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“Life is like riding a bicycle. To keep your balance, you must keep moving.” 

Albert Einstein (14/03/1879 - 18/04/1955) 

  



 

RESUMO 

 

A terapia fágica, através da aplicação de partículas bacteriofágicas (PBs) estritamente líticas 

para a bactéria alvo hospedeira diretamente no local da infecção, tem sido proposta como 

uma potencial alternativa/complemento aos antibióticos convencionais. As principais 

vantagens das PBs no tratamento de infecções bacterianas residem na manutenção de uma 

elevada concentração de PBs no local da infecção enquanto existirem células bacterianas-

alvo viáveis, na sua elevada especificidade, e na produção de enzimas específicas (holinas 

e lisinas) que hidrolisam a matriz polimérica dos biofilmes bacterianos, favorecendo assim a 

sua penetração e ação antibacteriana. Uma alternativa para a veiculação das PBs de forma 

a manter sua estrutura e funcionalidade viáveis reside no encapsulamento no núcleo aquoso 

interno de nanovesículas lipídicas integrando sistemas de emulsão múltipla do tipo água-

em-óleo-em-água (A/O/A), pois existe um delicado equilíbrio entre a estabilidade e a 

flexibilidade necessárias à função das biomoléculas associado à importância da superfície 

das moléculas de natureza proteica para a sua estabilidade, uma vez que é através desta 

interface que a entidade proteica interage com o microambiente que a rodeia. O objetivo 

principal deste trabalho consistiu na investigação do potencial de nanoencapsulamento e 

proteção de PBs estritamente líticas para Pseudomonas aeruginosa, com consequente 

estabilização estrutural e funcional de tais entidades. Foram produzidas emulsões múltiplas 

do tipo A/O/A pelo método de emulsificação em duas etapas, integrando PBs encapsuladas 

no núcleo aquoso interno das nanovesículas lipídicas constituintes da emulsão múltipla, e 

formuladas soluções isotônicas com vista à sua administração por nebulização. A 

propagação das PBs na suspensão estoque no seu hospedeiro bacteriano específico (P. 

aeruginosa) resultou numa suspensão concentrada de PBs com concentração média igual a 

(2.983±0.416)x109 viriões mL-1. Três emulsões múltiplas A/O/A foram produzidas, com 10 µL 

ou 1000 µL de suspensão concentrada de PBs na fase aquosa interna ou com 10 µL de 

uma mistura de LB-top ágar (4 mL) e tampão fágico (3 mL) na fase aquosa interna (emulsão 

múltipla placebo). Uma maior quantidade de PBs não provocou quaisquer alterações nos 

valores de Potencial Zeta (ZP) mas amplificou as propriedades antibacterianas da emulsão 

múltipla. A eficiência de encapsulação (EE) de PBs da emulsão ME1000 foi EE=89.2%. É 

digno de nota lembrar que esta eficiência de encapsulação está relacionada apenas com 

viriões de fagos, uma vez que as leituras de absorbância foram feitas por forma a excluir os 

detritos celulares e quaisquer outras proteínas intracitoplasmáticas liberadas pela lise celular 

bacteriana. O coeficiente de difusão das nanovesículas lipídicas integrantes da ME1000 foi 

calculado através da equação de Stokes-Einstein e produziu o valor de 2.607x10-12 m2.s-1, 

comparável e da mesma ordem de grandeza (10-12 m2.s-1) que os resultados publicados por 



 

vários outros pesquisadores. Devido às muito baixas quantidades de ME1000 adicionadas à 

solução salina, as misturas resultantes eram já naturalmente isotônicas e adequadas para 

administração via nebulização. Dado que o volume normalmente projetado durante um jato 

de nebulização é da ordem de grandeza de 500 µL, e porque (pelo menos em teoria) uma 

única PB seria suficiente para erradicar completamente uma infecção bacteriana, todas as 

soluções isotônicas testadas seriam altamente eficazes na erradicação de uma infecção 

bacteriana pulmonar por Pseudomonas aeruginosa. Com base nos resultados obtidos pelos 

testes de viabilidade celular (MTT e citometria de imagem), é possível argumentar que as 

soluções isotônicas testadas e preparadas com o sistema ME1000 exibiram uma boa 

viabilidade celular e baixa citotoxicidade, não possuindo características que promovessem 

lesões no DNA. Uma importante contribuição para a elevada estabilidade dos sistemas de 

emulsão múltipla produzidos com PBs (estritamente líticas) encapsuladas foi muito 

provavelmente os valores muito negativos de ZP obtidos para a ME1000, promovendo 

repulsão eletrônica das partículas e mantendo-as em suspensão, também corroborado pelo 

coeficiente de difusão calculado para as nanovesículas lipídicas integrantes da emulsão 

múltipla (2.607x10-12 m2.s-1), com ordem de grandeza relacionada com a estabilidade de 

uma emulsão múltipla. Porque o aprisionamento de entidades proteicas bioativas (tais como 

as PBs) promove uma alteração nas condições termodinâmicas do nanoambiente que 

rodeia cada partícula e, devido ao fato de que os movimentos das moléculas de solvente 

(aquoso) na sua microvizinhança ficam seriamente reduzidos pelo efeito de estarem 

contidos no seio do núcleo aquoso da matriz, o resultado final é uma estabilidade 

termodinâmica aumentada com potenciação da viscosidade rotacional, translacional e 

vibracional das PBs, promovendo uma arquitetura tri-dimensional mais rígida com 

consequente decréscimo da entropia e promovendo assim a estabilização estrutural e 

funcional das PBs. Para as linhagens celulares testadas, as soluções isotônicas integrando 

a ME1000 não exibiram efeitos genotóxicos significativos às três concentrações de ME1000 

testadas (i.e., 0.3%, 0.6% e 0.9%, v/v), o que está em perfeita concordância com a ausência 

de efeitos citotóxicos observados para ambas as linhagens celulares. O uso da ME1000 na 

formulação de uma solução isotônica para nebulização no tratamento de infecções 

bacterianas pulmonares por P. aeruginosa possuiria vantagens inerentes, quando 

comparado com as formulações químicas antimicrobianas convencionais, uma vez que PBs 

específicas e estritamente líticas são predadores naturais e auto-replicantes das bactérias 

sendo virtualmente inofensivas tanto para células como tecidos humanos. 

 

Palavras chave: Resistência bacteriana. Bacteriófagos. Terapia fágica. Emulsões múltiplas 

A/O/A. Estabilização estrutural e funcional. Nebulização. Pneumonia bacteriana por 

Pseudomonas aeruginosa.   



 

ABSTRACT 

 

Phage therapy, by applying strictly lytic bacteriophage particles (BPs) to the host target 

bacteria directly into the site of infection, has been proposed as a potential 

alternative/complement to conventional antibiotics. The main advantages of BPs in the 

treatment of bacterial infections reside in the maintenance of a high concentration of BPs at 

the site of infection while there are still viable target bacterial cells, in their high specificity, 

and in the production of specific enzymes (holins and lysins) that hydrolyze the polymeric 

matrix of bacterial biofilms, thus favoring their penetration and antibacterial action. An 

alternative for targeting BPs so as to maintain viable their structure and functionality, resides 

in entrapping them within the inner aqueous core of lipid nanodroplets integrating multiple 

emulsion systems of the type water-in-oil-in-water (W/O/W), since there is a delicate balance 

between the stability and flexibility required for the function of biomolecules associated to the 

importance of the surface of proteinaceous molecules to their stability, since it is through this 

interface that the protein entity interacts with its surrounding microenvironment. The major 

goal of this applied research work consisted in investigating the potential of 

nanoencapsulation and protection/stabilization of strictly lytic BPs for Pseudomonas 

aeruginosa, with concomitant structural and functional stabilization of such entities. Multiple 

emulsions of the type W/O/W were produced by the two-step emulsification methodology, 

integrating BPs entrapped within the internal aqueous core of lipid nanodroplets constituent 

of the multiple emulsion system, which were utilized in the formulation of isotonic solutions 

aiming at their administration by nebulization. Propagation of the BPs in the stock-

suspension in its specific bacterial host (P. aeruginosa) resulted in a concentrated BP 

suspension with average BP concentration of (2.983±0.416)x109 virions/mL. Three W/O/W 

multiple emulsions were produced with either 10 µL or 1000 µL of concentrated BP 

suspension in the inner aqueous phase or with 10 µL of a mixture of LB-top ágar (4 mL) and 

phage-buffer (3 mL) in the inner aqueous phase (placebo multiple emulsion). A larger 

amount of physical BPs did not lead to any changes whatsoever in the Zeta potential (ZP) 

values but enhanced the antibacterial properties of the multiple emulsion. The BP 

encapsulation efficiency (EE) of ME1000 was EE=89.2%. It is noteworthy to remember that 

this encapsulation efficiency is related solely to phage virions, since absorbance readings 

were made so as to exclude cell debris and any other intracytoplasmatic proteins released 

upon bacterial cell lysis. The diffusion coefficient of the lipid nanodroplets integrating our 

W/O/W multiple emulsion system ME1000 was calculated using the Stokes-Einstein equation 

and produced the value 2.607x10-12 m2.s-1, comparable and of the same order of magnitude 

(10-12 m2.s-1) as the results published by several other researchers. Due to the very low 



 

amounts of ME1000 adedd to the saline solution, the resulting mixtures were naturally 

already isotonic and suitable for administration via nebulization. Since the volume usually 

projected during a nebulization jet is of the order of magnitude of 500 µL, and because (at 

least in theory) a single BP would be sufficient to completely eradicate a bacterial infection, 

all the isotonic solutions tested would be highly effective in eradicating a lung bacterial 

infection by P. aeruginosa. On the basis of the results obtained from the cell viability tests 

(both MTT and image cytometry), it is possible to argue that the isotonic solutions tested 

exhibited a good cell viability while displaying a low cell toxicity, without promoting lesions in 

the DNA. An important contribution for the high stability of the multiple emulsion produced 

with entrapped (strictly lytic) BPs was most likely the highly negative values of ZP obtained 

for ME1000, promoting electronic repulsion of the particles and maintaining them in 

suspension, also corroborated by the diffusion coefficient calculated for the lipid nanodroplets 

integrating the multiple emulsion (2.607x10-12 m2.s-1), with an order of magnitude related to 

stability of a multiple emulsion. Because the imprisonment of bioactive protein entities (such 

as BPs) promotes a change in the thermodynamic conditions of the nanoenvironment 

surrounding each particle due to the fact that the movements of (aqueous) solvent molecules 

in their microneighborhood become seriously reduced by the effect of being contained within 

the matrix’s aqueous core, thereby leading to enhanced thermodynamic stability, the net 

result is a potentiation of the BPs’s rotational, translational and vibrational viscosity, 

promoting a more rigid three-dimensional architecture of the particle with concomitant 

decrease of entropy and thus promoting its structural and functional stabilization. For the cell 

lines tested, the isotonic solutions integrating the ME1000 system showed no significant 

genotoxic effects at the three tested ME1000 concentrations (viz., 0.3%, 0.6% and 0.9%, 

v/v), which was in clear agreement with the lack of cytotoxic effects observed for both cell 

lines. The use of ME1000 in formulating an isotonic solution for nebulization in the treatment 

of bacterial (P. aeruginosa) lung infections, would possess inherent advantages, when 

compared with the current chemical antimicrobial formulations, in that specific and strictly 

lytic BPs are natural self-replicating predators of bacteria and are virtually harmless to human 

cells and tissues. 

 

Keywords: Bacterial resistance. Bacteriophages. Phage therapy. W/O/W multiple 

emulsions. Structural and functional stabilization. Nebulization. Bacterial pneumonia by 

Pseudomonas aeruginosa. 
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ME1000) (curva verde), e da suspensão concentrada de bacteriófago 

(curva púrpura), para 15 < 2θ < 35. O difratograma na curva marrom foi 

produzindo subtraindo o difratograma normalizado da MEPLC do 

difratograma normalizado da ME1000. 
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Figura 26. Fotogramas de elevada resolução da (a) suspensão concentrada de 

bacteriófagos, (b) emulsão múltipla A/O/A ME10, (c) emulsão múltipla 

A/O/A ME1000, e (d) emulsão múltipla placebo A/O/A (MEPLC), 

capturados por uma câmera sCMOS de elevada resolução, após 

irradiação das amostras com um laser de luz verde ao comprimento de 

onda de 532 nm, usando um dispositivo NanoSight da Malvern 

Instruments Ltd (modelo LM14C, Worcestershire, Reino Unido). 
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Figura 27. Gráficos de intensidade (unidades de absorbância) em função do 

tamanho hidrodinâmico da partícula para (a) suspensão concentrada de 

bacteriófagos, (b) emulsão múltipla A/O/A placebo (MEPLC), (c) emulsão 

múltipla A/O/A preparada com 10 µL de suspensão concentrada de 

bacteriófagos (ME10), e (d) emulsão múltipla A/O/A preparada com 1000 

µL de suspensão concentrada de bacteriófagos (ME1000), produzidos 

pelo dispositivo NanoSight da Malvern Instruments Ltd (model0 LM14C, 

Worcestershire, Reino Unido), após irradiação das amostras com um 

feixe laser de luz verde ao comprimento de onda de 532 nm. 
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Figura 28. Curvas termogravimétricas (a) e 1ª derivada das curvas de perda de 

massa (b) de amostras da suspensão concentrada de bacteriófagos 

(linhas azuis), emulsão múltipla A/O/A placebo (MEPLC, linhas rosa), 

emulsão múltipla A/O/A preparada com 10 µL de suspensão concentrada 

de bacteriófagos (ME10, linhas cinza), e emulsão múltipla A/O/A 

preparada com 1000 µL de suspensão concentrada de bacteriófagos 

(ME1000, linhas verdes). As análises foram realizadas num 

termogravímetro da TA Instruments (modelo 2050, New Castle, E.U.A.). 
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Figura 29. Termogramas de calorimetria exploratória diferencial (DSC) de amostras 

de (a) emulsão múltipla A/O/A placebo (MEPLC, linhas rosa), (b) emulsão 

múltipla A/O/A preparada com 10 µL de suspensão concentrada de 
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bacteriófagos (ME10, linhas cinza), (c) emulsão múltipla A/O/A preparada 

com 1000 µL de suspensão concentrada de bacteriófagos (ME1000, 

linhas verdes), e (d) suspensão concentrada de bacteriófago (linhas 

azuis). As análises foram realizadas num microcalorímetro exploratório 

diferencial da TA Instruments (modelo MDSC 2910, New Castle, E.U.A.). 

Figura 30. Atividade antimicrobiana dos sistemas de emulsão múltipla contendo 

partículas bacteriofágicas encapsuladas, produzidos com 1000 µL (a e b) 

e 10 µL (c e d) da suspensão concentrada de bacteriófago. Quadrante 

superior esquerdo: 20 µL de emulsão múltipla aplicada em disco de papel 

de filtro estéril (a (ME1000) e c (ME10)) ou gota de 20 µL de emulsão 

múltipla (b (ME1000) e d (ME10)) aplicados diretamente na superfície de 

top-ágar Luria-Bertani preparado com 100 µL de suspensão bacteriana de 

Pseudomonas aeruginosa; Quadrante superior direito: 20 µL de emulsão 

múltipla placebo (MEPLC) aplicada em disco de papel de filtro estéril (a 

(ME1000) e c (ME10)) ou gota de 20 µL de emulsão múltipla placebo (b 

(ME1000) e d (ME10)) aplicados diretamente na superfície de top-ágar 

Luria-Bertani preparado com 100 µL de suspensão bacteriana de 

Pseudomonas aeruginosa; Quadrante inferior esquerdo: 10 µL de 

suspensão concentrada de bacteriófago aplicada em disco de papel de 

filtro estéril (a e c) ou gota de 10 µL de suspensão concentrada de 

bacteriófago (b e d) aplicados diretamente na superfície de top-ágar 

Luria-Bertani preparado com 100 µL de suspensão bacteriana de 

Pseudomonas aeruginosa; Quadrante inferior direito: 10 µL de meio de 

diluição fágico estéril aplicado em disco de papel de filtro estéril (a e c) ou 

gota de 10 µL de meio de diluição fágico estéril (b e d) aplicados 

diretamente na superfície de top-ágar Luria-Bertani preparado com 100 

µL de suspensão bacteriana de Pseudomonas aeruginosa; (e) Quadrante 

superior esquerdo: 20 µL de sobrenadante da emulsão múltipla ME1000 

após extração com clorofórmio e centrifugação; Quadrante superior 

direito: 20 µL de emulsão múltipla ME1000; Quadrante inferior esquerdo: 

20 µL de sobrenadante da emulsão múltipla MEPLC após extração com 

clorofórmio e centrifugação; Quadrante inferior direito: 10 µL de 

suspensão concentrada de bacteriófago. 
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Figura 31. Fotomicrografias de Crio-MET da suspensão concentrada de 

bacteriófago, mostrando (a) a profusão de partículas fágicas na grade de 

carbono usada para preparar a amostra, (b) várias partículas fágicas 
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aderidas à debris celulares bacterianos, (c) uma porção ampliada de 

várias partículas fágicas aderidas à debris celulares bacterianos 

permitindo observar as fibras da cauda e a cápside com e sem dsDNA, 

(g) zoom de uma partícula fágica; Fotomicrografias de NS-MET de (d) 

uma partícula fágica, (e) e (f) sistema de emulsão múltipla ME1000 

produzido, a diferentes magnificações, e (h) e (i) partículas fágicas 

permitindo observar claramente a estrutura helicoidal da sua baínha 

contrátil. As fotomicrografias (j) e (k) foram obtidas com amostras de 

emulsão múltipla ME1000 não tratadas (puras), aplicadas diretamente 

sobre grades de carbono. 

Figura 32. Resultados dos testes de viabilidade celular (via ensaios MTT) usando as 

linhagens celulares A549 e V79 cultivadas em meio DMEM para avaliar a 

citotoxicidade do placebo da suspensão concentrada de bacteriófago, da 

suspensão concentrada de bacteriófago, do placebo dos sistemas de 

emulsão múltipla (MEPLC) e dos sistemas de emulsão múltipla ME10 e 

ME1000, durante um período de tratamento de 24 h a diferentes 

concentrações. Os valores estão expressos como médias de cinco 

determinações (n=5), com desvios padrão inferiores a 0,1 em todos os 

casos. 
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Figura 33. Índices relativos de necrose e apoptose celular em linhagens celulares 

A549 e V79 após tratamento com o placebo da suspensão bacteriofágica, 

com a suspensão concentrada de bacteriófago, com o placebo da 

emulsão múltipla (MEPLC) e com os sistemas de emulsão múltipla ME10 

e ME1000, com concentrações fixadas a 10% dos valores iniciais. Os 

valores estão expressados como médias de cinco determinações (n=5), 

com desvios padrão inferiores a 0,1 em todos os casos. 
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Figura 34. Resultados dos testes de atividade antibacteriana realizados em cultura 

de Pseudomonas aeruginosa pela técnica do teste de halo em disco (a) e 

pela técnica do teste da gota (b), após 3 meses de armazenamento (A, 

ME1000; B, MEPLC; C, suspensão concentrada de bacteriófago; D, 

placebo da suspensão fágica preparado misturando LB-top ágar (4 mL) e 

tampão fágico (3 mL)), e pela técnica do teste de halo em disco após 6 

meses de armazenamento a 4 °C (A, 20 µL ME1000; B, 10 µL ME1000; 

C, 20 µL suspensão concentrada de bacteriófago; D, 20 µL MEPLC). 
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Figura 35. Atividade antimicrobiana das soluções isotônicas preparadas com o 

sistema de emulsão múltipla ME1000 encapsulando partículas 

bacteriofágicas, usando o teste antimicrobiano de incorporação. 

Resultados de atividade antibacteriana de 500 µL (a) e 1000 µL (b) da 

solução isotônica preparada com 30 µL de ME1000 em 10 mL de solução 

salina estéril (0,3%, v/v) com cultura de Pseudomonas aeruginosa, de 

500 µL (c) e 1000 µL (d) da solução isotônica preparada com 60 µL de 

ME1000 em 10 mL de solução salina estéril (0,6%, v/v) com cultura de 

Pseudomonas aeruginosa, 500 µL (e) e 1000 µL (f) da solução isotônica 

preparada com 90 µL de ME1000 em 10 mL de solução salina estéril 

(0,9%, v/v) com cultura de Pseudomonas aeruginosa. As setas inseridas 

identificam os halos de lise produzidos por partículas fágicas 

encapsuladas (i) ou por partículas fágicas livres (ii). 

129 

Figura 36. Resultados dos testes de viabilidade celular (via ensaios MTT) usando as 

linhagens celulares V79, 3T3 e A549 cultivadas em meio DMEM para 

avaliar a citotoxicidade das soluções isotônicas preparadas com o 

sistema de emulsão múltipla ME1000 às concentrações de 0,3%, 0,6% e 

0,9% (v/v), durante um período de tratamento de 24 h a diferentes 

concentrações. Os valores estão expressos como médias de cinco 

determinações (n=5), com desvios padrão inferiores a 0,1 em todos os 

casos. 
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Figura 37. Índices de necrose e apoptose celular nas linhagens celulares V79, 3T3 e 

A549, após tratamento com as soluções isotônicas preparadas com o 

sistema de emulsão múltipla ME1000 a 0,3%, 0,6% e 0,9% (v/v), com 

concentrações fixadas a 30% dos valores iniciais. Os valores estão 

expressos como médias de cinco determinações (n=5), com desvios 

padrão inferiores a 0,1 em todos os casos. 
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Figura 38. Índices relativos de estresse das linhagens celulares V79, 3T3 e A549 

após o estresse oxidativo induzido pelo tratamento com as soluções 

isotônicas (IS) preparadas com o sistema de emulsão múltipla ME1000 a 

0,3%, 0,6% e 0,9% (v/v), com concentrações fixadas a 30% (v/v) dos 

valores iniciais. Os valores estão expressos como médias de cinco 

determinações (n=5; Análise estatística Two-Way ANOVA ao nível de 

significância de 5%), com aqueles resultados estatisticamente diferentes 

dos do controle marcados com '*'. Os valores estão expressados como 
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médias de três determinações (n=3), com desvios padrão associados (s): 

V79 (controle, 1,0000±0,6000; IS@0,3%, 15,1470±1,0000; IS@0,6%, 

9,9125±0,3000; IS@0,9%, 7,4917±2,0000), A549 (controle, 

1,0000±0,7000; IS@0,3%, 9,7683±0,1900; IS@0,6%, 9,1681±0,0900; 

IS@0,9%, 10,0354±0,1600), 3T3 (controle, 1,0000±0,9000; IS@0,3%, 

7,3400±0,1600; IS@0,6%, 6,9200±0,3000; IS@0,9%, 8,7650±1,5400). 

Figura 39. Índices de dano ao DNA das linhagens celulares de pulmão V79 e A549 

após exposição às soluções isotônicas (IS) preparadas com o sistema de 

emulsão múltipla ME1000 a 0,3%, 0,6% e 0,9% (v/v), com concentrações 

fixadas a 30% dos valores iniciais. Os valores estão expressos como 

médias de três determinações (n=3), com desvios padrão associados (s): 

V79 (controle, 1,0000±0,1296; IS@0,3%, 0,6000±0,0502; IS@0,6%, 

0,7000±0,0003; IS@0,9%, 1,3600±0,2380), A549 (controle, 

1,0000±0,0231; IS@0,3%, 1,1000±0,0002; IS@0,6%, 0,9200±0,0365; 

IS@0,9%, 0,8700±0,0595). 
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Figura 40. Resumo gráfico do trabalho de pesquisa desenvolvido. 137 
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APRESENTAÇÃO 

O trabalho de pesquisa aplicada realizado, intitulado “PneumoPhageKill: 

Estabilização estrutural e funcional de partículas bacteriofágicas em emulsões do tipo 

A/O/A: sistema bioterapêutico para tratamento de pneumonia bacteriana por 

nebulização”, é parte integrante de um projeto de pesquisa mais abrangente, intitulado 

“PneumoPhageKill - Desenvolvimento de sistema terapêutico contendo bacteriófagos 

nanoencapsulados líticos para Pseudomonas aeruginosa, para tratamento de pneumonia 

bacteriana por aerossolização” financiado pela FAPESP (Fundação de Amparo à Pesquisa 

do Estado de São Paulo), com a refª FAPESP 2013/03181-6, coordenado pela Profª. Drª. 

Marta Maria Duarte Carvalho Vila, da Universidade de Sorocaba. 

Os bacteriófagos são partículas totalmente desprovidas de metabolismo sendo 

altamente eficazes na erradicação de infecções bacterianas, tendo a sua encapsulação na 

fase aquosa interna de emulsões múltiplas já sido efetuada com sucesso pelo Prof. Dr. 

Victor Manuel Cardoso Figueiredo Balcão, utilizando bacteriófagos líticos para Salmonella 

para demonstrar a prova de conceito. O trabalho de pesquisa aqui apresentado visou o 

estudo do potencial de nanoencapsulação e estabilização/proteção de partículas 

bacteriofágicas no núcleo aquoso interno de uma emulsão do tipo água-em-óleo-em-água 

(A/O/A), visando a sua posterior utilização na formulação de uma solução isotônica com o 

objetivo de ser administrada por nebulização no tratamento de pneumonia bacteriana por 

Pseudomonas aeruginosa, constituindo assim a segunda e última fase do referido projeto de 

pesquisa. 

Os resultados obtidos durante a realização deste trabalho de pesquisa foram 

apresentados em 2 Congressos Científicos Internacionais, sendo o Xth CIFARP – 

International Congress of Pharmaceutical Sciences (Ribeirão Preto/SP, de 5 a 9 de 

Setembro de 2015) (ANEXO A), e o 7th ANM - 7th International Conference on Advanced 

nanomaterials (ANM2016, Aveiro, Portugal, 25 a 27 de Julho de 2016) (ANEXO B). 

Adicionalmente, os resultados obtidos deram ainda origem à publicação de um artigo 

científico de revisão na revista internacional Microbiological Research (ANEXO C), e à 

preparação de um manuscrito científico que se encontra atualmente em processo de 

submissão para publicação em revista científica internacional indexada com arbitragem por 

pares (Alessandra C. Rios, Marta M.D.C. Vila, Renata Lima, Marco V. Chaud, Fernando S. 

Del Fiol, Matthieu Tubino, Marcelo A. de Farias, Rodrigo V. Portugal, José A. Teixeira and 

Victor M. Balcão (2016) Structural and functional stabilization of bacteriophage particles 

within the aqueous core of a W/O/W multiple emulsion: a potential biotherapeutic system for 



29 
 
the inhalational treatment of bacterial pneumonia). Estes trabalhos comprovam a qualidade e 

importância dos resultados obtidos no trabalho de pesquisa aqui descrito. 
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1. REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1. Introdução 

 

Desde a descoberta da penicilina por Alexander Fleming no início do século XX, o 

índice de mortalidade devido a infecções bacterianas reduziu de forma drástica. A partir 

desta descoberta, houve muita pesquisa e o desenvolvimento de diversos fármacos 

antimicrobianos. No entanto, o uso indiscriminado de tais fármacos, assim como o princípio 

evolutivo de adaptação dos seres vivos ao seu meio ambiente, levou ao fenômeno de 

adaptação das bactérias aos antibióticos, restringindo assim as opções disponíveis no 

tratamento das infecções (RANG et al., 2016). O consumo de antibióticos tem aumentado no 

decorrer dos anos, muito por causa da idade crescente da população com consequente 

aumento das doenças crônicas e infecções adquiridas em ambiente hospitalar, conhecidas 

como infecções nosocomiais, onde o estado imunológico já por si comprometido do paciente 

vai agravar ainda mais a situação. O impacto da resistência aos antibióticos desenvolvida 

pelas bactérias é mundial, representando uma ameaça real para a humanidade (PINA et al., 

2010a,b). No Brasil, em 2011, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) publicou 

a resolução RDC nº 20 que determinou um maior controle na dispensação de 

antimicrobianos pelas farmácias de forma a diminuir o uso irracional destas substâncias. 

Uma infecção nosocomial bastante recorrente é a pneumonia bacteriana, que pode ser 

descrita como uma infecção nos pulmões, afetando os alvéolos pulmonares e tecidos 

circundantes, e que pode ser causada por vários microrganismos (NAKOU et al., 2009). A 

bactéria Pseudomonas aeruginosa é o segundo patógeno maior causador de pneumonia 

nosocomial, o terceiro maior causador de infecções do trato urinário e o quarto mais comum 

em infecções após cirurgias (El SOLH; ALHAJHUSAIN, 2009). No Brasil, Rossi (2011) 

aponta a Pseudomonas aeruginosa MDR (Multi-Drug Resistant) como sendo a principal 

causa de infecções nosocomiais em muitas Unidades de Tratamento Intensivo (UTIs), 

estando em primeiro lugar como causador de pneumonia nosocomial. A bactéria 

Pseudomonas aeruginosa, patógeno oportunista, que normalmente não tem ação num 

sistema imunológico saudável, tornou-se uma importante causa de infecções, especialmente 

em pacientes com mecanismos de defesa comprometidos (TURRINI; SANTO, 2002). As 

infecções por Pseudomonas são complicadas e podem, inclusive, colocar a vida humana em 

risco. No mundo todo, verifica-se que a taxa de resistência a agentes antimicrobianos para 

Pseudomonas aeruginosa tem aumentado drasticamente (DAVEY et al., 2006; FURTADO et 

al., 2009; ALVES et al., 2012). 
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O aumento da incidência de bactérias resistentes aos antibióticos químicos atuais, 

como é o caso de algumas cepas de Pseudomonas aeruginosa, demonstra a importância do 

desenvolvimento de tratamentos alternativos e/ou complementares aos antibióticos 

convencionais, através de diferentes mecanismos de ação de forma a evitar a disseminação 

de infecções bacterianas incuráveis e retrocesso do avanço da ciência, obtido com a 

descoberta dos antibióticos. 

Uma terapia alternativa aos antibióticos químicos convencionais, já utilizada em países 

como a República da Geórgia e Polônia, é a terapia fágica. Os bacteriófagos, ou 

simplesmente fagos, são vírus predadores naturais das bactérias, completamente 

desprovidos de metabolismo, sendo que o seu mecanismo de ação consiste em se ligar à 

bactéria alvo e injetar seu ácido nucléico na célula hospedeira ganhando desta forma 

acesso aos processos metabólicos do hospedeiro. Após o processo de infecção, proteínas 

são produzidas que param a maquinaria metabólica da bactéria. O material genético é então 

direcionado para a produção de novos viriões fágicos. Os bacteriófagos irão então produzir 

enzimas como lisinas e holinas que enfraquecem a membrana interna da célula bacteriana 

facilitando a lise do hospedeiro (HANLON, 2007). 

Uma das grandes vantagens da antibioterapia com fagos relativamente aos 

antibióticos químicos convencionais reside no fato dos primeiros se replicarem diretamente 

no local da infecção, ficando disponíveis em abundância onde são mais necessários. 

Quando comparados com os antibióticos convencionais, os fagos apresentam outras 

vantagens relevantes: (i) forte permeabilidade tecidular; (ii) concentração permanentemente 

elevada no foco da infecção, aumentando continuamente na presença de células viáveis do 

hospedeiro bacteriano; (iii) a sua eliminação do foco da infecção ocorre apenas após 

erradicação da bactéria hospedeira; (iv) são totalmente compatíveis com os antibióticos 

químicos; (v) são extremamente específicos contra a bactéria-alvo; (vi) apresentam uma 

capacidade superior de penetração nos biofilmes bacterianos, induzindo a produção de 

enzimas que hidrolisam a matriz polimérica do biofilme; (vii) a fagoterapia de infecções 

bacterianas localizadas é altamente eficaz; (viii) embora as bactérias possam desenvolver 

resistência aos fagos, o processo de isolar novos fagos líticos é muito mais simples e de 

menor custo do que desenvolver um novo antibiótico químico; e (ix) a fagoterapia é 

significativamente mais econômica do que a terapia antibiótica convencional, tanto no 

desenvolvimento como na produção em larga escala (WESTWATER et al., 2003). 

As partículas bacteriofágicas são entidades proteicas e, como tal, precisam ser 

estabilizadas estrutural e funcionalmente para que possam ser veiculadas na utilização 

como agentes antimicrobianos. Uma alternativa já provada com potencial reside no 

aprisionamento das partículas fágicas em sistemas de (nano)emulsão múltipla do tipo água-
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em-óleo-em-água (A/O/A). As nanoemulsões múltiplas são sistemas homogêneos, onde  

dois líquidos imiscíveis são misturados e estabilizados por agentes emulsificantes (BALCÃO 

et al., 2010). Estas emulsões múltiplas podem ser do tipo A/O/A ou do tipo óleo-em-água-

em-óleo (O/A/O). Nos sistemas A/O/A, pequenas vesículas aquosas são retidas no interior 

de vesículas lipídicas maiores que, por sua vez, estão dispersas numa fase aquosa 

(externa) contínua. O sistema A/O/A tem vantagens relativamente ao sistema O/A/O visto 

que o primeiro tem água na sua fase externa, permitindo com isso uma maior gama de 

aplicações. As emulsões múltiplas possuem várias vantagens, destacando-se a 

biocompatibilidade e a completa biodegradabilidade (BALCÃO et al., 2010). Podem ser 

usadas para reter tanto compostos hidrofílicos como hidrofóbicos, para direcionamento de 

fármacos, para mascarar sabores desagradáveis conferidos por algumas moléculas 

bioativas, para prolongar a liberação de um determinado composto ativo, para melhorar a 

dissolução ou solubilização de materiais insolúveis, como proteção de moléculas bioativas 

sensíveis ou como capa de invisibilidade para escape ao sistema imunitário. 

Neste projeto de pesquisa, desenvolveu-se um sistema terapêutico com potencial para 

a administração por via inalatória de partículas bacteriofágicas estritamente líticas, 

almejando o tratamento de infecções pulmonares causadas por Pseudomonas aeruginosa. 

A estratégia de nanoencapsulação visou a proteção das partículas bacteriofágicas contra o 

sistema imunitário, conferindo-lhes características de invisibilidade e estabilizando-as 

estruturalmente e funcionalmente. As partículas fágicas são de natureza eminentemente 

protéica, pelo que poderiam desencadear reações imunológicas adversas no seio do 

organismo humano. Assim, a sua contenção no núcleo aquoso interno de nanovesículas 

lipídicas integrantes de emulsões múltiplas do tipo A/O/A permitirá, pelo menos em teoria, 

protegê-las do ataque pelo sistema imunitário. Ao mesmo tempo, as partículas fágicas são 

totalmente inofensivas para as células humanas, sendo completamente desprovidas de 

atividade metabólica e necessitando obrigatoriamente de hospedeiros celulares bacterianos 

para poderem se replicar. A viabilidade desta prova de conceito foi já comprovada 

anteriormente por Balcão e colaboradores (2010) utilizando um bacteriófago lítico para 

Salmonella entérica para produzir um sistema lipídico nanovesicular com bacteriófagos 

encapsulados integrando uma nanoemulsão múltipla do tipo já descrito. Adicionalmente, a 

composição da emulsão múltipla produzida neste trabalho de pesquisa teve como ponto de 

partida a formulação já otimizada estatisticamente de acordo com um planejamento fatorial 

completo do tipo 23x31, pelo Professor Doutor Victor Manuel Balcão e pela Mestre Cássia 

Antunes Glasser, na Universidade de Sorocaba (GLASSER, 2016; GLASSER et al., 

2016a,b). 
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Assim, as partículas bacteriofágicas estritamente líticas para Pseudomonas 

aeruginosa foram encapsuladas no núcleo aquoso interno de nanovesículas lipídicas que 

integram uma emulsão múltipla A/O/A, sendo estas posteriormente suspensas numa 

solução isotônica à temperatura ambiente, com o objetivo de viabilizar o desenvolvimento de 

uma forma farmacêutica para administração por nebulização, como estratégia alternativa 

para o tratamento de infecções respiratórias causadas por Pseudomonas aeruginosa. 

Nanoemulsões lipídicas contendo bacteriófagos encapsulados poderão, assim, ser usadas 

como forma de veicular bacteriófagos, estabilizando-os estruturalmente e funcionalmente e 

protegendo-os do ataque pelo sistema imunitário, permitindo, deste modo, a sua 

nebulização e deposição sobre o epitélio pulmonar. Assim, os predadores naturais das 

bactérias causadoras da infecção seriam liberados diretamente no local onde são mais 

necessários: a zona de infecção. 
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1.2. Resistência bacteriana aos antibióticos 

 

O uso de antibióticos no tratamento de infecções representou uma evolução desde a 

década de 1940, com uma redução drástica da morbilidade e mortalidade causadas pelas 

doenças de natureza bacteriana. No entanto, com o passar dos anos, tem sido observado o 

aparecimento crescente de bactérias resistentes às várias classes de antibióticos, 

chamadas bactérias multi-resistentes, ou MDR, do inglês multidrug-resistant (RANG et al., 

2016; WHO, 2015). 

O uso indiscriminado de fármacos antimicrobianos, as prescrições médicas sem 

certeza do diagnóstico, bem como a falta de conhecimento farmacológico, levaram ao uso 

irracional dos antibióticos e estas atividades, no decorrer dos anos, desencadearam um 

processo natural de adaptação das bactérias ao ambiente (antimicrobiano) que as rodeia 

(WANNMACHER, 2004). A multiplicação de bactérias resistentes aos antibióticos pode ser 

dividida em três níveis: (i) transmissão das bactérias entre pessoas, (ii) transferência entre 

bactérias através de plasmídeos, e (iii) transferência de um plasmídio para outro, ou para 

um cromossomo, através de transposons (RANG et al., 2016; PELGRIFT; FRIEDMAN, 

2013). 

Livermore (2003) realizou um trabalho de pesquisa que descreve a epidemiologia da 

resistência bacteriana na Europa, relacionando a ocorrência regional deste fenômeno, em 

nível local, com a prevalência da resistência em determinados hospitais, em um nível 

nacional, com uma ocorrência maior de cepas bacterianas resistentes a determinados 

antibióticos em países específicos e a um nível internacional, por meio da transmissão 

bacteriana de pessoa para pessoa, através de viajantes de um país para outro. 

Recentemente, foi isolada nos Estados Unidos da América uma cepa de Escherichia 

coli resistente ao antibiótico colistina, utilizado como último recurso em casos de bactérias 

multi-resistentes. Esta cepa bacteriana possui o gene mcr-1, o qual lhe confere resistência, 

tendo sido primeiramente isolado em 2015 na China, a partir de um pequeno grupo de 

pessoas, carnes e animais, e foi igualmente relatada a sua presença na Europa e Canadá 

(McGANN et al., 2016). 

 

1.3. Pneumonia causada por Pseudomonas aeruginosa 

 

A bactéria Pseudomonas aeruginosa é um microrganismo patogênico oportunista, que 

raramente causa doenças num sistema imunológico saudável, mas que explora eventuais 
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fraquezas do organismo humano para estabelecer um quadro de infecção (TURRINI; 

SANTO, 2002). Tal característica, associada à sua resistência natural a um grande número 

de antibióticos e agentes antissépticos, torna este microrganismo uma importante causa de 

infecções hospitalares. Nas unidades de prestação de cuidados de saúde, é uma das 

principais bactérias responsáveis por infecções nosocomiais, que são adquiridas em 

ambiente hospitalar (FLAHERBY; WEINSTEIN, 1996). No Brasil, Rossi (2011) aponta a 

Pseudomonas aeruginosa MDR (Multi-Drug Resistant) como sendo a principal causa de 

infecções nosocomiais em muitas UTIs, estando em primeiro lugar como causadora de 

pneumonia nosocomial. 

