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RESUMO

O organismo humano abriga uma quantidade grandiosa de microrganismos
simbidticos em seu trato gastrointestinal. Contudo, alteracdes na homeostase
microbi6tica acabam por permitir o crescimento anormal de microrganismos
patogénicos associados a diversas doencas, incluindo as gastrointestinais e
hepéticas. A fagoterapia, uso de virus bacteridfagos para tratar infec¢cdes bacterianas,
tem despertado um renovado interesse devido a diminuicdo da eficacia dos
antibiéticos e avangcos na compreensdo da microbiota humana. Essa terapia
demonstra efeitos imunomoduladores e bactericidas contra as bactérias-alvo, sendo
explorada principalmente no tratamento de doencgas gastrointestinais, como colera e
diarreia. Além disso, estudos tém investigado seu potencial em doencas nao
transmissiveis, como doenca de Crohn, colite ulcerativa, cancer colorretal e doenca
hepatica gordurosa néo alcodlica. A terapia fagica visa controlar o crescimento
anormal de microrganismos patogénicos associados a essas doengas, combatendo
patdgenos resistentes a antibiéticos e restaurando a homeostase microbidtica. E uma
abordagem terapéutica direcionada, utilizando bacteri6fagos que infectam
especificamente as bactérias patogénicas, minimizando desequilibrios microbidticos.
Nesta revisdo, avaliamos o potencial uso terapéutico de bacteriéfagos na diminuicéo
da colonizacéao intestinal com bactérias patogénicas causadoras de disbiose, assim
como, estudos que verificaram a seguranca e eficacia para essa terapia, sendo
possivel alcancar resultados promissores quanto ao futuro tratamento de infecdes
bacterianas intestinais.

Palavras-chave: bacteriéfagos; fagos; disbiose intestinal; resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

The human body harbors a large number of symbiotic microorganisms in the
gastrointestinal tract. However, changes in microbial homeostasis eventually allow
abnormal growth of pathogenic microorganisms associated with various diseases,
including gastrointestinal and liver diseases. Phage therapy, the use of bacteriophage
viruses to treat bacterial infections, has sparked renewed interest due to the declining
effectiveness of antibiotics and advances in understanding the human microbiota. This
therapy demonstrates immunomodulatory and bactericidal effects against target
bacteria and is mainly exploited in the treatment of gastrointestinal diseases such as
cholera and diarrhea. In addition, studies have investigated its potential in non-
communicable diseases such as Crohn's disease, ulcerative colitis, colorectal cancer,
and non-alcoholic fatty liver disease. Phage therapy aims to control the abnormal
growth of pathogenic microorganisms associated with these diseases by combating
antibiotic-resistant pathogens and restoring microbiotic homeostasis. It is a targeted
therapeutic approach, using bacteriophages that specifically infect pathogenic
bacteria, minimizing microbiome imbalances. In this review, we evaluate the potential
therapeutic use of bacteriophages in decreasing intestinal colonization with pathogenic
bacteria causing dysbiosis, as well as, studies that have verified the safety and efficacy
of this therapy, with promising results for the future treatment of intestinal bacterial
infections.

Keywords: bacteriophages; phages; intestinal dysbiosis; antimicrobial resistance.
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1 INTRODUCAO

A maioria dos antibi6ticos administrados por via oral altera a microbiota
intestinal, mesmo que transitoriamente durante o tratamento. Alguns antibiéticos, no
entanto, induzem mudancas duradouras e relevantes na microbiota do Trato
Gastrointestinal (TGI). Por exemplo, enquanto alguns antibioticos ndo apresentam um
Impacto expressivo a longo prazo na microbiota intestinal, o tratamento com
antibioticos macrolideos em criancas pode levar a uma diminui¢cdo significativa e
prolongada de Firmicutes (incluindo os géneros Clostridioides, Enterococcus,
Lactobacillus e Ruminococcus) e Actinobacteria, com aumento concomitante de
Bacteroidetes (incluindo os géneros Bacteroides e Prevotella) e Proteobacteria
(incluindo Escherichia coli) (WEISS, HENNET, 2017). A exposicao repetida a
antibioticos pode desestabilizar a microbiota intestinal e promover o crescimento de
bactérias patogénicas resistentes a antibiéticos, como observado através do
desenvolvimento de diarreia associada a espécie Clostridioides difficile em idosos
(FURUYA-KANAMORI et al., 2015). Alguns antibiéticos aumentam a taxa de mutacéo
bacteriana, aumentando assim, a probabilidade de desenvolvimento de resisténcia
(SAHA, MUKHERJEE, 2019). Contudo, antibiéticos como a rifaximina causam um
efeito eubidtico, isso €, promove uma expansdo de bactérias benéficas através da
supressdo de patobiontes, contribuindo para aumentar a diversidade microbiana
intestinal em pacientes com Doencas Inflamatorias Intestinais (DII) e melhorando
também os sintomas da sindrome do intestino irritdvel (GUSLANDI, 2011; PIMENTEL
et al., 2011; Yu et al., 2022).

Os antibidticos continuam sendo vitais para a medicina moderna, mas a
pandemia oculta de superbactérias resistentes a medicamentos estd levando os
cientistas a explorar alternativas possiveis. Um tipo de terapia em particular esta
atraindo grande interesse cientifico: os bacteriéfagos ou simplesmente fagos, que séo
virus com a capacidade de infectar bactérias, de modo a inativa-las, evitando seu
crescimento dentro do organismo hospedeiro. Entre uma das vantagens associadas
a terapia com fagos estd na sua capacidade de co-evoluir junto ao seu hospedeiro,
diminuindo as chances de bactérias desenvolverem resisténcia a eles, quando em
comparacao com os antibioticos. Outra propriedade interessante é sua capacidade de
auto dosagem, onde ap0s uma Unica dose, multiplicam-se in situ e desaparecem apos

a lise da populagéo bacteriana alvo (SAHA, MUKHERJEE, 2019). Outras vantagens



13

estéo relacionadas com os fagos em si, isso porque seu efeito litico impede que as
bactérias infectadas se recuperem de alguma maneira, evitando o desenvolvimento
de resisténcia (LOC-CARRILLO, ABEDON, 2011). Os fagos sao considerados
agentes com baixa toxicidade inerente, pois sua composi¢éo se faz basicamente por
proteinas e acidos nucleicos. Dessa forma, as possibilidades dessa terapia causar
desconfortos estdo principalmente relacionadas a interacado dos fagos com o sistema
imune do hospedeiro, além de estarem também relacionadas com a liberagdo de
toxinas provenientes das bactérias lisadas (KUTTER et al., 2010). Devido a sua
especificidade, os fagos acabam por afetar minimamente a microbiota saudavel, pois
seus alvos sdo, geralmente, bactérias patogénicas (SKURNIK, PAJUNEN,
KILJUNEN, 2007). Eles também n&o apresentam resisténcia cruzada a antibiéticos,
pois atuam utilizando diferentes mecanismos de eliminagdo. Com isso, o perfil de
resisténcia bacteriana a antibioticos néo se reflete no uso dos bacteriéfagos, porém o
mesmo ocorre no sentido oposto (LOC-CARRILLO, ABEDON, 2011).

Com base em suas caracteristicas de seguranca para utilizacdo em terapias
fagicas e devido ao fato dos fagos serem facilmente isolados do ambiente natural, a
descoberta de fagos virulentos € rapida em comparacdo com novas entidades
qguimicas, sejam elas de origem sintética ou natural. Assim, os fagos tém potencial
para uma entrega mais rapida do laboratério a clinica, porém isso requer o
desenvolvimento de processos de fabricacdo adequados, para que sejam
sequenciados e isolados com base na terapia fagica especifica para cada tratamento
(SAHA, MUKHERJEE, 2019).

Esses sdo alguns dos fatores interessantes para se considerar uma terapia
baseada em bacteriéfagos ou, pelo menos, baseada na associacdo de antibiéticos e
fagos. Segundo alguns estudos como de Tagliaferri, Jansen e Horz (2019), Gu Liu e
colaboradores (2020), Michodigni e colaboradores (2022) e Save e colaboradoes.
(2022), a terapia conjunta mostrou melhores resultados na diminui¢cao ou eliminagao
de bactérias patogénicas, sejam elas resistentes ou ndo aos antibiéticos quimicos ou
aos bacteriféfagos, quando em comparagcao com o uso de terapias individuais.

Essas informacdes em conjunto evidenciam que a utilizacéo de fagos esté se
tornando uma alternativa cada dia mais atraente de tratamento para controle de
infeccbes. Nesse sentido, o presente trabalho fundamentou-se na realizacdo de uma

revisdo narrativa com a finalidade de avaliar os aspectos que permeiam as terapias
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envolvendo a utilizacdo dos fagos no controle da disbiose intestinal e nos problemas

acarretados por este desequilibrio em doencas do TGI.
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2 JUSTFICATIVA

O consumo desenfreado de antibidticos, associado ao uso irracional,
tratamentos extensivos e infeccbes recidivas, levou a uma crise de resisténcia
bacteriana global, tornando-se uma das principais preocupacfes sanitarias pelos
orgaos de saude ao redor do mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). O
descobrimento dos bacteriéfagos e a elucidagdo de seus mecanismos terapéuticos
tornou possivel a andlise de novas propostas de terapia para diversas doencas
intestinais e hepéaticas provenientes do desequilibrio microbidtico, ou que a partir de
seu agravo, resultem no desenvolvimento de disbiose bacteriana intestinal.

A antibioticoterapia, muitas vezes, tem como resultado o desequilibrio da
microbiota, visto que, em grande parte dos tratamentos para as principais cepas
patogénicas, se faz necessario a utilizagéo de antibioticos de amplo espectro de acao,
afetando, desta forma, ndo apenas a bactéria alvo, mas também aquelas comensais
ao organismo (YU, CHEON, 2022). Com a fagoterapia, limitagbes como essas
apresentariam resolucdes, dado a especificidade que estes virus dispdem em relacéo
as bactérias patogénicas (SKURNIK, PAJUNEN, KILJUNEN, 2007).

Portanto, € de suma importancia que temas como esse sejam abordados em
trabalhos académicos na formacédo de futuros profissionais de saude, como os
farmacéuticos, beneficiando a ciéncia, com a maior diversidade de estudos, e a
populacdo, com o conhecimento de novas propostas terapéuticas seguras e eficazes

para o tratamento de uma ampla gama de patologias.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma reviséo narrativa sobre o potencial uso de bacteriéfagos para o

tratamento da disbiose em doencas do trato gastrointestinal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Apresentar a estrutura e funcédo dos bacteri6fagos;

e Descrever a interacao de bacteriofagos com o sistema imune;

e Analisar e avaliar as terapias utilizando bacteriéfagos para o controle da
disbiose intestinal;

e Apresentar 0s ensaios clinicos que utilizam a terapia fagica no tratamento

de doencas do trato gastrointestinal.
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4 METODOLOGIA

Trata-se de uma reviséo narrativa em que a base metodologica consistiu em
uma pesquisa bibliografica com o proposito de discorrer sobre potencial uso de
bacteriéfagos para o tratamento da disbiose nas doencas do trato gastrointestinal.

