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Resumo

A emergéncia de estirpes bacterianas resistentes aos antibidticos e a fraca
penetracdo dos antibidticos em biofilmes bacterianos pde em énfase a necessidade de
alternativas seguras e eficazes para o tratamento antimicrobiano. A aplicacdo de
bacteriéfagos (ou fagos) estritamente liticos tem sido proposta como uma alternativa (ou
complemento) aos antibidticos convencionais, permitindo a libertagdo dos predadores
naturais das bactérias directamente no local de infec¢do. Provavelmente, a maior
vantagem de terapias a base de fagos reside no facto dos fagos se replicarem
directamente no local de infec¢cdo, tornando-se profusamente disponiveis onde sdo mais
necessarios. Quando comparados aos antibidticos, os fagos apresentam diversas
vantagens relevantes: (i) concentragdes permanentemente elevadas no local de infec¢ao,
aumentando na presenca de bactérias (viaveis), sendo apenas eliminados apds
erradicacdo; (ii) compatibilidade total com os antibidticos; (iii) especificos contra
bactérias alvo; (iv) maior penetracdo em biofilmes bacterianos, através da inducdo para
producdo de enzimas que hidrolizam a matriz polimérica dos biofilmes; e (v) enquanto
as bactéria podem desenvolver resisténcia aos fagos, o isolamento e a produg¢do em
larga escala de novos fagos ¢ bastante mais simples e econdémico do que desenvolver
novos antibidticos. Emulsdes dgua em 6leo em agua (A/O/A) sdo exemplos de emulsdes
em que pequenas gotas de agua se encontram dispersas em particulas maiores de oleo
que por sua vez se encontram dispersas num fase aquosa continua. Devido & sua
estrutura interna compartimentalizada, estas emulsdes apresentam vantagens para
encapsulacdo em relacdo a emulsdes simples O/A, como a capacidade para transportar
moléculas tanto polar como ndo polar, e permitem um melhor controlo na libertagdo de
moléculas terapéuticas. Neste trabalho de pesquisa, foi investigado o potencial do
encapsulamento de um fago (phi-PVP-SE1) de espectro alargado capaz de infectar
Salmonella e E. coli. A caracterizacdo fisico-quimica da formul¢iao encapsuladora dos
fagos incluiu a determinag¢do do tamanho de particula, distribuicdo de particula e carga
das particulas através da andlise do Poténcial Zeta, morfologia de superficie via SEM,
eficiéncia de encapsulagdo e andlise térmica via DSC. A actividade antimicrobiana das

nanoemulsdes produzidas foi também testada in vitro.
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Abstract

The emergence of antibiotic-resistant bacterial strains and the week penetration of
antibiotics in bacterial biofilms put an emphasis in the need for safe and effective
alternatives for antimicrobial treatments. The application of strictly lytic bacteriophages
(or phages) has been proposed as an alternative (or complement) to conventional
antibiotics, allowing release of the natural predators of bacteria directly to the site of
infection. Probably, the major advantage of phage-based therapy lies in the fact that
phages replicate directly in the site of infection, becoming profusely available where
they are most needed. When compared to antibiotics, phages present many relevant
advantages: (i) permanently high concentrations at the infection site, increasing in the
presence of (viable) bacterial host, with elimination occurring only after eradication of
the later; (ii) total compatibility with antibiotics; (iii) specificity against target-bacteria;
(iv) higher penetration in bacterial biofilms, by inducing production of enzymes that
hydrolyze biofilm polymeric matrix; and (v) while bacteria can develop resistance to
phages, isolation and large-scale production of new lytic phages is much simpler and
economical than developing a new antibiotic. Water-in-oil-in-water (W/O/W) emulsions
are examples of emulsions, in which dispersions of small water droplets within larger
oil particles are themselves dispersed in a continuous aqueous phase. Due to their
compartimentalized internal structure, this emulsions present advantages over simple
O/W emulsions for encapsulation, such as the ability to carry both polar and non-polar
molecules, and a better control over releasing of therapeutic molecules. In the present
research work, the potential of encapsulating a broad lytic spectrum phage (phi-PVP-
SE1) able to infect enteric Salmonella and E. coli has been investigated.
Physicochemical characterization of the optimized phage-encasing particle formulations
encompassed determination of particle size, size distribution and particle charge, via
Zeta potential analysis, surface morphology via SEM, encapsulation efficiency, and
thermal analysis via DSC. The antimicrobial activity of the emulsions produced was

also assessed in vitro.
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I - Hipotese

A pneumonia bacteriana ¢ uma infeccao ou inflamagao localizada nos pulmdes,
sendo causada por bactérias. A causa mais comum de pneumonia bacteriana em seres
humanos adultos ¢ uma bactéria chamada Streptococcus pneumoniae, podendo ser fatal.
A emergéncia de estirpes bacterianas resistentes e a fraca penetracdo dos antibidticos
em biofilmes bacterianos elevam a necessidade de opgdes seguras e eficazes de
tratamento antimicrobiano. A aplicacdo de bacteridfagos (ou fagos) tem sido proposta
como alternativa (ou complemento) aos antibioticos quimicos convencionais,
permitindo a libertacdo dos predadores naturais das bactérias directamente sobre tais

biofilmes.

Emulsdes lipidicas encapsulantes de fagos poderiam ser usadas como formas de
veicular bacteriofagos estabilizando-os e protegendo-os do ataque do sistema
imunitario, permitindo assim a sua nebuliza¢do. Assim os fagos seriam depositados

directamente sobre a zona de infec¢do, eliminando as bactéria patogénicas.
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IT - Objectivos

Neste projecto de trabalho de conclusdo de curso, pretende-se desenvolver um
processo para a administragdo por via inalatéria de um cocktail de fagos (sem
endotoxinas), recorrendo a estratégias de encapsulacdo como formas de protec¢dao dos
fagos contra o sistema imunitario, para situacdes de infeccdo pulmonar. Como proof of
concept para a nanoencapsulacdo, sera utilizado no desenvolvimento experimental um
cocktail de bacteriofagos liticos utilizado em desinfec¢do de alimentos. Assim, o
cocktail fagico sera encapsulado no interior de particulas, sendo estas depois suspensas
numa solucdo isotdnica a temperatura ambiente, com o objectivo de testar a viabilidade
de administragdo por nebulizacdo / aerosoliza¢do, como estratégia alternativa para o
tratamento de infecg¢des respiratdrias por estirpes bacterianas resistentes aos antibidticos

convencionais.
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III - Introdugao

1 - Pneumonia de origem bacteriana

1 - Defini¢ao

A pneumonia pode ser descrita como uma infec¢do nos pulmoes, afectando os
alvéolos pulmonares e tecidos circundantes e que pode ser causada por varios
microorganismos. Milhdes de pessoas em todo o mundo sdo afectadas por este tipo de
infeccdo, sendo esta a sexta causa mais frequente de morte e a infec¢do (com desfecho
mortal) mais adquirida nos hospitais. Nos paises em vias de desenvolvimento, a
pneumonia ¢ a segunda causa de morte logo a seguir a desidratacdo causada por diarreia
aguda (Manual Merck, 2008).

Durante a ultima década, os pacientes hospitalares tém vindo a ser
frequentemente  diagnosticados com infec¢des por bactérias  patogénicas
multiresistentes aos antibidticos quimicos (MDR - Multi-Drug Resistant), associadas a
pneumonias adquiridas no ambiente hospitalar. Os principais factores responsaveis por
este fendmeno incluem a utiliza¢do indevida de potentes antibidticos de administragdo
oral, transferéncias prematuras dos pacientes do hospital para as suas residéncias,
condi¢cdes higiénicas deficientes, o envelhecimento generalizado da populagdo como
consequéncia do aumento da esperanca média de vida, e terapias imunomodeladoras
administradas extensivamente. O potencial envolvimento de tais agentes patogénicos
MDR levou a uma revisdo do sistema de classificagdo no qual a infeccdo pulmonar ¢
caracterizada, sendo que este tipo de infeccdo passou a ser caracterizada como
pneumonia adquirida na comunidade, ou pneumonia adquirida em ambiente hospitalar
(nosocomial), e em que esta ultima se subdivide em pneumonia ndo associada a
ventiladores e pneumonia associada a ventiladores. Este novo sistema de classificacdo
da pneumonia tem sido uma mais valia no desenvolvimento empirico de estratégias de
antibioterapia, contudo ndo isento de desvantagens. Por exemplo, nem todos os agentes
patogénicos MDR estdo associados a todos os factores de risco, pelo que este sistema
de classificagdo representa a divisdo de factores multirisco, e assim cada paciente deve

ser considerado individualmente. Um paciente acamado, em estado vegetativo, que
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necessita de alimentagdo assistida, tem um maior risco de apanhar pneumonia do que

um paciente hospitalizado mas que se consiga alimentar e mover sozinho.

ii - Fisiopatologia

A pneumonia resulta da proliferacdo de microorganismos patogénicos a nivel
alvéolar e da resposta do hospedeiro a estes mesmos agentes patogénicos. Os
microorganismos conseguem acesso ao tracto respiratorio inferior de varias formas.
Uma delas, e a mais comum, ¢ a inalacdo de goticulas contaminadas, ocorrendo mais
frequentemente durante o sono, principalmente nas pessoas idosas e em pacientes com
niveis diminuidos de consciéncia. Uma outra forma de infeccdo pulmonar que resulta
em pneumonia pode dar-se através da corrente sanguinea ou de migracdo até aos
pulmdes, directamente a partir de uma infec¢do vizinha, sendo que estas duas ultimas
formas raramente ocorrem.

