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Sumario

O termo bacteriofago resulta da associacdo de duas distintas designagdes, “bactéria” e
“phagein”. Deste modo, um bacteriofago ¢ um ser capaz de devorar bactérias. Como tal,
este bacteriofago, ou apenas fago, como também é denominado, é o centro de

aplicabilidade da Terapia Fagica.

As infeccbes bacterianas sdo actualmente uma constante preocupacdo, ndo sO para o
Homem, como também para as plantas e animais, isto porque, a sensibilidade por elas
demonstrada perante o tratamento com antibiéticos se mostra presentemente

comprometida.

Revela-se nesta fase, a administracdo de bacteriéfagos uma pratica bastante promissora.
Os fagos mostram-se capazes de lisar a bactéria infectante sem que se mostrem

prejudiciais para 0 Homem.

Contraposta a terapéutica antibiotica, a terapia fagica apresenta maior selectividade,

maior eficacia, menor custo e maior capacidade de contornar a resisténcia bacteriana.

Torna-se imprescindivel a aposta cientifica nesta area ainda em descobrimento,
especialmente no que se refere ao aprofundamento de estudos especificos que simulem

as mais variadas condi¢des do organismo humano.

Palavras chave:. Terapia Fagica; bacteriofagos; infeccdes bacterianas; antibioticos



Abstract

The term bacteriophage results from the association of two distinct designations,
"bacteria” and "phagein”. Thus, a bacteriophage is a being able to eat bacteria. This
way, this bacteriophage, or just phage, as it is also called, is the center of applicability

of phage therapy.

Bacterial infections are a constant concern today, not only when in humans, but also
when in plants or animals, because, their sensibility to the treatment with antibiotics is
presently compromised.

At this phase, the administration of bacteriophages is quite promising. Phage is capable

of lysing the infecting bacteria without being harmful to humans.

Unlike the antibiotic therapy, the phage therapy has higher selectivity, higher efficacy,

lower cost and greater ability to bypass the bacterial resistance.

It becomes essential the scientific bet in this area, which is still growing, especially in
what regards to further specific studies, simulating the most various conditions of the

human body.

Key words: Phage Therapy; bacteriophages; Bacterial infection; Antibiotic.
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I. Introducéo

A presente dissertacdo é parte integrante do mestrado, em Ciéncias Farmacéuticas, a
concluir na Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade Fernando Pessoa.

O tema da dissertacdo de mestrado apresentada é Terapia Fagica: Passado, Presente e
Futuro. A escolha do mesmo foi motivada pelo interesse na area da microbiologia e, em

particular, do combate as infecgdes bacterianas.

Esta revisdo bibliogréfica, baseia-se na pesquisa, em artigos cientificos e similar
material de apoio a sua execucdo tedrica, previamente publicado, recorrendo para tal a

fontes de investigacao crediveis, como Pubmed e b-on.

A Terapia Fagica foi essencialmente desenvolvida na Europa de Leste, onde continua a
ser praticada. Este facto justifica a existéncia de um reduzido numero de artigos

cientificos publicados, especialmente no que se refere a edi¢bes na lingua inglesa.

O aparecimento do antibidtico, revelando-se uma alternativa altamente capaz de

combater infeccOes bacterianas, causou um declinio na investigacdo da Terapia Fégica.

Porém, o0 aparecimento de bactérias resistentes a antibiéticos provocou o renascimento

do interesse na Terapia Fagica, levando a um reavivar da investigacdo clinica nesta area.

O presente trabalho pretende expor as dificuldades atravessadas por esta opcao
terapéutica, no que concerne ao tratamento de infecgOes bacterianas, contrapondo a
mesma com as alternativas terapéuticas existentes, revelando as vantagens e

desvantagens deste tipo de terapéutica.

Diversas sdo as areas de aplicacdo analisadas, nomeadamente a clinica, a veterinaria, a
alimentar e a agricola, sendo expostas, individualmente, as suas necessidades, bem

como, as mais valias obtidas com a implementacao desta terapia.
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O presente € mencionado como uma realidade, sendo feita uma alusdo a inimeras
praticas clinicas j& implementadas, bem como a produtos diversos actualmente
existentes no mercado. O futuro é revelado como risonho, sugerindo no mesmo, a
aplicabilidade desta terapia nas mais diversas areas, algumas das quais a carecer de uma

alternativa solida e viavel.

1.1. Definicao

Os fagos sdo considerados uma “arma” para combater bactérias (Hanlon, 2007). Estes,
também conhecidos como bacteridéfagos, definem-se como virus de bactérias que, ao
afectarem o metabolismo daquelas, sdo responsaveis pela sua morte (Sulakvelidze et al,
2001).

Sabe-se que entre 10 a 80% das mortes bacterianas sdo causadas pelos fagos, sendo
assim estes, considerados, um factor limitante destas popula¢Ges tdo comummente

causadoras de infec¢cbes no Homem (Jonczyk et al, 2011).

A grande maioria destes virus, exceptuando os filamentosos, possui um genoma
constituido geralmente por uma dupla fita de acido desoxirribonucleico (ADN),
protegido por uma cépside poliédrica proteica - a cabeca (Figura 1). Associada a esta
capside esta ainda uma estrutura helicoidal proteica, a cauda, local através do qual passa
0 &cido nucleico para as células bacterianas no momento de infecgdo. Na extremidade
da cauda estdo incorporadas geralmente seis fibras, as quais sdo responsaveis pela
adsorcéo do fago a célula bacteriana, gracas a existéncia de receptores especificos para a

superficie da mesma (Inal, 2003).
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Figura 1. Estrutura de um Bacteridfago do Tipo T4 (Adaptado de Carlos, 2012).

Existem também fagos, embora em menor quantidade, que apresentam ARN como
acido nucleico. Todavia, independentemente de se tratar de ADN ou ARN, esta cadeia

pode ser simples, dupla ou linear, segmentada, circular ou helicoidal (Henriques, 2008).

Bacteridfagos cuja capside apresente maiores dimensdes, tém uma maior capacidade de
sobreviver em condi¢cdes adversas, em detrimento dos que tém uma capside com

dimensdes mais reduzidas (Jonczyk et al, 2011).

Sao parasitas bacterianos obrigatorios, especificos. Sdo também capazes de penetrar em
diferentes 6rgdos e tecidos, entre os quais 0 Sistema Nervoso. Tém dimensdes
compreendidas entre 20 e 100 um, admitindo-se uma inter-relacdo especifica bactéria-

virus presente em todas as bactérias (Kropinski, 2006).

Tal como outros virus, os fagos podem também ser caracterizados consoante a sua gama
de hospedeiros. Por exemplo, alguns fagos provocam lise a uma espécie especifica de
bacterias (por exemplo, Escherichia coli), enquanto outros tém como alvo um espectro
bastante mais alargado, considerando-se estes ultimos mais adequados a aplicacdo

terapéutica (Kropinski, 2006).
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1.2. Classificacdo taxonémica

No que se refere a sua classificacdo taxondmica, também diversas evolucbes foram

ocorrendo ao longo da historia (Ackermann, 2007).

Com o aparecimento dos primeiros tipos de fagos foram surgindo as primeiras
classificacbes, embora, s6 por volta de 1940, com o aparecimento do microscopio
electronico é que esta classificacdo se tornou mais descritiva e rigorosa, uma vez que ja
se mostrava possivel a medicdo dos componentes estruturais do fago (Ackermann,
2007).

Em 1960, era ja possivel diferenciar o material genético fagico, podendo assim

acrescentar mais um relevante parametro de classificacdo (Ackermann, 2007).

Diversas actualizagbes vao surgindo na classificacdo taxonémica dos bacteriéfagos. A
Tabela 1 reune as principais familias de fagos tidas em consideracdo na actualidade,

salientando as suas principais caracteristicas (Hanlon, 2007).
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Tabela 1 Principais familias e caracteristicas de Bacteriéfagos

(Adaptado de Hanlol, 2007).