Para tal, foi realizada uma pesquisa bibliografica nos portais de periodicos
Scielo, PubMed, EMBASE, Cochrane Library e ClinicalTrials.gov, assim como
publicacdes em livros. A pesquisa compreendeu o periodo do inicio de janeiro de 2023
ao fim do més de maio de 2023. As palavras-chave/descritores utilizados foram:
bacteriéfagos, fagos, “bacteriophages”, “phages”, disbiose intestinal, “gut dysbiosis”,
“‘intestinal dysbiosis”, fagoterapia, “phage therapy”, tratamento com bacteriéfagos e
doencas inflamatorias intestinais, podendo ou ndo estes termos estar associados
através dos operadores booleanos (AND/OR). Foram aplicados os filtros de restricao
de artigos publicados nos idiomas inglés, portugués e espanhol, sem restricdo de
tempo de publicacdo, e com free full text disponiveis. Foram excluidos artigos no
formato de comentarios, carta, editorial, teses e dissertacdes. Finalmente, as
informacBes e dados foram extraidos e organizados por meio de uma sintese

narrativa, e posteriormente, elaborada esta revisdo narrativa da literatura.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Patdgenos resistentes a antibioticos tradicionais constituem um sério
problema de saude global, agravados pelo seu uso irracional, transferéncia horizontal
de genes, disseminacbes em ambientes hospitalares e evolucdo natural de
microrganismos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020) sendo assim uma grande
preocupacdo para todos os 6rgdos de saude mundiais, incluindo a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) e o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC)
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019).

Uma avaliacdo de tratamentos antibacterianos ndo convencionais, como 0s
baseados em bacteri6fagos, €, portanto, necessaria para enfrentar esse importante
problema de saude publica mundial. Os bacteriofagos, virus que infectam bactérias,
foram descobertos na era pré-antibidtica e sdo usados ha muitos anos em paises
principalmente da europa oriental, como RuUssia, Geodrgia e Polonia, em tratamentos
antibacterianos conhecidos como terapia fagica (MYELNIKOV, 2018). Os fagos séo
onipresentes no ambiente, incluindo o TGl humano, onde sdo tdo numerosos quanto
as bactérias comensais. Ao contrario dos antibibticos, esses virus sdo altamente
especificos, infectando apenas um numero limitado de cepas dentro de uma
determinada espécie bacteriana e, portanto, tém um impacto muito menor na
composicao da microbiota (KORTRIGHT et al., 2019).

A microbiota intestinal desempenha um papel fundamental na regulagdo da
patogénese da doenca humana e na manutencdo da saude. Em pessoas saudaveis
€ composta principalmente por bactérias dos filos Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria e Actinobacteria, representando mais de 90% do numero total de
bactérias intestinais (FUJIMURA et al., 2010). Contudo, quando ha diminuicao destes
filos e consequente aumento de Enterobacteriaceae, o equilibrio microbiotico
comensal se transforma em um desequilibrio patogénico chamado de disbiose
(WEISS, HENNET, 2017). A disbiose intestinal esta diretamente associada a DII,
como a Doenca de Crohn (DC) e a colite ulcerativa (COU), e com o cancer colorretal
(CCR) (KAUR et al., 2011). Além disso, mostra relacionar-se também com doencas
hepéticas, incluindo doenca hepética associada ao consumo de alcool (DHA), doenca
hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) e cirrose hepatica (DUAN, YOUNG,
SCHNABL, 2022).



19

5.1 BACTERIOFAGOS

Os bacteriofagos, ou simplesmente fagos, séo virus que infectam bactérias
sendo considerados o grupo de virus mais numeroso, com um total estimado de 103!
particulas de fagos em todo o planeta (HSU et al., 2021). Eles ocorrem em archaea e
bactérias e possuem capacidade de colonizar todos os habitats concebiveis na
natureza (ACKERMANN, 2001). Sua descoberta aconteceu de maneira independente
por pesquisadores de diferentes paises. Inicialmente em 1915 por Frederick Twort,
bacteriologista britanico com formacdo meédica, e em 1917 por Félix D'Herelle,
microbiologista Franco-Canadense, que foi o pesquisador que propds a utilizacdo do
termo “bacteriofago”, algo como “devorador de bactérias” (SULAKVELIDZE,
ALAVIDZE, MORRIS JR., 2001).

Esses virus sdo geralmente classificados com base em sua estrutura
morfolégica e sequéncia genética (BAJAJ, NG, SCHNABL, 2022), podendo se
apresentar em distintas formas e tamanhos e com genomas consistindo de DNA ou
RNA de fita simples (ssDNA e ssRNA) ou dupla (dsDNA e dsRNA). Foram
originalmente definidos e categorizados em 21 morfotipos com base em sua
morfologia (Figura 1), antes que as tecnologias de sequenciamento de acidos
nucleicos comecassem a ser usadas na classificagdo taxondmica (HSU et al., 2021).
Desse modo, cada morfotipo apresenta-se em sua forma especifica com
caracteristicas proprias, sendo divididos em filamentosos (Inoviridae), poliédricos
(Microviridae, Corticoviridae, Tectiviridae, Leviviridae e Cystoviridae), ou pleomorficos
(Plasmaviridae), caudados, envelopados ou ndo (Quadro 1) (ACKERMANN, 2001;
TURNER, KROPINSKI, ADRIAENSSENS, 2021). Contudo, apesar da grande
variedade apresentada por esses virus, os bacteriéfagos caudados de DNA de fita
dupla pertencentes a ordem Caudovirales sdo 0s mais comuns e 0s mais comumente

usados para fins terapéuticos (HSU et al., 2021).
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Figura 1 — Morfologia dos bacteriéfagos.
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Fonte: Ackermann (2001).

Quadro 1 — Morfotipos e Propriedades Basicas de Familias de Fagos.

Morfotipo Forma Acido Nucleico* Familia Particularidades
Al a A3 Myoviridae Cauda contrétil
Bl a B3 Caudado DNA, 2, L Siphoviridae Cauda longa néo contratil
ClacCs3 Podoviridae Cauda curta
D1 DNA, 1, C, (+) Microviridae Capsdmero comum
D3 DNA, 2,C, S Corticoviridae Capsideo complexo, lipidico
D4 Poliédrico DNA, 2, L Tectiviridae Vesiculas lipidicas, cauda falsa
E1l RNA, 1, L, (+) Leviviridae
E2 RNA, 2, L, Seg. Cystoviridae Envelopado, lipidico
F1 DNA, 1, C, (+) Inoviridae Filamentos longos
F2 Filamentoso Hastes curtas
F3 DNA, 2, L Lipothrixviridae Envelopado, lipidico
F4 DNA, 2, L Rudiviridae Semelhante ao Virus do mosaico do tabaco
Gl Pleomérfico DNA, 2,C, S Plasmaviridae Envelopado, lipidico, sem capsideo
G2 DNA, 2,C, S Fuselloviridae Forma de liméo

*C - circular; L - linear; S - supercoil; Seg. - segmentado; 1 - fita simples; 2 - fita dupla; (+) - senso
positivo. Fonte: Adaptado de Ackermann (2001).
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Além do morfotipo e do tipo de acido nucleico, existem 2 categorias principais
de fagos com diferentes estilos de vida: os liticos (também conhecidos como
virulentos) e os temperados (HSU et al., 2021), sendo assim categorizados tendo
como base o seu comportamento funcional (BAJAJ, NG, SCHNABL, 2022).

Os fagos virulentos recebem este nome pois seguem estritamente um ciclo de
vida litico (BAJAJ, NG, SCHNABL, 2022), de modo a interromper o metabolismo
bacteriano e causar a lise da bactéria (SULAKVELIDZE, ALAVIDZE, MORRIS JR.,
2001). Esses sao assim categorizados pois reconhecem o receptor na superficie da
parede celular bacteriana e injetam seu DNA na bactéria através de sua cauda. Assim,
os acidos nucleicos gendmicos dos fagos sao replicados dentro da bactéria,
sequestrando as func¢des da célula bacteriana. Depois que 0s virions da progénie sao
montados, as enzimas do fago lisam a parede celular bacteriana interna, resultando
na liberacéo dos fagos recém-montados para o ambiente, fazendo com que, ao serem
liberados, continuem atuando nessa relacdo presa-predador que se perpetua no
organismo (BAJAJ, NG, SCHNABL, 2022).

Os fagos temperados podem entrar em um ciclo de vida litico sob certas
circunstancias, pois também podem injetar DNA (possivelmente contendo fatores de
resisténcia e viruléncia a medicamentos) em células bacterianas, que entdo se
integram ao cromossomo do hospedeiro como profagos (BAJAJ, NG, SCHNABL,
2022). Sendo assim, quando um fago temperado infecta uma bactéria, existe a
possibilidade de duas vias de desenvolvimento para o virus: a via litica, que culmina
na producdo de um grande numero de novas particulas virais e lise da célula; mas
também a via lisogénica, na qual a célula sobrevive com a capacidade litica do virus
inativada, e o DNA viral integrado ao DNA do hospedeiro replicando-se como parte do
cromossomo do mesmo. Uma vez estabelecido, o estado lisogénico é bastante
estavel, mantendo o DNA viral (ou profago) reprimido e integrado (ECHOLS, 1972)
(Figura 2).
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Figura 2 — Ciclos replicativos dos bacteriéfagos.
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Fonte: Adaptado de Hsu et al. (2021) e Silva (2022).

