiana direta dos bacteriofagos, existem outros produtos
derivados destes com atividade bactericida como as endolisinas, péptidos antimicrobianos e

“facilitadores” terapéuticos [19]
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Os bacteriofagos também podem ser utilizados como facilitadores terapéuticos, na

medida em que permitem a introducdo de material genético
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nos cromossomas bacterianos, que codificam genes de

antimicrobianos tdxicos para as bactérias, através da

lisogenia. Além disso, os fagos lisogénicos podem ser

utilizados para reverter a resisténcia aos antibioticos pela
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destruir bactérias isoladamente. Estas enzimas permitem
uma lise pelo exterior, ou seja, uma lise sem a infecao pelo fago. Contudo, as lisinas possuem
uma limitacdo, uma vez que sdo mais eficazes contra as bactérias Gram-positivas e nao tao
eficazes contra as Gram-negativas, uma vez que estas

Figura 3 - Morfologia das Bactérias
Gltimas tém uma membrana exterior que impede a

Gram -Negativas e Positivas. Adaptado
atuacao das enzimas [3] [21]. de

Existem  diferentes  tipos de  péptidos williamenatashabioifes.wordpress.com
antimicrobianos como os fatores liticos e os complexos de
fagos com cauda (tailed phages). Os fatores liticos, como o nome indica, provocam lise, e,
deste modo, assemelham-se as endolisinas. Os complexos de fagos com cauda ligam-se aos
seus recetores especificos na membrana bacteriana, penetram através da membrana externa

e lisam o peptidoglicano, inserindo de seguida o genoma do fago na bactéria [19].

2.3 Principais tipos de bactérias - alvo

Um dos principais € mais comuns microrganismos com fendmenos de resisténcia, e,
assim consequentemente alvo para os bacteriofagos € o Staphylococcus aureus, além de
outros elementos do chamado grupo ESKAPE (Enterococcus faecalis, S. aureus, Klebsiella,
Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeroginosa e Escherichia coli). Existem também outros
alvos possiveis como o Clostridium difficile, Streptococcus pneumoniae, Salmonella e

Mycobacterium tuberculosis [22].

2.4 Aplicacdes dos bacteriofagos

10
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A descoberta dos fagos por Twort e D’Herelle, ocorrida ha 100 anos, permitiu, como
disse John Kendrew, laureado com o prémio Nobel “the most dramatic and rapid development
in the whole of biology since Darwin and Mendel”. Foi através do estudo dos fagos que se
compreendeu a componente genética de transmissdo de informacao, a propria regulacao
genética e a relacdo entre o genotipo e o fenoétipo. De uma forma simplista, pode-se dizer
que os fagos foram a correia de transmissao de conhecimento, que deram origem as atuais
Biologia e Genética Molecular [12].

Embora tenha ocorrido um grande desenvolvimentos no estudo dos fagos, houve
poucos resultados no uso de novos bacteriofagos na pratica clinica, devido aos muitos
constrangimentos, o que provocou uma evolucao direcionada para outras aplicacdes. Na
seguranca alimentar, um dos exemplos sdo os produtos dirigidos a Listeria monocytogenes e
que atuam como agentes esterilizantes de alimentos processados - ListeShield e Listex P100 -
e que ja se encontram aprovados pela FDA Norte Americana (Food and Drug Administration).
No ramo da agricultura, houve desenvolvimento de fagos contra a Xanthomonas campestris e
Pseudomonas syringae - Omnilytics Agriphage. Foi recentemente aprovado pela FDA um teste
sanguineo para detetar infecdo por S. aureus, que recorre a fagos marcados
fluorescentemente e por expressao da luciferase, esta Gltima transmitida por fagos através da
lisogenia. Outra aplicacdo € na agropecuaria, que desenvolveu fagos contra bactérias que
infetam o gado, como Campylobacter, E. coli e Salmonella [4] [13] [23].

O tratamento de aguas residuais € outro dos campos de interesse, pois podera
permitir, devido a especificidade dos bacteridfagos, eliminar os microrganismos patogénicos
sem impacto nos benéficos. Um dos exemplos de bactéria-alvo dos fagos nesta situacdo € a E.
coli, considerada um marcador de contaminacgao fecal [21] [24].