Forma Acido Nucleico Grupo de Virus | Particularidades Exemplo
Cauda ADN | cadeia dupla/linear Myoviridae Cauda contréctil T4
Siphoviridae Cauda longa néo contractil | A
Podoviridae Cauda curta T7
Poliédrico ADN | cadeia simples/circular Microviridae Capsomeros OX174
cadeia dupla/circular/segmentada | Corticoviridae Capside complexo, lipidos | PM2
cadeia dupla/linear Tectiviridae Vesicula lipidica interior PRD1
pseudocauda
cadeia dupla/linear Grupo SHI Vesicula lipidica interior SH1
cadeia dupla/circular Grupo STV1 Torre STIV
ARN | cadeia simples/linear Leviviridae Tipo poliovirus MS2
cadeia dupla/linear/segmentada Cystoviridae Invélucro, lipidos D6
Filamentoso | ADN | cadeia simples/circular Inoviridae filamentos longos fd
hastes curtas MVL1
cadeia dupla/linear Lipothrixvitidae Involucro, lipidos TTV1
cadeia dupla/linear Rudiviridae Tipo TMV SIRV-1
Pleomérfico | ADN | cadeia dupla/circular/segmentada | Plasmaviridae Invélucro,lipidos, L2
sem capside
cadeia dupla/circular/segmentada | Fuselloviridae Forma de liméo SSv1
cadeia dupla/linear/segmentada Salterprovirus Forma de liméo Hisl
cadeia dupla/circular/segmentada | Guttaviridae Forma de gota SNDV
cadeia dupla/linear Ampullaviridae Forma de garrafa ABV
cadeia dupla/circular Bicaudaviridae Duas caudas ATV
cadeia dupla/linear Globuloviridae Tipo paramyxovirus PSV

1.3. Ciclo de vida

Os bacteriofagos possuem essencialmente quatro ciclos de vida. Sao eles designados
por ciclo de vida litico, lisogénico, pseudo-lisogénico/persistente ou o ciclo de vida do
tipo de infecgdo crénica. Séo, os dois primeiros, 0s tipos de ciclo fagico mais atractivos
para a terapéutica, uma vez que, se o primeiro leva directamente a lise da célula

bacteriana, o0 segundo pode, mediante estimulos especificos, provocar de igual modo a
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sua morte, uma vez que o efeito destes estimulos induz também um percurso litico
(Costa, 2010).

Um bacteriéfago pode classificar-se em virulento ou temperado, consoante sofra um

ciclo litico ou lisogénico, respectivamente (Deresinski, 2011).

Sao diversas as etapas que se realizam desde um primeiro contacto fago-célula
bacteriana até a destruicdo desta célula hospedeira, se for caso disso. E a extremidade
distal da cauda dos fagos a responsavel pela adsorcdo destes as bactérias. Esta conexdo
especifica entre as fibras do bacteriéfago com a superficie bacteriana vai determinar a
afinidade que dado fago possui para determinada bactéria. Apds a unido entre ambas as
superficies, o bacteriéfago injecta o seu conteudo genético (&cido nucleico) para o
interior da bactéria alvo onde sera posteriormente transcrito. Seguidamente, pode dar-se

inicio a um dos dois possiveis ciclos de vida fagica (Deresinski, 2011).

Fagos virulentos (ex. KVP 20 e fados do Tipo-T) sdo geralmente considerados mutantes
dos temperados (ex. MR11 e L), sendo os primeiros responsaveis pela lise da bactéria
que infectam, com término do seu ciclo de vida caracterizado pela libertacdo de novos
fagos. Assim, bacteriofagos que sofram um ciclo de vida litico, ap6s encontrarem o seu
material genético na célula bacteriana, dirigem todas as “operagdes” que ocorram no
interior da mesma. Da-se a degradacdo do genoma da bactéria, reutilizando os seus
nucleétidos na replicacdo do ADN fagico, sintetizam-se particulas fagicas funcionais e
estruturais, montam-se os componentes de estrutura, dando-se entdo origem a virides,

com consequente lise do hospedeiro (Kropinski, 2006).

Em média, estima-se que cada bacteriéfago produza no final do seu ciclo de vida cerca
de 200 novos fagos (Carlton, 1999). Mesmo que o numero inicial de bactérias
infectantes seja superior ao numero de particulas fagicas, este ltimo acaba por exceder
0 numero de bactérias apds varias geracOes, ndo sé porque a sua producdo é feita em
larga escala, como também porque as bactérias envolvidas acabam por ser destruidas
(Matsuzaki, et al, 2005).

Por outro lado, o ciclo de vida lisogénico, caracteriza-se pela persisténcia de material
genético do virus na célula hospedeira por tempo indefinido —profago. No entanto, esta
condicgéo pode alterar-se se ocorrer um estimulo do meio que provoque a sua saida deste

estado, voltando novamente a ser considerado um fago, estado este em que provocara a
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lise bacteriana- ciclo de vida litico. Esta permanéncia do material genético na bactéria
pode verificar-se de duas distintas formas: ou integrado no cromossoma bacteriano,
sendo que € esta a via mais comum, ou separado desse cromossoma permanecendo sob
a forma de “plasmideo”. O profago replica-se juntamente com 0 cromossoma

bacteriano, sendo transmitido também as células filhas (Inal, 2003; Amaral et al, 1995).

Segundo Kropinski (2006), fagos temperados sdo raramente usados com finalidades
terapéuticas, uma vez que, se por um lado ndo lisam a totalidade das bactérias que
infectam, por outro, devido a determinados genes dos quais sdo possuidores, podem
potenciar a viruléncia dessas mesmas bactérias segundo um fendémeno descrito por

“conversao lisogénica”.

Ciclo litico

Bacteriofago
o

_____________ Bactéria

;» O Ciclo lisogénico

o . .

Figura 2. Esquema ilustrativo de ciclo de vida litico e lisogénico

(Adaptado de www.sabedoria.ebrasil.net).

A utilidade fagica assenta essencialmente na capacidade que estes virus tém para
lisarem a célula bacteriana, dai que, fagos do tipo filamentoso (ex. M13) ndo tenham
interesse marcado, uma vez que a expulsdo fagica deste género viral é feita por
mecanismos secretdrios, ndo levando desse modo a lise da célula bacteriana (Séo José et
al, 2007).
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Esta degradacdo da parede bacteriana deve-se essencialmente a accdo de lisinas e
também holinas, proteinas fagicas, codificadas no genoma de bacteriéfagos de cadeia
duplas de ADN. Lisinas sdo enzimas capazes de hidrolisar o peptidoglicano da parede
celular. Holinas, por outro lado, formam uma ‘“cavidade” na membrana celular,
facilitando a accdo de lisinas ao permitir-lhes o alcance do exterior do peptidoglicano.

Dé-se desta forma a libertacdo da progenia fagica (Loessner, 2005; Young et al., 2000).

Bacteriofagos de dimensdes mais reduzidas, nomeadamente aqueles que ndo apresentem
cauda na sua estrutura, como é o caso do ®X174, ndo possuem 0s genes que codificam
as proteinas mencionadas, lisinas e holinas, uma vez que estes sdo expressos pela cauda,
Nestes casos, a degradacdo do peptidoglicano encontra-se comprometida. (Matsuzaki et
al., 2005).

Para compensar esta falta, estes fagos, inibem a sintese da parede celular, ou seja,
produzem uma enzima que inibe a sintese do peptidoglicano, presente na parede celular
bacteriana (Matsuzaki et al., 2005).

Por ndo possuir um metabolismo préprio, todas as etapas da replicacdo propriamente
dita do bacteriéfago sdo altamente dependentes da célula que infecta (Matsuzaki et al.,
2005).

O primeiro contacto entre o fago e a célula bacteriana é conseguido por um processo de
adsorcédo, no qual se reinem condicbes para que seja efectuada uma ligacdo do fago a
um receptor especifico presente na superficie da célula bacteriana, geralmente uma

proteina ou um agucar (Matsuzaki et al., 2005).

Esta primeira fase de adsorgdo reflecte-se em trés distintas sub-fases: um contacto
inicial, uma ligacdo reversivel e uma ligacdo irreversivel. O primeiro contacto permite a
chegada do fago a célula bacteriana, através de movimentos Brownianos e de efeitos de
difusdo. Segue-se uma ligacdo fraca e reversivel, terminando numa ligagéo forte, estavel
e irreversivel, actuando nesta fase as anteriormente descritas enzimas hidroliticas que

facilitam a passagem de material genético pela parede bacteriana (Costa, 2010).