A comunidade total de bacteriofagos do intestino humano € chamada de
fageoma, colonizando o intestino desde o nascimento e acompanhando-nos ao longo
da vida. O fageoma parece ser Unico para cada individuo e mostra um alto grau de
variacao interpessoal. Quando referidos a um intestino saudavel, os fagos, em sua
grande maioria, possuem um estilo de vida lisogénico e, por isso, acabam formando
profagos que atuam como um importante repositério de elementos genéticos méveis
no intestino e desempenham papéis-chave na troca de material genético entre
espécies bacterianas por meio de transferéncia horizontal de genes
(BAKHSHINEJAD, GHIASVAND, 2017). Tal papel se mostra muito importante devido
ao fato de os fagos serem incrivelmente diversos e possuirem sua propria gama de
hospedeiros, ou seja, a gama de bactérias com possibilidade de infeccdo. Enquanto
alguns fagos podem infectar apenas uma ou algumas cepas bacterianas, outros
podem possuir um espectro muito amplo, abrangendo varios géneros de bactérias
(BAJAJ, NG, SCHNABL, 2022; ROSS, WARD, HYMAN, 2016).
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5.2 BACTERIOFAGOS E INTESTINO

Os bacteriéfagos sdo reconhecidamente povoadores de diversos ambientes
do corpo humano. No entanto, em sua grande maioria, encontram-se nas superficies
mucosas, tendo em vista inUmeros estudos demonstrando que o TGl € o ambiente
com a maior concentracdo desses virus (COLUMPSI et al., 2016). Avaliacdes clinicas
e laboratoriais mostraram que o intestino de neonatos é rapidamente habitado por
bactérias provenientes do organismo materno e do meio ambiente. Como os fagos se
fazem presentes em todos os ambientes em que haja presenca de bactéria, a
colonizacdo bacteriana do intestino infantil € seguida pela colonizacao por fagos. Essa
evolucao do fageoma no intestino infantil € tdo rapida que uma semana apés o
nascimento, 108 particulas semelhantes a virus, em sua maioria fagos, foram
detectadas em cada grama de fezes. Além disso, h4 uma renovacdo das principais
sequéncias de fageoma durante a segunda semana apés o nascimento (BREITBART
et al., 2008). Em comparacao com os adultos, o fageoma intestinal infantil apresenta
menor diversidade, porém com maiores flutuacdes, demonstrando que com o decorrer
do tempo e a maturacdo do intestino infantil, ocorrem extensas mudancas na
composicdo de seu fageoma, que tende a estabilizar sua estrutura com a idade
(DALMASSO et al., 2014). A dieta também foi reconhecida como um dos importantes
contribuintes para a composicdo do fageoma. Em um estudo, varios voluntarios foram
nutridos com diferentes dietas em teor de fibra e de gordura, sendo revelado que os
individuos alimentados com a mesma dieta tendem a apresentar um perfil fagedmico
mais semelhante (MINOT et al., 2011).

No intestino humano, os fagos dsDNA e ssDNA infectam Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria, que séo os principais filos povoadores
deste 6rgdo. No entanto, os fagos de RNA sao ingeridos e estao presentes apenas de
forma transitéria (KRUT, BEKEREDJIAN-DING, 2018) e, por este motivo, ndo séo
considerados em estudos de fagos intestinais infectantes. No entanto, reconhece-se
a importancia do estudo e avaliacdo de ambos, visto que ainda existe uma alta
proporcao de fagos néo caracterizados no intestino (MIRZAEI, MAURICE, 2017).
Mudancas significativas nesses principais filos, como Bacteroidetes e Firmicutes, que
representam cerca de 90% das bactérias em individuos saudaveis, podem
permanecer sem consequéncias patologicas, enquanto quantidades aumentadas de

grupos marginais podem ser nocivas, como por exemplo, as Enterobacteriaceae, que
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normalmente representam uma fracdo menor da microbiota intestinal, mas que podem
se expandir rapidamente apds mudancas nas condi¢des oxidativas do intestino, assim
como ocorre durante uma inflamacdo (FUJIMURA et al.,, 2010). Devido a
pirogenicidade do lipopolissacarideo presentes nas Enterobacteriaceae, o
crescimento dessa familia bacteriana geralmente intensifica uma resposta inflamatoria
em curso, causando sérios danos ao intestino (WEISS, HENNET, 2017) e figado do
individuo (DUAN et al., 2019).

5.3 BACTERIOFAGOS E SISTEMA IMUNE

Classicamente, o sistema imunolégico tem sido dividido em dois ramos: a
resposta imune inata, que defende o hospedeiro da infeccdo de maneira nao
especifica, e a resposta imune adaptativa ou adquirida, que reage a antigenos
especificos e possui uma memoria que agiliza as respostas subsequentes ao mesmo
agente, quando em futuras infecgfes. O sistema imune inato € considerado a primeira
linha de defesa do hospedeiro contra uma infeccdo sendo que as barreiras fisicas
apresentadas pelos epitélios, células fagocitarias, proteinas plasmaticas, entre outras,
contribuem para essa protecao. Outro fator importante que contribui ativamente para
a imunidade inata é o acumulo de fagos liticos nas superficies da mucosa (BARR,
YOULE, ROHWER, 2013).

A camada mucosa é fortemente colonizada por bactérias, incluindo muitos
simbiontes que contribuem com potencial genético e metabdlico adicional para o
hospedeiro. Por esse motivo, muitos fagos estabelecem relacdes simbidticas
condicionais com seus hospedeiros bacterianos por meio da lisogenia (ALMEIDA et
al.,, 2019). Como profagos integrados, eles geralmente expressam genes que
aumentam a aptiddo ou viruléncia do hospedeiro e protegem seu hospedeiro da lise
por fagos relacionados; jA como fagos livres, eles auxiliam sua cepa hospedeira
matando cepas concorrentes relacionadas (BARR et al., 2013). Para atuar como
antimicrobianos eficazes para o hospedeiro humano, os fagos aderentes devem
reduzir a colonizacdo bacteriana da camada mucosa, assim, protegendo o epitélio
subjacente da morte celular resultante do efeito litico proveniente da interacdo fago-
bactéria. Com base nisso, considera-se que os fagos liticos fornecem uma imunidade
nao derivada do hospedeiro, ndo reconhecida anteriormente, que protege ativamente
as superficies mucosas de seu hospedeiro (BARR, YOULE, ROHWER, 2013).
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A imunidade adaptativa fornece defesa direcionada contra patdgenos
especificos, onde a capacidade dos fagos de induzir respostas de anticorpos
(imunidade humoral) e células T (imunidade celular) tem implica¢des importantes para
vacinas de exibicdo de fagos, terapia de fagos e interagcbes com nosso microbioma
(POPESCU et al.,, 2021). Essa interacdo do bacteriofago com células imunes
adaptativas ocorre por meio de peptideos derivados de fagos que sdo apresentados
por células apresentadoras de antigenos a células T virgens em moléculas de
complexo principal de histocompatibilidade (MHC-11). As células T especificas para o
antigeno-MHC sofrem ativacao (liberacdo de interféron-y) e proliferacdo em células
Th (T helper). As células Th especificas de fagos sdo entdo capazes de ativar células
B especificas de fagos imaturos. As células B ativadas diferenciam-se em
plasmoblastos, células de vida curta que circulam e produzem grandes quantidades
de anticorpos especificos para fagos e células B de memdria, que podem ser
reativadas apos exposicdo subsequente ao fago e iniciar a producdo de mais
anticorpos antifagos. Dessa maneira, 0s anticorpos antifagos ligam-se e inativam os

bacteri6fagos presentes na circulacao e nos tecidos (POPESCU et al., 2021).

5.4 DISBIOSE INTESTINAL

A microbiota intestinal pode ser vista como um sistema organizacional do
corpo real que contribui para o bem-estar do organismo hospedeiro. Os trilhdes de
microrganismo que colonizam o TGl influenciam processos locais e sistémicos, como
transformacao de nutrientes, suprimento de vitaminas, maturacdo da imunidade da
mucosa, comunicacao intestino-cérebro, intestino-figado e até mesmo na progressao
tumoral (WEISS, HENNET, 2017; ZITVOGEL et al., 2015). Assim como em outros
orgaos, o funcionamento adequado da microbiota intestinal depende de uma
composicdo celular estavel, que no caso da microbiota humana consiste
principalmente de bactérias dos filos Bacteroidetes e Firmicutes, e em menor grau,
Actinobacteria e Proteobacteria (ARUMUGAM et al., 2011). Alteragdes significativas
na proporcdo desses filos e/ou a disseminacdo de novos grupos bacterianos
conduzem a um desequilibrio que viabiliza a promocédo de doencas, frequentemente
referido como disbiose (WEISS, HENNET, 2017).

Este desequilibrio microbiano acaba, por muitas vezes, associado a algumas

doencas no TGI, como cancer colorretal, sindrome do intestino irrithvel e as DIl, que
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incluem a DC e a COU. Essas ultimas séo idiopaticas e caracterizadas pela disfuncao
do sistema imune e da microbiota intestinal (KAUR et al., 2011), manifestando-se
clinicamente com quadros que podem se estender por anos ou até mesmo décadas,
com diarreia de evolucao prolongada e recidivante. Em contrapartida, sdo doencas
com algumas caracteristicas fisiopatologicas e clinicas peculiares que as diferem tanto
na evolucdo quanto na sensibilidade terapéutica, sendo, portanto, fundamental sua
disting&o durante acompanhamento médico (MARANHAO, VIEIRA, CAMPOS, 2015).
Além das DII, a alteracdo da microbiota intestinal esta também associada a doencas
hepaticas, incluindo DHA, DHGNA e cirrose. Por exemplo, em individuos com DHA,
essa associacdo se traduz mediante um aumento significativo, principalmente, de
cepas de Enterococcus faecalis; na DHGNA, o aumento de bactérias comensais se
faz evidente através de estudos de amostras fecais de pacientes portadores desta
doenca, quando comparado a individuos controle (DUAN, YOUNG, SCHNABL, 2022).

Mesmo que ainda pouco esclarecidas, a etiopatogenia das DIl, assim como a
relacao entre bacteriéfagos e doencas hepaticas (DUAN, YOUNG, SCHNABL, 2022),
sdo por muitos relacionadas a resposta imunolégica anormal a microbiota bacteriana
intestinal, estando associadas a alterac6es na funcédo de barreira da mucosa. Isso se
da pois o epitélio intestinal representa a principal barreira fisica para entrada de
bactérias, devido a seu revestimento celular por receptores de membrana especificos
capazes de distinguir entre bactérias comensais e invasoras, assim, permitindo a
manutencdo da homeostasia do sistema imune intestinal pela destruicdo destes
organismos invasores (MARANHAO, VIEIRA, CAMPOS, 2015).

5.5 USO TERAPEUTICO DE BACTERIOFAGOS

Os primeiros estudos avaliando o uso terapéutico de fagos aconteceu em
1919, no Hospital des Enfants-Malades, em Paris, sob a supervisdo clinica do
professor Victor-Henri Hutinel, chefe de pediatria do hospital. Os bacteridfagos foram
isolados em placas de cultura, como exemplificado pela Figura 3, e utilizados na
producdo de um coquetel que foi ingerido por D'Herelle, Hutinel e varios internos do
hospital para confirmar sua seguranca antes de administra-la no dia seguinte em um
menino de 12 anos com disenteria grave. Os sintomas do paciente cessaram apos
uma unica administracdo do coquetel, recuperando-se completamente em poucos

dias. Tendo sua confirmacado de eficacia pouco tempo depois, quando administrada
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também em outros trés pacientes com disenteria bacteriana, onde suas recuperacdes
comecaram dentro de 24 horas apds administradas as preparacdes (SUMMERS,
1999). Contudo, os resultados destes estudos ndo foram divulgados imediatamente,
portanto, a primeira aplicacéo relatada de fagos para tratar doencgas infecciosas de
humanos veio em 1921 por Richard Bruynoghe e Joseph Maisin, que usaram
bacteri6fagos para tratar a doenca de pele estafilococica (SULAKVELIDZE,
ALAVIDZE, MORRIS JR., 2001).

Figura 3 — Exemplificacdo de uma placa de lise bacteriana causada por cultura de
fago SSsP-1.