Uma outra modalidade clinica com bastante relevancia no campo dos bacteridfagos é
0 combate aos biofilmes que contaminam muitos biomateriais utilizados em instrumentos
médicos como pacemakers, valvulas cardiacas, algalias, proteses articulares, cateteres de
didlise e hemodialise e tubos de entubacdo. Os biofilmes sdo agregados microbianos,
eucariotas ou procariotas, que tem um arranjo espacial especifico, produzem substancias
poliméricas extracelulares (SPEs) e deste modo, possuem uma menor suscetibilidade aos
agentes antimicrobianos. Os bacteriofagos atuam contra os biofilmes por producdo de
enzimas capazes de degradar o SPE, as depolimerases (ou polissacarideo-liases). Este processo
de destruicdo depende do metabolismo bacteriano, sendo mais eficaz em células em fase de
crescimento. As principais bactérias associadas sdao o grupo ESKAPE e o Proteus mirabilis [25].

Existem, atualmente, varias companhias internacionais a produzir fagos ou produtos
relacionados entre as quais a Innophage®, sediada no Porto, e que se especializou em

infecdes bacterianas, assim como produtos cosméticos e ambientais [26].

11
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2.5 Implicacées praticas da terapia por Bacteri6fagos

A terapia por fagos para ser efetiva depende de uma miriade de fatores como: as suas
caracteristicas-base, se é lisogénico, se produz lisinas, entre outros; as formas de
administracao mais eficientes; a farmacocinética e farmacodinamica; a imunologia; os efeitos
adversos, com enfoque também para as causas e condicoes que aumentam ou diminuem a sua
sintese. Além disto, a eficacia terapéutica depende de outras condicionantes: o racio
bactéria/bacteriofago; fatores fisico-quimicos, temperatura, pH; neutralizacao ou resisténcia
ao fago; extrapolacao dos dados in vitro para os dados in vivo; taxa de adsorcdo, periodo
latente, periodo de lise; e finalmente da taxa de depuracao das particulas do fago, através do
sistema reticuloendotelial ou de anticorpos neutralizantes [13].

Existem outros aspetos a ter em conta, como o racio bactéria/bacteridéfago terem
influéncia na terapéutica, devido ao facto de poderem ser feitas duas abordagens
alternativas, a passiva ou a ativa. A passiva baseia-se no principio de replicacdo em que o
numero de bacteriofagos é superior ao de bactérias, e deste modo todas as bactérias serao
infetadas e lisadas com fagos primarios. A abordagem ativa baseia-se na administracdo de um
numero inferior de bacteriofagos em relacao as bactérias, mas dependente da capacidade dos
fagos se multiplicarem ao longo das varias infecoes liticas [13] [19].

Também os fatores fisico-quimicos podem alterar as condicées de sobrevivéncia dos
fagos, visto que o pH pode provocar a desnaturacao de determinadas enzimas essenciais ao
fago, como por exemplo, se a administracao for oral, também o pH gastrico pode acarretar a
destruicdo dos fagos ou sua inativacdo. A temperatura e os eletrdlitos podem igualmente
influenciar os bacteriofagos, como a duracdo do periodo de laténcia. O local da infecao
também pode influenciar, pois, o acesso as bactérias alvo pode ser dificultado, como no caso
das bactérias intracelulares. Contudo, os fagos também tem uma limitacao, visto que nao se
conseguem difundir através das membranas celulares [13].

Em relacéo a circulacao e depuracao dos fagos, estes tem a capacidade de circular no
sangue e em diferentes tecidos, mas podem ser neutralizados por anticorpos. Esta reacao
imune ndo tendera a ocorrer de forma instantanea, mas ocorrera de forma faseada, visto que
tera de ocorrer primeiro uma exposicao e sensibilizacdo aos fagos e posteriormente, através
de uma exposicao repetida havera a tal neutralizacdo. [13] [27].

Devido a elevada especificidade dos fagos, pode ser (til a utilizacdo de cocktais com
varios tipos de bacteriofagos com o objetivo atingir efeitos sinergisticos e diminuir a
probabilidade das bactérias desenvolverem resisténcia [28].