Esta passagem do material genético é ja integrada numa segunda fase deste mecanismo.
Assim, o virus, ap6s adsorvido a parede celular bacteriana, injecta o seu contetdo
genético para o interior da célula, gracas a existéncia de “poros” previamente abertos na

parede (Matsuzaki et al., 2005). Em alternativa a esta injeccdo, o virus pode também ser
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introduzido na célula bacteriana por processos de endocitose, translocacdo ou fusdo do

involucro fagico (Costa, 2010).

Quando ja no interior no citoplasma bacteriano, o material genético fagico pode sofrer,
como jé& foi referido, um de quatro distintos processos, o litico, o lisogénico, o pseudo-
lisogénico ou persistente, ou o do tipo de infecgdo cronica. O processo litico e o
lisogénico desencadeiam os anteriormente referidos ciclos de vida litico e lisogénico,

respectivamente (Costa, 2010).

No processo de infeccdo cronica o genoma fagico nao é recombinado com o genoma da
célula bacteriana, havendo todavia de igual forma producdo de novas particulas fagicas,
embora em menor quantidades. Nao se verifica nesta alternativa a lise celular (Costa,
2010).

A via menos conhecida, crendo-se porém a mais comum na Natureza, é a persistente.
Neste caso o material genético fagico ndo € inserido no genoma bacteriano, nédo

despoletando subsequente lise celular (Costa, 2010).

Daqui para a frente, o bacteriéfago apodera-se da maquinaria celular bacteriana para
produzir novas moléculas de forma sequencial, como proteinas, enzimas e outros

compostos necessarias a formacao de novas particulas virais (Comeau e Krisch, 2005).

A destruicdo da membrana citoplasmatica, permite numa ultima fase facilitar o processo
de lise celular, onde se da a libertacdo de componentes celulares e das novas particulas

fagicas, para o meio exterior (Sillankorva, 2004).

I. Origem da Terapia Fagica

Em 1896, Ernest Hankin relatou uma intensa actividade antibacteriana contra Vibrio
cholerae nas aguas do rio Jumna na india, atribuindo responsabilidade deste fenémeno a
microrganismos de dimensdes micrométricas, que tinham a capacidade de limitar as

epidemias de célera (Hankin, 1896).

Nos anos que se seguiram, foram diversos os testemunhos de varios historiadores

descrevendo fenémenos similares. E o caso de Gamaleya, que dois anos apds o
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testemunho de Hankin, que afirmou ter assistido a um fendmeno semelhante durante um

trabalho com Bacillus subtilis (Helvoort, 1992).

Em 1915, o bacteriologista Frederick Twort reintroduziu o tema, apos ter visualizado
um fenémeno semelhante ao de Hankin, em experiéncias de crescimento de virus em
meio de cultura artificial. Twort observou entdo que as placas se encontravam
contaminadas com bactérias, porém, as suas colonias tinham um aspecto transparente,

n&o se conseguindo reproduzir, uma vez que sofriam lise (Twort e Lono, 2011).

Ja nesta fase 0 acontecimento fora atribuido a uma espécie viral. Porém, uma vez mais,
este estudo ndo foi desenvolvido, devendo-se esta inexploragao sobretudo a dificuldades
financeiras (Twort e Lono, 2011).

O termo bacteri6fago foi oficialmente empregue apenas em 1917, gracas ao contributo
de Felix d’Herelle nesta investigagdo. Este microbiologista francés vé a sua descoberta
associada ao surto de graves hemorragias e disenteria nas tropas francesas, durante a
Primeira Guerra Mundial (d’Herelle, 1917).

Estudos laboratoriais levaram-no assim a concluir que a solucdo para este problema
estaria nestes virus, concluindo que sdo mortiferos para a bactéria hospedeira,

permanecendo inofensivos para 0 Homem (d’Herelle, 1917).

Também d’Herelle foi responséavel pela atribui¢do da denominagdo de ‘“‘bacteriofago”
como a conhecemos hoje. Esta tem origem de dois termos distintos porém bastante
relacionados neste campo, o termo “bactéria” e o termo “phagein”. Este tltimo significa
na lingua grega “comer” ou “devorar”. Assim “bacteriofago” mais ndao € que um ser que

come/devora bactérias (Sulakvelidze, 2001).

Foi no Verdo de 1918, um ano apds o surto hemorragico nas tropas francesas, que o
bacteriologista conseguiu isolar o primeiro bacteriofago. D’Herrelle afirmou haver
diferengas entre o fendmeno que visualizou e o observado por Frederick Twort, porém,
diversos cientistas referem-se a ele como o fenomeno “Twort- d’Herrelle” € ndo como o

termo “bacteriéfago” proposto pelo microbiologista Francés (Silva et al., 2009).

Nao muito tempo apds a descoberta de d’Herrelle, a terapia fagica é colocada em pratica
no tratamento de disenteria. Felix d’Herrelle garantiu a seguranca da preparacéo,

podendo afirmar-se que “sucesso” fora a palavra-chave nesta experimentagéo, uma vez
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que se verificou um cessar dos sintomas com apenas uma administracdo (Silva et al.,
2009).

Com resultados tdo positivos, mais ndo era de esperar que uma crescente aplicagéo de
bacteriéfagos nos mais variados ramos da medicina, como foi o caso de tratamentos de
doencas de pele por Staphylococcus, colera, peste bubdnica, entre outros (Silva et al.,
2009).

Com o passar dos anos deu-se inicio a comercializacdo das preparacdes fagicas,

aumentando a cada dia a sua popularidade (Silva et al., 2009).

Il. Aplicacbes da Terapia Fagica

Considera-se hoje que, os bacteri6fagos sdo agentes de extrema importancia, ndo s
aplicaveis no tratamento de diversas patologias, como também a nivel ecoldgico,
nomeadamente ao nivel da reciclagem de matéria organica, apresentando-se também
como uma relevante ferramenta de biologia molecular e epidemioldgica (Kropinski,
2006).

A terapia anti-infecciosa, tendo por base o uso do bacteriéfago, exige alguns requisitos.
A Diologia do fago, utilizado no tratamento, deve estar previamente esclarecida, uma
vez que, o sistema interactivo fago-hospedeiro é bastante complexo. O componente
“fago”, utilizado neste sistema, deve cumprir rigorosamente determinados critérios de
seguranca, ou seja, é imprescindivel que se proceda a uma exigente purificacdo da
preparacdo fagica, para que esta ndo transporte consigo restos bacterianos (Skurnik e
Strauch, 2006; Levin e Bull, 2004).

O receptor fagico deve ser bem conhecido. A resisténcia ao fago por parte da bactéria é
um dos obstaculos a implementacdo desta terapia, ndo sendo porém considerado um
entrave, visto considerar-se que as mutacGes fagicas sdo perfeitamente capazes de

acompanhar as alteracdes bacterianas (Skurnik e Strauch, 2006; Levin e Bull, 2004).

As bactérias podem sofrer diferentes mutacfes que as levem a ndo sensibilizagdo fagica.
Se por um lado séo capazes de perder um gene essencial a replicacéo fagica, por outro,
tém a capacidade de adquirir sistemas que conduzem a degradacdo do &cido nucleico
injectado pelo fago (Skurnik e Strauch, 2006; Levin e Bull, 2004).
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Entre outros requisitos, vigora ainda a necessidade de um teste prévio em animais.
Assim sendo, apds reunidas todas as condi¢bes para dar seguimento a pratica
terapéutica, deve proceder-se a sua realizagdo primariamente em animais teste, isto
porque, cada fago testado pode apresentar diferentes comportamentos in vivo (Skurnik e
Strauch, 2006; Levin e Bull, 2004).

Alguns autores consideram ainda que o0 uso de bacteriéfagos apenas se torna
imprescindivel até que estes reduzam a quantidade de bactérias infectantes para um
nivel a partir do qual as defesas do organismo infectado tomem controlo da situacéo
(Levin e Bull, 2004) .