Legenda: Cepa de Enterococcus faecalis misturada com cultura de bacteriéfago SSsP-1 e
cultivada em agar Todd-Hewitt, de acordo com o método de agar de dupla camada. O bacteriéfago
pertence ao género Saphexavirus da familia Siphoviridae. Fonte: Pchelin (2021), via
commons.wikimedia.org.

A terapia fagica (ou fagoterapia) € uma pratica antiga da era pré-antibiética na
gual os bacteriéfagos sao utilizados como bioagentes contra infec¢cdes bacterianas
(SUMMERS, 1999). O advento de antimicrobianos tradicionais eficazes reduziu a
utilizagéo da terapia fagica na maioria dos paises. No entanto, sua utilizacdo clinica

continuou no lugar dos antibiéticos, principalmente, na Europa Oriental e na antiga
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Unido Soviética. Atualmente, a terapia fagica vem ganhando muita atencao a medida
que as bactérias se tornam cada vez mais resistentes aos antibioticos atuais
(MYELNIKOQOV, 2018). A eficacia terapéutica dos fagos foi demonstrada contra uma
ampla gama de patdgenos bacterianos, como espécies de Staphylococcus spp.,
Pseudomonas spp., Escherichia coli, Enterococcus faecalis (DUAN et al., 2019; HEO
et al., 2009; MONK et al., 2010). Normalmente, os bacteridéfagos possuem um estreito
espectro de acao tanto nas células bacterianas quanto no sistema imunolégico, que é
ativado por suas proteinas de revestimento (REYES et al., 2012). Por esse motivo, a
terapia fagica convencional consiste na aplicacdo direta de bacteridfagos isolados
com o objetivo de lisar as bactérias patogénicas responsaveis pela infeccdo, sendo
gue essa administracdo pode ser feita de diversas maneiras, incluindo sua adicdo em
agua potavel, coquetéis encapsulados que entdo sdo ingeridos pelo paciente, ou até
mesmo através do transplante de microbiota fecal (FATHIMA, ARCHER, 2021).

O método produtivo geralmente utilizado para selecéo, cultivo e isolamento de
fagos é feito através de um processo de fermentacdo padrdo, onde, em suma, as
bactérias hospedeiras sdo cultivadas em cultura liquida em um biorreator. Durante a
fase de crescimento logaritmico, os fagos séo adicionados ao biorreator para infectar
as bactérias. A incubacdo de fagos com bactérias resulta na adsorcdo de fagos as
bactérias, infeccéo e, apdés um curto periodo, liberacao de virions de bacteriéfagos. O
lisado resultante contém o produto (o fago amplificado) junto com detritos bacterianos
e meio de fermentacao residual. A remocédo de detritos celulares geralmente é feita
utilizando centrifugacao e/ou filtracdo. A troca ibnica, a filtracdo em gel, dentre outras,
podem ser usadas para purificar ainda mais o bacteriéfago (por exemplo, para a
remocao de proteinas da célula hospedeira, DNA da célula hospedeira ou endotoxinas
de bactérias Gram negativas). Esses processos permitem que o fago possa ser
ressuspenso em solucado salina simples ou tampao e armazenado sob condi¢des de
refrigeracao ou processado posteriormente, por exemplo, seco por pulverizagao para
melhorar o prazo de validade ou encapsulado em formulacbes de micro ou
nanoparticulas (MALIK et al., 2017).

Estudos in vivo em animais, como 0s apresentados por Biswas (2002),
Cerveny (2002), Smith (1982) e Wills (2005), mostraram que a recuperacao dos
pacientes tratados com fagos foi dependente tanto da dose administrada quanto do
inicio precoce do tratamento. Contudo, quando em inicio tardio, os resultados

apresentados ndao se mostraram satisfatorios, sendo esse efeito atribuido as altas
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taxas de crescimento bacteriano, resultando em um grande volume de bactérias
replicantes que sobrecarregam o sistema imunologico com toxinas bacterianas
(MALIK et al., 2017). Para contornar os problemas relacionados a resposta imune, faz-
se necesséario estudar cuidadosamente cada caso, para entdo escolher a via de
administracdo adequada, tempo de exposicdo do fago, dose e forma farmacéutica.
Desse modo, é possivel encontrar a maneira ideal para lidar especificamente com
cada bactéria patogénica, de modo a inibir seu crescimento acelerado e permitir uma
maior eficiéncia terapéutica (SAHA, MUKHERJEE, 2019). O desenvolvimento das
tecnologias de sequenciamento e da biologia molecular aprimorou os conhecimentos
basicos das interacdes entre bactérias e bacteriofagos, permitindo novas
possibilidades de utilizacdo de fagos, incluindo fagos geneticamente modificados,
terapia dupla e enzimas derivadas de fagos, de modo a aprimorar cada vez mais 0s
tratamentos envolvendo estes virus (FATHIMA, ARCHER, 2021).

O desequilibrio microbidtico intestinal caracteristico de um disbiose leva a um
crescimento exacerbado de cepas especificas de determinadas bactérias, podendo
essas por muitas vezes serem patogénicas, gerando infec¢des gastrointestinais e, até
mesmo desencadeando as DlIs (VITETTA, VITETTA, HALL, 2018). O uso dos
bacteriéfagos € uma potente arma no controle da disbiose, entretanto o uso de um
anico bacteriéfago, por vezes, ndo atinge a capacidade necessaria para neutralizar
certas cepas bacterianas, devido a diversos fatores de resisténcia, sendo necessario
a administracdo de uma maior gama de fagos para que entdo seja possivel alcancar
um resultado terapéutico eficiente. Dessa forma, o uso de coquetéis de fagos tem
produzido melhores resultados quando comparados ao uso de fagos isolados, ndo s6
pela maior diversidade de cepas presentes nestes coquetéis, mas também devido a
arquitetura complexa do TGlI, que apresenta um desafio para a terapia fagica, em
razao de suas diversas barreiras, como a camada mucosa e a presenca de biofilmes
(MALIK et al., 2017).

As infecgbes em estudos clinicos sdo geralmente induzidas em modelos
animais com uma Uunica espécie bacteriana. Contudo, mesmo infeccOes
desencadeadas por uma Unica bactéria requerem o uso de coquetéis de fagos em vez
de tratamentos com um Unico fago. Isso ocorre porque as misturas de fagos
direcionados a diferentes receptores reduzem a probabilidade de encontrar mutantes
bacterianos resistentes aos fagos presentes nos coquetéis (MALIK et al., 2017),

podendo ser necessario a utilizacédo de 10 a 16 cepas de diferentes bacteriéfagos para
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cobrir entre metade e dois tercos das cepas de bactérias patogénicas, como a E. coli,
uma das principais bactérias responsaveis por infeccfes intestinais (DENOU et al.,
2009). Os efeitos sinérgicos apresentados por coquetéis sdo os principais fatores
responsaveis pela sua vantagem em relagdo ao uso individual de fagos, pois a
combinacéo de diferentes cepas permite a possibilidade de possuir organismos com
a capacidade de abrir caminhos no muco e em biofilmes pela presenca de enzimas
de degradacéo, e também a presenca de fagos que possuam caracteristicas liticas a
determinadas bactérias (SCHMERER, MOLINEUX, BULL, 2014). Assim, a unido de
diferentes funcdes por diferentes cepas virais auxilia no contencédo do crescimento
bacteriano, de modo alcancar o equilibrio da microbiota e atuar diretamente no

controle da disbiose intestinal.

5.6 DOENCAS COM POTENCIAL TRATAMENTO POR FAGOTERAPIA

A diarreia € um importante problema de salde publica, principalmente em
paises subdesenvolvidos, atingindo todas as classes e faixas etarias, mas sendo uma
grande preocupacéo principalmente em criancas, onde a causa se da, sobretudo, pela
infeccdo por Escherichia coli resistente aos mais diversos antibiéticos (QADRI et al.,
2005; JIANG et al., 2002). Por este motivo, enquanto vacinas eficazes contra a diarreia
por E. coli ainda ndo estdo disponiveis (AHMED et al., 2013), somente a administracao
de zinco e da solucéo de reidratacdo oral sdo alternativas de tratamento, visto que
nenhum outro tratamento especifico, eficaz, seguro e acessivel esta disponivel para
reduzir a gravidade ou a duracao dessa doenca causada (SARKER et al., 2016). Com
isso, segundo a hipétese de Sarker e colaboradores (2016), a administracao oral de
colifagos poderia vir a se tornar eficaz na reducdo da gravidade da disenteria em
criancas com diarreia comprovadamente induzida por E. coli multiresistente.

O CCR representa a terceira maior causa de morte por cancer no mundo. Em
virtude do aumento constante em sua incidéncia, € um dos principais responsaveis
pela mortalidade em paises desenvolvidos (RAWLA, SUNKARA, BARSOUK, 2019).
Seu diagnostico é frequentemente relacionado com estagios avancados da doenca,
onde o risco de recorréncia é demasiadamente alto, mesmo em casos de cirurgia
inicial bem-sucedida e quimioterapia adjuvante (MURGAS et al., 2017). Apesar disso,
o CCR quando em estagio avancado acaba por apresentar ma resposta aos

tratamentos quimioterdpicos convencionais, como o 5-fluorouracil (IQBAL,
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STOEHLMACHER, LENZ, 2004). Estudos apresentaram evidéncias que indicam que
a microbiota intestinal pode influenciar profundamente o efeito da imunoterapia
tumoral (GOPALAKRISHNAN et al., 2018; VETIZOU et al., 2015). Por exemplo, a
eficicia antitumoral da ciclofosfamida se mostrou dependente de duas espécies da
microbiota comensal do intestino, Enterococcus hirae e Barnesiella intestinihominis
(DAILLERE et al., 2016). Contudo, bactérias intestinais especificas também podem
exercer um impacto prejudicial ao promover o crescimento tumoral (WU et al., 2009).
Estudos recentes mostraram que o desenvolvimento do CCR esta associado a
microbiota intestinal e que o enriqguecimento de Fusobacterium nucleatum no tecido
de CCR pode aumentar seletivamente as células mieldides imunossupressoras,
resultando em um microambiente tumoral imunossuprimido, diminuindo ainda mais as
respostas de células T (TILG et al., 2018). Em razdo dos mudltiplos efeitos da
microbiota intestinal, os tratamentos antibioticos convencionais se mostram limitados,
visto que eliminam simultaneamente as bactérias que geram efeitos positivos na
imunoterapia do cancer, bem como aquelas com efeitos adversos e/ou resisténcia aos
medicamentos em questao (DONG et al., 2020). Para contornar os problemas gerados
pelo desequilibrio microbidtico intestinal, algumas alternativas vém sendo buscadas,
como € o caso do isolamento de bacteri6fagos especificos para determinadas
bactérias, como F. nucleatum (MACHUCA et al., 2010).