Os factores mecanicos de proteccdo do hospedeiro, tais como os pélos e os
cornetos nasais, sdo de grande importancia na protec¢ao contra infecgdes respiratorias.
Estes mecanismos conseguem reter particulas relativamente grandes, com mais de 10
um de didmetro, antes de estas atingirem o tracto respiratorio inferior.

O ar inspirado ¢ sujeito a turbuléncia nas passagens nasais e depois a mudancas
de direc¢do abruptas a medida que passa através da faringe e se espalha pelas
ramifica¢des da arvore traqueobronquial.

As particulas de menor tamanho sdo retidas na arvore traqueobronquial, onde os
agentes patogénicos sdo eliminados pelo movimento ciliar e pelos factores
antibacterianos locais presentes no muco. O mecanismo ou reflexo de tosse oferece
protec¢do contra a inalagdo destes microorganismos, e a adicionar a este mecanismo de
defesa existe ainda a flora comensal aderida @ mucosa da orofaringe que ndo permite a
adesdo de bactérias patogénicas, diminuindo assim grandemente o risco de pneumonia.

Quando tais microorganismos sdo suficientemente pequenos para atingir os
alvéolos pulmonares, os macrofagos sdo extremamente eficientes na sua destruigdo,
sendo estes Ultimos ainda assistidos por proteinas opsonizantes (proteinas que se ligam
a particulas e células para aumentar a susceptibilidade a fagocitose). Se os agentes

patogénicos ndo forem destruidos pelos macrofagos, sdo eliminados via movimento
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mucociliar ou linfatico. Apenas quando a capacidade dos macréfagos alveolares para
fagocitar e destruir os microorganismos ndo ¢ suficiente ¢ que se manifesta a

pneumonia.

iii - Sintomatologia

A tosse produtiva ¢ um dos sintomas da pneumonia, sendo causada por um
aumento de secrecdes purulentas. Estas secrecdes devem-se as quimiocinas que
estimulam os neutréfilos (chamando-os ao local da infeccdo, neste caso os alvéolos
pulmonares) a produzir leucocitose periférica com consequente aumento de secregdes
purulentas. A febre, sintoma normalmente presente nas respostas infecciosas, deve-se a
libertagdo de mediadores da inflamag¢do, como por exemplo a interleucina 1 (IL-1) e o
factor de necrose tumoral (TNF). Os mediadores da inflamagdo libertados pelos
macrofagos, associados ao recrutamento de neutréfilos, criam um vazamento nos
capilares alvéolares resultando na libertacdo de fluidos para os alvéolos com

consequente hipoxemia e alcalose, levando ao desenvolvimento de dispneia.

iv - Pneumonia adquirida na comunidade

A maior parte dos pacientes que adquirem pneumonia na comunidade tém idade
superior a 50 anos e apresentam doengas cronicas tais como doenga pulmonar obstrutiva
cronica, doencas cardiovasculares, doencas neuroldgicas, diabetes, alcoolismo,
imunosupressao e infec¢do por VIH.

Existe uma extensa lista de potenciais agentes etioldgicos na pneumonia
adquirida na comunidade (PAC) que inclui bactérias, virus, fungos e protozodrios.
Hantavirus, metapneumovirus, coronavirus e Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), s3o agentes patogénicos recentemente identificados como
responsaveis neste tipo de infeccdo. Apesar do Streptococcus pneumoniae ser o agente
etiolégico mais comum da PAC, outros microorganismos tém de ser considerados por
forma a diminuir tanto os factores de risco do paciente como a severidade da doenga. As
bactérias que mais tipicamente provocam pneumonia sdo S. pneumoniae, Haemophilus

influenza, S. aureus e bacilos gram-negativos como Klebsiella pneumoniae e
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Pseudomonas aeruginosa. Microorganismos atipicos incluem Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydophila pneumoniae e Legionella spp., e virus tais como o virus da Influenza,
adenovirus e virus sincicial respiratorio (RSV). A frequéncia e importancia de agentes
patogénicos atipicos como M. pneumoniae e C. pneumoniae em pacientes fora do
ambiente hospitalar e Legionella em pacientes hospitalizados, tem implicacdes
importantes na terapia anti-pneumonica, uma vez que tais microorganismos sao
intrinsecamente reet al.sistentes a antibidtidbs -lactdmicos e devem por isso ser
tratados com macrolidos, fluorquinolonas ou tetraciclinas. A pneumonia causada por S.
aureus ¢ bem conhecida devido as complicagdes que provoca durante a infec¢do pelo
virus da Influenza. Contudo, recentemente, estirpes MRSA tém sido reportadas como
sendo a causa primaria de PAC (Lobo et al., 2010). A propagacdo de estirpes MRSA do
ambiente hospitalar para a comunidade levou ao aparecimento de estirpes MRSA
geneticamente distintas das primeiras e capazes de infectar individuos completamente

saudaveis (Nakou et al., 2009).

v - Pneumonia adquirida em ambiente hospitalar

A pneumonia adquirida em contexto hospitalar estd associada a uma elevada
mortalidade (De Cock et al., 2009), e pode ser subdividida em pneumonia associada a
ventiladores (PAV) e pneumonia ndo associada a ventiladores (PNAV).

Embora menos estudada que a PAV, a pneumonia adquirida em ambiente
hospitalar em doentes ndo entubados (PNAV) ¢ semelhante a PAV. A grande diferenca
estd na maior frequéncia de agentes patogénicos nio MDR e numa resposta imunitaria
mais eficaz por parte do hospedeiro, no caso da PNAV. Neste ultimo caso, a baixa
frequéncia de agentes patogénicos MDR permite, na maior parte das vezes, manter uma
monoterapia ao contrario do que acontece no caso da PAV.

O diagnostico em pacientes com PNAV ¢ mais dificil do que em pacientes com
PAV, muito devido a dificuldade em obter amostras do tracto respiratorio inferior em
individuos ndo entubados. Contudo, a melhor resposta imune em pacientes com PNAV,
devido a baixa incidéncia de agentes patogénicos MDR, resulta numa mortalidade

inferior a dos pacientes com PAV que tem associada uma elevada incidéncia de agentes
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patogénicos MDR. Adicionalmente, o risco de insucesso da antibioterapia ¢ mais alto
em pacientes com PAV (De Cock et al., 2009).

Os agentes patogénicos mais comummente isolados em casos de PAV sdo S.
aureus e bacilos Gram negativo tais como Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas spp.,
Escherichia coli, Serratia marcescens e Enterobacter spp (Chastre et al., 2002). No caso

da PNAYV ¢ mais normal encontrar agentes patogénicos anaerdbios.

3 - Bacteridfagos

1 - A descoberta dos bacteriéfagos

Bacteriofagos, ou simplesmente fagos, sdo virus que infectam unica e
exclusivamente bactérias. A historia da descoberta dos bacteriéfagos tem sido sujeita a
longos debates pela comunidade cientifica, incluindo a controvérsia sobre quem
realmente os descobriu. Hernest Hankin, um bacteriologista britanico, relatou em 1986
uma elevada actividade antibacteriana contra Vibrio cholerae nos rios Ganges e Jumna,
na India. Hankin sugeriu que uma substancia ndo identificada seria responsavel por este
fenémeno, limitando o avangar das epidemias de colera. Dois anos mais tarde, o
bacteriologista Russo Gamaleya observou um fenémeno similar enquanto trabalhava
com Bacillus subtilis. Contudo, nenhum destes investigadores explorou estas
descobertas. SO quase 20 anos apos a observagdo de Hankin é que Frederick Twort, um
bacteriologista Inglés, relatou um fendmeno idéntico ao de Hankin e avangou com a
hipotese de que o mesmo poderia ser devido a um virus. Em 1917, Felix d’Herelle, um
microbidlogo Canadiano, descobriu oficialmente os bacteriofagos (Sulakvelidze et al.,
2001). Desde que se descobriu que estes virus estritamente bacterianos destroiem os
seus hospedeiros enquanto se mantém indcuos para os seres humanos, tem sido o sonho
dos investigadores utiliza-los para tratar infec¢des bacterianas.

Utilizando técnicas experimentais comuns na época, Félix d ' Herelle demonstrou
a seguranca na utilizagdo de fagos como tratamento antibacteriano, ingerindo ele
proprio uma preparacdo fagica para Shigella dysinteriae. Esta preparacdo fagica foi

entdo posteriormente administrada em doentes com disenteria, conseguindo cura-los
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com sucesso. Rapidamente, outros investigadores comecaram a utilizar fagos para
outros tratamentos, como por exemplo infec¢gdes cutaneas por Staphylococus.

A comercializagdo de preparagdes fagicas terapéuticas para tratamento de
infecgdes bacterianas em seres humanos iniciou-se em Franga por d'Herelle e nos
Estados Unidos nos anos 40 pela empresa farmacéutica Eli Lilly. Contudo, devido aos
resultados controversos e a promessa dos antibidticos quimicos nos anos 40, o interesse
nos fagos arrefeceu substancialmente.

Recentemente, o interesse pela terapia fagica como forma de controlar infec¢des
bacterianas foi renovada, e isto deveu-se essencialmente a urgéncia em ultrapassar a
emergéncia de resisténcias que muitas bactérias apresentam aos antibidticos quimicos.
De acordo com dados da Organizagdo Mundial de Satde (OMS), 60% de toda a
mortalidade causada por infec¢des bacterianas deveu-se a bactérias multi-resistentes aos

antibioticos.

ii - Classificagdo dos bacteri6fagos

Actualmente, a classificacdo utilizada ¢ a descrita por Ackerman e colaboradores

(1992), tendo em conta a morfologia dos fagos e o tipo de 4cido nucleico que contém

(ver Figura 1).
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Figura 1 - Classificagdo dos bacteridfagos segundo a morfologia e tipo de acido

nucleico (fonte: http://www.snow.edu/kevins/Biol 2200 _files/Prescott17 Viruses.pdf).