Durante os anos de 1963 e 1964, desenvolveu-se, na Geodrgia, aquele que viria a ser um
dos mais completos, se ndo mesmo o mais completo estudo avaliativo das capacidades
profilacticas do fago como agente terapéutico. Reuniram-se um total de 30 769 criancas,
oscilando entre 6 meses e 7 anos de idade, tendo-se posteriormente dividido em 2
grupos tratados de forma distinta. A um deles foram administrados bacteri6fagos
especificos para Shigella, por via oral. O outro grupo permaneceu sem a recepc¢do de
qualquer terapéutica (grupo placebo), ficando ambos 0s grupos sob vigilancia. Amostras
fecais de todas as criangcas com distlrbios gastrointestinais (GI) foram recolhidas,
testando-se a presenca, ndo s6 de Shigella, como de qualquer bactéria causadora de
diarreia (Silva et al., 2009).

Os resultados obtidos foram bastante promissores, uma vez que se verificou no grupo
placebo uma incidéncia de diarreia 2,6 vezes superior a observada no grupo de criangas
trabalhado com fagos. Admitiu-se ainda a possibilidade de o bacteriéfago ndo ter sido
apenas activo contra Shigella, mas concomitantemente contra outras bactérias

patogénicas causadoras dos mesmos distdrbios (Silva et al., 2009).

Diversos outros estudos foram posteriormente despoletados, tendo sido usados para
avaliar a seguranca e eficicia dos fagos no tratamento de pacientes infectados por
diversos agentes patogénicos, provando-se ndo toxicos para os doentes (Silva et al.,
2009).

A continuidade das observacfes centrou-se posteriormente, ndo na procura de certezas
de eficacia, mas no aperfeicoamento da terapéutica. Foi também comparada a eficacia

de fagos especificos para cepas bacterianas isoladas, com a eficicia de preparacGes de
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fagos ja comercializadas, notando-se, ao tratar dois grupos de pacientes de forma
distinta, que os bacteriofagos especificos para cepas isoladas eram entre 5 a 6 vezes
mais eficazes do que o grupo de preparacdes existentes no mercado, prevendo 0S

bacteriologistas tratar-se de uma melhora na especificidade (Silva et al., 2009).

Entende-se agora que o0 uso de fagos ndo tem apenas proveito quando se fala em terapia
medicamentosa mas também quando se pretende um controlo bacteriano no campo
agricola, das pescas ou até mesmo alimentar sem que as propriedades dos alimentos
sejam alteradas, uma vez que a sensibilidade destes agentes virais para a deteccdo de
patogéneos € bastante elevada, aumentando assim a seguranca alimentar, no que se

refere, essencialmente, a produtos frescos (Kropinski, 2006).

Assim, quando posto em contacto com o alimento teste, o fago tem a capacidade de se
replicar dentro da célula bacteriana, causadora de contaminacdo, levando a lise da
bactéria com consequente aumento do numero de particulas fagicas, sendo este
facilmente mensuréavel. E de igual forma perceptivel a utilidade dos fagos no controlo
alimentar quando estes sdo marcados com fluorescéncia ou seja, quando se usam
bacteriofagos que se revelam capazes de actuar contra uma ampla gama de bactérias e,

uma vez expressos, emitem luz visivel, facilmente quantificavel (Kropinski, 2006).

Salmonella, E.coli, Listeria e Campylobacter sdo algumas das mais preocupantes
bactérias a causar infecgdes alimentares. Estudos recentes revelam que ap6s tratados
com particulas fagicas, os alimentos reduziram significativamente a quantidade de

bactérias apresentadas inicialmente (Fiorentin et al., 2005).

Listeria monocytogenes, como ja referido, € uma das bactérias que mais preocupacoes
desperta a nivel alimentar, isto porque, esta bactéria, apds entrar no hospedeiro,
comporta-se como uma bactéria intracelular, camuflando-se assim do sistema imunitario
ou até mesmo de um tratamento fagico. Alimentos susceptiveis a infeccdo por esta
bactéria, tém progredido no que se refere a contaminagdes, uma vez gque se encontram ja
aprovadas duas substancias, especificas para a bactéria em questdo, a utilizar aquando
do processamento destes alimentos, isto porque € nesta fase prévia ao embalamento que
esta bactéria geralmente contamina as instalagdes. A FDA classificou este tipo de fagos

que eliminam Listeria, como GRAS (Castro, 2008).
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Geralmente, a FDA, aprova a utilizacdo de fagos no fabrico de alimentos, tornando-se
este campo burocraticamente mais facilitado, comparativamente com &areas como a

clinica ou a veterinaria (Hagens e Loessner, 2010).

Jameel Inal (2003) relata a pratica da terapia fagica no controlo de agentes patogénicos
em peixes. Esta terapia revelou-se um sucesso, devido ao facto de os bacteriofagos
terem uma boa distribuicdo no ecossistema, uma vez que se encontram deste modo bem
integrados em sistemas aquaticos, favorecendo um continuado e estreito contacto com

0s animais aquaticos.

Kropinski, por outro lado, refere a inexisténcia de estudos, bem controlados, em
animais, que indiquem os fagos como agentes terapéuticos (Kropinski, 2006).

Contudo, ja na época do aparecimento da terapia fagica foram realizados, diversos
estudos clinicos em animais que se contrapunham a ideia de Kropinski . Salientam-se
alguns dos mais conhecidos, levados a cabo nos laboratorios de William Smith na Gra-
Bretanha. Num deles, é relatado, com sucesso, 0 uso de bacteriéfagos para tratar uma
infeccdo por E. coli em ratinhos. Descobriu-se assim, que apenas uma dose de fagos
especificos para E.coli (anti-K1) seria suficiente para diminuir significativamente o
nimero de bactérias no trato alimentar de ratinhos, alargando-se mais tarde este
procedimento experimental para outros animais infectados, como foi 0 caso de bezerros.
O tratamento parou a perda de liquidos, associada a infecgdo, e garantiu a sobrevivéncia
dos animais envolvidos (Silva et al., 2009). Ainda neste mesmo estudo, contrapds-se a
eficacia destes fagos especificos para a bactéria infectante, por via intramuscular, com a
eficacia de antibioticos como tetraciclinas, ampicilinas, cloranfenicol, entre outros,
administrados pela mesma via. Concluiu-se desta forma que uma unica dose da
preparacdo fagica se revelava mais eficaz que mdltiplas doses de qualquer um dos
antibidticos testados (Matsuzaki, et al., 2006).

Um estudo realizado em 1943, nos EUA, afirma que um dado fago, injectado
intraperitonealmente numa espécie de ratinhos, foi encontrado na corrente sanguinea,
atravessando inclusivamente a barreira hematoencefalica. Outra experiéncia relata a
infeccdo de ratos por uma dada bactéria que leva a morte de 95% dos animais em
apenas 4 dias, taxa esta que, reduz para 28%, quando se injecta intraperitonealmente

uma preparacao de bacteriofagos (Kropinski, 2006).
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Nos anos 80, Williams Smith e seus colaboradores, foram mais além, apresentando
diversos outros estudos com animais que se revelaram bastante promissores. Um dos
seus notarios estudos utilizou como animais teste bezerros, variando a sua idade entre 6
e 12 horas de vida. A estes, foi administrado oralmente, na alimentacdo, uma mistura de
E. coli enteropatogenica, 97% desenvolveram diarreias entre 12 a 46 horas, 80%
acabaram mesmo por morrer. A administracdo de um fago especifico nas primeiras

horas diarreicas reduziu as mortes existentes em 100% (Kropinski, 2006).

Estudos relacionados revelaram também que a viruléncia do fago in vitro, nem sempre é
similar a verificada in vivo (Kropinski, 2006). Levin e Bull, referem que € dificil

concluir acerca do motivo destas diferencas (Levin e Bull, 2004).

Uma investigacdo anterior, compara a eficacia de uma dose unica de fagos com a de um
antibidtico- estreptomicina, no combate a infeccdo, tendo-se revelado ambos, de igual
forma, eficazes. Neste caso, os investigadores atrasaram a toma em algumas horas, a
fim de ver qual seria a consequéncia deste acto. Acabara entdo por concluir que, para
ambas as terapéuticas, fagica e antibidtica, este atraso da terapéutica tinha
consequéncias negativas. Contrariamente, Bull e seus colaboradores, assumem haver
consequéncias negativas no atraso do tratamento, porém, apenas seriam marcadas no
que se refere a terapéutica com antibidticos, uma vez que diminui consideravelmente a
percentagem de sobreviventes da amostra, tendo-se este atraso mostrado pouco

significativo quando falamos em antibioticos (Kropinski, 2006).

