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Estabiliza¢do Estrutural e Funcional de Bacteriéfagos em Matrizes Biopoliméricas

Resumo

Actualmente, as infecgdes associadas aos cuidados de saude (IACS), ou nosocomiais,
encontram-se muito difundidas e constituem importantes causas de morbilidade e
mortalidade. Esta crescente problematica de satide publica tem ainda um elevado
impacto econdémico, tendo vindo a sofrer uma pressdo continuada com o aumento da
concentracdo de pessoas, envelhecimento populacional, maior frequéncia de alteragdes
da imunidade e prevaléncia de doengas cronicas. Acresce-se o recurso a procedimentos
de diagnodstico e terapéutica mais invasivos e o aparecimento de microrganismos
progressivamente mais resistentes aos antibidticos quimicos convencionais. Um dos
microrganismos mais representativos desta situagdo ¢ a bactéria Pseudomonas
aeruginosa, a qual se encontram associadas a nivel nacional aproximadamente 13% de
todas as TACS. Esta bactéria tem evoluido ao longo dos anos, tendo-se tornado
gradualmente mais resistente as opg¢des antibioterapéuticas disponiveis e sendo
considerada uma das seis bactérias mais perigosas a nivel das infecgdes nosocomiais. O
rastreio frequente dos reservatorios comuns associados a esta bactéria, assim como o
rapido e direccionado diagnostico deste microrganismo, constituem medidas de elevada
importancia epidemiologica para a prevengdo e controlo das infecgdes a ela associadas.
A elevada especificidade dos bacteriofagos para com uma determinada espécie
bacteriana, associada ao seu curto ciclo de vida, fazem com que estes sejam Uteis ndo so6

no tratamento (e erradicacdo) mas também na detec¢do desses mesmos microrganismos.

Este trabalho de conclusdao de ciclo de estudos teve como principal objectivo a
estabilizacao estrutural e funcional do bacteriofago DSM JG004 numa matriz
biopolimérica, com acg¢do litica especifica sobre a estirpe bacteriana Pseudomonas
aeruginosa DSM 19880, visando uma potencial aplicac¢do futura ao nivel de sistemas de
deteccdo bacteriana em ambiente hospitalar. Foram desenvolvidas duas matrizes
biopoliméricas (hidrogéis), nomeadamente a base de agar e de alginato de calcio,
incorporando no seu desenvolvimento uma suspensdao do referido bacteriofago. A
exposicao posterior dos hidrogéis a um indculo bacteriano de P. aeruginosa demonstrou
a presenca de fago viavel, comprovada pela ocorréncia de zonas de lise no tapete

microbiano. As condi¢des experimentais de gelificagdo/polimerizacdo das matrizes
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biopoliméricas revelaram-se indcuas e ndo interferiram nem com a actividade do fago,
nem com a da bactéria, tendo-se alcangado com sucesso a estabilizagdo estrutural e
funcional do fago. Ambas as matrizes encontram potencial aplicacao tanto na detec¢ao
de uma ampla variedade de microrganismos responsaveis por infec¢des bacterianas,
adaptando-se o bacteridéfago estabilizado, como em sistemas de libertacdo controlada de
fagos na terapéutica de infec¢des superficiais, alterando-se adicionalmente a espessura

dessas mesmas matrizes.
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Abstract

Today, infections associated with health care services (IACS), or nosocomial, are
widespread and are major causes of morbidity and mortality. This growing public health
problem also has a high economic impact, and has been under continuous pressure by
several factors, viz. the increasing concentration of people, generalized aging of the
population, more frequent changes in immunity and prevalence of chronic diseases, use
of more invasive diagnostic and therapeutic procedures, and progressive emergence of
microorganisms resistant to conventional chemical antibiotics. One of the most
representative microorganisms in this scenario is the bacterium Pseudomonas
aeruginosa, which alone is responsible for ca. 13% of all IACSs within the Portuguese
territory. This bacterium has evolved over the years and has become progressively more
resistant to the antibiotherapeutical options available, being considered one of the six
most dangerous bacteria at the level of nosocomial infections. Screening of the common
reservoirs often associated with this bacterium, as well as its rapid and specific
diagnosis, constitute measures of high epidemiological importance for the prevention
and control of infections associated therewith. The high specificity of bacteriophages to
a particular bacterial species, associated with its short life cycle, makes them not only
useful in the treatment (and eradication) but also in the detection of those

microorganisms.

This final work of conclusion of cycle of studies had as main objective the structural
and functional stabilization of the bacteriophage DSM JG004 in a biopolymeric matrix,
with specific lytic action against the bacterial strain Pseudomonas aeruginosa DSM
19880, aiming at a potential future application at the level of bacterial detection systems
in hospital environments. Two biopolymeric matrices (hydrogels) have been developed,
namely base agar and sodium alginate, incorporating in its development a suspension of
said bacteriophage. Further exposure of hydrogels to a bacterial inoculum (bacterial
lawn) of P. aeruginosa showed the presence of viable phage, as evidenced by the
occurrence of zones of lysis in the microbial lawn. The experimental conditions of
gelation / polymerization in the development of the biopolymeric matrices proved to be

innocuous and did not interfere neither with the activity of the phage or the bacteria,
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thus allowing the successful attainment of structural and functional stabilization of the
phage. Both polymeric matrices have a strong potential for application either in the
detection of a wide variety of microorganisms responsible for bacterial infections,
adapting only the bacteriophage to be stabilized, or in systems for the controlled release
of phage in the phage therapy of superficial infections, further altering the thickness of

those matrices.
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I. Introduciao

Actualmente, as infec¢des associadas aos cuidados de saude (IACS), ou nosocomiais,
encontram-se muito difundidas e constituem importantes causas de morbilidade e
mortalidade. Esta crescente problematica de saude publica tem ainda um elevado
impacto econémico, tendo vindo a sofrer uma pressdo continuada com o aumento da
concentragdo de pessoas, envelhecimento populacional, maior frequéncia de alteragdes
da imunidade e prevaléncia de doencas cronicas. Acresce a aplicagdo de procedimentos
de diagndstico e terapéutica mais invasivos e aparecimento de microrganismos
progressivamente mais resistentes aos antibidticos quimicos convencionais. Assim,
torna-se urgente o desenvolvimento de sistemas de diagndstico microbiologico em
ambiente hospitalar que permitam simultaneamente uma rapida e direccionada detecgdo
dos microrganismos, de forma a possibilitar a implementagao atempada de medidas de
prevencdo e controlo das infec¢des a ela associadas. Recentemente, a utilizacdo de
bacteridfagos como adjuvantes no diagndstico e/ou deteccdao de patogenes tem vindo a

ser alvo de alguns trabalhos cientificos (Ripp, S., 2010; Smietana, M. et al., 2011).

Neste sentido, este trabalho de 1&D desenvolvido no ambito do trabalho de conclusdo

de ciclo de estudo, teve os seguintes objectivos:

e Propagacdo do bacteriofago DSM JG004 numa cultura de Pseudomonas

aeruginosa DSM 19880 e subsequente purificacdo do mesmo;

e Desenvolvimento de hidrogéis (bio)poliméricos obtidos através de
metodologias fisicas virtualmente indcuas, capazes de estabilizar estrutural e
funcionalmente = o  bacteriofago  neles incorporado antes da

gelificacdo/polimerizacdo das matrizes;

e Avaliagdo da viabilidade litica do bacteriofago DMS JG004 imobilizado nas
matrizes, através do contacto com uma cultura bacteriana de P. aeruginosa

DSM 19880;

e Microandlise estrutural das matrizes (bio)poliméricas contendo o
bacteriéfago imobilizado, através de Crio-Microscopia Electronica de

Varrimento (CRIO-SEM).
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1. Infecgodes associadas aos cuidados de saude

A evolucao dos cuidados médicos permitiu uma melhoria da qualidade de vida dos
pacientes e um aumento da sua esperanga de vida. Ao longo dos anos, tém vindo a ser
desenvolvidos métodos avangados de diagndstico que possibilitam a deteccdo precoce
de certas patologias, tendo sido igualmente desenvolvidos tratamentos para patologias
até entdo consideradas incuraveis (Pina, E. ef al., 2010). No entanto, e apesar dos
progressos observados em termos de satde publica e de cuidados hospitalares, assiste-se
a uma continua emergéncia de infec¢des hospitalares, constituindo muitas vezes um
risco associado aos avangos da medicina (WHO, 2002; Centers for Disease Control and
Prevention, 2010). As TACS, em particular, sdo consequéncia directa desses avangos,
sendo hoje em dia consideradas uma das complicagdes mais frequentes da

hospitalizagdo (Pina, E. ef al., 2010).

i. O que é uma IACS?

As TACS correspondem a um conceito alargado de “infec¢do adquirida pelos doentes
em consequéncia dos cuidados ou procedimentos de saude prestados e que pode,
também, afectar os profissionais de saude no decorrer do exercicio da sua actividade”

(Direcgao-Geral da Saude, 2007).

Durante muitos anos, estas infecgcdes foram designadas de infecgdes nosocomiais ou
hospitalares (do latim nosocomium, que significa “hospital”). No entanto, face a
progressiva alteragao das politicas relacionadas com a prestacdo de cuidados de saude,
com tendéncia para a diminui¢do do tempo de internamento e aumento dos cuidados em
ambulatério, e tendo em consideragdo a ampla diversidade de unidades prestadoras de
cuidados de satide actuais, esta designag@o ndo ¢ suficientemente abrangente ao incluir
apenas o ambiente hospitalar (WHO, 2002; Direc¢ao-Geral da Satude, 2007; Mirza, A.,
2011). Assim, contrariamente as infec¢des nosocomiais, o conceito de TACS nao
depende do nivel dos cuidados prestados, incluindo infec¢des adquiridas em unidades
de saude, desde clinicas altamente equipadas e hospitais com tecnologias avangadas, até
unidades apenas com estruturas basicas, como as enquadradas nos cuidados de saude

primdrios e terciarios (WHO, 2002; Direccao-Geral da Satude, 2007).
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As TACS sao, geralmente, definidas como aquelas infecgdes identificadas entre 48h a
72h apos a recepcao de cuidados médicos em unidades de saude, sendo excluidas
infecgdes clinicamente aparentes ou que se encontrem em fase de incubacdo no
momento da admissao (Costa, A.C. et al., 2009). De acordo com os critérios definidos
pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC, Atlanta GA, EUA), ¢ ainda
acrescentado que as TACS poderdao apresentar-se de forma localizada ou sistémica,
traduzindo uma reac¢do adversa a presenca de um ou mais agentes infecciosos ou suas

toxinas (Horan, T.C. et al., 2008; Centers for Disease Control and Prevention, 2010).

ii. Magnitude e abrangéncia da problematica das IACS

A preocupacdo global com as TACS ¢ uma importante questdo de saude publica da
actualidade, afectando um elevado numero de individuos, tanto de paises desenvolvidos
como de paises em desenvolvimento. Estima-se que ocorram por ano aproximadamente
5 milhdes de casos de IACS na Europa e nos EUA, representando 1 em cada 10
hospitalizagdes, com cerca de 140000 mortes associadas anualmente (Klevens, R.M. et

al., 2007; European Centre for Disease Prevention and Control, 2010).

De acordo com um estudo realizado em 2002 pela Organizagdo Mundial de Satude
(OMS), no qual foi avaliada a taxa de prevaléncia de IACS em 55 hospitais de 14 paises
(representando 4 regides da OMS, nomeadamente Europa, Mediterraneo Oriental,
Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental), registou-se em média a ocorréncia de IACS em
aproximadamente 8,7% dos doentes hospitalizados, observando-se uma prevaléncia de

7,7% ao nivel dos hospitais Europeus.

Em Portugal, foi realizado o Inquérito Nacional de Prevaléncia de Infeccao, através do
qual foram analisados 21459 doentes em regime de internamento em 114 hospitais
nacionais (80% do sector publico e 20% do sector privado). Os resultados deste estudo
revelaram uma taxa de prevaléncia de 9,8%, aproximando-se a realidade nacional a de

outros paises da Europa (Costa, A.C. et al., 2009).

Com o aumento do recurso a procedimentos invasivos, tanto para diagnoéstico como
para terapéutica, pensa-se que a taxa de prevaléncia de IACS tenha tendéncia a

aumentar ligeiramente ao longo dos anos (Nicolle, L.E., 2002).

W
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Estas infec¢des estdo entre as mais importantes causas de morte e aumento da
morbilidade de doentes hospitalizados, representando um peso significativo nao sé
sobre os doentes e suas familias, mas também sobre os proprios sistemas de saude

(Nicolle, L.E., 2002; Klevens, R.M. et al., 2007).

Outro aspecto relevante é o facto de estas infecgdes contribuirem para a emergéncia e
disseminagdo de microrganismos multi-resistentes, pela utilizacao profilactica ou
terap€utica de agentes antimicrobianos, reduzindo desta forma o arsenal de opcdes

medicamentosas a médio e longo prazo (Nicolle, L.E., 2002).

iii. Factores de risco

As unidades de saude sdo locais onde pessoas sas e infectadas convivem entre si e onde
sd0 expostas a microrganismos oportunistas e patogénicos. No entanto, o contacto entre
individuos e agentes infecciosos ndao determina, por si s6, o desenvolvimento de uma
patologia infecciosa. Na realidade, existe uma multiplicidade de factores que
influenciam a frequéncia e natureza das IACS. Estes factores podem ser divididos entre

intrinsecos e extrinsecos.

Os primeiros dizem respeito a factores de risco relacionados com o doente, que irdo
favorecer a aquisi¢do e desenvolvimento de infec¢do. Estdo incluidos factores como a
idade, a pré-existéncia de doenca, a depressdo do sistema imunitario, o tipo e duragdo de
procedimentos de diagndsticos e terapéuticos a que o individuo € sujeito € o tempo de
permanéncia do mesmo nas unidades de saude (WHO, 2002; Mirza, A., 2011). Em
termos de idade, & semelhanga de outras patologias, individuos pertencentes a grupos
etarios opostos, como sendo a infancia e a terceira idade, sdo reconhecidamente alvos
mais faceis por parte de agentes infecciosos. Por outro lado, individuos com doenga de
caracter cronico apresentam uma maior susceptibilidade a infec¢des por
microrganismos oportunistas, uma vez que O seu sistema imunitario se encontra
alterado, tanto pela propria doenga, como pela administracdo cronica de farmacos,
terapéutica imunossupressora, quimio- ou radioterapias (Nicolle, L.E., 2002; WHO,

2002).
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Actualmente, a utilizacdo de procedimentos médicos progressivamente mais invasivos,
tais como exames endoscopicos, biopsias, cateterizagdes venosas € urinarias, intubacao
endotraqueal, ventilacio mecanica e os proprios procedimentos cirurgicos, interfere
com a barreira de protec¢do natural do organismo, possibilitando a introdugdo de
microrganismos directamente nos tecidos ou em locais habitualmente estéreis (Nicolle,
L.E., 2002; WHO, 2002). Este ¢, na realidade, um factor de risco com impacto bastante
significativo, se tivermos em consideragao que os tipos de IACS mais frequentes a nivel
global sdo a infec¢do do tracto urindrio, pneumonia associada a ventilagdo mecanica,
infeccdo do local cirurgico e infecgdes hematogénicas (Costa, A.C. et al., 2009;

European Centre for Disease Prevention and Control, 2010).

Os factores extrinsecos estdo relacionados, por um lado, com o agente infeccioso e, por
outro, com o ambiente das unidades de satde. A capacidade infecciosa de um
determinado microrganismo dependera parcialmente de caracteristicas tais como a sua
resisténcia a terap€utica antimicrobiana, a sua viruléncia intrinseca e a quantidade de
indculo infeccioso (WHO, 2002). A emergéncia de estirpes multi-resistentes esta
intimamente relacionada com a utilizacdo profilactica e empirica de farmacos
antimicrobianos. Através de mecanismos de selec¢do e de troca de elementos genéticos
de resisténcia, algumas estirpes microbianas resistem a terapéutica e persistem, podendo
mesmo ocorrer a sua disseminagado e tornarem-se endémicas numa determinada unidade

prestadora de cuidados de satude (Cezario, R.C., 2008; Costa, A.C. et al., 2009).

O ambiente das unidades de satde podera igualmente contribuir para a aquisi¢do de
IACS e facilitar a transmissdo de agentes patogénicos, ao proporcionar uma elevada
concentragdo de doentes infectados e/ou altamente susceptiveis a infec¢do num mesmo
local, mas também pela frequente transferéncia de doentes entre servigos e instituigdes

de saude (Nicolle, L.E., 2002; WHO, 2002; Pina, E. ef al., 2010).

iv. Agentes infecciosos e sua transmissio

As TACS podem ser originadas por uma ampla diversidade de agentes patogénicos, tais
como bactérias, virus, fungos e parasitas. Os microrganismos infecciosos variam entre

as diferentes populagdes de pacientes, diferentes unidades de saude e diferentes paises.
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No entanto, um aspecto comum a todos ¢ a maior frequéncia de infecgdes de origem
bacteriana (ver Figura 1) (WHO, 2002; European Centre for Disease Prevention and

Control, 2010).

De acordo com o Inquérito Nacional de Prevaléncia de Infeccdo, realizado em Portugal
no ano de 2009, os microrganismos mais frequentemente isolados neste tipo de
infecgoes (ver Figura 1) foram o Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA), a

Escherichia coli e a Pseudomonas aeruginosa (Costa, A.C. et al., 2009).

= MRSA
B E. coli
B P. aeruginosa
E.coli B Klebsiella pneumoniae
14% B S. aureus sensivel a meticilina
W Candida albicans
P. aeruginosa Enterococcus faecalis
13% Acinetobacter baumannii

Staphylococcus epidermidis
Proteus mirabilis

Outros

Figura 1. Microrganismos mais frequentemente isolados em IACS em Portugal

(Adaptado de Costa et al. (2009)).

A transmissao destes microrganismos constitui um risco presente em qualquer etapa da
prestacio dos cuidados de saude, principalmente no caso de pacientes
imunocomprometidos e/ou aquando do recurso a procedimentos invasivos, tal como

referido na secgdo anterior.