A DC é caracterizada por inflamacao profunda, granulomatosa, transmural e
em alguns casos, fistulizante, que pode ocorrer em qualquer parte do TGI, embora
afete mais comumente o intestino delgado distal (BRASIL, 2017). Uma analise de
bidépsias da mucosa intestinal de pacientes com DC indicaram um numero
consideravelmente maior de bacteriéfagos em individuos portadores da doenca em
comparacao a individuos saudaveis (LEPAGE et al., 2008). A partir de estudos foi
possivel também observar que o local de colonizacdo da doenca variava fortemente
quanto a presenca de diferentes sequéncias de fagos. Em amostras do célon de
pacientes pediatricos foram encontradas sequéncias Unicas destes virus; ja em
amostras de ileo e de lavagem intestinal foram encontradas diferentes sequéncias de
fagos (WAGNER et al., 2013) sendo, em sua maioria, fagos contra cepas de E. coli,
incluindo as cepas aderentes e invasiva dessa bactéria (GALTIER et al., 2017).

A COU é caracterizada pelo acometimento continuo do tubo digestivo por um
processo inflamatdrio restrito a mucosa colbnica. Esta doenca acomete o reto e

extens@es proximais variaveis do colon, cujas alteragbes inflamatorias superficiais
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atingem tanto mucosa, quanto submucosas, resultando em criptites e abscessos
cripticos nas cristas intestinais (BRASIL, 2020). Ambos os processos da doenca
exibem manifestacdes extraintestinais, incluindo artralgia e erupgcdes cutaneas, que
sao o resultado de inflamacéo sistémica (KAUR et al., 2011). Um fator agravante da
COU ¢é sua associacao com infec¢des bacterianas, como no caso da infeccdo por
Clostridioides difficile, onde foi comprovado que sua associacdo resultou em pior
evolucao clinica quando comparado a pacientes com COU e néo infectados por C.
difficile (NAVANEETHAN et al., 2012). Apesar do tratamento para tal infeccéo ser
altamente difundido e eficaz, sendo possivel a administracdo de metronidazol e
vancomicina, alguns pacientes ndo respondem a tal, sendo necessario avaliar terapias
alternativas para estes casos em especifico (RAMESH, FRALICK, ROLFE, 1999).
Uma das alternativas estudada é através do uso de fagos especificos para C. difficile,
que ja demonstraram certa eficacia na reducdo de comunidades bacterianas
relacionadas a doenca (GOGOKHIA et al., 2019).

A DHGNA é hoje no mundo uma das doencas hepaticas crénicas mais
comuns, podendo afetar de 10 a 24% da populagdo global (GEIER et al., 2021).
Estudos recentes associaram a DHGNA a um aumento da prevaléncia de canceres
extra-hepaticos e doencas metabdlicas, como obesidade, diabetes mellitus tipo 2
(MANTOVANI et al., 2021; RUSTGI et al., 2021; SALUNKHE et al., 2021), que podem
ameacar a saude e causar mortalidade. Essa doenca é caracterizada pela resisténcia
a insulina e metabolismo desordenado de glicose e lipidios, seguido de acumulo
hepatico de lipidios, que podem induzir inflamacéo e, por sua vez, levar a fibrose
hepatica (HAN et al., 2021). A DHGNA representa um grupo de enfermidades que
variam entre a esteatose simples e a esteato hepatite ndo alcodlica (EHNA), que as
vezes leva a cirrose e céancer hepatocelular (SALUNKHE et al., 2021). Quando
falamos da interacdo entre os processos decorrentes do intestino que podem
ocasionalmente afetar o figado, estamos nos referindo a intrincada comunicagéo
bidirecional entre o TGI e o figado por meio do trato biliar, da veia porta e da circulagéao
sistémica (HAN et al., 2021). O eixo intestino-figado demonstra um papel essencial na
fisiopatologia da DHGNA, sendo possivel tal afirmagdo com base no grande namero
de estudos clinicos e em animais que apoiam a teoria de que a microbiota intestinal e
seus metabdlitos exercem grande influéncia na inducao, incidéncia e progressao da
DHGNA. Essa influéncia ocorre atraves da modulacdo das funcdes da barreira

intestinal, do metabolismo hepatico e das respostas inflamatérias decorrentes de
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alteracbes nessa microbiota. (BARROW et al., 2021; BEHARY et al.,, 2021,
SHARPTON et al., 2021). Sendo assim, o conhecimento aprofundado desse eixo e a
compreensao de seu mecanismo molecular pode fornecer estratégias potenciais para
a prevencao e tratamento desta doenga (HAN et al., 2021). Da mesma forma, o
entendimento sobre as alteracBes da microbiota intestinal se faz essencial, visto que
a colonizacdo por Klebsiella pneumoniae produtora de alcool é um agravante e é
encontrada em grande parte dos pacientes de DHGNA (YUAN et al., 2019).

O consumo excessivo de alcool se mostra um fator importante na
predisposicao e desenvolvimento da DHA, que é uma das principais enfermidades
relativas ao figado (MENDES, SCHNABL, 2020). A DHA compreende a esteatose
simples, esteatohepatite, hepatite alcodlica e cirrose (ALBHAISI, BAJAJ, SANYAL,
2020). Além disso, o consumo excessivo de &alcool também se relaciona com
alteracbes na funcdo Iimunolégica, que estando prejudicada, aumenta a
susceptibilidade a infeccGes bacterianas e virais (MENDES, SCHNABL, 2020). Esse
aumento da susceptibilidade pode ocasionar alteracbes da microbiota intestinal,
mesmo antes do desenvolvimento de DHA, pois, a ingesta continua de &lcool agrava
a disbiose, levando a progressdo da doenca e eventos clinicos relacionados a
infeccdo (PHILIPS, SCHNABL, BAJAJ, 2022).

A cirrose € uma doenca prevalente em todo o mundo e pode ser consequéncia
de diferentes causas, como a DHGNA (BERZIGOTTI et al., 2017; ESLAN et al., 2020),
DHA (CRABB et al., 2020), hepatites B ou C (VOS et al., 2020), hepatite autoimune
(ROBERTS, THERNEAU, CZAJA, 1996), doencas colestaticas (ZEIN et al., 2000) e
sobrecarga de ferro ou cobre (GEROSA et al.,, 2019; SEPANLOU et al., 2020;
THACKERAY et al., 2011). A cirrose se desenvolve apdés um longo periodo de
inflamacéo que resulta na substituicdo do parénquima hepatico saudavel por tecido
fibrético e nddulos regenerativos, levando a hipertenséo portal (PELLICORO et al.,
2014). A doenca evolui de uma fase assintomética (cirrose compensada) para uma
fase sintomatica (cirrose descompensada), cujas complicagdes muitas vezes resultam
em hospitalizagdo, comprometimento da qualidade de vida e alta mortalidade
(D’AMICO, GARCIA-TSAO, PAGLIARO, 2006). Hipertensdo portal progressiva,
inflamacgéo sistémica e insuficiéncia hepatica conduzem aos resultados da doencga
(GINES et al., 2021). O manejo da cirrose hepatica é centrado no tratamento das
causas e complicacdes, podendo ser necessario o transplante hepatico em alguns
casos (ALLEN et al., 2016).
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Quando o paciente se encontra em estagio de cirrose hepatica, as infec¢oes
bacterianas sdo uma grave complicacdo, pois podem levar a descompensacao,
faléncia de mdultiplos 6rgdos e até morte (MENDES, SCHNABL, 2020). Uma das
possiveis causas de infec¢des se da por meio da translocagédo bacteriana do limen
intestinal para locais extra intestinais, principalmente o figado através da veia porta.
Dessa forma, a prevencéo de infec¢cdes fundamenta-se principalmente na utilizacéo
de antibiéticos quimicos mal absorvidos administrados por via oral (conhecido como
descontaminacéo intestinal seletiva) (GARCIA-TSAO, 2019; YAN, GARCIA-TSAO,
2016). Varios antibioticos foram testados e/ou utilizados para esse fim, como
polimixina, neomicina, gentamicina, colistina, paromomicina e sulfametoxazol +
trimetoprima (BODE et al., 1997; FERNANDES et al., 2016). Atualmente, a
norfloxacina e a rifaximina séo as formas de descontaminacao intestinal seletiva mais
evidenciadas na cirrose (SONI et al., 2020; ZAPATER et al., 2009). Contudo, uma
grande desvantagem da profilaxia antibiética de rotina € o surgimento de organismos
multirresistentes (PIANO et al., 2018). Desta maneira, novas propostas terapéuticas
vém ganhando forca e espaco no meio cientifico, baseadas em sua capacidade de
modificacdo da microbiota intestinal, tendo como objetivo principal o equilibrio da
mesma, como 0s probidticos e prebidticos (HORVATH et al., 2020; SAWAS et al.,
2015), transplante de microbiota fecal (BAJAJ et al., 2019) e terapia fagica (BAJAJ et
al., 2022). Contudo, as evidéncias para seu uso na pratica clinica ainda séo limitadas
e todas requerem mais estudos e comprovacao de sua efetividade, para que assim

sejam implantados como alternativa e/ou associagao terapéutica.

57 OVERVIEW DE ESTUDOS CLINICOS ANIMAIS E HUMANOS
BASEADOS EM FAGOTERAPIA

5.7.1 Avaliacdo da seguranca de tratamento com bacteriofagos

A utilizagdo de bacteriéfagos para o tratamento de infeccfes bacterianas é
uma pratica que possui mais de cem anos (SULAKVELIDZE, ALAVIDZE, MORRIS
JR., 2001). Contudo, com o advento dos medicamentos antibiéticos, essa pratica caiu
em desuso por muito tempo e, atualmente, vem ganhando forca devido a maior
especificidade dos bacteri6fagos sobre as bactérias patogénicas causadoras de
infeccdes hepéticas e intestinais (SKURNIK, PAJUNEN, KILJUNEN, 2007). Desta
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forma, diversos autores buscaram avaliar a seguranca da terapia fagica devido ao
grande potencial para a medicina.

Inicialmente, a seguranca para esse tratamento foi avaliada por Bruttin e
Brissow (2005), que administraram diferentes doses do fago T4 especifico para
Escherichia coli em 15 pacientes saudaveis entre 23 e 54 anos. O estudo ocorreu de
maneira duplo-cego randomizada e controlada por placebo, cujo objetivo era avaliar o
controle de uma populagdo especifica de bactérias comensais. O método utilizado
para avaliar esse possivel controle foi baseado na coleta de fezes dos pacientes, antes
e durante todo o tratamento, com finalidade de comparar a quantidade de cepas
bacterianas contidas em cada etapa do tratamento. Além disso, também foram
avaliados possiveis efeitos adversos provenientes da administracdo dos
bacteriéfagos. Como resultado, todos os tratamentos foram bem tolerados, néo
apresentando efeitos adversos significativos em nenhum dos 15 pacientes. Quando
avaliadas as amostras de fezes, foi possivel verificar que todos os pacientes
apresentaram presenca de colifagos em pelo menos uma das amostras ao longo de
todo o tratamento. Apesar disso, nenhum dos pacientes apresentou reducéo
significativa nas contagens de E. coli fecal, questionando assim, se o uso de fagos T4
seria a melhor opcao para uma possivel formulacéo terapéutica, devido sua gama
muito estreita de cepas de E. coli.