De acordo com o sistema de classificacdo de Ackerman et al. (1992), os fagos
encontram-se divididos em 6 grupos com base na morfologia e tipo de acido nucleico.
Os fagos podem possuir genoma de ADN, de cadeia simples (ssADN) ou cadeia dupla
(dsADN), ou ARN, de cadeia simples (aaARN) ou cadeia dupla (dsARN).

Os fagos dsADN podem possuir cauda contractil (A), ndo contractil (B) e cauda
curta (C). Podem ainda ser fagos sem cauda (D3) e pleomérficos protegidos por um
involucro lipidico (G).

Os fagos incluidos nos grupos D1, D2, F1 e F2, apesar de apresentarem genoma
de ADN em cadeia simples sdo bastante diferentes, os do grupo D (D1 e D2) sao
icosaédricos enquanto que os do grupo F (F1 e F2) sdo filamentosos.

Os fagos do grupo E sdo icosaédricos com ARN em cadeia simples (E1) ou
dupla (E2).

Cerca de 96% de todos os fagos estudados até hoje possuem cauda e encontram-

se divididos em 3 grandes familias. Cerca de 60% apresenta cauda longa ndo contractil
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pertencendo a familia Siphoviridae, 25% apresenta uma cauda contractil pertencendo a
familia Myoviridae e os que possuem uma cauda curta ndo contractil pertencem a

familia Podoviridae.

Figura 2 - Microfotografia de varrimento electronico de um bacteridfago, para fins de

estrutura e orientacdo geral (fonte: http://www.bio.davidson.edu/Courses/Molbio/

MolStudents/spring2003/Keogh/bacteriophage?2.ipq).

iii - Ciclo(s) de replicagdo fagica

Os fagos ndo tém metabolismo proprio, sendo por isso parasitas intracelulares
obrigatdrios, necessitando de uma célula hospedeira para se replicarem.

O ciclo de replicagao fagica inclui varias etapas sequenciais, nomeadamente a
adesdo do fago a célula permissiva (hospedeira), a injec¢ao do &cido nucleico do fago
na célula bacteriana hospedeira, a expressao e replicagdo do acido nucleico no
citoplasma da célula hospedeira, a formagdo de novas particulas fagicas e a libertagao
dos novos virides fagicos recentemente formados.

Os bacteriofagos reconhecem os hospedeiros através de proteinas presentes nas
suas capsides, que se ligam a receptores (normalmente proteinas ou carbohidratos)

especificos presentes na parede celular das bactérias permissivas. Os virides, que tém de
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penetrar a parede celular, estdo equipados com caudas contracteis que injectam o acido

nucleico através da parede celular da bactéria hospedeira (ver Figura 3).
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Figura 3 - Mecanismo de adsor¢do do fago e injeccao do acido nucleico (Pelczar et al.,
1993).

Apo6s a penetragao da parede celular bacteriana e injec¢do do &cido nucleico no
citoplasma da bactéria, dependendo do tipo de fago, ou este se reproduz imediatamente
e destroi a célula hospedeira em ciclos de replicacdo de 30 minutos, sendo este
denominado fago litico, ou se reproduz mais tarde integrando o seu acido nucleico no
genoma da bactéria hospedeira (tornando a bactéria ainda mais virulenta), sendo este
denominado fago lisogénico. Alguns fagos replicam-se apenas pelo ciclo litico, outro

utilizam os dois ciclos para se replicarem (ver Figura 4).
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Figura 4 - Ciclos litico e lisogénico de replicagdo dos fagos (fonte:

http://classes.midlandstech.com/carterp/Courses/bio225/chap13/img012.ipq).

Ciclo litico

Um fago que apenas se reproduz segundo o ciclo litico ¢ denominado de
virulento. Uma vez que o fago injecta o seu acido nucleico na célula bacteriana
hospedeira, esse acido nucleico apodera-se da maquinaria de sintese da célula. Este
processo inclui duas etapas:

1) O genoma viral contém uma sequéncia promotora que atrai a ARN-polimerase
do hospedeiro. Numa fase inicial, os genes virais adjacentes a este promotor sio
transcritos. Estes genes normalmente codificam para proteinas que inibem a transcri¢ao
do hospedeiro, estimulam a replicagdo do genoma viral e estimulam a replicagdo tardia
dos genes. Enzimas nucleases digerem o cromossoma do hospedeiro, fornecendo
nucleotideos para a sintese do genoma viral.

i1) Na fase tardia, os genes virais tardios que codificam para as proteinas da
capside viral e as que provocam a lise da parede celular, sdo transcritos por forma a

libertar os virides.
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Esta sequéncia de eventos de transcricdo ¢ cuidadosamente controlada. A lise
prematura da parede celular antes dos virides estarem prontos para a liberta¢do pararia a
infeccdo. Todo o processo desde a adesdo e infeccdo até a lise da bactéria hospedeira e
libertagdo da progenia de virides demora cerca de 30 minutos.

Raramente existe a infec¢@o por dois fagos a0 mesmo tempo. Uma vez iniciado
o ciclo infeccioso, ndo existe tempo para uma infec¢ao adicional e, em alguns casos, ha

a producdo de uma proteina inicial que previne mais infeccdes.

Ciclo lisogénico

No entanto, nem todas as infecgdes fagicas resultam em lise celular bacteriana.
Alguns fagos parecem simplesmente desaparecer das culturas bacterianas apos a
infec¢do, deixando a bactéria imune a ataques de outros fagos da mesma estirpe. Estas
bactérias infectadas por fagos que nao sdo liticos sdo chamadas de bactérias lisogénicas,
e os fagos sdo designados por temperados.

As bactérias lisogénicas contém um fago inactivo, denominado profago,
integrado nos seus genomas, que pode manter-se inactivo durante varias divisdes
celulares. Contudo, uma bactéria lisogénica pode ser induzida a activar este profago,
normalmente devido a algum tipo de stress. Esta activa¢do resulta num ciclo litico em
que o profago deixa o genoma do hospedeiro e se replica.

Esta capacidade de saltar entre ciclos lisogénico e litico ¢ de grande utilidade
para o fago, uma vez que optimiza a produgdo fagica. Quando a célula hospedeira se
replica rapidamente o fago mantem-se lisogénico, mas quando a célula hospedeira se
encontra sob stress ou esta danificada o profago ¢ libertado do seu estado inactivo e o

ciclo litico prossegue.

iv - Mecanismo(s) de resisténcia bacteriana aos fagos

No decurso da sua evolugdo, as bactérias desenvolveram mecanismos de

resisténcia aos fagos que, por sua vez, desenvolveram formas de ultrapassar estes

mecanismos.
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A multiplicagdo fagica depende da adesdo do fago a parede celular bacteriana,
da injeccdo do seu material genético para o citoplasma bacteriano e sua replicagdo,
transcri¢do e sintese proteicas.

A adsor¢do pode ser bloqueada por alteragdo dos receptores virais ou pelo seu
revestimento com camadas mucilaginosas. Se a adsor¢do for bem sucedida, a infec¢do
pelo genoma fagico pode ainda ser bloqueada. Apds a entrada do genoma fagico no
citoplasma bacteriano, endonucleases do sistema de restrigdo e modificacdo vao entrar
em acc¢do hidrolizando-o. Isto pode ser levado a cabo através de duas actividades
enzimaticas: i) através da restricdo do ADN fagico por uma endonuclease de restricao
citoplasmatica, e ii) através da metilacio do ADN bacteriano por uma metilase,
protegendo-o contra a ac¢do da propria endonuclease de restrigdo (Duckworth et al.,

1981).

v - Mecanismos de sobrevivéncia dos fagos

Como foi referido anteriormente, um dos mecanismos de resisténcia das
bactérias aos fagos consiste na destruicdo do ADN fagico por endonucleases de
restricdo. Contudo, estes mecanismos de resisténcia sdo frageis, uma vez que as
moléculas de ADN fagico podem escapar a ac¢do das endonucleases, podendo ser
metiladas e tornar-se resistentes a ac¢ao destas enzimas. No decurso da sua evolugdo, os
fagos desenvolveram estratégias que lhes permitem resistir a accdo dos sistemas de
restricdo e modificagdo diminuindo os locais de restrigdo do seu genoma, utilizando
nucleotideos com bases modificadas e/ou invulgares, sintetizando metilases de ADN e
co-factores que inibem a actividade das endonucleases de restricao das bactérias.

Sem a presenca de células hospedeiras os fagos ndo conseguem sobreviver, pelo
que alguns fagos desenvolveram estratégias alternativas aos ciclos normais de
replicagdo, tais como os ciclos “live-and-let-live”, ou mutaram alterando as proteinas da
capside permitindo assim a liga¢ao a novos receptores a superficie das paredes celulares
das bactérias.