O contacto com o0s microrganismos responsaveis pela IACS pode ter origem em
reservatorios endogenos ou exdgenos. As infecgdes enddgenas sdo originadas por
microrganismos da flora permanente ou transitéria do paciente, presentes por exemplo
ao nivel da pele, nasofaringe e tractos gastrointestinal e genital. Pelo contrario, as
infeccdes exdgenas tém origem em microrganismos existentes em reservatorios
externos ao paciente, adquiridos a partir da flora de outro paciente ou profissional de

saude (infec¢do cruzada) ou a partir de substincias ou objectos contaminados, como
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equipamentos e dispositivos médicos, agua, ar e alimentos (infeccdo ambiental) (WHO,

2002; Horan, T.C. et al., 2008; Pina, E. ef al., 2010; Mirza, A., 2011).

Estes microrganismos podem também ser transmitidos a comunidade através de
pacientes, profissionais de saude e visitantes que tenham sido entretanto colonizados ao
permanecerem nas unidades de satde. Apesar de, na maioria dos casos, ndo ser
desenvolvida infec¢do, ou provocarem um quadro clinico mais ligeiro, estes
microrganismos poderdo eventualmente ser responsaveis pelo desenvolvimento de uma

patologia com significado clinico em termos de saude publica (WHO, 2002).

2. Pseudomonas aeruginosa

A importancia epidemiolédgica e clinica da Pseudomonas aeruginosa foi-se alterando ao
longo dos anos. Até aos anos 50, raramente se considerava a P. aeruginosa como um
agente patogénico. Ja nos anos 70, comegou a ser associada a bacteriémia em doentes
neutropénicos. Actualmente, esta ¢ uma das bactérias mais frequentemente envolvidas

em infec¢des associadas a prestacdo de cuidados de saude (Giamarellou, H., 2002).

i. Caracterizacio microbiologica

A bactéria P. aeruginosa constitui a espécie-tipo do género Pseudomonas, pertencente a
familia Pseudomonadaceae (Sa-Correia, 1., 2000). Esta espécie bacteriana apresenta
uma morfologia baciliforme recta ou ligeiramente curva, de dimensdes entre 0,5 a
1,0 um de largura e 1,5 a 4,0 um de comprimento. Quando observada ao microscopio,
apresenta-se sob a forma de unidades isoladas, emparelhadas ou em cadeia curta e,
devido a existéncia de um flagelo polar simples, apresentam mobilidade (Pier, G.B. e
Ramphal, R., 2010). Sdo microrganismos Gram negativo ndo formadores de
endosporos, classificados tipicamente como aerobios estritos ndo fermentadores. No
entanto, em situagdes de microaerofilia ou anaerobiose, sdo capazes de realizar
respiragdo anaerobia utilizando nitrato como receptor alternativo de electrdes (Sa-

Correia, 1., 2000).
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Em termos de homologia do ARN ribossomico, dentro do género Pseudomonas integra
o grupo I, mais especificamente o grupo das pseudomonas fluorescentes. Esta
classificagdo deve-se a produgdo bacteriana de pigmentos fenazinicos hidrossoluveis, de
caracteristicas fluorescentes quando expostos a radiacao ultravioleta. A P. aeruginosa,
em particular, caracteriza-se pela produgdo de piocianina, responsavel pela coloragdo
azulada das colonias, sendo por vezes produzida também a pioverdina, de coloragao
amarelo esverdeado, o que no conjunto confere aos meios de cultura a coloragdao verde
fluorescente tipica desta bactéria (Sa-Correia, I., 2000). Apesar da producdo de
pigmento fluorescente ser bastante frequente, algumas estirpes ndo o fazem de forma
visivel, enquanto que outras produzem pigmentos de coloragdes distintas, como a
piorrubina (pigmento de cor vermelha) e a piomelanina (pigmento de cor castanha)

(Pier, G.B. e Ramphal, R., 2010).

Este microrganismo de caracter mesofilico, apresenta temperaturas Optimas de
crescimento entre 30 e 37 °C, podendo, no entanto, desenvolver-se ou manter-se viavel
a temperaturas fora dessa gama. Na verdade, a capacidade da P. aeruginosa crescer a
42 °C mas ndo a 4 °C, permite diferencia-la de outras pseudomonas fluorescentes
clinicamente importantes, tais como P. fluorescens e P. putida (Sa-Correia, 1., 2000;

Pier, G.B. e Ramphal, R., 2010).

A morfologia das colonias de P. aeruginosa ¢ altamente variavel mas, em geral,
apresentam-se espalhadas pela placa de cultura, com aspecto achatado e brilho metalico
e, por vezes, com aparéncia mucoide devido a grande producdo de um polissacarideo
extracelular (o alginato) principalmente em zonas de crescimento acentuado e amostras
provenientes de pacientes com fibrose quistica (Pier, G.B. e Ramphal, R., 2010). Outra
caracteristica muito comum, quando cultivadas em laboratorio, apesar de nem sempre
estar presente, diz respeito ao seu odor frutado e fresco tipico que permite rapidamente a

sua identificagao (Pitt, T.L. e Simpson, A.J.H., 2006).

Esta bactéria ambiental apresenta uma distribui¢do praticamente ubiquitaria, podendo
ser isolada do solo, dgua (doce ou salgada), alimentos, plantas, animais e amostras
bioldgicas, onde se mantém viavel por longos periodos de tempo como saprofita, desde
que o valor de pH se encontre proximo da neutralidade (Sa-Correia, 1., 2000). A sua

resisténcia ambiental ¢ de facto notavel, podendo persistir até 16 meses sobre objectos
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inanimados (Kramer, A. et al., 2006). Sao encontradas preferencialmente em ambientes
hiimidos, podendo colonizar uma enorme variedade de superficies e meios liquidos, ao
nivel das unidades de saude, que virdo a constituir reservatorios bacterianos com
elevada importancia para a satde publica. Sao exemplos, os sistemas de distribuicao de
agua, equipamentos endoscoOpicos ¢ de ventilagdo mecanica, piscinas de fisio- e
hidroterapia, anti-sépticos aquosos, desinfectantes e soro fisiologico (Giamarellou, H.,

2002; Kerr, K.G. e Snelling, A.M., 2009).

ii. Importancia clinica

A P. aeruginosa ¢ reconhecida como um microrganismo oportunista de grande
importancia clinica, que aproveita eventuais alteracdes do sistema imunitario do
hospedeiro para iniciar o ciclo infeccioso (Lyczak, J.B. et al., 2000). Esta bactéria
destaca-se sobretudo pelo seu caracter oportunista, sendo que as infeccdes mais
frequentemente originadas se encontram associadas aos cuidados de satde,
principalmente em ambiente hospitalar. A sua importancia clinica baseia-se na crescente
frequéncia deste microrganismo a nivel de IACS, onde origina quadros infecciosos
severos e de dificil erradicagdo, consequéncia de uma ampla expressao de factores de
viruléncia, assim como de uma sensibilidade limitada aos agentes antimicrobianos. A
diminui¢do da susceptibilidade poderd ser explicada pela presenca de resisténcias
naturais e/ou adquiridas a muitos antibioticos e desinfectantes quimicos e anti-sépticos,
como compostos de amoénio quaternario, fenol e hexaclorofeno (Pires, E.J.V.C. et al.,

2009).

Este agente patogénico apresenta-se como uma das bactérias mais frequentemente
isoladas em ambiente hospitalar, pois ¢ preferencialmente nestes locais que se
encontram concentrados individuos susceptiveis a infeccdo, como por exemplo
individuos com fibrose cistica, queimados, neutropénicos ou internados em unidades de
cuidados intensivos (UCIs), que t€m em comum o facto de apresentarem as suas defesas
imunitarias comprometidas em virtude de terapéuticas prolongadas e/ou agressivas

(Kerr, K.G. e Snelling, A.M., 2009).

9
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iii. Importancia epidemiolégica

De acordo com o referido anteriormente, um aspecto relevante deste microrganismo ¢ o
facto de apresentar variados factores de viruléncia, assim como multiplos mecanismos
de resisténcia aos agentes anti-infecciosos convencionais que, no conjunto, tém
contribuido para o incremento das taxas de resisténcia a antibidticos em isolados
clinicos ao longo dos anos. De acordo com os sistemas de vigilancia, tem-se observado
uma tendéncia preocupante para o aumento da resisténcia deste agente patogénico aos

farmacos anti-pseudomonas (ver Figura 2).

Vancomicina/ Enterococos e 28.5%

Meticilina/S. anrens —3 * 59.5%

Meticilina/CNS 89.1% msl
Cef. 3*G/E. coli ** B 58%

Cef. 3°G/S. pneumonine ** B e 20.6%

Imipenemo/P. aeruginosa e 21.1%

s 29.5%

Quinolona/P. aernuginosa

Cef. 3*G/P. aeruginosa [ » 31.9%
0,

Cef. 3°G/Enterobacter spp. E31.1%

% Resisténcia
« Janeiro a Dezembro 2003
== 1998 a 2002 (+/- desvio padrio)*

Figura2. Taxas de resisténcia de alguns microrganismos resistentes aos agentes
antimicrobianos isolados em IACS de UCIs. Comparagdo dos dados recolhidos
entre 1998-2002 com os dados de 2003 (Adaptado de Centers for Disease Control
and Prevention (2004)).

[Legenda: CNS, Estafilococos coagulase-negativo; Cef 3°G, resisténcia a cefalosporinas
de 3* geragdo (ceftriaxona, cefotaxima, ceftazidima); Quinolona, resisténcia tanto a
ciprofloxacina como a ofloxacina. * Percentagem (%) de aumento na taxa de resisténcia
(TR) do corrente ano (Janeiro a Dezembro 2003) em comparagdo com a TR média nos 5
anos anteriores (1998-2002): [(TR2003 — TRmédia(1998-2002)) / TRmédia(1998-2002)] x
100. ** Taxa de resisténcia para E. coli ou K. pneumoniae corresponde a taxa de ndo
susceptibilidade destes tanto ao grupo das cefalosporinas de 3* geracdo como ao

aztreonamo. |

Em 2004, dados publicados no sistema NNIS (National Nosocomial Infections

Surveillance) revelaram que estirpes de P. aeruginosa isoladas de UCIs apresentavam
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taxas de resisténcia ao imipenemo, fluoroquinolonas e cefalosporinas de 3 geragao de
21,1%, 29,5% e 31,9%, respectivamente. Estas taxas de resisténcia apresentam-se
aumentadas quando em comparagdo com as taxas de resisténcia média observadas entre

1998 e 2002 (Centers for Disease Control and Prevention, 2004).

Ainda neste contexto, a emergéncia de estirpes multi-resistentes (MR) de P. aeruginosa
(definida como resisténcia a ceftazidima, piperacilina, imipenemo e gentamicina)
tem-se tornado relativamente comum nas UCls, havendo uma tendéncia para o aumento
destas. Ainda mais preocupante ¢ a recente tendéncia para a emergéncia de estirpes
“pan-resistentes”, virtualmente resistentes a todas as classes antimicrobianas
correntemente utilizadas na terap€utica, obrigando ao recurso as polimixinas (apesar da
sua elevada toxicidade) e a procura de outros farmacos com actividade anti-
pseudomonas com mecanismos de ac¢do alternativos (Rossolini, G.M. e Mantengoli, E.,

2005).

3. Bacteriofagos

Os bacteriofagos constituem as entidades mais abundantes na superficie terrestre, com
um valor estimado de 10* a 10* particulas, apresentando uma distribuicdo ubiquitaria
ao nivel dos oceanos, solo, alimentos e &4guas de consumo. Pela sua elevada
especificidade, capacidade de sobrevivéncia a longo prazo e répida capacidade de
replicagdo em hospedeiros bacterianos adequados, contribuem para a manutencdo do
equilibrio microbiano dos ecossistemas (Kutter, E. e Sulakvelidze, A., 2005; Rees,

C.E.D. e Loessner, M.J., 2005).

Actualmente, tem-se observado um renascido interesse na investigacdo aplicada aos
bacteridfagos, pelo (renovado) reconhecimento do seu interesse publico e cientifico em
potenciais aplicagdes contra bactérias resistentes aos antibidticos quimicos
convencionais (Rees, C.E.D. e Loessner, M.J., 2005; Rees, C.E. ¢ Dodd, C.E., 2006;
Hagens, S. e Loessner, M.J., 2007; Hanlon, G.W., 2007; Schmelcher, M. e Loessner,
M.J., 2008; Ripp, S., 2010). Estas entidades bioldgicas s3o potenciais
adjuvantes/complementos a antibioterapia convencional pelo facto de: (i) apresentarem

baixa toxicidade inerente devido a sua elevada especificidade para uma determinada
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bactéria hospedeira sobre a qual t€ém uma accdo bactericida; (i) pela minima
interferéncia com a flora biologica; (iii) existir uma menor probabilidade de
desenvolvimento de resisténcias bacterianas; (iv) potencial administracdo Uinica e em
baixas concentracdes pelo facto destes se reproduzirem exponencialmente enquanto
existir o hospedeiro bacteriano; (v) auto-eliminacdo dos bacteriofagos com o
desaparecimento dos agentes patogénicos que constituem o seu alvo de ac¢do; (vi) baixo
custo para o seu isolamento e propagacdo e (vii) pela rara existéncia de efeitos adversos

(Carlton, R.M., 1999; Inal, J.M., 2003; Loc-Carrillo, C. ¢ Abedon, S.T., 2011).

i. Caracterizacio geral

Os bacteriofagos, frequentemente referidos como fagos, sdo virus que infectam unica e
exclusivamente células bacterianas. Cada particula fagica (virido) contém o seu proprio
material genético (ADN ou ARN) encapsulado num invélucro proteico ou lipoproteico
(capside), sendo que o conjunto formado por ambos constitui a nucleocépside (Guttman,
B. et al., 2005; Garbe, J., 2010). A capside confere proteccdo a informacdo genética,
estando envolvida na adsor¢do a epitopos especificos a superficie do hospedeiro. O alvo
de cada fago ¢ um grupo especifico de bactérias, constituido por estirpes de uma mesma
espécie ou mesmo espécies diferentes mas relacionadas entre si (Guttman, B. ef al.,

2005).

A semelhanca dos outros virus, os fagos sdo parasitas obrigatorios, necessitando de um
organismo hospedeiro para se multiplicarem e disseminarem. Apesar de transportarem
toda a informacdo genética para o direccionamento da sua reproducdo no seio de
bactérias permissivas, ndo possuem a maquinaria metabolica necessaria a producdo de

energia, nem ribossomas para a sintese proteica (Guttman, B. et al., 2005).

Oficialmente, existem 13 familias de fagos procariotas aceites, sendo a classificagao
destes baseada na sua morfologia e natureza dos seus acidos nucleicos (Ackermann,
H.W., 2005; Ackermann, H.W., 2007). Estes podem apresentar ARN ou ADN, tanto de
cadeia simples como dupla, sendo que apenas 2 familias de virus apresentam ARN
como material genético. Até a data, cerca de 95% de todos os fagos descritos na

literatura pertencem a ordem Caudovirales, apresentando ADN de cadeia dupla e uma
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capside icosaédrica. De entre estes fagos, sdo diferenciadas 3 familias principais de
acordo com as distintas morfologias da cauda, sendo 65% Siphoviridae, com caudas
longas e flexiveis, 25% Myoviridae, com caudas contracteis de camada dupla e 15%
Podoviridae, com caudas curtas (ver Figura 3). As restantes 10 familias de fagos, que
ndo apresentam cauda, possuem poucos membros descritos até a data, sendo
diferenciados pela forma e dimensdes da capside, presenca ou auséncia de involucro

lipidico, tipo e apresentacdo do material genético e forma de libertagdo da progenia.

dsDNA ssDNA

L OO 2.

Corticoviridae Tectiviridae

Podoviridae SH1 STIV
Myoviridae f— m—
Siphoviridae
Lipothrixviridae
A
[ .
e
Rudiviridae
ssRNA
=Y (N ~
‘Ampullaviridae’ \ — F \\_/ N
N N Leviviridae
‘Globuloviridae’ Plasmaviridae
dsRNA
Guttaviridae  ‘Blcaudaviridae’ Fuselloviridae Salterprovirus Cystoviridae Inoviridae

Figura 3. Tipos de morfologia dos bacteriofagos (Retirado de Ackermann (2007)).

Os bacteriofagos podem igualmente ser divididos em duas classes baseadas no tipo de
interaccdo com a célula hospedeira: fagos virulentos ou liticos e fagos temperados
(Guttman, B. et al., 2005; Garbe, J., 2010). Os primeiros apenas se podem multiplicar
através de um ciclo litico; o virido adsorve a superficie da célula hospedeira onde injecta
o seu material genético que ird manipular o metabolismo bacteriano no sentido da
producdo de mais fagos. A célula hospedeira acaba por lisar ao final de alguns minutos

ou horas, libertando a progenia fagica (ver Figura 4).
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Figura 4. Ciclo litico de replicagdo dos bacteriofagos (Retirado de Roberts (2006)).

Na Figura 5 pode ver-se em detalhe o processo de replicagdo fagica ao longo do tempo,

apods ocorrer a infec¢do, que culmina com a lise da célula bacteriana hospedeira.
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Figura 5.
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MINUTES AFTECR INFECTION

Duragéo temporal de um ciclo litico de replicag@o dos bacteriofagos (Adaptado de
Lin et al. (1984)).