Os bacteridfagos podem ser administrados de varias maneiras, desde via oral a topica,
intraperitoneal, intravenosa ou intranasal, entre outras. A forma escolhida vai depender da
concentracao da bactéria, do local da infecdo, da dose, do tipo de fago e das condicdes do

meio. Deste modo, existem implicacdes praticas das diferentes vias, em que por exemplo, a
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administracao de fagos por via local tem o potencial de produzir anticorpos, ao contrario da
administracao por via oral. Ja na administracao intravenosa ocorre uma rapida diminuicao dos
niveis de fagos, devido ao sistema imune inato, mediado por neutréfilos, macréfagos, e
fagocitose no sangue e no figado [13] [29].

A farmacocinética e farmacodinamica dos fagos € deveras complexa, pois além de
serem estruturas muito maiores que os antibioticos, o nimero de fagos presentes determina a
eficacia da terapéutica, e esta, esta totalmente dependente dos fagos conseguirem atingir
uma infecao produtiva, através da libertacdo dos novos fagos pelas bactérias lisadas. Além
disto, a viruléncia dos diferentes fagos também é variavel [29].

Como referido, a utilizacao de fagos pode desencadear reagdes imunologicas, embora
a probabilidade dependa da localizacdo da infecao e do tipo de fagos utilizados. Estas
interacdes entre os bacteriofagos e o sistema imune ocorrem de varias formas. Uma delas € a
inducao de respostas imunes pela administracao dos fagos, principalmente por producao de
anticorpos contra os antigénios fagicos, em particular as proteinas da capside. Estes
anticorpos vao impedir a infecdo por ligacdo as caudas dos fagos, assim como iniciar a
ativacao pelo complemento, que posteriormente ira provocar a eliminacao do bacteriéfago. A
producao de anticorpos requer uma interacdo entre variadas células imunes, como as células
apresentadoras de antigénios, células B produtoras de anticorpos e células T. Ocorrem
interacdes por atividade imunomodulatéria, através de alteracdes nas funcdes imunes, inata e
adaptativa. Os fagos podem aumentar o turnover de neutrofilos, aumentando as células
imaturas e diminuindo as maduras. Além disto, existem outros efeitos como alteracdes na
expressao genética, como na inibicdo de um gene pré-inflamatério, o NF-kB. Assim sendo, os
bacteriofagos tém uma agdo imunossupressora [27] [29].

No que respeita a terapéutica com bacteriéfagos um dos principais riscos advém da
libertacdo de toxinas bacterianas aquando da lise de um nimero elevado de bactérias. Além
disso, pode também ocorrer libertacao de lipopolissacarideos, que também sao altamente
alergénicos e irdo ativar a cascata de citocinas e assim poder levar a multifaléncia organica
[14] [29].

2.6 Métodos de producao de bacteriéfagos

Esta descrito na literatura que o processo de desenvolvimento de terapia com
bacteriéfagos tem que assentar sobre uma variedade de fatores, essenciais a producao de um
bacteriéfago eficaz e eficiente. Este método deve assentar primeiro na selecdo de um fago
altamente litico, com uma elevada especificidade para a bactéria alvo, com pouca
resisténcia; e se a aplicacao vai ser através de um cocktail de varios tipos de fagos ou de um
Unico tipo de fago, permitindo contornar a elevada especificidade. Posteriormente, neste tipo

de terapia deve ser estudada a eficacia por estudos de estandardizacao assim como in vivo e
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in vitro. Depois de caracterizado o fago, devem ser apuradas as doses com efeito bactericida
por calculo do racio bactéria/bacteriéfago e por ensaios visando os efeitos terapéuticos num
determinado periodo de tempo. Os métodos e procedimentos de administracao deverao ser
otimizados de acordo com o tipo de infecao e o local onde se localiza. A duracao do
tratamento deve ser previsto através da comparacao do tipo de abordagem. Se passivo, se
ativo, e dependendo do calculo do tempo de circulacdao dos fagos, bem como da resposta
imune por eles induzida. A farmacologia, a farmacodinamica sdo outros dos parametros a
serem avaliados antes do inicio da terapia. Depois de concluidos estes passos, a terapéutica
por fagos deve ser monitorizada e revista, através da gestdo de riscos, avaliando a
imunogenicidade, a presenca de endotoxinas e alteracdes génicas nos preparados de
bacteridfagos. Depois desta avaliacao rigorosa, estes preparados deverao ser avaliados pelas
autoridades competentes com objeto de registo e patenteamento, controlo de qualidade e
uniformizacao do processo [2] [30].