A pneumonia pode ser descrita como uma infecção nos pulmões, afetando os alvéolos 

pulmonares e tecidos circundantes, e que pode ser causada por vários microrganismos 

(NAKOU et al., 2009; BRADLEY, 2002). Milhões de pessoas em todo o mundo são afetadas 

por este tipo de infecção bacteriana, sendo esta a sexta causa mais frequente de morte e a 

infecção (com desfecho mortal) mais adquirida em contexto hospitalar. Nos países em vias 

de desenvolvimento, a pneumonia é a segunda causa de morte seguida da desidratação 

causada por diarreia aguda. Existe uma extensa lista de potenciais agentes etiológicos na 

pneumonia adquirida na comunidade (PAC) que inclui bactérias, vírus, fungos e 

protozoários. Apesar do Streptococcus pneumoniae ser o agente etiológico mais comum da 

PAC, outros microrganismos têm de ser considerados de modo a diminuir tanto os fatores 

de risco do paciente como a severidade da doença. As bactérias que mais tipicamente 

provocam pneumonia são S. pneumoniae, Haemophilus influenza, Staphylococcus aureus e 

bacilos Gram-negativo tais como Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. 

Microrganismos atípicos incluem Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae e 

Legionella spp, e vírus tais como o vírus da Influenza, adenovirus e vírus sincicial 

respiratório (RSV). Hantavirus, metapneumovirus, coronavirus e Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina (MRSA) são agentes patogênicos recentemente identificados como 

responsáveis neste tipo de infecção (LIMPER, 2007; HALM; TEIRSTEIN, 2002; LAMB et al., 

2002; FILE JR., 2001). 

Os fatores mecânicos de proteção do hospedeiro, tais como pêlos e cornetos nasais, 

são de grande importância na proteção contra infecções respiratórias. Estes mecanismos de 

proteção conseguem reter partículas relativamente grandes, com mais de 10 µm de 

diâmetro, antes de estas atingirem o trato respiratório inferior. O ar inspirado é sujeito 

primeiramente a turbulência nas passagens nasais e depois a mudanças de direção 

abruptas à medida que passa através da faringe e se espalha pelas ramificações da árvore 

traqueobronquial (MASON; NELSON, 1999). As partículas de menor tamanho são retidas na 

árvore traqueobronquial, onde os agentes patogênicos são eliminados tanto pelo movimento 
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ciliar como pelos fatores antibacterianos locais presentes no muco. O mecanismo ou reflexo 

de tosse oferece também proteção contra a inalação destes microrganismos e, para auxiliar 

este mecanismo de defesa, existe ainda a flora comensal aderida à mucosa da orofaringe 

que não permite a adesão de bactérias patogênicas, diminuindo assim o risco de pneumonia 

(SINGH, 2012; WELSH; MASON, 2001; MASON; NELSON, 1999; CAMNER, 1980). 

Quando os microrganismos são suficientemente pequenos para atingir os alvéolos 

pulmonares, os macrófagos são extremamente eficientes na sua destruição, sendo estes 

últimos ainda assistidos por proteínas opsonizantes (proteínas que se ligam a partículas e 

células para aumentar a susceptibilidade à fagocitose). Se os agentes patogênicos não 

forem destruídos pelos macrófagos, são eliminados via movimento mucociliar ou linfático, 

caso contrário manifestar-se-á um quadro de pneumonia (SLIGL; MARRIE, 2013; SINGH, 

2012; FELDMAN, 2001; MASON; NELSON, 1999; CAMNER, 1980). 

 

1.4. Bacteriófagos e terapia fágica 

 

1.4.1. Bacteriófagos 

 

Bacteriófagos, ou simplesmente fagos, são vírus que infectam única e exclusivamente 

bactérias. Descobertos por Ernest Hanking em 1896 e Frederic Twort em 1915, no entanto 

somente definidos como “bacteriófagos” e plenamente estudados como tal por Felix 

d’Herelle em 1917, os fagos são partículas completamente inertes e desprovidas de 

maquinaria metabólica própria, sendo portanto parasitas intracelulares obrigatórios que 

necessitam de uma célula bacteriana hospedeira para se replicarem. Desde que se 

descobriu que estes vírus estritamente bacterianos destroem os seus hospedeiros de forma 

extremamente específica, enquanto se mantêm virtualmente inócuos para os seres 

humanos, tem sido expectativa de alguns pesquisadores utilizá-los para tratar infecções 

bacterianas (HERMOSO et al., 2007; SULAKVELIDZE et al., 2001). 

Recentemente, o interesse pela terapia fágica como forma de controlar infecções 

bacterianas foi renovado, e isto se deu essencialmente à urgência em ultrapassar a 

resistência que muitas bactérias apresentam aos antibióticos químicos convencionais, tanto 

para terapias em humanos (HOUSBY; MANN, 2009; HERMOSO et al., 2007) como na 

utilização em controle microbiano de alimentos (HAGENS; LOESSNER, 2010). 

A maioria dos fagos descobertos até hoje são específicos e interagem com células 

bacterianas que expressam receptores específicos na sua membrana, pelo que se a 
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bactéria não apresentar tais receptores específicos para um bacteriófago em particular, esta 

não será afetada. Estima-se que para cada bactéria existam dez bacteriófagos diferentes, 

onde alguns são altamente específicos para seu hospedeiro. O tratamento com monofagos 

reconhece somente um tipo de receptor, enquanto os polifagos, terapêutica que inclui a 

administração de um coquetel com vários fagos diferentes, apresenta uma ampla gama de 

hospedeiros, reconhecendo mais do que um tipo de receptor (CHAN et al., 2013; HYMAN; 

ABEDON, 2010; SKURNIK; STRAUCH, 2006). 

A terapia fágica tem sido aplicada no tratamento de infecções bacterianas desde há 

algumas décadas. Este tratamento antimicrobiano é autorizado desde 1980, no Hirszfeld 

Institute of Immunology and Experimental Therapy (HIIET) em Wroclaw, na Polônia, que 

também funciona oferecendo tratamento monofágico ou polifágico aos pacientes com 

infecções causadas por bactérias resistentes aos antibióticos químicos convencionais, e em 

países tais como a República da Georgia, que conta com a empresa JSC Biochimpharm, 

fundada em 1999 em associação com o G. Eliava Institute of Bacteriophages, Microbiology 

and Virology (EIBMV). O EIBMV foi fundado em 1923 pelo bacteriologista Giorgi Eliava em 

parceria com Felix d’Herelle, que permaneceu no centro por vários meses colaborando com 

as pesquisas até que, em 1937, devido à prisão de Eliava pela NKVD, que antecedeu ao 

KGB, d’Herelle nunca mais retornou à Georgia. No entanto o centro continuou com as 

atividades tornando-se referência na terapia fágica. O HIIET, fundado em 1952, continuou 

sendo de grande importância no isolamento de fagos para tratamento de septicemia, 

furunculose, infecções do trato respiratório e urinário, assim como no tratamento de 

infecções causadas por bactérias resistentes aos tratamentos convencionais. Os estudos 

científicos conduzidos nestes centros demonstraram resultados clínicos positivos 

decorrentes da aplicação da terapia fágica (SULAKVELIDZE et al., 2001; CHAN et al., 

2013). No entanto, até hoje, poucos estudos clínicos foram realizados e aceitos por 

autoridades sanitárias tais como a Food and Drug Administration (FDA) e a European 

Medicines Agency (EMEA). 

 

1.4.2. Morfologia dos bacteriófagos 

 

Em relação à sua morfologia e classificação, os fagos podem ser divididos em seis 

grandes grupos. No entanto, de uma forma geral, todos eles exibem uma estrutura 

tridimensional bem definida apresentando, na maioria, uma cápside proteica icosaédrica que 

envolve o material genético, uma cauda (ou baínha) helicoidal contráctil e, normalmente, 
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seis fibras da cauda contendo os receptores responsáveis por reconhecer locais/epítopos 

específicos na superfície da membrana bacteriana, conforme ilustrado na Figura 1. 

 

Figura 1. Esquema representativo de um bacteriófago típico. 

 

Fonte: adaptado de MILLER et al. (2003). 

 

Os bacteriófagos podem conter, dentro da cápside proteica, DNA (ácido 

desoxirribonucleico) de cadeia simples (ssDNA) ou dupla cadeia (dsDNA), RNA (ácido 

ribonucleico) de cadeia simples (ssRNA) ou dupla cadeia (dsRNA), como demonstrado no 

Quadro 1 (ACKERMANN, 2007; HANLON, 2007). 

Desde 1959 mais de 5100 fagos foram isolados e estudados, e a conclusão é de que 

cerca de 96% deles possuem cauda e pertencem às famílias Myoviridae, Siphoviridae e 

Podoviridae (WITTEBOLE et al., 2013; ACKERMANN, 2007; DABROWSKA et al., 2005). 
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Quadro 1. Classificação dos bacteriófagos de acordo com sua morfologia, material genético e suas 

principais características. 

Estrutura Família Ácido nucléico e Morfologia Exemplos 

 
Myoviridae dsDNA linear, não envelopado, cauda contráctil T4 

 
Siphoviridae dsDNA linear, não envelopado, cauda não 

contráctil (longa) λ 

 
Podoviridae dsDNA linear, não envelopado, cauda não 

contráctil (curta) T7 

 
Microviridae ssDNA circular, não envelopado, isométrico φX174 

 
Corticoviridae dsDNA circular, não envelopado, isométrico PM2 

 
Tectiviridae dsDNA linear, não envelopado, isométrico PRD1 

 
Leviviridae ssRNA linear, não envelopado, isométrico MS2 

 
Cystoviridae dsRNA segmentado, envelopado, esférico φ6 

 
Inoviridae ssDNA circular, não envelopado, filamentoso fd 

 
Plasmaviridae dsDNA circular, envelopado, pleomórfico MVL2 

Fonte: adaptado de ACKERMANN (2007). 

 

1.4.3. Processo de infecção fágica - ciclo lítico e ciclo lisogênico 

 

Os bacteriófagos reconhecem os seus hospedeiros bacterianos através de 

determinadas proteínas específicas presentes na superfície da bactéria. É um processo 

complexo, que consiste em três fases. Na primeira fase, ocorre o contato entre o fago e a 

bactéria tanto por difusão como por movimentos Brownianos. Posteriormente, na segunda 

fase, o fago estabelece uma ligação reversível, não-específica, com a bactéria, através de 

forças eletrostáticas, seguido de uma ligação irreversível entre a proteína da cápside do 

fago e o receptor específico da superfície da membrana bacteriana que, dependendo do tipo 

de fago em questão, pode ser uma glicoproteína, um lipopolissacarídeo, um aminoácido, um 

ácido teicóico, ou um pilli, finalizando desta forma a terceira fase (MAURA; DEBARBIEUX, 

2011; HANLON, 2007; SKURNIK; STRAUCH, 2006). 

Os viriões, que têm de penetrar a parede celular, estão equipados com baínhas 

helicoidais contráteis que injetam o ácido nucleico contido nas suas cápsides através da 

parede celular da bactéria hospedeira. Os dois tipos de replicação fágica mais comuns são o 
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ciclo lítico e o ciclo lisogênico, existindo ainda os ciclos pseudolisogênicos e infecções 

crônicas. Considerando a resposta ao ciclo lítico (ver Figura 2a), promovida por fagos 

estritamente líticos, também conhecidos como fagos virulentos, o metabolismo do 

hospedeiro é, após a infecção pelo fago, direcionado para a produção de novas partículas 

fágicas através da replicação do material genético do vírus dentro do citoplasma da célula 

bacteriana, levando à síntese de mais viriões em ciclos de 30 minutos, o que causa, por 

consequência, a lise da parede celular bacteriana (WEINBAUER, 2004; ASHWORTH, 

1973). 

Na representação esquemática do ciclo de vida de um bacteriófago de DNA, podemos 

enumerar (ver Figura 2b): (1) a adsorção do fago e injeção do DNA; (2) replicação do DNA 

fágico; (3) produção das cápsides e baínhas dos fagos; (4) síntese de endolisinas e holinas; 

(5) empacotamento do DNA; (6) montagem das novas partículas virais; (7) lise das bactérias 

auxiliada pelo enfraquecimento da membrana citoplasmática pelas holinas e lisinas, e 

liberação dos novos viriões. 

Sem a presença de células bacterianas hospedeiras, os fagos (em particular os 

estritamente líticos) não conseguem sobreviver, pelo que alguns tipos de fagos 

desenvolveram estratégias alternativas aos ciclos normais de replicação, tais como o ciclo 

“live-and-let-live” (ciclo lisogênico), ou mutaram alterando as proteínas da cápside 

permitindo assim a ligação a novos receptores à superfície das paredes celulares das 

bactérias (SULAKVELIDZE et al., 2001). 

No caso da resposta lisogênica, causada por fagos temperados, a replicação do fago 

ocorre posteriormente, pois o material genético do vírus será primeiramente integrado no 

genoma do hospedeiro bacteriano. Neste caso, o fago é replicado sem que ocorra lise do 

hospedeiro, ao mesmo tempo que a bactéria se torna imune a ataques por outros fagos da 

mesma cepa, tornando-se assim uma bactéria lisogênica (WITTEBOLE et al., 2013; 

MAURA; DEBARDIEUX, 2011; O'FLAHERTY et al., 2009; HANLON, 2007; WEINBAUER, 

2004). Este tipo de bactéria é caracterizada por ter um profago, isto é, um fago inativo que é 

integrado no seu genoma e permanece num estado latente para várias divisões celulares. 

Este será ativado após ocorrerem processos de estresse ou dano celular no hospedeiro, 

induzindo a sua replicação por uma via lítica após saída do genoma bacteriano. Em seguida, 

há a produção e liberação de novos viriões por extrusão, sem ruptura da membrana celular 

(WITTEBOLE et al., 2013; MAURA; DEBARBIEUX, 2011; LU; COLLINS, 2009; HANLON, 

2007; WEINBAUER, 2004). 

Atualmente existe um especial interesse neste tipo de fagos, dado que este pode ser 

um processo inovador que pode ser explorado partindo de uma perspectiva terapêutica. 
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Este processo faz uso de fagos lisogênicos geneticamente modificados para inserir, por 

lisogenização, genes específicos no genoma de bactérias resistentes, aumentando a sua 

susceptibilidade a uma determinada classe de antibióticos (WITTEBOLE et al., 2013; 

EDGAR et al., 2012; LU; COLLINS, 2009). 

 
Figura 2. Representação esquemática do ciclo de vida de um bacteriófago estritamente lítico (a) e do 

sistema de enzimas que permite aos novos viriões ultrapassarem a barreira celular e serem liberados 

para o meio exterior (b). 

 
Fonte: (a) retirado de http://www2.bc.cc.ca.us/bio16/images/lyticcycle.jpg; (b) retirado de 

http://theses.ulaval.ca/archimede/fichiers/24064/ch06.html.   
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É essencial observar que, durante o processo de infecção pelo fago, o fago assegura 

que apenas o seu DNA viral seja replicado, evitando, deste modo, a interferência de outros 

fagos no processo. Por fim, em ambos os ciclos, após a síntese de proteínas virais e 

enzimas responsáveis pela formação da cápside e o embalamento do material genético, 

ocorre a montagem e a formação de novos viriões. Estes rompem a membrana 

citoplasmática, ajudados pela ação de holinas (ver Figura 2b) e, em seguida, a camada de 

peptidoglicano, ajudados pela ação de lisinas, levando à lise da bactéria (processo lítico), 

expelindo desta forma os viriões recém-formados para o ambiente extracelular 

(WITTEBOLE et al., 2013; MAURA; DEBARBIEUX, 2011; ACKERMANN, 2007). Na Figura 3 

pode ver-se em maior detalhe o processo de replicação fágica ao longo do tempo, após 

ocorrer a infecção, que culmina com a lise da célula bacteriana hospedeira. 

 

Figura 3. Detalhe dos fenômenos que ocorrem durante o espaço temporal de um ciclo lítico de 

replicação de uma partícula bacteriofágica. 

 
Fonte: adaptado de ABEDON (2003). 

 

Os eventos que ocorrem no interior da célula hospedeira imediatamente após a 

infecção e que culminam com a sua lise, incluem (ver Figura 3) as etapas de adsorção da 

partícula bacteriofágica à membrana celular da célula hospedeira (1: o bacteriófago adere 

com as suas fibras da cauda a receptores de lipopolissacarídeo e triptofano existentes na 

superfície do hospedeiro bacteriano), penetração (2: o bacteriófago penetra a parede da 
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célula bacteriana aproximando e contactando a placa da base com a superfície da célula, 

promovendo uma alteração conformacional que faz com que a baínha se contraia e perfure 

a membrana celular, injetando o seu núcleo viral na célula bacteriana e liberando assim o 

genoma viral. Inicia-se assim o complexo comportamento do genoma viral. Alguns dos 

primeiros genes que são transcritos, chamados precoces, codificam para enzimas que 

hidrolizam (em apenas alguns minutos após a infecção) o DNA do hospedeiro por forma a 

utilizar os nucleotídeos do hospedeiro para produzir mais DNA viral), replicação (3: genes 

iniciais, atrasados, codificam as cerca de 20 proteínas que estão envolvidas na replicação 

viral. Numa primeira fase, a replicação ocorre de forma bidirecional com múltiplas origens de 

replicação no genoma. Os primeiros ciclos de replicação são iniciados por primers de RNA 

sintetizados pela RNA-polimerase do hospedeiro. Numa segunda fase, o bacteriófago utiliza 

a sua própria maquinaria replicativa para transcrever os seus genes tardios), montagem (4: 

uma vez expressos os genes tardios, (i) a placa da base viral é primeiro montada, que 

depois se liga (ii) à cauda e (iii) às proteínas das fibras da cauda. Estas três diferentes vias 

proteicas combinam-se para formar uma cápside fágica madura. O DNA é empacotado na 

cápside proteica madura. A cápside também contém enzimas necessárias para futuras 

infecções, tais como a DNA-polimerase codificada viralmente), e liberação (5: a enzima 

holina, codificada viralmente, perfura a membrana interior da célula hospedeira bacteriana 

para permitir que as lisozimas saiam e degradem a parede celular de peptidoglicano. Após a 

lise celular segue-se a liberação da progenia bacteriofágica para o espaço extracelular, 

sendo que cada novo virião irá infectar uma nova célula hospedeira viável e dar origem à 

repetição de todo este processo). 

 

1.4.4. Pré-requisitos para a terapia fágica 

 

Os fagos são, em geral, os predadores naturais das bactérias e, quando em contato 

com elas, invadem cepas bacterianas específicas e induzem um processo de infecção lítica 

que está associado primeiramente a uma perturbação metabólica e posteriormente a lise 

celular, levando à redução do número de células bacterianas viáveis para uma proporção 

que não represente perigo para o organismo infectado, tal como ilustrado na Figura 4 

(ESCOBAR-PARAMO et al., 2012; KUTTER et al., 2010). 
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Figura 4. Diminuição da população de células bacterianas (em Unidades Formadoras de Colônias, 

UFC) durante o processo de infecção por bacteriófagos. 

 
Fonte: adaptado de PARRACHO et al. (2012). 

 

A utilização exclusiva de monofagos como agentes terapêuticos pode não ser o ideal, 

uma vez que, como eles têm um espectro de ação reduzido, podem limitar o potencial da 

terapia fágica no tratamento de infecções bacterianas quando a cepa bacteriana que causa 

a infecção não é conhecida. Assim sendo, o espectro de ação lítica pode ser expandido 

através do uso de um coquetel de partículas fágicas, que é uma mistura de fagos que 

infectam uma ampla gama de hospedeiros bacterianos, ou seja, um conjunto de 

bacteriófagos que infectam simultaneamente várias cepas de bactérias da mesma espécie 

ou de espécies diferentes (CHAN et al., 2013). 

Há um conjunto de pré-requisitos na terapia fágica que visa evitar o fracasso desta 

abordagem terapêutica. Tais requisitos estipulam que: (i) apenas os fagos que possuem 

uma atividade exclusivamente lítica podem ser aplicados; (ii) antes que a terapia seja 

aplicada com um determinado fago em particular, é absolutamente necessário conhecer a 

cepa bacteriana causadora da infecção; (iii) as preparações fágicas devem ser isentas de 

células bacterianas e seus componentes, tais como proteínas, DNA, organelas, endotoxinas, 

entre outros; (iv) o hospedeiro bacteriano onde o fago deverá atuar deve ser bem 

conhecido, pois uma mutação que cause alteração no hospedeiro bacteriano conduz a uma 

terapia ineficaz; e (v) o fago deve ser testado em modelos animais para garantir a eficácia 

terapêutica, visto que pode mostrar atividade diferente in vivo (HERMOSO et al., 2007; 

SKURNIK; STRAUCH, 2006; LEVIN; BULL, 2004). 
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1.4.5. Comparativo entre a terapia fágica e a terapia antimicrobiana convencional 

 

Apesar de todas as propriedades inerentes aos fagos estritamente líticos, estes ainda 

não são uma alternativa completamente estabelecida aos antibióticos químicos 

convencionais, em função de diversos fatores. Muitos dos resultados negativos que se 

obtêm na terapia fágica podem ser devidos a falhas na seleção de fagos estritamente líticos, 

específicos para a bactéria-alvo, uma vez que existe elevada especificidade dos fagos para 

um determinado hospedeiro bacteriano. Este problema pode ser facilmente ultrapassado (i) 

determinando a susceptibilidade dos agentes etiológicos da infecção antes de se aplicar a 

terapia fágica (PEREPANOVA et al., 1995), ou (ii) usando um “coquetel” fágico que lise a 

maioria das cepas do agente etiológico causador da infecção (GOLSHAHI et al., 2008; 

SUMMERS, 2001; SULAKVELIDZE et al., 2001; CHERNOMORDIK, 1989). 

Os tratamentos fágicos iniciais utilizavam preparações de fagos pouco purificadas, 

contaminadas com lisados bacterianos contendo endotoxinas bacterianas, que poderiam ter 

contrariado o efeito dos fagos. A purificação destas preparações fágicas pode ser 

conseguida através de cromatografia de troca iônica, ultracentrifugação com cloreto de césio 

e outras técnicas modernas de purificação proteica (BOGOVAZOVA et al., 1992). Outra 

preocupação relacionada com o uso terapêutico de fagos estritamente líticos prende-se com 

a possibilidade de desenvolvimento de resistência bacteriana aos fagos (HYMAN; ABEDON, 

2010; LABRIE et al., 2010). A resistência bacteriana aos fagos vai desenvolver-se, sem 

qualquer sombra de dúvida, mas segundo alguns pesquisadores (HYMAN; ABEDON, 2010; 

LABRIE et al., 2010; CARLTON, 1999), a taxa de desenvolvimento de resistência aos fagos 

é dez vezes inferior à taxa de desenvolvimento de resistência bacteriana aos antibióticos 

químicos convencionais. 

Uma das enormes vantagens da antibioterapia com fagos relativamente aos 

antibióticos químicos convencionais reside no fato dos primeiros se replicarem diretamente 

no local da infecção, ficando disponíveis em abundância onde são mais necessários. 

Quando comparados com os antibióticos, os fagos apresentam outras vantagens relevantes: 

(i) forte permeabilidade tecidular; (ii) concentração permanentemente elevada no foco da 

infecção, aumentando continuamente na presença de células viáveis do hospedeiro 

bacteriano; (iii) a sua eliminação do foco da infecção ocorre apenas após erradicação da 

bactéria hospedeira; (iv) são totalmente compatíveis com os antibióticos; (v) são 

extremamente específicos contra a bactéria-alvo; (vi) apresentam uma capacidade superior 

de penetração nos biofilmes bacterianos, induzindo a produção de enzimas que hidrolizam a 
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matriz polimérica do biofilme; (vii) a fagoterapia de infecções bacterianas localizadas é 

altamente eficaz; (viii) embora as bactérias possam desenvolver resistência aos fagos, o 

processo de isolar novos fagos líticos é muito mais simples e de menor custo do que 

desenvolver um novo antibiótico; e (ix) a fagoterapia é significativamente mais econômica 

do que a terapia antibiótica, tanto no desenvolvimento como na produção em larga escala 

(WESTWATER et al., 2003). 

Existem várias formas pelas quais podemos distinguir as terapias fágicas. Primeiro, os 

fagos podem ser administrados topicamente, diretamente sobre os tecidos corporais, ou 

oralmente/sistemicamente. Uma segunda forma em que as terapias diferem é na forma de 

entrega dos fagos, com a administração de partículas fágicas livres como forma mais usual 

de entrega, ou então bactérias infectadas com fagos como meio de entrega dos fagos a 

agentes patogênicos intracelulares (BROXMEYER et al., 2002). Existem já na literatura 

científica, algumas referências a sistemas de encapsulação/liberação de bacteriófagos 

(BALCÃO et al., 2010,2013a,2014a,b; PUAPERMPOONSIRI et al., 2009; GOLSHAHI et al., 

2008). 
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1.4.6. Resistência bacteriana e cinética dos bacteriófagos 

 

Os mecanismos de resistência bacteriana aos bacteriófagos estão geralmente 

associados a fenômenos de adaptação bacteriana ao meio, os quais conduzem 

normalmente à perda dos receptores bacterianos específicos de superfície que permitem a 

ligação entre a bactéria e o fago. As bactérias podem também induzir a produção de 

camadas ricas em mucilagem que revestem toda a superfície da bactéria, o que impede o 

contato do fago com o seu receptor respectivo e consequente adorção à superfície da célula 

bacteriana (WITTEBOLE et al., 2013). 

Além disso, as bactérias podem adquirir resistência por contato com fagos lisogênicos 

contendo nas suas sequências genéticas genes que codificam para a resistência bacteriana 

à antibióticos ou toxinas que, após a integração do material genético fágico no genoma da 

bactéria hospedeira, começam a adquirir resistência a elas. Em adição a estes mecanismos, 

as bactérias podem hidrolisar o material genético do fago por endonucleases de restrição 

presentes no seu citoplasma e serem capazes de metilar o seu próprio DNA, que atua como 

um mecanismo de defesa contra fagos. A resistência bacteriana também pode ser causada 

por mutações em genes que codificam proteínas essenciais à replicação do fago, ou que 

sejam necessárias na montagem dos novos viriões (WITTEBOLE et al, 2013; SKURNIK; 

STRAUCH, 2006). No entanto, as resistências bacterianas nem sempre são favoráveis para 

a bactéria, porque o que geralmente acontece é que a resistência pode reduzir o 

desempenho da bactéria ou, se o receptor específico for um fator de virulência, a mutação 

pode inclusive causar uma redução drástica da sua virulência (SKURNIK; STRAUCH, 2006; 

LEVIN; BULL, 2004). 

No que diz respeito à "fagocinética", este parâmetro permite estabelecer a quantidade 

de partículas fágicas que estão disponíveis no local alvo, a fim de executar uma ação 

terapêutica, descrevendo o impacto que o organismo tem sobre os fagos. Este é um 

parâmetro bastante complexo devido à natureza de auto-replicação dos fagos. É importante 

observar que o processo de replicação in vitro de um fago pode ser muito diferente do que 

realmente acontece in vivo, uma vez que a "fagocinética" e os "processos fagodinâmicos" in 

vivo, diferem de fago para fago. Assim, a fagocinética na terapia fágica é muito diferente 

daquela associada aos antibióticos químicos convencionais, apresentando vários 

parâmetros críticos que devem ser considerados: (i) a taxa de adsorção; (ii) período de 

latência; (iii) dose inicial do fago; (iv) tempo crítico; (v) taxa de depuração; (vi) capacidade 

do fago se replicar in situ; (vii) anatomofisiologia do hospedeiro; (viii) as condições 
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ambientais; e (ix) distribuição do fago, o que dependerá do sistema imune do indivíduo 

(SKURNIK; STRAUCH, 2006). 

 

1.4.7. Aplicações da terapia fágica 

 

Ao longo das três últimas décadas, vários estudos científicos têm sido desenvolvidos 

envolvendo a utilização de bacteriófagos, os quais têm demonstrado a capacidade dos 

fagos para infectarem bactérias patogênicas tanto em animais como em seres humanos 

(HUNG et al., 2011). Atualmente, existem alguns modelos experimentais que se destinam à 

administração de bacteriófagos por via intravenosa (IV) ou por via intraperitoneal, e que 

exibem eficácia terapêutica. No entanto, a via IV não é ideal, porque não é possível garantir 

que as soluções de bacteriófagos sejam completamente isentas de pirogênios (MAURA; 

DEBARBIEUX, 2011). Uma vez que a administração de fagos por via IV não é a primeira 

opção, um grupo de pesquisadores tentou administrar um coquetel de fagos (contendo os 

fagos SP15, SP21 e SP22) por via oral, para o tratamento de infecções gastrointestinais 

causadas por Escherichia coli em ratos, sendo que o número de células bacterianas 

detectadas nas fezes foi reduzida substancialmente. No entanto, os efeitos causados por 

estas entidades sobre a flora intestinal e a resposta imune ainda são desconhecidos (TANJI 

et al., 2005). 

Outras formas de administração têm sido estudadas e desenvolvidas com base no 

modelo experimental de aplicação tópica, onde infecções bacterianas da pele podem ser 

tratadas com a aplicação externa simples de um creme contendo as partículas 

bacteriofágicas. No entanto, como no caso da administração oral, os efeitos adversos (se 

existirem) são ainda desconhecidos, tornando-se, portanto, necessário aprofundar o modelo 

(O’FLAHERTY et al., 2005). Mais recentemente, foi selecionada a administração intranasal 

para o tratamento de infecções pulmonares causadas por Pseudomonas aeruginosa ou por 

Klebsiella pneumoniae utilizando os fagos PAK-P1 e SS, respectivamente. No entanto, esta 

abordagem revelou uma eficácia terapêutica relativamente baixa por comparação com a 

administração intraperitoneal, a qual foi confirmada por um estudo comparativo realizado por 

Carmody et al. (2009). 

Neste contexto, um outro estudo científico mostrou que uma única instilação intranasal 

contendo o bacteriófago PAK-P1 é suficientemente eficaz para prevenir a infecção por um 

período de 24 horas. Mais recentemente, o mesmo resultado foi obtido mas com o fago P3-

CHA, que é capaz de eliminar e prevenir infecções pulmonares agudas causadas por 

Pseudomonas aeruginosa multi-resistente, isolada a partir de um paciente com fibrose 
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cística num hospital na França (MAURA; DEBARBIEUX, 2011; MORELLO et al., 2011; 

DEBARBIEUX et al., 2010; CHHIBBER et al., 2008). 

Em 2009, a FDA autorizou a fase I de ensaios clínicos envolvendo o uso de um 

coquetel de fagos aplicado em úlceras venosas, o qual teve como principais alvos as 

bactérias Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Os 

resultados deste ensaio clínico demonstraram que o coquetel fágico referido foi seguro e 

eficaz, por comparação com o grupo controle (MAURA; DEBARBIEUX, 2011; RHOADS et 

al., 2009). Também em 2009, um ensaio clínico de fase II foi realizado na Grã-Bretanha pela 

empresa Biocontrol Ltd., tendo demonstrado a eficácia da terapia fágica no tratamento da 

otite crônica causada por Pseudomonas aeruginosa multi-resistente (MAURA; 

DEBARBIEUX, 2011; WRIGHT et al, 2009). 

Estudos recentes indicam que um número de partículas fágicas entre 102-103 unidades 

formadoras de placas (UFP) é adequado para induzir a replicação e ação terapêutica em 

106-109 unidades formadoras de colônias (UFC) bacterianas por mililitro (PARRACHO et al., 

2012; RHOADS et al., 2009; WRIGHT et al. 2009). 

Nos ensaios clínicos mencionados anteriormente, foram usadas preparações contendo 

bacteriófagos e, para que estas sejam eficazes e usadas com propósitos clínicos, é 

necessário promover a padronização das metodologias utilizadas, bem como controlar a 

qualidade final das preparações a serem utilizadas. Assim, deve haver uma caracterização 

adequada e monitorização das preparações fágicas para aplicação clínica, através de várias 

técnicas, como por exemplo: (i) sequenciação do DNA fágico; (ii) microscopia eletrônica de 

varredura e de transmissão; e (iii) Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Todos os 

bacteriófagos utilizados em ensaios clínicos realizados em seres humanos devem ser 

estritamente líticos e caracterizados pelas técnicas anteriormente referidas. As preparações 

bacteriofágicas devem ter uma estabilidade adequada, e as condições do seu 

armazenamento devem ser otimizadas: a preparação fágica não deve ser exposta a 

variações extremas de temperatura, pH e umidade relativa. Adicionalmente, todas as 

preparações fágicas utilizadas em ensaios clínicos devem ser esterilizadas por meio de 

procedimentos devidamente validados. Todos estes parâmetros são essenciais para garantir 

a segurança, eficácia e pureza da preparação fágica (JOŃCZYK et al., 2011; YANG et al., 

2010). 

A longo prazo, espera-se que ocorra (pelo menos parcialmente) uma renovação do 

sistema que é utilizado atualmente pela indústria farmacêutica, uma vez que o modelo 

aplicado hoje em dia não é o mais adequado ou compatível com a terapia fágica. Neste 

contexto, foram desenvolvidos dois modelos que podem ser utilizados em terapia fágica: (i) 
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o desenvolvimento convencional de medicamentos, ou (ii) a abordagem tradicional “feito sob 

medida" (ou tailor-made). Assim, neste momento, a comunidade científica questiona se seria 

rentável produzir preparações de fagos em grande escala e comercializá-las como fármacos 

convencionais, envolvendo custos de produção elevados e vários meses ou mesmo anos de 

desenvolvimento, como acontece com o modelo de desenvolvimento convencional de 

fármacos, ou se o mais adequado seria optar por um modelo racional, personalizado e 

flexível realizado em hospitais, como é o caso da abordagem tradicional “feito sob medida", 

envolvendo redução de custos e com desenvolvimento em apenas alguns dias ou semanas 

(PIRNAY et al., 2011, 2012; KUTTER et al., 2010; MERABISHVILI et al., 2009). 

A terapia fágica não é exclusivamente dirigida aos cuidados de saúde, sendo também 

dirigida para a indústria alimentícia. Apesar de constituirem um autêntico "quebra-cabeças" 

na produção de produtos de fermentação, tais como queijos e iogurtes, por eliminarem as 

bactérias necessárias para a sua produção, os fagos são usados para destruir os agentes 

patogênicos de origem alimentar. Existem atualmente vários produtos à base de fagos 

disponíveis no mercado, aprovados pela FDA, com o objetivo de controlar e/ou prevenir 

infecções bacterianas em processos de produção de alimentos. A comercialização de 

produtos à base de bacteriófagos para uso na agricultura, pecuária e em alimentos já foi 

autorizada por alguns países nos continentes americano e europeu, podendo citar-se como 

exemplo o LISTEX P100™, preparação bacteriofágica com amplo espectro lítico de ação 

contra Listeria monocytogenes, utilizada inclusive no Brasil desde 2012 na fabricação de 

queijos, embutidos e outros produtos alimentícios (CHAN et al., 2013; MAURA; 

DEBARBIEUX, 2011; HAGENS; LOESSNER, 2010; O’FLAHERTY et al., 2009). 

Atualmente, existem preparações fágicas contra vários tipos de bactérias (como 

Escherichia coli e Salmonella spp.) para serem utilizadas em alimentos de origem animal e 

administradas antes do gado e frangos serem abatidos. A Intralytix, uma empresa 

americana direcionada para as áreas alimentícia, de saúde humana e animal, bem como 

para as questões ambientais, desenvolveu inúmeras preparações de fagos que podem ser 

utilizadas no controle e prevenção de bactérias responsáveis pela contaminação dos 

alimentos, a saber: (i) ListShield™, para o controle de listeriose, autorizada pela FDA em 

Agosto de 2006; (ii) EcoShield ™, usada para evitar a contaminação dos alimentos por 

Escherichia coli; e (iii) SalmoFresh™, que reduz a contaminação causada por Salmonella 

em alimentos (INTRALYTIX, 2016; BALOGH et al., 2010; HAGENS; LOESSNER, 2010; 

ATTERBURY, 2009). 

TechnoPhage e Innophage são duas empresas portuguesas que promovem a 

pesquisa e desenvolvimento de novos produtos com base nas propriedades únicas dos 

bacteriófagos, direcionados para o tratamento, diagnóstico e prevenção de infecções 
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bacterianas dentro das comunidades, hospitais e indústria alimentícia (INNOPHAGE, 2016; 

TECHNOPHAGE SA, 2016). 

Os avanços tecnológicos recentes neste campo abriram portas à possibilidade de 

personalizar os bacteriófagos, melhorando algumas das suas características, como: (i) 

expandir a capacidade de penetração dos bacteriófagos nos biofilmes bacterianos; (ii) 

aumentar a potência e eficácia dos bacteriófagos; (iii) adaptar o espectro de atividade dos 

bacteriófagos para infecções provocadas por inúmeras espécies e cepas bacterianas; e (iv) 

tornar os bacteriófagos mais estáveis e específicos (MAURA; DEBARBIEUX , 2011; 

POUILLOT et al., 2010; SOTO; RATNA, 2010; LU e COLLINS, 2009). 

Nos Estados Unidos da América está atualmente em estudo a possibilidade de 

integrar bacteriófagos nas águas de esgoto e no sistema de tratamento de água potável, 

envolvendo o isolamento de fagos presentes nas águas de esgoto através de filtros de nylon 

e, subsequentemente, a aplicação destes no esgoto e na água para consumo, contribuindo 

desta forma com o aumento da qualidade e promoção da saúde pública, prevenindo a 

proliferação de bactérias multi-resistentes (POTERA, 2013; TAMAKI et al., 2012). 

 

1.5. Terapêutica por nebulização 

 

A terapêutica por nebulização refere-se à entrega de um determinado composto 

terapêutico no organismo através das vias respiratórias, numa forma nebulizada 

(GOLSHAHI et al., 2008). Apesar do trato respiratório oferecer uma grande área de 

absorção, a grande maioria dos aerossóis é desenvolvida para uso tópico. A grande 

vantagem no uso dos aerossóis reside na entrega de elevadas concentrações de compostos 

terapêuticos diretamente na zona alvo. Desta forma, consegue produzir-se uma resposta 

terapêutica com uma dose menor de fármaco do que se este fosse administrado por via 

sistêmica. Outra vantagem desta forma de administração de compostos farmacêuticos é a 

rapidez com que estes chegam ao local intencionado de ação (BALCÃO; VILA, 2015; 

BALCÃO et al., 2010, 2014a,b). 

Antibióticos e bacteriófagos podem ser administrados localmente em doentes com 

infecções pulmonares, como no caso de pneumonia bacteriana por Pseudomonas 

aeruginosa em pacientes imunocomprometidos (BALCÃO et al., 2010; 

PUAPERMPOONSIRI et al., 2009; GOLSHAHI et al., 2008). A deposição do aerossol é 

conseguida através de três mecanismos-chave, (i) o impacto da inércia, (ii) sedimentação, e 

(iii) difusão. Estes três mecanismos reagem de forma diferente, dependendo do agente 
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terapêutico utilizado e do local de ação na árvore pulmonar. O impacto da inércia é o 

principal mecanismo responsável pela deposição de partículas com tamanho superior a 3 

µm, que só atingem o trato respiratório superior (GOLSHAHI et al., 2008; HORHOTA; SAIM, 

1998) (ver Figura 5). 