[Legenda: 1. Adsorcio (o bacteriofago adere com as suas fibras da cauda a receptores de
lipopolissacarido e triptofano a superficie do hospedeiro bacteriano); 2. Penetrac¢io (o
bacteriofago penetra a parede da célula bacteriana aproximando e contactando a placa da
base com a superficie da célula, o que permite uma alteragdo conformacional que faz com
que a bainha se contraia ¢ perfure a membrana celular, permitindo que o nucleo viral entre
na célula e liberte o genoma viral (dsDNA, ADN de cadeia dupla). Assim comega o
complexo comportamento deste genoma viral. Alguns dos primeiros genes que sdo
transcritos, chamados precoces, codificam enzimas que hidrolizam (em apenas alguns
minutos apods a infecgdo) o ADN do hospedeiro. O ADN do hospedeiro ¢ hidrolizado por
forma a utilizar os nucleotideos do hospedeiro para produzir mais ADN viral);
3. Replicacdo (genes iniciais, atrasados, codificam as cerca de 20 proteinas que estdo
envolvidas na replicagdo viral. Numa primeira fase, a replicagio ocorre de forma
bidireccional com multiplas origens de replicacdo no genoma. Os primeiros ciclos de
replicagdo sdo iniciados por primers de ARN sintetizados pela ARN-polimerase do
hospedeiro. Numa segunda fase, o fago usa a sua propria maquinaria replicativa para
transcrever os seus genes tardios); 4. Montagem (uma vez expressos os genes tardios, (i) a
placa da base viral ¢ primeiro montada, que depois se liga (ii) a cauda e (iii) as proteinas
das fibras da cauda. Estas trés diferentes vias proteicas combinam-se para formar uma
capside fagica madura. O ADN ¢é empacotado na capside proteica madura. A capside
também encerra enzimas necessdrias para futuras infecc¢des, tais como a ADN-polimerase
codificada viralmente); 5. Libertacido (a enzima holina, codificada viralmente, produz
buracos na membrana interior da célula hospedeira bacteriana para permitir que as
lisozimas saiam e degradem a parede celular de peptidoglicano. A lise celular segue-se a

libertagdo de uma chuva de progenia bacteriofagica para o espaco extracelular)].
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Em contraste, os fagos temperados podem apresentar duas vias replicativas alternativas
quando infectam uma nova célula hospedeira (ver Figura 6). Por vezes, tal como nos
fagos liticos, a infecgdo fagica da inicio a um ciclo litico, resultando consequentemente
na lise da célula bacteriana e libertagdo da progenia fagica. Em alternativa, as particulas
fagicas podem desencadear um ciclo lisogénico, no qual o genoma fagico assume um
estado quiescente designado por pro-fago, sendo integrado no genoma hospedeiro ou
mantendo-se no interior deste sob a forma de plasmideos. Essa condigdo mantém-se
com a reprodugdo do hospedeiro, originando clones bacterianos contendo os pro-fagos,
sendo as células designadas por lisogénicas. Eventualmente um destes pro-fagos

abandona o estado quiescente e desencadeia um ciclo litico.
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Figura 6. Diferenca entre ciclo litico e ciclo lisogénico, na infec¢do fagica (Retirado de

Purves et al. (2007)).

A sensibilidade dos fagos relativamente a agentes quimicos e fisicos ¢ altamente
varidvel e imprevisivel, sendo necessério proceder individualmente a sua determinacao
experimental (Carlson, K., 2005). No entanto, ¢ possivel generalizar alguns principios,
nomeadamente em relagdo a susceptibilidade dos fagos a radiacdo ultravioleta, luz

natural directa, assim como iluminag¢ao fluorescente. Para além destas condicoes, outros
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factores que afectam potencialmente a viabilidade fagica dizem respeito ao valor de pH
(sendo os fagos geralmente estaveis entre valores de pH compreendidos entre 5 e 8),
presenca de 4cido ascorbico, agentes de desnaturagdo proteica (como a ureia, o uretano
e detergentes), agentes quelantes, agentes mutagénicos (como o 6xido nitrico) e a
aplicacao de temperaturas elevadas (Adams, M.H., 1959; Carlson, K., 2005). Deve
igualmente ser evitada a exposicao dos fagos a choques osmoticos e agitacdo vigorosa
das solugdes com pipetas ou vortex. Dependendo do tipo particular de fago e das
condicdes utilizadas na preparacao e conservacgdo das solugdes stock de fago, o periodo
durante o qual manterdo totalmente a sua viabilidade serd muito varidvel, sendo
aconselhavel proceder a determinacao do titulo fagico das solucdes aquando da sua

preparagdo e antes da sua utilizagao.

De uma forma geral, em termos microbioldgicos, estes podem ser replicados (ou
propagados) em qualquer meio de cultura, e sob as condi¢des necessarias ao

crescimento do seu hospedeiro (Carlson, K., 2005).

ii. Utilizacdo de bacteriéfagos na detec¢do de microrganismos

patogénicos

No desenvolvimento de metodologias para a deteccdo de patogenes bacterianos em
alimentos, amostras clinicas e ambientais, os principais requisitos procurados sdo a
rapidez, sensibilidade e especificidade. Estes testes deverdo igualmente apresentar um
baixo custo e serem de facil execugdo e robustez, ou seja, deverdo ser de aplicacao
exequivel para variadas condigdes e tipos de amostras (Schmelcher, M. e Loessner,
M.J., 2008; Smartt, A. e Ripp, S., 2011). Estes requisitos sdo de particular importancia
quando se pretende proceder a aplicagdo de tais testes em paises em desenvolvimento,
onde os recursos econdmicos escasseiam e as patologias microbianas sao responsaveis

por elevadas taxas de mortalidade a elas associadas (Smietana, M. et al., 2011).

As metodologias convencionais de cultivo em microbiologia fazem uso de meios de
cultura selectivos, assim como de técnicas especificas de caracterizagdo bioquimica e
serologica, sendo consideradas o gold standard no que se refere a detecgdo bacteriana e

contagem de células bacterianas (Rees, C.E. e Dodd, C.E., 2006; Smietana, M. et al.,
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2011). De uma forma geral estas técnicas apresentam elevada sensibilidade, mas no
entanto apresentam algumas desvantagens associadas a necessidade de etapas morosas
de enriquecimento das amostras e desenvolvimento de colonias bacterianas visiveis, ndo

permitindo muitas vezes a obten¢do atempada de resultados.

Este e outros problemas podem ser solucionados pela utilizagdo de métodos de detecgao
ndo culturais, como por exemplo técnicas de cromatografia gasosa e/ou liquida
associadas a espectrofotometria de massa ou ainda sistemas de deteccdo bioquimica,
como por exemplo o PCR e os imunoensaios do tipo ELISA. No entanto, apesar da
elevada sensibilidade e selectividade que caracterizam estas técnicas, as mesmas
apresentam igualmente algumas desvantagens que limitam a sua aplica¢ao generalizada,
como sendo o envolvimento de custos acrescidos com equipamentos complexos, a
necessidade de formacgdo especializada para a operagdo dos equipamentos analiticos e
etapas complexas de pré-processamento das amostras, assim como dificuldades
associadas a elaboragdo das metodologias e interpretagdo dos resultados dai resultantes
(Rees, C.E.D. e Loessner, M.J., 2005; Smietana, M. et al., 2011). Adicionalmente, estas
metodologias foram desenhadas para utilizagdo em ambiente laboratorial, ndo sendo

viavel a sua utilizacdo fora deste ambito.

Neste sentido, tém-se reunido esforgos para o desenvolvimento de metodologias
eficientes e econdmicas para a deteccdo de bactérias patogénicas, que permitam a
obtencdo rapida e fidvel de resultados, com elevada sensibilidade e aplicabilidade
directamente no terreno. Assim, uma area que tem atraido cada vez mais atencdo, diz
respeito a utilizacdo de bacteridofagos liticos como elementos de reconhecimento de
bactérias patogénicas, sendo alvo de trabalhos de 1&D nos tltimos anos (McNerney, R.,
1999; Mole, R.J. e Maskell, T.W.O., 2001; Pai, M. e Kalantri, S.P., 2005; Rees, C.E.D.
e Loessner, M.J., 2005; Rees, C.E. ¢ Dodd, C.E., 2006; Hagens, S. e Loessner, M.J.,
2007; Hanlon, G.W., 2007; Schmelcher, M. e Loessner, M.J., 2008; Ripp, S., 2010;
Smietana, M. et al., 2011).

Ao contrario de outras técnicas, baseadas em anticorpos (ELISA) ou na amplificacdo de
acidos nucleicos (PCR), que foram desenvolvidas para permitir a diferenciagdo de
estruturas celulares bacterianas, o mecanismo de reconhecimento fagico reflecte um

sistema que evoluiu naturalmente, no qual os fagos especificamente reconhecem e se
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ligam apenas as suas células hospedeiras, constituindo assim ferramentas ideais para a
deteccao de patogenes bacterianos (Rees, C.E.D. e Loessner, M.J., 2005). Para além da
sua elevada especificidade e sensibilidade, os bacteridfagos apresentam ainda como
vantagens: (i) completa inocuidade para seres humanos e animais, (ii) rapida e facil
propagagdo a baixo custo, (iii) capacidade de distingdo entre células viaveis e células
nao viaveis, e (iv) tempo de vida bastante superior ao dos anticorpos. Adicionalmente,
os reservatorios de fagos com especificidade para amplas gamas de hospedeiros sdo
virtualmente ilimitados, encontrando-se disponiveis nos mesmos ambientes que 0s
hospedeiros bacterianos. A semelhanga dos anticorpos e dos acidos nucleicos, também
os bacteridofagos podem ser imobilizados (contidos) em matrizes de suporte para futura
utilizagdo, através de simples metodologias de adsor¢ao e/ou encapsulacdo (Rees, C.E. e

Dodd, C.E., 2006; Hagens, S. e Loessner, M.J., 2007).

A elevada especificidade dos fagos para os seus hospedeiros tem sido explorada ao
longo dos ultimos anos na tentativa de desenvolvimento de metodologias direccionadas
para o reconhecimento e diferenciagdo da bactéria hospedeira em particular. Uma das
primeiras aplicacdes dos fagos foi em esquemas de tipagem fagica, onde um conjunto
de fagos com diferentes espectros liticos ¢ utilizado para discriminar isolados
bacterianos, de acordo com a sua capacidade para infectar as células e originar placas de
lise fagicas (Rees, C.E. e Dodd, C.E., 2006). As diferencgas existentes na capacidade
infecciosa reflectem variagdes numa série de caracteristicas celulares, tais como os
receptores de superficie das células bacterianas e a presenca de sistemas de restri¢ao
modificados, fazendo com que os ensaios sejam altamente reprodutiveis (Rees, C.E.D. e
Loessner, M.J., 2005; Rees, C.E. e Dodd, C.E., 2006; Schmelcher, M. e Loessner, M.J.,
2008).

Mais recentemente, tém sido desenvolvidas algumas tentativas para deteccdo de
microrganismos com recurso a bacteriéfagos, incluindo o uso de fagos nativos ou
geneticamente modificados, explorando cada uma das etapas do ciclo de replicagdo de
fagos virulentos, desde a sua adsor¢do a membrana celular at¢ a lise da célula
hospedeira. Os ensaios de amplificagdo de fagos estdo entre os métodos de mais facil
execuc¢ao, fazendo uso da especificidade dos fagos para com determinados hospedeiros
(Mole, R.J. e Maskell, T.W.O., 2001; Shenai, S. ef al., 2002). A capacidade destes para

infectarem e lisarem células do hospedeiro pode ser utilizada em ensaios que detectam a
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libertagdo de moléculas do citoplasma bacteriano. O reconhecimento da parede celular,
a adsor¢do do fago e a injeccao do seu ADN no citoplasma da bactéria hospedeira tém
igualmente sido explorados no desenvolvimento de métodos de deteccdo, incluindo a
captura de células por fagos imobilizados e a marcacdo do hospedeiro-alvo por
particulas fagicas dotadas de fluorescéncia (Mosier-Boss, P.A. et al., 2003; Smartt, A. e
Ripp, S., 2011). De uma forma geral, o material genético dos fagos codifica moléculas
de elevada afinidade e especificidade, tais como proteinas da cauda ou dominios de
ligagdo das endolisinas fagicas para a parede celular bacteriana, que t€ém demonstrado
ser adequadas para este fim, especialmente quando associadas a técnicas de separagdo
magnética das bactérias capturadas. Para a deteccdo bacteriana, tem-se recorrido
igualmente a utilizagdo de fagos reporter, ou seja, fagos geneticamente modificados nos
quais sdo introduzidos genes que transmitem um sinal visualmente reconhecivel e
detectado com elevada sensibilidade, correlacionado com a ocorréncia de ligagdo ou
infeccdo dos hospedeiros (Smartt, A. e Ripp, S., 2011). Outros métodos de detecg¢ao
utilizam fagos sem fazer uso da sua especificidade para os hospedeiros. A técnica de
phage display ¢ uma técnica popular que pode ser usada para a produ¢do de moléculas
de elevada afinidade para o reconhecimento de bactérias patogénicas. Esta técnica faz
uso de bacteriofagos geneticamente modificados por forma a expressarem pequenas
sequéncias peptidicas na sua superficie, que permitirdo posteriormente rastrear varios
tipos de amostras em busca de receptores especificos para esses mesmos epitopos
(Azzazy, H.M.E. e Highsmith Jr, W.E., 2002). Uma vez que os genes responsaveis pela
expressao dos peptideos de superficie se encontram inseridos no genoma do
bacteridfago, a recuperacdo das particulas virais que estabeleceram ligacdo passa pela
promog¢do de uma infeccdo bacteriana com um hospedeiro especifico do fago, e
posterior identificagdo do peptideo responsavel pela ligacdo (Schmelcher, M. e

Loessner, M.J., 2008).

Assim, por todos os aspectos acima referidos, o uso de fagos em sistemas para detec¢ao
de bactérias patogénicas oferece alternativas interessantes e vantajosas em comparagao

com os tradicionais métodos de cultura microbioldgica e analiticos.
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iii. Bacteriofago DSM JG004

O bacteriofago DSM JG004 pertence a familia Myoviridae, integrada na ordem
Caudovirales, e apresenta actividade litica contra um espectro alargado de estirpes de P.
aeruginosa. O espectro de ac¢do alargado abrange mesmo estirpes mutantes mucA4,
produtoras de elevadas quantidades de exopolissacarideos ¢ que apresentam fenotipo
mucdide. O receptor bacteriano para este fago foi analisado por Garbe e colaboradores
(2011), através da exposicdo deste a estirpes de P. aeruginosa mutantes para alguns

componentes estruturais, tendo determinado tratar-se dos lipopolissacarideos (LPS).

Em termos morfoldgicos, tal como se pode observar na Figura 7, este fago apresenta
uma capside isométrica hexagonal de 67nm de didmetro e uma cauda contractil, da qual
fazem parte o pescoco, uma bainha contrictil e um tubo central, totalizando um

comprimento de 115 nm (Garbe, J. ef al., 2011).

100 nm

Figura 7. Caracterizacdo morfologica do fago JG004 por coloracdo negativa com 2% de
acetato de uranilo, seguida de andlise por microscopia electronica de transmissao

(TEM) (Retirado de Garbe et al. (2011)).

Este bacteriéfago apresenta uma fase de laténcia de 31 minutos e, apds infectar as
células hospedeiras, ¢ capaz de originar uma progenia de 13 particulas fagicas por cada
célula bacteriana infectada. Relativamente ao seu genoma, este apresenta uma molécula

de DNA com 93017 pares de bases, organizadas em cadeia dupla.
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4. Imobilizacio de entidades biologicas em matrizes biopoliméricas

i. Metodologias de imobilizaciao

A imobiliza¢do de moléculas bioactivas ou células pode ser definida como a restri¢cao
ou localizacdo do seu movimento na fraccdo aquosa de um sistema, como consequéncia
do alojamento no interior ou na superficie de um agente imobilizador, tendo por
objectivo a sua estabilizagdo estrutural e/ou funcional (Tampion, J. ¢ Tampion, M.D.,
1987, Balcao, V.M. et al., 2001b; Canilha, L. et al., 2006; Covizzi, L.G. et al., 2007). A
imobilizagdo permite proteger as células ou moléculas bioactivas de tensdes ambientais,
como o pH, temperatura, sais, solventes, inibidores e outros agentes que interfiram com

a sua actividade (bio)catalitica (Souza Junior, W.C., 2006).

Estd disponivel uma grande variedade de técnicas para a imobilizacdo de células ou
moléculas bioactivas, assim como uma ampla variedade de suportes naturais e
sintéticos. A escolha da metodologia, assim como o tipo de suporte, a serem empregues
num determinado processo, devem ser empiricamente definidos, recaindo a escolha
sobre aquele bindmio que permita uma maior retencdo de actividade. Esta escolha
dependera basicamente de dois factores, nomeadamente das caracteristicas do material
bioldgico e das condi¢des de utilizagdo do sistema imobilizado, ndo sendo possivel
definir um método geral de imobilizagdo nem um suporte universal que se adapte a

qualquer (bio)processo (Bickerstaff, G.F., 1997; Canilha, L. et al., 2006).

Entre os métodos actualmente disponiveis sdo de salientar as metodologias de natureza
fisica, como a adsorcdo a suportes insoluveis, o aprisionamento em matrizes poliméricas
porosas ou o encapsulamento por uma membrana polimérica, metodologias quimicas,
nomeadamente a ligacdo covalente (uni- ou multipontual) ou idnica a suportes
insoluveis, e a reticulagdo através do estabelecimento de ligagdes covalentes cruzadas
por reagentes multifuncionais (Tampion, J. ¢ Tampion, M.D., 1987; Bickerstaff, G.F.,
1997; Souza Junior, W.C., 2006).

A imobiliza¢do por ligagdo a suportes macroscopicos insoliveis pode ser conseguida
através de forgas electrostaticas ou covalentes entre grupos reactivos do suporte e do

material biologico a imobilizar (Balcdo, V.M. et al., 2001a; Balcao, V.M. et al., 2001b;

22



Estabiliza¢do Estrutural e Funcional de Bacteriéfagos em Matrizes Biopoliméricas

Lamas, E.M. et al., 2001; Barros, R.M. et al., 2003; Neri, D.F.M. et al., 2008a; Neri,
D.F.M. et al., 2008b; Neri, D.F.M. ef al.,, 2009a; Neri, D.F.M. et al., 2009b; Neri,
D.F.M. et al., 2011a; Neri, D.F.M. et al., 2011b). A ligagdo por meio de adsor¢ao e/ou
interacgdes 1i6nicas, apesar de ser uma metodologia simples e barata, pela
reversibilidade das ligagdes estabelecidas, apresenta como principal desvantagem a
possivel perda dos biocatalisadores imobilizados (ou de subunidades dos mesmos,
tratando-se de enzimas multiméricas) para o meio reaccional, impedindo a sua
utilizagdo em condigdes mais agressivas (Bickerstaff, G.F., 1997). Por outro lado, a
imobilizacdo através de ligacdes covalentes permite obter uma interac¢do
biocatalisador-suporte mais forte, havendo no entanto o risco de, no caso de células
microbianas, produzir danos na membrana celular (Bickerstaff, G.F., 1997; Canilha, L.

et al., 2000).