Salientar que a investigacao e terapia com bacteridfagos na Europa encontra-se neste
momento sem um quadro regulatorio especifico. Tal pode influenciar negativamente o
desenvolvimento de novos fagos, sendo essencial proceder-se a uma regulamentacao legal por

parte das entidades competentes [30].

2.7 Vantagens e desvantagens da terapia por Bacteriofagos

Como ja foi referido anteriormente, a terapéutica com bacteriéfagos é um processo
bastante complexo que possui algumas barreiras a sua utilizacdo, sendo estas muito variadas.
Tanto a ecologia como a heterogeneidade das bactérias e fagos nao é totalmente conhecida
[2] [19].

A terapia deve ser personalizada para cada doente, sendo a selecao dos fagos
altamente especifica para poder permitir o desenvolvimento de fagos que nao afetarado outras
bactérias ndo patogénicas, além do alvo. Uma outra dificuldade é determinar de uma forma
rapida e precisa qual o microrganismo que esta a causar a infecao [2] [14] [19].

Podem ocorrer alteracdes genéticas por transferéncia de genes de viruléncia e de
resisténcia bacteriana através da lisogenia. Alternativamente, podem ocorrer alteracoes na
membrana celular bacteriana que impedem a infecdo. A perda de genes especificos,
necessarios a replicacdo e montagem de fagos também ¢é passivel de ocorrer. Assim sendo, a
escolha do bacteriofago deve estar limitado a fagos liticos [2] [14] [19].

As condicoes ambientais também alteram as interacdes entre o fago e o hospedeiro,
devendo os dados sobre fagos serem extrapolados de in vitro para in vivo, pois uma bactéria
produzida em condicdes laboratoriais nao ira obrigatoriamente comportar-se da mesma forma

no corpo humano, podendo neste alterar-se de fago litico para fago lisogénico. [2] [19].
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Em casos de doencas provocadas por agentes intracelulares, como a Salmonella, nao
se conhece o mecanismo através do qual o fago € eficaz, uma vez que as bactérias estao
localizadas dentro da célula hospedeira, e deste modo, estao inacessiveis ao fago [2].

O isolamento e cultura de bacteriofagos para uso terapéutico € um processo
demorado e complexo, em que a preparacao de fagos deve, por exemplo, evitar a presenca
de endotoxinas [2] [19].

Se a administracao do fago for por via oral, deve ser feita uma neutralizacdo gastrica
[2] [19].

0 desenvolvimento e presenca de anticorpos bem como a inativacdo dos bacteriofagos
pelo baco, pode afetar a eficiéncia da terapia [2] [19].

Uma vez que os bacteriofagos sao agentes auto-replicantes, a farmacocinética deve
ser estudada [2] [19].

Assim sendo, torna-se imprescindivel a exigéncia de um quadro regulatério com
suporte legal, pois este € o principal estimulo ao desenvolvimento de fagos, também ao nivel
do patenteamento. Neste momento, os bacteriéfagos nao sdo considerados como produtos
medicinais, 0 que acaba por inviabilizar e tornar incipiente o progresso nesta area [2] [14]
[19].

Embora a terapéutica com bacteridfagos possua alguns riscos, necessite de uma
avaliacao criteriosa e monitorizacao constante, o que torna este processo e terapia morosas,
existem contrapartidas vantajosas que poderdo permitir a substituicdo de antibioticos, e em
alguns casos especificos, a sua utilizacdo combinada.

Os fagos sao eficazes contra bactérias Gram-negativas e positivas, incluindo os
microrganismos com multirresisténcias.

Ao contrario dos antibidticos, que persistem no ambiente apos o seu uso, os fagos sdao
destruidos apos a cura da infecao [30].