 

Figura 5. Representação do amostrador de Andersen (a), que simula a deposição de partículas de 

diferentes tamanhos no trato respiratório humano (b). 

 
Fonte: adaptado de HORHOTA e SAIM (1998). 

 

Aerossóis cujas partículas apresentam tamanho compreendido entre 1 e 3 µm estão 

sujeitos a sedimentação gravitacional. O mecanismo dominante para partículas menores, de 

tamanhos inferiores a 0,5 µm, é a difusão através de movimentos Brownianos. A quantidade 

de agente terapêutico descarregado no local intencionado de ação depende ainda das 

propriedades físico-químicas do aerossol e de fatores inerentes ao próprio paciente, que 

incluem a capacidade de ventilação, estado das vias respiratórias e mecanismos 

pulmonares. A deposição do aerossol depende de características tais como, diâmetro das 

partículas, densidade, carga elétrica, higroscopia, forma e velocidade do aerossol. Estas 

características dependem, por sua vez, do agente terapêutico utilizado, da formulação 

escolhida e do aparelho nebulizador. 

O fator mais importante na entrega de um determinado composto terapêutico nos 

pulmões é, portanto, o tamanho da partícula. Uma partícula com diâmetro superior a 5 µm é 

filtrada e retida no trato respiratório superior. Partículas com tamanho inferior a 2 µm são 

consideradas ideais, visto que conseguem atingir o trato respiratório inferior (GOLSHAHI et 

al., 2008). As características físico-químicas do agente terapêutico desempenham também 
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um papel muito importante na penetração do aerossol. Agentes higroscópicos tendem a 

aumentar de tamanho em contato com umidade, o que pode afetar a eficácia da entrega do 

agente terapêutico. Micropartículas com formas mais aerodinâmicas tendem a ter maior 

capacidade de penetração. A velocidade com que o aerossol é descarregado também afeta 

a fração de agente terapêutico entregue no trato respiratório inferior. Se o aerossol for 

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

(GOLSHAHI et al., 2008). 

Diversos estudos foram publicados sobre a nebulização e aerossolização de 

bacteriófagos para ação direta no local de infecções pulmonares. Semler e colaboradores 

(2014) avaliaram, em ratos, a eficácia terapêutica de bacteriófagos líticos para o complexo 

Burkholderia cepacia em doenças respiratórias, com administração paralela via aerossol e 

via intraperitoneal, tendo concluído que a entrega por aerossolização foi mais eficaz na 

diminuição da carga bacteriana alojada nos pulmões. A nebulização do coquetel 

Pyophage™ foi eficaz no tratamento de uma criança com fibrose cística, infectada com 

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, segundo Abedon et al. (2011) e 

Kvachadze et al. (2011). 

 

1.6. Emulsões múltiplas do tipo A/O/A e estabilização proteica 

 

Genericamente falando, as emulsões, considerando nanoemulsões e microemulsões, 

são sistemas formados quando óleo e água são misturados com quantidades relativamente 

grandes de tensoativo iônico misturado com um álcool de cadeia carbonada média. Existem, 

neste contexto, as emulsões simples e as emulsões múltiplas. Devido à sua estrutura 

interna compartimentalizada, as emulsões múltiplas do tipo A/O/A apresentam importantes 

vantagens sobre as emulsões simples óleo-em-água (O/A) ou água-em-óleo (A/O) para a 

encapsulação de biomoléculas, tais como a capacidade de transportar tanto moléculas 

polares como moléculas não polares, e um maior controle sobre a liberação de moléculas 

terapêuticas (HANSON et al., 2008; PAYS et al., 2002; DAVIS; WALKER, 1987). 

Nanoemulsões são dispersões onde o tamanho das gotas dispersas está em escala 

nanométrica, na qual a faixa de tamanhos hidrodinâmicos está compreendida entre 10 e 500 

nanômetros. Este pequeno tamanho de gotículas dispersas confere-lhes estabilidade, 

evitando processos de cremeação (SIGWARD et al., 2013; FRYD; MASON, 2012; 

SCHWARZ et al., 2012; DEVARAJAN; RAVICHANDRAN, 2011). 

As nanoemulsões múltiplas são sistemas heterogêneos, onde dois líquidos imiscíveis 

são misturados e estabilizados por agentes emulsificantes (GLASSER et al., 2016a,b; 
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BALCÃO et al., 2010). Estas nanoemulsões podem ser do tipo água-em-óleo-em-água 

(A/O/A) ou óleo-em-água-em-óleo (O/A/O). Nos sistemas A/O/A, pequenas vesículas 

aquosas são retidas no interior de vesículas lipídicas maiores que, por sua vez, estão 

dispersas numa fase aquosa (externa) contínua. O sistema A/O/A tem vantagens 

relativamente ao sistema O/A/O visto que o primeiro tem água na sua fase externa, 

permitindo por isso uma maior gama de aplicações. As nanoemulsões múltiplas possuem 

várias vantagens, destacando-se a biocompatibilidade e a total biodegradabilidade 

(BALCÃO et al., 2010). Podem ser usadas para reter tanto compostos hidrofílicos como 

compostos hidrofóbicos, para direcionamento de fármacos, para mascarar sabores 

desagradáveis conferidos por algumas moléculas bioativas, para prolongar a liberação de 

um determinado ingrediente ativo, para melhorar a dissolução ou solubilização de materiais 

insolúveis, funcionando ainda como proteção de moléculas ativas sensíveis ou como capa 

de invisibilidade (stealth) para evasão ao sistema imunológico (BALCÃO; VILA, 2015). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Estabilização estrutural e funcional de partículas bacteriofágicas no núcleo aquoso 

interno de uma emulsão múltipla do tipo A/O/A, para preparação de sistema bioterapêutico 

com potencial para o tratamento inalatório de pneumonia bacteriana. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

Especificamente, o trabalho de pesquisa almejou a: 

 

 Propagação de bacteriófago (JG004, DSM 19871) estritamente lítico em hospedeiro 

bacteriano específico Pseudomonas aeruginosa (DSM 19880) e purificação do 

mesmo com produção de suspensão bacteriofágica concentrada; 

 Preparação de emulsão múltipla A/O/A, partindo de formulação previamente 

otimizada estatisticamente, aprisionando as partículas bacteriofágicas no seu 

núcleo aquoso interno; 

 Quantificação da eficiência de encapsulação das partículas bacteriofágicas; 

 Análise do potencial antimicrobiano (in vitro) da(s) emulsão(ões) múltiplas e da 

formulação isotônica com elas formulada; 

 Caracterização físico-química (crio/NS-MET, FTIR, XRD, DLS (HS, ZP, PI), NTA, 

TG, DSC, pH); 

 Formulação de uma solução isotônica utilizando a emulsão múltipla contendo 

bacteriófagos estabilizados no seu núcleo aquoso interno; 

 Avaliação (in vitro) do potencial de citotoxicidade, genotoxicidade e estresse 

oxidativo da(s) emulsão(ões) múltiplas e da formulação isotônica. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

O avanço das infecções causadas por cepas bacterianas resistentes aos antibióticos e 

a fraca penetração dos antibióticos em biofilmes bacterianos traz a necessidade de 

desenvolvimento de alternativas seguras e efetivas para tratamentos antimicrobianos. 

A terapia fágica apresenta-se como uma alternativa, ou complemento, aos antibióticos 

convencionais, e a estabilização estrutural e funcional de bacteriófagos estritamente líticos 

para Pseudomonas aeruginosa em sistemas de emulsão múltipla A/O/A (Ain-O-Aext) 

demonstra ser uma tecnologia promissora para a veiculação das partículas bacteriofágicas 

visando o tratamento por nebulização de pneumonia causada por Pseudomonas 

aeruginosa. 
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL 

 

4.1. Material 

 

4.1.1. Material biológico 

 

Bacteriófago: JG004 (DSMZ collection, ref. DSM 19871), estritamente lítico contra 

Pseudomonas aeruginosa, adquirido do Instituto Leibniz DSMZ - Coleção alemã de 

microrganismos e cultura de células (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmmH, Braunschweig, Alemanha). Bactéria hospedeira: Pseudomonas 

aeruginosa (DSMZ collection, ref. DSM 19880), adquirida do Instituto Leibniz DSMZ. 

Linhagens celulares: Células de pulmão normal de hamster chinês (linhagem V79-4, BCRJ 

cod.: 0244, Banco de Células do Rio de Janeiro, Duque de Caxias RJ, Brasil), células 

epiteliais de carcinoma de pulmão humano, caucasiano (linhagem A549, BCRJ cod.: 0033, 

Banco de Células do Rio de Janeiro, Duque de Caxias RJ, Brasil), fibroblastos de embrião 

de camundongo albino suíço (3T3, BCRJ cod.: 0017, Banco de Células do Rio de Janeiro, 

Duque de Caxias RJ, Brasil). As células foram mantidas a 37 °C sob atmosfera úmida com 

5% CO2, em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) contendo D-glucose (4.5 

g/L), L-glutamina (584.0 mg/L), piruvato de sódio (100 mg/mL) e bicarbonato de sódio (3.7 

g/L) (Gibco Life Technologies, Alto de Pinheiros, São Paulo/SP, Brasil), suplementado com 

10% de soro fetal bovino e 1% de antibióticos (penicilina e sulfato de estreptomicina). 

 

4.1.2. Reagentes e consumíveis 

 

Lipídeos: Softisan100™ (glicerídeos hidrogenados de coco consistindo 

exclusivamente em ácidos graxos saturados de origem vegetal com tamanhos de cadeia 

carbonada entre C10 - C18) foi uma oferta da Sasol (Sasol Olefins & Surfactants GmbH, 

Hamburgo, Alemanha). O glicerol (anidro) foi adquirido da Fluka (Steinheim, Alemanha). 

Surfactantes: O Tween 80 foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis MO, E.U.A.). O 

Kolliphor P188™ (anteriormente Lutrol F68™, ou poloxâmero 188) foi uma oferta da BASF 

ChemTrade GmbH (Ludwigshafen, Alemanha). A fosfatidilcolina de soja (lecitina) foi 

adquirida da Alamar Tecno-Científica Ltda (Diadema/SP, Brasil). Outros reagentes: O 

ácido clorídrico comercial (HCl a 37%, m/m) foi adquirido da ECIBRA Reagentes Analíticos 
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(Curitiba/PR, Brasil). O fosfato de sódio dibásico anidro, o fosfato de sódio monobásico, o 

cloreto de cálcio e o cloreto de sódio foram adquiridos da Dinâmica Química 

Contemporânea Ltda (Diadema/SP, Brasil). O Nipagin™ (metilparabeno) e o sulfato de 

magnésio foram adquiridos da Labsynth (Diadema/SP, Brasil). Os meios de cultura Luria 

Bertani Broth, Miller (LB Broth) foram adquiridos da HiMedia Laboratories Pvt. Ltd (Mumbai, 

Índia) e o ágar sólido foi adquirido da Gibco Diagnostics (Madison WI, EUA). O sistema de 

filtração esterilizante Stericup®-GP, com membrana polietersulfônica (PES) com 0,22 µm de 

tamanho de poro foi gentilmente cedido pela Merck-Millipore (Darmstadt, Alemanha). A água 

foi ultra-purificada num sistema Milli-Q Elga Purelab (Molsheim, França) até uma 

condutividade final de cerca de 18.2 MΩ.cm-1. Os solventes utilizados foram todos de grau 

analítico ou superior, sem qualquer tipo de purificação adicional. O kit de apoptose Tali® 152 

foi adquirido da Invitrogen (Carlsbad CA, E.U.A.). O MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide), o dimetilsulfóxido (DMSO) e a tripsina foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich (St. Louis MO, E.U.A.). 

 

4.1.3. Equipamentos analíticos e outros 

 

Para a propagação e purificação do bacteriófago e determinação da atividade 

antimicrobiana foram realizados no LAPETOX (UNISO) onde foram utilizados cabine de 

fluxo laminar (TROX do Brasil Ltda, São Paulo, Brasil), autoclave (modelo AV Plus, Phoenix 

Luferco, Araraquara, Brasil), estufa de incubação microbiológica da FANEM (modelo 502, 

São Paulo, Brasil), e centrífuga (modelo 5T16R, Thermo Scientific, Massachusetts, E.U.A.). 

Todas as leituras de pH foram realizadas num pH-metro da Tecnal (Piracicaba/SP, Brasil) 

com eletrodo de pH (modelo SC09, Sensoglass, São Paulo, Brasil). Nas etapas de 

homogeneização da suspensão concentrada de partículas bacteriofágicas foi também 

utilizado um vortex da FISATOM (modelo 774, São Paulo, Brasil). Para a produção da 

emulsão múltipla A/O/A foi utilizado um homogenizador UltraTurrax (modelo T25D, IKA 

Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Alemanha), placa de aquecimento (modelo TE 0181, 

Tecnal, Piracicaba, Brasil) e placa agitadora (CentralLab, Alagoas, Brasil). Nas 

determinações analíticas de potencial Zeta, tamanho hidrodinâmico e índice de 

polidispersão, foi utilizado um sistema DLSZetaPALS Plus (modelo NanoBrook 90PlusPALS, 

Brookhaven Instruments, Holtsville NY, E.U.A.), onde os equipamentos utilizados nesta 

etapa pertencem ao LaBNUS-UNISO (Parque Tecnológico de Sorocaba). A caracterização 

termogravimétrica das emulsões múltiplas foi realizada por análise termogravimétrica (TG) 

enquanto as análises térmicas foram realizadas num calorímetro diferencial de varredura 
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(DSC) no laboratório do Instituto de Química da UNICAMP (IQ-UNICAMP, Campinas). As 

análises de TG foram realizadas num termogravímetro da TA Instruments (modelo 2050, 

New Castle, E.U.A.), enquanto as análises de DSC foram realizadas num microcalorímetro 

diferencial de varredura também da TA Instruments (modelo MDSC 2910, New Castle, 

E.U.A.). Todas as análises de microscopia eletrônica de transmissão (MET) foram 

realizadas no LNNANO (CNPEM, Campinas) em um microscópio eletrônico de transmissão 

(MET) da JEOL (modelo TEM-1400Plus, Tokyo, Japão),equipado com filamento de 

hexaboreto de lantano (LaB6), operando a 120kV; o microscópio estava equipado com uma 

câmera CCD de alta resolução da GATAN Inc. (modelo MultiScan 794, Pleasanton CA, 

E.U.A.) com resolução de 1k x 1k pixels para aquisição de imagens digitais. As amostras 

para as análises por TEM foram preparadas em grelhas de carbono Lacey tipo A com malha 

de cobre de 400 mesh (Ted Pella Inc., Redding CA, E.U.A.), previamente sujeitas ao 

procedimento de descarga luminescente num equipamento easiGlow da PELCO (Redding 

CA, E.U.A.). As amostras foram vitrificadas num equipamento robotizado Vitrobot Mark IV 

(FEI, Eindhoven, Holanda), para análises porCrio-MET. Para a análise de resultados 

(imagens de TEM e medidas), foi utilizado o software Digital Micrograph (Gatan Inc., 

Pleasanton CA, E.U.A.).Os espectros de infravermelho foram obtidos num 

espectrofotômetro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) da AGILENT 

(modelo Cary 630, Santa Clara CA, E.U.A.) e os difratogramas de raios-X foram obtidos num 

difratômetro de raios-X (XRD) da Shimadzu (modelo XRD7000, Kyoto, Japão), 

equipamentos pertencentes ao IQ-UNICAMP. As análises de nanopartículas por 

rastreamento (NTA) foram realizadas num dispositivo NanoSight da Malvern Instruments Ltd 

(modelo LM14C, Worcestershire, Reino Unido)equipado com câmera CMOS e controle de 

temperatura da amostra pelo software NanoSight, versão 3.1 (Malvern Instruments Ltd., 

Worcestershire, Reino Unido), equipamento pertencente ao Departamento de Engenharia 

Ambiental da UNESP (campus Sorocaba). Todas as análises espectrofotométricas foram 

realizadas num espectrofotômetro UV-Vis da Perkin Elmer (modelo Lambda 3s, Waltham 

MA, E.U.A.) no LAPETOX (UNISO, Sorocaba). As leituras de viabilidade celular nos ensaios 

de MTT foram realizadas num leitor de microplacas ELISA da Robonik India Private LTD. 

(modelo Readwell PLATE, Maharashtra, India). As análises de microscopia ótica para os 

ensaios Cometa™ foram realizadas num microscópio óticoda Zeiss (modelo Axiovert-60, 

Carl-Zeiss, Göschwitzer Str., Jena, Alemanha), no laboratório de Biotecnologia da UNISO 

(Sorocaba). 
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4.2. Procedimentos experimentais 

 

4.2.1. Propagação e purificação do concentrado bacteriofágico 

 

4.2.1.1. Preparação dos meios de cultura e tampão fágico 

 

Meio líquido LB Broth: 25 g de meio de cultura Luria Bertani Miller foram dissolvidos 

em 1000 mL de água ultrapura, em balão volumétrico de 1000 mL, sendo a solução 

resultante transferida para um frasco Schott de 1000 mL e esterilizada em autoclave à 127 

°C por 20 minutos; Bottom ágar: 25 g de meio de cultura Luria Bertani Miller e 16 g de ágar 

bacteriológico foram dissolvidos em 1000 mL de água ultrapura em balão volumétrico de 

1000 mL, sendo a solução resultante transferida para um frasco Schott de 1000 mL e 

esterilizada em autoclave a 127 °C por 20 minutos; Top ágar: 25 g de meio de cultura Luria 

Bertani Miller e 7 g de ágar bacteriológico foram dissolvidos em 1000 mL de água ultrapura 

em balão volumétrico de 1000 mL, sendo a solução resultante transferida para um frasco 

Schott de 1000 mL e esterilizada em autoclave à 127 °C por 20 minutos; Tampão fágico: 7 

g de K2HPO4, 3 g de KH2PO4, 5 g de NaCl, 0,1204 g de MgSO4, e 0,1110 g de CaCl2 foram 

dissolvidos em 1000mL de água ultrapura em balão volumétrico de 1000 mL (produzindo 

assim uma solução contendo 40.19 mM K2HPO4, 22.05 mM KH2PO4, 85.55 mM NaCl, 1.00 

mM MgSO4 e 1.00 mM CaCl2), sendo a solução resultante transferida para um frasco Schott 

de 1000 mL e esterilizada em autoclave à 127 °C por 20 minutos. 

 

4.2.1.2. Obtenção da suspensão bacteriana de Pseudomonas aeruginosa DSM 19880 

 

A cepa bacteriana pura de Pseudomonas aeruginosa DSM 19880, com grau de 

perigosidade de nível 2, obtida liofilizada em ampolas de vidro seladas da DSMZ (Deutsche 

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmmH, Braunschweig, Alemanha), foi 

reidratada seguindo orientações do fabricante. Sob condições assépticas em capela de 

segurança biológica de classe 2, do tipo II, ao conteúdo liofilizado da ampola foram 

adicionados 500 µL de caldo LB Broth, agitado suavemente até total dispersão do liofilizado 

e o conteúdo total da ampola transferido para um tubo de ensaio contendo 4,5 mL de caldo 

LB Broth esterilizado (ver Figura 6). Após uma suave homogeneização em vórtex, foram 

retirados 1000 µL com micropipeta Gilson e ponteira estéril, vertidos sobre uma placa de 
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Petri contendo 25 mL de Bottom ágar solidificado (Luria Bertani) e espalhados na superfície 

do meio sólido. Tanto o tubo de ensaio como a placa de Petri foram então incubados em 

estufa à 37 °C por 24 horas. Esta cultura bacteriana foi repicada semanalmente até o 

término do trabalho experimental, de forma a manter a viabilidade bacteriana e a fase 

exponencial de crescimento da mesma (ver Figura 6). 

Para a preparação da suspensão bacteriana que seria utilizada na propagação das 

partículas bacteriofágicas, uma única unidade formadora de colônia (UFC) foi removida da 

placa de Petri com alça estéril, inoculada em tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo LB 

Broth e incubada em estufa à 37 °C por 18 horas (ver Figura 6). 

 

Figura 6. Representação esquemática das etapas laboratoriais de preparação da suspensão 

bacteriana de Pseudomonas aeruginosa DSM 19880. 

 

Fonte: elaboração própria. 
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4.2.1.3. Propagação e purificação das partículas bacteriofágicas JG004 (DSM 19871) 

 

O bacteriófago utilizado neste trabalho de pesquisa (fago JG004, ref. DSM 19871) foi 

propagado utilizando um microrganismo hospedeiro específico, a Pseudomonas aeruginosa 

(ref. DSM 19880), cultivada em meio líquido LB Broth (ver Figura 5). Para a propagação do 

bacteriófago JG004 (suspensão concentrada com lisado bacteriano adquirida à DSMZ 

(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmmH, Braunschweig, 

Alemanha), a suspensão concentrada com lisado bacteriano (mantida à 4 °C) foi diluída em 

série (1x10-1 - 1x10-10) em tampão fágico estéril (100 µLsuspensão bacteriofágica+900 µLtampão fágico), 

em duplicata (ver Figura 7). Numa série de tubos de ensaio contendo 4 mL de LB top ágar 

esterilizado (mantidos à 40 °C), foram adicionados 300 µL de uma cultura líquida de 

Pseudomonas aeruginosa (preparada com uma diluição de 1000 µL da suspensão 

bacteriana inoculada anteriormente em 9000 µL de caldo LB Broth) e foram adicionados 

1000 µL de uma dada diluição fágica decimal. Cada mistura resultante foi suavemente 

agitada e imediatamente vertida e espalhada em diferentes placas de Petri de 90 mm de 

diâmetro contendo 25 mL de LB bottom ágar solidificado. As placas foram então incubadas 

durante a noite à 37 °C (ver Figura 7). 

 
Figura 7. Representação esquemática das etapas laboratoriais de propagação das partículas 

bacteriofágicas JG004 (DSM 19871) no seu hospedeiro específico Pseudomonas aeruginosa DSM 

19880. 

 
Fonte: elaboração própria.   
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Após incubação, todas as placas de Petri foram inspecionadas visualmente para a 

presença de unidades formadoras de placas (PFUs, halos de inibição de crescimento) e, 

para aquelas onde se verificou lise completa do tapete bacteriano ou onde eram visíveis 

PFUs, procedeu-se à purificação das partículas fágicas (ver Figura 8). Para tal, foram 

adicionados 3 mL de tampão fágico estéril a cada placa e as mesmas isoladas com 

Parafilm™ (para impedir a desidratação do meio de cultura e evaporação do tampão fágico), 

tendo estas sido incubadas novamente durante 3 horas à temperatura ambiente. Após este 

período de tempo, as placas de Petri foram abertas em cabine de segurança biológica de 

classe 2, tipo II, a camada de top ágar foi fragmentada arrastando suavemente uma alça 

estéril (ver Figura 8), e a mistura de top ágar e tampão fágico recolhida para um tubo Falcon 

estéril de 50 mL. Os debris celulares e o ágar foram então removidos por centrifugação a 

5500 rpm durante 15 min à 4 °C. O sobrenadante foi então cuidadosamente removido e 

filtrado a vácuo através de um sistema de filtração esterilizante Stericup®-GP (equipado com 

membrana PES de 0,22 µm de tamanho de poro). A solução estéril resultante constituiu 

assim a suspensão estoque concentrada de partículas bacteriofágicas JG004, tendo sido 

armazenada à 4 °C até utilização (ver Figura 8). 

 
Figura 8. Representação esquemática das etapas laboratoriais de purificação das partículas 

bacteriofágicas JG004 (DSM 19871) propagadas no seu hospedeiro específico Pseudomonas 

aeruginosa DSM 19880. 

 
Fonte: elaboração própria.   
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4.2.1.4. Determinação do título fágico 

 

Para determinação da concentração de partículas bacteriofágicas na suspensão 

estoque concentrada, o procedimento de propagação foi repetido, mas com pequenas 

diferenças, no plaqueamento de uma camada de top ágar contendo 100 µL de uma dada 

diluição decimal da suspensão estoque de fagos em tampão fágico e 300 µL da suspensão 

bacteriana, em placas de Petri de 90-mm de diâmetro contendo 25 mL de bottom ágar 

solidificado (Luria-Bertani ágar) (ver Figura 9). Este procedimento foi realizado em triplicata, 

com cada placa de Petri a ser incubada durante 24 h a uma temperatura diferente, i.e. 30 

°C, 37 °C e 25 °C, por forma a verificar a temperatura ótima para a infecção fágica 

bacteriana. Após incubação, as placas de Petri foram inspecionadas visualmente para a 

presença de placas fágicas e o número de unidades formadoras de placas (PFU's) foi 

devidamente registrado em cada tapete bacteriano, após o que a Equação (1) foi aplicada 

para calcular a concentração de partículas fágicas. 

 

Concentração de partículas fágicas (PFU/mL) = Número de PFU's × 1
Diluição

×
1

Vinóculo (mL)   (1) 

 

Figura 9. Representação esquemática das etapas laboratoriais de quantificação do título fágico na 

suspensão concentrada de bacteriófago JG004 produzida a partir da sua propagação no hospedeiro 

específico Pseudomonas aeruginosa DSM 19880. 

 

Fonte: elaboração própria. 
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4.2.2. Preparação da emulsão múltipla do tipo água-em-óleo-em-água (A/O/A) contendo 

partículas bacteriofágicas encapsuladas 

 

A suspensão concentrada de partículas bacteriofágicas foi incorporada em uma 

formulação de emulsão múltipla do tipo A/O/A que teve como ponto de partida as 

formulações já otimizadas estatisticamente de acordo com um planejamento fatorial 

completo do tipo 23x31, pelo Professor Doutor Victor Balcão e pela Mestre Cássia Antunes 

Glasser (GLASSER et al., 2016a,b). Foram produzidas formulações contendo duas 

concentrações de suspensão concentrada de partículas bacteriofágicas, 10µL (ME10) 

contendo 1,5751x107 viriões e 1000µL (ME1000) contendo 1,5751x109 viriões (ver Quadro 

2). 

O processo para produzir as emulsões múltiplas do tipo água-em-óleo-em-água 

(A/O/A) contendo entidades proteicas aprisionadas no núcleo aquoso interno foi realizado 

em dois ciclos de homogeneização a alta velocidade de rotação, utilizando um 

homogeneizador UltraTurrax (modelo T25D da IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, 

Alemanha) à temperatura constante de 39 °C (ver Figura 10). 

 
Figura 10. Configuração experimental utilizada no preparo das emulsões múltiplas do tipo A/O/A, 

consistindo num homogeneizador UltraTurrax acoplado a uma placa de aquecimento com banho-

maria à 39 °C. 

 
Fonte: Elaboração própria.   
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Foram preparadas duas emulsões sequencialmente, uma emulsão primária (simples) 

(Ain/O), seguido de emulsificação desta emulsão numa outra fase aquosa (externa) (Aext), 

formando assim uma (segunda) emulsão (múltipla) do tipo água-em-óleo-em-água 

(Ain/O/Aext) (ver Figura 11). 

 

Figura 11. Representação esquemática do método de emulsificação em duas etapas para a 

produção de emulsões múltiplas do tipo A/O/A. 

 

Fonte: adaptado de BALCÃO et al. (2015). 

 

4.2.2.1. Preparação da emulsão primária (Ain/O) 

 

Em banho-maria a uma temperatura de aproximadamente 39 °C (± 0,5 °C) fundiu-se o 

lipídeo (Softisan 100™, 500 mg) e o emulsificante lipofílico (lecitina de soja, 375 mg) num 

mesmo béquer, juntamente com glicerol (5 mL) (constituíndo a fase Oleosa) e, num outro 

béquer, a fase aquosa interna (Ain) contendo as partículas bacteriofágicas (5 mL HCl 20 mM 

(ME1) ou 20 µL HCl 1000 mM (ME2) e 50 mg Tween 80™ (ME1) ou 10 mg Tween 80™ 

(ME2), acrescido de 50 µL (ME1) ou 1000 µL (ME2) de suspensão bacteriofágica 

concentrada) foi termostatizada à mesma temperatura. Depois de completada a fusão da 

fase Oleosa e aquecimento da fase aquosa interna, 1000 µL de Ain (ME1) ou o volume total 

de Ain (ME2) foram adicionados à fase Oleosa, seguido de homogeneização com o 

UltraTurrax (10 min à 12500 rpm), mantendo a temperatura de 39 °C, formando assim uma 

emulsão Ain/O.   



67 
 
4.2.2.2. Preparação da emulsão múltipla do tipo (Ain/O)/Aext 

 

No final do primeiro ciclo de homogeneização, após formação de uma emulsão 

primária do tipo água-em-óleo (A/O), metade da fase aquosa externa (Aext) (mantida à 39 

°C) contendo o poloxâmero 188 (preparada dissolvendo 250 mg de poloxâmero 188 e 50 mg 

de metilparabeno em 41.5 mL água ultrapura) foi adicionada lentamente à emulsão primária 

seguindo-se novo ciclo de homogeneização à alta velocidade de agitação (10 minutos a 

12500 rpm). Terminado o segundo ciclo de homogeneização, a metade restante da fase 

aquosa externa (que se encontrava à temperatura ambiente) foi acrescentada lentamente à 

emulsão múltipla (A/O)/A, mantendo-se uma agitação suave de 100 rpm à temperatura 

ambiente até que a emulsão resultante atingisse esta temperatura. A composição das 

formulações de emulsão múlipla do tipo A/O/A produzidas encontram-se no Quadro 2. 

Emulsões múltiplas controle (ou placebo) foram também produzidas, sem entidades fágicas, 

onde no lugar da suspensão concentrada do bacteriófago foi adicionada água ultrapura, e 

armazenadas sob as mesmas condições de temperatura, luminosidade e umidade relativa. 

 

Quadro 2. Composição das emulsões múltiplas (ME) do tipo A/O/A produzidas, contendo partículas 

bacteriofágicas encapsuladas (%, m/m). 

 

Componentes Função na 
formulação 

% (m/m) 
ME10 ME1000 MEPLC 

Fase 
Aquosa 
interna 

(Ain) 

Suspensão 
fágica 

concentrada 

Agente 
antibacteriano 

ativo 

0,02 
(10 µL de 

suspensão 
fágica 

concentrada) 

2,00 
(1000 µL de 
suspensão 

fágica 
concentrada) 

2,00 
(1000 µL de água 

ultrapura) 

1,57510x107 
viriões 

1,57510x109 
viriões 0 viriões 

Tween 80 Tensoativo não-
iônico 0,02 0,02 0,02 

HCl 20 mM Eletrólito 1,96 ----- ----- 
HCl 1000 mM ----- 0,04 0,04 

Fase 
Oleosa (O) 

Softisan100™ Lipídeo 1,00 1,00 1,00 
Fosfatidilcolina 

de soja 
Surfactante 

lipofílico 0,75 0,75 0,75 

Glicerol Protetor, co-
surfactante 12,60 12,60 12,60 

Fase 
Aquosa 
externa 

(Aext) 

Poloxâmero 
P188 

Surfactante 
hidrofílico 0,50 0,50 0,50 

Metilparabeno Conservante, 
antifúngico 0,10 0,10 0,10 

Água ultrapura Diluente 83,05 82,99 82,99 
TOTAL 100,00 100,00 100,00 

Fonte: elaboração própria. (Legenda: ME, emulsão múltipla (do tipo A/O/A); MEPLC, emulsão 

múltipla placebo).   
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O lipídeo sólido acima mencionado (Softisan100™) foi testado como possível 

constituinte da fase oleosa uma vez que é considerado um lipídeo para formulações de 

liberação modificada. Todas as formulações preparadas exibiram uma aparência leitosa e 

uniforme. 

 

4.2.3. Determinação da eficiência de encapsulação das partículas bacteriofágicas no núcleo 

aquoso interno da emulsão múltipla A/O/A 

 

Para a determinação da eficiência de encapsulação, foi desenvolvido um ensaio 

espectrofotométrico para quantificar as partículas de bacteriófago em suspensão antes e 

após o processo de produção das várias emulsões múltiplas. O ensaio espectrofotométrico 

foi desenvolvido com base no procedimento (Espectro de absorção e quantificação de fagos 

filamentosos) descrito pelo Prof. George P. Smith (Division of Biological Sciences, Tucker 

Hall, Universidade do Missouri, Columbia MO, EUA), com modificações. Esta técnica 

baseia-se na relação constante entre o tamanho do DNA do fago e a quantidade da principal 

proteína de revestimento na cápside (proteína VIII), os quais, juntos, são os principais 

contribuidores para o espectro de absorção na zona do ultravioleta (UV). O professor 

George P. Smith verificou, com base nos dados de Day e Wiseman (1978) um máximo de 

absorção na região do UV à 269 nm, como se pode ver na Figura 12a. Nas medições 

realizadas no trabalho de pesquisa aqui descrito, o máximo de absorção foi obtido a cerca 

de 255 nm (ver Figura 12b). Esta diferença pode ser explicada pelo fato do professor 

George P. Smith ter estudado fagos filamentosos que possuem cerca de 6 vezes mais 

proteína do que DNA, enquanto que no caso do bacteriófago JG004, estritamente lítico para 

Pseudomonas aeruginosa, ele é esférico com proporções mássicas de proteína e DNA 

quase iguais, sendo que a proteína contribui de forma substancial para o espectro de 

absorção. 
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Figura 12. Espectro de absorção de partículas fágicas na região do ultravioleta retirado do estudo do 

professor George P. Smith (a), e espectro na região do ultravioleta obtido neste trabalho de pesquisa 

com a suspensão concentrada de bacteriófagos (b). Os espectros de absorção na região do 

ultravioleta foram obtidos na região de comprimentos de onda entre 240 nm e 320 nm. 

 
Fonte: (a) Retirado de SMITH, 2015 (disponível em: 

http://www.biosci.missouri.edu/smithGp/PhageDisplayWebsite/PhageDisplayWebsiteIndex.html, 

acesso em 31 de maio de 2015); (b) Elaboração própria. 

 

Partindo da concentração de partículas fágicas calculada a partir dos procedimentos 

microbiológicos descritos anteriormente, foram preparadas cinco diluições em água 

ultrapura (até um volume total de 5,0 mL), utilizando diferentes volumes da suspensão 

fágica concentrada preparada, e a absorbância das diluições resultantes foi determinada à 

255 nm (comprimento de onda que produz o máximo de absorção da suspensão 

concentrada em partículas bacteriofágicas) e à 320 nm (comprimento de onda onde há 

pouca absorção da luz a partir dos cromóforos dos fagos) (ver Quadro 3). A subtração da 

Abs320, um comprimento de onda onde existe pouca absorção de luz a partir dos cromóforos 

dos fagos, é suposta corrigir grosseiramente o espalhamento de luz produzido a partir das 

partículas fágicas e partículas contaminantes não-fágicas tais como debris provenientes das 

paredes celulares bacterianas lisadas. 
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Quadro 3. Dados utilizados para preparar a curva de calibração com o objetivo de determinar o 

coeficiente de extinção molar das partículas bacteriofágicas (JG004) inteiras. 

 

Alíquota de 
suspensão 

concentrada 
de partículas 

bacteriofágicas 
(µL) 

Volume 
final da 
diluição 

(mL) 

Número de 
PFU's na 

alíquota de 
suspensão 

fágica 
concentrada 

Concentração 
de partículas 

fágicas 
(PFUs/mL) 

Abs255 nm Abs320 nm Abs255nm-
Abs320nm 

150,00 5,00 4,4738x108 8,94750x107 0,2450 0,0510 0,1940 

200,00 5,00 5,9650x108 1,19300x108 0,5230 0,1080 0,4150 

250,00 5,00 7,4563x108 1,49125x108 0,8840 0,1830 0,7010 

300,00 5,00 8,9475x108 1,78950x108 1,1800 0,2430 0,9370 

350,00 5,00 1,0439x109 2,08775x108 1,5040 0,3140 1,1900 

Fonte: elaboração própria. 

 

Realizando um ajuste linear aos dados apresentados no Quadro 3 (ver Figura 13), 

obteve-se a equação linear Abs255nm-Abs320nm = 8,3487x10-9 x [Partículas bacteriofágicas, 

PFUs/mL]- 0,5696 (r2 = 0,99887), e aplicando a equação de Beer-Lambert aos dados 

permitiu-se obter o coeficiente de extinção molar das partículas (inteiras) do bacteriófago 

JG004 como sendo ε = 8,3487x10-09 (PFUs / mL)-1 • cm-1 e, desta forma, produziu-se uma 

fórmula (Equação (2)) para o cálculo da concentração física das partículas bacteriofágicas. 

 

Figura 13. Curva de calibração obtida para a relação entre a concentração de partículas 

bacteriofágicas em suspensão e a absorbância da solução à 255 nm corrigida para debris celulares e 

outras proteínas intracitoplasmáticas a um comprimento de onda de 320 nm. 

 
Fonte: elaboração própria.   
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Concentração de partículas bacteriofágicas = Abs@255nm -Abs@320nm
8,3487×10-9

viriões ⋅mL-1   (2) 

 

A Equação (2) foi então aplicada para calcular a concentração de partículas fágicas 

(viriões / mL) no sobrenadante das emulsões múltiplas após centrifugação à 12500 rpm 

durante 10 min à 4 °C. Para estas determinações, alíquotas de 2 mL da emulsão múltipla 

A/O/A foram introduzidas em tubos Eppendorf e centrifugadas à 12500 rpm durante 10 min 

à 4 °C. Após centrifugação, 200 µL do sobrenadante foram cuidadosamente retirados, 

diluídos para um total de 2000 µL com água ultrapura, transferidos para cubeta de quartzo 

com 1 cm de percurso óptico, e a absorbância foi medida aos comprimentos de onda de 255 

nm e 320 nm. Para zerar o espectrofotômetro aos dois comprimentos de onda, foi utilizada 

uma emulsão múltipla placebo A/O/A, preparada exatamente da mesma maneira que a 

emulsão múltipla A/O/A que usou 1000 µL da suspensão concentrada de bacteriófagos, mas 

usando em vez desta 1000 µL de uma mistura de LB-top ágar (4 mL) e tampão fágico (3 

mL). A eficiência de encapsulação (EE, %) foi então determinada utilizando a Equação (3). 

 

EE (%) = i-s
i
×100      (3) 

 

onde i é o número de viriões fágicos oferecidos inicialmente para preparar a emulsão 

múltipla e contidos em 2 mL da emulsão múltipla A/O/A, e s é o número de viriões fágicos 

no sobrenadante da alíquota de 2 mL após a centrifugação nas condições mencionadas 

anteriormente. 