Um terceiro grupo de investigadores, Soothil James e colegas, no Reino Unido, avalia
otites externas em cdes (similares as dos humanos), causadas pela Pseudomonas
aeruginosa, revelando-se esta patologia bastante susceptivel ao tratamento com uma

Unica dose de uma preparacao fagica polivalente (Kropinski, 2006).

Também no ambito de infecgBes vegetais esta terapéutica ganha vida. E certo que a
grande maioria das infec¢Bes apresentadas pelas plantas tém a sua origem em fungos,
porém, as de maior gravidade sdo de facto bacterianas. Deste modo, a fim de colmatar a
ineficdcia dos bactericidas existentes actualmente no mercado, desenvolvem-se terapias
eficazes e seguras, tendo como particula activa o bacteriofago. Encontra-se ja disponivel
no mercado o agrifago, um produto fagico capaz de controlar fitobactérias nocivas,

essencialmente atacantes de tomates e pimentdes (Balogh, 2006).
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O uso de bacteriofagos como agentes terapéuticos foi entdo uma notdria realidade a
partir de 1919 em todo o mundo, ndo parecendo na altura ser importante a falta de
conhecimentos aprofundados sobre a mesma, ja que, os estudos cientificos realizados na

época para escavar conhecimentos acerca do bacteriofago eram raros (Hanlon, 2007).

A falta de aprofundamento na terapia fagica mostrou-se deste sempre uma pratica
bastante invulgar. Grande parte dos estudos realizados na época revelaram-se
incompletos, isto devido, ou ao estilo cientifico de d’Herrelle, ou mesmo a sua intensa
vontade de introducdo destes fagos destruidores de bactérias no mercado. Foi, a fim de
colmatar esta falha, solicitada pelo Conselho de Farmacia e de Quimica da Associagédo
Médica Americana, a publicacdo de um artigo que revia todos os outros até entdo
editados. Assim, em 1934, foi lancado este relatorio, que em pouco enalteceu esta
terapia, ndo mostrando sequer conclusivo o facto de que este material até entdo falado,
fosse de facto um virus causador da morte bacteriana, chegando mesmo a ser
considerado material inanimado. Sabe-se hoje, que estas conclusdes ndo sdo

consideradas veridicas (Silva et al., 2009).

E no entanto notoria, toda a problematica que o artigo levantou, uma vez que se
verificou na época um grande decréscimo de interesse por parte, ndo s de cientistas

ocidentais, como de apoios a investigacao, nesta tematica (Silva et al., 2009).

Relatorios posteriores, seguiram a mesma linha negativista do até entdo publicado,

cessando totalmente os resistentes estudos ainda elaborados nos Estados Unidos.

I1l. Seguranca

Ja na época de d’Herrelle se apostavam em estudos para comprovar a seguranga de
preparacdes fagicas em seres humanos. Ele préprio consumiu, via oral e injectavel,
alguns preparados, tendo-os também administrado a familiares e amigos, néo
verificando qualquer efeito adverso indesejavel. Se ponderarmos que convivemos
diariamente, tanto ao nivel do organismo interno, quanto a nivel externo, como no
ambiente, com seres virais, outra coisa nao seria previsivel se ndo a sua inofensividade
para connosco. A ingestdo de bacteriofagos parece hoje ser impossivel de evitar,
sabendo que estes seres estdo presentes ndo s6 na nossa cavidade oral, fecal, aguas

potaveis, como também nos alimentos que ingerimos (Kropinski, 2006).
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Estudos bastante mais extensivos que os de d’Herrelle foram realizados nos EUA pelos
Staphage Lysate Delmont Laboratories, tendo sido, num deles, administrado em
humanos, por distintas vias (oral, topica, subcutdnea e intravenosa), uma elevada
concentracdo de fagos especificos para Staphylococcus, durante um intervalo de tempo

que rondou os 12 anos (Kropinski, 2006).

Embora ndo sejam descritos quais os efeitos colaterais observados, admite-se a
existéncia de alguns, ndo se considerando no entanto relevantes para serem tidos em
conta (Kropinski, 2006).

Afirma ainda Andrzej Gorski e seus colaboradores, do Instituto de Imunologia e Terapia
Experimental da Poldnia que, embora os estudos até entdo descritos e seus similares ndo
obedecam a criteriosas formalidades agora exigidas, sugerem a terapia fagica como

altamente eficaz estando praticamente isenta de efeitos colaterais (Gorski et al., 2004).

Existem actualmente descritos, diversos estudos que salientam a eficicia da terapia
fagica no tratamento e prevencdo de infeccBes por Staphylococcus, uma bactéria
extremamente prejudicial & salde publica. Num deles, em particular, é avaliado o
comportamento de um fago especifico para esta bactéria. A uma ferida subcuténea, fora
injectada a bactéria em questdo, injectando-se concomitantemente um fago especifico
para a mesma, tendo este demonstrado uma favoravel prevencdo de formacgdo de um

abscesso infeccioso (Matsuzaki et al., 2005).

Acrescenta ainda que, estudos recentes, desenvolvidos no instituto em questéo, revelam
os bacteriéfagos como sendo uma dptima arma para alcancar 6rgaos que geralmente se

consideram de dificil acesso (Kropinski, 2006).

Foi também neste Instituto conduzido, aquele que viria a ser o estudo mais relevante
para a terapia fagica, que a contrapde a resisténcia antibidtica. 2 000 pacientes em risco
de vida, causado por infeccOes de bactérias resistentes a antibioticos , foram tratados
com bacteriofagos. A taxa de sucesso deste tratamento variou entre os 60 e 90%
(Kropinski, 2006).

Existem actualmente, na Gra-Bretanha, estudos completos de ensaios clinicos de fase | e
Il realizados no Homem para infec¢es auriculares por Pseudomonas. Esta patologia
caracteriza-se pelo seu dificil tratamento, uma vez que a organizacdo espacial

bacteriana, ndo facilita a accdo antibacteriana. Além disso, a terapéutica antibidtica
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disponivel para erradicar a infeccéo, nos casos de sensibilidade ao farmaco, pode por
vezes tornar-se toxica. Até ao momento, tendo por base os ensaios clinicos ja realizados,
a terapia fagica revela-se bastante promissora nesta &rea, uma vez que se tem

demonstrado eficaz e segura para 0 Homem (Bricha et al., 2009).

Uma empresa britanica, destinada exclusivamente a investigacdo fagica, tem batalhado
por uma evolucdo, na aplicacdo do bacteri6fago enquanto agente bactericida de

Pseudomonas aeruginosa, causadora de fibrose cistica (Bricha et al., 2009).

Investigadores Belgas assumem também um dificil desafio, tentar travar infeccdes,
causadas por Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus em individuos
queimados, sendo que estas infeccdes se caracterizam por apresentar uma elevada taxa
de mortalidade (Bricha et al., 2009).

IV. Factores externos que afectam a sua viabilidade

Se por um lado consideramos os bacteriofagos bastante resistentes a factores externos
sejam fisicos ou quimicos, por outro lado também eles sdo, por vezes, sensiveis aos
mesmos, restringindo a sua viabilidade, podendo mesmo chegar a inactiva-los, como
consequéncia de possiveis danos causados na sua estrutura, quer no contetdo genético,

quer lipidico (Ackermann et al., 2004).

Destaca-se, neste campo, a Temperatura, a salinidade e a acidez, especialmente quando

falamos de meios aquéticos (Jonczyk et al., 2011).

Etapas como fixacdo, penetracdo, multiplicacdo ou periodo de laténcia do material
genético fagico no cromossoma bacteriano sdo altamente dependentes de factores
externos, como é o caso da Temperatura. A temperaturas inferiores a temperatura ideal,
0 material genético tem menor capacidade de penetrar a célula bacteriana hospedeira e,
consequentemente menos bacteriéfagos estardo posteriormente envolvidos no processo

de multiplicacdo (Jonczyk et al., 2011).

Por outro lado, temperaturas acima da ideal, prolonga o periodo de laténcia do material

genético no material bacteriano (Jonczyk et al., 2011).
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Como ja referido, em condi¢bes desfavoraveis, a viabilidade destes seres esta
comprometida, encontrando-se eminente a possibilidade de ocorrerem danos na
estrutura do bacteriofago, quer ao nivel dos seus elementos estruturais, quer elementos

internos (proteinas, DNA....), que levem a inactivacdo do mesmo (Jonczyk et al., 2011).