Posteriormente, Sarker e colaboradores (2012) avaliaram o tratamento com
fagos semelhantes ao fago T4, cuja administragdo ocorreu por meio de um coquetel
contendo 9 diferentes fagos, aplicados a 15 voluntarios adultos saudaveis, de 22 a 40
anos, em diferentes doses, de forma aleatoria e controlado por placebo. Durante o
tratamento, foram avaliados os parametros fisiol6gicos de todos o0s pacientes, assim
como as amostras fecais colhidas durante a administracao do coquetel. Os resultados
para os paramentros fisiol0gicos ndo apresentaram anormalidades, garantindo assim,
a seguranca do tratamento. Entretanto, a avaliagdo das amostras de fezes ndo se
mostrou relevante, visto que apenas 40% das amostras avaliadas apresentaram fagos
em sua composicao, sendo necessaria uma reformulacdo do coquetel, aumentando a
concentracdo dos fagos e/ou a inclusdo de bacteriéfagos com maior potencial
replicativo.

Em outro estudo, conduzido por McCallin e colaboradores (2013), os autores
buscaram identificar a composicdo de um coquetel bacteriofagico (ColiProteus)

produzido por uma industria farmacéutica russa chamada Microgen, com o proposito
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de avaliar sua seguranca e possivel efetividade no tratamento de diarreia induzida por
bactéria. Analises metagendmicas e classificacdo taxonémica foram utilizadas na
identificacdo dos fagos presentes no coquetel, chegando a conclusdo que sua
formulagéo era baseada em fagos T7 e fagos semelhantes a T4, ambos especificos
para E. coli. O ensaio ocorreu com cinco voluntarios adultos, cinco criancas de 5 a 10
anos e cinco criancas com idade inferior a 5 anos, sendo o tratamento controlado por
placebo e administrado de maneira aleatéria entre os voluntarios. Como método
avaliativo de seguranca, foram examinados os parametros fisiologicos de todos os
pacientes e avaliadas possiveis queixas de efeitos adversos. Nao foram relatadas
anormalidades fisiolégicas e eventos adversos significativos relacionados ao
tratamento, concluindo, assim, que a administracdo deste coquetel se mostrava
segura para o uso tanto em criangas como em adultos.

Em uma nova analise, Sarker e colaboradores (2016) avaliaram a seguranca
e eficacia do uso do coquetel bacteriofagico Microgen ColiProteus em comparacéo a
um coquetel de fagos semelhante & T4 e ao tratamento tradicional, uma solugdo de
reidratacdo oral suplementada com zinco. Neste estudo, realizado em Bangladesh,
foram avaliadas 120 criancas com diarreia aquosa aguda, que foram subdivididas em
3 grupos, representando os diferentes tratamentos. Para avaliacdo de seguranca,
foram verificadas possiveis alteracfes hepaticas, renais e hematolégicas em 75
pacientes iniciados na terapia, ndo sendo verificadas significativas alteragbes ou
efeitos adversos relacionados ao tratamento. Quando avaliados os dados baseados
nas altas clinicas dos pacientes envolvidos, ndo foi possivel observar diferencas
significativas entre os 3 grupos. Apesar disso, foi importante considerar que apenas
60% dos pacientes apresentavam E. coli nas fezes e, ainda, somente metade delas
eram cepas sensiveis aos fagos utilizados.

Finalmente, Sarker e colaboradores (2017) avaliaram a seguranca de
tratamento em 40 criangas saudaveis ou que apresentavam disenteria, recebendo
diferentes doses de um coquetel de fagos semelhantes a T4, de maneira aleatoria e
controlada por placebo. Para avaliar a seguranca, foram verificados os parametros
clinicos dos pacientes e suas queixas quanto a efeitos adversos, ndo sendo
constatado fatores que incidam na falta de seguranca deste tratamento. Desta forma,
concluiu-se que as preparacbes de fagos orais sdo seguras tanto em criancas

saudaveis quanto em criancas em tratamento hospitalar por disenteria bacteriana.
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Baseando-se nos estudos apresentados, pode-se concluir que o perfil de
seguranca da fagoterapia se mostra muito favoravel tanto a adultos quanto criancas,
gerando assim uma 6tima oportunidade de aprofundar os mais diversos estudos com
foco em terapia fagica, de maneira a avaliar entdo a eficacia deste tratamento em
ensaios clinicos com maior escopo, possibilitando o melhor entendimento e aplicacéo
destes virus no controle de bactérias patogénicas associadas a doencas intestinais e

hepaticas.

5.7.2 Tratamento em adultos saudaveis

O uso de probidticos € uma pratica comum que provém de muitos séculos.
Com o intuito de melhorar a saude intestinal e equilibrar sua microbiota, produtos
baseados em bactérias, principalmente dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium,
mas incluindo também Enterococcus e Streptococcus, sédo altamente consumidos em
todo o globo, sejam por produtos fermentados, ou por preparados especificos
(DUCATELLE et al., 2015). A partir disso, o crescimento do uso de pré e probibticos
combinados com fagos vem ganhando espaco no mundo ocidental, como uma
alternativa para controlar o crescimento de bactérias indesejadas e manter o equilibrio
microbiético em humanos saudaveis (KIANI et al., 2020).

Neste sentido, Febvre e colaboradores (2019) avaliaram o uso de um coquetel
de bacteriéfagos comercial (PreforPro®) que possui como finalidade a reducéo no TGl
de cepas de E. coli patogénicas, bem como seus efeitos na microbiota intestinal e nos
marcadores de inflamacéo intestinal e sistémica em adultos saudaveis. O estudo foi
conduzido no modelo duplo-cego, controlado por placebo, em adultos com e sem
sobrepeso, por um periodo de 28 dias. Para isso, foram selecionados 43 voluntarios
saudaveis entre 18 e 65 anos que entdo foram tratados com dois periodos de
intervencéo resultando nos 28 dias de tratamento, com 2 semanas de intervalo entre
as intervencdes clinicas.

Os pacientes tiveram suas fezes coletadas pré e pdés inicio do tratamento,
para que entdo fossem avaliadas e comparadas, de maneira a distinguir possiveis
efeitos diretos a microbiota intestinal. Na sequéncia, obteve-se as sequéncias
bacterianas provenientes de cada amostras, resultando na classificagdo em 7
diferentes filos, comprovando a presenca de E. coli, bactéria alvo do coquetel, na

amostra pré tratamento de pelo menos 21 participantes, dos quais, 15 apresentaram
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niveis reduzidos ou indetectaveis apos o tratamento com os fagos. Alguns marcadores
imunologicos e inflamatorios também foram avaliados, como calprotectina e
imunoglobulina A secretora nas fezes, proteina C reativa e um painel de 13 citocinas
derivadas de células T humanas, no plasma. Para esses marcadores, ndo foram
observadas mudancas significativas, apenas uma reducdo de interleucina-4
decorridos 28 dias de tratamento. Os resultados do estudo concluiram que o uso deste
coquetel apresentou uma reducdo importante na comunidade bacteriana de E. coli,
uma reducao de mais de 4 vezes de Clostridioides perfringens, bem como aumento
de 4 a 5 vezes de duas espécies do género Eubacterium. Reducdes no género
Eubacterium foram associadas a varias condi¢des inflamatérias no TGl, visto que
bactérias pertencentes a esse género sdo produtoras de butirato e, como tal, podem
ser importantes para estimular a renovacado dos enterdcitos e manter as juncdes de
barreira firmes, garantindo assim, a integridade da barreira intestinal e protecao contra
cepas patogénicas (MATSUOKA, KANAI, 2015).

Em outro estudo, Grubb e colaboradores (2020) aplicaram um ensaio duplo-
cego randomizado, controlado por placebo a 68 voluntarios adultos saudaveis por um
periodo de 4 semanas, utilizando novamente o coquetel de fagos PreforPro® como
opcéao de melhoria da funcéo intestinal e aumento dos efeitos de probidticos comuns,
como o Bifidobacterium animalis subespécie lactis (B. lactis). Para o tratamento, os
voluntarios foram subdivididos em 3 grupos: o primeiro placebo, o segundo recebendo
10° UFC de B. lactis cepa BL04 (B. lactis BL04) e o terceiro recebendo 10° UFC de B.
lactis BLO4 + 10° PFU de bacteritéfagos através do coquetel PreforPro®. Com os
resultados obtidos, foi possivel observar melhorias na fungdo gastrica durante o
tratamento exclusivo com B. lactis BLO4, e melhora na inflamagé&o gastrointestinal com
reducdo na gravidade dos sintomas no grupo que recebeu tratamento associado de
B. lactis BLO4 + PreforPro®. Quanto a avaliacdo da microbiota, o tratamento que
apresentou melhores resultados foi através da associacdo do coquetel PreforPro®
com B. lactis BL04, sendo possivel maior recuperacéo de bacteriéfagos em cerca de
44% das amostras finais avaliadas, bem como maior efeito na diminuicdo de cepas
patogénicas e aumento nos niveis de bactérias com efeitos probioticos.

Finalmente, um ensaio clinico duplo-cego, randomizado, controlado por
placebo, conduzido pela Universidade do Estado de Colorado (EUA) estda em
andamento, com a finalidade de verificar a efetividade do PreforPro® em associagao

com o probidtico Bacillus subtilis DE111, avaliando sua possivel melhora na
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regularidade intestinal e nos sintomas fisicos de desconfortos gastrointestinais, assim
como outros aspectos da saude gastrointestinal em relacdo ao uso do probiotico
administrado isoladamente. Para isso, espera-se a participacdo de 120 voluntarios
saudaveis que terdo seus parametros fisiolégicos avaliados de modo a verificar
possiveis beneficios a saude. Os pacientes serdao monitorados por um periodo de 7
dias anteriormente ao inicio dos tratamentos e entdo avaliados por um periodo de 45
dias, consumindo por 3 dias na semana uma das 3 possibilidades de tratamento: a
primeira incluindo PreforPro + B. subtilis DE111, a segunda incluindo B. subtilis DE111
individualmente e, a terceira consumindo somente placebo. Apds o tempo de estudo,
serdo avaliadas as amostras de fezes coletadas antes e ao final do tratamento,
verificando possiveis alteracdes de colonizacdo, mas também terdo seus parametros
comparados intrapessoalmente e suas taxas de inflamacéo intestinal e sistémica

verificadas (disponivel em clinicaltrials.gov pelo identificador NCT05750433).