A presenca de um fago temperado leva a sintese de um repressor lisogénico,
tornando a bactéria lisogénica imune a infec¢ao por fagos do mesmo grupo. A presenca

de um profago leva ainda a sintese de moléculas que alteram as proteinas de superficie
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da parede celular bacteriana tornando-as resistentes a injeccdo dos genomas fagicos.
Através de mecanismos denominados de “infeccdo abortiva”, que actuam no inicio das
primeiras etapas de replicacao, fagos temperados e plasmideos residentes podem inibir a
multiplica¢do de fagos super-infectantes, conseguindo manter assim uma concentragao
bacteriana constante e suficiente para o desenvolvimento fagico (mecanismo “live-and-

let-live™).

vi - Limita¢des da utilizagdo de fagos como agentes antimicrobianos

Apesar de todas as propriedades inerentes aos fagos liticos parecerem favorecer
o seu uso clinico, estes ainda ndo sdo uma alternativa completamente estabelecida aos
antibioticos devido a diversos factores. Destes, o insucesso no estabelecimento de
provas rigorosas da eficacia da utilizagdo de fagos em terapéutica antimicrobiana ¢ um
dos factores mais importantes que interferiu na valorizag¢do e disseminagdo generalizada
da terapia fagica. Isto, porque ndo foram realizados estudos controlados com placebos.
Felix d'Herelle realizou varios estudos clinicos com fagos sem incluir um grupo de
pacientes placebo, utilizando nos seus estudos apenas pessoas com infecgdes de
natureza bacteriana. Falhas semelhantes eram comuns durante a histéria inicial da
terapia fagica, e como tal os resultados obtidos eram controversos.

Devido a elevada especificidade dos fagos para um determinado hospedeiro
bacteriano, muitos dos resultados negativos que se obtém podem ser devidos a falhas
na selecgdo de fagos estritamente liticos especificos para a bactéria alvo. Este problema
pode ser facilmente ultrapassado (i) determinando a susceptibilidade dos agentes
etiologicos da infeccdo antes de se aplicar a terapia fagica (Perepanova et al., 1995), ou
(i1) usando um coktail fagico que lise a maioria das estirpes do agente etioldgico
(Chernomordik, 1989).

Segundo alguns investigadores (Merril et al., 1996), a clearance dos fagos do
paciente pelo sistema reticuloendotelial pode ser um potencial problema porque pode
diminuir o numero de fagos para um nivel que ndo ¢ suficiente para combater a bactéria
causadora da infeccdo. Para resolver este problema os investigadores usaram uma
estratégia de seleccdo natural, para seleccionar fagos com maior capacidade para se

manterem na corrente sanguinea de ratos conseguindo assim elucidar os mecanismos
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responsdveis por esta propriedade dos fagos, o que contribuiu para melhor se
perceberem os mecanismos de interac¢do entre fagos e bactérias.

O desenvolvimento de anticorpos pelo paciente, apds a administragdo repetida
de fagos, ¢ outro possivel problema que pode impedir a eficacia dos fagos na lise da(s)
bactéria(s) alvo, tendo sido bem documentado por alguns investigadores (Kucharwicz-
Krukowska et al., 1987). Em teoria, o desenvolvimento de anticorpos ndo deveria ser
um obstaculo durante o tratamento inicial de infec¢des bacterianas agudas, pois a
cinética da accdo dos fagos ¢ bem mais rdpida do que a capacidade do hospedeiro
humano em produzir anticorpos.

Os tratamentos fagicos iniciais utilizavam preparacdes de fagos pouco
purificadas, contaminadas com lisados bacterianos incluindo endotoxinas, que poderiam
ter contrariado o efeito dos fagos. A purificagdo destas preparagdes fagicas pode ser
conseguida através de cromatografia de troca idnica, ultracentrifugacdo com cloreto de
césio e outras técnicas modernas de purificacdo proteica (Bogovazova et al., 1992).

Uma outra preocupacao relacionada com o uso terapéutico de fagos estritamente
liticos prende-se com a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos
fagos. A resisténcia bacteriana aos fagos vai desenvolver-se sem qualquer sombra de
davida mas, segundo alguns investigadores (Carlton, 1999), a taxa de desenvolvimento
de resisténcia aos fagos ¢ dez vezes inferior a taxa de desenvolvimento de resisténcia
aos antibidticos quimicos convencionais. Mais importante, quando ocorre uma
determinada resisténcia a um fago, deve ser possivel isolar rapidamente um novo fago
activo e estritamente litico contra a bactéria alvo resistente.

Adicionalmente, ndo ¢ claro como ¢ que determinados fagos conseguiriam
eliminar infecgdes causadas por agentes patogénicos intracelulares, em que as bactérias
se replicam no interior das células humanas estando por isso inacessiveis aos fagos

(Carlton, 1999) .

vii - Terapia fagica

A emergéncia de estirpes bacterianas resistentes e a fraca penetracdo dos
antibioticos em biofilmes bacterianos elevam a necessidade de opgdes seguras e

eficazes de tratamento antimicrobiano. A utilizagdo de bacteriofagos estritamente liticos
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tem sido proposta como alternativa ou complemento aos antibidticos quimicos
convencionais, permitindo a libertacdo dos predadores naturais das bactérias
directamente sobre estas.

Uma das grandes vantagens da antibioterapia com fagos relativamente aos
antibidticos quimicos convencionais reside no facto dos primeiros se replicarem
directamente no local da infeccdo, ficando disponiveis em abundancia onde sdo mais
necessarios. Quando comparados com os antibidticos, os fagos apresentam outras
vantagens relevantes: (i) forte permeabilidade tecidular; (ii) concentragdo
permanentemente elevada no foco da infec¢do, aumentando continuamente na presenca
do hospedeiro bacteriano; (iii) a sua eliminacdo do foco da infec¢do ocorre apenas apds
erradicacdo da bactéria hospedeira; (iv) sdo totalmente compativeis com os antibioticos;
(v) s3o extremamente especificos contra a bactéria-alvo; (vi) apresentam uma
capacidade superior de penetragdo nos biofilmes bacterianos, induzindo a produgao de
enzimas que hidrolizam a matriz polimérica do biofilme; (vii) a fagoterapia de infec¢des
bacterianas localizadas ¢ altamente eficaz; (viii) embora as bactérias possam
desenvolver resisténcia aos fagos, o processo de isolar novos fagos liticos ¢ muito mais
simples e econdmico do que desenvolver um novo antibidtico; e (ix) a fagoterapia ¢
significativamente mais econdémica do que a terapia antibidtica, tanto no
desenvolvimento como na producdo em larga escala (Sulakvelidze et al., 2001).

H4 um variado niimeros de meios pelos quais podemos distinguir as terapias
fagicas. Primeiro, os fagos podem ser administrados topicamente, oralmente,
directamente sobre os tecidos corporais ou sistemicamente. Uma segunda forma em que
as terapias diferem ¢ na forma de entrega dos fagos, com a administracdo de fagos livres
como forma mais usual de entrega, ou entdo bactérias infectadas com fagos como meios
de entrega dos fagos a agentes patogénicos intracelulares (Broxmeyer et al., 2002).
Finalmente, a capacidade litica natural dos fagos pode ser explorada, ou entdo os fagos
podem ser alterados geneticamente para entregar genes nao fagicos que codifiquem para
a sintese de agentes antibacterianos especificos (Westwater et al., 2003).

Adicionalmente, o uso antecipado de fagos no controlo de infec¢des bacterianas
em culturas pode prevenir a infeccdo de plantas e sementes. Os bacteridofagos tém sido
considerados, por exemplo, para o controle de infestacdes por Salmonella em fruta

colhida (Leverentz et al., 2001). A utilizacdo da terapia fagica que teve mais sucesso e
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que ja se encontra implementada na pratica, tem sido no controlo de agentes
patogénicos em peixes.

Directivas recentes da “Food and Drug Administration”, nos Estados Unidos, para
combater a propagacdo de microorganismos resistentes aos antibioticos envolvem a
abolicdo do uso profilatico de farmacos antimicrobianos desenvolvidos para uso
humano, em animais. Para evitar a contaminagdo de produtos alimentares com Listeria
monocytogenes, Salmonella e Escherichia coli O157:H7, esta a ser aconselhado o uso
da terapia fagica no mercado de animais vivos. No mesmo sentido, os fagos poderiam
ser usados para limpar o ambiente em avidrios e unidades de processamento de plantas,

reduzindo assim a probabilidade de infec¢cdo de animais.

4 - Aerossois

1 - Terapia de aerossol

Entende-se por aerossol o conjunto de um sistema coloidal em que particulas
solidas ou liquidas, de didmetro compreendido entre 10-50 um, se encontram dispersas
num gas. E, portanto, um sistema constituido por uma fase dispersante gasosa, na qual
particulas sélidas ou liquidas estdo suspensas.

A terapia de aerossol refere-se a entrega de um determinado composto
terapéutico no organismo através da via respiratoria, numa forma aerossolisada. Apesar
do tracto respiratério oferecer uma grande area de absor¢do, a grande maioria dos
aerossois ¢ desenvolvida para uso tdpico.

As terapias inalatorias t€ém sido usadas desde tempos imemoriais, € podem ter
tido a sua origem nas preparagdes de Datura (planta muitas vezes confundida com a flor
de Lirio) ha cerca de 4000 anos na India. Em finais do século XVIII e durante o século
XIX, os inaladores em barro eram populares para a inalagdo de ar conduzido através de
infusdes de plantas e outros ingredientes. Atomizadores e nebulizadores foram
desenvolvidos em meados de 1800 em Franga, a pensar na industria de perfumes e na
moda de inalar 4gua termal em SPAs (sigla abrevidada para Sanus Per Aquam - saude
pela agua). Por volta do século XX, pds combustiveis e cigarros de estramonio (da

familia das Solanaceas, classificada como Datura stramonium) eram populares para o
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tratamento da asma e outras complicagdes pulmonares. Logo apds a descoberta da
utilidade da epinefrina no tratamento da asma, foram desenvolvidos nebulizadores
facilmente transportéveis assim como nebulizadores de compressor. O marketing criado
pela empresa Riker Laboratories, em 1956, com o lancamento de inaladores
pressurizados para epinefrina, foi um marco decisivo para o desenvolvimento de
moléculas com administracdo por via inalatéria (Anderson, 2005).