AcKermann e colaboradores (2004), demonstraram que, fagos distintos, pertencentes a
mesma familia, apresentam diferentes sensibilidades. PRD1 e AP50 foram testados.
Apo6s armazenamento de ambos a -80° verificou-se que 0s primeiros sobreviveram 6
meses a esta Temperatura, ao contrario do AP50 que perdeu a sua actividade. Também
estes fagos foram armazenados num caldo de carne a 4°C, onde PRD1 se detectou apds
22 anos nestas condicdes, ao contrario de AP50 que, apds um ano, se mostrou inviavel.
Depreende-se assim que, fagos da mesma familia podem reagir de diferentes formas
num mesmo ambiente, do mesmo modo, bacteriéfagos que residem num mesmo espago,

ou espacos semelhantes, podem ter diferentes formas (Ackermann et al., 2004).

Duncan Mara e Nigel Horan (2003), sugerem uma relag@o entre a forma estrutural de
cada fago e a sua capacidade de sobrevivéncia a ambientes diversos (Mara e Horan,
2003).

V. A Erado antibiotico e o decréscimo da Terapia Fagica

Desde que o Homem se interessou pela ciéncia e consequentemente pelas causas de
morte humanas, questiona a existéncia de produtos, de origem natural ou ndo, que

possam travar este critico panorama.

Com a aquisicdo de conhecimentos na &rea, 0 Homem encara a realidade da evolucédo
infecciosa, testando diversos produtos, visando alcancar uma travagem vitoriosa.
Contudo, apenas em 1928, gracas a Alexandre Fleming, a luz parece surgir no
horizonte. Este bacteriologista descobre a penicilina, aquele que viria a ser o primeiro

antibiotico a marcar uma nova era (Hoff et al., 2008).

A era do antibidtico acentuou a descrenca da terapia fagica no Ocidente, sobretudo
numa época em que tantas contrariedades se levantam, permanecendo porém este uso na

Europa Oriental e na ex-Unido Soviética (Hanlol, 2007).
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Farmacos anti-infecciosos, e particularmente os antibacterianos mostraram-se bastante
satisfatorios na terapéutica, com eficacia inquestiondvel. Contudo, a sua introducéo na
clinica fez notar que bactérias que eram inicialmente sensiveis a dado antibidtico se
tornariam agora resistentes (Rohwer, 2003). O recurso a antibioticos, fundamentalmente
os de largo espectro, desencadeia assim um aumento notério do crescimento e seleccéo
de microorganismos resistentes, tendo este facto maior preocupagdo quando nos
deparamos com um elevado nimero de doentes imunodeprimidos (Silva et al. 2009).

O nivel de resisténcias toma, hoje em dia, proporcBes elevadissimas. Morrem
anualmente 5 milhdes de pessoas vitimas de infecgdes, para as quais os antibioticos ja
ndo tém solucdo. Uma bactéria de grande relevancia neste negativo panorama é o
Staphylococcus, uma vez que para além de ser bastante perigoso para a satde publica, é
apenas sensivel a vancomicina, um antibiético glicopeptideo. Note-se porém que, esta
regra de sensibilidade encontrou ja a sua excepc¢do, no ano 2000, onde, no Japdo, um
bebé a realizar uma grande cirurgia ao coracdo, se detectou infectado, sem que

manifestasse qualquer sensibilidade ao tratamento (Inal, 2003).

A procura de novos antibioticos é demorada e bastante dispendiosa. Em média, sdo
necessarios dez anos de estudo intensivo na area, para que um novo antibiético seja
langado para o mercado, ndo tendo o Homem capacidade de fazer frente as resisténcias

bacterianas que vao surgindo (Lopes, 2009).

A utilizacdo descontrolada da antibioterapia em hospitais e em doentes de ambulatorio,
como meio de tratamento ou de prevencdo de infeccdes; a falta de isolamento de
pacientes em hospitais; a falta de medidas higiénicas e a utilizacdo irracional destes
farmacos a nivel agricola, sdo alguns dos motivos que levam o Homem a sentir
necessidade de uma urgente procura de respostas para colmatar as excessivas
resisténcias a terapéutica que os seres bacterianos tém vindo a desenvolver (Kropinski,
2006).

A tendéncia mantida na Europa de Leste relativamente ao uso do fago no combate de
infeccbes bacterianas €, agora, reavaliada nas investigacbes Ocidentais, devido ao
elevado numero de resisténcias bacterianas aos antibioticos que até entdo foram
surgindo (Kropinski, 2006).
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VI. Reaparecimento da Terapia Fagica. Beneficios e obstaculos a sua

implementacé&o na prética clinica

Ressurge entdo o conceito de Terapia fagica, que se caracteriza por ser uma terapia mais
econdmica que a bacteriana, embora muito pouco explorada. A par da terapéutica
medicamentosa baseada nos antibioticos, a terapia fagica, tem elevada actividade
antibacteriana, ressaltando nesta ultima algumas vantagens, como é o caso da sua maior
eficacia, acreditada mesmo ndo havendo ainda uma rigorosa prova da mesma (Silva et
al., 2009).

Porém, ndo é ainda chamativo o recurso a esta alternativa, nem a nivel profilactico, nem
de terapéutica. Séo, ainda hoje, levantadas demasiadas controvérsias, ndo esclarecidas
devido a escassez de estudos realizados, que se contraponham a um grupo placebo
(Silva et al., 2009).

A falta de dados sobre a sua farmacocinética é ainda um problema a ultrapassar, visto
que, embora as publicacdes relativas ao tema sejam inimeras, poucas S0 as que se

referem ao modo de accéo de bacteriofagos (Silva et al., 2009).

Reconhece-se apenas, gracas a estudos realizados em animais de laboratério, a
capacidade que estes fagos tém em chegar a corrente sanguinea, entre 2 a 4 horas ap6s
uma administracdo Unica por via oral, alcancando érgdos internos passadas 10 horas da
sua toma. Favoravelmente, a sua persisténcia no organismo pode ser bastante

prolongada (Silva et al., 2009).

Admite-se ainda uma vantagem, acrescida a terapéutica antibidtica quando, a fim de
combater dada infeccdo cuténea ou sistémica, é administrada ao individuo uma proteina
fagica, mesmo em elevada quantidade, esta ndo apresenta sinais de toxicidade,
revelando-se assim segura para o publico alvo. Além disso, o bacteriéfago apresenta
uma capacidade acrescida de penetrar no tecido quando neste estdo presentes células
bacterianas, alcancando locais mais profundos. Por outro lado, a terapéutica antibidtica
interfere com o balan¢o microbiano da flora normal do individuo, podendo despoletar

infeccOes secundérias (Loeffler e Fischetti, 2003; Nelson et al., 2001).

A par da terapéutica com antibidticos, também na terapéutica fagica se teme a

resisténcia bacteriana, ou seja, receia-se que as bactérias se ambientem de tal forma aos
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bacteriofagos que, alterando a sua morfologia, se tornem indiferentes a presenca dos
mesmos. Alguns autores consideram porém que, a taxa de resisténcia verificada por
uma bactéria a um fago seja cerca de 10 vezes menos que a verificada relativamente a
um antibiotico, uma vez que se considera que os bacteriofagos, tendo um crescimento
exponencial ensombram a taxa de crescimento bacteriano, reflectindo o mesmo nas
taxas de mutacdes, o que certamente levard uma qualquer espécie mutante a ser capaz

de eliminar a bactéria ate entdo resistente (Silva et al., 2009).

Ou seja, 0 que se torna por um lado vantajoso, torna-se por outro menos benéfico, uma
vez que, se apds um tratamento fagico, nenhum anticorpo se nota relevante, 0 mesmo
ndo acontece com contactos posteriores, uma vez que a exposi¢do prévia a estes agentes
leva a libertacdo de anticorpos pelo nosso sistema imunitario em tratamentos posteriores
(Inal, 2003).

Sabe-se que, o reticulo endotelial do organismo tem a capacidade de reconhecer o fago,
ou a parte utilitdria do mesmo, como sendo um corpo estranho, rejeitando-o. Lisinas,
por exemplo, ao contrario dos antibioticos, sdo proteinas, provocando como tal a
inducdo de uma resposta imunitaria celular e humoral, reduzindo assim o numero de

fagos para um nivel ndo suficiente a combater a bactéria infectante (Shuch et al., 2002).