A imobilizacdo de entidades bioldgicas conseguida pelo aprisionamento em matrizes
porosas, como por exemplo matrizes (bio)poliméricas de alginato e de agar, envolve
geralmente a sintese in sifu da matriz porosa em torno dos biocatalisadores a serem
imobilizados (Bickerstaff, G.F., 1997). Ao mesmo tempo que se impede a sua difusdo
para o meio circunvizinho, devendo para tal os poros da matriz formada apresentarem
um diametro inferior ao do material a imobilizar, ¢ permitida simultaneamente a
transferéncia de nutrientes, gases e metabolitos (Covizzi, L.G. et al., 2007). Este método
tem encontrado uma aplicabilidade amplamente difundida na imobilizagdo de células
viaveis, pela possibilidade de utilizagdo de polimeros hidrofilicos biocompativeis como
suportes de imobilizagdo, permitindo a proteccao das células face a condigdes de pH e
temperatura afastadas das fisiologicas, presenga de solventes organicos e/ou compostos

inibidores presentes no meio externo.

Outra alternativa, passa pela imobilizagdo via encapsulagdo ou microencapsulagao,
consistindo na contencdo por membranas pré-formadas (designadamente reactores de
fibras ocas) ou a formacgao in situ de uma membrana em torno das moléculas bioactivas
a serem imobilizadas (Balcdo, V.M. et al., 1996; Balcao, V.M. ¢ Malcata, F.X., 1998;
Park, J.K. e Chang, H.N., 2000; Covizzi, L.G. et al., 2007; Moutinho, C.G. et al., 2011).
Esta metodologia tem sido utilizada como alternativa ao aprisionamento em matrizes
porosas, pela maior capacidade de contencao de células e menor perda de células para o

meio exterior (Canilha, L. et al., 2006). Um exemplo classico desta metodologia ¢ a
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encapsulacao em microesferas de alginato de célcio, obtidas pelo gotejamento de uma
solucdo polimérica de alginato de sodio (contendo disperso o material biologico a

imobilizar) sobre uma solu¢do de cloreto de calcio (Covizzi, L.G. ef al., 2007).

Existe ainda a possibilidade de imobiliza¢do sem recurso a um suporte fisico, através da
agregacao ou floculagdo de células (ou moléculas bioactivas) de forma natural ou
artificialmente induzida. Desta forma, sdo formados agregados insoluveis de elevado
peso molecular, por ligagdo das particulas de biocatalisador entre si, geralmente por
accdo de um reagente bifuncional ou multifuncional como o glutaraldeido. A floculagao
natural é possivel, apesar de ser uma propriedade restrita de algumas células, dando
origem a agregados celulares naturais que sdo geralmente instaveis € muitissimo
sensiveis a tensdes de corte. A adicdo de agentes quimicos que levam ao
estabelecimento de ligacdes covalentes cruzadas entre as células, permite obter
complexos mais estaveis, sob risco de diminuir a actividade catalitica e/ou metabolica
das células imobilizadas pela utilizacdo de agentes toxicos (Bickerstaft, G.F., 1997;

Canilha, L. et al., 2006).

ii. Biopolimeros para imobiliza¢do

Apesar de existir uma enorme variedade de biopolimeros que poderia ser utilizada no
desenvolvimento de hidrogéis para imobilizacdo de microrganismos, células, moléculas
bioactivas ou outras entidades bioldgicas, nesta curta revisdo bibliografica apenas serao
abordados aqueles que foram mais explorados ao longo deste estudo, tendo originado
matrizes estaveis e de caracteristicas adequadas ao objectivo final do trabalho de I1&D

aplicada, nomeadamente, o agar e o alginato de sédio.

Desta forma, serdo revistas algumas caracteristicas fisico-quimicas de cada um deles,
assim como detalhes sobre os mecanismos de gelificagao/polimerizacao descritos na
literatura, Uteis para a posterior optimizacdo das condigdes experimentais a utilizar no

desenvolvimento de hidrogéis para imobilizagdo fisica de bacteriofagos.
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a. Agar-agar

O agar ¢ um complexo coloidal de polissacarideo linear, de caracter hidrofilico, extraido
a partir dos agardcitos de algas marinhas vermelhas pertencentes a classe

Rhodophyceae, principalmente das espécies Gracilaria, Gelidium e Pterocladia.

E constituido maioritariamente por duas frac¢des, a agarose e a agaropectina,
estruturalmente organizadas em cadeias polissacaridicas complexas, com alternancia de
residuos de galactose interligados através de ligagoes a-(1,3) e B-(1,4) (Stanley, N.F.,
2006; Rowe, R.C. et al., 2009). A agarose, componente maioritario, apresenta-se como
um polimero linear neutro de unidades monoméricas de agarobiose, sendo a frac¢do
responsavel pela capacidade intrinseca de gelificagdo do agar. A agaropectina, frac¢ao
nao-gelificante, corresponde a uma mistura heterogénea de moléculas acidicas de
menores dimensdes, nomeadamente agarose, percentagens variadas de éster sulfato,

acido D-glucurdnico e pequenas quantidades de 4cido pirtivico (Stanley, N.F., 2006).

Tendo em consideragdo que a frac¢do gelificante é neutra, o agar apresenta um
mecanismo de gelificacdo termotropico, ou seja, gelifica em consequéncia do simples
arrefecimento da solucdo, sem que haja necessidade de adicionar outros elementos ou
recorrer a reacgdes quimicas. Apesar de ser praticamente insolivel em agua a 25 °C, da
origem a solugdes homogéneas quando aquecido entre os 85 °C e os 95 °C,
produzindo-se um aumento da sua viscosidade com o abaixamento da temperatura até
32 °C — 45 °C e consequente gelificagdo da solucdo. Este fendémeno de histerese
térmica, ou seja, a diferenca entre o ponto de fusdo e gelificacdo, permite a exposi¢ao do
gel a temperaturas relativamente elevadas sem que ocorra a sua fusdo (McHugh, D.J.,

1987; Stanley, N.F., 2006).

Segundo Stanley (2006), o mecanismo de gelificagdo da agarose ocorre devido a
formacao de, e associacdo molecular de, cadeias de soluto em estruturas de dupla hélice,
que originam uma estrutura reticular capaz de imobilizar o solvente no seu interior. Ao
longo do tempo, estes géis estdo sujeitos a ocorréncia de sinerese, definida como a
expulsdo espontanea do solvente aquoso através da superficie do gel em repouso,

consequéncia da contraccdo da cadeia reticular do polimero, aproximacao das duplas

hélices e diminui¢do do espaco intersticial onde se encontram retidas as moléculas de
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solvente. A utilizacdo de agar rico em grupos sulfato minimiza a ocorréncia deste
fendbmeno mas, outros factores como a concentracdo do polimero, pH, tempo e

proporcao de agucares, poderdo interferir igualmente com a sinerese do gel.

De uma forma geral, estes géis apresentam-se mais estaveis a pH neutro ou ligeiramente
alcalino, sendo que uma diminui¢do de pH conduz a diminui¢do da for¢a do gel, ¢ a
adicao de agucares ou sais, como o cloreto de sddio, contribui para um aumento da forga
do gel, resultando em géis de maior dureza mas com menor coesdao (Rowe, R.C. ef al.,

2009).

Este biopolimero possui uma elevada importancia a nivel comercial devido ao alto
poder de gelificacdo e a elevada for¢a dos géis originados a baixas concentragdes de
polimero (0,2% - 2%), encontrando assim uma vasta aplicagdo em ensaios
microbioldgicos e nas industrias farmacéutica e alimentar. Destaca-se igualmente a
baixa viscosidade apresentada quando em solucdo, a elevada transparéncia dos géis
produzidas, assim como a histerese e termo-reversibilidade a temperaturas de
fusdo/gelificacdo bem definidas. Em microbiologia, as principais vantagens do agar
dizem respeito a sua inércia e auséncia de inibidores capazes de interferirem com o

normal desenvolvimento dos microrganismos (McHugh, D.J., 1987).

b. Alginato de sédio

O alginato de sddio corresponde ao sal sodico do acido alginico, obtido por extracg¢ao
alcalina a partir de algas marinhas da classe Phaeophyceae, principalmente das espécies
Laminaria, Macrocystis e Ascophyllum. Apesar de estas constituirem a principal fonte
comercial de alginatos, algumas bactérias sdo também capazes de o sintetizar, entre as
quais a Azotobacter vinelandii, a Azotobacter chroococcum e algumas espécies do

género Pseudomonas.

Este biopolimero destaca-se por ser de origem natural, ser sustentavel, ser renovavel, ser
atoxico, ser biocompativel e biodegradavel, ter um baixo custo associado, ser
hidrofilico, e originar hidrogéis termicamente estaveis, encontrando uma vasta aplicacao
em varios sectores industriais, entre os quais se salientam as industrias alimentar,

farmacéutica, téxtil e do papel (Kuo, C.K. e Ma, P.X., 2001).
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Do ponto de vista molecular, apresenta-se como um copolimero linear, constituido por
dois tipos de unidades monoméricas, os acidos B-D-manurénico (M) e a-L-guluroénico
(G), unidos através de ligagdes glicosidicas 1—4 (Infarmed, 2005). A sequéncia ¢
proporcao destes residuos ¢ muito varidvel, dependendo da fonte a partir da qual foi
extraido, podendo encontrar-se dispostos continuamente, originando blocos
homopoliméricos MM ou GG, ou alternadamente, dando origem a blocos
heteropoliméricos MG (ver Figura 8). Essa estrutura em blocos ¢ responsavel pelas

propriedades fisicas do polimero e do hidrogel por ele originado.

NaOOC OH Naooc HO NaOOC
@ HO

OH o7 O, \/OW ° HO

O\/O OH NaOOC o O\/OWO/
0

OH NaOOC on NaOOC HO

G G M M G M
“ NG — v

~ ~ ~
G - block M - block GM - block

Figura 8. Cadeia polimérica de um alginato formada por blocos MM, blocos GG e blocos

MG (Retirado de Donati e Paoletti (2009)).

Este biopolimero ¢ lentamente soliivel na dgua, com ou sem aquecimento, resultando
em solugdes coloidais viscosas que sofrem uma transicdo sol/gel em contacto com
catides multivalentes (Infarmed, 2005). Apresenta incompatibilidade com metais
pesados e aminas quaterndrias catidonicas, que podem conduzir a sua degradacao alcalina
ou precipitacdo. De uma forma geral, as solucdes de alginato de sodio sdo estaveis
preferencialmente a valores de pH proximos da neutralidade, sendo que a valores de pH
superiores a 10 s3o instaveis, enquanto que a valores de pH abaixo de 3,5 ocorre a sua

precipitacdo (Nussinovitch, A., 1997).

O processo de gelificagdo do alginato est4 relacionado com a sua afinidade em relacdo a
determinados catides polivalentes, especialmente ides célcio, e a capacidade em
estabelecer com estes ligagdes selectivas, para dar origem a géis termoestaveis e
insoliiveis. A selectividade destes ides (Ca’") esta intimamente relacionada com a

propor¢ao de blocos G, para a qual contribui a conformacgdo estrutural adquirida pela
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ligacdo diaxial entre residuos G, assim como a presenca de grupos carboxilo e hidroxilo
em cada residuo da cadeia polimérica (Smidsrod, O., 1975). A formagao de hidrogéis de
alginato na presenga de ides célcio ¢ convencionalmente explicada através do modelo
“egg-box” (ver Figura 9), segundo o qual os i0es bivalentes de calcio interagem com os
grupos carboxilo dos residuos G das cadeias poliméricas através de ligacdes idnicas

cruzadas, dando origem a uma rede polimérica tridimensional (Donati, 1. e Paoletti, S.,

QPSR

IS Moy

Figura 9. Modelo "egg-box" para a formacao de hidrogéis de alginato na presenca de ides

calcio (Adaptado de Donati e Paoletti (2009)).

Apesar de ser possivel obter hidrogéis de alginato por tratamento com solugdes acidicas,
a maioria € conseguida por mecanismos de troca idénica do soédio presente nas moléculas
de alginato de sodio pelos ides calcio existentes no meio gelificante ou previamente
adicionados a formulacdo. As caracteristicas dos hidrogéis estdo directamente
relacionadas com uma série de variaveis, nomeadamente o tipo e concentragdo de
alginato, a composi¢do quimica e sequéncia de residuos G, a fonte de ides calcio
utilizada e respectiva concentracdo assim como o tempo de exposi¢ao aos ides, pH,

temperatura e presenga de outros constituintes (Smidsrod, O., 1975).

Na literatura encontram-se descritos essencialmente dois métodos distintos para a
preparacao de hidrogéis de alginato: por difusdo e por gelificagdo interna (Draget, K.I.
et al., 2006; Donati, I. e Paoletti, S., 2009). A metodologia de difusdo ¢ caracterizada
como sendo um processo de gelificacdo muito rapido, em que os ides de cdlcio sdo
adicionados a solugdo biopolimérica sob a forma de um sal soltvel, como o cloreto de
calcio, havendo uma gelificacdo instantdnea do polimero na interface de contacto com
os i0es calcio ionizados. O processo de gelificagdo prossegue com a difusdo dos ides

calcio através da membrana gelificada formada. Esta metodologia ¢ fundamentalmente
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utilizada na preparagdo de microsferas de alginato para imobilizagdo de material
biologico e células, originando geralmente géis heterogéneos que apresentam maior

concentragcdo de polimero na superficie em relagdo ao meio interno.

Para se conseguir uma distribuicdo homogénea do alginato no hidrogel, torna-se
necessaria a introducao ou libertagdo controlada dos ides de reticulacdo. Isto pode ser
alcancado através de um método de gelificacao interna, tal como descrito por Draget e
colaboradores (1989). Esta metodologia tem por base a utilizacdo de uma fonte de
calcio inactiva, por exemplo sob a forma de carbonato de célcio insolivel, sulfato de
calcio levemente soluvel ou calcio complexado com agentes quelantes como o acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) ou citrato. A activagao dos i0es calcio €, geralmente,
controlada através da diminui¢do do pH originada pela adi¢ao de moléculas de hidrolise
lenta, tais como a glucono-d-lactona (GDL), tal como se encontra esquematizado na
Figura 10. O acesso lento e controlado aos ides cdlcio, permite uma gelificagdo

uniforme, com formagao de hidrogéis homogéneos.

{ H,CO, —>H,0 + CO,
2H T :
GDL

Figura 10. Processo de gelificacdo interna do alginato (Retirado de Donati e Paoletti

(2009)).

iii. Imobilizacido de bacteriéfagos em (bio)polimeros

Tal como referido anteriormente, a definicdo do melhor suporte e técnica de
imobilizacdo a utilizar na imobilizacdo de bacteridfagos e de outras entidades bioactivas

¢ complexa, pela existéncia de uma ampla variagdo ndo so6 nas caracteristicas dos
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materiais a imobilizar, mas também nas condi¢des experimentais adoptadas ao longo do

processo (Canilha, L. et al., 2006).

No que diz respeito a imobilizagdo de bacteriéfagos (apesar da sua resisténcia a
condi¢des ambientais e experimentais ser muito variada, sendo essencial a sua avaliagdo
individual), torna-se clara a necessidade de adoptar metodologias de imobilizagdo de
natureza inocua. De acordo com os trabalhos cientificos publicados até a data, de uma
forma geral tém sido utilizados trés tipos de metodologias de imobilizacdo para a
estabilizacdo de fagos, nomeadamente a sua encapsulacdo ou microencapsulacio em
materiais poliméricos como o alginato, assim como a sua adsorc¢ao a superficies inertes
e retencao dos mesmos no seio de uma matriz produzida in situ (Gervais, L. et al., 2007;

Ma, Y. et al., 2008; Puapermpoonsiri, U. ef al., 2009; Cadermartiri, R. et al., 2010).

Bennett et al. (1997) desenvolveram um bioadsorvente através da imobilizagdo de fagos
especificos para Salmonella por simples adsor¢do fisica a um suporte soélido de
poliestireno, com vista a sua utilizacgdo na separagdo da bactéria em produtos
alimentares. A semelhanca deste trabalho cientifico, também Cadermartiri ez al. (2010)
imobilizaram bacteriéfagos por adsor¢do fisica a suportes solidos, utilizando para o
efeito particulas de silica. Outros autores tém igualmente explorado este conceito base,
melhorando a ligagdao do bacteridfago ao suporte através da biotinizagao dos mesmos e
estabelecimento de ligagdes com suportes solidos previamente tratados com

estreptavidina (Sun, W. et al., 2001; Gervais, L. ef al., 2007; Tolba, M. et al., 2010).

Outra  estratégia explorada por alguns investigadores diz respeito a
encapsulacao/microencapsulacdo dos bacteridfagos em polimeros, como o alginato,
formadas por mecanismo ionotropico, permitindo uma maior protec¢do dos fagos em

relacdo as condi¢des ambientais (Ma, Y. ef al., 2008; Puapermpoonsiri, U. ef al., 2009).

De referir ainda a possibilidade de imobilizar bacteriéfagos pela simples retengdo no
seio de uma matriz polimérica, com caracteristicas de hidrogel. Esta abordagem nao tem
sido tdo extensamente explorada mas permite, no entanto, utilizar condigdes de
polimerizacdo suaves, favordveis a manutencdo da viabilidade litica dos fagos
imobilizados. Existem inclusive alguns produtos de utilizacdo biomédica actualmente

em desenvolvimento que incluem bacteriofagos imobilizados, como por exemplo o
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PhagoBioDerm” (Tbilisi, Georgia), que consiste numa matriz polimérica biodegradavel
a base de poliéster de amida impregnada de bacteridfagos, para utilizagcdo topica em
pacientes com infec¢des cutaneas por P. aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes € Proteus mirabilis, contendo igualmente um
antibiotico (ciprofloxacina), um anestésico (benzocaina) e enzimas proteoliticas

(tripsina) (Markoishvili, K. et al., 2002).

Ainda no que se refere a imobilizacdo de bacteridfagos em hidrogéis (bio)poliméricos
para aplicacdo em sistemas de deteccdo de agentes patogénicos bacterianos, a extensao
dos trabalhos de pesquisa publicados até a actualidade ¢ muito limitada (Souza, G. R. et
al., 2006; Souza, G. R. et al., 2008). No entanto, em teoria, a associagdo das vantagens
apresentadas pelos bacteriéfagos, com as caracteristicas particulares de uma matriz
nanoporosa gelificada, apresenta um elevado potencial de aplicagdo. Esta potencialidade
constituiu o alvo de estudo deste trabalho de I&D, no sentido de verificar se a
imobilizacao no seio de um hidrogel permite estabilizar as particulas fagicas em termos
estruturais e funcionais, de modo a que estas mantenham a sua actividade litica por
longos periodos de tempo. Para além da protec¢do conferida aos bacteriofagos, o
caracter semi-sélido e nanoporoso da propria matriz facilitaria a inoculagao directa das
matrizes com as amostras em estudo € o seu contacto controlado com os bacteridofagos

imobilizados.
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I1. Materiais e Métodos

1. Materiais e reagentes

i. Bacteriofago DSM JG004

Neste projecto de investigacao foi utilizado o bacteriofago DSM JG004, gentilmente
cedido pelo grupo de investigag¢do da Prof. Doutora Paula Teixeira, da Escola Superior
de Biotecnologia da Universidade Catolica Portuguesa (ESB-UCP). Este bacteridéfago,
aquirido a Coleccdo Alema de Microrganismos e Culturas Celulares (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen — DSMZ), foi-nos facultado sob a
forma de suspensdo em solugdo tampao de fosfato (PBS, pH 7,0) e conservada a 4 °C,
tendo um titulo de 10’ UFP/mL (Unidades Formadoras de Placas por mililitro da

suspensao).