 

4.2.4. Caracterização físico-química das emulsões múltiplas A/O/A contendo partículas 

bacteriofágicas encapsuladas 

 

As emulsões do tipo A/O/A contendo partículas bacteriofágicas encapsuladas foram 

caracterizadas do ponto de vista físico-químico através da determinação do tamanho 

hidrodinâmico de partícula (HS), índice de polidispersão (PI) e potencial Zeta (ZP), por DLS 

(espalhamento dinâmico de luz-laser), viscosidade, espectrofotometria de infravermelho com 

transformada de Fourier (FTIR), difração de raios-X (DRX), análise por rastreamento de 

nanopartículas (NTA), análises térmicas por termogravimetria (TG) e calorimetria diferencial 

exploratória (DSC), e crio/NS-microscopia eletrônica de transmissão (crio/NS-MET).   
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4.2.4.1. Análises por espalhamento dinâmico de luz-laser (DLS) 

 

Estas análises permitiram a determinação do tamanho hidrodinâmico médio (HS) das 

partículas integrantes das emulsões do tipo A/O/A, do índice de polidispersão (PI) e do 

potencial Zeta (ZP). Para as análises por DLS das várias emulsões recém-produzidas, 

prepararam-se diluições de amostras das emulsões seguindo indicações do fabricante do 

equipamento (50 µL de emulsão em 20 mL de água ultrapura, isto é, 1:400), homogeneizou-

se com a ajuda de uma pipeta Pasteur de plástico e, com a ajuda da mesma pipeta, 

introduziu-se um dado volume da diluição da emulsão na cubeta (cerca de 2/3 do volume da 

mesma) (eletrodo com a ref. AQ-1284) específica do equipamento ZetaPALS NanoBrook 

90PlusPALS para realizar a análise da amostra por DLS (laser operando com uma potência 

de 40 mW a λ = 661 nm) (sempre em triplicata) com determinação do tamanho 

hidrodinâmico de partícula (HS), potencial Zeta (ZP) e índice de polidispersão (PI). As 

mesmas emulsões foram também seguidas ao longo de um período de armazenamento à 4 

°C (cerca de 1 ano), em termos da evolução dos mesmos parâmetros, isto é, HS, PI e ZP, 

para avaliação da estabilidade das mesmas. 

O potencial elétrico que prevalece no plano de corte de uma partícula, o qual está a 

uma pequena distância da sua superfície e resulta da medida da distribuição de mobilidade 

de uma dispersão de partículas carregadas à medida que estas são sujeitas a um campo 

elétrico, é conhecido como potencial Zeta (ζ), calculado de acordo com a equação de 

Smoluchowski, i.e. ζ = (4πηµe ) /D , onde η é a viscosidade da suspensão à 25 °C, D é a 

constante dielétrica da solução à 25 °C e µe é a mobilidade eletroforética das partículas 

(µm•s-1•V-1•cm-1). 

A mobilidade pode ser definida como a velocidade de uma partícula por unidade de 

campo elétrico, e é determinada aplicando um campo elétrico à dispersão de partículas e 

medindo a sua velocidade média. Os resultados obtidos (em triplicata) permitem a 

determinação do tamanho hidrodinâmico (HS) das nanovesículas lipídicas com núcleo 

aquoso e do índice de polidispersão (PI), enquanto o potencial Zeta (ZP) é determinado a 

partir de análises microeletroforéticas. 
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4.2.4.2. Análises por Espectrofotometria de Infravermelho com Transformada de 

Fourier (FTIR) 

 

Os espectros de infravermelho, tanto da suspensão fágica como de amostras da 

emulsão múltipla contendo entidades fágicas encapsuladas e de amostras da emulsão 

múltipla sem entidades fágicas encapsuladas (emulsão placebo), foram obtidos usando um 

espectrofotômetro FTIR da Agilent (modelo Cary 630, Santa Clara CA, E.U.A.) na gama de 

números de onda de 4000 cm-1 a 400 cm-1, com uma resolução de 4 cm-1 e usando 

apodização de Happ-Genzel. 

Um espectro de infravermelho é a combinação das transformadas de Fourier para 

todos os números de onda considerados. Qualquer pico característico de uma dada amostra 

é representado pelo pico de maior intensidade, sendo a restante ondulação considerada 

ruído. Este ruído, para não ser identificado como pico, pode ser diminuído por vários 

processos. A apodização é um deles, e consiste em fazer decair suavemente a intensidade 

do interferograma para zero nas extremidades do pico principal, por aplicação de uma 

função matemática ao interferograma, antes da Transformada de Fourier. A apodização de 

Happ-Genzel é considerada a melhor escolha para a maioria das aplicações, pois suprime 

melhor as “réplicas” laterais e com menor redução da resolução. 

 

4.2.4.3. Análises por difração de raios-X (XRD) 

 

Difratogramas de raios-X de amostras da suspensão concentrada de partículas 

bacteriofágicas, de amostras das emulsões múltiplas A/O/A contendo partículas fágicas 

encapsuladas (ME10 e ME1000) e da emulsão múltipla A/O/A placebo (MEPLC), foram 

obtidos num Difratômetro de raios-X (XRD) da Shimadzu (modelo XRD7000, Kyoto, Japan), 

usando radiação de raios-X filtrada através de um alvo de Cu. A varredura de raios-X foi 

realizada à ângulos de difração de 2-Theta (de 5º a 90º, com incrementos de 0,02 graus e 

taxa de 2°•min-1), com voltagem de 40 kV, intensidade de corrente elétrica de 30 mA e 

potência de raios-X de 3 kW. 
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4.2.4.4. Análises por rastreamento de nanopartículas (NTA) 

 

As nanovesículas lipídicas integrantes das emulsões múltiplas A/O/A contendo 

partículas bacteriofágicas encapsuladas foram também analisadas por rastreamento de 

nanopartículas num dispositivo NanoSight NS300 da Malvern Instruments Ltd 

(Worcestershire, Reino Unido), com a temperatura da amostra totalmente programada 

através do software do equipamento de rastreamento de nanopartículas (NTA). O sistema 

consistiu num feixe de luz laser verde a 532 nm e numa câmera sCMOS de alta resolução, 

para realizar as análises de rastreamento de nanopartículas. Amostras das emulsões 

múltiplas A/O/A foram diluídas 5000x em água ultrapura (1 µL de amostra em 4999 µL de 

água ultrapura) antes da realização das análises de NTA (sempre em quintuplicata). 

As análises de rastreamento de nanopartículas (NTA) forneceram informações 

adicionais de tamanho, distribuição e concentração de partículas, e permitiram determinar o 

coeficiente de difusão das partículas. 

 

4.2.4.5. Análises térmicas por termogravimetria (TG) e calorimetria diferencial 

exploratória (DSC) 

 

A caracterização termogravimétrica de amostras da suspensão concentrada em 

partículas bacteriofágicas, de amostras das emulsões múltiplas A/O/A com partículas 

fágicas encapsuladas e da emulsão múltipla placebo foi realizada via análises 

termogravimétricas (TG) enquanto as análises térmicas foram realizadas por calorimetria 

diferencial exploratória (DSC). 

As análises de TG foram realizadas num termogravímetro da TA Instruments (modelo 

2050, New Castle, E.U.A.), usando cadinhos de alumínio para conter as amostras (19-34 

mg) sob atmosfera inerte (argônio). Para as análises, as amostras foram aquecidas desde 

cerca de 20 °C até 600 °C e os resultados (perda de peso) foram registrados a uma taxa de 

amostragem de 2,0 s por ponto de dados. 

Para as análises por DSC utilizou-se um microcalorímetro diferencial exploratório 

também da TA Instruments (modelo MDSC 2910, New Castle, E.U.A.). Para cada ensaio 

calorimétrico, 21-26 mg de amostra foram pesados (com o auxílio de uma microsseringa) 

diretamente para o interior de cadinhos de alumínio de alta pressão, os quais foram 

devidamente selados por pressão. Um cadinho de alumínio de referência foi também 

preparado, por simples selagem de ar no interior de um cadinho vazio. As amostras foram 



75 
 
então sujeitas a um aumento linear de temperatura, de cerca de 20 °C até 250 °C, a uma 

taxa de aquecimento constante de 10 °C min-1, sob uma atmosfera inerte mantida com um 

fluxo constante de argônio de 50 mL min-1, durante o qual a quantidade de calor absorvido 

pelas amostras foi registrado a uma taxa de amostragem de 0,2 s por ponto de dados. 

 

4.2.4.6. Avaliação da viscosidade 

 

As emulsões múltiplas A/O/A preparadas foram também avaliadas quanto à sua 

viscosidade (µ), utilizando a equação de escoamento de Hagen-Poiseuille. A Lei de 

Poiseuille (ou Lei de Hagen-Poiseuille, também designada por Gotthilf Heinrich Ludwig 

Hagen (1797-1884) pelas suas experiências em 1839) é uma lei da física relacionada com o 

fluxo volumétrico laminar em estado estacionário de líquidos viscosos uniformes e 

incompressíveis (também chamados fluidos Newtonianos) através de um tubo cilíndrico com 

seção reta circular constante (ver Figura 14), experimentalmente derivada em 1838, 

formulada e publicada em 1840 e 1846 por Jean Louis Marie Poiseuille (1797-1869) 

(SUTERA; SKALAK, 1993). 

Para as determinações de viscosidade das emulsões múltiplas produzidas, mediu-se o 

tempo de escoamento (s) de 20 mL de emulsão através do dispositivo ilustrado na Figura 

14, após medição dos parâmetros nele explicitados. Todas as determinações foram 

efetuadas em triplicata. 

 

Figura 14. Dispositivo utilizado para a determinação da viscosidade das emulsões múltiplas A/O/A 

produzidas, com utilização da equação de escoamento de Hagen-Poiseuille. 

 

€ 

µ =Κ⋅ ρ⋅ t

em queΚ =
g⋅ h⋅ π ⋅ φ2

4

128⋅ L⋅ V
µ = viscosidade [kg /s⋅ m]
ρ = densidade [g /cm 3]
t = tempo de escoamento [s]
g = aceleração da gravidade (9.82) [m⋅ s−2]
h = altura de líquido na seringa [m]
φ2 = diâmetro int erno do tubo de escoamento[m]
L = altura do tubo de escoamento [m]
V = volume escoado [m3]

 

 

 

Fonte: retirado de BALCÃO; AMORIM (2012). 
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4.2.4.7. Aspecto macroscópico das emulsões do tipo A/O/A produzidas 

 

O aspecto macroscópico das emulsões múltiplas produzidas foi também avaliado, de 

forma visual, quanto à presença de fenômenos de cremeação, inversão de fases, aderência 

às paredes dos tubos Falcon de armazenamento e ausência de crescimento microbiano 

visível. 

 

4.2.4.8. Avaliação do pH 

 

Esta determinação é importante na avaliação da estabilidade da emulsão múltipla, 

uma vez que produz informações sobre quaisquer variações na formulação no decorrer do 

tempo. Tais alterações podem, por um lado, levar a um pH não adequado para a 

administração no sítio intencionado de ação e, por outro, impactar negativamente na 

estabilidade no bacteriófago. Foi determinado o pH diretamente nas formulações, sem 

quaisquer diluições das mesmas. 

 

4.2.4.9. Análises por (crio-/NS-) Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 

A preparação das grades de carbono foi feita tanto com amostras não diluídas como 

com amostras diluídas (1:5 em água ultrapura) das emulsões múltiplas A/O/A contendo 

partículas bacteriofágicas encapsuladas, emulsão múltipla A/O/A placebo e suspensão 

concentrada em partículas bacteriofágicas, buscando melhor observação das estruturas. 

Para realização da coloração negativa das amostras (Negative Staining, NS), estas 

foram preparadas em grades de cobre (ver Figura 15a,b,c,d,e) com 3 mm de diâmetro 

(Ultrathin carbon on a Lacey Carbon Type A 400 mesh copper grid, Ted Pella Inc., Redding 

CA, E.U.A.), as quais foram previamente submetidas ao procedimento de Glow Discharge 

(ver Figuras 15f,g) em um equipamento easiGlow da PELCO (Redding CA, E.U.A.), com os 

seguintes parâmetros: corrente de 15 mA, carga negativa, 25 segundos de descarga. Este 

procedimento visou dotar as grades de cobre (hidrofóbico por natureza) com carga 

superficial negativa, de forma a promover a aderência e espalhamento da amostra (3 µL) na 

sua superfície. A coloração das amostras foi realizada aplicando-se 3 µL de uma solução 

aquosa de acetato de uranila a 2% (m/m) na grade de cobre contendo a amostra, e 
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deixando secar ao ar (ver Figuras 15a,b,c,d). Após 30 segundos, removeu-se o excesso de 

solução de acetato de uranila com papel de filtro convencional. 

Para o crio-congelamento em gelo amorfo, as amostras foram preparadas em 

grades de carbono (Lacey Carbon Type A 300 mesh copper grids, Ted Pella Inc., Redding 

CA, E.U.A.), as quais foram previamente submetidas ao procedimento de Glow Discharge 

(ver Figuras 15f,g) em um equipamento easiGlow da PELCO (Redding CA, E.U.A.), com os 

seguintes parâmetros: corrente de 15 mA, carga negativa, 25 segundos de descarga. A 

congelação em gelo amorfo (crio-preparação) foi realizada utilizando um equipamento 

robotizado Vitrobot Mark IV (FEI, Eindhoven, Holanda) com temperatura (22 °C) e umidade 

relativa (100%) controladas (ver Figuras 15q,r,s,t,u,v). As crio-amostras foram preparadas 

de acordo com os seguintes parâmetros: blot time 3 s; blot force -5; blot wait 20 s, com um 

único blot. Em seguida, 3 µL das amostras foram pingados nas grades (ver Figura 15t) 

tendo-se deixado assentar por 20 s às referidas temperatura e umidade relativa. As grades 

foram então secas (blotted) durante 3 s (ver Figura 15u) e vitrificadas mergulhando 

rapidamente em etano líquido a -145 °C (ver Figuras 15s,v). Etano líquido (produzido por 

borbulhamento de etano gasoso em nitrogênio líquido, ver Figuras 15h,i,j,k,l,m,n,) foi usado 

para vitrificar as amostras de emulsão múltipla A/O/A, ricas em água, para a microscopia 

eletrônica de transmissão (crio-MET), uma vez que uma fina camada de água rapidamente 

imersa em etano líquido a −145 °C congela demasiado rapidamente para que a água 

cristalize (cristalizará em forma amorfa). Esta congelação muito rápida não destrói a 

estrutura suave das nanovesículas lipídicas com núcleo aquoso presentes no estado líquido, 

como a formação de cristais de gelo pode fazer. Após imersão em etano líquido, as grades 

foram mantidas em nitrogênio líquido a -196 °C (ver Figuras 15o,p) até ao momento da 

análise (ver Figuras 15w,x,y) no microscópio eletrônico de transmissão e mantidas a -173 °C 

na câmara do microscópio (ver Figura 15z) durante todo o período da análise. 

Amostras puras da emulsão múltipla ME1000 foram também preparadas sobre grades 

de carbono (não sujeitas ao procedimento de Glow Discharge), sem qualquer tipo de 

tratamento ou coloração, simplesmente aplicando 3 µL de amostra em grade de carbono 

seguido de retirada do excesso de amostra com papel de filtro, deixando depois secar 

primeiramente à temperatura ambiente durante 1 h, e posteriormente em câmara de vácuo à 

temperatura ambiente por 7 dias antes da realização das análises por MET. 

As análises de microscopia eletrônica foram então realizadas num microscópio 

eletrônico de transmissão (MET) da JEOL (modelo TEM-1400 PLUS, JEOL, Tokyo, Japão) 

(ver Figuras 15aa,ab), equipado com filamento de hexaboreto de lantânio (LaB6), operando 

a 120kV; o microscópio estava ainda equipado com uma câmera CCD da GATAN INC. 

(modelo MultiScan 794, Pleasanton CA, E.U.A.) com uma resolução de 1k x 1k pixels para a 
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aquisição digital de imagens. Para análise dos resultados (imagens e medidas) utilizou-se o 

software Digital Micrograph (Gatan Inc., Pleasanton CA, E.U.A.). 

 

Figura 15. Procedimento sequencial de preparação das amostras para as análises por microscopia 

eletrônica de transmissão (tanto por negative staining (NS-MET) como por crio-congelamento (crio-

MET)). 

 
Fonte: elaboração própria. 
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4.2.5. Avaliação do potencial antibacteriano das emulsões múltiplas A/O/A com partículas 

bacteriofágicas encapsuladas 

 

As emulsões múltiplas contendo partículas fágicas aprisionadas no núcleo aquoso 

interno das suas nanovesículas lipídicas foram avaliadas quanto à atividade antimicrobiana 

(lítica), seguindo um procedimento laboratorial simples. Para verificar se o procedimento de 

nanoencapsulação não exerceu efeitos negativos sobre a atividade lítica das partículas 

fágicas, emulsões múltiplas A/O/A contendo partículas fágicas encapsuladas foram 

submetidas ao teste dos halos de lise após aplicação de amostras das emulsões múltiplas 

sobre um tapete bacteriano de Pseudomonas aeruginosa. Para extração das partículas 

fágicas, 500 µL de clorofórmio foram adicionados a 1000 µL de emulsão múltipla A/O/A 

contendo partículas bacteriofágicas encapsuladas, num tubo de ensaio. A suspensão 

resultante foi suavemente agitada num vórtex durante 5 s e centrifugada à 5500 rpm durante 

10 min a 4 °C. Após centrifugação, o sobrenadante foi imediatamente recuperado e sujeito 

ao teste antimicrobiano. Este procedimento foi igualmente repetido para a emulsão múltipla 

A/O/A placebo (preparada exatamente da mesma forma que a emulsão múltipla A/O/A que 

utilizou 1000 µL da suspensão concentrada em partículas bacteriofágicas, mas usando em 

vez disso 1000 µL de uma mistura de LB-top ágar (4 mL) e tampão fágico (3 mL)). 

Num tubo de ensaio contendo 3 mL de LB-top ágar, adicionaram-se 100 µL de 

suspensão bacteriana (Pseudomonas aeruginosa com crescimento à 37 °C durante 18 h em 

caldo líquido LB broth). Após suave agitação, o top ágar contendo a suspensão bacteriana 

foi vertido para uma placa de Petri com 90-mm de diâmetro, previamente preparada com 25 

mL de LB-bottom ágar, e permitido solidificar à temperatura ambiente. Foram preparadas 8 

placas de Petri para permitir duplicata dos testes. 

Cada placa de Petri foi então dividida em quatro quadrantes e as amostras foram 

adicionadas de acordo com dois métodos diferentes: (i) teste de disco, onde um disco de 

papel de filtro esterilizado foi colocado no centro de cada quadrante tendo-se aplicado em 

cima de cada disco, separadamente, 20 µL de amostra de sobrenadante contendo 

bacteriófagos recuperados previamente da emulsão múltipla A/O/A contendo partículas 

bacteriofágicas, 20 µL de amostra de sobrenadante obtida da emulsão múltipla A/O/A 

placebo, 10 µL da suspensão estoque concentrada de partículas fágicas (controle positivo) e 

10 µL do placebo da suspensão estoque de fagos (controle negativo); (ii) teste da gota, 

onde uma pequena gota foi aplicada no centro de cada quadrante, diretamente sobre o LB-

bottom ágar sólido, separadamente, 20 µL de amostra de sobrenadante contendo 

bacteriófagos recuperados previamente da emulsão múltipla A/O/A contendo partículas 
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bacteriofágicas, 20 µL de amostra de sobrenadante obtida da emulsão múltipla A/O/A 

placebo, 10 µL da suspensão estoque concentrada em partículas fágicas (controle positivo) 

e 10 µL do placebo da suspensão estoque de fagos (controle negativo). Este procedimento 

foi realizado em duplicata. 

As placas de Petri foram então incubadas à 37 °C durante 24 h e, após o período de 

incubação, foram inspecionadas visualmente para a presença de halos de lise. Para testar 

se o clorofórmio exerceu alguma ação deletéria sobre as partículas fágicas, durante o 

processo de extração das mesmas a partir das emulsões múltiplas A/O/A, outro teste foi 

também realizado exclusivamente para (a) a emulsão múltipla A/O/A preparada com 1000 

µL da suspensão concentrada em bacteriófagos (ME1000), e (b) a emulsão múltipla A/O/A 

placebo preparada com 1000 µL de uma mistura de LB-top ágar (4 mL) e tampão fágico (3 

mL) (MEPLC), com e sem extração de partículas fágicas usando clorofórmio, usando a 

abordagem de teste de disco mencionada. 

 

4.2.6. Formulação de soluções isotônicas integrando as emulsões múltiplas A/O/A contendo 

partículas fágicas encapsuladas, visando a sua administração por nebulização, e 

avaliação da sua atividade antibacteriana 

 

Soluções isotônicas são soluções que apresentam a mesma tonicidade que os fluídos 

biológicos com os quais serão misturadas/contatadas, geralmente consideradas 

equivalentes a uma solução de cloreto de sódio a 0,9% (m/v). A emulsão múltipla A/O/A 

produzida e com comprovada atividade antimicrobiana frente à cultura de Pseudomonas 

aeruginosa foi utilizada na formulação da solução isotônica, em vários níveis de 

concentração. 

Para preparar as soluções isotônicas integrando a emulsão múltipla A/O/A preparada 

com 1000 µL de suspensão concentrada de bacteriófago (ME1000), foram transferidos 10 

mL de solução salina esterilizada a 0,9% (m/v) NaCl em água ultrapura, para tubos Falcon 

estéreis. Foram preparadas soluções isotônicas com três concentrações diferentes em 

emulsão múltipla, a saber, 0,3% (v/v), 0,6% (v/v) e 0,9% (v/v) de emulsão múltipla ME1000. 

Para isso, 30 µL, 60 µL ou 90 µL da emulsão múltipla A/O/A ME1000 foram adicionados a 

tubos Falcon individuais e devidamente homogeneizados por agitação suave. Para 

determinação do potencial antibacteriano destas soluções isotônicas, 500 µL ou 1000 µL de 

cada solução isotônica foram transferidos para tubos de ensaio contendo 4 mL de top ágar e 

300 µL de suspensão bacteriana (Pseudomonas aeruginosa com crescimento prévio à 37 °C 

durante 18 h em caldo líquido LB broth). Após agitação suave, o top ágar contendo a 
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suspensão bacteriana e a solução isotônica adicionada foi vertido para placa de Petri de 90 

mm de diâmetro, previamente preparada com 25 mL de LB-bottom ágar, tendo-se deixado 

solidificar à temperatura ambiente. As placas de Petri foram então incubadas à 37 °C 

durante 24 h e, passado o período de incubação, foram inspecionadas visualmente quanto à 

presença de halos de lise. 

 

4.2.7. Avaliação do potencial de citotoxicidade das emulsões múltiplas A/O/A contendo 

partículas bacteriofágicas encapsuladas, pelo ensaio MTT 

 

A avaliação da citotoxicidade dos sistemas de emulsão múltipla A/O/A (ME10, ME1000 

e MEPLC), bem como da suspensão de bacteriófago e seu placebo, assim como dos 

produtos finais que consistem de soluções isotônicas contendo 0,3% (v/v), 0,6% (v/v) e 0,9% 

(v/v) da ME1000, para as linhagens celulares (permanentes) V79, A549 e 3T3 (avaliação da 

viabilidade celular) foi realizada utilizando o ensaio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difeniltetrazólio). Para a proliferação das células, foram utilizados frascos específicos 

para cultura celular contendo meio de cultura DMEM suplementado com soro fetal bovino 

(10%, m/m) e antibiótico (100 UI/ mL de penicilina e 100 µL de sulfato de estreptomicina) 

(1%, m/m), a pH 7,4 e 37 °C, sob atmosfera úmida contendo 5% de CO2. Uma vez atingida a 

confluência, as células foram desaderidas utilizando tripsina e utilizadas de acordo com a 

metodologia de teste. Nestes ensaios, o plaqueamento foi realizado através da inoculação 

de aproximadamente 1x104 células viáveis em cada poço de uma microplaca com 96 poços, 

utilizando um volume de amostra de 100 µL, seguido por incubação durante 48 horas até 

atingir a semi-confluência. A análise de viabilidade celular utilizando a técnica de MTT 

começou com o plaqueamento de uma suspensão celular contendo 0,5x105 células/mL. 

Após 24 h (tempo necessário para a aderência das células e estabilidade celular) as células 

foram colocadas em contato com as amostras durante um período de tempo adicional de 24 

h, em concentrações volumétricas variando de 0 a 17.5% (v/v) para as emulsões múltiplas e 

seus placebos assim como para a suspensão de bacteriófagos e seu placebo, e para as 

soluções (isotônicas) salinas foram diluídas para 35%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 5% e 1% 

(v/v). As placas foram então mantidas durante 24 h em uma cabine de aquecimento a 37 °C 

com uma atmosfera contendo 5% de CO2. Após esta etapa, as amostras foram lavadas com 

tampão PBS estéril e as células expostas ao reagente brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difeniltetrazólio (MTT, 0,5 mg/mL). A viabilidade celular foi determinada utilizando a 

redução do MTT. Após 3 horas a 37 °C com uma atmosfera contendo 5% de CO2, o número 

de células viáveis foi determinado por medição da quantidade de MTT convertido em 
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formazano (um composto púrpura) pelas desidrogenases mitocondriais. Para isso, foram 

adicionados 100 µL de DMSO a cada poço da placa e as leituras de absorbância realizadas 

a um comprimento de onda de 570 nm utilizando um leitor de microplacas ELISA da 

ROBONIK INDIA PRIVATE LTD (modelo Readwell PLATE, Maharashtra, Índia). Todos os 

testes foram realizados em quintuplicata para cada concentração de amostra testada. A 

análise de resultados foi efetuada assumindo como 100% de viabilidade celular a média dos 

valores de absorbância obtidos para o controle não tratado. Partindo deste pressuposto, os 

cálculos de viabilidade celular (%) relativamente ao controle negativo foram realizados para 

cada concentração de amostra. 

 

4.2.8. Avaliação do potencial de apoptose e necrose das emulsões múltiplas A/O/A 

contendo partículas bacteriofágicas encapsuladas, via citometria de imagem (Tali®) 

 

A viabilidade celular foi medida utilizando um kit para apoptose Tali® (consistindo em 

Annexin V Alexa Fluor® 488 e Propidium Iodide, Invitrogen, Carlsbad CA, E.U.A.) e um 

citômetro de imagem Tali, o qual permitiu a contagem dos números de células viáveis, 

apoptóticas e necróticas (mortas). A citometria de imagem Tali® é baseada nas imagens das 

células e suas interações com os reagentes Annexin V Alexa Fluor® 488 (o qual tem 

afinidade para a fosfatidil serina) e iodeto de propídio (que tem afinidade para o DNA), 

tornando-se possível distinguir entre as percentagens de células viáveis, células em 

apoptose e células necróticas. As células que foram tratadas com as amostras diluídas 

(suspensão concentrada de bacteriófagos, placebo da emulsão múltipla A/O/A (MEPLC), 

emulsão múltipla A/O/A preparada com 10 µL de suspensão concentrada de bacteriófagos 

(ME10), emulsão múltipla A/O/A preparada com 1000 µL de suspensão concentrada de 

bacteriófagos (ME1000)) a uma concentração de 10% das amostras de partida e com o 

produto final (testado a uma concentração de 30%), durante 24 horas, foram centrifugadas e 

concentradas para 1x106 células por mL. Alíquotas de 100 µL desta suspensão de células 

foram preparadas de acordo com as especificações do Kit de apoptose Tali®, e os testes 

foram realizados em triplicata. Após o tratamento, o conteúdo foi transferido para tubos de 

ensaio de 2 mL, centrifugados à 1500 rpm durante 5 min e o sobrenadante resultante foi 

descartado. O material remanescente foi re-suspendido com 100 µL de Annexin binding 

buffer (ABB), foram adicionados 5 µL de Annexin V Alexa Fluor® 488 e o conteúdo mantido 

no escuro e à temperatura ambiente durante 20 min. Após este período, o material foi 

centrifugado à 1500 rpm durante 5 min, o sobrenadante foi removido e foram adicionados 

100 µL de ABB e 1 µL de Tali™ iodeto de propídio (PI), com a solução resultante a ser 
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deixada em repouso durante 5 min à temperatura ambiente. O material resultante (25 µL) foi 

colocado numa lâmina de vidro específica para leitura, tendo sido avaliadas a viabilidade, a 

apoptose e a necrose. Índices relativos de apoptose e necrose dos grupos tratados 

(amostras) foram medidos considerando a razão entre os valores de necrose e apoptose 

dos grupos tratados em relação ao grupo de controle negativo, de acordo com as equações 

(4) e (5). 

 

Índice relativo de necrose = Número de células necrosadas no grupo tratado
Número de células necrosadas no grupo de controle negativo

  (4) 

 

Índice relativo de apoptose = Número de células apoptóticas no grupo tratado
Número de células apoptóticas no grupo de controle negativo

  (5) 

 

4.2.9. Avaliação do potencial de dano ao DNA (genotoxicidade) das soluções isotônicas 

integrando a emulsão múltipla A/O/A contendo partículas fágicas encapsuladas, a 

diferentes concentrações volumétricas, via ensaio Cometa™ 

 

Os produtos finais, consistindo em soluções isotônicas (10 mL) contendo 30 µL, 60 µL 

e 90 µL da emulsão múltipla A/O/A ME1000, produzindo concentrações volumétricas de, 

respectivamente, 0,3% (v/v), 0,6% (v/v) e 0,9% (v/v), foram avaliados quanto ao potencial 

para causar dano ao DNA através do ensaio de genotoxicidade Cometa®. 

Cada grupo de tratamento envolveu 10 µL de cultura celular (V79-4, células normais 

de pulmão de hamster Chinês; A549, células de carcinoma de pulmão humano; e 3T3, 

fibroblastos de embrião de camundongo albino Suíço) em 110 µL de ágarose de baixo ponto 

de fusão (0,6%, m/v), com as misturas a serem colocadas em lâminas de microscópio pré-

revestidas com ágarose de ponto de fusão normal (1,5%, m/v). Lamínulas foram então 

posicionadas sobre as amostras nas lâminas de microscópio e as lâminas foram colocadas 

sob condições de refrigeração para que a polimerização ocorresse. Após polimerização, as 

lamínulas foram removidas e as lâminas foram tratadas com uma solução de lise resfriada à 

4 °C (NaCl 2,5 mol/L, EDTA 0,1 mol/L, tris(hidroximetil)aminometano (Tris) 10 mmol/L e 1% 

(m/m) de Triton X-100®, pH 10) durante 60 min. Os grupos de tratamento foram, em seguida, 

incubados num tampão de eletroforese (NaOH 0,3 mol/L e EDTA 1 mmol/L, pH 13) durante 

20 min, seguido por análise electroforética durante 20 min a 1,3 V/cm. Após eletroforese, as 

lâminas foram cobertas com uma solução neutralizante (Tris 0,4 mol/L, pH 7,5) durante 5 

min, lavadas três vezes com água deionizada, e deixadas em repouso durante a noite à 

temperatura ambiente. Antes da coloração, as lâminas secas foram deixadas numa solução 



84 
 
de fixação (ácido tricloroacético (15%, m/v), sulfato de zinco (5%, m/v) e glicerol (5%, v/v)) 

durante 10 min, após o que as lâminas foram lavadas três vezes com água ultrapura. 

Seguindo-se a estes procedimentos, as lâminas foram deixadas em repouso à temperatura 

ambiente durante 1,5 h, período após o qual foram re-hidratadas com água ultrapura e 

coradas durante aproximadamente 15 min com uma solução de coloração com prata 

consistindo em solução A (nitrato de amônio 0,2% (m/v), nitrato de prata 0,2% (m/v), ácido 

tungstosilícico 0,5% (m/v), formaldeído 0,15% (v/v) e carbonato de sódio 5% (m/v)) e 

solução B (carbonato de sódio 5% (m/v)) (34:66, v/v). Subsequentemente, as lâminas foram 

banhadas em água ultrapura e depois numa solução para parar a reação (ácido acético 1% 

(v/v)). Finalmente, as lâminas foram novamente lavadas suavemente com água ultrapura e 

deixadas secar à temperatura ambiente. A coloração com prata é análoga à de 

fluorescência, durante a qual a carga positiva dos cátions de prata permitem-lhes ligar-se ao 

DNA e aos fragmentos DNA, produzindo uma coloração característica. 

Durante os procedimentos que envolvem materiais celulares, tanto a luz natural como 

a luz de lâmpadas fluorescentes foram evitadas de forma a prevenir a sua possível 

interferência sobre os resultados. As análises foram realizadas utilizando um microscópio 

óptico Zeiss Axiovert-60 (Carl-Zeiss, Göschwitzer Str., Jena, Alemanha) e pelo menos 100 

células foram contadas em cada lâmina, com 3 lâminas para cada ensaio (aproximadamente 

300 células). As análises foram realizadas em triplicata, totalizando 900 células para a 

análise de cada solução isotônica testada. 

As análises de ensaio Cometa® foram realizadas atribuindo uma pontuação de 0 a 4, 

de acordo tanto com a quantidade de DNA na cauda como com o comprimento da cauda: 

pontuação 0, correspondendo a células intactas (sem qualquer espalhamento); pontuação 1, 

correspondendo a células com danos mínimos (espalhamento de luz, com uma cauda muito 

curta); pontuação 2, correspondendo àquelas células com danos médios (espalhamento 

suave e cauda grande); pontuação 3, correspondendo àquelas células com danos severos 

(espalhamento grande e cauda grande); e pontuação 4, correspondendo àquelas células 

com dano máximo (núcleo mínimo, espalhamento grande e cauda grande) (SEABRA et al., 

2014). Para este método visual, o número de células encontradas para cada pontuação foi 

multiplicado pelo valor da pontuação; todos os valores foram somados no final da análise de 

cada lâmina. Como a pontuação dependeu do número de células observadas, um índice de 

dano de cauda (ou dano de DNA) foi criado, normalizando a pontuação atribuída à lâmina 

pelo número de células analisadas na lâmina. 
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4.2.10. Avaliação da estabilidade das emulsões múltiplas A/O/A produzidas, contendo 

partículas bacteriofágicas encapsuladas 

 

As emulsões múltiplas A/O/A contendo partículas bacteriofágicas encapsuladas foram 

avaliadas quanto à sua estabilidade temporal com base na manutenção do tamanho 

hidrodinâmico médio de partícula, índice de polidispersão, potencial Zeta e pH. A atividade 

antimicrobiana foi verificada no início, e ao fim de 3 e 6 meses durante o período de estudo 

(que durou praticamente 1 ano). O armazenamento das emulsões múltiplas A/O/A contendo 

partículas fágicas encapsuladas e da emulsão múltipla placebo foi realizado sob condições 

de refrigeração (4 °C). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O trabalho de pesquisa aqui apresentado objetivou a estabilização estrutural e 

funcional de partículas fágicas estritamente líticas para Pseudomonas aeruginosa, no 

interior do núcleo aquoso interno de emulsões múltiplas do tipo A/O/A, com o objetivo final 

de preparação de um potencial sistema bioterapêutico para o tratamento por nebulização de 

pneumonia bacteriana causada por Pseudomonas aeruginosa. Neste sentido, o trabalho de 

pesquisa desenvolvido exigiu a realização de diversas etapas sequenciais tanto para a 

propagação das partículas fágicas no seu hospedeiro específico como para a preparação da 

emulsão múltipla e sua caracterização físico-química e biológica. A Figura 16 apresenta 

resumidamente as etapas envolvidas neste trabalho de pesquisa. 

 
Figura 16. Diagrama de sequências das várias etapas envolvidas no trabalho de pesquisa. 

 
Fonte: elaboração própria.   
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5.1. Propagação e purificação do concentrado bacteriofágico 

 

A propagação das partículas fágicas na suspensão estoque do seu hospedeiro 

bacteriano específico (Pseudomonas aeruginosa) (ver Figura 17) resultou numa suspensão 

concentrada de partículas fágicas, tendo sido seguida da determinação do título fágico. 

 

Figura 17. Resultados dos ensaios de propagação do bacteriófago JG004 no seu hospedeiro 

específico, Pseudomonas aeruginosa, mostrando a formação de unidades formadoras de placas 

(PFUs) para toda a sequência de diluições decimais da suspensão estoque de bacteriófago: (a) 1x10-

1, (b) 1x10-2, (c) 1x10-3, (d) 1x10-4, (e) 1x10-5, (f) 1x10-6, (g) 1x10-7, (h) 1x10-8, (i) 1x10-9, (j) 1x10-10. 

 
Fonte: elaboração própria. 

 

O plaqueamento das diluições decimais em série desta suspensão concentrada em 

partículas fágicas, como descrito na seção 4.2.1.4. dos Procedimentos experimentais, 

permitiu a determinação do número de unidades formadoras de placas (PFU's) (ver Figura 

18) para diluições decimais selecionadas. 
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Figura 18. Quantificação microbiológica do título fágico da suspensão concentrada (propagada) de 

bacteriófago JG004: (a) 1x10-5, 30 °C, >300 PFUs; (b) 1x10-6, 30 °C, 253 PFUs; (c) 1x10-7, 30 °C, 31 

PFUs; (d) 1x10-7, 37 °C, 28 PFUs; (e) 1x10-7, 25 °C, 35 PFUs. 

 
Fonte: elaboração própria. 

 

É possível observar a formação de um tapete fágico para diluições mais baixas, até 

1x10-5, indicando uma completa propagação do bacteriófago e consequente lise de todas as 

células bacterianas (ver Figura 17). A quantidade de viriões por mL de suspensão estoque 

de bacteriófago foi quantificada via determinação do número de unidades formadoras de 

placas quando a suspensão foi adicionada à bactéria hospedeira, utilizando a Equação (1). 

Cada placa de lise corresponde a uma unidade de bacteriófago. A incubação da 

bactéria com o bacteriófago a três temperaturas diferentes (30 °C, 37 °C e 25 °C) não 

produziu qualquer diferença na proliferação dos bacteriófagos (ver Figura 18), fornecendo 

assim indicação de que tanto o bacteriófago como a bactéria demonstram atividade similar 

dentro desta gama de temperaturas (ver Figura 18). Obteve-se assim, uma concentração 

média de partículas fágicas de (2,98±0,42)x109 viriões/mL (ver Figura 18 e Quadro 4) para a 

suspensão concentrada de partículas bacteriofágicas, após a propagação da suspensão 

estoque. 

 

Quadro 4. Resultados microbiológicos obtidos a partir dos ensaios de determinação das unidades 

formadoras de placas (PFUs), permitindo a determinação do título fágico da suspensão concentrada 

de bacteriófagos. 

Temperatura 
(°C) 

Número 
de PFUs Diluição 

Volume de 
inóculo 

(mL) 

Concentração de partículas 
fágicas 

(PFU/mL) 
37 28 1,0x10-7 0,100 2,8000x109 

30 31 1,0x10-7 0,100 3,1000x109 

30 253 1,0x10-6 0,100 2,5300x109 

25 35 1,0x10-7 0,100 3,5000x109 

PFU's/mL ± σ  (2,982500 ± 0,416203) x 109 

Fonte: elaboração própria.   
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Adicionalmente, desenvolveu-se um ensaio espectrofotométrico que permitisse a 

quantificação de partículas fágicas em suspensão antes e após o processo de produção das 

emulsões múltiplas. Partindo do título fágico calculado com base nos procedimentos 

microbiológicos descritos anteriormente, realizaram-se cinco diluições em água ultrapura 

(até um volume total de 5,0 mL) usando diferentes volumes da suspensão concentrada de 

partículas bacteriofágicas produzida e a absorbância das diluições resultantes foi 

determinada tanto à 255 nm (comprimento de onda que produz a máxima absorção da 

suspensão concentrada de fagos, ver Figura 19) como à 320 nm (comprimento de onda 

onde existe pouca absorção de luz pelos cromóforos dos fagos) (ver Quadro 3). 

Subtraindo A320, um comprimento de onda onde existe pouca absorção de luz pelos 

cromóforos fágicos, tem como objetivo corrigir grosseiramente o espalhamento de luz 

produzido pelas partículas fágicas e contaminantes particulados não-fágicos tais como 

debris celulares. Por inspeção da Figura 19, um mínimo de absorção pode também ser 

observado em torno de 245 nm; quando este mínimo está ausente do espectro, muitos 

contaminantes estão provavelmente presentes na suspensão, o que geralmente acontece 

quando ela contém poucos viriões. Esta não foi, todavia, a situação encontrada neste 

trabalho de pesquisa, com a suspensão fágica concentrada produzida. 