Favoravelmente descreve-se como reduzida a hip6tese do aparecimento de estirpes
bacterianas capazes de resistir a lisinas, isto porque estas proteinas sdo capazes de
reconhecer moléculas do involucro da bactéria, essenciais a sobrevivéncia bacteriana,
ndo devendo a sua administracdo continuada desencadear esta resisténcia (Shuch et al.,
2002).

Teoricamente, e como ja referido, este ndo deveria ser um problema, uma vez que se
sabe que a cinética de actuacdo dos fagos é bastante mais rapida do que a produgdo por
parte do hospedeiro de anticorpos neutralizantes (Silva et al., 2009).

Uma possivel forma de colmatar este problema, encontra-se na administracdo de
cocktails de fagos, ou seja, em detrimento da administragdo singular de um determinado
fago, coloca-se o0 paciente em contacto com uma maior diversidade dos mesmos, a fim
de escapar a defesa do organismo. Este processo de selec¢do de novas particulas fagicas
é relativamente rapido, ocorrendo, geralmente, apenas em alguns dias (Inal, 2003). Uma
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outra possibilidade a ter em consideracdo € a administracdo de fagos ou lisinas de baixa

imunogenicidade (Matsuzaki et al., 2005).

Salienta-se comumente a positividade deste tratamento no que se refere a especificidade
do bacteriofago para uma dada bactéria, deve porém entender-se que, muitos dos
resultados negativos do tratamento podem também dever-se a esta mesma
especificidade, uma vez que, a seleccdo dos fagos para dada bactéria-alvo, ao ser feita
incorrectamente, comprometera todo o tratamento. Entende-se entdo que este passo de
selecgdo é crucial para o0 ndo comprometimento de todo o processo (Silva et al., 2009).

Acrescida a esta especificidade do bacteriéfago para uma dada bactéria, encontra-se
também a sua inespecificidade para células eucariotas, encontrando-se assim o0 Homem
isento de qualquer efeito a ele destinado, assumindo-se assim esta terapia como tendo

raramente algum efeito colateral (Matsuzaki et al., 2005).

Também o custo de desenvolvimento de um sistema fagico € bastante mais apetecivel
do que o custo de desenvolvimento de um novo antibi6tico, mostrando-se assim esta
alternativa como sendo mais viavel, inclusive do ponto de vista econémico (Matsuzaki
et al., 2005).

Um outro aspecto negativo deste tratamento relaciona-se com a baixa pureza das
preparacdes de fago existentes, uma vez que, no inicio desta terapéutica, os fagos teriam
sido lisados directamente nas bactérias hospedeiras, o que vai acarretar consigo diversas
impurezas, como é o caso de endotoxinas, que podem ser responsaveis pela
neutralizacdo dos efeitos dos fagos. Este problema podera no entanto ser ultrapassado
recorrendo a técnicas de purificacdo, como é o caso de altas velocidades de

centrifugacdo, ou cromatografia de troca idnica (Silva et al., 2009).

A facilidade de isolar novos fagos do meio ambiente é notéria. Do mesmo modo, ap6s o
seu isolamento, encontra-se facilitada a tarefa de ampliar o seu nimero, uma vez que,
dispondo de um hospedeiro adequado, o bacteriofago tem a capacidade de se proliferar.
Contudo, a incapacidade de diferenciar um fago litico de um fago lisogénico é uma
condicionante, uma vez que, ao utilizar-se um fago lisogénico em detrimento de um
litico o tratamento podera estar comprometido, visto que o primeiro é bastante menos

eficaz no que se refere a lise bacteriana (Silva et al., 2009).
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Encontra-se ainda em aberto a viabilidade da utilizacdo de fagos para combater
bactérias intracelulares, uma vez que neste caso as bactérias se encontram em
multiplicagdo dentro de células humanas hospedeiras, ndo estando ainda esclarecida a
capacidade dos bacteriofagos as alcancarem, embora ja tenha esta terapéutica sido

relatada em casos preventivos de salmonelose em criangas (Silva et al., 2009).

Também o comportamento destes seres, em condi¢cdes anaerobias, estd ainda por
descobrir. S&o poucos 0s estudos que relatam a cinética de ac¢do dos fagos nestas
condigdes, 0 que pode comprometer a sua utilizagdo ao nivel do intestino, uma vez que
este € um compartimento do nosso organismo desprovido de oxigénio (Chibani-
Chennoufi et al., 2004).

Sandra Chibani-Chennoufi e seus colaboradores, ap6s terem conhecimento do efeito
causado por um dado cocktail fagico em E. coli, residentes no intestino de uma espécie
de ratinhos, in vitro, provocaram a ingestdo deste mesmo cocktail pelo anima teste, ndo
verificando, in vivo, o0 mesmo notério impacto, tendo, este facto, sugerido duas
possiveis causas: uma proteccao desconhecida de bactérias; ou, por outro lado, uma real

ineficécia destes bacteriofagos em anaerobiose (Chibani-Chennoufi et al., 2004).

Como ndo poderia deixar de ser, problemas éticos sdo regularmente levantados. A
barreira psicolégica do consumidor mostra-se muitas vezes intransponivel, mesmo
tendo de antem&o nocdo de que estes seres sdo especificos para a bactéria infectante,

convivendo eles connosco nos mais distintos lugares do planeta (Kropinski, 2006).

E também de salientar que as mais eficientes vacinas da época moderna sdo constituidas
por virus vivos e, inclusivamente, o proprio Homem coabita involuntariamente com
estes bacteriofagos na parte inferior do seu intestino, associados a sua flora bacteriana,

sem que causem qualquer maleficio para o hospedeiro (Kropinski, 2006).

Felizmente ja sdo do conhecimento geral os mecanismos de accdo pelos quais os fagos
actuam lisando as bactérias alvo. Pode entdo nos dias de hoje pensar-se mais a frente, ou
seja, em detrimento de se fazer uso de fagos vivos como um todo, facto este que ndo é
do agrado geral da comunidade, usam-se as suas partes que efectivamente lisam as
bactérias (Kropinski, 2006).

J& em 2001, Nelson e seus colaboradores, demonstraram a eficicia isolada de lisinas

recombinantes purificadas na eliminacdo de bactérias patogénicas (Nelson et al., 2001).
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Até aos tempos actuais, qualquer exposicdo exogena que se tenha realizado entre estas
lisinas e bactérias patogénicas, revelou uma actividade de lise bacteriana bastante forte e
imediata. Pode ainda ter-se em consideracdo a possibilidade de administrar
simultaneamente duas lisinas cujo local de corte do peptidoglicano difira, resultando

esta associacdo num efeito sinérgico (Matsuzaki, et al., 2005).

Cré-se uma maior aceitacao por parte dos consumidores, se apenas tiverem de usar uma
enzima isolada que actue por exemplo inibindo a sintese da parede celular bacteriana, ao

invés de utilizar todo um organismo vivo (Kropinski, 2006).

Deitando por terra todas as criticas negativistas impostas aos bacteriéfagos, um estudo
recente realizado a 10 distintos hospitais, pelo Instituto de Imunologia e Terapia
Experimental da Academia Polaca da Ciéncia, afirma que esta terapéutica se manifesta
ser de grande sucesso clinico. 550 pacientes, com idades compreendidas entre a
primeira semana de idade e os 86 anos, foram testados, estando 518 dos quais
infectados por bactérias que ndo respondiam a terapia por antibidticos. Procedeu-se a
producdo de fagos de forma padronizada e estéril, tendo-se administrado 0s mesmaos,
durante 5 semanas, topicamente, por via oral, ou em gotas para os olhos. A taxa de
sucesso desta experiéncia oscilou entre 75 e 100%, variando com a bactéria causadora
de infeccdo. Para os 518 pacientes resistentes a antibioticos, esta afirmou-se a 94%
(Inal, 2003).