Este bacteridfago tem uma accdo estritamente litica sobre um espectro alargado de
estirpes de P. aeruginosa, inclusive a estirpe bacteriana P. aeruginosa DSM 19880
utilizada como microrganismo hospedeiro neste projecto (para a replicacdo do
bacteridfago e avaliacdo da manutencdo da viabilidade litica do fago apds impregnagao
nos hidrogéis), dando origem a formacao de placas de lise de dimensao média (DSMZ

GmbH, 2004).

ii. Cultura bacteriana Pseudomonas aeruginosa DSM 19880

A estirpe bacteriana de P. aeruginosa utilizada neste projecto, denominada por DSM
19880, adquirida a Colec¢ao Alemda DSMZ, foi igualmente cedida pelo mesmo grupo
de investigagdo mencionado anteriormente. Esta estirpe foi utilizada como
microrganismo hospedeiro do fago DSM JG004, tanto para a sua propagacdo como com

o objectivo de avaliar a viabilidade do bacteriéfago imobilizado.

A cultura bacteriana foi recebida estriada sobre meio solido de nutriente agar (NA),
apos incubacdo a 37 °C, em ambiente aerdbio, por 24 h. A bactéria foi igualmente

conservada a -80 °C por inoculagdo com zaragatoa de um microtubo de 1,5 mL
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contendo meio Tryptic Soy Broth (TSB — triptona, extracto proteico de soja, glucose,
cloreto de sodio e fosfato dipotassico) e 30% de glicerol, e a amostra estriada sobre NA

subsequentemente mantida a 4 °C para posterior obtencdo do indculo.

iii. Reagentes

Os meios de cultura Nutrient Broth (NB) e Tryptic Soy Broth (TSB) foram adquiridos a
Biokar Diagnostics (Beauvais, Franga) e BD (Le Pont de Claix, Franca),
respectivamente. O Nipagin® M (metil-parahidroxibenzoato) proveio da Vaz Pereira
(Benavente, Portugal), a glucono-38-lactona (GDL) foi adquirida & Sigma-Aldrich (St.
Louis, EUA), o carbonato de célcio dihidratado (CaCO;.2H,0) proveio da Panreac
(Barcelona, Espanha), o cloreto de célcio dihidratado (CaCl,.2H,0) e o sulfato de calcio
dihidratado (CaS04.2H,0) foram adquiridos a Riedel-de Haén (Seelze, Alemanha), o
agar de grau técnico para microbiologia foi adquirido a Merck (Darmstadt, Alemanha),
o alginato de s6dio e a goma de xantano provieram da VWR (Leuven, Bélgica), o
dextrano, com peso molecular de 250000, foi adquirido a VWR (Lutterworth,
Alemanha), e o acido poligalacturénico (PGA), com peso molecular entre 25000 e

50000, foi adquirido a AlfaAesar (Karlsruhe, Alemanha).

iv. Equipamento analitico

Ao longo de todos os procedimentos experimentais foi utilizada uma balanga analitica
Acculab (modelo ALC-210.4, Acculab, Colorado, EUA), uma placa de aquecimento
com sistema de agitagdo magnética Heidolph (modelo MR 3001, Heidolph, Schwabach,
Alemanha) e um agitador vortex CAT (modelo VM2, CAT, Bagneux, Franca). As
matrizes de hidrogel foram liofilizadas num liofilizador Telstar (modelo CRYODOS-80
de 50 Hz, Telstar, Terrassa, Espanha) e posteriormente observadas com o auxilio de
uma lupa binocular Leica (modelo Leica EZ4D, Leica, Wetzlar, Alemanha). Durante as
etapas de propagagdo e purificacdo do bacteriofago DSM JG004 foi utilizada uma
centrifuga Heraeus (modelo Labofuge 400R Function Line, Heraeus, Buckinghamshire,

Inglaterra) e uma incubadora Raypa (modelo Incuterm Digit, Raypa, Terrassa,
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Espanha). A caracterizacdo morfoldgica e microestrutural das matrizes de hidrogel foi
realizada num microscopio electrénico de varrimento de alta resolu¢ao da marca JEOL
(modelo JSM 6301F, JEOL, Toquio, Japao), acoplado a um dispositivo de revestimento
a ouro por pulverizagdo catodica de ides (modelo JSC1100, JEOL, Téquio, Japdo), a um
sistema de microandlise por raios X (modelo INCA 350 Energy X-Ray) através de
espectroscopia de dispersdao de energia de raio-X (Energy Dispersive Spectrometry,
SEM/EDS) proveniente da Oxford Instruments GmbH (Wiesbaden, Alemanha), e a um
sistema de observacdo de amostras a baixas temperaturas da Gatan Inc. (modelo Alto
2500, Gatan Inc, Pleasanton CA, USA) (ver Figura 11), no Centro de Materiais da
Universidade do Porto (CEMUP).

Figura 11. Microscopio electronico de varrimento utilizado neste projecto de 1&D (JEOL,

modelo JSM 6301F, Téquio, Japao) [Fonte: autor].

2. Procedimentos experimentais

i. Optimizacdo das condicoes de gelificacdo / polimerizacio dos

(bio)polimeros

No desenvolvimento de hidrogéis para estabilizagdo estrutural e funcional das particulas

bacteriofagicas, foram avaliados cinco (bio)polimeros distintos, nomeadamente o agar,
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o alginato de sédio, o dextrano, a goma de xantano ¢ o PGA. No entanto, ensaios
preliminares realizados produziram resultados promissores apenas para os dois
primeiros polimeros, sendo estes explorados em pormenor em todas as etapas

subsequentes do trabalho experimental.

Os procedimentos testados derivaram, de uma forma geral, da adaptagdo de protocolos
experimentais previamente descritos na literatura cientifica da especialidade. Como
molde para as varias matrizes de hidrogel, foram utilizadas placas de cultura de 12
pocos, sendo que em todos os ensaios foram transferidos aproximadamente 2,00 g de

solugdo polimérica para cada pogo.

a. Matrizes a base de agar

Para a optimizagdo das matrizes de agar, foi utilizado agar de grau técnico, especifico
para ensaios microbiologicos, tendo sido testadas concentragdes de 0,50%, 1,00%,
1,50%, 2,00% e 3,00% (m/m). As solug¢des de agar foram preparadas por aquecimento
de 4gua desionisada em placa de aquecimento, até uma temperatura de
aproximadamente 85 °C. O agar, pesado em balanga analitica, foi disperso na agua
desionizada aquecida com o auxilio de um agitador magnético, sendo as dispersdes
posteriormente levadas a ebulicdo durante alguns segundos, para dissolugdo completa

do agar.

Cada solucgao foi transferida para os pogos de placas de cultura, tendo-se aguardado
aproximadamente 30 minutos antes de se proceder a inversdo das placas, de modo a
permitir o abaixamento da temperatura e a gelificagao das solugdes. As matrizes foram

conservadas a 4 °C até a sua utilizagao.

b. Matrizes a base de alginato de sodio

Para o desenvolvimento de hidrogéis de alginato de calcio, foram testadas duas
abordagens convencionais distintas, nomeadamente o método de difusdo e o de

gelificagdo interna (Draget, K.I. et al., 2006; Donati, 1. e Paoletti, S., 2009).
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No método de difusdo, a gelificagdo especifica do alginato de sdédio foi testada com
cloreto de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0) e sulfato de célcio dihidratado
(CaS04.2H,0). Para tal, foram preparadas solugdes de alginato de sodio de
concentragdes crescentes (0,50% -3,00% (m/m)) por dissolugdo do polimero em agua
desionisada, previamente aquecida a aproximadamente 85 °C. Depois de se obterem
solucdes homogéneas, procedeu-se a sua transferéncia para os pocos de placas de
cultura e sobre elas foram vertidas quantidades precisas das solugdes de calcio, de
acordo com os dados presentes na Tabela 1. A polimeriza¢do decorreu a temperatura
ambiente, durante um periodo de 24 h, sendo as matrizes posteriormente conservadas a

4 °C até a sua utilizacao.

Tabela 1. Condi¢Ges experimentais testadas no método de difusdo, com variacdo da

concentracdo de polimero, solug@o de calcio e respectiva concentragdo/volume.

[Alginato de sodio] ~ - Volume de solucio L 1.
(%, m/m) Solucio de calcio de calcio (mL) Codigo
1 SULFO0.5a
CaSO4 . 2H20 0,1 16 M
0,50 2 SULFO0.5b
CaCl, . 2H,0 1,000 M 2 CLORO0.5a
1 SULFla
CaSO4 . ZHZO 0,1 16 M
1,00 2 SULFI1b
CaCl, . 2H,0 1,000 M 2 CLORI1a
1 SULF2a
CaSO4 . ZHZO 0,1 16 M
2 SULF2b
1,000 M CLOR2a
2,00
0,147 M CLOR2b
CaCl, . 2H,0 2
0,074 M CLOR2c
0,049 M CLOR2d
SULF3a
CaSO, . 2H,0 0,116 M
3,00 2 SULF3b
CaCl, . 2H,0 1,000 M 2 CLOR3a

No método de gelificagdo interna foi utilizada uma fonte de calcio distinta,
nomeadamente o carbonato de calcio (CaCOs), reagente praticamente insolivel em

meio aquoso. As condigdes de polimerizagdo testadas neste método encontram-se
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detalhadas na Tabela 2. Apesar das variagdes da formulacao, todas seguiram o mesmo
protocolo experimental na sua preparagdo. Assim, 0 processo iniciou-se pela
preparacdo, em almofarizes de porcelana, de dispersdes de carbonato de cilcio e
alginato de sodio, em aproximadamente 80% da massa total de dgua desionizada.
Ocasionalmente, procedeu-se a sua agitagao e aguardou-se por um periodo minimo de
uma hora, de modo a permitir a total hidratacao do alginato de sodio. Para dar inicio a
polimerizacdo do alginato, através da libertacio dos ides célcio dispersos nas
formulagdes, foram utilizadas solucdes frescas de GDL, preparadas por dissolugcdo em
agua desionizada. Estas solu¢des de hidrolise foram rapidamente homogeneizadas com
as dispersdes poliméricas anteriormente preparadas, € as misturas transferidas de
imediato para os moldes. O processo de polimerizagdo do alginato por gelificagdo
interna foi realizado a temperatura ambiente, ao longo de 72 h, periodo de tempo apds o

qual se mantiveram as matrizes conservadas a 4 °C.

Tabela 2. Condigdes experimentais testadas no método de gelificacdo interna, com variagao

das concentragdes de polimero, solugao de calcio e GDL.

[Alginato de sodio] [CaCO;] [GDL] L.
(%, m/m) (mM) (mM) Codigo
1,00 15,0 32,0 ALG1
1,50 15,0 32,0 ALG2
1,50 22,5 48,0 ALG3
1,00 30,0 56,1 ALG4

ii. Controlo de contamina¢des microbianas
a. Liofilizacdo e rehidratacio das matrizes optimizadas

As matrizes de agar e alginato de calcio, obtidas de acordo com as formulagdes
optimizadas anteriormente, foram submetidas a um ciclo de liofilizagdo, sendo sujeitas a

uma pressao e temperatura maximas de 0,015 mBar e -78 °C, respectivamente.

Apos liofilizacao, cada amostra de hidrogel foi rehidratada por imersdao num volume de

3 mL de 4gua desionizada. A rehidratacdo decorreu em placas de cultura de 12 pocos,
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mantendo-se as mesmas em repouso € a temperatura ambiente durante um periodo de

172 h.

Registaram-se as dimensdes, massa e aparéncia macroscopica das matrizes, antes e apos
o processo de liofilizagdo, bem como apds a rehidratacdo, para posterior avaliagdo da

viabilidade técnica deste procedimento na melhoria do tempo de vida dos hidrogéis.

b. Adicao de agente antifliingico

Foi adicionado um agente conservante as duas formula¢des optimizadas, mais
especificamente o Nipagin® M, numa concentragdo de 0,10% (m/m). Este parabeno
apresenta uma accdo principalmente anti-fungica e resiste a temperaturas de

autoclavagem sem que ocorra a sua degradacao.

O agente conservante foi adicionado por dissolucdo a quente (aproximadamente 80 °C)
no solvente (dgua) de ambas as formulacdes. Esta ac¢ao constituiu a primeira etapa do
protocolo experimental, procedendo-se posteriormente de acordo com o descrito nos

pontos 2.i.a. e 2.i.b. desta sec¢do de “Procedimentos experimentais”.

¢. Autoclavagem das solucdes (bio)poliméricas

As solugdes poliméricas de agar e alginato de so6dio (sem adi¢dao da solucdo de GDL)
foram colocadas em frascos Schott de 50 mL e esterilizadas (autoclavadas) por calor

himido sob pressdo, durante 15 minutos a 121 °C.

Ap0s autoclavagem, a solugdo de agar foi transferida para uma estufa a 50 °C, onde
permaneceu até a sua utilizagdo, por forma a impedir a gelificagdo da solugdo.
Relativamente a solugdo de alginato de sodio, permitiu-se o seu arrefecimento a

temperatura ambiente.

iii. Propagacio e purificacao do bacteriofago DSM JG004

Todas as etapas constantes desta subseccao foram realizadas em condigdes assépticas.
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a. Preparacio de uma suspensio bacteriana de Pseudomonas

aeruginosa DSM 19880

Para a preparagdo da suspensdo bacteriana de Pseudomonas aeruginosa DSM 19880,
foi inoculada uma unica unidade formadora de coldnias num tubo de ensaio contendo 5
mL de caldo Nutrient Broth (peptona, cloreto de sddio e extractos de levedura e carne),
sendo este posteriormente incubado a 37 °C durante 18 h. Na Figura 12 encontra-se

esquematizada esta etapa experimental.

/ /

1 colénia 37°C

DN ' . 18 h
> 5 mL
Nutrient Broth

Placa de bactéria fresca

Figura 12. Representa¢do esquematica da etapa de preparagdo da suspensdo bacteriana de

Pseudomonas aeruginosa DSM 19880 [Fonte: autor].

b. Propagacio do bacteriofago por inoculacio da cultura

bacteriana

Para a propagagdo do fago foram preparadas dilui¢des em série (107'-10"*) em PBS (pH
7,0), por transferéncia de 100 pL da suspensdo fagica para microtubos de 1,5 mL
contendo 900 pL. de PBS. Foi igualmente preparada uma diluicdo a 1:10 em caldo NB

da cultura de P. aeruginosa anteriormente incubada.

Para tubos de ensaio esterilizados, foram transferidos 100 pL de cada dilui¢do de
bacteridfago e 300 pL da suspensdo bacteriana diluida, realizando ensaios em duplicado
para cada diluicao fagica. Para finalizar, foram transferidos 4 mL de Nutrient Soft Agar
(NB com 0,7% (m/m) de agar), previamente fundido e estabilizado a 48 °C em banho-
maria, para cada um dos tubos preparados anteriormente. Apos cada adi¢ao de meio de
cultura, procedeu-se rapidamente a homogeneiza¢ao do tubo (em voértex) e espalhou-se

o seu conteudo sobre uma placa de NA (NB com 1,5% (m/m) de agar). Permitiu-se a
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solidificacdo da camada de soft agar durante 10-15 minutos, e incubaram-se as placas a
temperatura ambiente durante 24 a 48 horas. As vdrias etapas deste procedimento

experimental encontram-se esquematizadas na Figura 13.

1004l 100 i 100 pl 100 ul 100 i 100l 100 4l 100 ul

Solugdo
bacteriofago

100 pl
500 pl
—_— 300 pl : -
V4 Il | N | o
Suspensdo 45mL Vortex
Bacteriana Nutrient Broth
/ \_/ Lo Placas Nutrient Agar
Ensaios em duplicado para
4mL cada diluicio
Inverter
Incubar Tamp,
f \
e e
Meio Nutrient Soft Agar (0,7%) I\ —

Figura 13. Representacdo esquematica do processo de propagacgao fagica [Fonte: autor].

c. Purificacio e quantificacido do bacteriofago

Ap6s o periodo de incubagdo, seleccionaram-se as 4 placas de cultura correspondentes
as maiores concentragdes fagicas (dilui¢des 10" e 107?) e adicionou-se 5 mL de PBS.
Estas placas foram isoladas com parafilme, de forma a prevenir eventuais evaporagdes,

e incubadas a temperatura ambiente durante 3 h.

Fragmentaram-se as camadas de soft agar das placas seleccionadas com o auxilio de
uma ansa estéril, tendo-se reunido as mesmas, juntamente com o PBS adicionado, em
tubo de centrifuga estéril. Esta mistura foi centrifugada a 5500 rpm a uma temperatura

de 4 °C, para promover a deposi¢do do agar. O sobrenadante foi cuidadosamente
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transferido para uma seringa estéril de 20 mL e filtrado através de um filtro de 0,22 pm
de tamanho de poro para um tubo Falcon estéril. Esta suspensdo fagica constituiu a
solucdo stock de fago, tendo sido armazenada a 4 °C. Este processo encontra-se

esquematizado na Figura 14.

(2x) Diluicao 10" (2x) Diluigao 107
e — Fragmentar o
5mL - — camada = e Soft Agar
3 h, Tamb o —= —S% =) +
. g PBS

Sobrenadante

e

5500 rpm
15 min.

4°C
Sol. concentrada

de fago

Figura 14. Representacdo esquematica do processo de preparagdo da solucdo stock de

bacteriofago [Fonte: autor].