A grande vantagem no uso dos aerossdis reside na entrega de elevadas
concentragdes de compostos terapéuticos directamente na zona alvo, com baixo risco de
efeitos colaterais sistémicos. Desta forma, consegue produzir-se uma resposta
terapéutica com uma dose menor de farmaco do que se este fosse administrado por via
sistétmica. Uma outra vantagem desta forma de administracio de compostos
farmacéuticos ¢ a rapidez com que estes chegam ao local de accdo intencionada.
Antibioticos e bacteriofagos podem ser administrados localmente em doentes com
infec¢cdes pulmonares, como no caso de pneumonia por Pseudomonas aeruginosa em

pacientes imunocomprometidos.

il - Factores limitantes

A deposicao do aerossol ¢ conseguida através de trés mecanismos-chave, o
impacto da inércia, sedimentacdo e difusdo. Estes trés mecanismos reagem de forma
diferente dependendo do agente terapéutico utilizado e do local de ac¢do na arvore
pulmonar.

O impacto da inércia ¢ o principal mecanismo responsavel pela deposicao de
particulas com tamanho superior a 3 um, que 6 atingem o tracto respiratdrio superior.
Aerossois cujas particulas apresentam tamanho compreendido entre 1 penB esfio
sujeitos a sedimentacdo gravitacional. O mecanismo dominante para particulas mais
pequenas, de tamanhos inferiores a 0.5 pdé,a difusdo através de movimento
Browniano.

A quantidade de agente terapéutico descarregado no local de ac¢do depende
ainda das propriedades fisico-quimicas do aerossol e de factores inerentes ao proprio
paciente, que incluem a capacidade de ventilagdo, estado das vias respiratorias e

mecanismos pulmonares.

30



Nanoencapsulagdo de bacteriéfagos para terapia fagica por via inalatoria

iii - Caracteristicas fisico-quimicas

A deposicao do aerossol depende de caracteristicas tais como, didmetro das
particulas, densidade, carga eléctrica, higroscopia, forma e velocidade do aerossol. Estas
caracteristicas dependem, por sua vez, do agente terapéutico utilizado, da formulagao
escolhida e do aparelho produtor de aerossol.

O factor mais importante na entrega de um determinado composto terapéutico
nos pulmdes ¢ o tamanho de particula. Uma particula com didmetro superior a um ¢
filtrada e retida no tracto respiratorio superior. Particulas com tamanho inferior a gm
sdo consideradas ideais, visto que conseguem atingir o tracto respiratdrio inferior.

As caracteristicas fisico-quimicas do agente terapéutico desempenham também
um papel muito importante na penetragdo do aerossol. Agentes higroscopios tendem a
aumentar de tamanho em contacto com humidade, o que pode afectar a eficicia da
entrega do agente terapéutico.

Microparticulas com formas mais aerodinamicas tendem a ter maior capacidade
de penetracdo. A velocidade a que o aerossol ¢ descarregado também afecta a fraccao
de agente terapéutico entregue no tracto respiratorio inferior. Se o aerossol for

descarregado a uma velocidade muito elevada, tende a ficar depositado na orofaringe.

iv - Caracteristicas do paciente

A capacidade ventilatoria e o estado das vias respiratorias do paciente sao
factores que influenciam a entrega eficaz do agente terapéutico. Quanto maior o volume
de inalagdo, maior a probabilidade das particulas serem transportadas para um local
mais profundo dos pulmdes. Por isso, os pacientes sdo sempre instruidos a inspirar
profundamente com a activagdo do aparelho inalatorio, ndo sendo recomendado expirar
rapidamente visto que poderia levar ao colapso temporario de algumas vias respiratorias
diminuindo assim a entrega do aerossol. A capacidade de suster a respiragdo ¢ também
de grande importancia para maximizar a entrega do agente terapéutico, uma vez que
aumenta a penetra¢do, € o numero, de particulas nos pulmdes. A coordenacdo do

movimento de inspiracdo com a activacdo do mecanismo de aerossol ¢ também de
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grande importancia. A descoordenagdo destes dois movimentos pode levar a perda da

maior parte do agente terapéutico.

v - Sistemas de administragao por aerossol

Os aerossois terapéuticos podem ser gerados e administrados através de
nebulizadores, inaladores pressurizados ou ainda por inaladores de po6 seco. Os
nebulizadores e os inaladores pressurizados sdo considerados dispositivos activos, pois
conseguem gerar o aerossol independentemente do esfor¢o do paciente. Por sua vez, os
inaladores de p6 seco podem ser activos ou passivos, sendo que estes ultimos requerem

uma succao vigorosa por parte do paciente.

Inaladores pressurizados

Estes sdo os inaladores mais usados, consistindo num farmaco em forma
micronizada num propelente sob pressdao. Quando o sistema ¢ activado, o propelente
fica exposto a pressdo atmosférica, levando a aerossolizagdo do agente terapéutico. A
medida que viaja através do ar, o aerossol aquece levando a evaporagdo do propelente,
reduzindo assim o tamanho das particulas para o tamanho desejado.

Os propelentes usados para gerar os aerossois foram alvo de alguma
controvérsia, uma vez que os propelentes a base de CFC’s (clorofluorcarbonetos) foram
proibidos devido ao impacto negativo que tém na camada atmosférica de ozono. Apesar
dos produtos farmacéuticos poderem usar estes CFC’s, foram desenvolvidos novos
propelentes como o HFA (hidrofluoroalcano). O HFA contém o agente terapéutico em
solugdo, ao contrario do CFC que continha o agente terapéutico em suspensdo. Os
inaladores a base de HFA produzem particulas mais pequenas e o aerossol ¢ gerado a

uma velocidade mais baixa, diminuindo a deposi¢do de particulas na orofaringe.
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Figura 5 - Inaladores pressurizados (fontes:

http://www.health.state.mn.us/asthma/images/0608bsasthmainhalers.jpg;
http://img.medscape.com/pi/emed/ckb/clinical procedures/79926-79929-1413366-
1525496.jpg; http://jpn.icicom.up.pt/imagens/ciencia/asma.jpg).

Inaladores de pd seco

Estes inaladores consistem de um p6 farmacologicamente activo, como um fino
agregado micronisado, numa camara inalatoria. Estes agregados sdo convertidos em
aerossol através da forca inalatoria que o paciente exerce na camara do inalador. Este
tipo de inaladores tem a desvantagem de ndo poder ser usado por pacientes que ndo

conseguem exercer uma forca inalatoria suficiente para formar o aerossol.

Figura 6 - Inalador de po seco (fonte: http://www.aafa.org/pictures/dpi.jpg).
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Nebulizadores

Existem 2 tipos de nebulizadores, o nebulizador de jacto de ar e o ultrasonico.
Os nebulizadores a jacto de ar utilizam gis comprimido para gerar um aerossol de gotas
liquidas. Um gés ¢ acelerado através de um pequeno orificio que atravessa um tubo
capilar cheio de liquido, causando uma queda de pressdo no orificio do capilar que por
sua vez faz com que a solugdo contendo o agente terapéutico, que se encontra num
pequeno reservatorio, seja forgada através do capilar pela pressdo atmosférica. O liquido
¢ entdo transformado num aerossol heterodisperso.

Os nebulizadores ultrasénicos produzem particulas de aerossol através de
vibra¢do de alta frequéncia. Estes nebulizadores t€ém a vantagem de administrar um
grande volume de aerossol num curto periodo de tempo. E, no entanto, importante
assegurar que sdo suficientemente potentes para produzir aerossdis com tamanho de
particulas apropriado para uma eficiente deposi¢do pulmonar. Os nebulizadores
ultrasonicos apresentam no entanto as desvantagens de desnaturar medicamentos a base
de péptidos devido as temperaturas elevadas que geram, serem pouco eficientes na
nebulizacdo de suspensdes, normalmente produzirem particulas demasiado grandes, e

serem muito caros.

Figura 7 - Nebulizador de jacto de ar com compressor (fonte: catalogo Medcare

(http://www.medcare.pt/NEB_C130.pdf)).
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5 - Emulsdes multiplas

As nanoemulsdes foram introduzidas e descritas na literatura por Hoar e
Shulman (1943), ao descreverem sistemas formados espontaneamente quando 6leo e
agua eram misturados com quantidades relativamente grandes de tensioactivo i6nico
misturado com um alcool de cadeia carbonada média. Contudo, o termo nanoemulsdo
s0 foi utilizado em 1959 por Schulman e colaboradores
Devido a sua estrutura interna compartimentalizada, as emulsdes multiplas apresentam
importantes vantagens sobre as emulsdes simples 6leo-em-agua (O/A) ou dgua-em-6leo
(A/O) para a encapsulagdo de biomoléculas, tais como a capacidade de transportar tanto
moléculas polares como moléculas ndo polares, e um maior controlo sobre a libertagcdo
das moléculas terapé€uticas. (Pays, 2002) (Davis, 1998) (Hanson, 2008).