Outro aspeto importante reside no fato dos fagos serem altamente especificos para a
bactéria alvo, e enquanto esta estiver presente, sdo capazes de se auto-replicar, tornando
deste modo desnecessario administracoes repetidas. Assim sendo, sdo autorreplicantes e
auto-limitantes. Por serem especificos, diminuem a pressdao seletiva o que permite
desenvolvimento de estirpes resistentes, e, ndao tém o efeito adverso de provocar o
crescimento secundario de agentes patogénicos, como Clostridium difficile e Candida
albicans [2] [14] [19] [31].

Devido a ubiquidade de fagos presentes na natureza, existe a possibilidade de escolha
de fagos com capacidade de atravessar a barreira hemato-encefalica [14].

A terapéutica com bacteriofagos tém também um efeito imunossupressor, através da
inibicao da resposta inflamatoéria a infecao [14].

Os recetores dos fagos na membrana celular bacteriana sao principalmente fatores de
viruléncia. Nesse contexto, se surgirem estirpes de bactérias resistentes aos bacteridfagos,

estas serdo menos virulentas. Como os fagos tem uma maior frequéncia de mutacdes em

15



Multirresisténcia bacteriana - uma “nova” terapéutica: Bacteri6fagos

2015

relacdao as bactérias, se uma bactéria resistente surgir, o bacteriéfago devera rapidamente
contornar esta resisténcia [2] [19] [32].

A terapia com fagos tem muito poucos efeitos secundarios. Adicionalmente, nao
infetam células humanas nem células animais, sendo assim seguros para a utilizacdo clinica.
Além disto, podem ser (teis em caso de alergia aos antimicrobianos. [2] [19].

Em termos monetarios, outro aspeto também relevante, comparando o custo dos
antibioticos com o custo dos fagos, estes Ultimos, sdo cerca de 50 % mais baratos, o que
permitird poupancas a nivel dos custos de salde se houver uma maior utilizacdo dos

bacteriofagos [7].

2.8 Ensaios clinicos

A terapéutica com fagos comecou com d’Herelle em 1919, que utilizou bacteriofagos
para tratar varias criancas com disenteria grave. Posteriormente foram utilizadas preparacdes
contra outros varios microrganismos como Pseudomonas, Staphylococcus, E. coli, Serratia,
Shigella e Salmonella. As indicacdes eram bastante variadas desde infecoes dermatoldgicas,
septicémia, osteomielite, abcessos, infecoes urinarias e otorrinolaringologicas, colites e
peritonites [4] [14].

Atualmente, na Georgia e Russia, ainda sdo utilizadas formulacdes de fagos criadas
por d’Herelle denominadas Pyophage e Intestiphage. O cocktail Pyophage é dirigido a S.
aureus, E.coli, P. aeruginosa, Proteus e varias espécies de Streptococcus. A formulacao
Intestiphage tem por alvo varias bactérias entéricas: Shigella; Salmonella; E. coli; Proteus;
Staphylococcus, Pseudomonas e Enterococcus. Um outro campo com utilizacao de fagos € na
area dos queimados [33].

Ao invés da utilizacdo de cocktais praticada na Georgia, na Polonia recorre-se
principalmente a um banco de dados, com centenas de amostras de fagos ativos contra
Staphylococcus, Enterococcus, Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Shigella, Enterobacter,
Proteus, Serratia, Acinetobacter e Pseudomonas.

Ja em 2001 foi realizada uma analise sumaria de 1400 pacientes tratados com
bacteriofagos que obteve uma taxa de cura de 90%, em casos de otites e meningites
purulentas e furunculose. Um outro exemplo foi um estudo sobre terapéutica com fagos em
septicémias antibidtico-resistentes com uma eficacia (ou cura) de 85.1% [33].

Nos EUA os ensaios basearam-se em terapéutica para a septicémia e meningite
estafilococicas assim como no tratamento de SARM. Além disso, os fagos também foram
utilizados para tratar pneumonia. Em 2008 a FDA aprovou um cocktail de fagos, direcionado a
P. aeruginosa, S. aureus e E. coli, para tratar Ulceras venosas cronicas da perna [4] [21].