Para a determinacdo do titulo de fago na solugdo stock, procedeu-se como descrito
anteriormente para a propaga¢ao do mesmo. Assim, procedeu-se ao plaqueamento sobre
meio NA de uma camada de soft agar constituida por 100 uLL de cada diluicdo fagica,
300 uL da diluigdo bacteriana e 4 mL de Nutrient Soft Agar. Apds incubacao das placas
de Petri & temperatura ambiente, durante um periodo de 24 a 48 horas, procedeu-se a
contagem das placas de lise fagica formadas no tapete bacteriano de P. aeruginosa e
calculo do correspondente titulo fagico, traduzido pelo nimero de UFP/mL, através da

aplicacdo da equacao (1):

1
X
diluicdo volume de inoculo (1)

UF%L = (n° de placas de lise) x
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iv. Incorporaciao do bacteriofago nas formulacdes (bio)poliméricas

seleccionadas

A estabilizacdo estrutural e funcional do fago nas matrizes biopoliméricas consistiu na
inclusio do mesmo nas formulacdes  optimizadas, antes da sua
gelificagdo/polimerizagdo. Para tal, aliquotas da solu¢do stock do fago foram
adicionadas a ambas as formulacdes poliméricas, numa concentracdo de 1,00% (m/m),
correspondente a aproximadamente 1,38 x 10 UFP/mL. Independentemente da
formulag@o em questdo, o bacteridfago foi adicionado apos a etapa de autoclavagem das

solugdes poliméricas, de modo a ndo inactivar as particulas fagicas.

No caso da formulagdo de agar, o bacteriéfago foi adicionado a solucdo esterilizada de
agar e conservante, termostatizada a 48 °C, imediatamente antes da sua transferéncia
para os moldes, tendo-se tido o cuidado de proceder previamente a uma
homogeneizagdo suave da solugdo em vortex. No caso da formulagdo de alginato de
sodio, o bacteriéfago foi igualmente adicionado a suspensao esterilizada de alginato de
sodio, carbonato de célcio e conservante, conjuntamente com a solugdo de GDL recém-
preparada, procedendo-se a homogeneizacdo suave da mistura em vortex, antes da

transferéncia para os moldes.

A composicao final das formulacdes de alginato de célcio e de agar, em termos

qualitativos e quantitativos, esta incluida nas Tabela 3 e Tabela 4, respectivamente.

Tabela 3. Composi¢do qualitativa e quantitativa das matrizes de alginato de calcio

optimizadas.

Componente % (m/m) m (g)
Bacteriofago 1,00 ~ 0,02 (20 uL)
Nipagin®M 0,10 0,0020

Alginato de sédio 1,50 0,0300

CaCoO; 0,23 0,0046

GDL 0,86 0,0172

Agua desionisada 96,31 1,9262
Total 100,00 % 2,0000 g
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Tabela 4. Composi¢do qualitativa e quantitativa das matrizes de agar optimizadas.

Componente % (m/m) m (g)
Bacteriéfago 1,00 ~ 0,02 (20 uL)
Nipagin®M 0,10 0,0020

Agar 1,50 0,0300
Agua desionizada 97,40 1,9480
Total 100,00 % 2,0000 g

v. Avaliaciao da viabilidade litica dos bacteriofagos imobilizados

A influéncia dos diversos componentes das formulagdes biopoliméricas sobre a
formag¢do do tapete bacteriano, coesdo estrutural das matrizes polimerizadas, e
viabilidade litica do bacteridéfago, foi avaliada para as duas formulagdes optimizadas. As
varias condig¢Oes testadas encontram-se resumidas na Tabela 5. Independentemente das
condicdes em andlise, os ensaios microbioldgicos consistiram na inoculacdo das
matrizes de composi¢do varidvel com uma suspensdo bacteriana de P. aeruginosa
(preparada de acordo com o descrito no ponto 2.ii.a. do capitulo de “Materiais e
M¢étodos™), e posterior incubacdo das mesmas a 37 °C durante 24 a 48 horas. Apods o

periodo de incubacgido, procedeu-se a andlise e registo macroscopico das mesmas.

Tabela 5. Condi¢des experimentais testadas na avaliagdo da estrutura das matrizes,

crescimento bacteriano ¢ viabilidade do fago estabilizado.

Codigo da Variaveis em estudo
matriz Conservante Bacteriofago Bactéria
000 - - -
001 ] ] N
010 ] N )
011 ; + N
100 + - -
101 + ) +
110 + -
111 + +

[Legenda: (+) presenca; (-) auséncia. ]
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Por uma questdo de facilidade, as matrizes de agar e de alginato de célcio serdo
referenciadas, respectivamente, por AGR e ALG, sucedidas do conjunto de trés
algarismos correspondentes a presenca ou auséncia de (sequencialmente) agente
conservante, fago e indculo bacteriano. Para cada condi¢cdo experimental foram ainda
produzidos dois tipos de amostras, variando apenas entre si o solvente aquoso utilizado:
agua desionizada (A) ou caldo nutritivo TSB (B). Desta forma, a referéncia das
amostras vira acrescida das letras A ou B, de acordo com o solvente aquoso utilizado na
sua preparagdo. A titulo de exemplo, e para uma compreensdo mais clara da
nomenclatura utilizada, a amostra com referéncia AGRO10B corresponderd a uma
matriz de agar preparada com caldo TSB e fago incorporado, ndo fazendo parte da sua

constitui¢do o agente conservante nem o inodculo bacteriano.

As amostras com referéncia “000” correspondem aos controlos de ambas as matrizes
poliméricas, com os quais serdo comparados todos os resultados obtidos nesta sec¢ao

experimental.

vi. Avaliacdo da capacidade de formacao de tapete bacteriano

A avaliacdo da capacidade de formagao de tapete bacteriano de P. aeruginosa sobre as
matrizes-base apos incubacdo, foi realizada por comparacao dos resultados obtidos para
as matrizes “001A” e “001B”, para ambos os polimeros, com os respectivos resultados

controlo.

Uma vez que nao foi observado crescimento bacteriano nas amostras preparadas com
dgua desionizada, as andlises subsequentes apenas se referirdo as amostras

suplementadas com caldo nutritivo TSB.

vii. Avalicdo da coesido estrutural das matrizes biopoliméricas

A influéncia dos diversos componentes das formulagdes finais sobre a coesdo estrutural
das matrizes polimerizadas foi avaliada. Mais precisamente, a influéncia da alteragdo do

solvente aquoso para caldo TSB (matrizes “000A” e “000B”), introdu¢ao do agente
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conservante (matrizes “100A” e “100B”) e introdu¢do da suspensdo tamponada de fago

(em PBS) (matrizes “010A” ¢ “010B”).

viii. Avaliacdo da influéncia da adicdo do agente conservante sobre o

crescimento bacteriano

A influéncia do agente conservante sobre o crescimento do hospedeiro especifico do
fago na superficie das matrizes poliméricas foi determinada por comparagdo dos
resultados obtidos para as matrizes “101B” de ambos os polimeros, com os resultados

observados para as respectivas matrizes sem incorporagdo de conservante.

ix. Avaliacao da viabilidade litica do bacteriofago

A viabilidade litica do bacteriofago imobilizado nas matrizes gelificadas/polimerizadas
foi inicialmente avaliada por observacao do tapete bacteriano existente nas matrizes

“011B” com o formado nas amostras controlo “010B” e “000B”.

A viabilidade do fago foi igualmente avaliada nas amostras “111B”, de modo a
averiguar se a introdug¢do do agente antimicrobiano tem algum tipo de interferéncia

sobre a actividade fagica.

X. Microanalise estrutural das matrizes polimerizadas através de

Crio-Microscopia Electronica de Varrimento

As matrizes polimerizadas suplementadas com caldo nutritivo TSB foram igualmente
analisadas por CRIO-SEM no CEMUP, com o objectivo de avaliar a microestrutura

porosa das matrizes.

Cada matriz foi individualmente seccionada com o auxilio de um bisturi, até uma
dimensdo final aproximada de 1 mm de espessura por 5 mm de comprimento (ver
Figura 15a), e aplicada em suporte multiplo (ver Figura 15b). Estas amostras foram

congeladas sob vacuo em lama de azoto a aproximadamente -210 °C (ver Figura 15¢) e
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transferidas, igualmente sob vacuo, para a antecamara criogénica do microscopio
electronico de varrimento, estabilizada a uma temperatura de aproximadamente -150 °C,
onde se procedeu a sua fractura (ver Figura 15 d,e). Apds fractura, procedeu-se a
sublimacdo da dgua presente nas amostras por elevacdo da temperatura até cerca de -
90 °C, durante um periodo de 3 minutos (ver Figura 15f). A temperatura da antecdmara
voltou a ser reduzida até -150°C, sendo o suporte contendo a(s) amostra(s) transferido
para a coluna do microscopio electronico, onde as amostras fracturadas foram revestidas
com uma liga de ouro/paladio durante 45 segundos, com uma intensidade de corrente de
12 mA. As amostras revestidas foram observadas a diversas ampliacdes, sendo as

imagens adquiridas através do sistema INCA ENERGY 350.

Figura 15. FEtapas de processamento das amostras para analise por CRIO-SEM [Fonte: autor].
[Legenda: (a) Corte das amostras; (b) Aplicagdo das amostras em suporte multiplo;
(c) Congelagdo das amostras sob vacuo em lama de azoto a aproximadamente -210 °C;
(d/e) Transferéncia sob vacuo para a antecimara do microscopio electronico de varrimento,

e fractura das amostras; (f) Sublimacao da humidade presente nas amostras, a -90 °C.]
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III. Resultados e Discussao

1. Optimizac¢ao das condigoes de gelificaciao / polimerizacao

A primeira etapa deste projecto de investigagdo e desenvolvimento consistiu na
optimizacao das condi¢des de gelificagao/polimerizacao de varios biopolimeros, com o
objectivo de posteriormente incorporar bacteriéfagos nas formulagdes, promovendo a

estabilizacdo estrutural e funcional destes no interior dos hidrogéis.

Através da consulta de literatura cientifica sobre o desenvolvimento de hidrogéis a base
de biopolimeros, rapidamente se constata que a maioria dos protocolos experimentais
descritos faz uso de agentes de reticulagdo quimicos, solventes orgénicos e, at¢ mesmo,
radiagOes ionizantes. (Hennink, W. E. e van Nostrum, C. F., 2002; Hoffman, A. S.,
2002; Van Tomme, S. R. ef al., 2008). No entanto, esse tipo de condi¢des experimentais
foi evitado neste trabalho de investigacdo, uma vez que poderia condicionar a
viabilidade e a actividade dos fagos imobilizados, assim como a sobrevivéncia do seu

hospedeiro especifico, impedindo a avaliagao da presenca de fagos vidveis.

Assim, uma das prioridades na seleccdo dos protocolos experimentais a adoptar no
desenvolvimento das matrizes passou pelo recurso apenas a metodologias fisicas, com

condi¢des moderadas e reagentes virtualmente indcuos.

i. Matrizes a base de agar

A metodologia adoptada para a preparacdo de matrizes de agar reflecte a técnica
correntemente utilizada para a preparacdo de meios solidos de cultura microbiolégica.
Este biopolimero forma facilmente hidrogéis, por simples mecanismo termotropico, ou
seja, por dissolucao em agua desionisada levada a ebuli¢do, seguido de arrefecimento a

temperatura ambiente.

Foram testadas concentragdes de agar entre 0,50% - 3,00% (m/m), sendo que a obtencdo
de estruturas tridimensionais gelificadas capazes de manterem a sua arquitectura, apos

remocao do molde, foi uma constante em todas as concentragdes utilizadas, mesmo para
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a concentracdo de 0,50% (m/m) de agar. Tal como pode ser observado pela andlise da
Figura 16, todas as amostras reflectem a arquitectura do molde utilizado, apresentando
apos gelificagdo a forma de discos com aproximadamente 20 mm de didmetro e 5 mm

de espessura.

0,50%

Figura 16. Aspecto macroscopico dos hidrogéis de agar obtidos a partir de diferentes

concentragdes de biopolimero.

Relativamente a caracteristicas como a resisténcia a fractura, e a transparéncia,
observou-se que estas variaveis sdo dependentes da concentracdo de polimero utilizado.
Se, por um lado, o aumento da concentragdo de polimero ¢ acompanhado de uma perda
de transparéncia da matriz, por outro lado esta associado a um aumento de resisténcia

mecanica a fractura.

Assim, apesar da matriz produzida com 0,50% (m/m) de agar apresentar uma elevada
transparéncia, facilmente fractura ao ser removida do molde, sendo a sua resisténcia
estrutural insuficiente para uma adequada inoculagdo com bactéria. Por outro lado, a
matriz produzida com 3,00% (m/m) de agar apresenta uma viscosidade superior a
quente, o que dificulta a dissipagdo de pequenas bolhas de ar incluidas aquando da
transferéncia da solugdo para os moldes. Tendo em consideragdo estes aspectos, terd de
haver uma solugcdo de compromisso entre transparéncia e resisténcia mecanica na

escolha da formulagdo mais adequada.

Outro aspecto que foi considerado para essa seleccdo foi a ocorréncia de sinerese.

Apesar deste fendmeno ser comum neste tipo de matrizes, ndo se observou o
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extravasamento de quantidades significativas de solvente a partir da rede polimérica,
pelo que este factor ndo teve um impacto consideravel na escolha da matriz que seria

objecto de estudo posterior.

Ap0s andlise das caracteristicas acima referidas, a escolha recaiu sobre a formulacdo
contendo 1,50% (m/m) de agar. A concentracdo de agar utilizada nesta formulagdo
reflecte a concentragdo de polimero vulgarmente empregue na preparagao da maioria
dos meios de cultura sdlidos utilizados em microbiologia. Esta formulacdo originou
hidrogéis com estrutura tridimensional estdvel e com uma resisténcia mecanica
adequada, facilitando o posterior espalhamento de indculo bacteriano na sua superficie.

As analises subsequentes serdo assim realizadas com estes hidrogéis.

ii. Matrizes a base de alginato de calcio

A formacao de hidrogéis a partir de solugdes de alginato de so6dio pode ser alcancada
por tratamento das mesmas com solucdes acidicas, assim como por mecanismos de
troca idnica com ides bivalentes de calcio. Neste caso particular, como se pretendia
utilizar as matrizes para a imobilizacdo de bacteriofagos e posterior inoculacao
bacteriana na sua superficie para avaliagdo da viabilidade litica dos mesmos, um
requisito final importante serd a existéncia de um ambiente proximo da neutralidade.
Desta forma, o recurso a solugdes acidas para a gelificagdo do alginato ndo sera
desejavel, constituindo o processo de gelificacdo por troca idnica 0 mecanismo mais

adequado ao proposito final das matrizes.

Relativamente aos mecanismos de troca i6nica, tal como referido anteriormente,
facilmente se obtém hidrogéis de alginato utilizando um ido de reticulagao adequado
que, sendo quelatado pelas sequéncias G na cadeia de alginato, induz a formagao de
uma rede tridimensional (Draget, K.I. ef al., 2006; Donati, I. e Paoletti, S., 2009). Como
tal, a presenca de um estado semi-so6lido ¢ garantida pelas interacgdes fisicas entre o ido
e algumas das metades urdnicas que compdem a cadeia de polissacarideo. O principal
ido utilizado para a reticulagdo destas matrizes ¢ o célcio, sendo fundamentalmente duas
as metodologias aplicadas: difusdao e gelificagdo interna, tendo-se avaliado a

potencialidade de ambas.
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Recorrendo-se a técnica de difusdo, foram testadas concentracdes de alginato de sédio
entre 0,50% - 3,00% (m/m), diferentes solugdes (com variagdo do volume e
concentragdo das mesmas) de reticulagdo (cloreto de calcio e sulfato de calcio). Tal
como se pode observar na Figura 17, de uma forma geral todas as solugdes de alginato
sofreram uma transicdo sol-gel com a adicdo de uma fonte de célcio activa, dando
origem a hidrogéis de aspecto mais ou menos translucido, coloracdo esbranquicada e

morfologia irregular, raramente reflectindo a arquitectura dos moldes utilizados.

SULF0.5a SULF1a SULF2a SULF3a
7 A

8

SULF1b SULF2b

CLOR3a

CLOR2d

Figura 17. Aspecto macroscopico das matrizes de alginato de calcio obtidas através do
método de difusdo, com variagdo da concentragdo tanto de polimero como da

solucdo de calcio.

Em todas as condi¢des experimentais acima testadas, verificou-se uma gelificacao
superficial instantdnea da solugdo polimérica aquando da adi¢do da solucao de calcio,
observando-se simultaneamente o desenvolvimento de altera¢des conformacionais nos
hidrogéis. No caso das matrizes reticuladas com solugdes de sulfato de célcio

(apresentadas no quadrante superior direito da imagem (ver Figura 17)), ndo se
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verificou a ocorréncia de uma deformagdo estrutural tdo acentuada, o que por um lado
se pode ter devido a maior viscosidade da solugcdo polimérica, relacionada com a
concentragdo de alginato presente (2,00% - 3,00%), e, por outro, a utilizagdo de uma
fonte de calcio ligeiramente insoluvel em 4gua. Pelo contrario, a reticulagio com
solugdes de cloreto de calcio originou hidrogéis altamente irregulares e heterogéneos, o
que pode ser correlacionado com a disponibilidade imediata dos ides calcio em solugao,

independentemente da concentracdo de polimero utilizada.

De uma forma geral, e apesar do aspecto macroscopico irregular, estes hidrogéis
apresentaram boas propriedades mecanicas e deformabilidade reversivel, permitindo a
sua compressao tactil e restabelecimento da morfologia com a cessagdo da aplicagdo de
forcas de pressdo, sem que houvesse comprometimento da estrutura nem expulsdo do
solvente retido no interior das matrizes. No entanto, uma excep¢ao foram as matrizes
CLOR2a ¢ CLOR3a, que apresentaram uma estrutura mais compacta ¢ menos elastica,

com maior dificuldade para recuperar o aspecto pré-compressao.

Com estes ensaios preliminares ndo se obtiveram hidrogéis com as caracteristicas
desejadas. No entanto, os resultados obtidos permitiram verificar a elevada
potencialidade deste polimero para o desenvolvimento de matrizes de imobilizagdo de

moléculas bioactivas e de células (microbianas ou outras).