5.7.3 Uso de bacteriéfagos no tratamento da DI

Alteracbes significativas na microbiota intestinal estdo diretamente
relacionadas a patogénese da DI, colocando como fator discutivel o uso antibiéticos
de amplo espectro, que acaba por produzir muitos efeitos adversos, gerar cepas
bacterianas resistentes e se relacionar com a disbiose (YU, CHEON, 2022). Devido a
esse fato, buscam-se alternativas para contornar o problema gerado por este tipo de
tratamento, de modo que seja mantida a integridade da microbiota saudavel, sem que
haja o desequilibrio entre microrganismos simbioticos e o organismo. Neste sentido,
houve um aumento no numero de estudos avaliando o uso de bacteri6fagos como
possibilidade terapéutica no controle seletivo de bactérias patogénicas.

A disbiose e patogénese da DIl demonstraram estar fortemente associadas
com a presenca de cepas bacterianas do tipo E.coli aderente-invasiva (AIEC), visto
gue se fazem muito presentes na mucosa intestinal de pacientes com DC. Estudos
mostraram que a capacidade desta cepa de se aderir aos receptores de adesao do
hospedeiro, presentes no tecido ileal de pacientes com DC, acabam por induzir
sintomas de colite (NADALIAN et al., 2021; ZHENG et al., 2022). A presenca de AIEC
também esta fortemente relacionada com o surgimento de lesdes ileais nos estagios
iniciais da DC (BUISSON et al., 2023). Uma possibilidade de controle dessa cepa,

sem que haja um aumento no desequilibrio microbiético desenvolvido pelos
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antibioticos de amplo espectro, seria 0 uso da fagoterapia com foco em bacteriéfagos
cujo alvo sejam cepas AIEC presentes no intestino humano.

A fagoterapia como potencial alternativa no controle de AIEC intestinal vem
sendo abordada por alguns autores, como € o caso do trabalho de Galtier e
colaboradores (2017), que por meio de um estudo pré-clinico, utilizaram um coquetel
composto por 3 bacteriéfagos contra cepas AIEC para avaliar o potencial redutor da
colonizagéo da cepa LF82 de AIEC. Para o ensaio, foram utilizados camundongos
transgénicos colonizados por LF82, que apds receber uma Unica dose do tratamento,
ja foi possivel observar reducdes nos sintomas de colite induzida por dextran sulfato
de sodio. Apos 1 dia de tratamento, observou-se uma reducao significativa, em duas
ordens de grandeza, na colonizacao por AIEC nas fezes e na microbiota aderente das
secdes intestinais do grupo tratado com o coquetel; ja para o grupo controle, uma
reducao significativa s6 pode ser observada apés o quarto dia de tratamento. Contudo,
mesmo apos o quarto dia de tratamento, o grupo tratado com bacteri6fagos
apresentou numeros significativamente menores na colonizagao por AIEC em relacéo
ao controle, demonstrando, dessa forma, que o uso de bacteri6fagos no tratamento e
controle de cepas AIEC em pacientes com DC se mostra uma possibilidade real de
nova terapia.

Em outro estudo avaliando a possibilidade de reducdo na colonizacdo de
cepas AIEC, Titécat e colaboradores (2022) utilizaram como foco de estudo um
coquetel composto por 7 fagos liticos [EcoActive™], para verificar a eficacia e
especificidade in vitro contra 210 cepas clinicas de AIEC e 43 cepas ndo E. coli
tipicamente associados a um microbioma humano saudavel. O coquetel EcoActive se
mostrou eficaz in vitro contra 95% das cepas AIEC e, em contraste com os antibiéticos
convencionais, ndo apresentou lise em nenhuma das 43 cepas comensais estudadas.
De acordo com os estudos metagendmicos apresentados no ensaio, foi possivel
constatar que a administracédo a longo prazo do coquetel EcoActive a camundongos
saudaveis foi segura e nao induziu disbiose. Avaliando os sintomas inflamatorios
provenientes de uma colite induzida em camundongos infectados pela cepa LF82 de
AIEC, foi possivel verificar que uma Unica administracdo do coquetel falhou em aliviar
os sintomas inflamatérios, enquanto os camundongos que receberam o coquetel duas
vezes ao dia durante 15 dias foram protegidos de manifestacdes clinicas e

microscopicas de inflamacéo. Estes achados validam a abordagem da terapia fagica
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direcionada a AIEC como tratamento seguro e eficaz para reduzir os niveis desta cepa
no intestino de pacientes com DII.

Em um estudo ainda em fase de recrutamento, iniciado em 2019, os autores
visam avaliar se o coquetel EcoActive se mostra seguro e eficaz em pacientes
portadores de DC inativa. Para isso, pretende-se avaliar 30 pacientes adultos com DC
inativa tratados com doses do coquetel EcoActive e controlados por placebo, de
maneira randomizada, por um periodo de 15 dias. Apoés isso, pretende-se avaliar a
incidéncia de efeitos adversos e sua gravidade, assim como os efeitos do tratamento
na atividade da doenca e em seus sintomas associados (disponivel em
clinicaltrials.gov pelo identificador NCT03808103).

Além de E. coli, alguns estudos também avaliaram a presenca de outras
bactérias relacionadas a DIl. Lee e Kim (2011) verificaram que a infec¢do por
Klebsiella pneumoniae administrada oralmente em camundongos com doencas
intestinais acaba por aumentar a expressado de mediadores inflamatérios como COX-
2, IL-1B, IL-6 e TNF-a, ativacao de NF-kB e peroxidacéo lipidica no colon, enquanto
reduz proteinas associadas a jun¢des oclusivas, como claudina-1, ZO-1 e ocludina. A
bactéria acabou por deteriorar a expressdo de marcadores inflamatorios,
demonstrando que o distlrbio na composicao bacteriana intestinal e, em particular, o
aumento irregular de K. pneumoniae no célon podem desencadear quadros de colite.

O estudo de Infeccdo por Clostridioides difficile (CDI) se mostra muito
relevante a problemas relacionados ao TGl, visto que essa espécie bacteriana possui
relacBes com progressao e piora clinica da COU, desencadeando o aumento no risco
de crises de DIl e internacfes hospitalares (NAVANEETHAN et al., 2012). Entretanto,
o tratamento, apesar de eficaz, pode ndo apresentar efeitos em alguns pacientes,
aumentando assim, a taxa de recorréncia da infeccdo (BOERIU et al.,, 2022).
Estratégias para contornar os problemas causados pela infeccédo de C. difficile ja se
apresentam em estudos pré-clinicos. Alguns autores observaram que a administracao
de fagos em modelos in vitro e in vivo reduziu os niveis de C. difficile e a producéo de
toxinas, resultando na sobrevivéncia dos animais e preservando simultaneamente as
bactérias comensais (MEADER et al., 2010; MEADER et al., 2013; RAMESH,
FRALICK, ROLFE, 1999;). Apesar dos resultados positivos obtidos nesses estudos, a
utilizacdo de um anico bacteriofago acabou por ndo abranger uma gama extensa de
cepas infectantes, devido a especificidade de hospedeiros dos fagos. Por este motivo,

estudos buscaram desenvolver coquetéis de multiplos fagos, visando um aumento na
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eficacia da terapia pela expansdo na gama de hospedeiros de bacteridfagos. Através
dos resultados, observou-se que a associacao de multiplos fagos realmente melhora
a eficacia do tratamento, reduzindo a colonizagdo por C. difficile e produzindo
melhores resultados na sobrevida dos modelos utilizados nos ensaios (NALE et al.,
2016; NALE et al., 2018; NALE et al., 2021).

Por fim, faz-se necessario a implementacdo de estudos clinicos para
confirmar se os resultados observados em modelos animais sao refletidos em
humanos, de modo a introduzir uma nova possivel terapia no tratamento de CDI e
COu.

5.7.4 Bacteriofagos como opcéo terapéutica no CCR

Em razdo do aumento na incidéncia e alta taxa de mortalidade, principalmente
em paises desenvolvidos, o CCR demonstra uma grande preocupac¢do mundial de
saude (RAWLA, SUNKARA, BARSOUK, 2019). Frente a sua dificuldade terapéutica
relacionada ao diagnéstico tardio, o CCR vem recebendo maior visibilidade quanto a
possiveis tratamentos (MURGAS et al., 2017). Estudos recentes demonstraram fortes
relacbes entre o desenvovimento de CCR e infec¢do por F. nucleatum (TILG et al.,
2018; ZHENG et al., 2019). Neste sentido, o isolamento de bacteri6fagos especificos
para F. nucleatum demonstram uma estratégia promissora para a prevencao, controle
e tratamento de pacientes com a doenca. Apesar dos relatos de isolados de fagos
especificos de F. nucleatum ainda escassos, um estudo pode demonstrar que o fago
FNU1l foi capaz de destruir biofilmes formados pela bactéria, viabilizando o
aprofundamento dos estudos com foco em sua eliminacao e controle do equilibrio da
microbiota de pacientes com CCR (KABWE et al., 2019).

Os bacteriofagos sé@o considerados carreadores versateis de substancias em
funcdo de sua seletividade e especificidade, atuando na conducéo e distribuicdo de
possiveis farmacos e terapia génica (JU, SUN, 2017). A partir disso, pesquisadores
buscaram avaliar a capacidade dos fagos no carreamento de substéncias com o
intuito de inviabilizar e/ou eliminar bactérias, como a F. nucleatum, uma abordagem
com grande relevancia para o tratamento de CCR. O estudo, em camundongos,
baseou-se na administracéo intravenosa de nanoparticulas de dextrana carregadas

com irinotecano (quimioterapico) ligadas covalentemente a fagos modificados por
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azida, inibindo o crescimento de F. nucleatum e aumentando a taxa de eficiéncia dos
quimiterapicos de primeira linha do CCR (ZHENG et al., 2019).

Em um recente estudo, um fago M13 de ligacdo especifica a espécie F.
nucleatum foi descoberto por tecnologia de exibicdo de fagos. Em seguida, os
pesquisadores utilizaram nanoparticulas de prata montadas eletrostaticamente na
superficie de proteina do capsideo do bacteriéfago para obter a depuracéo especifica
da bactéria e remodelar o microambiente imune ao tumor. Dessa maneira, o fago, em
associacdo com as nanoparticulas de prata, eliminou de forma sinérgica a bactéria
intratumoral, de modo a reverter 0 microambiente tumoral imunossuprimido,
resultando no aumento da maturacdo de células dendriticas, polarizacdo de
macrofagos M1 e aumento da eficacia antitumoral das células T, possibilitando o
prolongamento da sobrevida do modelo de camundongo com CCR (DONG et al.,
2020).

5.7.5 Uso de bacteriéfagos no tratamento da DHA

Duan e colaboradores (2019) descreveram recentemente que uma cepa de
Enterococcus faecalis produtora de citolisina presente em pacientes com hepatite
alcodlica esta associada com uma alta taxa de mortalidade, demonstrando que 89%
dos pacientes citolisina positiva acabam falecendo ap6s 180 dias internados,
enquanto apenas 3,8% dos pacientes citolisina negativa foram ao 6bito no mesmo
periodo. Desta maneira, buscaram avaliar possiveis tratamentos baseados em
fagoterapia para inibir o crescimento populacional desta cepa bacteriana.