A bactéria Propionibacterium acnesis, presente na flora da pele e envolvida na

patogénese da acne foi outro dos alvos dos ensaios [21].
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Um outro ensaio, realizado no Reino Unido, teve por objetivo avaliar a eficacia de
bacteriéfagos no tratamento local de otite cronica por Pseudomonas aeruginosa resistente a
antibidtico. Os indicadores clinicos foram de melhor qualidade no grupo tratado com fagos
comparativamente com o grupo placebo e adicionalmente também nao foi relatado qualquer
tipo de efeito adverso [34].

Na Bélgica, através de uma equipa internacional, foi testado um tratamento local com
bacteriéfagos para tratar queimaduras. Estes fagos tinham por alvo as bactérias S. aureus e P.
aeruginosa. O estudo acabou por provar que a terapéutica com fagos € segura, mas devido a
constrangimentos da metodologia, acabou por nao comparar a eficiéncia dos fagos com a

terapia antibiotica [35].

Conclusao

O presente trabalho permitiu conhecer uma realidade e uma abordagem alternativa
aos problemas infeciosos, em particular os casos de resisténcia bacteriana. Esta abordagem
consiste em utilizar bacteridfagos, virus tropicos das bactérias, por oposicdo ou em
combinacao com antibidticos.

Uma vez que a descoberta dos fagos ocorreu precisamente ha 100 anos e pelo
crescente numero de fenomenos de multirresisténcia bacteriana, que afetam ndo so outras
estirpes bacterianas como os novos antimicrobianos, esta opcao encontra-se cada vez mais
atual devido também a ubiquidade da problematica da resisténcia, que tem uma abrangéncia
local, no caso especifico do CHCB, mas também a nivel nacional, europeu e mundial.

A terapéutica com bacteriofagos ja € uma ciéncia centenaria, mas possui atualmente
ainda muitas limitacdes, decorrentes de falhas cometidas na metodologia dos estudos por
falta de ensaios com controlo, por desconhecimento de muitos fatores que influenciam a
eficacia e eficiéncia, como as interagcdes entre os fagos e o sistema imune, os processos de
depuracdo, bem como pela falta de um enquadramento regulatorio. Outros fatores que
afetam a adaptabilidade desta terapéutica a um maior numero de doentes e centros de
tratamento, e deste modo diminuirem a sua utilizacdo, sdo a elevada especificidade dos
fagos, que exigem uma personalizacao da terapia, o que acaba por tornar a aplicabilidade da
terapéutica um processo demorado e complexo. Devido a antiguidade da aplicacao de fagos,
existe uma dificuldade acessoria, que é o obstaculo de patentear, o que diminui o interesse
das companhias farmacéuticas em investir nestes produtos.

Comparativamente a terapia antimicrobiana convencional, a terapéutica com fagos
acarreta vantagens que poderdo, depois de ultrapassados os obstaculos ja anteriormente
identificados, instigar uma maior utilizacdo como alternativa ou em combinacdao com
antibidticos para atingir resultados mais promissores a niveis de cura, remissao, assim como a

nivel financeiro.
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Os bacteriofagos além das suas utilizacdes terapéuticas, possuem outras aplicacoes
possiveis, como a destruicdo de biofilmes, seguranca alimentar, agricultura, diagnostico
clinico, entre muitos outros.

Embora nos ultimos anos a investigacdo tenha estado limitada principalmente a
Polénia e Georgia, comeca agora a ocorrer um intercambio de conhecimento com uma maior
colaboracao entre estes uUltimos e os centros de investigacao ocidentais, que permitirao no
futuro uma maior presenca da terapéutica com bacteriofagos nas opcoes de tratamento
disponiveis.

Em suma, a terapéutica por fagos tem potencial de vir a minorar um dos principais
problemas de salude atual, permitindo melhores desfechos. Além disso, as principais
instituicoes responsaveis pela promocao de salde e ndo s6, devem manter uma atitude de
sensibilizacao cada vez mais criteriosa e prd-ativa na prescricao de antibioticos, uma vez que
foi devido ao uso imoderado e muitas vezes sem controlo de antimicrobianos, o fator
condicionante a emergéncia de um cada vez maior nimero de estirpes bacterianas com

multirresisténcia.
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