Os ensaios com alginato de sddio prosseguiram com a aplicagdo do método de
gelificagdo interna. A titulo de referéncia, a escolha das condigdes de polimerizagdo
para a matriz ALG1 teve por base o estudo realizado por Draget e colaboradores (1989),
correspondendo as restantes matrizes produzidas a adaptagdes do mesmo estudo, em
termos de concentragdes dos varios constituintes da formulacdo. Assim, nestes novos
ensaios foram testadas concentragcdes de polimero entre 1,00% - 1,50% (m/m) e,
relativamente a fonte de célcio, foi utilizada uma forma inactiva do ido, sob a forma de
carbonato de calcio, incorporado em variadas concentragdes. A libertagdo controlada
dos 1des calcio foi realizada pela GDL, adicionada em concentragdes varidveis desde

32,0 mM a 56,1 mM.

A semelhanga do observado no método de difusdo, o principio do processo de

gelificacdo do alginato esta relacionado com um processo de troca i6nica, verificando-se
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a formacdo de redes tridimensionais por interaccdo com os i0es calcio adicionados. A
grande diferencga desta metodologia relativamente a discutida anteriormente diz respeito
a homogeneidade dos hidrogéis obtidos. Como pode ser observado na Figura 18, todas
as matrizes se apresentaram altamente translucidas e homogéneas, do ponto de vista da

observa¢ao macroscopica.

. ;‘

Figura 18. Aspecto macroscopico das matrizes de alginato de calcio obtidas através do

método de gelificagdo interna.

Ao contrario do verificado no método de difusdo, a gelificagdo do alginato ndo foi
imediata com a adicdo da fonte de calcio, dado que este se encontrava numa forma
inactiva e insoluvel, ndo se encontrando os id0es disponiveis para a reac¢do com o
polimero. Isto permitiu dispersar homogeneamente a fonte de calcio no seio da
formulagdo. A gelificacdo do alginato iniciou-se com a adicdo da solugdo de GDL,
responsavel pela hidrélise lenta do carbonato de célcio em solugdo, observando-se assim
um aumento da viscosidade da formulagdo aproximadamente 5 minutos ap6s a sua
adicdo. Este periodo de pré-gelificacdo facilitou a homogeneizagcdo total das
formulagdes e a sua transferéncia para os moldes. Através deste processo mais lento de
gelificagdo dos hidrogéis de alginato, obtiveram-se matrizes coesas e elasticas com a
forma de discos de aproximadamente 20 mm de didmetro e 5 mm de espessura,

reflectindo a arquitectura dos moldes utilizados.

Durante o periodo de tempo ao longo do qual decorreu a formagdo dos hidrogéis (cerca
de 72 h), foi possivel observar a presenga de micro-bolhas dispersas por todas as

matrizes, relacionadas com a libertacdo de didxido de carbono durante o processo de
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polimerizacao, tendo-se no entanto verificado a sua dissipagdo com o decorrer das

reacgoes de polimerizagao.

O grau de sinerese (% de libertagdo de agua) das varias matrizes foi também avaliado,

por comparagdo da massa inicial e final das mesmas, através da aplicagdo da equacdo

(2):

Grau de sinerese (%) = —nicial” Tfinal » 100 )
M jnjcial

Uma andlise aos resultados apresentados na Tabela 6 permitiu concluir que, de uma
forma geral, todas as matrizes produzidas sofreram processos de sinerese ao longo da
polimerizacao, tendo esta sido mais notéria no caso da formulagdo ALG4, com um grau
de sinerese de aproximadamente 45%. A ocorréncia de um maior grau de sinerese nas
matrizes correspondentes poderd ser explicada pelo aumento da concentragdo de ides
calcio, assim como do agente de hidrolise, o que resultou em hidrogéis que, apesar de
apresentarem maior resisténcia mecanica a compressdo tactil e ao corte, sofreram
alteragdo bastante significativa das suas dimensdes, relativamente as dimensodes

apresentadas pelo molde.

Tabela 6. Resultados obtidos na avaliacdo do grau de sinerese das matrizes de alginato

reticuladas com CaCOj; e GDL.

ALG1 ALG2 ALG3 ALG4

M jpijcial (g) =2 g
m gina (g) 1,6042 1,6931 1,7015 1,0967
Grau sinerese (%) 19,79 15,34 14,92 45,16

Apesar de todas as formulagdes testadas terem produzido resultados bastante
satisfatorios, a formulagdo seleccionada como base para os ensaios subsequentes foi a
ALG3 pela homogeneidade macroscopica e transparéncia dos hidrogéis por ela
originados, propriedades mecanicas adequadas aos ensaios microbioldgicos e ocorréncia

de um menor grau de sinerese.

W
W



Estabiliza¢do Estrutural e Funcional de Bacteriéfagos em Matrizes Biopoliméricas

2. Controlo de contamina¢des microbianas

Pela elevada percentagem de dgua presente nas matrizes de agar e alginato de célcio,
estas estdo sujeitas a contamina¢do microbiana durante o armazenamento, o que podera
induzir alteragdes nas caracteristicas fisico-quimicas tanto das proprias solugdes como

das matrizes resultantes.

No caso particular do alginato de sédio, podera mesmo verificar-se uma diminui¢ao da
viscosidade das solu¢des e das matrizes, decorrente da accao microbiana. Idealmente,
estas solugdes podem ser esterilizadas com 6xido de etileno ou filtradas através de filtro
com didmetro de poro de 0,20 um, sem que haja uma alteracdo significativa da sua
viscosidade. Por outro lado, o aquecimento destas solugdes a temperaturas superiores a
70 °C origina alguma despolimerizag¢do e consequente perda de viscosidade, pelo que a
esterilizagdo por calor humido sob pressdo deve ser evitada. Em alternativa, as
formulagdes poderdo ser preservadas por incorporacdo de agentes conservantes,
nomeadamente clorocresol (0,1% (m/m)), cloroxilenol ou parabenos (Rowe, R.C. et al.,

2009).

Também o agar, que na forma desidratada ndo estd sujeito a contaminagdes
microbianas, quando em solugdo ou gelificado torna-se meio fértil para contaminagao
por bactérias e fungos. Apesar de, neste caso, os contaminantes ndo produzirem
alteracdo das suas propriedades fisicas e quimicas, devem ser tomadas as devidas
precaugdes para controlar o crescimento acidental de microrganismos contaminantes,
principalmente se as matrizes tiverem como objectivo a utilizacdo em sistemas de
deteccdo bacteriana. Estas solugdes sdao facilmente esterilizadas por calor humido sob
pressdo, sendo esta metodologia rotineiramente utilizada em laboratorios de

microbiologia.

i. Liofilizacdo e rehidratacio das matrizes optimizadas

A hipétese inicialmente abordada para a conservagdo das matrizes de agar e alginato de
calcio optimizadas ao longo deste projecto passou pela liofilizagdo das mesmas, no
sentido de sublimar o conteido hidrico mantendo a estrutura tridimensional das

matrizes, € minimizar assim a ocorréncia de contamina¢des microbianas. Teoricamente,
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este processo levaria a obtencdo de matrizes com uma estrutura porosa, contendo uma
percentagem residual de agua, o que permitiria, por um lado, manté-las livres de
microrganismos contaminantes por um periodo de tempo mais alargado e, por outro,
restaurar as suas caracteristicas originais por simples rehidratacdo com 4gua ou outros
solventes aquosos ou através da aplicagdo de amostras bioldgicas fluidas onde se
pretendesse proceder a deteccdo da presenca da bactéria-alvo, apenas quando fosse
necessaria a sua utilizacdo. Idealmente, essa rehidratacdo poderia (e deveria) mesmo ser

efectuada pela simples aplicacdo da amostra fluida, biolodgica ou ndo, a analisar.

Assim, procedeu-se a liofilizagdo de matrizes de ambos os tipos de biopolimero, tendo o
seu aspecto macroscopico € massa sido avaliados antes e apos a liofilizagdao, assim

como ap6s um periodo de tempo de 120 h de imersdo em 4gua desionizada.

O aspecto macroscopico das matrizes ao longo das trés fases mencionadas encontra-se
representado na Figura 19. Comparando os hidroggéis iniciais (a) com os rehidratados (c)
¢ possivel inferir que a rehidratagdo nao foi total, apresentando as matrizes rehidratadas
um aspecto heterogéneo e dimensdes inferiores as iniciais, ndo reflectindo as
caracteristicas macroscopicas observadas inicialmente. Aparentemente, a camada mais
externa das matrizes poliméricas foi rehidratada com sucesso, ndo tendo ocorrido o
mesmo no interior das mesmas, onde o solvente aquoso parece nao ter conseguido

alcangar os biopolimeros e restaurado a sua estrutura inicial.

Figura 19. Aspecto macroscopico das matrizes de agar (1) e alginato de calcio (2)

(a) antes da liofilizagdo, (b) apds a liofilizagdo, e (¢) apds rehidratagdo.
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A incompleta rehidratacdo das matrizes foi confirmada por analise da variagdo das
respectivas massas ao longo das trés fases de processamento, encontrando-se o0s
resultados obtidos na Tabela 7. Pela analise dos resultados apresentados, ¢ possivel
concluir que as amostras liofilizadas apresentaram aproximadamente 2,00% do peso
inicial. Tendo em consideragdo a composi¢ao inicial das matrizes, teoricamente seria de
esperar que o peso das amostras de agar e alginato de calcio, apds liofilizagado, fosse de
aproximadamente 1,50% e 1,73%, respectivamente, correspondendo a frac¢do de soluto
presente em cada uma das matrizes. Apesar de ligeiramente superiores, os resultados
obtidos encontram-se dentro do esperado, ndao sendo esta diferenga muito significativa,
dado que nestes ensaios preliminares foi utilizado um numero muito reduzido de

amostras.

Tabela 7. Resultados obtidos para a variagdo de massa das matrizes, apds liofilizagcdo e

rehidratagdo das mesmas.

Matriz de agar Matriz de alginato de calcio
INI LFZ RHT INI LFZ RHT
Peso (g) 20421 00388 12066 20167 00450  0.8673
- .
7% Pesoemrelagdo 50 | g9 59,09 100,00 223 43,01

a0 inicial

[Legenda: INI (inicial); LFZ (liofilizada); RHT (rehidratada).]

As amostras liofilizadas foram também analisadas com recurso a uma lupa. O aspecto
das mesmas, em seccdo transversal, encontra-se representado na Figura 20. Ambos os
tipos de matrizes liofilizadas apresentaram uma estrutura interna porosa, com aspecto
vitrificado, consequéncia do processo a que foram sujeitos. Apesar de ndo estar
representado, nao foi observada qualquer porosidade na superficie de ambas, o que
podera estar relacionado com a dificuldade verificada na rehidratacdo completa das

matrizes.

Por todos os aspectos referidos anteriormente, esta ndo provou ser a metodologia mais
adequada para o controlo das contaminagdes microbianas, frequentes neste tipo de

hidrogéis.
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Figura 20. Aspecto microscopico das amostras de agar (a,b) e de alginato de calcio (c,d), em

corte transversal (Ampliagdo: 35x).

Em alternativa, na preparacdo dos hidrogéis optou-se por adicionar um agente
conservante com actividade antimicrobiana, com ac¢do predominantemente anti-
fingica, esterilizar as solugdes por calor humido sob pressdo (121 °C durante 15
minutos) ou efectuar uma filtragao esterilizante através de filtro com didmetro de poro

de 0,22 um, e concluir utilizando condic¢des assépticas.

ii. Adicao de agente antifungico

Na escolha do agente antimicrobiano foi necessario ter em considera¢do o objectivo
futuro das matrizes, ou seja, foi preciso ndo esquecer que se pretende imobilizar um
bacteriofago com accao litica especifica para P. aeruginosa, pelo que o conservante
escolhido ndo poderia influenciar a viabilidade e/ou crescimento do microrganismo a
detectar. Posto isto, analisando os conservantes disponiveis no laboratorio de
investigacdo do Grupo de Investigacdo em Bioengenharia ¢ Quimica Biofarmacéutica
(GIBQB-UFP), a escolha recaiu sobre o Nipagin® M, nome comercial para o metil-
parahidroxibenzoato, também conhecido por metilparabeno. Este parabeno ¢ eficaz
dentro de uma ampla gama de valores de pH (4-8), apresenta um espectro alargado de

accdo antimicrobiana, principalmente no que diz respeito a fungos e leveduras, e pode
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ser submetido a temperaturas de autoclavagem sem que ocorra a sua degradacao (Aalto,

T.R. et al., 1953; Rowe, R.C. et al., 2009).

Apesar de na literatura cientifica estar descrita accdo antimicrobiana contra P.
aeruginosa, a concentracdo minima inibitéria (CMI) do metilparabeno em solugdo
aquosa para estirpes desta espécie bacteriana ¢ de 4000 pug/mL (=0,4% (m/m)),
enquanto a CMI para alguns fungos comuns varia entre 250-1000 pg/mL (=0,025% a
0,1% (m/m)) (Rowe, R.C. et al., 2009). Desta forma, a concentra¢do escolhida foi de
0,1% (m/m), de modo a prevenir a sua eventual ac¢do sobre o agente microbiano a
detectar, mantendo, no entanto, ac¢do inibitoria sobre os microrganismos fingicos

contaminantes.

A influéncia macroscopica da adi¢do deste composto, em termos estruturais, foi
avaliada através da comparacdo entre matrizes preparadas com e sem adigdo de
conservante. Relativamente as matrizes de agar, aparentemente, a introdu¢ao do agente
conservante ndo induziu alteracdes na textura, homogeneidade, transparéncia e coesdo
estrutural das matrizes. Por outro lado, nas matrizes & base de alginato de calcio,
verificou-se uma ligeira diminui¢do da coesdo estrutural das mesmas, apresentando
estas uma menor resisténcia superficial a compressdo. No entanto, foi mantida a
homogeneidade e transparéncia das matrizes, € a consisténcia do meio (ainda que

parcialmente reduzida) ndo condiciona a realizagcdo dos ensaios microbiologicos.

iii. Autoclavagem das solucoes poliméricas

De acordo com o referido anteriormente, ao contrario das solugdes de agar, cujas
propriedades se mantém inalteradas por exposi¢do ao calor humido sob pressdo, as
solucdes de alginato de sodio poderdo experimentar diminuicdo de viscosidade. Desta
forma, o efeito da autoclavagem das referidas solugdes foi avaliada por comparacdo das
caracteristicas estruturais de matrizes preparadas a partir de solugdes autoclavadas, com

matrizes preparadas com solugdes ndo sujeitas a autoclavagem.

Tal como esperado, as matrizes de agar resultantes apresentaram as mesmas

caracteristicas, quer tenham sido obtidas por arrefecimento de solugdes autoclavadas, ou
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ndo, nao havendo influéncia deste procedimento nas propriedades macroscopicas e
estruturais das matrizes. No caso das matrizes de alginato de calcio, efectivamente
verificou-se uma ligeira diminui¢do da viscosidade da solu¢do polimérica, ndo sendo no

entanto perceptivel apds polimerizagdo da mesma por gelificagdo interna com GDL.

Assim, o recurso a autoclavagem das solugdes poliméricas, como forma de esterilizagao
das mesmas, ¢ aplicdvel em ambos os tipos de polimeros, ndo influenciando a sua

estrutura final.

3. Propagacio e purificacio do bacteriofago DSM JG004

O bacteriofago DSM JG004 foi propagado numa cultura de Pseudomonas aeruginosa
DSM19880, para preparacdo de uma solugdo-stock de fago concentrada. A solucdo
obtida foi purificada e o titulo em fago determinado por plaqueamento com uma
suspensdo do seu hospedeiro especifico. O numero de placas de lise produzidas nas
diluicdes mais altas foi contabilizado (ver Figura 21) e a concentragdao de fago
determinada por aplicacdo da equagdo (1), apresentada no capitulo de “Materiais e

Métodos”.

Dilui¢io 10° Diluicio 107 Diluiciio 1073 :

Figura 21. Placas de lise fagicas produzidas nas diluigdes 10° a 107,

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 8. No caso da diluicio 10, o numero de
placas de lise fagicas formado ¢ considerado incontavel, pelo que a concentracao de
fago na solucdo-stock corresponderd ao valor médio entre as concentragdes
determinadas para as dilui¢des 107 e 10, ou seja, um titulo fagico de 1,38 x 10"

UFP/mL.
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Tabela 8. Titulo de fago nas diluigdes preparadas a partir da solug@o-stock concentrada de

fago.
Diluicdo 10 Diluicio 107 Diluicdo 10®
N° de placas de lise > 300 136 14
Ti(tl‘;lF"P‘};‘La)gO ------ 1,36 % 10'° 1,40 x 10"

4. Avaliacao da viabilidade litica das particulas fagicas imobilizadas

Para a avaliagdo da viabilidade litica dos bacteriofagos imobilizados tornou-se
fundamental promover a formacao de um tapete bacteriano a superficie das matrizes,
com um hospedeiro especifico do fago, e garantir antecipadamente que os restantes
componentes das formula¢des biopoliméricas ndo iriam interferir com a actividade
bacteriana, coesdo estrutural das matrizes, nem mesmo com a actividade litica do fago
nelas incorporado. Assim, foram preparadas varias matrizes de acordo com as
formulagdes optimizadas, as quais foram posteriormente inoculadas (por espalhamento)
com uma suspensao de Pseudomonas aeruginosa DSM19880 e incubadas durante 24 h
a uma temperatura de 37 °C. O aspecto macroscopico do tapete bacteriano foi analisado
para cada condi¢do experimental, tendo-se como controlo as respectivas matrizes nao
inoculadas. Os resultados obtidos sdo apresentados nas Figura 22 e 23 para as matrizes

de agar e de alginato de cdlcio, respectivamente.
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Figura 22. Aspecto macroscopico do tapete bacteriano (P. aeruginosa DSM 19880) formado

sobre as matrizes de agar testadas, ap6s incubacdo a 37 °C durante 24 h.
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Figura 23. Aspecto macroscopico do tapete bacteriano (P. aeruginosa DSM 19880) formado

sobre as matrizes de alginato testadas, apds incubagéo a 37 °C durante 24 h.
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i. Avaliacido da capacidade de formacao de tapete bacteriano

Uma vez que a avaliagdo da viabilidade dos bacteri6fagos imobilizados foi realizada
pela observacdo de lise sobre um tapete bacteriano especifico, tornou-se essencial
avaliar a capacidade de formac¢do do mesmo ap6s inoculagio da superficie das matrizes
por espalhamento. Assim, por comparacao dos resultados obtidos para as matrizes
“001A” e “001B” de ambos os polimeros, € possivel constatar que, no caso das matrizes
preparadas com agua desionizada, ndo se verificou a formacao explicita de um tapete
bacteriano. Pelo contrario, as matrizes suplementadas com um caldo nutritivo
apresentam um desenvolvimento claro de tapete bacteriano continuo e homogéneo na
superficie das matrizes inoculadas, sendo visivel inclusive a produgdo de pigmento de
coloracdo esverdeada, caracteristico da bactéria P. aeruginosa, no caso da matriz de

agar AGROO1B.