 

Figura 19. Espectro de varredura de comprimentos de onda da suspensão (propagada) de partículas 

bacteriofágicas, permitindo a observação do comprimento de onda que produz a máxima absorção da 

suspensão concentrada em partículas fágicas. 

 

Fonte: elaboração própria. 
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Realizando um ajuste linear aos dados exibidos no Quadro 3 e aplicando a equação 

de Beer-Lambert aos dados, permitiu-se o cálculo do coeficiente de extinção molar das 

partículas (inteiras) de bacteriófago JG004 como sendo ε = 8,3487x10-09 (PFU's/mL)-1•cm-1. 

A Equação (2) foi então aplicada para calcular a concentração física de partículas fágicas na 

suspensão concentrada de bacteriófago, produzindo o valor de 1,575x109 viriões/mL. 

A concentração de partículas fágicas obtida por leituras espectrofotométricas foi assim 

da mesma ordem de grandeza mas cerca de 47% inferior àquela obtida por procedimentos 

microbiológicos. Tomando em consideração a elevada quantidade de partículas fágicas 

físicas na suspensão concentrada, os resultados obtidos a partir das leituras 

espectrofotométricas são adequados, por exemplo, para a quantificação da eficiência de 

encapsulação, uma vez que um quociente de valores calculados por este procedimento 

eliminará praticamente qualquer erro da determinação. 

 

5.2. Preparação e caracterização da emulsão múltipla A/O/A, em termos de 
tamanho hidrodinâmico médio de partícula, índice de polidispersão e 
potencial Zeta 

 

Um trabalho de pesquisa anterior (GLASSER et al., 2016a), sobre a otimização 

estatística dos parâmetros de formulação conducentes à produção de uma emulsão múltipla 

A/O/A estável, seguindo um planejamento experimental fatorial completo, definiu como 

variáveis mandatórias um nível elevado de entidade proteica, um nível elevado de 

surfactante lipofílico (lecitina) e um nível baixo de surfactante hidrofílico (poloxâmero P188), 

integradas com uma velocidade alta de agitação para homogeneização. Seguindo este 

conjunto de parâmetros processuais otimizados (dados reportados por GLASSER et al. 

(2016a,b)), três emulsões múltiplas A/O/A foram produzidas (ver Quadro 2), isto é, uma 

emulsão múltipla A/O/A com 10 µL da suspensão concentrada de bacteriófagos na fase 

aquosa interna (ME10), uma emulsão múltipla A/O/A com 1000 µL da suspensão 

concentrada de bacteriófagos na fase aquosa interna (ME1000) e uma emulsão múltipla 

A/O/A com 1000 µL de água ultrapura na fase aquosa interna (MEPLC, ou emulsão múltipla 

A/O/A placebo). Os resultados obtidos pela análise por DLS das várias emulsões múltiplas 

A/O/A formuladas encontram-se no Quadro 5 e na Figura 20. 
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Quadro 5. Valores de resposta médios (n=3) e desvios padrão associados para HS, PI e ZP, das três 

emulsões múltiplas A/O/A, duas delas contendo partículas bacteriofágicas encapsuladas na fase 

aquosa interna (ME10 e ME1000) e uma sendo emulsão múltipla A/O/A placebo (MEPLC), ao longo 

do período de armazenamento à 4 °C. 

 
Tempo 

(d) 

ME10 ME1000 MEPLC Valor 
de 

HLB 
HS ± σ  

(nm) 
PI ± σ  

ZP ± σ  

(mV) 

HS ± σ  

(nm) 
PI ± σ  

ZP ± σ  

(mV) 

HS ± σ  

(nm) 
PI ± σ  

ZP ± σ  

(mV) 

0 161,57 ± 
1,80 

0,206 ± 
0,010 

-31,51 ± 
1,00 

188,54 ± 
2,20 

0,208 ± 
0,010 

-30,18 ± 
1,60 

169,00 ± 
1,10 

0,200 ± 
0,010 

-20,43 ± 
2,30 

13,418 

7 157,12 ± 
0,60 

0,271 ± 
0,010 

-21,47 ± 
1,10 

176,79 ± 
2,30 

0,278 ± 
0,010 

-22,45 ± 
0,90 

164,82 ± 
0,60 

0,272 ± 
0,010 

-23,21 ± 
1,80 

14 165,12 ± 
2,20 

0,283 ± 
0,010 

-18,31 ± 
2,70 

180,93 ± 
3,80 

0,299 ± 
0,010 

-22,13 ± 
1,20 

174,86 ± 
6,00 

0,281 ± 
0,010 

-18,30 ± 
1,90 

21 160,38 ± 
2,00 

0,278 ± 
0,010 

-27,79 ± 
0,50 

175,79 ± 
4,20 

0,287 ± 
0,00 

-28,12 ± 
1,50 

167,53 ± 
2,80 

0,273 ± 
0,010 

-23,36 ± 
0,60 

35 159,20 ± 
1,40 

0,264 ± 
0,010 

-25,77 ± 
0,60 

176,47 ± 
1,40 

0,290 ± 
0,010 

-25,60 ± 
1,60 

170,28 ± 
3,00 

0,272 ± 
0,010 

-23,68 ± 
1,30 

51 163,09 ± 
2,30 

0,279 ± 
0,010 

-21,57 ± 
2,50 

176,04 ± 
5,30 

0,292 ± 
0,010 

-27,01 ± 
3,10 

167,46 ± 
0,60 

0,268 ± 
0,010 

-19,71 ± 
1,90 

64 165,13 ± 
1,30 

0,275 ± 
0,010 

-22,07 ± 
1,80 

175,31 ± 
2,70 

0,281 ± 
0,010 

-26,33 ± 
1,90 

170,31 ± 
0,80 

0,270 ± 
0,010 

-20,13 ± 
1,20 

77 162,60 ± 
1,54 

0,273 ± 
0,000 

-20,16 ± 
1,17 

175,46 ± 
2,59 

0,278 ± 
0,010 

-24,53 ± 
1,46 

172,04 ± 
0,74 

0,269 ± 
0,010 

-20,24 ± 
0,55 

92 166,05 ± 
2,10 

0,268 ± 
0,010 

-21,33 ± 
1,21 

173,12 ± 
1,73 

0,283 ± 
0,010 

-22,51 ± 
0,93 

168,15 ± 
1,30 

0,270 ± 
0,010 

-20,10 ± 
1,03 

113 168,15 ± 
0,98 

0,275 ± 
0,008 

-20,01 ± 
0,83 

179,03 ± 
0,90 

0,277 ± 
0,006 

-21,15 ± 
1,23 

170,33 ± 
1,33 

0,249 ± 
0,012 

-18,93 ± 
1,05 

126 166,42 ± 
2,10 

0,271 ± 
0,007 

-19,53 ± 
1,03 

180,10 ± 
1,47 

0,287 ± 
0,013 

-20,34 ± 
1,11 

171,53 ± 
1,73 

0,248 ± 
0,009 

-19,31 ± 
0,87 

141 164,85 ± 
1,00 

0,276 ± 
0,006 

-18,69 ± 
1,16 

178,37 ± 
2,77 

0,269 ± 
0,007 

-19,89 ± 
1,41 

169,57 ± 
1,65 

0,256 ± 
0,011 

-18,15 ± 
0,75 

155 165,20 ± 
1,73 

0,285 ± 
0,004 

-13,28 ± 
0,12 

178,56 ± 
1,93 

0,292 ± 
0,005 

-20,80 ± 
0,59 

173,34 ± 
2,15 

0,283 ± 
0,003 

-19,41 ± 
1,17 

169 166,15 ± 
1,53 

0,279 ± 
0,015 

-20,57 ± 
1,13 

178,53 ± 
1,15 

0,280 ± 
0,001 

-23,72 ± 
1,51 

175,30 ± 
1,23 

0,283 ± 
0,011 

-20,51 ± 
1,74 

183 167,10 ± 
3,01 

0,280 ± 
0,003 

-20,10 ± 
1,15 

179,11 ± 
2,03 

0,279 ± 
0,005 

-22,31 ± 
1,53 

178,30 ± 
2,00 

0,278 ± 
0,003 

-21,13 ± 
2,03 

204 164,43 ± 
1,73 

0,279 ± 
0,001 

-23,15 ± 
2,55 

180,03 ± 
1,58 

0,283 ± 
0,005 

-30,15 ± 
1,03 

180,13 ± 
1,57 

0,278 ± 
0,011 

-21,10 ± 
1,15 

219 165,35 ± 
3,90 

0,281 ± 
0,003 

-32,79 ± 
3,96 

178,81 ± 
2,10 

0,285 ± 
0,009 

-32,03 ± 
1,26 

179,34 ± 
3,17 

0,277 ± 
0,005 

-21,70 ± 
3,11 

232 168,13 ± 
1,53 

0,280 ± 
0,005 

-30,54 ± 
2,00 

180,35 ± 
1,74 

0,282 ± 
0,006 

-31,75 ± 
2,12 

169,73 ± 
1,20 

0,269 ± 
0,003 

-20,89 ± 
3,19 

253 170,10 ± 
1,73 

0,279 ± 
0,003 

-28,15 ± 
1,97 

179,73 ± 
1,54 

0,280 ± 
0,003 

-28,21 ± 
1,97 

173,15 ± 
1,33 

0,271 ± 
0,001 

-19,75 ± 
2,81 

288 175,27 ± 
1,74 

0,285 ± 
0,003 

-27,31 ± 
2,15 

180,35 ± 
2,03 

0,291 ± 
0,002 

-30,54 ± 
1,03 

178,31 ± 
1,05 

0,280 ± 
0,002 

-20,93 ± 
2,01 

329 179,63 ± 
2,03 

0,288 ± 
0,004 

-30,21 ± 
2,03 

181,91 ± 
2,82 

0,308 ± 
0,005 

-37,17 ± 
2,17 

185,39 ± 
2,34 

0,285 ± 
0,004 

-24,14 ± 
2,61 

Fonte: elaboração própria.   
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Figura 20. Evolução temporal dos valores médios (n=3) e desvios padrão associados do Tamanho 

hidrodinâmico de partícula (HS) (a), Índice de polidispersão (PI) (b), Potencial Zeta (ZP) (c) e pH (d) 

das nanovesículas lipídicas contendo partículas bacteriofágicas aprionadas no núcleo aquoso interno, 

integrantes dos sistemas de emulsão múltipla A/O/A, ao longo do período de armazenamento 

(círculos azul-claro, ME10; círculos rosa, ME1000; círculos cinza, MEPLC). 

 

Fonte: elaboração própria.   
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Uma maior quantidade de partículas fágicas físicas não promoveu quaisquer 

alterações nos valores de potencial Zeta (ver Figura 20c), mas amplificou as propriedades 

antibacterianas da emulsão múltipla (como será discutido na seção 5.9.). A adição de um 

eletrólito (ácido clorídrico) à fase aquosa interna promoveu a manutenção dos valores de 

potencial Zeta (ver Figura 20c) ao longo do tempo, presumivelmente devido a uma 

acumulação de íons adsorvidos na superfície interna das nanovesículas lipídicas, 

prevenindo assim fenômenos de agregação e coalescência. 

Ainda que a energia de agitação mecânica seja importante para produzir a dispersão, 

não é no entanto suficiente; ela apenas supera a barreira de tensão superficial durante o 

período da homogeneização. Assim, a forma mais simples para estabilizar o sistema é 

reduzir a tensão superficial, de forma a diminuir a energia livre derivada da expansão da 

área superficial global (OLIVEIRA et al., 2004). Assim, optou-se neste trabalho por aumentar 

o nível de surfactante lipofílico na produção das emulsões múltiplas A/O/A, uma vez que os 

agentes tensoativos desempenham um papel importante na estabilização das emulsões. No 

entanto, a maior parte dos surfactantes não consegue reduzir a tensão interfacial para níveis 

capazes de contrariarem toda a energia livre de superfície provocada pelo tremendo 

aumento na área superficial durante a homogeneização e por isso as emulsões são 

normalmente consideradas sistemas termodinamicamente instáveis (PIANOVSKI et al., 

2008; SCHMIDTS et al., 2009). 

A carga global na superfície das partículas em suspensão afeta a distribuição iônica 

na sua vizinhança imediata, produzindo uma dupla camada elétrica em torno de cada 

partícula. Quando uma partícula se move, os íons dentro da sua fronteira movem-se com 

ela, e vice-versa. O potencial Zeta é o potencial que existe nesta fronteira, com a sua 

intensidade sendo uma indicação da estabilidade potencial no sistema coloidal (SCHULTZ 

et al., 2008), e depende da concentração de íons no solvente. Assim, a principal razão para 

medir o potencial Zeta reside na previsão da estabilidade coloidal, que por sua vez depende 

das interações entre partículas. O potencial Zeta é uma medida das forças repulsivas entre 

partículas, e uma vez que a vasta maioria dos sistemas aquosos coloidais é estabilizada por 

repulsão electrostática, quanto maiores forem as forças repulsivas entre partículas menor 

será a probabilidade delas se aproximarem e formarem agregados, conduzindo assim a um 

sistema coloidal mais estável. Como se pode ver no Quadro 5 e na Figura 20, a produção 

dos sistemas de emulsão múltipla A/O/A contendo quantidades variáveis de partículas 

físicas bacteriofágicas aprisionadas levou à produção de partículas bastante homogêneas 

com tamanhos hidrodinâmicos médios (n=3) de (161,57 ± 1,80) nm (ME10) e (188,54 ± 

2,20) nm (ME1000) e valores médios (n=3) de potencial Zeta de (-31,51 ± 1,00) mV (ME10) 

e (-30,18 ± 1,60) mV (ME1000), e exibindo índices médios (n=3) de polidispersão de 0,206 ± 
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0,010 (ME10) e 0,208 ± 0,010 (ME1000). Estes valores foram produzidos para um 

parâmetro processual de velocidade de agitação de 12500 rpm. O tamanho médio de 

partícula e a distribuição de tamanhos (índice de polidispersão) foram medidos em triplicata 

em amostras das emulsões múltiplas A/O/A via Espalhamento Dinâmico de Luz Laser (DLS) 

(adequado para partículas com diâmetros entre 5 nm e 3 µm), enquanto o potencial Zeta foi 

medido em triplicata em amostras das emulsões múltiplas A/O/A por microeletroforese, com 

todos os resultados aqui apresentados sendo valores médios (ver Figura 20 e Quadro 5) 

com desvios padrão associados, para as emulsões múltiplas A/O/A produzidas com 

partículas bacteriofágicas encapsuladas, em função do tempo de armazenamento à 4 °C. O 

armazenamento dos sistemas de emulsão múltipla com partículas fágicas encapsuladas 

(ver Figura 20) à 4 °C durante 329 dias levou à manutenção dos tamanhos hidrodinâmicos 

de partícula entre 161,57 nm e 179,63 nm (ME10) e entre 188,54 nm e 181,91 nm (ME1000) 

(ver Figura 20a), com um pequeno aumento dos índices de polidispersão durante os 

primeiros sete dias os quais foram mantidos ao longo do restante período de 

armazenamento (ver Figura 20b), e com um pequeno aumento nos valores do potencial 

Zeta, durante os primeiros sete dias, presumivelmente, devido à concentração de íons na 

interface das nanovesículas lipídicas (ver Figura 20c), os quais foram mantidos ao longo do 

restante período de armazenamento (ver Figura 20c). Nanovesículas lipídicas placebo 

(controle) também foram produzidas, sem partículas fágicas encapsuladas, e armazenadas 

sob as mesmas condições; para estas, a mesma tendência foi encontrada para o tamanho 

hidrodinâmico médio de partícula, junto com um pequeno aumento nos valores do potencial 

Zeta. Em emulsões múltiplas do tipo A/O/A (tais como as nanovesículas lipídicas produzidas 

neste trabalho e contendo núcleo aquoso, dispersas em água), existe uma correlação 

positiva entre a estabilidade da emulsão e o comprimento da cadeia carbônica dos ácidos 

graxos, e uma correlação negativa com a constante dielétrica do emulsificante (Tween 80, 

um surfactante não-iônico e emulsificante com um valor de HLB (balanço hidrofílico-

lipofílico) de 15,0 (SCHMIDTS et al., 2009)). Aumentando o peso molecular (tal como no 

Softisan 100™, com resíduos de ácidos graxos entre C10-C18) e diminuindo a constante 

dielétrica (tal como no Tween 80) indica uma maior hidrofobicidade, levando a uma maior 

impregnação da interface e a uma emulsão múltipla mais estável (BALCÃO et al., 2014b), o 

que está em clara concordância com a estabilidade observada para os sistemas de emulsão 

múltipla produzidos neste trabalho, tanto em termos de manutenção do tamanho 

hidrodinâmico médio de partícula e polidispersão, como dos valores do potencial Zeta. A 

superior estabilidade de emulsões contendo Tween 80 pode ser relacionada com o fato de 

que o Tween 80 possui uma cadeia oleato com 18 átomos de carbono e uma ligação 

insaturada, o que conduz a uma camada de interface O/A mais estável e subsequentemente 

a uma maior estabilidade da emulsão (SCHMIDTS et al., 2009). A maior hidrofobicidade dos 
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sistemas de emulsão múltipla A/O/A produzidos neste trabalho encontra ainda suporte no 

valor médio ponderado (calculado) para o seu HLB (13,418, ver Quadro 5). 

Para produzir este valor de HLB, a expressão de SCHMIDTS et al. (2009) para o 

cálculo do HLB ponderado foi devidamente aplicada (ver Equação (6)). 

 

HLBemulsão
múltipla A/O/A

=
HLBI ×

φ(a/o)
a( )×wt%I +HLBII ×wt%II

φ(a/o)
a( )×wt%I +wt%II

   (6) 

 

onde HLBI é o valor de HLB do emulsificante interno (emulsificante I) usado para a emulsão 

primária (a/o) (calculado como HLBI = {[(%lecitina, m/m)*HLBlecitina]+[(%Tween80, 

m/m)*HLBTween80]}, onde HLBlecitina=4 e HLBTween80=15), φ(a/o)/a é a fração de emulsão 

primária (a/o) na emulsão múltipla a/o/a, wt%I é a fração mássica (%, m/m) do emulsificante 

I na emulsão primária (a/o), HLBII é o valor de HLB do emulsificante II (emulsificante usado 

para a fase aquosa externa, isto é, HLBpoloxâmero 188=29), e wt%II é a fração mássica (%, m/m) 

do emulsificante II na emulsão múltipla. 

Uma partícula física de bacteriófago JG004 é constituída por um capsídeo proteico 

hexagonal que mede cerca de 67 nm e uma bainha contráctil (cauda) com cerca de 115nm, 

segundo determinações realizadas neste trabalho através de análises por crio-MET (ver 

seção 5.6.6.). Devido à flexibilidade da bainha do fago, é possível que caiba uma partícula 

de bacteriófago dentro das nanovesículas formadas nas emulsões múltiplas obtidas. O 

Quadro 5 apresenta os valores médios de tamanho hidrodinâmico de partícula, obtidos 

através de análises por DLS. Verifica-se uma proximidade no tamanho hidrodinâmico das 

nanovesículas formadas em todas as emulsões múltiplas avaliadas, sendo a formulação 

EM1000 a que apresenta maior tamanho hidrodinâmico das suas nanovesículas lipídicas, 

possivelmente devido à maior quantidade de bacteriófago nela oferecido. 

O índice de polidispersão, que fornece informações sobre a homogeneidade da 

distribuição de tamanhos, parâmetro importante na manutenção da estabilidade do sistema 

coloidal, foi baixo (aproximadamente 0,200) o que indica a formação de sistemas 

essencialmente monodispersos para todas as formulações, conforme se pode observar no 

Quadro 5. 
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5.3. Avaliação da viscosidade e do pH das emulsões múltiplas do tipo A/O/A 

 

Especialmente para aplicações (bio)farmacêuticas, formulações com baixa 

viscosidade são importantes para permitir uma boa dissolução em água, para que a 

formulação possa ser convenientemente carreada, por exemplo, na forma de soluções 

isotônicas. O valor médio (n=3) obtido para a viscosidade (µ) das emulsões múltiplas A/O/A 

formuladas com partículas bacteriofágicas encapsuladas foi de µ = (4, 77± 0,06) kg ⋅ s−1 ⋅m−1 . 

As propriedades físicas de formulações farmacêuticas podem ter um efeito nas taxas 

de nebulização e tamanho de partículas. A viscosidade, força iônica, osmolaridade, pH e 

tensão superficial podem impedir a nebulização de algumas formulações. Se o pH for muito 

baixo, ou se a solução for hiper- ou hipo-osmolar, o aerosol pode induzir broncoconstrição, 

tosse e irritação da mucosa pulmonar (ESCHENBACHER; BOUSHEY; SHEPPARD, 1984; 

WEBER et al., 1997; LABIRIS; DOLOVICH, 2003). As emulsões A/O/A produzidas exibiram 

uma baixa viscosidade, como referido acima, a um valor de pH próximo de 6,0 (ver Figura 

19d). Estas são características de grande importância para administração de uma dada 

formulação por aerossolização. 

O potencial hidrogeniônico das amostras de emulsão múltipla com entidades fágicas 

encapsuladas recém preparadas, e da amostra da emulsão múltipla sem entidades fágicas 

encapsuladas (emulsão placebo), foram obtidas através da medição direta, sem diluição da 

amostra, com eletrodo de vidro combinado, à temperatura de 25 °C. Os valores de pH da 

ME10 e da MEPLC foram bem semelhantes, levemente ácidos, no entanto o pH obtido para 

a ME1000 foi próximo do neutro (ver Figura 20d). Os bacteriófagos estão suspensos em 

uma mistura de meio de cultura e tampão fágico, que foi esterilizado por filtração na etapa 

de propagação e purificação, e este sistema tamponante, em maior quantidade na emulsão 

ME1000, é o responsável pela diferenciação do pH frente às outras amostras. 

 

5.4. Aspecto macroscópico das emulsões múltiplas do tipo A/O/A 

 

Após a preparação de cada emulsão múltipla A/O/A, avaliou-se o seu aspecto 

macroscópico. Esta análise é importante já que permite identificar fenômenos de 

coalescência, floculação e/ou cremeação característicos de nanoemulsões com pouca 

estabilidade (SCHULLER; ROMANOWSKY, 1998). Não foram detectados quaisquer 

fenômenos de instabilidade das emulsões recém-produzidas com partículas bacteriofágicas 

encapsuladas na fase aquosa interna, tendo estas apresentado sempre um aspecto leitoso 
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e uniforme. Independentemente dos seus parâmetros processuais (10 µL ou 1000 µL da 

suspensão concentrada de partículas bacteriofágicas na fase aquosa interna), as emulsões 

apresentaram-se bastante fluidas, translúcidas e sem qualquer aderência visível às paredes 

dos tubos Falcon onde foram armazenadas (ver Figura 21). 

 
Figura 21. Aspecto leitoso, sem floculação, sem cremeação e sem aderência às paredes do tubo, 

das emulsões do tipo A/O/A recém produzidas. 

 
Fonte: elaboração própria. 

 

5.5. Determinação da eficiência de encapsulação 

 

Após centrifugação de alíquotas de 2 mL tanto do sistema ME1000 como do sistema 

MEPLC, 200 µL do sobrenadante do sistema ME1000 foram cuidadosamente recolhidos, 

diluídos para 2000 µL com água ultrapura (i.e., uma diluição 1:10), introduzidos numa cubeta 

de quartzo, e a absorbância lida nos comprimentos de onda de 255 nm e 320 nm, usando 

como branco, para ambos os comprimentos de onda, a emulsão múltipla A/O/A placebo 

(i.e., MEPLC). Usando esta mesma abordagem para a suspensão concentrada de 

bacteriófago, com 40 µL de sobrenadante diluídos para 2000 µL com água ultrapura (i.e., 

uma diluição 1:50), onde o branco foi preparado usando uma mistura de LB-top ágar (4 mL) 

e tampão fágico (3 mL) para zerar o espectrofotômetro para ambos os comprimentos de 

onda, produzindo Abs255nm-Abs320nm=0,263 (0,310-0,047), a aplicação da Equação (2) levou 

a uma concentração de partículas fágicas na suspensão concentrada de bacteriófago igual a 

1,575x109 viriões/mL (Bacteriófagos livres = ((0,310-0,047)/8,3487x10-9)x50 = 1,575x109 

viriões/mL). Usando os resultados obtidos das leituras de absorbância (Abs255nm-

Abs320nm=0,142 (0,176-0,034)) com o sobrenadante do sistema ME1000 na Equação (2), 
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obteve-se uma concentração de partículas fágicas de 1,701x108 viriões/mL (Bacteriófagos 

livres = ((0,176-0,034)/8,3487x10-9)x10 = 1,701x108 viriões/mL) para o sobrenadante do 

sistema ME1000. Usando a Equação (3), onde a quantidade de viriões oferecidos para 

preparar 2 mL de ME1000 foi igual a 3,150x109 viriões e a quantidade de viriões no 

sobrenadante dos 2 mL do sistema ME1000 foi igual a 3,402x108 viriões, a eficiência de 

encapsulação (EE) de partículas fágicas do sistema ME1000 foi de EE(%) = ((3,150x109-

3,402x108)/3,150x109)x100 = 89.2%. 

É importante lembrar que esta eficiência de encapsulação está relacionada 

exclusivamente com viriões de fagos, uma vez que as leituras de absorbância foram 

realizadas de forma a excluir debris celulares e outras proteínas intracitoplasmáticas 

liberadas por lise celular bacteriana. 

 

5.6. Caracterização físico-química das emulsões múltiplas do tipo A/O/A 

 

As características físico-químicas das emulsões múltiplas do tipo A/O/A são afetadas 

por um conjunto de variáveis processuais (GLASSER et al., 2016a,b; SEVERINO et al., 

2011). Neste sentido, as emulsões múltiplas do tipo A/O/A sem (emulsão placebo, MEPLC) 

e com entidades proteicas (partículas bacteriofágicas) encapsuladas, foram caracterizadas 

do ponto de vista físico-químico através da determinação por DLS (espalhamento dinâmico 

de luz-laser) ao longo de um período de armazenamento à 4 °C, em termos de tamanho 

hidrodinâmico de partícula (HS), índice de polidispersão (PI) e potencial Zeta (ZP). 

O estudo da forma de associação das partículas bacteriofágicas às substâncias 

utilizadas na produção da emulsão múltipla do tipo A/O/A foi efetuado através de análises de 

espectrofotometria de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), difração de raios-

X (XRD), rastreamento de nanopartículas (NTA) e análises térmicas por termogravimetria 

(TG) e calorimetria diferencial exploratória (DSC). Foram ainda efetuadas análises por crio-

microscopia eletrônica de transmissão (crio-MET) e por microscopia eletrônica de 

transmissão após coloração negativa com acetato de uranila (NS-MET). 

 

 

  



99 
 
5.6.1. Análises por espectrofotometria de infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR) 

 

A espectrofotometria de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) permite a 

identificação de grupos funcionais. Cada grupo funcional em particular absorve radiação em 

uma frequência característica do espectro infravermelho. Assim, um gráfico de intensidade 

versus frequência de radiação, conhecido como espectro de infravermelho, permite a 

caracterização de grupos funcionais em um dado material (SKOOG et al., 2007), o que faz 

com que a espectrofotometria FTIR seja bastante usada em análises estruturais de sistemas 

nanoestruturados. Esta técnica analítica pode permitir tornar claras possíveis interações 

entre as partículas bacteriofágicas encapsuladas e o envelope lipídico das nanovesículas 

lipídicas com núcleo aquoso integrantes da emulsão múltipla do tipo A/O/A, através da 

análise dos grupos funcionais dos agentes envolvidos no processo. A Figura 22 exibe os 

espectros de infravermelho da emulsão múltipla A/O/A placebo (MEPLC, ver Figura 22d), da 

emulsão múltipla A/O/A com partículas fágicas encapsuladas preparada com 10 µL da 

suspensão concentrada de bacteriófagos (ME10, ver Figura 22e), da emulsão múltipla 

A/O/A com partículas fágicas encapsuladas preparada com 1000 µL da suspensão 

concentrada de bacteriófagos (ME1000, ver Figura 22f), e da suspensão concentrada de 

bacteriófagos (ver Figura 22g). 

Os picos de intensidade aos números de onda de 3300 cm-1 (MEPLC, espectro d na 

Figura 22 e espectro a na Figura 23), 3300 cm-1 (ME10, espectro e na Figura 22 e espectro 

b na Figura 23), 3350 cm-1 (ME1000, espectro f na Figura 22 e espectro c na Figura 23) e 

3250 cm-1 (suspensão concentrada de bacteriófago, espectro g na Figura 22 e espectro d 

na Figura 23) são característicos de estiramentos do grupo -OH e indicam a presença de 

ligações com moléculas de água. Estes picos são mais intensos nos espectros d, e e f 

devido à natureza aquosa das emulsões múltiplas produzidas (ver Figuras 22d, 22e e 22f, e 

Figuras 23a, 23b e 23c). Nos espectros de infravermelho d, e e f (ver Figura 22) podem 

observar-se picos entre 2853 e 2924 cm-1 (característicos de estiramentos sp3 do grupo CH), 

1746 cm-1 (ver Figura 22d) e 1742 cm-1 (ver Figuras 22e e 22f), característicos de 

estiramento C=O (dímero, ligado a H), e no espectro de infravermelho g um pico a 1600 cm-

1 (ver Figura 22g e Figura 23d), característico do grupo carbonila (-C=O). 
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Figura 22. Espectros FTIR de amostras de lecitina (a), poloxâmero 188 (b), Softisan100™ (c), 

emulsão múltipla A/O/A placebo (MEPLC) (d), emulsão múltipla A/O/A com partículas fágicas 

encapsuladas preparada com 10 µL da suspensão concentrada de bacteriófagos (ME10) (e), 

emulsão múltipla A/O/A com partículas fágicas encapsuladas preparada com 1000 µL da suspensão 

concentrada de bacteriófagos (ME1000) (f), e suspensão concentrada de bacteriófagos (g). Os 

espectros FTIR de infravermelho foram recolhidos na região de números de onda de 4000 cm-1 a 400 

cm-1 com resolução de 2 cm-1, num espectrofotômetro FTIR da Agilent (modelo Cary 630, Santa Clara 

CA, E.U.A.). 

 
Fonte: elaboração própria.   
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A Figura 23 mostra a sobreposição de alguns dos espectros de infravermelho obtidos, 

para melhor visualização de possíveis interações. 

 

Figura 23. Sobreposição dos espectros de infravermelho FTIR de amostras de emulsão múltipla 

A/O/A placebo (a, MEPLC), emulsão múltipla A/O/A contendo 10 µL de bacteriófago encapsulado (b, 

ME10), emulsão múltipla A/O/A contendo 1000µL de bacteriófago encapsulado (c, ME1000) e 

suspensão fágica concentrada (d). 

 
Fonte: elaboração própria. 

 

No espectro de infravermelho da suspensão concentrada de bacteriófago (ver Figura 

22g e Figura 23d), um pico que aparece à 2931 cm-1 é provavelmente atribuível ao 

estiramento assimétrico do grupo CH2, um pico que aparece à 1525 cm-1 é provavelmente 

atribuível à deformação angular de um grupo -NH2 (ou o grupo amina terminal ou um grupo 

amina de resíduos de lisina nas proteínas capsular ou de fibras da cauda do bacteriófago), 

um pico que aparece à 1399 cm-1 é provavelmente atribuível a uma curvatura no plano de C-

O-H, outro pico que aparece à 1457 cm-1 é muito provavelmente atribuível ao grupo 

carboxilato (-COO-), um pico que aparece à 1067 cm-1 provavelmente atribuível ao PO4, um 

pico que aparece à 985 cm-1 é provavelmente atribuível a uma torsão em dobra fora do 

plano do grupo O-H, e um pico que aparece à 1243 cm-1 é provavelmente atribuível a um 

estiramento do grupo C-O. 
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Comparando os espectros de infravermelho das emulsões múltiplas sem (Figura 22d e 

Figura 23a) e com (Figuras 22e e 22f, e Figuras 23b e 23c) partículas fágicas encapsuladas, 

são visíveis picos na região de 1107 cm-1 a 1030 cm-1, característicos de torsões -C=O. No 

espectro de infravermelho da suspensão concentrada de bacteriófago (Figura 22g e Figura 

23d), um pico característico aparece à 1067 cm-1 devido ao estiramento da ligação -P-O- em 

grupos fosfato. Uma comparação entre os espectros de infravermelho das emulsões 

múltiplas A/O/A sem (Figura 22d e Figura 23a) e com (Figuras 22e e 22f, e Figuras 23b e 

23c) partículas fágicas encapsuladas, poderá permitir concluir que não existe deslocamento 

de grandes picos principais, nem a existência dos picos característicos do espectro de 

infravermelho de partículas fágicas livres (1525 cm-1, 1399 cm-1, 620 cm-1 e 533 cm-1 (este 

último provavelmente atribuível a torsões da ligação C-C)), o que indica que praticamente 

todas as partículas fágicas oferecidas na preparação das emulsões múltiplas ME10 e 

ME1000 foram de fato encapsuladas, estando por isso praticamente ausentes na fase 

aquosa externa das emulsões. Adicionalmente, comparando os espectros de infravermelho 

das emulsões múltiplas contendo partículas fágicas encapsuladas (Figuras 22e e 22f, e 

Figuras 23b e 23c), um pico característico à 1107 cm-1 (Figura 22e e Figura 23b) e 1101 cm-

1 (Figura 22f) com intensidade mais elevada no espectro f (Figura 22f e Figura 23c), indica a 

presença de maiores quantidades de partículas fágicas nesta última. 

 

5.6.2. Análises por difração de raios-X (XRD) 

 

A singularidade dos padrões de difração de substâncias cristalinas, a capacidade de 

distinguir entre elementos e seus óxidos, e a possibilidade de identificar compostos 

químicos, formas polimórficas e cristais mistos, através de análises não-destrutivas, são as 

vantagens decisivas das análises por difração de raios-X sobre outras técnicas analíticas. 

Os difratogramas obtidos pelas análises de difração de raios-X (XRD) realizadas à 

suspensão concentrada de bacteriófago e às emulsões múltiplas A/O/A sem (MEPLC) e 

com partículas fágicas encapsuladas (ME1000), com comprovada atividade antibacteriana, 

podem ser encontrados na Figura 24. 
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Figura 24. Difratogramas de raios-X (XRD) de amostras de lecitina (curva cinza), poloxâmero 188 

(curva vermelha), Softisan100™ (curva azul), emulsão múltipla placebo A/O/A sem quaisquer 

partículas fágicas (MEPLC) (curva preta), emulsão múltipla A/O/A com partículas bacteriofágicas 

encapsuladas (preparada com 1000 µL da suspensão concentrada de bacteriófago, ME1000) (curva 

verde), e da suspensão concentrada de bacteriófago (curva púrpura). O difratograma na curva 

marrom foi produzindo subtraindo o difratograma normalizado da MEPLC do difratograma 

normalizado da ME1000. Os difratogramas de raios-X foram produzidos usando raios-X filtrados por 

alvo de Cu. As análises foram realizadas a ângulos de difração de 2-Theta (de 5º a 90º, com 

incrementos de 0,02 graus e taxa de 2°.min-1) com voltagem de 40 kV, intensidade de corrente de 30 

mA e potência de raios-X de 3 kW, num difratómetro de raios-X (XRD) da Shimadzu (modelo 

XRD7000, Kyoto, Japão). 

 
Fonte: elaboração própria. 

 

Picos de elevada intensidade (amplitude) e base estreita estão relacionados com 

materiais cristalinos, enquanto aqueles picos de base larga estão relacionados com 

materiais amorfos. Uma vez que a intensidade dos picos nos padrões de difração de raios-X 

também depende da concentração de entidade bioativa, um aumento de intensidade tanto 

dos picos como do padrão de difração era esperado para a emulsão múltipla A/O/A 

contendo partículas fágicas encapsuladas (ME1000, ver Figuras 24 e 25, curvas verdes) em 

relação à emulsão múltipla controle (MEPLC, sem partículas fágicas encapsuladas, ver 
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Figuras 24 e 25, curvas a preto). Os difratogramas das emulsões ME10 e ME1000 (ver 

Figura 25) apresentam o mesmo padrão de intensidades, mas com diferentes amplitudes. 

 

Figura 25. Detalhe dos difratogramas de raios-X (XRD) de amostras da emulsão múltipla placebo 

A/O/A sem partículas fágicas (MEPLC) (curva preta), da emulsão múltipla A/O/A com partículas 

bacteriofágicas encapsuladas (preparada com 1000 µL da suspensão concentrada de bacteriófago, 

ME1000) (curva verde), e da suspensão concentrada de bacteriófago (curva púrpura), para 15 < 2θ < 

35. O difratograma na curva marrom foi produzindo subtraindo o difratograma normalizado da MEPLC 

do difratograma normalizado da ME1000. 

 
Fonte: elaboração própria. 

 

A normalização da intensidade em difratogramas selecionados (ver Figura 25, 

suspensão concentrada de bacteriófago, emulsão múltipla A/O/A placebo sem partículas 

fágicas encapsuladas (MEPLC, ver Figura 25), e emulsão múltipla A/O/A contendo 

partículas fágicas encapsuladas (ME1000, ver Figura 25) foi realizada dividindo os valores 

de intensidade pelo valor máximo de intensidade em cada difratograma, permitindo assim 

uma melhor comparação entre os difratogramas de raios-X das várias emulsões múltiplas. 

Os difratogramas de raios-X das três emulsões múltiplas A/O/A, sem (MEPLC, ver Figura 

25) e com (ME10 e ME1000, ver Figura 25) partículas fágicas encapsuladas exibiram uma 

banda larga com bastante ruído, com picos bem definidos na região de 18,00 ≤ 2 Theta ≤ 

25,00, onde os picos mais pequenos e bem definidos produzidos indicam resíduos 
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cristalinos do lipídeo (Softisan 100™, ver Figura 24 e Figura 25) utilizado na preparação das 

emulsões múltiplas. Em particular, os difratogramas de raios-X revelaram a presença de 

dois sinais, um a 2θ = 21,50° e outro a 2θ = 23,26° (ver Figura 25), que são ambos 

característicos da forma polimórfica ortorrômbica frequentemente observada em 

triacilgliceróis complexos tais como o Softisan 100™ (BUNJES; UNRUH, 2007). 

A subtração do difratograma da emulsão múltipla MEPLC ao difratograma da emulsão 

múltipla ME1000 (isto é, ME1000-MEPLC) permitiu o cancelamento do efeito da matriz 

lipídica integrante das nanovesículas lipídicas com núcleo aquoso e claramente não exibe 

picos que se destaquem na curva. Isto permite concluir que a quantidade de partículas 

bacteriofágicas na fase aquosa externa foi demasiado baixa para absorver energia dos 

raios-X que atingiram a amostra durante a análise, observando assim o carácter amorfo das 

nanovesículas lipídicas contendo partículas fágicas encapsuladas. Esta conclusão é de fato 

suportada pelo pico raso observado na curva marrom na região de 19,00 ≤ 2 Theta ≤ 40,00 

(ver Figura 25). 