As emulsdes maultiplas sdo sistemas heterogéneos, em que dois liquidos
imisciveis sdo misturados e estabilizados por agentes emulsificantes. Estas emulsoes
podem ser do tipo dgua-em-6leo-em-agua (A/O/A) ou 6leo-em-agua-em-6leo (O/A/O).
Nos sistemas A/O/A, pequenas vesiculas aquosas sdo retidas no interior de vesiculas
lipidicas maiores que por sua vez estdo dispersas numa fase aquosa (externa) continua.
O sistema A/O/A tem vantagens relativamente ao sistema O/A/O visto que o primeiro
tem 4gua na sua fase externa, permitindo por isso uma maior gama de aplicagdes. As
emulsdes multiplas possuem vérias vantagens, destacando-se a biocompatibilidade, e
sdo completamente biodegradaveis. Podem ser usadas para reter compostos hidrofilos
ou hidrofébicos, para direccionamento de farmacos, para mascarar sabores
desagradaveis conferidos por algumas moléculas bioactivas, para prolongar a libertacao
de um determinado ingrediente activo, para melhorar a dissolu¢do ou solubilizagdo de
materiais insoliiveis, como proteccdo de moléculas activas sensiveis ou como escape
(propriedades “‘stealth) ao sistema imunitario. Apesar das potencialidades das emulsdes
multiplas, a sua utilizacdo tem sido limitada devido a instabilidade termodindmica que

apresentam (Schmidts, 2009).
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Fase agquosa externa

Vesicula aquosa interna

Vesicula de oleo externa

Figura

8 - Imagem demonstrativa das diferentes fases de uma emulsao multipla do tipo A/O/A.

1 - Estabilidade

A estabilidade das emulsdes depende fundamentalmente de trés fendomenos:
sedimentacdo e formagdo de creme, floculagdo e ruptura da emulsdo devido a
coalescéncia das particulas.

A sedimentacao e formagao de creme resultam da diferenca de densidades entre
as diferentes fases da emulsdo, sendo que na sedimentagdo as particulas sao mais densas
que a fase mais liquida e na formacao de creme as particulas sdo menos densas. A
floculagdo das particulas ndo provoca necessariamente a sua sedimentagdo, mas pode
facilitar o processo. A colisdo entre as particulas pode levar a sua floculacdo e
coalescéncia, resultando na ruptura da emulsdo, isto ¢, a fase dispersa torna-se numa
fase continua, separada do meio de dispersao por uma unica fase. A separagdo de fases
de uma emulsdao pode ocorrer apenas alguns segundos apds a sua preparagdo ou
demorar varios anos, dependendo da formulagdo adoptada e da sua preparagao (Prista et

al., 1995).

"“h ] II’.
=
- § s
Formacao Coglescéncia SEpAracan
de Creme de Fases
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Figura 9 - Fases de desestabilizacdo de uma emulsao (adaptado de Kfouri (1988)).

O método mais comum de formulacdo ¢ o método de emulsificagdo em duas
etapas, em que uma emulsdo primaria A/O ou O/A ¢ preparada e depois emulsificada
num excesso de fase aquosa ou oleosa por forma a produzir uma emulsdo do tipo A/O/A
ou O/A/O, respectivamente.

Na preparacdo de emulsdes multiplas devem-se usar dois agentes emulsionantes.
No caso das emulsdes A/O/A deve-se usar um agente emulsionante lipofilo, para
estabilizar a emulsdo primdria A/O, e um agente emulsionante hidrofilo, para estabilizar
a emulsdo secundaria O/A, resultando assim numa emulsdo A/O/A estabilizada. Nas
emulsdes O/A/O deve-se usar um agente emulsionante hidrofilo, para estabilizar a
emulsdo primaria O/A, e um agente emulsionante lipofilo, para estabilizar a emulsao

secundaria A/O, resultando assim numa emulsao O/A/O estabilizada. (Jiao, 2003).

i1 - Formagao da emulsao

Quando se misturam dois liquidos imisciveis com agitacdao constante, as duas
fases tendem a formar vesiculas dispersas de um dos liquidos no seio do outro. Quando
se para a agitagdo, as vesiculas coalescem e os liquidos separam-se. Assim, considera-se
o tempo de vida da emulsao como o tempo decorrido desde o tempo em que os liquidos
estdo completamente homogeneizados, até a sua total separacgao.

Embora a energia mecanica de agitacdo seja importante para a dispersao, nao ¢
suficiente, pois apenas vence a barreira da tensao superficial enquanto durar a agitagao.
A forma mais facil de estabilizar o sistema ¢ diminuindo a tensao superficial, por forma
a reduzir a energia livre derivada da expansdo da area superficial (Oliveira, 2004). Neste
campo, os agentes tensioactivos t€ém um papel importante na estabilizacdo das
emulsdes. No entanto, a grande maioria destes compostos nao consegue diminuir a
tensao interfacial ao ponto de contrariar toda a energia livre de superficie provocada
pelo aumento da area superficial. Por isso, as emulsdes sdo normalmente consideradas

como sistemas termodinamicamente instaveis, sendo no seu desenvolvimento
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tecnoldgico constantemente procuradas formas para retardar, o maior tempo possivel, a
separacgdo de fases. (Pianovski et al., 2008).

O tipo de emulsdo que se forma durante a homogeneiza¢do depende do volume
relativo de fases e da natureza do agente emulsionante (tensioactivo). Quanto maior o
volume de um determinado liquido, maior ¢ a probabilidade deste se tornar no meio de
dispersdo, mas ndo acontece necessariamente isto, visto que também tem de se ter em
conta o agente emulsionante.

Dependendo da natureza dos agentes emulsionantes, estes podem favorecer tanto
a formacdo de emulsdes O/A como A/O. As emulsdes O/A podem, por vezes, ser
convertidas em emulsdes A/O. Esta capacidade dos agentes emulsionantes para
promoverem a formag¢do de uma determinada emulsdo, A/O ou O/A, deve-se
essencialmente a sua natureza anfifilica, que ¢ definida por uma escala denominada
Equilibrio Hidroéfilo-Lipéfilo (EHL) (Pasquali et al., 2008). Este sistema EHL
representa a relagdo entre os grupos lipofilos e hidrofilos constituintes de moléculas
tensioactivas. O sistema de Griffin traduz as propriedades hidrofilicas e lipofilicas dos
tensioactivos em termos de uma escala numérica, segundo a qual sdo atribuidos a estas
substancias valores de EHL que vao de 1 a 50, sendo que quanto maiores forem os

valores na escala mais hidrofilicas sdo as substancias (Prista et al., 1995).

IV - Materiais € métodos

1 - Bacteri6éfago
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No trabalho de investigagdo e desenvolvimento efectuado o bacteriofago
utilizado foi o phi PVP-SE1, um fago de espectro alargado capaz de infectar Salmonella
entérica ¢ E. coli, tendo sido isolado da agua de esgoto de um aviario. Analise DLS
(Dynamic Laser Scattering) de uma suspensdo aquosa (ultrapura) deste bacteridfago

revelou um tamanho de particula médio de cerca de 65.2 nm.

1 - Propagacao e purificagcdo do fago

Os bacteriofagos foram propagados por imersdo de tiras de papel de filtro
estéreis em aliquotas de preparacdo stock de fago e espalhadas em placas de Petri de 90
mm de diametro (Plastiques - Gosselin, Borre, France) sobre uma camada de top agar
(com uma camada inferior de LB agar), que continha a respectiva bactéria hospedeira.
As placas foram entdo encubadas durante a noite a 37 °C. Apos incubagdo, 3 mL de
solugdo tampao SM (Tris, sal e gelatina) foram adicionados a cada placa tendo as
mesmas sido incubadas novamente durante a noite a 4 °C. Esta solugdo foi recuperada
de cada placa e centrifugada (x9000 g, 10 min.) por forma a remover a bactéria. Um
volume de cloroformio foi adicionado a 4 volumes de sobrenadante para remover
células bacterianas ou restos celulares que tenham permanecido no sobrenadante. Esta
mistura foi entdo agitada e centrifugada (x9000 g, 10 min.), e o sobrenadante foi
retirado e filtrado usando um filtro para seringa PES de 0,22 um da Tpp-Techno Plastic

Products AG (Trasadingen, Switzerland) e armazenado a 4 °C até ser necessario.

Figura 10 - Microfotografia de microscopia electronica de varrimento da preparagdo

fagica (bacteriofago Phi-PVP-SE1) liofilizada (fonte: autor).
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2 - Reagentes

Softisan 100™ foi adquirido a Sasol (Sasol Olefins & Surfactants GmbH,
Hamburgo, Alemanha). CaCl,*2H,O foi adquirido a Riedel-de-Haén (Seelze,
Germany). Lutrol F68™ ¢ Lutrol F127™ foram gentilmente oferecidos pela BASF
Chemtrade GmbH (Ludwigshafen, Germany). Precirol ATOS (glicerol distearato) e
compritol 888 ATO (glcerol dibehenato) foram gentilmente oferecidos pela Gattefossé
SAS (Saint Priest, Franca). Glicerol (anidro) foi adquirido a Fluka (Steinheim,
Alemanha). Tween 80 foi adquirido a Sigma-Aldrich (St. Louis MO, EUA). HCI (37%,
m/m) comercial e NaCl foram adquiridos a Vaz Pereira (Lisboa, Portugal). A Lecitina

de Soja foi adquirida a Acofarma (Barcelona, Espanha).

3 - Equipamento analitico

O Potencial Zeta e o Tamanho Hidrodinamico das particulas da emulsdo foram
determinados num Zetasizer (modelo Nanoseries Nano-ZS) da Malvern Instruments
Ltd. (Worcestershire, Reino Unido). Os estudos calorimétricos foram realizados num
DSC (Differential Scanning Calorimeter) da Shimadzu (Kyoto, Japao), que continha um
detector (DSC-50) e um analisador térmico (TA-501). A andlise por crio-microscopia
electronica de varrimento (Cryo-SEM) das emulsdes lipidicas foi realizada num
microscopio electronico de varrimento da JEOL (modelo JSM 6301F, Tokyo, Japao),
acoplado a um Ion Sputter-Coater JSC1100 (JOEL, Tokyo, Japao), a um sistema de
microanalise por raios-X (INCA 350 Energy) via espectrometria de energia dispersa
(SEM/EDS) da Oxford Instruments GmbH (Wiesbaden, Alemanha), e a um sistema de
transferéncia criogénica da Gatan Inc. (modelo Alto 2500, Pleasanton CA, EUA). Os
estudos de nebulizagdo foram realizados com um nebulizador compressor medcare
NEB-C130 e um nebulizador utrasénico medcare NEB-747 gentilmente oferecidos por

Paulo Ferreira & Santos, Lda.