No caso da correspondente matriz de alginato (ALGO001B), apesar da producdo de
pigmento nao ser tdo intensa, a presenca do tapete bacteriano € clara, apresentando-se
este com um aspecto mucdide, distinto do observado nas matrizes de agar. Estas
matrizes apresentam uma outra particularidade, relacionada com a observacdo de uma
ligeira perda de coesdo na parte superior da matriz com o desenvolvimento do tapete
bacteriano. A desestabilizagdo do hidrogel podera ser explicada pela possivel producao
de enzimas liases pela bactéria utilizada, capazes de fragmentarem as moléculas de

alginato (Donati, I. e Paoletti, S., 2009).

Outro aspecto caracteristico das culturas da bactéria utilizada, e que permite
frequentemente a sua identificagdo empirica, ¢ a producdo de um odor frutado pela

mesma, inexistente no caso das matrizes ndo suplementadas com TSB.

Sendo a formagdo de tapete bacteriano indispensavel para inferir sobre a actividade
litica dos bacteriofagos imobilizados nas matrizes, ¢ tendo em consideragdo a
impossibilidade de visualizagdo de tapete bacteriano nas formulagdes produzidas com
agua desionizada, a discussdo dos parametros seguintes terd apenas em consideragdo os
resultados obtidos com as matrizes suplementadas com meio TSB (cddigos terminados

em GCB,,)
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ii. Avaliacido da coesio estrutural das matrizes

A manutencdo da coesdo estrutural das matrizes foi outro parametro fisico a ser
considerado, para inferir da viabilidade das mesmas como estruturas de suporte, tanto
para a imobilizacdo dos bacteridofagos, como para a sua manipulagdo microbioldgica.
Desta forma, foi avaliada a influéncia de diversos componentes presentes nas
formulagdes finais, mais precisamente, a influéncia da alteragdo do solvente aquoso
para caldo TSB (matrizes “000A” e “000B”), a introdug¢do do agente conservante
(matrizes “100A” e “100B”) e a introducdo da suspensdo de fago em PBS (matrizes

“010A” e “010B”).

Relativamente a modificagdo do solvente aquoso nas formulagdes, assim como a
introdu¢do da suspensdo de fago em PBS, aparentemente ndo foram produzidas
alteracdes na coesdo estrutural, elasticidade, resisténcia mecanica e opacidade das
matrizes, independentemente do polimero em questdo. Este aspecto seria
particularmente preocupante no caso das matrizes de alginato, pois a presenga de outros
10es bivalentes, para além dos ides célcio responsaveis pela sua polimerizacdo, poderia
conduzir a desestruturagdo dos hidrogéis. No entanto, mesmo nestas matrizes isso nao

se verificou.

Em relacdo ao efeito da introdugdo do agente conservante nas formulagdes conducentes
as matrizes polimerizadas, este foi ja objecto de andlise detalhada no ponto 2.ii. deste

capitulo de “Resultados e Discussao”.

iii. Avaliacao da influéncia da adicao do agente conservante sobre o

crescimento bacteriano

Outro aspecto que poderia comprometer a viabilidade das particulas fagicas
imobilizadas no seio das matrizes biopoliméricas dizia respeito a introdugdo do agente
conservante. O agente antimicrobiano utilizado (Nipagin® M), apesar de ser eficaz
principalmente contra fungos e leveduras, tem igualmente ac¢do sobre a bactéria
utilizada nestes ensaios, podendo inibir o crescimento do hospedeiro especifico do fago
e impedir a formagao do tapete bacteriano. No entanto, ainda que se tenham utilizado

concentragdes de conservante bastante abaixo da CMI para a bactéria hospedeira, foi
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necessario verificar se este estaria a impedir o sucesso das analises subsequentes. Para
tal, foram inoculadas matrizes de ambos os polimeros com e sem conservante

incorporado e os resultados da incubacdo comparados entre si.

No caso das matrizes de agar preparadas com conservante incorporado (AGR101B), foi
possivel observar a formagdo de um tapete bacteriano continuo a superficie das mesmas,
nao havendo aparente influéncia da adi¢ao do conservante sobre o desenvolvimento do
microrganismo hospedeiro. No entanto, serd de salientar que, comparando o aspecto
macroscopico do tapete bacteriano produzido nas matrizes AGRO0OIB e AGR101B, a

presenga do conservante parece ter influenciado a produgdo de pigmento pela bactéria.

iv. Avaliacio da manutencio da viabilidade litica do bacteriofago

A avaliagdo da manutencao da viabilidade litica das particulas fagicas imobilizadas nas
matrizes biopoliméricas passou pela observacao de fenomenos de lise, decorrentes da
actividade fagica sobre um tapete bacteriano originado pelo hospedeiro especifico do

fago.

Analisando as matrizes AGRO11B e ALGO11B, nao foi possivel observar um tapete
bacteriano continuo, apenas se observando a presenca de bactéria em alguns pontos da
superficie da matriz. Por comparag¢do com as matrizes controlo AGR0O01B e ALG001B,
a ocorréncia de lise da bactéria, traduzida pela interrup¢do do tapete bacteriano, foi
evidente, demonstrando que o fago imobilizado, responsavel pelos fenémenos de lise

observados, se encontrava viavel e a sua actividade litica mantida.

Resultados semelhantes foram observados na presenca do agente conservante (matrizes
AGR111B e ALGI11B), nao havendo uma aparente influéncia do agente

antimicrobiano sobre a actividade litica do fago.
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5. Microanalise estrutural das matrizes através de Crio-Microscopia

Electronica de Varrimento

A estrutura microscopica das matrizes biopoliméricas analisadas no ponto anterior, foi
avaliada por CRIO-SEM, no sentido de tentar estabelecer algumas relagdes entre a
microestrutura apresentada pelas varias matrizes gelificadas e a estabilizagdo estrutural

e funcional do bacteriofago DSM JG004.

Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 24 para as matrizes de agar, e na
Figura 25 para as matrizes de alginato. Todas as matrizes observadas estdo identificadas
com a sua referéncia individual, sendo que nas matrizes assinaladas com um asterisco
(*) foi possivel observar a presenga da bactéria hospedeira em zonas mais superficiais

das mesmas.

Da observagdo das matrizes de agar (ver Figura 24) ¢ possivel depreender que, de uma
forma geral e independentemente da condigdo experimental testada, todas as matrizes
apresentam uma estrutura microporosa fina com marcada interconectividade entre
poros, apresentando estes um indice de polidispersdo elevado. Apesar de ndo ter sido
possivel observar a presenca de fago em nenhuma das amostras, pelo caracter
nanométrico destes se situar abaixo do limite de resolugcdo da técnica de microscopia
utilizada, este tipo de arquitectura interna das matrizes permitird uma boa contengao dos
bacteridfagos incluidos nas formulagdes, facilitando, no entanto, o acesso do mesmo ao
seu hospedeiro especifico, tendo em consideracio a elevada interconectividade

observada.
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Figura 24. Microfotografias de CRIO-SEM das matrizes de agar, com variagdo das condi¢des
experimentais utilizadas em termos de adi¢do de agente conservante, incorporagao

do bacteriofago e inoculagdo bacteriana [Fonte: autor].

A semelhanca do que foi discutido anteriormente, a inclusio de um agente
antimicrobiano nas formulagdes conducentes as matrizes polimerizadas, assim como a
inoculagdo por espalhamento com Pseudomonas aeruginosa DSM19880, nao produziu
alteracdes visiveis na arquitectura dos hidrogéis originados, como podera ser observado,

por exemplo, por comparagao entre as matrizes AGRO0OOB e AGR111B.

A presenga de, e observacdo de, bacilos de Pseudomonas aeruginosa deveria ser
comum a todas as matrizes inoculadas, sendo espectdvel a presenca de bactéria apenas
na superficie inoculada, pela complexidade da estrutura microporosa das matrizes. No
entanto, entre as matrizes observadas, previamente inoculadas por espalhamento com
bactéria, apenas foi possivel observar a sua presenca nas matrizes AGRO0OIB* e

AGRI101B*, apresentando o microrganismo uma forma baciliforme ligeiramente curva,
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com dimensdes aproximadas de 0,5 um de didmetro por 1,5 um de comprimento. O
facto de ndo se ter observado o mesmo para as restantes amostras inoculadas, nao sera
conclusivo quanto a sua auséncia, uma vez que, considerando o pré-processamento das
matrizes para observag¢ao por microscopia electronica, a superficie de inoculagao podera

ter sido removida aquando da fractura das amostras.

Em relacao as matrizes de alginato observadas (ver Figura 25), constatou-se a existéncia
de uma arquitectura microporosa com poros de dimensdes aparentemente mais
elevadas, menor indice de polidispersdo e menor interconectividade, quando comparada
com a microestrutura observada para as matrizes de agar. Apesar dos ensaios
microbiologicos terem revelado a manutengdo da actividade litica dos bacteriofagos
imobilizados, esta microarquitectura com menor interconectividade entre poros podera
condicionar o acesso dos fagos ao seu hospedeiro, ao conferir uma maior reten¢do dos
mesmos no seio da matriz polimerizada de alginato. Desta forma, os fenomenos de lise
bacteriana observados sobre o tapete de P. aeruginosa deverao estar associados apenas
a actividade dos bacteriéfagos presentes nas camadas mais superficiais dos hidrogéis de
alginato. Estas observagdes permitiram igualmente confirmar que, com a introdugado do
agente conservante (ALG101B), a estrutura das matrizes sofreu uma ligeira alteragao,
produzindo-se uma microarquitectura mais aberta, possivelmente responsavel pela
menor resisténcia a compressao observada nestas matrizes. Por outro lado, nas matrizes
em que foi possivel manter parte da camada superficial inoculada, ap6s crio-fractura das
mesmas, observou-se a presenga de estruturas baciliformes, correspondentes ao inoculo
bacteriano de P. aeruginosa, envolvidas por uma substancia de aspecto homogéneo e

continuo.

Esta observagdo vai de encontro ao aspecto mucoide do tapete bacteriano de
P. aeruginosa produzido sobre os hidrogéis de alginato, podendo esta substancia
corresponder a alginato produzido pelas proprias bactérias ou, por outro lado, ser
decorrente da actividade de enzimas liase produzidas por estes microrganismos, que
originam a degradacdo das cadeias de alginato com reduc¢do da viscosidade do mesmo

(Donati, I. e Paoletti, S., 2009).
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Figura 25. Microfotografias de CRIO-SEM das matrizes de alginato, com variacdo das
condi¢les experimentais utilizadas em termos de adigdo de agente conservante,

incorporagdo do bacteridfago e inoculacdo bacteriana [Fonte: autor].
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IV. Conclusoes

Este trabalho de investiga¢do para conclusdo de ciclo de estudos teve como principal
objectivo o desenvolvimento de hidrogéis para a estabilizagdo estrutural e funcional de
um bacteridéfago, tendo-se utilizado como modelo o bacteriofago DSM JG004, com
acc¢ao litica especifica sobre a estirpe bacteriana Pseudomonas aeruginosa DSM 19880,

visando uma potencial aplicagdo futura ao nivel de sistemas de detecc¢do bacteriana.

Para o efeito, foram optimizadas duas matrizes biopoliméricas, a base de agar e alginato
de sddio, nas quais foi incorporada uma suspensao do referido bacteriofago. Os ensaios
microbioldgicos, realizados com o seu hospedeiro bacteriano especifico, demonstraram
a manutencdo da viabilidade litica dos bacteriofagos apos a sua imobilizagdo no seio das
matrizes biopoliméricas, comprovada pela ocorréncia de lise do tapete microbiano
produzido (produgado de placas de lise fagica). A analise dos hidrogéis por CRIO-SEM
revelou igualmente a existéncia de uma estrutura porosa de caracteristicas intrincadas
apropriadas para a protec¢do dos bacteriéfagos, ndo restringindo, no entanto, o acesso
facil ao seu hospedeiro bacteriano especifico, de modo a promover a sua lise. A
estabilizacao das particulas fagicas pode ainda ser correlacionada com a alteragdo das
condi¢des termodindmicas do meio envolvente de cada particula, uma vez que os
movimentos das moléculas de solvente na sua microvizinhanca se encontravam
seriamente reduzidos pelo efeito de gelificagdo da matriz polimérica, o que estd em
consonancia com o descrito na literatura cientifica para o caso da estabilizacdo de

moléculas proteicas (Ragoonanan, V. e Aksan, A., 2007).

As condigdes de gelificagdo/polimerizagdo das matrizes provaram ser indcuas € nao
interferiram com a actividade biologica, nem do fago nem da bactéria, tendo-se
alcangado com sucesso a estabiliza¢do estrutural e funcional do primeiro. Ambas as
matrizes encontram potencial aplicagdo tanto na deteccdo de uma ampla variedade de
contaminagdes bacterianas, adaptando o bacteri6fago estabilizado, como em sistemas de
libertagdo controlada na terapéutica de infecgdes bacterianas superficiais, alterando-se

adicionalmente a espessura das matrizes biopoliméricas.
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Em termos de perspectivas futuras seria relevante avaliar a longo prazo, e sob multiplas
condi¢des de conservagdo, a estabilidade das matrizes bio(poliméricas) e a manutengao
da viabilidade das particulas fagicas imobilizadas. Uma outra vertente futura deste
projecto experimental passard pela inclusdo nos hidrogéis de um mecanismo
cromogénico para deteccdo de componentes bacterianos intracelulares, dando origem a

um inovador sistema de deteccao de patogenes bacterianos.
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Biopolymeric matrices for structural and functional stabilization of bacteriophages

Victor M. Balcdo'?, Ana R. Moreira', Carla G. Moutinho"?, José A. Teixeira® ‘

1Bioengineering and Biopharmaceutical Chemistry Research Group, Fernando Pessoa University, Porto, Portugal; BB -
Institute for Biotechnology & Bioengineering, Centre Biological Engineering, University of Minho, Braga, Portugal [

In the recent past years, bacteriophage research has experienced a renaissance due to their potential
application in the pharmaceutical field, especially with the increase of bacterial resistance to antibiotics and
the possibility to take part in new methods of early detection and diagnosis of bacterial infections. In that
context, the structural and functional stabilization of bacteriophages using biopolymeric microporous
hydrogels represents a promising research focus with a broad potential biomedical/ biopharmaceutical
application. The scope of this work was to develop biopolymeric non-toxic phage-hydrogels of agar and
sodium alginate, obtained at neutral pH and mild polymerization conditions, in order to offer adequate
characteristics to the maintenance of phage’s lytic activity. Disc-like phage-hydrogels were prepared, with a
phage and polymer concentration of 1.3x10® PFU/ml and 1.5% (w/v), respectively. Regarding the alginate
hydrogels, CaCO3 (22.5 mM) and GDL (48 mM) were also included in the formulation. Agar hydrogels were
prepared naturally by jellification, as a function of temperature lowering, and alginate hydrogels were
prepared by internal gelation. The matrices were inoculated with a suspension of susceptible (host)
bacteria and incubated at 37 °C for 24h. Observation of bacterial lawn’s lysis demonstrated that
bacteriophages kept their Iytic activity, being the method of physical entrapment able to promote their
stabilization. Cryo-SEM analysis revealed that both types of phage-hydrogels present interconnective
microporous network, which guaranties a facilitated access of the phages to the bacteria, ensuring an
efficient lysis of the host bacteria present in the surface of the hydrogels.The developed hydrogels also
present appropriate physical and chemical properties for a wider variety of applications in the field of
pharmaceutical sciences, such as controlled release of (macro)molecules, cell immobilization and 3D
support for tissue regeneration.

P83: 2

Structural and functional stabilization of glycomacropeptide via encapsulation within
multiple emulsions

Carla G. Moutinho"?, José A. Teixeira®, Victor M. Balcdo"?

"Bioengineering and Biopharmaceutical Chemistry Research Group, Fernando Pessoa University, Porto, Portugal; BB -
Institute for Biotechnology & Bioengineering, Centre Biological Engineering, University of Minho, Braga, Portugal

Bovine glycomacropeptide (GMP), derived from whey proteins, has been demonstrated to possess an
interesting bioactivity that has attracted a lot of attention over the last few years. In particular, its ability to
bind Vibrio cholerae and Escherichia coli enterotoxins, inhibit bacterial and viral adhesion, suppress gastric
secretions, promote bifidobacterial growth and modulate immune system responses. Of these, protection
against toxins, bacteria and viruses, and modulation of the immune system, are the most promising
applications for this bioactive dairy macropeptide. The development of strategies that may allow its
structural and functional stabilization via nanoencapsulation within multiple emulsions may increase its
food and biopharmaceutical applicabilities. In this research effort, bovine GMP was (thermodynamically)
stabilized via entrapment within water-in-oil-in-water (W/O/W) multiple emulsions aiming at mimicking the
multifunctional design of biology, with several lipid matrices, and stabilizing layer compositions. Due to their
compartimentalized internal structure, multiple emulsions are ideal for encapsulation since they can carry
both polar and non-polar (bio)molecules. The composition of the stabilizing layer of the nanosystem was
changed by using different poloxamers and proportions of lecithin. Physicochemical characterization of the
optimized GMP-encasing nanovesicle formulations encompassed determination of Zeta potential and
particle hydrodynamic size over storage time, surface morphology via CRYO-SEM, and microcalorimetric
analysis via DSC.

PS3: 3

Antibacterial activity and antiradical activity of Nasturiium officinale hydrophilic extract
and their natural compound 2-phenylethyl isothiocyanate, against pathogenic aerobic
bacteria

Alfredo Aires’, Carla S. P. Dias"?, Eduardo A.S. Rosa', Maria José Saavedra

'CITAB-Centre for the Research and Technology of Agro-Environmengal and Biological Sciences, Agronomy Department
Universidade de Tras-os-Montes and Alto Douro, Vila Real, Portugal; “CECAV-Veterinary and Animal Science Research
Center, Veterinary Science Department, University of Tras-os-Montes e Alto Douro, Vila Real, Portugal

Several reports have indicated that Nastrutium qﬁ_‘icinale R. ‘Br. (watercress), of the family Brassicacea, has
been long used as traditional remedy and medicinal plant in East countries. The aim of this study was to
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