O estudo pré-clinico, controlado por placebo, foi conduzido utilizando
camundongos C57BL/6 tratados com um coquetel de fagos e que foram submetidos
a uma dieta cronica de ingestdo de etanol e alimentados com dieta Lieber-DeCarli.
Para o estudo, foram também selecionados pacientes com hepatite alcoodlica
participantes de um estudo observacional (NCT02075918), que tiveram suas
amostras de fezes coletadas e entdo utilizadas para a realizacdo de transplantes
fecais nos animais do ensaio, por meio de gavagem, comecando com 5 a 6 semanas
de idade e repetindo o0 processo apds 2 semanas. Quatorze dias apds a segunda
gavagem, os animais foram introduzidos a dieta de etanol ou controle. Para avaliar os
efeitos de citolisina, os animais foram divididos em trés grupos: em um deles recebeu

por gavagem 5 x 108 UFCs de uma cepa citolitica de E. faecalis, em outro grupo
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recebeu uma cepa nao citolitica de E. faecalis, e PBS foi utilizado no grupo controle.
Tanto no grupo que recebia dieta de etanol quanto placebo, essa aplicacdo iniciou no
sexto dia e decorreu até o dia 15 de alimentacdo dietética, sendo realizada a cada 3
dias. Ao final desse procedimento, administrou-se, por meio de gavagem, 10'° PFUs
de fagos especificos para E. faecalis citolisina positivo. Apds esse tratamento,
observou-se uma diminuicdo nos niveis de E. faecalis em amostras de fezes e uma
melhora na doenga hepética induzida por etanol, assim como, diminui¢cdes na taxa de
mortalidade associada a cepa citolisina positiva.

Dando continuidade a esse estudo, Mendes, Duan e Schnabl (2022)
avaliaram os efeitos do tratamento com bacteriéfagos na doenca hepéatica associada
ao consumo de alcool. Em um modelo de doenca hepatica induzida por etanol em
camundongos humanizados, a administracdo oral de fagos induziu uma resposta
imune no intestino, com a regulacao positiva de 1122, 1117 e 1110, sugerindo efeitos anti-
inflamatorios e de reparo tecidual do tratamento com fagos, embora uma leve
regulacao positiva de Tnfa tenha sido observada no jejuno. Mais importante ainda, a
diminuicdo da expresséo de ll1b e o aumento da expresséao de 1110 foram detectados
no figado. Além disso, a translocacao de fagos observada para o sangue e figado tem
o beneficio de permitir o direcionamento de bactérias sistémicas. Finalmente, os
pesquisadores relataram o isolamento de 20 novos fagos que tém como alvo trés
cepas de E. faecalis citolisina positiva isoladas de fezes de pacientes com hepatite
alcodlica. Esses novos fagos, além dos 19 fagos liticos previamente descritos (Duan
et al., 2019), tiveram sua gama de hospedeiros determinada em 16 cepas citoliticas
de E. faecalis, cada uma de um paciente com hepatite alcodlica diferente. Alguns
fagos demonstraram uma gama de hospedeiros estreita, outros uma gama ampla,
mas uma combinacgao de trés fagos infectaria 75% das cepas de E. faecalis isoladas
e poderia ser testada em um estudo clinico. No entanto, esses estudos foram
realizados apenas em animais, necessitando a avaliagdo em humanos para que o0s
resultados sejam validados, além de estudos que avaliem a seguranca da fagoterapia

em pacientes portadores de DHA.

5.7.6 Estudos em andamento

O estudo clinico observacional iniciado pela Assisténcia Publica de Hospitais

de Paris tem como objetivo o de avaliar a associagéo entre a presenca de fagos em
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pacientes portadores e ndo portadores de E. coli ou K. pneumoniae produtora de Beta-
Lactamase de Espectro Estendido (ESBL) ou carbapenemase (EPC) (Ec-ESBL/EPC
ou Kp-ESBL/EPC) durante sua permanéncia na unidade de terapia intensiva em dois
hospitais de Paris, e verificar se esses fagos poderiam estar associados a possiveis
prevencbes de enterobactérias multirresistentes. Espera-se uma coorte de 460
pacientes adultos internados em unidade de terapia intensiva (reanimacéo), sendo a
escolha deste tipo de unidade relacionada com fato de que o monitoramento de
bactérias resistentes é realizado regularmente durante a internacdo. Para a realizacéo
das analises, amostras de fezes dos pacientes serdo coletadas em diferentes
momentos da internacdo, durante a admissdo do paciente e ao longo de sua
internacdo. Nessas amostras havera o monitoramento da presenca das bactérias Ec-
ESBL/EPC ou Kp-ESBL/EPC e possiveis bacteri6fagos capazes de inativa-las. No
entanto, a Ultima atualizacéo registrada sobre esse estudo foi em julho de 2019 no
portal clinicaltrials.gov (NCT03231267), ndo sendo possivel verificar os resultados
parciais/finais.

Em outro estudo, iniciado em fevereiro de 2023 e que ainda vem sendo
delineado pela Intralytix, Inc., empresa de biotecnologia com foco no descobrimento e
producdo de produtos baseados em bacteriofagos, os pesquisadores visam
determinar a seguranca e eficacia de um coquetel bacteriofagico (VRELysin) com
enfoque em Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE). Esse objetivo € traduzido
pela capacidade destas bactérias em causar infec¢des no TGI, mas também pela sua
capacidade de disseminacdo em ambientes hospitalares. O estudo pretende incluir 80
participantes saudaveis em um ensaio duplo-cego, randomizado, controlado por
placebo que possuira, inicialmente, 90 dias de duracdo. Serdo avaliados os
parametros fisioldgicos e os possiveis efeitos adversos que possam surgir durante o
tratamento. Além disso, serdo avaliadas amostras de fezes anteriores a admisséo dos
voluntarios e ao longo do tempo de estudo, de modo a verificar as alteracdes de cepas
de bactérias colonizadoras nestas amostras, para sejam entdo identificadas e
quantificadas essas colonias, de modo a avaliar a efetividade do VRELysin quanto
sua acdo sobre bactérias patogénicas, principalmente aquelas classificadas como
VRE (NCT05715619).

Por fim, um estudo desenvolvido pelo Hospital Nacional da Dinamarca
(Copenhage) busca avaliar a possibilidade de transferéncia de filtrado fecal em bebés

prematuros com a finalidade de maturar a microbiota do TGl e prevenir o
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desenvolvimento de enterocolite necrosante (NEC). Essa doenca é comum em
unidades de terapia intensiva neonatal, afetando mundialmente cerca de 5 a 10% de
todos os neonatos internados, e possuindo de 15 a 30% de taxa de mortalidade.
Contudo, acredita-se que a maturacdo adequada da microbiota do neonato possa
apresentar melhoras nos quadros de NEC, assim como, a presenca de bacteriéfagos
acaba por desencadear um possivel tratamento para diversas doencas, incluindo
NEC. O ensaio inicialmente envolvera 20 pacientes, onde 10 receberao transferéncia
de filtrado fecal proveniente de neonatos saudaveis de mesma idade e outros 10
receberdo placebo, ambos os tratamentos serdo efetuados através de sonda
nasogastrica. A primeira fase do estudo sera baseada na seguranca dos pacientes
que receberao o tratamento, avaliando possiveis complicacdes, somente sendo dada
continuidade no estudo, caso ndo haja aumento da incidéncia de sepse, NEC e/ou
morte no grupo de tratamento. Essa primeira fase ocorrerd em um periodo de 14 dias
e caso nao sejam observadas complicacdes, serdo avaliadas as composices de
amostras fecais de ambos grupos, com a finalidade de verificar as mudancas
relacionadas a maturacdo microbidtica e possiveis melhoras quanto ao
desenvolvimento da doenca (NCT05272579).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A andlise dos estudos clinicos animais e humanos, assim como as
informagdes encontradas na literatura, sugere que pacientes portadores de doencas
intestinais e hepaticas desencadeadas por disbiose bacteriana, poderdo se beneficiar
da terapia fagica como alternativa a antibiéticos tradicionais, especialmente em casos
onde os principais medicamentos dessa classe apresentam resisténcia aos mais
diversos patobiontes, prejudicando os tratamentos tradicionais, de modo a afetar
diretamente a integridade de saude do paciente que ja se encontra debilitado. Isso
também se traduz no controle de possiveis colapsos na saude global, visto que, a
resisténcia bacteriana, principalmente em ambiente hospitalar, € um grave risco a toda
populacdo mundial.

Nesse sentido, o que foi exposto nos leva a acreditar que as principais
perspectivas para o futuro da fagoterapia se relacionam principalmente as disenterias
bacterianas, que apesar de apresentarem uma clinica muitas vezes simples, muito se
relaciona com regides com pouco investimento em saude, complicando assim, as
possibilidades de tratamentos efetivos devido as altas demandas. Outro fator que
também apresenta um boa perspectiva para o tratamento dessa efermidade, esta para
o fato dos estudos se mostrarem em estagios mais avancados, ja sendo possivel
encontrar ensaios clinicos em humanos como método de validacdo da terapia.
Também é possivel citar a DHA como futuro promissor da fagoterapia, visto que,
muitos estudos em modelos animais verificaram que o uso de fagos se mostrou nao
somente seguro, mas também muito eficaz no controle da disbose e na reducdo dos
sintomas relacionados a doenca e as infec¢gdes oportunistas, sendo assim, apresentou
grande oportunidade de desenvolvimento de ensaios clinicos humanos para avaliar
se a terapia se traduz em beneficios para pacientes humanos, assim como apresentou
nos estudos em animais.

A terapia fagica apresenta também certas limitacbes, como a
necessidade de fagos que sejam espcifificos para cepas bacterianas exatas, visto
que, qualquer mutagdo apresentada pela bactéria, pode acabar inviabilizando a
utilizacdo deste fago que anteriormente apresentava efetividade contra essa
determinada bacéria, fator que abaca por muitas vezes dificultar o tratamento,
principalmente quando relacionado a multiplos pacientes, pois a colonizacdo de

bactérias se apresenta muio individualizada, o que se reflete em estudos sem eficacia
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para a fagoterapia, de modo a necessitar novas abordagens pela utilizacao de cepas
fagicas mais variadas, com a finalidade aumentar as possibilidades de um tratamento
eficaz contra a cepa bacteriana causadora da infecgéo.

Em suma, pesquisas ainda sdo necessarias para validar o uso da
fagoterapia em humanos para as mais diversas doencas e bactérias patogénicas, de
modo a avaliar de maneira mais precisa as vias de interacdo entre os bacteridfagos e
0 sistema imune hospedeiro, fator essencial para o desenvolvimento de terapias
eficazes e seguras e, para o aprofundamento do conhecimento j& obtido, sendo
possivel desvendar novos desafios no que se refere ao uso da fagoterapia, que apesar
de presente na literatura a mais de um século, ainda apresenta muitas incognitas

quanto a sua seguranca, eficacia e resisténcia no organismo humano.
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