4 - Preparacao da emulsdo contendo bacteri6fago encapsulado
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A producdo das emulsdes (dgua-em-0leo-em-agua, A/O/A) com bacteriofagos
encapsulados foi realizada num dispersor de alta performance (UltraTurrax, modelo
T25D, IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Alemanha) sob aquecimento (cerca de
39 °C), sendo que o liofilizado de bacteridofagos foi previamente dissolvido na fase
aquosa interna e depois disperso no lipido fundido (Softisan) seguido de
homogeneizagdo (10 min a 10000 rpm). A fase aquosa externa foi depois adicionada ao
que se seguiu um novo ciclo de homogeneizagao (10 min a 10000 rpm). A fase aquosa
interna era constituida por HCl 10 mM, Tween 80 e bacteriofago phi-PVP-SEI
purificado (com concentragdes a variar desde 5 mg até¢ 10 mg). A fase oleosa intermédia
continha glicerol, softisan e lecitina de soja. Finalmente, a fase aquosa externa continha
Lutrol F68 (ou F127), dgua ultrapura e NaCl 10 mM. Foram também produzidas
particulas de controlo (sem bacteridfagos) e armazenadas durante 92 dias nas mesmas

condigoes.

5 - Avaliacdo dos efeitos do tempo de homogeneizagao, concentracao do bacteriéfago e

forca ionica da fase aquosa externa, para optimizagao da formulagado

A estabilidade das emulsdes foi avaliada pela produg¢do de emulsdes com
variagdes no tempo de homogeneizacao (5, 8 e 10 min), concentracao de bacteriofago (5

até 10 mg), e forca idnica (NaCl 1, 10 e 100 mM) da fase aquosa externa.

6 - Determinacao do Tamanho Hidrodinamico e do Potencial Zeta

Cada particula dispersa numa solucdo esta rodeada de ides de carga oposta. Esta
camada de ides ¢ designada de camada fixa. Externamente a camada fixa, existem
composi¢des variadas de ides de polaridades opostas, formando uma espécie de nuvem.
Esta area ¢ denominada de camada dupla difusa, sendo que toda esta area ¢ neutra.
Quando uma carga eléctrica ¢ aplicada a solu¢do onde as particulas estdo dispersas,
estas sdo atraidas para o eléctrodo de polaridade oposta, acompanhadas pela camada

fixa e por parte da camada dupla difusa. O Potencial Zeta ¢ considerado como sendo o
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potencial eléctrico da camada fixa, em que a medida que o Potencial Zeta se aproxima
de zero, as particulas tendem a agregar (Buszewski et al., 2010) (Schultz et al., 2008).
Quando se aplica um campo eléctrico a dispersao de particulas, estas movem-se.
Esta mobilidade pode ser definida como a velocidade de uma particula por unidade de
campo eléctrico, e ¢ determinada com a aplicacdo do campo eléctrico e medindo a sua
velocidade média. Os resultados obtidos permitem determinar o tamanho hidrodindmico

das particulas.
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Figura 11 - Particula rodeada pelas diferentes camadas i6nicas (fonte:

http://nanobiomeds.wordpress.com/).

7 - Analise térmica por calorimetria de varrimento diferencial

Para cada ensaio calorimétrico, foram pesados cerca de 10 mg de emulsdo
(usando uma microseringa) directamente no interior de uma capsula de aluminio de alta
pressao (Shimadzu, P/N 557 201-53090, 64U3670609), que foi posteriormente
devidamente selada por pressdo. Foi também preparada uma cépsula de aluminio de

referéncia apenas com ar selado no seu interior. As amostras foram depois aquecidas
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desde a temperatura ambiente at¢ 100 °C a uma taxa constante de 5 °C/min, periodo

durante o qual a quantidade de calor absorvido pelas amostras foi registado.

8 - Actividade antimicrobiana dos bacteriéfagos e das emulsoes

A actividade antimicrobiana foi avaliada apdés um simples procedimento
laboratorial. Num tubo de ensaio, adicionou-se as particulas encapsulantes dos fagos
1000 pL de clomoifinio, para extrair os bacteridfagos encapsulados. A suspensdo
resultante foi levemente agitada em vortex durante 5 segundos e centrifugada a x9000 g
durante 10 min. Apés centrifugacdo, o sobrenadante aquoso foi imediatamente
recuperado e submetido a um teste antimicrobiano. 100 pL de suspe@® bacteriana de
Salmonella enteritidis com crescimento durante a noite a 37 °C foi adicionada a 3 mL de
top agar. Apds uma leve agitagdo, o top agar adicionado de suspensdo bacteriana foi
transferido para um placa de Petri de 90 mm de diametro previamente preparada com 10
mL de bottom agar, e deixou-se solidificar. Aplicaram-se entdo sobre o top agar 5 puL. da
amostra de sobrenadante contendo fagos recuperada anteriormente, deixando-se secar.

Incubou-se entdo a placa de Petri a 37 °C durante a noite.

9 - Anélise por (cryo-)microscopia de varrimento electronico (cryo-SEM/SEM)

As emulsdes contendo bacteridfagos encapsulados foram analisadas por SEM e
cryo-SEM, por forma a obter as suas caracteristicas microestruturais e morfoldgicas. As
amostras de emulsdes foram preparadas para andlise da seguinte forma: (i) as amostras
foram colocadas num suporte de aluminio apropriado inserido numa placa revestida a
ouro; (ii) a placa revestida a ouro foi depois devidamente fixada numa barra de
transferéncia; (iii) o suporte contendo a amostra foi submerso em azoto liquido
(nitrogen slush); (iv) a amostra foi depois transferida sob véacuo para a camara de
preparacdo do microscopio electronico de varrimento (SEM), que também se
encontrava sob vacuo e se mantinha fria através da adi¢do de azoto liquido; (v) dentro
da camara, a amostra congelada foi fracturada, e submetida a sublima¢do durante 90s a
300s, aumentando lentamente a temperatura de -140 °C até cerca de -90 °C, tendo

depois sido revestida com 100-200 A de Au/Pd, durante 20s, sob forte vacuo (0,5 atm)
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entre 20-30 mA a 2.5 kV; (vi) finalmente, a amostra foi transferida para a camara de
andlise microscopica do SEM. As amostras foram analisadas no CEMUP (Centro de
Materiais da Universidade do Porto) com um microscépio de varrimento electronico da
JEOL a operar a 5-15kV, com um angulo de incidéncia de 30°, acoplado a microanalise

por raio X.

Figura 12 - Microscopio electronico de varrimento com camara criogénica (fonte:

autor; imagem obtida no CEMUP).

V - Resultados e discussao
1 - Microscopia electronica de varrimento

Microfotografias de microscopia electronica de varrimento das emulsdes
encapsulando os bacteriéfagos, com magnificagdes de 15000x e de 20000x, podem ser

encontradas nas figuras 13 e 14, respectivamente. As microfotografias da superficie

exposta das emulsdes apos fracturacao (ver Figura 13) mostram a estrutura matricial do
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poloxamero desenvolvida durante o processo de producdo e a homogeneidade de

distribuicdo dos didmetros das particulas.

Figura 13 - Microfotografia da estrutura da nemulsdo com bacteriéfago phi-PVP-SE1

encapsulado, obtidas por cryo-SEM (fonte: autor; imagem obtida no CEMUP).

| CEMUP SE NE40Phi2 x20000 15kV WD=15mm

3pm

Figura 14 - Microfotografia das particulas com bacteriéfago phi-PVP-SE1 encapsulado,
obtidas por cryo-SEM (fonte: autor; imagem obtida no CEMUP).

2- Optimizacdo da formulagao

Para produzir uma formula¢do Optima, foram estudadas vérias variaveis tais

como a natureza do lipido, a concentracdo do poloxamero, a concentragdo de lecitina de
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soja, o tempo de homogeneizagdo e a concentragdo de bacteridfago (ver tabela 2). Uma
maior concentracdo de fago ndo provocou qualquer alteragdo no Potencial Zeta mas
aumentou a capacidade antibacteriana da emulsdo. A adi¢ao de um electroélito (cloreto
de sddio) ou HCI a fase aquosa externa levou a um aumento do Potencial Zeta (de
valores negativos para proximos de zero), presumivelmente devido a acumulagdo de
10es adsorvidos a superficie das particulas levando a uma notavel separacdo de fases. A
adi¢ao de CaCl,*2H,0 a fase interna (para estabilizar o bacteridfago), retirando o HCI, e
a substituicdo do Lutrol F-68 por Lutrol F-127 levou a uma notoria separagdo de fases
logo a seguir a preparagdo da emulsdo, pelo que a utilizacdo destes dois compostos (

CaCl,*2H,0 ¢ Lutrol F-127) foi descartada.