 

5.6.3. Análises por rastreamento de nanopartículas (NTA) 

 

Tanto as emulsões múltiplas ME10 e ME1000, contendo partículas fágicas 

encapsuladas, a emulsão múltipla placebo (MEPLC), assim como a suspensão fágica 

concentrada, foram também analizadas por rastremento de nanopartículas num dispositivo 

NanoSight LM14C da Malvern Instruments Ltd (Worcestershire, Reino Unido). A 

temperatura do meio de dispersão foi completamente programada através do software do 

dispositivo de rastreamento de nanopartículas, com as análises a serem realizadas a 24,999 

°C. As amostras (1µL de amostra de emulsão múltipla previamente diluída em 4999 µL de 

água ultrapura) foram atingidas por um laser de luz verde com comprimento de onda de 532 

nm e os movimentos Brownianos das nanovesículas lipídicas foram capturados por uma 

câmera sCMOS de elevada resolução, para realizar as análises por rastreamento de 

nanopartículas. Na Figura 26 podem ser encontrados fotogramas congelados das partículas 

na suspensão concentrada de bacteriófagos (ver Figura 26a), das nanovesículas lipídicas 

integrantes das emulsões múltiplas A/O/A contendo partículas fágicas encapsuladas (ME10 

e ME1000, ver Figuras 26b e 26c respectivamente),e das nanovesículas lipídicas 

integrantes da emulsão múltipla placebo A/O/A (MEPLC, ver Figura 26d), permitindo 

observar as partículas e a ausência de agregação das mesmas. 
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Figura 26. Fotogramas de elevada resolução da (a) suspensão concentrada de bacteriófagos, (b) 

emulsão múltipla A/O/A ME10, (c) emulsão múltipla A/O/A ME1000, e (d) emulsão múltipla placebo 

A/O/A (MEPLC), capturados por uma câmera sCMOS de elevada resolução, após irradiação das 

amostras com um laser de luz verde ao comprimento de onda de 532 nm, usando um dispositivo 

NanoSight da Malvern Instruments Ltd (modelo LM14C, Worcestershire, Reino Unido). 

 
Fonte: elaboração própria. 

 

Comparando os resultados obtidos pela técnica de NTA, que é mais sensível e precisa 

do que a técnica de análise por DLS, percebe-se que não existiram diferenças significativas 

entre as determinações realizadas pelas duas técnicas, com o coeficiente de variação (CV, 

%) das determinações ficando abaixo de 10% entre as medições realizadas pelas duas 

técnicas de análise (ver Quadro 6). 

 
Quadro 6. Comparação entre os resultados obtidos para o tamanho hidrodinâmico médio das 

nanovesículas lipídicas integrantes das várias emulsões múltiplas, pelas duas técnicas analíticas 

(DLS vs. NTA). 

Determinação 

Emulsão múltipla A/O/A 
ME10 ME1000 MEPLC 

Análise 
por DLS 

Análise 
por NTA 

Análise 
por DLS 

Análise 
por NTA 

Análise 
por DLS 

Análise 
por NTA 

Tamanho hidrodinâmico 
médio de partícula 

(nm) 
161,57 180,02 188,54 185,02 169,00 179,04 

σ  13,05 2,49 7,10 
CV (%) 7,64 1,33 4,08 

Fonte: elaboração própria.   
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A técnica de análise NTA forneceu ainda informações sobre a concentração 

aproximada de partículas nas emulsões múltiplas A/O/A analisadas, com a emulsão múltipla 

ME10 apresentando (2,44±6,69)x1012 partículas/mL, a emulsão múltipla ME1000 

apresentando (2,39±7,33)x1012 partículas/mL e a emulsão múltipla MEPLC apresentando 

(2,34±2,19)x1012 partículas/mL. Obtiveram-se, assim, concentrações de partículas bastante 

semelhantes nas várias emulsões, o que contribui para a confirmação da reprodutibilidade 

do processo de produção das emulsões múltiplas A/O/A. 

Os resultados produzidos pelas análises (realizadas em quintuplicatas) permitiram o 

cálculo do coeficiente de difusão das nanovesículas lipídicas integrantes da emulsão 

múltipla preparada com 1000 µL da suspensão concentrada de bacteriófagos (ME1000) e 

com comprovada atividade antibacteriana. A concentração de partículas foi determinada 

como sendo aproximadamente 2,39x1012 partículas/mL, e a viscosidade dinâmica da 

emulsão (meio de dispersão) foi de η = 0,888704 cP (ou 0,000888704 kg/(m.s)). Assumindo 

um diâmetro hidrodinâmico de partícula homogêneo para as nanovesículas lipídicas (como 

foi na verdade o caso para o sistema de emulsão múltipla ME1000) de 188,54 nm, o 

coeficiente de difusão das nanovesículas lipídicas contendo partículas fágicas encapsuladas 

pode ser calculado utilizando a equação de Stokes-Einstein (ver Equação (7)): 

 

D = kB ⋅T
6 ⋅π ⋅η ⋅ r        (7)

 

 

onde D é o coeficiente de difusão, kB é a constante de Boltzmann (1,3806488x10-23 

m2.kg/(s2.K)), T é a temperatura absoluta (K), η  é a viscosidade dinâmica (kg/(m.s)), e r é o 

raio hidrodinâmico (m) da partícula. 

Assim, o coeficiente de difusão das nanovesículas lipídicas integrantes do sistema de 

emulsão múltipla ME1000 foi calculado como sendo 2,607x106 nm2.s-1 (ou 2,607x10-12 m2.s-

1). Os resultados obtidos neste trabalho de pesquisa para o coeficiente de difusão das 

nanovesículas lipídicas integrantes do sistema de emulsão múltipla ME1000 são 

comparáveis com, e da mesma ordem de grandeza (10-12 m2.s-1) dos resultados publicados 

por Katayama et al. (2009). Tipicamente, os coeficientes de difusão para moléculas variam 

desde 10-10 a 10-7 m2.s-1, mas os coeficientes de difusão para nanopartículas são 

tipicamente da ordem de grandeza de 10-12 m2.s-1 (KATAYAMA et al., 2009). A lecitina tem 

sido reportada como estabilizante de emulsões múltiplas A/O/A (SCHMIDTS et al., 2009), 

com a estabilidade aumentada relacionada com uma alteração no coeficiente de difusão da 
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água e de substâncias solúveis em água sujeitas à composição da fase oleosa. Quanto 

mais baixo o coeficiente de difusão, mais estável a emulsão múltipla é (KATAYAMA et al., 

2009; SCHMIDTS et al., 2009), e isto foi de fato observado durante o armazenamento do 

sistema de emulsão múltipla produzido (ME1000) com partículas fágicas encapsuladas. 

Observações macroscópicas do nanossistema com partículas fágicas aprisionadas não 

mostraram separação visível de fases, exibindo ausência de aderência às paredes do 

recipiente de contenção sob temperaturas de refrigeração. 

Adicionalmente, foram produzidos gráficos de intensidade (unidades de absorbância) 

em função do tamanho hidrodinâmico da partícula após irradiação das amostras com um 

laser de luz verde ao comprimento de onda de 532 nm para (a) suspensão concentrada de 

bacteriófagos, (b) emulsão múltipla placebo (MEPLC), (c) emulsão múltipla ME10, e (d) 

emulsão múltipla ME1000 (ver Figura 27). Como pode ser observado na Figura 27a, a 

suspensão concentrada de bacteriófago integrou partículas com tamanhos até 1200 nm, 

muito provavelmente devido aos debris bacterianos presentes na suspensão concentrada 

de bacteriófagos. 

 
Figura 27. Gráficos de intensidade (unidades de absorbância) em função do tamanho hidrodinâmico 

da partícula para (a) suspensão concentrada de bacteriófagos, (b) emulsão múltipla A/O/A placebo 

(MEPLC), (c) emulsão múltipla A/O/A preparada com 10 µL de suspensão concentrada de 

bacteriófagos (ME10), e (d) emulsão múltipla A/O/A preparada com 1000 µL de suspensão 

concentrada de bacteriófagos (ME1000), produzidos pelo dispositivo NanoSight da Malvern 

Instruments Ltd (model0 LM14C, Worcestershire, Reino Unido), após irradiação das amostras com 

um feixe laser de luz verde ao comprimento de onda de 532 nm. 

 
Fonte: elaboração própria.   
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No entanto, a produção dos sistemas de emulsão múltipla A/O/A usando 10 µL (ME10) 

ou 1000 µL (ME1000) da suspensão concentrada de bacteriófagos excluiu totalmente tais 

partículas de tamanhos maiores (ver, por exemplo, as Figuras 27c e 27d) mas reteve as 

partículas de bacteriófago no interior do núcleo aquoso das suas nanovesículas lipídicas, 

uma conclusão ainda mais suportada pelos ensaios de atividade antibacteriana realizados 

com ambos os sistemas de emulsão múltipla A/O/A e que serão objeto de discussão mais à 

frente. 

 

5.6.4. Análises térmicas por termogravimetria (TG) e calorimetria exploratória 

diferencial (DSC) 

 

Uma avaliação cuidadosa das curvas termogravimétricas (ver Figura 28a) de ambos 

os sistemas de emulsão múltipla A/O/A usando ou 10 µL (ME10) ou 1000 µL (ME1000) da 

suspensão concentrada de bacteriófagos, bem como do sistema de emulsão múltipla A/O/A 

placebo (MEPLC), permite a identificação de dois grandes eventos de perda de massa, 

atribuíveis à perda de água. O primeiro evento de perda de água ocorre desde cerca de 50 

°C até 110 °C (ver Figura 28a), provavelmente relacionado com a perda de água da fase 

aquosa externa, enquanto que o segundo evento, que se extende desde cerca de 120 °C 

até 185 °C (ver Figura 28a), está muito provavelmente ligado à perda do lipídeo constituínte 

das nanovesículas com consequente perda da água da fase aquosa interna. Como 

esperado, a curva termogravimétrica da suspensão concentrada de bacteriófagos exibiu 

apenas um evento principal de perda de massa, extendendo-se desde cerca de 50 °C até 

105 °C (ver Figura 28a), devido à natureza aquosa da suspensão possuindo apenas 

entidades proteicas (partículas fágicas) e debris celulares bacterianos. A 1ª derivada da 

curva de perda de massa (i.e., a taxa de variação de massa, ver Figura 28b) pode ser usada 

para indicar os pontos aos quais a perda de massa é mais aparente (pontos de inflexão), 

isto é, 110 °C e 180 °C para o sistema de emulsão múltipla A/O/A placebo (MEPLC), 105 °C 

e 180 °C para o sistema de emulsão múltipla A/O/A usando 1000 µL (ME1000) da 

suspensão concentrada de bacteriófago, 100 °C e 180 °C para o sistema de emulsão 

múltipla A/O/A usando 10 µL (ME10) da suspensão concentrada de bacteriófago e 100 °C 

para a suspensão concentrada de bacteriófagos. A compatibilidade entre o Tween 80 (i.e. 

poly(oxyethylene) sorbitan monooleate) e outros componentes da fase aquosa interna, 

atribuída à ligações de hidrogênio e a mais baixa energia de rede cristalina deste polímero, 

teve um impacto importante no processo de perda de água tanto da emulsão não carregada 
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com partículas fágicas (MEPLC) como das emulsões carregadas com partículas fágicas 

(ME10 e ME1000) (ver Figura 28b). 

 

Figura 28. Curvas termogravimétricas (a) e 1ª derivada das curvas de perda de massa (b) de 

amostras da suspensão concentrada de bacteriófagos (linhas azuis), emulsão múltipla A/O/A placebo 

(MEPLC, linhas rosa), emulsão múltipla A/O/A preparada com 10 µL de suspensão concentrada de 

bacteriófagos (ME10, linhas cinza), e emulsão múltipla A/O/A preparada com 1000 µL de suspensão 

concentrada de bacteriófagos (ME1000, linhas verdes). As análises foram realizadas num 

termogravímetro da TA Instruments (modelo 2050, New Castle, E.U.A.). 

 
Fonte: elaboração própria. 

 

Sendo entidades de natureza proteica essencialmente inertes, as partículas fágicas 

não são higroscópicas por natureza e não são esperadas reter mais água quando 

aprisionadas no interior do núcleo aquoso das nanovesículas lipídicas, e de fato isto pode 

ser observado a partir da visualização das Figuras 28a e 28b, onde não pode ser observado 

qualquer deslocamento nas curvas termogravimétricas (ver Figura 28a) dos sistemas de 
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emulsão múltipla MEPLC, ME10 e ME1000, com a perda de água do núcleo interno das 

nanovesículas lipídicas ocorrendo à mesma (elevada) temperatura muito provavelmente 

devido à ligações de hidrogênio entre moléculas de água e de Tween 80. Isto pode ser 

confirmado por observação da Figura 28b, onde tal ausência de deslocamento pode ser 

vista mais claramente no segundo pico. No entanto, os perfis de perda de água de todas as 

formulações A/O/A não diferiram substancialmente uns dos outros. O sistema de emulsão 

múltipla ME1000 passou por um processo de perda de massa em duas etapas, e é estável 

até pelo menos 50 °C. A análise por TG das nanovesículas lipídicas revelou uma perda de 

massa de cerca de 87.5% até uma temperatura de 120 °C, que pode ser atribuída à perda 

da fase aquosa externa dos sistemas de emulsão múltipla. O sistema matricial das 

nanovesículas lipídicas, no entanto, revelou uma perda de massa de cerca de 10% quando 

aquecido até 200 °C, como se pode ver nas Figuras 28a e 28b. 

Análises por calorimetria exploratória diferencial dos sistemas de emulsão múltipla 

A/O/A usando 10 µL (ME10) ou 1000 µL (ME1000) da suspensão concentrada de 

bacteriófagos, bem como do sistema de emulsão múltipla A/O/A placebo (MEPLC) 

forneceram uma visão sobre o estado e grau de cristalinidade, e o comportamento de fusão 

de materiais tais como as nanovesículas lipídicas produzidas. A adição (aprisionamento) de 

partículas fágicas nas nanovesículas lipídicas de núcleo aquoso promoveu um ligeiro 

decréscimo nos picos de temperatura de fusão (picos de absorção a 110,34 °C, 167,08 °C e 

196,18 °C e calores absorvidos associados (entalpias de fusão) de 1,429 J/mg, 0,2659 J/mg 

e 0 J/mg, respectivamente, para o sistema de emulsão múltipla placebo (MEPLC, ver Figura 

29a) (ausência de partículas fágicas aprisionadas), para picos de absorção a cerca de 

108,21 °C, 152,44 °C e 191,22 °C e calores absorvidos associados (entalpias de fusão) de 

1,518 J/mg, 0,1170 J/mg e 0,0225 J/mg, respectivamente, para o sistema de emulsão 

múltipla ME1000 com partículas fágicas aprisionadas (ver Figura 29c)), denotando um 

encurtamento do intervalo de temperaturas de fusão no caso do sistema de emulsão 

múltipla ME1000 (ver Figuras 29a e 29c). 

A quantidade de calor absorvido pelas nanovesículas lipídicas com partículas fágicas 

aprisionadas (sistema de emulsão múltipla A/O/A ME1000) foi 6% superior àquele absorvido 

pelas nanovesículas vazias (sistema de emulsão múltipla A/O/A placebo MEPLC). No 

entanto, a inclusão de partículas fágicas nas nanovesículas lipídicas levou a um decréscimo 

significativo no pico de absorção de calor (108,21 °C), quando comparado com aquele da 

suspensão concentrada de bacteriófagos (210,56 °C), devido à amorfização do sistema. A 

mesma tendência foi verificada quando se compararam os sistemas de emulsão múltipla 

MEPLC e ME1000. Quando se analisou a emulsão múltipla A/O/A preparada com a 

quantidade mais elevada de partículas fágicas (1000 µL da suspensão concentrada de 
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bacteriófagos, ME1000) no interior do núcleo aquoso das suas nanovesículas lipídicas, 

obteve-se uma entalpia de fusão de 1,518 J/mgnanoemulsão, a um pico de temperatura de 

108,21 °C, um valor apenas 6,23% maior do que aquele obtido para o sistema de emulsão 

múltipla A/O/A placebo (MEPLC), o que provavelmente contribui para o efeito estabilizante 

do procedimento de nanoencapsulação. 

 

Figura 29. Termogramas de calorimetria exploratória diferencial (DSC) de amostras de (a) emulsão 

múltipla A/O/A placebo (MEPLC, linhas rosa), (b) emulsão múltipla A/O/A preparada com 10 µL de 

suspensão concentrada de bacteriófagos (ME10, linhas cinza), (c) emulsão múltipla A/O/A preparada 

com 1000 µL de suspensão concentrada de bacteriófagos (ME1000, linhas verdes), e (d) suspensão 

concentrada de bacteriófago (linhas azuis). As análises foram realizadas num microcalorímetro 

exploratório diferencial da TA Instruments (modelo MDSC 2910, New Castle, E.U.A.). 

 
Fonte: elaboração própria.   
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Os resultados obtidos a partir das análises térmicas por DSC realizadas nos sistemas 

particulados carregados e não carregados com partículas bacteriofágicas (ver Figura 29) 

estão em concordância com aqueles obtidos a partir dos estudos de difração de raios-X (ver 

Figuras 24 e 25), uma vez que, como pode ser visto por observação dos termogramas de 

DSC, o aprisionamento das partículas fágicas no interior do núcleo aquoso das 

nanovesículas lipídicas levou a uma cristalinidade diminuída com encurtamento do perfil de 

fusão. A amorfização do envelope lipídico após aprisionamento das partículas 

bacteriofágicas (ver Figuras 24, 25 e 29) muito provavelmente amplificou a capacidade de 

acomodação das nanovesículas lipídicas para uma macromolécula tal como a partícula 

bacteriofágica. Devido a uma rigidez diminuída, uma redução na taxa de liberação das 

partículas aprisionadas foi muito provavelmente certa, o que por sua vez poderá explicar a 

alta estabilidade observada para o sistema de emulsão múltipla contendo partículas fágicas 

aprisionadas (ver Figura 20). Uma avaliação cuidadosa dos termogramas de DSC exibidos 

na Figura 29 permite observar três eventos endotérmicos distintos: um a 196,18 °C 

(emulsão múltipla placebo, MEPLC) que se moveu para 191,22 °C (sistema de emulsão 

múltipla ME1000), implicando em um decréscimo na cristalinidade; um a 167,08 °C 

(emulsão múltipla placebo, MEPLC) que se moveu para 152,44 °C (sistema de emulsão 

múltipla ME1000); e um a 110,34 °C (emulsão múltipla placebo, MEPLC) que se moveu para 

108,21 °C (sistema de emulsão múltipla ME1000). Notavelmente, os eventos térmicos 

representados na Figura 29 e os difratogramas de raios-X representados nas Figuras 24 e 

25 denotam uma clara transição de um estado mais cristalino das nanovesículas lipídicas 

(ver Figura 29a, emulsão múltipla MEPLC) para um estado mais amorfo (ver Figura 29c, 

emulsão múltipla ME1000), devido ao aprisionamento de uma entidade proteica tal como a 

partícula fágica utilizada no presente trabalho de pesquisa, levando assim ao aumento de 

estabilidade observada para o sistema de emulsão múltipla ME1000 (ver Figura 20). Em 

relação ao termograma da suspensão concentrada de bacteriófago (ver Figura 29d), os dois 

picos que aparecem a 203,68 °C e 210,56 °C estão muito provavelmente relacionados com 

a natureza lipídica dos debris celulares bacterianos presentes na suspensão. O termograma 

produzido para o sistema de emulsão múltipla ME10 (ver Figura 29b) exibe apenas dois 

eventos principais de absorção de calor (ver Figura 29b), um a 140,30 °C e outro a 175,18 

°C. Uma vez que este sistema de emulsão múltipla foi produzido usando uma quantidade 

muito menor de partículas bacteriofágicas (i.e., 100x menor do que aquela que foi oferecida 

na preparação do sistema de emulsão múltipla ME1000), a ausência do terceiro pico 

(presente em torno de 191,22 °C na emulsão múltipla ME1000) está muito provavelmente 

relacionada com a quantidade virtualmente nula de debris celulares bacterianos. 
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Claramente, o alargamento da gama de perfil de fusão no sistema ME10 (ΔT = 34,88 °C) por 

um fator de 1.27x (ΔT = 44,23 °C no sistema ME1000), implica uma cristalinidade diminuída 

da emulsão múltipla ME1000 devido à amorfização do envelope lipídico após 

aprisionamento de (uma ou mais) partículas fágicas. 

 

5.6.5. Avaliação da atividade antibacteriana dos sistemas de emulsão múltipla A/O/A 

contendo partículas bacteriofágicas encapsuladas 

 

A atividade antibacteriana dos dois sistemas de emulsão múltipla A/O/A contendo 

partículas bacteriofágicas aprisionadas, produzidos ou com 10 µL (ME10) ou com 1000 µL 

(ME1000) de suspensão concentrada de bacteriófago, foi avaliada in vitro contra uma cepa 

patogênica de Pseudomonas aeruginosa. Os dois sistemas de emulsão múltipla exibiram 

eficiências bastante diferentes dependendo da quantidade de partículas fágicas oferecidas 

durante o procedimento de nanoencapsulação (ver Figura 30). 

O sistema de emulsão múltipla ME10 foi preparado oferecendo 1,575x107 viriões, 

enquanto que o sistema de emulsão múltipla ME1000 foi preparado oferecendo 1,575x109 

viriões. Como pode ser observado na Figura 30, a suspensão concentrada de bacteriófago 

demonstrou uma atividade lítica muito elevada, como era esperado (ver Figuras 30a-d, 

quadrantes inferiores esquerdos), constituíndo assim o controle positivo. A emulsão múltipla 

placebo (MEPLC), assim como o placebo da suspensão fágica composta de meio de cultura 

e tampão fágico, não apresentaram atividade lítica, compondo assim o controle negativo do 

estudo. No entanto, o sistema de emulsão múltipla ME10 falhou em exibir qualquer atividade 

antibacteriana (ver Figuras 30c e 30d, quadrantes superiores esquerdos), provavelmente 

devido a um (ou mais) dos seguintes fatores: (i) a velocidade de homogeneização utilizada 

para produzir a emulsão múltipla, mas este não foi um fator limitante para a referida 

ausência de atividade antibacteriana, uma vez que vários pesquisadores reportaram que 

não houve perda de viabilidade fágica com velocidades de homogeneização de 14000 rpm 

(PUAPERMPOONSIRI et al., 2009). Neste trabalho de pesquisa, a velocidade de 

homogeneização foi mantida a um máximo de 12500 rpm, bem abaixo do valor mencionado 

por aqueles pesquisadores; (ii) a temperatura à qual as partículas fágicas foram sujeitas 

durante a preparação da emulsão múltipla, mas este também não foi um fator limitante para 

a sua falta de atividade antibacteriana uma vez que a temperatura máxima do procedimento 

aqui descrito foi sempre igual ou inferior a 39 °C (temperatura de fusão do Softisan100™ é 

de cerca de 35 °C); ou (iii) a (muito) mais baixa quantidade de viriões fágicos oferecidos 

para produzir o sistema de emulsão múltipla ME10, pode assim ter sido o fator limitante e, 
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na verdade, as análises de atividade antibacteriana realizadas com este sistema de emulsão 

múltipla produzido com apenas 1,575x107 viriões não revelaram qualquer atividade 

antibacteriana (ver Figuras 30c e 30d, quadrantes superiores esquerdos). Mas, após 

aumentar a quantidade de viriões fágicos em duas ordens de grandeza para 1,575x109 

viriões, o sistema de emulsão múltipla resultante (ME1000) integrando nanovesículas 

lipídicas com núcleo aquoso contendo partículas fágicas encapsuladas permitiu observar 

uma atividade antibacteriana pronunciada (ver Figuras 30a e 30b, quadrantes superiores 

esquerdos). 

 

Figura 30. Atividade antimicrobiana dos sistemas de emulsão 
múltipla contendo partículas bacteriofágicas encapsuladas, 
produzidos com 1000 µL (a e b) e 10 µL (c e d) da suspensão 
concentrada de bacteriófago. Quadrante superior esquerdo: 20 µL 
de emulsão múltipla aplicada em disco de papel de filtro estéril (a 
(ME1000) e c (ME10)) ou gota de 20 µL de emulsão múltipla (b 
(ME1000) e d (ME10)) aplicados diretamente na superfície de 
top-ágar Luria-Bertani preparado com 100 µL de suspensão 
bacteriana de Pseudomonas aeruginosa; Quadrante superior 
direito: 20 µL de emulsão múltipla placebo (MEPLC) aplicada em 
disco de papel de filtro estéril (a (ME1000) e c (ME10)) ou gota de 
20 µL de emulsão múltipla placebo (b (ME1000) e d (ME10)) 
aplicados diretamente na superfície de top-ágar Luria-Bertani 
preparado com 100 µL de suspensão bacteriana de 
Pseudomonas aeruginosa; Quadrante inferior esquerdo: 10 µL de 
suspensão concentrada de bacteriófago aplicada em disco de 
papel de filtro estéril (a e c) ou gota de 10 µL de suspensão 
concentrada de bacteriófago (b e d) aplicados diretamente na 
superfície de top-ágar Luria-Bertani preparado com 100 µL de 
suspensão bacteriana de Pseudomonas aeruginosa; Quadrante 
inferior direito: 10 µL de meio de diluição fágico estéril aplicado 
em disco de papel de filtro estéril (a e c) ou gota de 10 µL de meio 
de diluição fágico estéril (b e d) aplicados diretamente na 
superfície de top-ágar Luria-Bertani preparado com 100 µL de 
suspensão bacteriana de Pseudomonas aeruginosa; (e) 
Quadrante superior esquerdo: 20 µL de sobrenadante da emulsão 
múltipla ME1000 após extração com clorofórmio e centrifugação; 
Quadrante superior direito: 20 µL de emulsão múltipla ME1000; 
Quadrante inferior esquerdo: 20 µL de sobrenadante da emulsão 
múltipla MEPLC após extração com clorofórmio e centrifugação; 
Quadrante inferior direito: 10 µL de suspensão concentrada de 
bacteriófago.  

Fonte: elaboração própria. 

 

Emulsões múltiplas placebo para os sistemas ME10 e ME1000 foram também 

produzidas e testadas para a presença de atividade antibacteriana e, como esperado, os 

resultados obtidos não exibiram qualquer atividade antibacteriana (ver Figuras 30a-d, 
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quadrantes superiores direitos). Para testar se o meio de diluição dos viriões fágicos poderia 

de alguma forma inibir o crescimento bacteriano, uma suspensão placebo foi também 

preparada misturando LB-top ágar (4 mL) e tampão fágico (3 mL), devidamente esterilizada 

e testada da mesma forma que os sistemas de emulsão múltipla e a suspensão concentrada 

de bacteriófago. Como esperado, os resultados obtidos não exibiram qualquer atividade 

antibacteriana (ver Figuras 30a-d, quadrantes inferiores direitos). Adicionalmente, e porque 

os viriões fágicos nos sistemas de emulsão múltipla ME10 e ME1000 foram extraídos das 

nanovesículas lipídicas com clorofórmio antes de realizar os testes para atividade 

antibacteriana, o potencial antibacteriano do sistema de emulsão múltipla ME1000 foi 

comparado quando se usou clorofórmio ou não antes do plaqueamento. A Figura 30e exibe 

no seu quadrante superior esquerdo o resultado obtido para o sobrenadante do sistema 

ME1000 após extração com clorofórmio e centrifugação, no seu quadrante superior direito o 

resultado obtido para o sistema ME1000 sem qualquer tipo de extração realizada, no seu 

quadrante inferior esquerdo o resultado obtido para o sobrenadante da emulsão múltipla 

placebo (MEPLC) após extração com clorofórmio e centrifugação, e no seu quadrante 

inferior direito o resultado obtido para a suspensão concentrada de bacteriófago. Como pode 

ser observado, a extração das partículas fágicas das nanovesículas lipídicas com 

clorofórmio não exerceu qualquer efeito deletério sobre a atividade das partículas fágicas. 

 

5.6.6. Análises micro-estruturais e morfológicas por (crio-/NS-) Microscopia 

Eletrônica de Transmissão 

 

As análises por Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) foram realizadas com 

amostras da suspensão concentrada de bacteriófago e do sistema de emulsão múltipla 

A/O/A ME1000 (a qual apresentou atividade antibacteriana positiva) por dois processos 

diferentes, isto é, crio-MET e MET com Coloração Negativa (Negative Staining MET, ou NS-

MET). A Figura 31 exibe fotomicrografias de crio-microscopia eletrônica de transmissão 

(crio-MET) da suspensão concentrada de bacteriófago, mostrando (a) a profusão de 

partículas fágicas suspensas numa camada de gelo ocupando vários dos orifícios contidos 

na grade de carbono usada para preparar a amostra, apenas para mostrar a 

representatividade da análise, (b) várias partículas fágicas aderidas à debris celulares 

bacterianos, (c) um detalhe de várias partículas fágicas aderidas à debris celulares 

bacterianos permitindo observar as fibras da cauda e as cápsides hexagonais mostrando a 

presença (seta verde inserida) e ausência (seta branca inserida) de dsDNA, (g) uma única 

partícula fágica permitindo observar claramente a morfologia do bacteriófago JG004 com a 
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sua cápside hexagonal característica e as fibras da cauda (seta amarela inserida). A Figura 

31 também exibe fotomicrografias de microscopia eletrônica de transmissão com coloração 

negativa (NS-MET) de (d) uma partícula fágica, (e) e (f) o sistema de emulsão múltipla 

A/O/A ME1000 produzido, a diferentes magnificações, e (h) e (i) partículas fágicas 

permitindo observar claramente a estrutura helicoidal da sua baínha contrátil (setas rosa 

inseridas). A estrutura das nanovesículas lipídicas integrantes do sistema de emulsão 

múltipla ME1000 pode encontrar-se nas Figuras 31e e 31f, mas as análises por NS-MET 

não permitiram distinguir partículas fágicas no interior do sistema de emulsão múltipla 

A/O/A. 

O processo de coloração das partículas com acetato de uranilo envolve uma secagem 

suave da amostra ao ar seguida da aplicação de 3 µL de uma solução aquosa de acetato de 

uranilo a 2% (m/m) na grade de cobre contendo a amostra. Ainda que muito suave, tal 

secagem é suficiente para promover a deformação das partículas, e isto pode de fato ser 

claramente observado nas fotomicrografias (d), (e), (f), (h) e (i) na Figura 31. 

Pelo contrário, as análises de MET após vitrificação das amostras permite a 

observação das partículas como elas realmente são, sem quaisquer alterações na sua 

forma, uma vez que as amostras são vitrificadas com as partículas suspensas numa fina 

camada de gelo amorfo. Não obstante este fato, as análises de MET após coloração 

negativa das amostras permite a observação das partículas com um maior contraste (ver, 

por exemplo, as fotomicrografias (d), (e), (f) e (h) na Figura 31). 

A voltagem de aceleração é um parâmetro de imagem importante uma vez que 

influencia vários outros parâmetros óptico-eletrônicos que são importantes para a resolução, 

como a profundidade de campo do microscópio eletrônico de transmissão (MET) (des 

GEORGES et al., 2014). À medida que a voltagem aumenta, também aumenta a energia 

dos elétrons e, como consequência, os elétrons interagem menos com a matéria ao longo 

de uma dada espessura e portanto produzem menos contraste, o que é um parâmetro 

crítico em crio-MET (des GEORGES et al., 2014). Este foi, na verdade, o caso com as 

análises realizadas e aqui apresentadas, uma vez que o MET utilizado para a realização das 

análises operou a 120 kV, uma energia de elétrons suficiente para produzir imagens com 

contraste não tão bom. 

Também, nas análises por Crio-MET, as partículas são suspensas numa camada de 

gelo cuja espessura pode ser muito maior do que as próprias partículas, o que contribui 

ainda mais para um mau contraste das fotomicrografias. Adicionalmente, a amostra dentro 

do campo de visão pode não ser completamente plana. Isto poderia ser resolvido 

favoravelmente por uma voltagem mais elevada, que produz uma maior profundidade de 
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campo, no entanto isso provocaria o derretimento da camada de gelo, danificando a 

amostra. 

Etano líquido foi usado para vitrificar as amostras de sistema de emulsão múltipla 

A/O/A rico em água para as análises por crio-microscopia eletrônica de transmissão (crio-

MET), uma vez que um fino filme de água rapidamente imerso em etano líquido a −145 °C 

congela demasiado rapidamente para que a água cristalize (cristaliza de forma amorfa). 

Este rápido congelamento, mergulhando rapidamente as amostras em etano líquido, não 

rompe a estrutura dos fagos e das nanovesículas lipídicas moles com núcleo aquoso 

presentes no estado líquido, como a formação de cristais de gelo pode fazer. As análises 

por Crio-MET permitiram assim a observação de partículas num estado hidratado quase 

nativo uma vez que as amostras foram vitrificadas, mantendo as partículas suspensas numa 

fina camada de gelo amorfo. Não obstante, as fotomicrografias (e) e (f) da Figura 31 

permitem observar claramente a estrutura das nanovesículas lipídicas integrantes do 

sistema de emulsão múltipla ME1000, bem como a total ausência de fenômenos de 

agregação. 

Adicionalmente, uma observação cuidadosa das fotomicrografias (e) e (f) de 

microscopia eletrônica de transmissão exibidas como Figura 31 permite observar a 

existência de uma linha escura que delimita cada partícula. Tal linha escura poderá 

corresponder a uma acumulação do tensoativo lipídico (lecitina de soja) na interface entre 

as nanovesículas lipídicas e a fase aquosa externa. Tal acumulação pode ser ainda mais 

evidenciada devido ao fato de que nessa interface a maior opacidade à passagem dos 

elétrons traduz na verdade numa maior concentração de átomos de carbono nessa mesma 

interface. Assim, a carga negativa do tensoativo lipídico que muito provavelmente se 

acumulou nessa zona de interface pode na verdade ter contribuído para o baixo valor de 

potencial Zeta das nanovesículas lipídicas contendo partícula(s) bacteriofágica(s) 

encapsulada(s) no seu núcleo aquoso. 
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Figura 31. Fotomicrografias de Crio-MET da suspensão concentrada de bacteriófago, mostrando (a) 

a profusão de partículas fágicas na grade de carbono usada para preparar a amostra, (b) várias 

partículas fágicas aderidas à debris celulares bacterianos, (c) uma porção ampliada de várias 

partículas fágicas aderidas à debris celulares bacterianos permitindo observar as fibras da cauda e a 

cápside com e sem dsDNA, (g) zoom de uma partícula fágica; Fotomicrografias de NS-MET de (d) 

uma partícula fágica, (e) e (f) sistema de emulsão múltipla ME1000 produzido, a diferentes 

magnificações, e (h) e (i) partículas fágicas permitindo observar claramente a estrutura helicoidal da 

sua baínha contrátil. As fotomicrografias (j) e (k) foram obtidas com amostras de emulsão múltipla 

ME1000 não tratadas (puras), aplicadas diretamente sobre grades de carbono. 

 
Fonte: elaboração própria.   
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Nas fotomicrografias (j) e (k) da Figura 31, obtidas com amostras não tratadas (puras) 

da emulsão múltipla A/O/A ME1000, podem observar-se as nanovesículas lipídicas 

integrantes da emulsão ainda que as imagens estejam bastante difusas devido à espessura 

da amostra seca sobre as grades de carbono. Pode ainda observar-se uma partícula 

bacteriofágica na fotomicrografia (j) (seta azul-claro inserida), mas não se podem retirar 

conclusões em absoluto sobre se a mesma estaria encapsulada na nanovesícula lipídica ou 

se estaria sobreposta àquela. No entanto, a maior densidade de átomos de carbono na 

partícula bacteriofágica (de natureza proteica) poderá permitir sugerir que a mesma estaria 

encapsulada. 

 

5.6.7. Determinação do potencial de citotoxicidade dos sistemas de emulsão múltipla 

A/O/A com partículas bacteriofágicas encapsuladas, pelo ensaio MTT 

 

Para avaliar os possíveis efeitos citotóxicos de ambos os sistemas de emulsão 

múltipla A/O/A preparados com 10 µL (ME10) ou 1000 µL (ME1000) da suspensão 

concentrada de bacteriófago, bem como da suspensão concentrada de bacteriófago e dos 

placebos do sistema de emulsão múltipla (MEPLC) e da suspensão de bacteriófagos (a 

partir de agora designados como "os produtos") sobre a viabilidade celular, os produtos 

foram avaliados usando diferentes concentrações. Os dados de viabilidade celular obtidos 

por exposição aos produtos encontram-se representados na Figura 32 para as duas 

linhagens celulares avaliadas. 
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Figura 32. Resultados dos testes de viabilidade celular (via ensaios MTT) usando as linhagens 

celulares A549 e V79 cultivadas em meio DMEM para avaliar a citotoxicidade do placebo da 

suspensão concentrada de bacteriófago, da suspensão concentrada de bacteriófago, do placebo dos 

sistemas de emulsão múltipla (MEPLC) e dos sistemas de emulsão múltipla ME10 e ME1000, 

durante um período de tratamento de 24 h a diferentes concentrações. Os valores estão expressos 

como médias de cinco determinações (n=5), com desvios padrão inferiores a 0,1 em todos os casos. 

 
Fonte: elaboração própria. 

 

Nos ensaios de viabilidade celular usando as linhagens celulares A549 e V79, os 

produtos foram dispersos em meio de cultura DMEM. Os ensaios MTT mostram a 

viabilidade celular encontrada após exposição à concentrações crescentes do produto, 

permitindo estabelecer a metade da concentração máxima inibitória (IC50), uma medida da 

eficácia de uma substância para inibir uma função biológica ou bioquímica específica, a qual 

determina a concentração de produto necessária para matar 50% das células. Esta medida 

quantitativa indica, portanto, quanto de um determinado produto é necessário para inibir um 

dado processo biológico (ou componente de um processo, isto é, uma enzima, célula, 

recetor celular ou microrganismo) em 50%. Nas concentrações de produto testadas na 

linhagem celular A549, tanto na suspensão concentrada de bacteriófagos como no seu 

placebo não apresentaram elevada toxicidade, com estas células apresentando uma 

viabilidade de cerca de 80% com uma concentração de produto em torno de 10%. Em 

relação aos sistemas de emulsão múltipla A/O/A, tanto a MEPLC como a ME10 e a ME1000 

promoveram uma queda na viabilidade celular produzindo os valores de IC50 exibidos no 

Quadro 7. 
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Quadro 7. Resultados obtidos para os valores IC50 pelos ensaios MTT com as linhagens celulares 

A549 e V79, expostas à suspensão concentrada de bacteriófago, ao placebo da suspensão 

bacteriofágica, e aos sistemas de emulsão múltipla MEPLC, ME10 e ME1000. 

 
Linhagem 

celular Produto usado no tratamento IC50 

A549 

Suspensão concentrada de bacteriófago Não citotóxica até 17,5 % 

Placebo da suspensão bacteriofágica Não citotóxica até 17,5 % 

MEPLC 4,55 % 

ME10 6,11 % 

ME1000 6,87 % 

V79 

MEPLC 4,76 % 

ME10 4,23 % 

ME1000 3,38 % 

Fonte: elaboração própria. 

 

De acordo com os resultados incluídos no Quadro 7, podemos observar que as células 

A549 apresentaram uma elevada resistência aos tratamentos com os produtos, sendo 

necessária uma elevada concentração dos produtos para atingir 50% de morte celular. Com 

a linhagem celular A549, o tratamento com os produtos ME10 e ME1000 não apresentou 

diferenças significativas, enquanto que com a linhagem celular V79 foi possível verificar uma 

maior toxicidade após tratamento com o produto ME1000 (ver Figura 32 e Quadro 7). É 

importante notar que as linhagens celulares usadas, ainda que sejam ambas de pulmão, 

possuem diferenças no que diz respeito aos organismos de origem, sendo a linhagem V79 

células normais de pulmão de Hamster e a linhagem A549 células carcinogênicas de 

pulmão humano, e assim poderá existir uma diferença na resposta celular devido ao 

metabolismo diferenciado das linhagens. 