Relata-se como Unico efeito colateral, a toxicidade hepatica, alegadamente causada
pelas endotoxinas presentes nas preparacdes fagicas, provenientes da destruicdo
bacteriana. Mais uma vez destaca-se a purificacdo das preparacfes como uma etapa
crucial para um tratamento totalmente benéfico. O mesmo estudo, utiliza o argumento
do “choque toxico” para ter descartado a administragdo intravenosa, embora afirme um

resultado bastante promissor no que se refere as vias rectal e aerossol (Inal, 2003).

Note-se que a via de administragdo é fundamental para o sucesso do tratamento. Silva e
colaboradores, consideram que a via intraperitoneal é mais eficiente que a subcutanea

ou mesmo a intramuscular (Inal, 2003).

Nos EUA, injectaram-se ja, por via intravenosa, preparacdes de bacteriéfagos, que, se
revelaram bastante promissoras, uma vez que ndo se observaram quaisquer efeitos

secundarios (Inal, 2003).
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VII. Perspectivas futuras

Também ao nivel do bioterrorismo esta teoria ganha uma énfase especial. Foi j&, nos
Estados Unidos da América, registado um ataque bioterrorista, usando como arma uma
particular bactéria — Bacillus anthracis. Deste atentado resultou a morte de cinco
pessoas que inalaram esta bactéria chegada via correio, tendo felizmente, onze outras

recuperado de antraz cutaneo (Kropinski, 2006).

Acredita-se ser este Bacillus a primeira arma escolhida pelo bioterrorismo, uma vez que

a sua facilidade de preparacgdo é notéria (Kropinski, 2006).

Os antibidticos- Doxicilina e Penicilina, sdo favoravelmente eficazes contra esta
bactéria, ndo descartando a contrapartida da sua administracdo ter de ser efectuada
durante dois meses, uma vez que se questionam as suas eficacias contra esporos
(Kropinski, 2006).

Apesar desta sensibilidade ao antibidtico ainda se verificar, ndo se pode excluir a
capacidade de moldar esta bactéria através de engenharia genética, tornando-a
resistente, servindo deste modo como uma arma mortifera para o proprio Homem
(Kropinski, 2006).

Torna-se mais uma vez necessaria a procura de uma solucdo para 0 Homem combater
estes ataques bioterroristas quando o antibidtico ja ndo suprime as suas necessidades
(Kropinski, 2006).

Numa época em que ressurge a terapia do fago, esta ndo poderia deixar de ser tida em
conta também nesta area, porém, a escassez de fagos especificos para a bactéria ndo
permite a esta terapia afirmar-se como uma vincada alternativa ao problema (Kropinski,
2006).

Sabe-se no entanto haver a existéncia de alguns fagos especificos para Bacillus, tratados
para tais infeccOes. Ressalva-se ainda a faculdade do uso de cocktails fagicos,
direccionados para grande parte das cepas de Bacillus anthracis, tornando dificultada a
capacidade das bactérias a desenvolver resisténcias contra os fagos, servindo como uma

outra forma de defesa contra o maleficio do antraz (Kropinski, 2006).

Existe ja na Georgia uma evolugdo marcada no que se refere a utilizacdo da terapia

fagica. A ameaca de bioterrorismo, nomeadamente no emprego de antraz, € ja tida em
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consideracdo neste pais, encontrando-se 0 mesmo a fazer uso do bacteriéfago para
detectar esta mortal bactéria. Também a monitorizacdo de colera e a resolugdo de
problemas ambientais, como deteccdo de patogéneos em &guas é actualmente passivel
de se realizar (Adamia e Kutateladze, 2008; Chibani- Chennoufi et al., 2004).

Tentando suprir os impedimentos a terapéutica que cada vez mais se destacam na area
da antibioterapia, a terapia fagica tem vindo a evoluir no sentido de auxiliar ou mesmo
substituir o antibidtico, uma vez que as suas resisténcias surgem cada vez mais e em
larga escala, Assim, a microbiologia tem progredido visando tornar atil o fago, ou
partes dele, para que possam impedir a propagacao de infeccdes bacterianas, usando

para tal ferramentas de manipulacdo genética (Costa, 2010).

Torna-se assim frutuoso o genoma fagico neste combate, uma vez que € incorporado,
nas mais diversas preparagdes, como é o caso de vacinas, altamente capazes de serem

administradas ao portador da infeccéo, favorecendo assim o seu combate.

A elaboracdo de vacinas tendo por base o genoma fagico € j& uma realidade. Quando
um plasmideo, contendo um gene fagico especifico para dada bactéria, € introduzido
numa estirpe da mesma e o gene fagico induzido, as células bacterianas sdo destruidas
transformando-se numa célula bacteriana fantasma. A utilizacdo deste fantasma
bacteriano fora ja, em estudos realizados, administrado, sob a forma de vacinas, em
ratinhos de laboratorio, resultando esta administracdo numa significativa reducdo do

namero de bactérias que o colonizavam (Costa, 2010).

Em Portugal esta realidade encontra-se ja a dar os primeiros passos. A TechnoPhage e a
Innophage sdo duas empresas que caminham na investigacdo de novos produtos a fim
de prevenir, diagnosticar e tratar infeccbes bacterianas. Ndo existem ainda estudos

publicados por qualquer uma das referidas empresas (Costa, 2010).

A par da sua aplicacdo na area do bioterrorismo, também na pratica clinica, bem como
noutras areas, a terapia fagica caminha timidamente para um futuro que tudo tem para

se mostrar bastante sorridente.
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VIIl. Conclusao

Actualmente sdo muitas as bactérias que se revelam resistentes a diversos antibiéticos,

resultando deste facto um problema clinico bastante grave.

A terapia fagica mostra-se altamente eficaz no tratamento e prevencdo de vérias doencas
infecciosas de origem bacteriana, salientando, nas referidas, aquelas cuja causa provem

de bactérias resistentes a inimeros antibiéticos- multirresistentes.

Areas como a clinica, a veterinaria, alimentacdo, agricultura, entre outras, véem ja um

futuro promissor no que se refere ao combate a doengas infecciosas.

Também as ameacas bioterroristas ndo levantam actualmente a problematica que até
entdo seria usual, uma vez que igualmente neste campo o uso do bacteridfago se revelou

bastante proveitoso.

Sao inumeras as vantagens que esta terapia proporciona ao Homem, especialmente
numa época em que as bactérias parecem vencer uma guerra contra os antibioticos.
Destacam-se entre muitas a sua selectividade, eficacia, isen¢do de contra indicaces,
custo atractivo e também a dificuldade que impdes aos seres bacterianos em lhes

criarem resisténcias.

Um dos grandes desafios, ainda por superar, nesta terapéutica, € a falta de
regulamentacdo adaptada a mesma, uma vez que, desde a sua descoberta, em meados de
1896, nunca foi suficientemente bem estudada, ao ponto de aferir todas as incognitas
que até hoje se levantam, especialmente, no que se refere a falta de estudos
experimentais bem controlados, que comprovem a sua seguranca e eficacia, nas mais

variadas condi¢Oes, organicas, ou nao.

Actualmente, a Gedrgia, revela-se como sendo o pais mais evoluido na aplicacdo da
terapia fagica. O seu uso, encontra-se ja em vigor a nivel hospitalar e de ambulatorio,

sendo que, todas as suas aplicacdes, descritas, até hoje, se mostraram bem sucedidas.

Também como prevencdo de infeccbes alimentares o panorama € positivo,
especialmente no que se refere a produtos frescos, como é o caso de alguns queijos, que

mais facilmente sdo transmissores de infeccdes.
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Existem também, e ja a serem comercializadas, preparacfes fagicas que evitam e
eliminam, quando j& instaladas, fitobactérias causadoras das mais severas infecgdes

bacterianas em plantas, mostrando-se as mesmas ndo toxicas para a planta.

A grande vantagem destes fagos que devora bactérias, passa, sem divida, pela sua
alargada distribuicdo na Natureza, encontrando-se 0 Homem, as plantas e os animais,
adaptados a convivéncia com 0s mesmos, facto este que se mostra uma mais valia no
momento de administragdo dos mesmos, uma vez que a probabilidade de virem a ser

rejeitados na terapéutica é menor.

Diversos estudos estdo ainda por realizar, contudo, esta terapia é ja vista como
auspiciosa num futuro préximo, especialmente ao nivel da sua prética clinica, sobretudo
num momento em que a necessidade de outras opcOes a antibioterapia se revelam

imprescindiveis.
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