Tabela 1 - Optimizacdo do processo de producdo das emulsdes , com vista a obtencao

Com NaCl Com HCI c " Com mais

na fase 25% de Mﬂ nli‘lu dltw-n.
aquosa aguosa Jaciti 1III%|||
externa externa 'I'Iv.lnﬂl

de uma formulagao 6ptima.

v.mu,d. de homogeneizago {rpm) 10000 10000 10000 10000 10000 10000
Bacteriétago Y ] 0.01% 0.002%  0.003%  0.002% 0.01% 0.0048%
HCi (0,010M) I ] 2.50% 2.50% 2.50% 2.50% 0% 2.50%

0.02% 0.03% 0.04% 0.03% 0.02% 0.05%
0% 0% 0.00% 0% 2.50% 0%

1.30% 1.25% 1.27% 1.27% 1.25% 1.33%

0.12% 0.18% 017T% 0.13% 0.12% 0.13%

12.50% 12.50% 12.50%  12.50%  12.50%  12.50%  12.50% 12.50%
0.99% 1% 1% 0.99% 1.27% 1% 1% 1%

82.56% 80.04% B0.05%  B2.55% 82243  B256%  B2.60% 82.48%
0% 2.50% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
0% 0% 2.50% 0% 0% 0% 0% 0%

3 - Tamanho hidrodinamico e Potencial Zeta

A principal razao para se medir o Potencial Zeta reside na previsdo da
estabilidade coloidal, que depende da interacg¢do entre particulas. O Potencial Zeta ¢
portanto uma tentativa para quantificar estas interac¢oes, sendo uma medida das forcas
repulsivas entre particulas; como a maioria dos sistemas aquosos coloidais ¢
estabilizado via repulsdo electrostatica, quanto maiores forem as forgas repulsivas entre
particulas mais baixa serd a probabilidade para estas se agregarem, levando a uma maior
estabilidade do sistema coloidal. O tamanho de particula foi medido através de DLS

(Dynamic Laser light Scattering), que ¢ capaz de medir particulas com tamanho entre 5
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nm a 3um. O tempo de homogeneizacdo Optimo foi de 10 minutos a 10000 rpm,
obtendo-se assim particulas com tamanho entre 85 nm e 200 nm (ver Figura 15). O
armazenamento da emulsdo optimizada durante quase 3 meses a temperatura ambiente
levou a um aumento do Potencial Zeta, presumivelmente devido a concentragdo de ides
na interface das particulas (ver Figura 16). O tamanho de particula, ao fim de quase 3
meses de armazenamento teve um subito aumento, tendo sido atribuido a agregacdo
e/ou coalescéncia de particulas. O Tween 80 (surfactante nao-idnico e emulsificante)
foi seleccionado como excipiente adequado visto que, quando duplicada a sua
quantidade, o potencial zeta diminuiu (para valores mais afastados de zero). Em
emulsdes de dgua em o6leo (A/O), como ¢ o caso das particulas produzidas, existe uma
correlagdo positiva entre a estabilidade da emulsdo e o tamanho da cadeia de é&cidos
gordos, e uma correlacdo negativa com a constante dieléctrica do agente emulsificante
(Tween 80). Aumentando o peso molecular, como acontece com o Softisan 100™ e
baixando a constante dieléctrica (usando Tween 80), indica uma maior hidrofobicidade,
levando a uma maior impregna¢do da interface e a uma emulsdo mais estavel, o que

esta de acordo com a estabilidade prolongada da emulsdo desenvolvida.

Variagao do tamanho hidrodinamico
400

E
=
o 300
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E
g
B 200
e
ﬁ i
2 "ﬂ————____,o______
E 100 R e —
§
'_

0

1 5] 8 13 73 81 85 94 102 107
Tempo de armazenamento (Dias)
© Formulagdo Inicial O +25% de Lecitina + 25% Lecitina e Tween &0 O Optimizada

Figura 15 - Evolucdo do tamanho hidrodindmico das particulas com bacteriofago

encapsulado, durante o processo de optimizagdo com varios excipientes.
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Potencial Zeta
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Figura 16 - Evolug¢dao do Potencial Zeta das particulas com bacteriéfago encapsulado,

durante o processo de optimizagdo com varios excipientes.

4 - Actividade antimicrobiana

O liofilizado de bacteriofagos reconstituido em tampao SM demonstrou
actividade litica, como seria de esperar. No entanto, a actividade antibacteriana das
emulsdes com bacteriofagos encapsulados estava dependente de diversos factores. O
baixo pH da fase interna poderia ser um dos factores limitantes da actividade
antibacteriana, mas os bacteri6fagos phi-PVP-SE1 s6 demonstram alguma sensibilidade
a pH 2 e as emulsdes produzidas apresentavam um pH interno de 2,31, ndo sendo os
bacteriofagos afectados por este pH. A velocidade de homogeneizagdao também nao terd
sido um dos factores limitantes dessa actividade uma vez que varios investigadores
reportaram que nao ha perda de viabilidade dos fagos com velocidades de
homogeneizacao de 14000 rpm, e neste procedimento apenas se utilizaram velocidades
de homogeneizacao de 10000 rpm. A temperatura a que os fagos estiveram sujeitos
durante a preparagao da emulsdo também ndo foi um dos factores de limitagdo da
actividade antibacteriana das emulsdes, uma vez que a temperatura maxima do
procedimento desenvolvido ¢ de aproximadamente 39 °C e os bacteriofagos usados
foram isolados do tracto intestinal de galinhas, onde a temperatura ronda os 41°C. A
baixa concentragao de bacteriofagos utilizados para a producdo nas particulas poderia

ser o factor limitante, e realmente, nas primeiras analises antimicrobianas, em que se
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usou uma concentragdo fagica de aproximadamente 5 mg, obteve-se uma acc¢do
antibacteriana fraca. Mas ap6s duplicar a concentracdo de fago, para aproximadamente

10 mg, observou-se ac¢do antibacteriana marcada.

5 - Analise calorimétrica

A andlise das emulsdes por calorimetria de varrimento diferencial forneceu uma
visao do estado e grau de cristalinidade e comportamento de fusdo e cristalizacdo dos
materiais cristalinos como as partlcu as pro&%’i"&m” A introducio de Tween 80 em
quantidades superiores levou a uma diminui¢do do pico de temperatura de fusao (de 88
°C e absorc¢ao de 0,182 J/mg da emulsdo inicial, para cerca de 79,2 °C e absor¢ao de
0,509 J/mg da emulsjqgptimyzada), denotando um alargamento do intervalo de
temperaturas de fusdo na emulsao optimizada, com um aumento da area do pico de
absorcao de energia superior a 64 %. A compatibilidade entre a maior quantidade de
Tween 80 e outros componentes da fase aquosa interna pode ser atribuida a ligacdes de

hidrogénio e a uma energia da rede cristalina mais baixa, e isto teve um impacto notavel

no perfil de fusdo da emulsdo optimizada (ver Figura 17).
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Figura 17 - Termogramas das emulsdes produzidas com bacteriofagos encapsulados e

de bacteriofagos em suspensdo em agua ultrapura.

6 - Nebulizacao
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Foram testados dois tipos de nebulizadores para a administracdo da emulsao
produzida. Um nebulizador compressor medcare NEB-C130 e um nebulizador
utrasoénico medcare NEB-747. Nenhum destes nebulizadores foi eficaz na nebulizagao
da formulacao produzida, o que pode estar relacionado com a composigao lipidica da
emulsdo. Devido ao processo de nebulizacdo os lipidos presentes na formulacdo ficaram
retidos a saida do copo de nebulizagdo, comprometendo assim a estabilidade e

viabilidade dos bacteriéfagos.
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VI - Conclusio

Neste trabalho de investigagdo pretendeu-se desenvolver uma emulsido contendo
particulas capazes de encapsular fagos, mantendo assim a sua estabilidade e natureza

antimicrobiana.

A observagdo macroscopica das emulsdes optimizadas com o incremento de um
polimero semicristalino (Tween 80) ndo mostrou separa¢do de fases nem aderéncia as
paredes do reservatorio, mesmo apds um tempo de armazenamento prolongado a

temperatura ambiente.

A formulagdo optimizada apresentou particulas com um tamanho hidrodinamico
médio de cerca de 114 nm e um Potencial Zeta de cerca -13 mV, que se mantiveram

estaveis durante um periodo de armazenamento de cerca de 3 meses.

Os bacteriofagos encapsulados pelas emulsdes ndo mostraram actividade litica
nos primeiros testes devido as baixas concentragdes de fagos usadas. Apds aumentada a
concentragdo de fagos em 5 e 10 vezes ja foi consguida a actividade litica dos

bacteriéfagos encapsulados.

O aumento da concentra¢do de Tween 80 levou a uma diminuigdo significativa
do pico térmico de absor¢do de energia (de 88 °C com uma absorc¢ao de 0.182 J/mg na
emulsdo de partida para cerca de 79,2 °C com uma absorc¢ao de 0.509 j/mg na emulsio
optimizada), denotando um alargamento do perfil de fusdo na emulsao optimizada, com

um aumento de area do pico de absorcdo de energia acima dos 64 %.

Em emulsdes A/O/A (como ¢ o caso desta formulagdo), existe uma correlagao
positiva entre a estabilidade da emulsdo e o comprimento da cadeia dos acidos gordos
dos lipidos utilizados e uma correlagdo negativa com a constante dieléctrica do agente
emulsificante. Utilizando um lipido de peso molecular superior (como é o caso do
Softisan 100™, com cadeias de acidos gordos Cjy - C;3) e diminuindo a constante

dieléctrica (utilizando o Tween 80) permitiu uma maior hidrofobicidade das particulas,
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levando a uma maior impregnagdo da interface e a uma emulsdao mais estavel, o que esta
em pleno acordo com a estabilidade a longo prazo observada nesta formulagao.

A nebulizacio da emulsdo produzida ndo foi eficaz devido a reten¢do dos lipidos
no copo de nebulizagdo. A alternativa mais eficaz para administragdo desta formulagdo
por forma a depositar os bacteriofagos no local de infec¢do seria a utilizagdo de
inaladores pressurizados com gas propelente. Infelizmente ndo me foi possivel testar

este tipo de dispositivo devidos aos custos elevados necessarios para a sua producao.
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