 

5.6.8. Determinação do potencial de apoptose e necrose dos sistemas de emulsão 

múltipla A/O/A com partículas bacteriofágicas encapsuladas, por citometria de 

imagem (Tali®) 

 

A citometria de imagem Tali® baseia-se nas imagens das células e suas interações 

com os reagentes Annexin V Alexa Fluor 488 (que tem afinidade para a fosfatidilserina) e 

iodeto de propídio (que tem afinidade para o DNA), tornando possível distinguir a 

porcentagem de células viáveis, células apoptóticas e células necróticas. Os resultados, 
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obtidos a partir das análises de tipo de morte celular, foram obtidos usando 10% da 

concentração dos produtos originais (ver Figura 33). Ainda que as células A549 tenham 

apresentado um valor de IC50 superior àquele do das células V79, quando foram avaliadas 

com uma concentração de 10% dos produtos originais, apresentaram um baixo índice de 

viabilidade, com a grande maioria das células morrendo por necrose celular (ver Figura 33), 

exceto para o tratamento com o produto ME1000, o qual promoveu morte celular por 

apoptose em maior proporção. Os tratamentos realizados com a linhagem celular V79 

promoveram um baixo índice de morte celular, com a grande maioria da morte celular 

ocorrendo por apoptose. 

 

Figura 33. Índices relativos de necrose e apoptose celular em linhagens celulares A549 e V79 após 

tratamento com o placebo da suspensão bacteriofágica, com a suspensão concentrada de 

bacteriófago, com o placebo da emulsão múltipla (MEPLC) e com os sistemas de emulsão múltipla 

ME10 e ME1000, com concentrações fixadas a 10% dos valores iniciais. Os valores estão 

expressados como médias de cinco determinações (n=5), com desvios padrão inferiores a 0,1 em 

todos os casos. 

 

Fonte: elaboração própria. 

 

A partir dos resultados exibidos na Figura 33, pode concluir-se que os produtos 

estudados apresentam uma baixa citotoxicidade quando em concentrações inferiores a 10% 

daquela dos produtos originais (estoque). As diferentes linhagens celulares parecem 

responder de forma diferenciada aos tratamentos, no entanto são necessários mais estudos 
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de forma a assegurar que o produto (ME1000) é considerado seguro para aplicações 

terapêuticas, principalmente em relação às dosagens a serem utilizadas, e é importante 

lembrar nesta altura que este trabalho de pesquisa utilizou altas concentrações do produto. 

Tem também de ser considerado que, ainda que a suspensão concentrada de bacteriófago 

não tenha apresentado qualquer toxicidade celular, provando que a sua utilização é segura, 

e que o procedimento de nanoencapsulação resultou num produto (ME1000) que parece 

promover sofrimento celular durante as primeiras 24 h, é necessário verificar se a 

estabilidade celular é recuperada após este período inicial de tempo através de novas 

análises de viabilidade x tempo. Os resultados destas análises mostram que as células 

tratadas com os produtos exibiram uma baixa viabilidade celular, apresentando um total de 

células inferior àquele do controle negativo. As células tratadas com os produtos testados 

apresentaram um elevado índice de apoptose e necrose, o qual pode ser encontrado 

principalmente nos dados relativos exibidos na Figura 33. Os resultados mostram que a 

MEPLC tem efeito na viabilidade celular, assim como os produtos ME10 e ME1000, sendo 

possível usá-los em concentrações abaixo de 4% (v/v) (ME10) ou 1% (v/v) (ME1000), uma 

vez que estas foram as concentrações IC50 encontradas para cada amostra testada. 

 

5.7. Avaliação da estabilidade do sistema de emulsão múltipla A/O/A ME1000 
contendo partículas bacteriofágicas encapsuladas, ao longo do período 
de armazenamento à 4 °C 

 

Para avaliar a estabilidade do sistema de emulsão múltipla A/O/A durante o período de 

armazenamento, as emulsões múltiplas contendo 10 µL de bacteriófago encapsulado, 1000 

µL de bacteriófago encapsulado e placebo, denominadas aqui, respectivamente, ME10, 

ME1000 e MEPLC foram mantidas a temperatura de refrigeração (4 °C) e, ao longo do 

período do estudo, foram analisadas por DLS para verificação da manutenção dos 

parâmetros de tamanho hidrodinâmico médio de partícula (HS), índice de polidispersão (PI) 

e potencial Zeta (ZP). A evolução temporal destes parâmetros, assim como dos valores de 

pH, pode ser visualizada na Figura 20. 

Como se pode observar na Figura 20d, houve uma queda nos valores de pH da 

emulsão múltipla A/O/A ME10 e da emulsão múltipla placebo MEPLC, as quais já 

apresentavam um valor levemente mais ácido em comparação com o sistema de emulsão 

múltipla ME1000 recém preparada. Esta queda nos valores de pH se deu devido à ausência 

do efeito tamponante, presente na emulsão múltipla A/O/A ME1000, a qual foi preparada 

com um maior volume (1000 µL) de suspensão concentrada de bacteriófago, que na sua 
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composição inclui tampão fosfato. Para a emulsão múltipla A/O/A ME1000, a variação de pH 

ao longo do período de armazenamento foi menor, variando desde um valor inicial de pH de 

6,40 até um valor de pH de 5,06 ao fim de 329 dias de armazenamento a 4 °C (ver Figura 

20d). A variação de pH para o sistema de emulsão múltipla ME1000 foi pequena, 

demonstrando desta forma que existe a necessidade de utilização de um modificador 

tamponante para manter este parâmetro estável ao longo de um período de 

armazenamento. 

Como se pode ver no Quadro 5 e na Figura 20, a produção de emulsões múltiplas 

A/O/A contendo quantidades variáveis de partículas bacteriofágicas encapsuladas, sob 

armazenamento a 4 °C pelo período de 329 dias, levou à manutenção de partículas 

bastante homogêneas, com variação nos índices de polidispersão entre 0,206 e 0,288 

(ME10) e entre 0,208 e 0,308 (ME1000), variação nos valores médios de potencial Zeta 

entre -31,51 e -30,21 mV (ME10) e entre -30,18 e -37,17 mV (ME1000) e variação nos 

valores médios de tamanho hidrodinâmico de partícula entre 162 nm e 180 nm (ME10) e 

entre 189 nm e 182 nm (ME1000). 

A atividade antimicrobiana do sistema de emulsão múltipla A/O/A ME1000, a qual 

apresentou eficácia antibacteriana in vitro no início do estudo (ver seção 5.6.5.), foi 

igualmente avaliada no final de um período de três meses de armazenamento a uma 

temperatura controlada de 4 °C, juntamente com a emulsão múltipla placebo (MEPLC, 

controle negativo), com a suspensão concentrada de bacteriófago (controle positivo) e com 

o placebo da suspensão fágica (controle negativo) (ver Figura 34). Foram utilizadas as 

técnicas de teste de atividade antimicrobiana do disco e da gota, descritas anteriormente na 

seção 4.2.5. dos Procedimentos experimentais. 

Como é possível observar nas imagens das placas de cultura resultantes (ver Figura 

34), a atividade antimicrobiana do sistema de emulsão múltipla ME1000 foi mantida, tanto 

ao fim de 3 meses como ao fim de 6 meses de armazenamento à 4 °C, demonstrando, 

desta forma, que o processo de nanoencapsulação das partículas bacteriofágicas em 

sistemas de emulsão múltipla do tipo A/O/A permitiu a estabilização estrutural e funcional 

das partículas víricas e manteve suas características fisiológicas líticas contra seu 

hospedeiro específico, a bactéria Pseudomonas aeruginosa. 
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Figura 34. Resultados dos testes de atividade antibacteriana realizados em cultura de Pseudomonas 

aeruginosa pela técnica do teste de halo em disco (a) e pela técnica do teste da gota (b), após 3 

meses de armazenamento (A, ME1000; B, MEPLC; C, suspensão concentrada de bacteriófago; D, 

placebo da suspensão fágica preparado misturando LB-top ágar (4 mL) e tampão fágico (3 mL)), e (c) 

pela técnica do teste de halo em disco após 6 meses de armazenamento a 4 °C (A, 20 µL ME1000; 

B, 10 µL ME1000; C, 20 µL suspensão concentrada de bacteriófago; D, 20 µL MEPLC). 

 

Fonte: elaboração própria. 
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5.8. Caracterização biológica das soluções salinas isotônicas formuladas com 

o sistema de emulsão múltipla A/O/A ME1000 
 

5.8.1. Potencial antibacteriano das soluções isotônicas integrando o sistema de 

emulsão múltipla A/O/A contendo partículas bacteriofágicas encapsuladas 

 

A emulsão múltipla A/O/A preparada com 1000 µL de suspensão concentrada de 

bacteriófago (ME1000) apresentou atividade antimicrobiana positiva tendo sido por isso 

eleita para a continuação do trabalho de pesquisa com a formulação do produto final, uma 

solução salina isotônica (NaCl, a 0,9% (m/v)) para administração via nebulização tendo 

como alvo o local da infecção. 

Soluções isotônicas são soluções que têm a mesma tonicidade dos fluídos biológicos 

com os quais elas serão misturadas/contactadas, sendo geralmente consideradas 

equivalentes a uma solução de cloreto de sódio a 0,9% (m/v). Devido às quantidades muito 

baixas (selecionadas de acordo com os resultados obtidos de IC50) de emulsão múltipla 

ME1000 adicionadas à solução salina, as misturas resultantes já eram naturalmente 

isotônicas e adequadas para administração por nebulização. Os resultados obtidos para as 

propriedades antibacterianas destas soluções isotônicas, formuladas com a emulsão 

múltipla ME1000, podem ser encontrados na Figura 35 para diferentes volumes 

incorporados com diferentes concentrações volumétricas, isto é, 0,3% (v/v) (a (500 µL) e b 

(1000 µL)), 0,6% (v/v) (c (500 µL) e d (1000 µL)), e 0,9% (v/v) (e (500 µL) e f (1000 µL)). 

Como pode ser verificado por inspeção da Figura 35 (ver setas inseridas), diferentes 

padrões de lise foram produzidos quando as partículas fágicas foram encapsuladas (i) ou 

permaneceram em forma livre no sistema de emulsão múltipla ME1000 (ii), uma vez que a 

determinação da eficiência de encapsulação das partículas fágicas resultou em 89,2% do 

total de viriões oferecidos na formulação da emulsão múltipla ME1000, e a característica de 

agregação dos fagos livres já foi observada anteriormente neste trabalho através das 

análises morfológicas realizadas por MET, que demonstrou que os bacteriófagos livres 

tendem a permanecer juntos, aderidos aos debris da parede celular bacteriana (ver Figuras 

31a, 31b, 31c, 31h e 31i). A ação lítica das partículas bacteriofágicas encapsuladas (ver 

Figura 35, i) sugere a migração das partículas bacteriofágicas aprisionadas na fase aquosa 

interna das nanovesículas lipídicas, para a fase aquosa externa, onde está a bactéria alvo, 

através da característica anfótera do tensoativo lecitina de soja que está presente na 

interface entre a fase aquosa e oleosa da emulsão primária A/O, mimetizando assim uma 

barreira biológica. 
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Uma vez que o volume normalmente projetado durante um jato de nebulização é da 

ordem de grandeza de 500 µL, e porque (pelo menos em teoria) uma única partícula fágica 

seria suficiente para erradicar completamente uma infecção bacteriana, todas as soluções 

isotônicas testadas seriam altamente eficazes na erradicação de uma infecção pulmonar 

bacteriana por Pseudomonas aeruginosa. 
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Figura 35. Atividade antimicrobiana das soluções isotônicas preparadas com o sistema de emulsão 

múltipla ME1000 encapsulando partículas bacteriofágicas, usando o teste antimicrobiano de 

incorporação. Resultados de atividade antibacteriana de 500 µL (a) e 1000 µL (b) da solução 

isotônica preparada com 30 µL de ME1000 em 10 mL de solução salina estéril (0,3%, v/v) com 

cultura de Pseudomonas aeruginosa, de 500 µL (c) e 1000 µL (d) da solução isotônica preparada 

com 60 µL de ME1000 em 10 mL de solução salina estéril (0,6%, v/v) com cultura de Pseudomonas 

aeruginosa, 500 µL (e) e 1000 µL (f) da solução isotônica preparada com 90 µL de ME1000 em 10 

mL de solução salina estéril (0,9%, v/v) com cultura de Pseudomonas aeruginosa. As setas inseridas 

identificam os halos de lise produzidos por partículas fágicas encapsuladas (i) ou por partículas 

fágicas livres (ii). 

 

 

Fonte: elaboração própria. 
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5.8.2. Determinação do potencial de citotoxicidade das soluções isotônicas 

integrando o sistema de emulsão múltipla ME1000, pelo ensaio MTT 

 

Os primeiros ensaios de citotoxicidade realizados ao sistema de emulsão múltipla 

ME1000 retornaram uma concentração em torno de 1,0% (v/v) para administração segura 

da emulsão múltipla contendo partículas fágicas encapsuladas. 

Para avaliar os possíveis efeitos citotóxicos das soluções isotônicas preparadas com 

diferentes porcentagens volumétricas do sistema de emulsão múltipla ME1000 contendo 

partículas bacteriofágicas encapsuladas sobre a viabilidade celular, três soluções isotônicas 

foram avaliadas usando diferentes concentrações volumétricas de ME1000. Os dados de 

viabilidade celular obtidos após exposição a estas soluções isotônicas podem ser 

encontrados na Figura 36 para as três linhagens celulares avaliadas. 

 

Figura 36. Resultados dos testes de viabilidade celular (via ensaios MTT) usando as linhagens 

celulares V79, 3T3 e A549 cultivadas em meio DMEM para avaliar a citotoxicidade das soluções 

isotônicas preparadas com o sistema de emulsão múltipla ME1000 às concentrações de 0,3%, 0,6% 

e 0,9% (v/v), durante um período de tratamento de 24 h a diferentes concentrações. Os valores estão 

expressos como médias de cinco determinações (n=5), com desvios padrão inferiores a 0,1 em todos 

os casos. 

 
Fonte: elaboração própria. 
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Quando se testou a viabilidade da solução estoque concentrada de ME1000, verificou-

se que concentrações entre 3% a 9% (v/v) exibiram uma boa viabilidade celular para as 

diferentes linhagens celulares, e por isso novas soluções salinas foram preparadas a 

concentrações de 0,3%, 0,6% e 0,9% (v/v) por forma a serem testadas em relação aos seus 

potenciais efeitos sobre a viabilidade celular, ou por análises MTT ou por citometria de 

imagem. Para as análises MTT, as soluções salinas (isotônicas) foram diluídas para 35%, 

30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 5% e 1% (v/v) e, para a viabilidade celular, necrose e apoptose, 

as soluções salinas foram sempre testadas a uma concentração de 30% (v/v). Os resultados 

obtidos (ver Figura 36) mostram que, nesta concentração, as diferentes linhagens celulares 

não apresentaram morte celular acima de 50%, com o tipo de célula mais sensível sendo a 

V79, a qual, a uma concentração de 35% (v/v) das soluções isotônicas exibiu 50% de morte 

celular tal como medido por este método colorimétrico. 

 

5.8.3. Determinação do potencial de apoptose e necrose das soluções isotônicas 

integrando o sistema de emulsão múltipla ME1000, via citometria de imagem 

(Tali®) 

 

Os resultados obtidos pela técnica de citometria de imagem (ver Figura 37) mostram 

claramente que, quando testadas a 30% (v/v) das diferentes concentrações das soluções 

salinas isotônicas, as células exibiram uma elevada viabilidade não apenas nas linhagens 

3T3 e A549, mas também nas restantes linhagens celulares estudadas. É possível observar 

que a maior parte das mortes celulares na linhagem V79 ocorre devido a necrose e não 

devido a indução por apoptose celular, e nas linhagens celulares 3T3 e A549 é possível 

observar um equilíbrio entre os dois tipos de morte celular (ver Figura 37). 
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Figura 37. Índices de necrose e apoptose celular nas linhagens celulares V79, 3T3 e A549, após 

tratamento com as soluções isotônicas preparadas com o sistema de emulsão múltipla ME1000 a 

0,3%, 0,6% e 0,9% (v/v), com concentrações fixadas a 30% dos valores iniciais. Os valores estão 

expressos como médias de cinco determinações (n=5), com desvios padrão inferiores a 0,1 em todos 

os casos. 

 
Fonte: elaboração própria. 

 

Com base nos resultados obtidos relativamente aos testes de viabilidade celular (tanto 

por MTT como por citometria de imagem), é possível argumentar que as soluções isotônicas 

testadas exibiram uma boa viabilidade celular através de uma baixa toxicidade celular. 

 

5.8.4. Determinação do potencial de estresse oxidativo das soluções isotônicas 

integrando o sistema de emulsão múltipla ME1000 

 

Os possíveis efeitos de estresse oxidativo das soluções isotônicas preparadas com 

diferentes percentagens volumétricas do sistema de emulsão múltipla ME1000 contendo 

partículas bacteriofágicas encapsuladas encontram-se na Figura 38 para as três linhagens 

celulares avaliadas, na forma de índices relativos de estresse. 
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Figura 38. Índices relativos de estresse das linhagens celulares V79, 3T3 e A549 após o estresse 

oxidativo induzido pelo tratamento com as soluções isotônicas (IS) preparadas com o sistema de 

emulsão múltipla ME1000 a 0,3%, 0,6% e 0,9% (v/v), com concentrações fixadas a 30% (v/v) dos 

valores iniciais. Os valores estão expressos como médias de cinco determinações (n=5; Análise 

estatística Two-Way ANOVA ao nível de significância de 5%), com aqueles resultados 

estatisticamente diferentes dos do controle marcados com '*'. Os valores estão expressados como 

médias de três determinações (n=3), com desvios padrão associados (σ): V79 (controle, 

1,0000±0,6000; IS@0,3%, 15,1470±1,0000; IS@0,6%, 9,9125±0,3000; IS@0,9%, 7,4917±2,0000), 

A549 (controle, 1,0000±0,7000; IS@0,3%, 9,7683±0,1900; IS@0,6%, 9,1681±0,0900; IS@0,9%, 

10,0354±0,1600), 3T3 (controle, 1,0000±0,9000; IS@0,3%, 7,3400±0,1600; IS@0,6%, 

6,9200±0,3000; IS@0,9%, 8,7650±1,5400). 

 

 
Fonte: elaboração própria. 

 

Os testes de estresse oxidativo realizados revelaram que o tratamento das células 

com todas as soluções isotônicas resultou em níveis de estresse celular significativamente 

mais elevados do que o do controle positivo (análise estatística Two-Way ANOVA ao nível 

de significância de 5%, com aqueles resultados estatisticamente diferentes dos do controle 

marcados com '*'), existindo pequenas variações entre linhagens celulares (ver Figura 38). 

Em geral, um aumento no estresse oxidativo reflete-se em níveis mais elevados de 

apoptose celular, o que é possível verificar neste trabalho de pesquisa quando se comparam 

os resultados obtidos nas análises de estresse oxidativo com os resultados de 

apoptose/necrose, permitindo observar claramente um aumento na apoptose das células da 

linhagem celular V79, principalmente com a solução isotônica a uma concentração de 0,3% 

(v/v) (ver Figura 38).   
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5.8.5. Determinação do potencial de danos ao DNA (genotoxicidade) das soluções 

isotônicas integrando o sistema de emulsão múltipla ME1000, via ensaio 

Cometa™ 

 

Neste trabalho de pesquisa, os efeitos genotóxicos das soluções isotônicas integrando 

quantidades variáveis do sistema de emulsão múltipla ME1000 contendo partículas 

bacteriofágicas encapsuladas, em linhagens celulares de pulmão, foram avaliados pelo 

ensaio Cometa™, o qual detecta quebras no DNA após qualquer dano, ou direto induzido 

pela emulsão múltipla ME1000, ou efeitos de dano indiretos ligados ao processo de 

reparação do DNA. Na verdade, o ensaio Cometa™ é capaz de detectar quantitativamente 

o dano ao DNA causado por agentes alquilantes ou oxidantes e intercalantes. Para avaliar 

quaisquer possíveis danos genéticos às células conferidos pelas soluções isotônicas salinas 

integrando o sistema de emulsão múltipla ME1000, o ensaio Cometa™ foi realizado com 

linhagens celulares de pulmão (V79 e A549), permitindo observar diferenças não 

significativas entre o controle e as linhagens celulares de pulmão que foram expostas às 

soluções isotônicas (ver Figura 39). 

 

Figura 39. Índices de dano ao DNA das linhagens celulares de pulmão V79 e A549 após exposição 

às soluções isotônicas (IS) preparadas com o sistema de emulsão múltipla ME1000 a 0,3%, 0,6% e 

0,9% (v/v), com concentrações fixadas a 30% dos valores iniciais. Os valores estão expressos como 

médias de três determinações (n=3), com desvios padrão associados (σ): V79 (controle, 

1,0000±0,1296; IS@0,3%, 0,6000±0,0502; IS@0,6%, 0,7000±0,0003; IS@0,9%, 1,3600±0,2380), 

A549 (controle, 1,0000±0,0231; IS@0,3%, 1,1000±0,0002; IS@0,6%, 0,9200±0,0365; IS@0,9%, 

0,8700±0,0595). 

 
Fonte: elaboração própria. 
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Isto significa que as soluções isotônicas testadas não possuem características que 

promovam lesões ao DNA. No entanto, o ensaio Cometa™ é realizado com uma exposição 

celular de 1 h, porque é um procedimento pré-teste sem a necessidade de quaisquer 

divisões celulares. Comparando-se estes resultados com os resultados gerados tanto pelas 

análises de estresse oxidativo como pelas determinações de apoptose/necrose, é possível 

observar que as linhagens celulares de pulmão V79 e A549 não exibiram um elevado índice 

de apoptose, ainda que sinalizando um aumento no estresse oxidativo em relação àquele do 

controle. A Figura 39 representa os efeitos genotóxicos (índice de dano ao DNA) das 

linhagens celulares de pulmão V79 e A549 incubadas com as soluções isotônicas 

integrando quantidades variáveis do sistema de emulsão múltipla ME1000 contendo 

partículas bacteriofágicas encapsuladas. Para as linhagens celulares de carcinoma de 

pulmão humano (A549) e pulmão normal de hamster Chinês (V79), as soluções isotônicas 

integrando o sistema de emulsão múltipla ME1000 não mostraram efeitos genotóxicos 

significativos às três concentrações de ME1000 testadas (isto é, 0,3%, 0,6% e 0,9%, v/v). 

Estes resultados estão em clara concordância com a ausência de efeitos citotóxicos 

observados para ambas as linhagens celulares (ver Figura 36). Assim, a ausência de efeitos 

citotóxicos está em linha com a ausência de danos ao DNA (SEABRA et al., 2014), como se 

pode comprovar pela pontuação abaixo de 2 em todos os resultados obtidos (ver Figura 39). 

  



136 
 
6. CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho de pesquisa, o desenvolvimento de nanovesículas lipídicas com núcleo 

aquoso contendo partículas bacteriofágicas aprisionadas, integrando uma formulação de 

emulsão múltipla, foi proposto visando a incorporação em uma solução isotônica direcionada 

para o tratamento por nebulização de infecções pulmonares bacterianas. Um lipídeo com 

baixa temperatura de fusão foi considerado o mais adequado para a fase oleosa 

descontínua. Não foi observada qualquer separação de fases no sistema de emulsão 

múltipla selecionado, o qual se manteve estável sob temperaturas de refrigeração. 

Em sistemas de emulsão múltipla do tipo A/O/A, tais como os desenvolvidos neste 

trabalho de pesquisa, existe uma correlação positiva entre a estabilidade da emulsão e o 

comprimento da cadeia carbonada de ácido graxo e uma correlação negativa com a 

constante dielétrica do emulsificante. Aumentando o peso molecular (tal como no 

Softisan100™) e diminuindo a constante dielétrica (tal como no Tween80™) indica uma 

maior hidrofobicidade, levando a uma maior impregnação da interface e, por isso, a uma 

emulsão múltipla mais estável. Uma importante contribuição para esta elevada estabilidade 

foi, muito provavelmente, os valores altamente negativos do potencial Zeta obtidos para o 

sistema de emulsão múltipla ME1000, promovendo repulsão eletrônica das partículas e 

mantendo-as em suspensão, também corroborada pelo coeficiente de difusão calculado 

para as nanovesículas lipídicas integrantes da emulsão múltipla, isto é, 2,607x10-12 m2.s-1, 

uma ordem de grandeza relacionada com a estabilidade de uma emulsão múltipla. 

Adicionalmente, o aprisionamento de entidades proteínas bioativas (tais como as 

partículas bacteriofágicas) promove uma alteração nas condições termodinâmicas do 

nanoambiente ao redor de cada partícula devido ao fato de que os movimentos das 

moléculas de solvente (aquoso) na sua microvizinhança ficam seriamente reduzidos pelo 

efeito de estarem contidos no inteior do núcleo aquoso da matriz, levando assim a uma 

estabilidade termodinâmica aumentada. O resultado final é uma potenciação da viscosidade 

rotacional, translacional e vibracional da partícula fágica, promovendo uma arquitetura 

tridimensional mais rígida da partícula com concomitante diminuição da entropia e 

promovendo, assim, a sua estabilização estrutural e funcional (BALCÃO et al., 2013a,b; 

BALCÃO et al., 2014; BALCÃO; VILA, 2015). 

A emulsão múltipla ME1000, assim como as soluções salinas isotônicas preparadas 

com 0,3%, 0,6% e 0,9% (v/v) da emulsão múltipla ME1000, apresentaram atividade 

antibacteriana positiva, mesmo após um período de armazenamento de quase um ano, 

demonstrando assim que a formulação de emulsão múltipla A/O/A manteve a estabilidade 
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estrutural e funcional da entidade proteica e promoveu a manutenção da atividade lítica 

contra a bactéria hospedeira Pseudomonas aeruginosa. Para as linhagens celulares de 

carcinoma de pulmão humano (A549) e células normais de pulmão de hamster Chinês 

(V79), as soluções isotônicas integrando o sistema de emulsão múltipla ME1000 não 

mostraram efeitos genotóxicos significativos às três concentrações de ME1000 testadas, o 

que está em clara concordância com a ausência de efeitos citotóxicos observados para 

ambas as linhas celulares, nos testes de viabilidade celular. 

O uso do sistema de emulsão múltipla ME1000 na formulação de soluções isotônicas 

para administração por nebulização no tratamento de infecções pulmonares bacterianas 

causadas por Pseudomonas aeruginosa apresentaria vantagens importantes inerentes, 

quando comparado com as formulações antimicrobianas químicas atuais, pois bacteriófagos 

específicos e estritamente líticos são predadores naturais das bactérias e auto-replicantes, 

sendo virtualmente inofensivos para as células e tecidos humanos. Desta forma, 

apresentam-se como uma alternativa altamente viável no tratamento de infecções causadas 

por bactérias resistentes aos antibióticos químicos convencionais. 

A Figura 40 apresenta um resumo gráfico do trabalho de pesquisa aqui descrito, 

culminando na verificação da manutenção da atividade lítica das partículas bacteriofágicas 

aprisionadas no núcleo aquoso interno das nanovesículas lipídicas integrantes da emulsão 

múltipla A/O/A desevolvida. 

 

Figura 40. Resumo gráfico do trabalho de pesquisa desenvolvido. 

 
Fonte: elaboração própria.   
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS E SUGESTÕES PARA TRABALHO FUTURO 

 

Ainda que o trabalho de pesquisa desenvolvido tenha seguido uma evolução natural (e 

sequencial), permitindo retirar algumas principais (e complementares) conclusões, uma 

visão mais profunda deve ser adquirida em relação à caracterização do produto final 

desenvolvido, isto é, a formulação isotônica. Este capítulo apresenta, sucintamente, uma 

série de áreas potencialmente frutíferas para pesquisa num futuro próximo, abrangendo 

estudos que vão um pouco mais além e que partem daqueles apresentados até agora nesta 

dissertação. 

Não obstante o fato de que esta dissertação tenha tentado consistentemente e 

compreensivamente caracterizar um novo produto (solução isotônica formulada com uma 

emulsão múltipla do tipo A/O/A) e o correspondente processo de produção 

(homogeneização de alta velocidade de agitação em duas etapas), existe um número de 

áreas que fazem interface, mais ou menos diretamente, com aquelas e que se espera 

conduzam a uma melhor compreensão e a um design mais racional. 

O estudo da propagação das partículas bacteriofágicas deveria ser complementado e 

validado via repetição do trabalho desenvolvido mas isolando e propagando bacteriófagos a 

partir de fontes naturais (águas de esgoto, efluentes hospitalares, águas de rio), purificando 

extensivamente as partículas fágicas e avaliando a sua (potencial) toxicidade, com remoção 

de partículas fágicas lisogênicas e endotoxinas bacterianas. 

O estudo de atividade lítica poderia ser estendido via repetição do trabalho de 

pesquisa realizado com vários isolados clínicos bacterianos de Pseudomonas aeruginosa. 

Avaliação das características reológicas das formulações isotônicas com 

concentrações volumétricas variáveis do sistema de emulsão múltipla desenvolvido, bem 

como caracterização da distribuição e estrutura das nanovesículas lipídicas por ressonância 

magnética nuclear, seguido de tentativas para correlacioná-las uma com a outra. 

Avaliar o perfil de deposição das nanovesículas lipídicas em função da pressão e do 

volume do jato de nebulização, avaliando o efeito da pressão na manutenção das 

características líticas das partículas bacteriofágicas. 

Em adição aos testes de atividade antibacteriana in vitro, a avaliação da atividade 

antibacteriana in vivo usando modelos animais seria crucial para aferir a eficácia do produto 

desenvolvido. 

A propagação de partículas bacteriofágicas com um fermentador à escala piloto 

usando vários isolados clínicos de Pseudomonas aeruginosa, e a produção de um coquetel 
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de partículas bacteriofágicas estritamente líticas justificariam (e possivelmente confirmariam) 

as conclusões apresentadas neste trabalho e forneceriam uma base mais sólida para a 

análise da economia do processo. 

Adicionalmente, e porque o nanosistema desenvolvido integra nanovesículas lipídicas 

compartimentadas com nucleo aquoso contendo entidades proteicas hidrofílicas (partículas 

fágicas) aprisionadas, poder-se-ia avaliar o potencial de aprisionamento simultâneo de 

peptídeos antimicrobianos (hidrofílicos/hidrofóbicos) na camada oleosa que apresentassem 

atividade sinérgica com as partículas fágicas, como por exemplo a β-defensina-3 humana 

(HbetaD-3). 

Finalmente, a estabilização da formulação isotônica para armazenamento à 

temperatura ambiente e a avaliação econômica do processo agregaria valor ao trabalho 

desenvolvido até ao momento. 
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ANEXO A - Trabalho científico apresentado no Congresso Científico 10th CIFARP - 

International Congress of Pharmaceutical Sciences (Ribeirão Preto, Brasil, 5 a 9 

de Setembro de 2015). 
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INTRODUCTION(

 
Due to the increasing awareness related to the worldwide appearance of multiple 
bacterial resistance to  chemical antibiotics, bacteriophage particles are being re-
discovered as high-potential candidates for biopharmaceutical applications. However, 
phage particles are fragile, and therefore their full structural and functional stabilization 
is required. Solubilization of these protein-like entities in the aqueous-core of lipid 
nanoballoons integrating multiple emulsions of the type water-in-oil-in-water, so as to 
protect them. The aim of the study was the optimized the water-in-oil-in-water (W/O/
W) emulsion formulation integrating aqueous-core lipid nanoballoons encasing a  
protein entity and your characterization. 
 
 
 
 

 
1st Step:  Preparation  of multiple  emulsion system  (W/O/W) ( Fig.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 1.  Schematic  representatiom of  the preparation of  W/O/W  multiple emulsion. 

 
2nd Step: Characterization  of multiple emulsion 
 

 

!  Hydrodynamic size 

!  Polydispersity index 

!  Zeta potential 

!  Differential Scanning Calorimetry 

!  Surface morphology via Nanoparticle Tracking Analysis 

!  Infrared spectrophotometry with Fourier transform 
 
 
 
 

 

The statistical factorial design performed let to production of an optimum multiple 
emulsion ( Table 1). 
 
Table 1. Values HS, PI and ZP (n=3) of the multiple emulsion produced by varying 
three factors (protein, lecithin, poloxamer P188). 
 
 

 
 

EXPERIMENTAL(

Analyses 

RESULTS(AND(DISCUSSION(

! Storage of multiple emulsion with encapsulated protein led to maintenance of the 
hydrodynamic size between 180 nm and 200 nm. 

! Small increase of the polydispersity index during the first seven days (from 0.206 to 
0.276) and little increase in the values of Zeta potential (from -36.45 mV to -29.81 
mV), presumably due to ion concentration at lipid nanoballoons interface.   

! A comparison between the infrared spectra of multiple emulsions without (b) and  
encapsulated protein (c) indicated  that there were no displacement of major peaks. 

!   Neither the existence of the characteristic peaks of free protein (a)(1525 cm-1,1441 
cm-1,1236cm-1,1082 cm-1), which indicates that all protein was  encapsulated. 

 

 
 
 

 
 

 
Figure 3. FTIR spectra of protein (a),  
W/O/W  emulsion without encapsulated 
protein (b), W/O/W multiple emulsion 
with encapsulated protein (c). 
 

 
  

! The spherical shape of the particles and the absence of aggregation observed in a 
high-resolution video frozen frame of the lipid nanoballoons integrating the W/O/
W multiple emulsion housing protein. 

 

Figure 4. High-resolution video frozen frame of 
W/O/W multiple emulsion with encapsulated 
protein obtained with a sCMOS high-resolution 
camera, following irradiation with a UV-light laser 
beam at 405 nm. 

! The thermal analyses showed a transition from a crystalline state of the lipid 
nanoballoons to an amorphous counterpart, due to the imprisonment of an 
hydrophilic macromolecule (protein) leading to the increased stability observed for 
the  emulsion. 

 
 
 
 
 
 

 
Figure 5. DSC  thermograms of the W/O/
W multiple emulsion with encapsulated 
protein (blue line) and W/O/W multiple 
emulsion without encapsulated protein 
(orange line).  

 

 
 

The optimized multiple emulsion was stable at 4°C for 180 days and able to 
encapsulate protein entities. 
 
 
 
 

 

F i g u r e 2 . T i m e e v o l u t i o n o f 
Hydrodynamic size,  Polydispersity index 
and  Zeta potential of  W/O/W  multiple 
emulsion. 

CONCLUSION(
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ANEXO B - Trabalho científico apresentado no Congresso Científico 7th ANM - 

International Conference on Advanced Nanomaterials (Aveiro, Portugal, 25 a 27 

de Julho de 2016). 

 

 

 

 

 

 



 

 



 

 

 



 

ANEXO C - Artigo científico publicado: Alessandra C. Rios, Carla G. Moutinho, 

Flávio C. Pinto, Fernando S. Del Fiol, Angela Jozala, Marco V. Chaud, Marta M. 

D. C. Vila, José A. Teixeira, Victor M. Balcão (2016) Alternatives to overcoming 

bacterial resistances: State-of-the-art, Microbiological Research 191: 51-80. 
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a  b  s  t  r  a  c  t

Worldwide,  bacterial  resistance  to chemical  antibiotics  has  reached  such  a high  level that  endangers
public  health.  Presently,  the  adoption  of  alternative  strategies  that  promote  the  elimination  of  resistant
microbial  strains  from  the  environment  is  of  utmost  importance.  This  review  discusses  and  analyses
several  (potential)  alternative  strategies  to current  chemical  antibiotics.  Bacteriophage  (or phage)  ther-
apy, although  not  new,  makes  use  of  strictly  lytic  phage  particles  as an  alternative,  or  a  complement,
in  the  antimicrobial  treatment  of  bacterial  infections.  It is being  rediscovered  as  a safe  method,  because
these  biological  entities  devoid  of  any  metabolic  machinery  do not  possess  any  affinity  whatsoever  to
eukaryotic  cells.  Lysin  therapy  is  also  recognized  as  an  innovative  antimicrobial  therapeutic  option,  since
the  topical  administration  of  preparations  containing  purified  recombinant  lysins  with  amounts  in the
order  of nanograms,  in  infections  caused  by Gram-positive  bacteria,  demonstrated  a  high  therapeutic
potential  by  causing  immediate  lysis  of the target  bacterial  cells.  Additionally,  this  therapy  exhibits  the
potential  to  act  synergistically  when  combined  with  certain  chemical  antibiotics  already  available  on
the  market.  Another  potential  alternative  antimicrobial  therapy  is based  on  the use  of antimicrobial
peptides  (AMPs),  amphiphilic  polypeptides  that  cause  disruption  of  the bacterial  membrane  and  can  be
used  in  the  treatment  of bacterial,  fungal  and  viral  infections,  in  the  prevention  of biofilm  formation,
and  as  antitumoral  agents.  Interestingly,  bacteriocins  are  a common  strategy  of  bacterial  defense  against

other  bacterial  agents,  eliminating  the potential  opponents  of  the former  and  increasing  the  number  of
available  nutrients  in  the environment  for their  own  growth.  They  can be applied  in  the food  industry
as  biopreservatives  and  as probiotics,  and  also  in  fighting  multi-resistant  bacterial  strains.  The use  of
antibacterial  antibodies  promises  to be  extremely  safe  and  effective.  Additionally,  vaccination  emerges
as one  of the  most  promising  preventive  strategies.  All  these  will be tackled  in  detail  in this  review paper.

©  2016  Published  by  Elsevier  GmbH.
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. Introduction

Worldwide, bacterial resistance to antimicrobial therapy has
ncreased dramatically over the past few years, reaching a “new
re-antibiotic era”, where society is put in danger. Currently,
ccording to the World Alliance against Antibiotic Resistance
WAAR), antibiotics may  completely lose their effectiveness over
he next five years due to a combination of both self-medication and
rrational prescription and use of these therapeutic agents, which
as led to the development of multi-resistant bacterial strains,
nd in fact, some of them are resistant to all available antibiotics.
herefore, the need to develop feasible alternatives to antibiotics
ecomes more and more of utmost importance, so as to protect and
romote global public health (Goossens et al., 2005; Carlet et al.,
011, 2012b; Carlet and Mainardi, 2012; Escobar-Paramo et al.,
012; Oldfield and Feng, 2014; WHO, 2015).

The European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)
eported that, each year, 25000 people die from infections caused
y multi-resistant bacteria and also added that these microorgan-

sms costs about 1.5 billion euros in extra healthcare services and
roductivity losses per year to Europe (Carlet and Mainardi, 2012).
dditionally, as published in a report by the World Health Organi-
ation (Leung et al., 2011), in the USA alone such costs represents
a. 35 billion USD per year. It was found that, certain bacteria
uch as Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae (which are both
athogenic and commensal bacteria in humans or animals), that

n an initial phase were susceptible to conventional antibiotics,
tarted to acquire resistance to the antimicrobial treatment, includ-
ng to the third-generation cephalosporins (Carlet et al., 2011;
arlet and Mainardi, 2012).

The “globalization of resistance” to antibiotics occurred, for
xample, with the spread of New Delhi Metallo-beta-lactamase-

 (NDM-1), an enzyme produced by Klebsiella pneumoniae or

scherichia coli,  which can make them resistant to �-lactam antibi-
tics. This enzyme was first discovered in India, and later it was
isseminated to Pakistan, USA, Canada, Japan and the United King-
om (Yong et al., 2009; Walsh, 2011; Charan et al., 2012; Tsang
 . . .  . .  . . . . .  . . . .  . . . .  . . .  . . .  . . .  .  .  . . .  . . . .  .  . . . . . . .  . . . . .  .  . . .  . . . . . .  .  . .  .  .  .  .  . . . .  . . .  . . . 76

et al., 2012; Ojala et al., 2013). Another example of “globalization
of resistance” to antibiotics is the appearance, back in 2009, of
KPC (Klebsiella pneumoniae carbapemenase), an enzyme responsi-
ble for the degradation of carbapenem antibiotics (Nordmann et al.,
2011). The panorama is more alarming when bacterial resistance
linked to bacterial virulence factors, leading to an outbreak as what
took place with the haemolytic-uremic syndrome associated with
the Escherichia coli serotype O104:H4, which occurred in Europe
in May  2011, affecting more than 3400 people and killing ca. 50
patients. This bacterial strain was  found in salads, causing renal
failure, thrombocytopenia and haemolytic anemia (Buchholz et al.,
2011).

Bacteria can resist to antibiotics via different resistance mech-
anisms, viz. (i) reduction in bacterial uptake of the antibiotic; (ii)
production of hydrolytic enzymes, such as �-lactamases, that inac-
tivate the antimicrobial drug; (iii) modification of the antimicrobial
drug receptor; (iv) reduction of the antimicrobial drug concentra-
tion in the intracellular environment by the efflux pumps present in
bacterial membranes; (v) modification of the enzymatic pathway,
leading to a decrease of the bacterial susceptibility to the antibiotic;
and (vi) loss of intracellular enzymes used in the activation of the
prodrug (Łęski and Tomasz, 2005; Piddock, 2006; Rouveix, 2007;
Stavri et al., 2007; Rang et al., 2012; Romanelli et al., 2010; Wardal
et al., 2010; Martínez-Júlvez et al., 2012; Ojala et al., 2013).

Over the last decades, it has been observed an increased use of
antibiotics, in large part caused by the increasing numbers of peo-
ple needing healthcare, as a result of an ageing population and the
consequent increase of chronic diseases and healthcare-associated
infections (HAI), also known as nosocomial infections, which rep-
resents a worldwide public health problem (Pina et al., 2010a,b;
Fair and Yitzhak, 2014).

Self-medication provides another “weight” factor that con-
tributes to a widening of this problem and leads to an

overconsumption of antibiotics. Drugs are incorrectly used by the
population, and are frequently used to treat common colds and/or
respiratory tract infections, mainly caused by viruses (Campos
et al., 2007; Mainous et al., 2009). Furthermore, the overuse of
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ntibiotics in farm animals, either for therapeutic or prophylac-
ic purposes or even as growth promoters, makes the situation
ven more dramatic because it induces the selection of pathogenic
nd commensal microorganisms that are resistant to pharmaco-
ogical antibiotic molecules (Aarestrup et al., 2000; Donabedian
t al., 2003; Wegener, 2003; Jacoby, 2005; Johnsen et al., 2005;
atsunuma et al., 2008).

The discovery of penicillin by Alexander Flemming in 1928
hanged radically the history of medicine, treating infections that
ntil then there was no way they could be treated. This new
gent started to be utilized in large scale, greatly reducing the
ates of morbidity and mortality associated with infectious diseases
Aminov, 2010). Despite the great initial success, soon there was
ews of microorganisms resistant to the new drug class (Abraham
nd Chain, 1988). The use of the new class of drugs (antibiotics) was
isseminated and, with it, the patterns of resistance. Data from the
uropean Union show that ca. 25,000 persons die annually victims
f infections by multiresistant microorganisms. In the United States
f America, this number reaches an astounding 63,000 deaths per
ear (Aminov, 2010). The causes for the appearance and dissemi-
ation of bacterial resistance are complex and multifactorial. The
ajor causes are: (i) Overuse. Recent data show that at least 58%

f the children with diagnostic of influenza received antibiotics.
he unnecessary use of antibiotics selects resistant specimens of
ormal microbiota, contributing for the dissemination of resis-
ance genes (Nitsch-Osuch et al., 2016). The lack of information
r of diagnosis criteria have contributed largely for the exces-
ive use of these pharmaceuticals; (ii) Inadequate prescriptions.
eyond exaggerate use, the number of inadequate prescriptions

s also surprising. Studies show errors in the choice of drug and
reatment time of about 30–50% of the employment of antibiotics
Ventola, 2015). Subtherapeutic doses of antibiotics induce pheno-
ypic changes in bacteria contributing to the emergence of bacterial
esistance (Viswanathan, 2014); (iii) Use in agriculture and livestock.
n 2011, in the United States of America, it is estimated that the
se, only as growth promoters in livestock, was more than 13000
ons of antibiotics. Meat production in the same year was  over
2 million tons, which would give an average of almost 320 mg
f antibiotic per kilogram of meat produced in the United States
lone (Aarestrup, 2015). The use of antibiotics in meat produc-
ion has been regarded as largely responsible for the increase in
acterial resistance indicators (Boerlin and Reid-Smith, 2008). By

ngesting large amounts of antibiotics, there will be death of suscep-
ible bacteria, with consequent prevalence of resistant organisms.
y eating the meat of those animals, the human being acquires
hese microorganisms, pathogenic or not, but which carry resis-
ance genes, exposing the humans to infections untreatable with
ntibiotics (Ventola, 2015). Bacterial resistance was  reported by
he WHO  (World Health Organization) and the CDC (Centers for
isease Control and Prevention) as a global threat for the 21st
entury. The rise of enzymes that degrade carbapenems (KPC-2 –
lebsiella pneumoniae carbapenemase-2) and beta-lactam antibi-
tics (NDM-1 – New Delhi metallo-�-lactamase-1) has placed even
urther concern in the scientific community worldwide, due to the
ack of therapeutic options for the treatment of infections caused
y these microorganisms (Liu et al., 2016). For such treatment, the
nly available options are tigecycline and colistin, used alone or in
ombination (Falagas et al., 2011).

Finally, yet importantly, resistance to antibiotics has reached
uch a high level that endangers the human race itself, and with
he current crisis both in the European Union and in South-America,
he funds available to research and healthcare will be reduced so

t can be expected a faster and easier spreading of these resistant
acterial strains in the community and hospitals (Meir et al., 2011).
ence, it becomes urgent to discover new antimicrobial agents with
ifferent mechanisms of action from those currently available on
esearch 191 (2016) 51–80 53

the market, as well as new ways to relate with infectious diseases
(viz., vaccines, probiotics, among others), and new therapies for the
treatment and prevention of infections. It can be an arduous, time-
consuming and extremely expensive task, because every year only
0.01% of the new molecules tested (5 in 260,000–530,000) exhibit
antimicrobial activity, added to the fact that they have huge produc-
tion costs, high levels of toxicity and extremely complex synthesis
(Fernebro, 2011; Ojala et al., 2013).

It is imperative that new actions are carried out both at the com-
munity level and hospitals, in order to change the way in which
bacterial infections are diagnosed and treated. It is also crucial to
adopt alternative strategies that promote the elimination of these
resistant bacterial strains from the environment, namely: (i) phage
therapy; (ii) lysin therapy; (iii) bacteriocins; among other potential
strategies (Hanlon, 2007; Almeida et al., 2009; Housby and Mann,
2009; Theuretzbacher, 2009; Abedon et al., 2011; Fernebro, 2011;
Freire-Moran et al., 2011; Wijagkanalan et al., 2011; Carlet et al.,
2012a; Escobar-Paramo et al., 2012; Parracho et al., 2012). Hence,
the major goal of this review paper was focused on the research,
compilation and analysis of the antimicrobial strategies outlined
above, which present themselves as potential and viable alterna-
tives to conventional antimicrobial chemotherapy.

2. Bacteriophages and phage therapy

Bacteriophages, or phages, are viruses that only infect bacte-
rial cells. They are biological entities known for over a century.
Phage particles represent the most abundant biological entities on
the planet, and total phage abundance in the biosphere has been
estimated at 1030, or more (Chibani-Chennoufi et al., 2004). How-
ever, only now a special interest on phages has been re-discovered,
as a potential alternative or complement to current antimicrobial
chemotherapy due to their highly specific and unique properties
to fight bacterial strains resistant to conventional antimicrobial
drugs (Hermoso et al., 2007; Housby and Mann, 2009; Hagens
and Loessner, 2010; Summers, 2012). Phages are biological enti-
ties completely devoid of any metabolic machinery, and thus are
obligate intracellular parasites that require a bacterium to repli-
cate themselves, through their genetic material, by taking over the
biochemical machinery of the bacterial cells (Skurnik and Strauch,
2006; Hermoso et al., 2007; Hyman and Abedon, 2010).

Most phages discovered until the present day are specialized
in interacting with bacteria that express specific receptors and, if
the bacteria does not show at the surface a specific receptor for a
particular bacteriophage, then the phage becomes naturally (and
highly) specific for a given bacterial host. It is estimated that for
every bacterial cell, there are ten different bacteriophages, some of
which are highly specific for their host – meaning that they rec-
ognize only one type of receptor (monophage), while others have
a broader host range and recognize more than one type of recep-
tor (polyphage) (Skurnik and Strauch, 2006; Hyman and Abedon,
2010; Chan and Abedon, 2012).

Phage therapy has been applied over the past few decades to the
treatment of bacterial infections, in countries such as The Repub-
lic of Georgia (Eliava Institute and The Center for Phage Therapy,
in Tbilisi) and Poland (Institute of Immunology and Experimen-
tal Therapy, in Warsaw), where research and development centres
were built specifically for bacteriophages aiming at developing
phage therapy. The studies conducted in these research centres
produced remarkable clinical results. However, and despite the

immense potential of bacteriophages for eradicating infections
caused by bacterial-resistant strains, up to now only a few clini-
cal trials have been performed in human beings and are accepted
by public health authorities, such as Food and Drug Administra-
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Fig. 1. Schematic diagram of the lytic and
ource: adapted from Maura and Debarbieux (2011).

ion (FDA) and European Medicines Agency (EMA) (O’Flaherty et al.,
009; Maura and Debarbieux, 2011).

Concerning their morphology and classification, phages can be
ivided into six major groups. However, globally speaking, they all
xhibit a well-defined structure, usually with an icosahedral cap-
id involving the genetic material. Within the capsid’s core, they
ay  contain single stranded (ssDNA) or double stranded (dsDNA)
NA, or single stranded (ssRNA) or double stranded (dsRNA) RNA,
s shown in Table 1 (adapted from Ackermann (2007) and Hanlon
2007)).

Since the 1960s more than 5100 phages have been studied,
llowing to conclude that ca. 96% of them possess tails and belong to
yoviridae, Siphoviridae and Podoviridae families (Dabrowska et al.,

005; Ackermann, 2007; Hanlon, 2007; Wittebole et al., 2013).

.1. Phage infection process: lysogenic pathway vs. lytic pathway

The process of bacterial infection by its predator (i.e., the bac-
eriophage) (see Fig. 1) begins when bacteriophage adsorbs onto
he surface of the bacterial cell. It is a complex process, consist-
ng of three phases. Initially, there is a contact between phage
nd bacterium by diffusion and Brownian motions. Subsequently,
he phage particle establishes a reversible, nonspecific binding via
lectrostatic forces, followed by an irreversible binding between
he capsid protein of phage and bacterial surface receptor which,
epending on the type of phage in question, may  be: (i) a glyco-
rotein, (ii) a lipopolysaccharide, (iii) an aminoacid, (iv) a teichoic
cid, or (v) pili (Skurnik and Strauch, 2006; Maura and Debarbieux,
011; Wittebole et al., 2013). After binding of the phage to the bac-
erial cell surface, a portion of the phage structure (or the phage
tself) penetrates into the host, followed by a complete release of
he genetic material into the host’s intracellular environment.

Depending on the type of phage, either a lytic or a lysogenic
esponse can take place following bacterial infection. Considering
he lytic response, caused by strictly lytic phages also commonly
alled virulent phages, the bacterial host’s metabolism is assaulted

nd re-targeted to the production of new phage particles, by repli-
ating the genetic material of the virus into the cytoplasm, leading
o the synthesis of more lytic phage particles in cycles of 30 min
hich, aided by produced holins and lysins, subsequently causes
enic infectious cycles of a bacteriophage.

lysis of the bacterium. It is also important to refer that the genetic
material of the phage is methylated by a DNA adenine methylase,
which introduces a methyl group into the carbon 5 of the pyrimi-
dine ring of a cytosine, thereby protecting the exogenous DNA from
the destructive action of restriction endonucleases found in the
cytoplasm of bacterial cells. Initially, the RNA polymerase is drawn
to the site due to the presence of a promoter sequence in the phage
genome, and the transcription process leads to the production of
viral mRNA which is then translated, leading to the synthesis of
viral proteins; this not only inhibits the transcription process of
the host’s own genome, but both stimulates the replication of the
exogenous genetic material and allows the taking over and control
of the bacterial cellular machinery, and stimulates the late replica-
tion of some genes that encode the capsid proteins and enzymes
(holins and lysins) that cause the lysis of the cell wall, which are
essential for the release of new virions. This is the type of phage
particles sought and used in phage therapy (Weinbauer, 2004;
O’Flaherty et al., 2009; Maura and Debarbieux, 2011; Wittebole
et al., 2013).

In case of a lysogenic response caused by temperate phages,
the phage reproduction happens on a later stage, because the viral
genetic material is integrated into the genome of the bacterium. In
this situation, the phage is replicated without lysing the host and
the bacterium becomes immune to attacks of other phages of the
same strain, becoming a lysogenic (and usually more virulent) bac-
terium (Weinbauer, 2004; Hanlon, 2007; O’Flaherty et al., 2009;
Maura and Debarbieux, 2011; Wittebole et al., 2013). This bac-
terium is characterized by having a prophage, an inactive phage
that is integrated in its genome and remains in a latent state for
several bacterial cell divisions. The prophage is activated following
stress processes or cellular damage of the host, inducing its replica-
tion via a lytic pathway, after it exits the bacterial genome. There is
then the synthesis and release of new virion particles via extrusion,
without occurring the disruption of the bacterial cell membrane
(Weinbauer, 2004; Hanlon, 2007; Lu and Collins, 2009; Maura and
Debarbieux, 2011; Wittebole et al., 2013).

There is currently a special interest in this type of (lysogenic)

phages because, despite these phages can transfer genes containing
resistance to antibiotics to another non-resistant bacterial strains,
this might be an innovative process that can be exploited from
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Table  1
Classification of bacteriophages according to their morphology and type of genetic material.

Structure Family Nucleic acid Morphology Examples

Myoviridae Linear dsDNA Nonenveloped; Contractile tail T4

Siphoviridae Linear dsDNA Nonenveloped; Long and noncontractile tail �

Podoviridae Linear dsDNA Nonenveloped; Short and noncontractile tail T7

Microviridae Circular ssDNA Nonenveloped; Isometric �X174

Corticoviridae Circular dsDNA Nonenveloped; Isometric PM2

Tectiviridae Linear dsDNA Nonenveloped; Isometric PRD1

Leviviridae Linear ssRNA Nonenveloped; Isometric MS2

Cystoviridae Segmented dsRNA Enveloped; Spherical �6

Inoviridae Circular ssDNA Nonenveloped; Filamentous fd

Plasmaviridae Circular dsDNA Enveloped; Pleomorphic MVL2
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Fig. 2. Reduction in both bacterial numbers (CFU – Colony Forming Units) and phage
particle numbers (PFU – Plaque Forming Units) during the process of lytic infection
ource: adapted from Ackermann (2007).

 therapeutic perspective. Such process makes use of genetically
odified lysogenic phages to insert, via lysogenization, specific

enes into the genome of resistant bacterium, increasing its sus-
eptibility to a given class of antibiotics (Lu and Collins, 2009; Edgar
t al., 2012; Wittebole et al., 2013).

It is essential to note that during the process of phage infection,
he phage ensures that only its viral DNA is replicated, avoiding, in
his way, the interference of other phages in the process. Finally,
n both cycles, after the synthesis of viral proteins and enzymes
esponsible for capsid formation and the packaging of genetic mate-
ial, there is the assembly and formation of new virions. These
isrupt the cytoplasmic membrane, aided by holins, and then the
eptidoglycan layer, aided by lysins, leading to the lysis of the bac-
erium (lytic process), and thereby expelling the newly formed
irions to the extracellular environment (Ackermann, 2007; Maura
nd Debarbieux, 2011; Wittebole et al., 2013).

.2. Phage therapy and its pre-requisites

Phage therapy is one of the potential alternative strategies to
ntibiotherapy, and consists in using strictly lytic bacteriophages
s an alternative or complement in the treatment of bacterial
nfections (Escobar-Paramo et al., 2012; Chan and Abedon, 2012).
espite their status as viruses, bacteriophages are strictly specific

o certain prokaryotic cells, which include all pathogenic bacteria
nown until now. The phage therapy has been proven to be safe
nd free from adverse side effects, and it is worthy to remember
hat these biological entities are totally devoid of any metabolic

achinery on their own and that they have no affinity whatsoever

o eukaryotic cells (Chan and Abedon, 2012).

Strictly lytic phages are the natural predators of bacteria and,
hen in contact with them, they invade specific bacterial strains

nd induce a lytic infection process associated with a metabolic dis-
by  multiple bacteriophages.

Source: adapted from Parracho et al. (2012).

ruption and cell lysis, reducing the number of bacterial cells present
in the infected human host to a number that does not represent a
danger to the organism, as illustrated in Fig. 2 (adapted from Kutter
et al. (2010) and Escobar-Paramo et al. (2012)).

The exclusive use of monophages as therapeutic agents may  not
be optimal, because due to the fact that they have a reduced spec-
trum of action, they may  limit the potential of phage therapy in the
treatment of bacterial infections, particularly when the bacterial
strain that causes the infection is not known. Thus, the spectrum of
action can be extended through the use of a phage cocktail, which is
a mixture of strictly lytic bacteriophages infecting a wider range of
hosts (i.e., several bacterial strains of the same species or different

species simultaneously) (Chan and Abedon, 2012).

There is a set of pre-requisites for phage therapy that aims
to avoid any failure of this therapeutic approach. Such require-
ments stipulate that: (i) only phages that have an exclusively lytic
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ctivity may  be applied in phage therapy; (ii) before applying the
ntimicrobial therapy with a particular phage, it is absolutely nec-
ssary to know the biology and the host range that affects it; (iii)
hage preparations must be absolutely free of bacteria and its com-
onents, such as proteins (and, specifically, bacterial endolysins),
NA, organelles, among others; (iv) the bacterial receptor where

he phage can act is to be well-known, since a mutation that causes
 change in the receptor leads to ineffective phage therapy; (v) the
hage preparation must be tested in animal models, to ensure ther-
peutic efficacy, because it may  exhibit a different activity in vivo
Levin and Bull, 2004; Skurnik and Strauch, 2006; Hermoso et al.,
007; Viertel et al., 2014).

.3. Advantages and disadvantages of phage therapy when
ompared to chemical antibiotherapy

The advantages of phages in relation to conventional antibiotics
re several, namely: (i) bacteriophage particles are highly specific
o a particular bacterial species or strain, depending on the kind of
eceptor that recognizes them; (ii) they are the natural predators of
acteria; (iii) the community is constantly exposed to these biolog-

cal (although metabolically inert) entities; (iv) they are ubiquitous
n the environment and one of the most abundant entities on the
lanet; (v) they are easily isolated; (vi) they exhibit high tissue per-
eability and, concomitantly, a good skin penetration, being able

o reach deeper layers of the skin where chronic (infected) wounds
ay  lie; (vii) they can be applied to eradicate pathogenic bacteria
ithout affecting the commensal flora, hence preventing secondary

nfections; (viii) they do not affect eukaryotic cells, as they have
o affinity whatsoever for them; (ix) they present an exponential
rowth and replicate inside the bacteria and, therefore, accumulate
n extremely high concentrations at the site of infection, as long as
ts bacterial host still exists; (x) successive administrations of phage
reparations become fully unnecessary, since while the target bac-
erium is present phage particles will constantly replicate until the
acterial concentration drops to a value that does not present a
anger to the organism in question, being subsequently (and nat-
rally) eliminated by the body; (xi) they possess a high ability to
enetrate bacterial biofilms; (xii) they can mutate and overcome
acterial resistance; (xiii) the isolation procedure of new bacte-
iophages is fairly simple and economical, unlike the process of
eveloping new chemical antibiotics; (xiv) they can be a safe ther-
peutic option for patients allergic to antibiotics; (xv) antimicrobial
reatment may  be effective with the use of only a small phage con-
entration; and (xvi) phage particles readily cross the blood brain
arrier and can be used to treat bacterial infections of the central
ervous system (Sulakvelidze et al., 2001; Weber-Dabrowska et al.,
003; Matsuzaki et al., 2005; Skurnik and Strauch, 2006; Hermoso
t al., 2007; Abhilash et al., 2009; O’Flaherty et al., 2009; Hagens
nd Loessner, 2010; Kutter et al., 2010; Wittebole et al., 2013).

However, phage therapy may  also present several disadvan-
ages, namely: (i) it is necessary to identify, in a first stage, the
nfectious agent responsible for the infection and then isolate its
pecific phage from the environment; (ii) when administered sys-
emically, phage particles (which are protein entities) trigger an
mmune response leading to the production of antibodies, which
an drastically reduce the effectiveness of the antimicrobial treat-
ent; (iii) actually, only lytic phages may  be used in phage therapy,
hich reduces the number of available phages eligible to inte-

rate this therapy; (iv) it has to be defined which is the best route
f administration, the optimal dose, the frequency of administra-
ion and the average duration of treatment with these biological

ntities; (v) new genes in some bacteriophages are being identi-
ed in a regular basis, and researchers are still unaware of what

s their function; (vi) plain bacteriophage particles are prone to
ecognition by the immune system and thus are easily elimi-
esearch 191 (2016) 51–80

nated from the body, resulting in a drastic reduction of therapeutic
efficacy; and (vii) bacteria developed many different types of mech-
anisms that confer resistance to phages (Hermoso et al., 2007;
O’Flaherty et al., 2009; Parracho et al., 2012; Chan and Abedon,
2012; Wittebole et al., 2013). Phages are protein-based entities
totally devoid of metabolic machinery that can potentially inter-
act with the immune system within the human body, can actively
replicate only in the presence of viable host bacterial cells, and
can even evolve during manufacture or use, but are far from being
unique in these regards (Loc-Carrillo and Abedon, 2011). For exam-
ple, many protein-based (bio)pharmaceuticals can stimulate the
immune system, chemical antibiotics that lyse bacteria will release
in situ bacterial (endo)toxins, and live-attenuated vaccines both
actively replicate and evolve within the body tissues. Protein-based
drugs, chemical antibiotics, and whole vaccines have previously
been approved for use despite these various properties. There are
no antimicrobials displaying selective toxicity that will affect all
possible microbial targets. Typically the narrowness of phage host
ranges – few strains or species of bacteria – will at a minimum
place limitations on presumptive treatment, i.e.,  treatment courses
that begin prior to the identification of the pathogen’s suscep-
tibility to antibacterials such as to specific phages. However, as
phages can often be employed in combination with other antibac-
terial agents, including other phages (so-called phage cocktails),
the lytic spectrum of phage products can be much broader than
the spectrum of activity of individual phage types (Loc-Carrillo and
Abedon, 2011). Even phage cocktails with broad spectrum of action
are normally more selective in their spectrum of activity than typ-
ical “narrow-spectrum” antibiotics, a property that can be viewed
as an additional advantage of phage therapy. When using bacterio-
phage particles as antimicrobial agents, the general aim should be
to identify those bacteriophages that display good primary phar-
macodynamics (i.e., antibacterial virulence), minimal secondary
pharmacodynamics (i.e., low potential to do harm to patients),
and good pharmacokinetics (i.e., an ability to reach target bacte-
ria in situ). Bacteriophage particles that do not adequately comply
with these criteria should in most circumstances not be used as
antimicrobial therapeutics (Loc-Carrillo and Abedon, 2011). Addi-
tionally, since phage particles are intrinsically proteins in nature
and may  eventually interact with the immune system of the body,
a solution to surpass this apparent disadvantage may lie in pro-
tecting such phage particles via encapsulating such biomolecules
within nanocarriers, eventually endowed with characteristics of
invisibility towards the digestive and immune systems, or bind-
ing them to macroscopic supports thus rendering them insoluble.
Combined, these strategies promote their structural and functional
stabilization (Balcão and Vila, 2015).

2.4. Bacterial resistance to bacteriophages and bacteriophage
kinetics

The mechanisms of bacterial resistance to bacteriophages are
generally associated to the disruption of the phage adsorption pro-
cess, through bacterial mutations that commonly lead to the loss of
specific cell surface receivers that allow linking between bacterium
and phage. Bacteria can also induce the production of layers rich in
mucilage lining the entire bacterial surface, preventing contact of
the phage with its respective receptor (Wittebole et al., 2013).

Additionally, bacteria may  acquire resistance via lysogenic
phages containing in their genetic material sequences that encode
bacterial resistance or toxins and, after integration of the phage’s
genetic material into the genome of the bacterium, begin to acquire

such resistance. In addition to these mechanisms, bacteria may
hydrolyse the genetic material of the phage by restriction endonu-
cleases present in their cytoplasm, and are also able to methylate
their own DNA, working as a defense mechanism against phages.
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he bacterial resistance can also be caused by mutations in genes
hat encode proteins either essential for phage replication or nec-
ssary in the assembly of new virion particles (Skurnik and Strauch,
006; Wittebole et al., 2013).

However, bacterial resistances are not always supportive for the
acterium, because what usually happens is that the resistance
ay  reduce the performance of the bacterium or, if the specific

hage receptor is a virulence factor, the mutation may  cause a dras-
ic reduction in its virulence (Levin and Bull, 2004; Skurnik and
trauch, 2006).

Concerning phage “pharmacokinetics”, this allows to establish
he amount of phages that are available at the infection target
ite, in order to perform a therapeutic action, while describing the
mpact of the body on phages. This is actually a rather complex
arameter, both due to the self-replicating nature of phages and
ecause only a few studies have been produced. It is important
o note that the process of in vitro replication of bacteriophages
an be quite different from what actually happens in vivo, as the
n vivo “pharmacokinetic” and “pharmacodynamic” processes dif-
er from phage to phage. Thus, pharmacokinetics in phage therapy
s very different from that associated with conventional antibiotic
hemotherapy, and presents a number of critical parameters that
ust be considered: (i) the adsorption rate; (ii) the latency period;

iii) the initial phage dosage; (iv) the critical time; (v) the clear-
nce rate; (vi) the ability to replicate phage particles in situ; (vii)
he anatomophysiology of the host; (viii) the environmental con-
itions; and (ix) the phage distribution, which will largely depend
n the individual’s immune system (Skurnik and Strauch, 2006).

.5. Applications of phage therapy

Over the last three decades, several studies have been developed
nvolving the use of bacteriophages, which have clearly demon-
trated the ability to infect pathogenic bacteria both in animals and
umans, for example, the recently discovered �NK5 lytic phage,
hich is highly effective against Klebsiella pneumoniae in mice

Hung et al., 2011). Nowadays, there are some experimental mod-
ls which aim at the administration of bacteriophages by either
ntravenous or intraperitoneal paths, and which exhibit therapeu-
ic efficacy. However, the intravenous path is not ideal because it is
ot possible to ensure that bacteriophage solutions are completely
yrogen-free (Maura and Debarbieux, 2011). As the intravenous
dministration of phage solutions is no more the first option, a
roup of researchers attempted to orally administer a phage cock-
ail (containing phages SP15, SP21 and SP22) for the treatment of
astrointestinal infections caused by Escherichia coli O157:H7 in
ice, and the number of bacteria detected in the faeces was sub-

tantially reduced. However, and despite the fact that strictly lytic
acteriophages are highly specific for their target bacterial hosts,
he consequences to the intestinal flora and the resulting immune
esponse are still unknown (Tanji et al., 2005).

Another route of administration has been studied and developed
y several researchers, based on a topical model, in which bacte-
ial infections in the skin can be treated with a simple external
topical) application of a cream containing bacteriophage particles.
owever, as in the case of oral administration, the adverse effects
re still largely unknown, therefore making it necessary to deepen
he knowledge regarding such model (O’Flaherty et al., 2005). More
ecently, the intranasal route of administration was  selected for
he treatment of pulmonary infections caused by Pseudomonas
eruginosa or by Klebsiella pneumoniae through the PAK-P1 phage

nd the SS phage, respectively. However, this approach has revealed

 relatively low therapeutic efficacy compared to intraperitoneal
dministration, which was confirmed by a comparative study per-
ormed by Carmody et al. (2009).
esearch 191 (2016) 51–80 57

In this context, another study proved that a single intranasal
instillation containing PAK-P1 bacteriophage was  sufficiently effec-
tive to prevent infection for a period of 24 h. The same result was
obtained, but using phage P3-CHA, which is able to eradicate and
prevent acute pulmonary infections caused by multidrug-resistant
Pseudomonas aeruginosa isolated from a cystic fibrosis patient in a
hospital in France (Chhibber et al., 2008; Debarbieux et al., 2010;
Maura and Debarbieux, 2011; Morello et al., 2011).

In 2009, the FDA authorized a phase I clinical trial involving
the use of a phage cocktail applied in venous leg ulcers, aim-
ing at the bacteria Staphylococcus aureus,  Pseudomonas aeruginosa
and Escherichia coli. The results of this clinical trial have shown
that the aforementioned phage cocktail was safe and highly effec-
tive, when compared with the control group (Rhoads et al., 2009;
Maura and Debarbieux, 2011). Also in 2009, a phase II clinical trial
was conducted in England by the startup company Biocontrol Ltd.,
which demonstrated the efficacy of phage therapy in the treat-
ment of chronic otitis caused by multidrug-resistant Pseudomonas
aeruginosa (Wright et al., 2009; Maura and Debarbieux, 2011).

More recent studies indicate that a number of phage parti-
cles between 102–103 plaque forming units (PFU) is adequate to
induce replication and therapeutic action at bacterial infections
with 106–109 colony forming units (CFU) per millilitre (Rhoads
et al., 2009; Wright et al., 2009; Parracho et al., 2012).

In the aforementioned clinical trials, liquid preparations con-
taining bacteriophages were used and, for these to be effective and
used with clinical purposes, it is necessary to promote standardiza-
tion of the methodologies used, as well as to control the final quality
of these products. Thus, there must be an adequate identification
and monitoring of bacteriophage preparations for clinical applica-
tions, through the combined use of various analytical techniques
such as: (i) DNA sequencing; (ii) scanning/transmission electron
microscopy; and (iii) Polymerase Chain Reaction. All bacterio-
phages used in clinical trials conducted in humans must be strictly
lytic and duly identified via the referred analytical techniques. The
liquid bacteriophage preparations must exhibit adequate stability,
and the storage conditions of the preparations should be optimized
– the product must not be exposed to extreme variations in temper-
ature, pH and high relative humidity. All phage preparations used in
clinical trials should be duly sterilized through procedures properly
validated and stipulated by the European Pharmacopoeia. All these
parameters are essential to ensure the safety, efficacy and purity of
phage preparations (Yang et al., 2010; Jończyk et al., 2011).

In the long term, it is expected to occur a renovation of the cur-
rent system that is used by the pharmaceutical industry, since the
model applied until now is not either the most suitable or com-
patible one with phage therapy. In this context, two models were
set up that may  be used in phage therapy: (I) the “conventional
medicinal product development”, or (II) the “traditional tailor-
made approach”. Therefore, at present, the scientific community is
questioning whether it would be more profitable to produce phage
preparations on a large scale and sell them as conventional drugs,
involving high production costs and taking several months or even
years to be developed, as happens with the aforementioned model
(I), or to opt for a rational, personalized and flexible model per-
formed in hospitals, as is the case with model (II), involving reduced
costs and requiring only a few days or weeks (Merabishvili et al.,
2009; Kutter et al., 2010; Pirnay et al., 2011, 2012).

Phage therapy is not exclusively directed towards health care,
but is also targeted for the food industry. Despite being a “brain
teaser” in the production of fermentation products such as cheeses
and yoghurts, as phages destroy the bacteria necessary for the

production of these dairy products, phages are used to destroy food-
borne pathogens. There are several phage products available in the
market, duly approved by the FDA, for the purpose of controlling
bacterial infections/contaminations in food production processes.
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ith the availability of these products, at European level (e.g. Lis-
ex P100TM), the number of infections by Listeria monocytogenes has
tabilized (Hagens and Loessner, 2010).

Presently, there are phage preparations against several types of
acteria (such as Escherichia coli and Salmonella sp.) to be applied in
nimal foods and administered before cattle and chickens are killed
n slaughter houses (Johnson et al., 2008). Currently, Intralytix Inc.,

 biotechnology company focused on the production and market-
ng of bacteriophage-based products targeted to control bacterial
athogens in environmental, food processing, and medical settings,
as developed countless phage preparations used in the control
f bacteria responsible for contaminating foodstuffs, namely: (i)
istShieldTM, for the control of listeriosis (approved by the FDA
n August 2006); (ii) EcoShieldTM, used to prevent food contami-
ation by Escherichia coli; and (iii) SalmoFreshTM, which reduces
ontamination caused by Salmonella in food and was very recently
onsidered a generally regarded as safe (GRAS) substance by the
DA (Atterbury, 2009; Balogh et al., 2010; Hagens and Loessner,
010).

As examples, TechnoPhage (http://www.technophage.pt) and
nnophage (http://www.innophage.com) are two Portuguese
tartup companies that promote research and development of
ew products based on the unique properties of bacteriophages,
irected to the treatment, diagnosis and prevention of bacterial

nfections within the community, hospital and food industries.
Recent technological advances in this field open the door to the

ossibility of customizing bacteriophages and improve their char-
cteristics, particularly: (i) expand the ability of bacteriophages to
enetrate bacterial biofilms; (ii) enlarge their potency and effec-
iveness; (iii) adapt the spectrum of activities of bacteriophages to
nfections caused by numerous bacterial species and strains; and
iv) make them more stable and specific (Lu and Collins, 2009;
ouillot et al., 2010; Soto and Ratna, 2010; Maura and Debarbieux,
011).

In the United States, there is now the possibility of phage par-
icles being integrated in wastewater and potable water treatment
ystems. The process that is still being studied involves filtering the
hages present in the wastewater through nylon filters, and subse-
uently apply them in wastewater and drinking water, contributing
o the increase of their quality and the promotion of public health in
eneral, preventing the spread of multiresistant bacteria (Tamaki
t al., 2012; Potera, 2013).

. Lysins and lysin therapy

Lysins are enzymes produced by bacteriophages that digest the
acterial cell wall and allow the release of the prophage, thus
nsuring that new infection cycles are performed. Lysins have been
idely tested and applied in various animal models, for the con-

rol and treatment of bacteria resistant to conventional chemical
ntibiotics (Fischetti, 2008; Schmelcher et al., 2012; Schuch et al.,
013).

Small amounts of purified recombinant lysins, exogenously
dministered in Gram-positive bacteria, showed a high therapeutic
fficacy and promoted a quick lysis of the target bacterium. How-
ver, the antibacterial ability is limited, because if the lysins are
xternally applied only Gram-positive bacteria are affected, since
hese bacterial cells have no external membrane (Fenton et al.,
010). Lysins showed high reliability, specificity and quick ability
o promote cell lysis in target bacteria, at mass concentrations in
he order of nanograms, strongly reducing the number of microor-

anisms present, seconds after the addition of the lytic enzyme
Fischetti, 2008; McGowan et al., 2012).

Unlike chemical antibiotics, and as phages, phage lysins are
elective and can be used to combat certain bacterial species or
esearch 191 (2016) 51–80

specific genus, not affecting the commensal flora, which is their
main advantage (Hermoso et al., 2007; Fischetti, 2011; McGowan
et al., 2012; Xu et al., 2012).

Lysins, which demonstrate therapeutic antimicrobial activity,
are classified according to their catalytic activity (see Fig. 3),
as: (i) N-acetylmuramoyl-l-alanine amidase (NAM-amidase); (ii)
N-acetylmuramidase (muramidases or lysozymes); (iii) endo-�-
N-acetylglucosaminidase (glucosaminidase); (iv) endopeptidase
(including l-alanoyl-d-glutamate endopeptidase); and (v) lytic
transglycosylase. In all these types of lysins, the most common ones
synthesized by phages are amidases and muramidases (Hermoso
et al., 2007; Fischetti, 2010).

After phage replication occurs inside the bacterial cell host, the
cell wall needs to be broken down (lysed) in order to release the
newly formed virions and ensure the performance of new infectious
cycles. Over the years, phages developed two  different strategies
that allow the release of the phage progeny from the bacterium. The
phages with double-stranded DNA developed lytic enzymes (lysins
or endolysins) that accumulate in the cytoplasm of the bacterium
during the last stage of the lytic cycle and have the ability to hydrol-
yse the peptidoglycan and cause cell lysis. Lysins are highly effective
and evolved over thousands of years, with the main purpose of pro-
moting bacterial lysis. As these hydrolytic enzymes do not have
signal sequences (except in the case of lysin gp61, which has a
signal sequence that allows itself to go directly to the periplasmic
space and act on the cell wall), they cannot cross the cytoplasmic
membrane and attack its substrate present in the peptidoglycan
layer, and hence they require the help of other phage products,
such as holins. Holins are hydrophobic proteins that promote bac-
terial membrane disruption, by inducing the formation of pores in
the inner membrane and thus allow lysin to be exported through
the cytoplasmic membrane to the cell wall, so that they may act
(Wang et al., 2003; Borysowski et al., 2006; Hermoso et al., 2007;
Stojković and Rothman-Denes, 2007; Fenton et al., 2010; Fischetti,
2010; McGowan et al., 2012; Schuch et al., 2013).

3.1. Lysin structure

Lysins from phages with DNA and that infect Gram-positive
bacteria usually have a molecular weight ranging from 25 kDa to
40 kDa, except for PlyC, that is specific for Stretococcus sp. and have
an approximate molecular weight of 114 kDa. The peptidoglycan
layer is composed of several chains of sugars, N-acetylglucosamine
and N-acetylmuramic acid, linked by �-1,4-glycosidic bonds, and
tetrapeptide chains bonded to the lactyl group of the muramic acid
via amide bonds (Donovan et al., 2006).

Lysins are produced and accumulated in the bacterial cytoplasm
at the terminal phase of the phage lytic cycle. Generally speaking,
since there are some exceptions as is the case with PlyC, lysins are
enzymes composed of two protein domains: the catalytic domain,
present in the N-terminal region, characterized by providing cat-
alytic activity to the enzyme; and the binding domain, present in
the C-terminal region and that allows a connection between the
enzyme and the bacterial cell wall. Both domains are separated by
a linker (see Fig. 4). The catalytic domain (present in the N-terminal
region) is less variable compared to the binding domain (present in
the C-terminal region), which may  impart different catalytic activ-
ities depending on the type of bonds to be hydrolysed (Hermoso
et al., 2007; Fischetti, 2008, 2010; Schuch et al., 2013).

The N-terminal region may  be formed by: (i) N-
acetylmuramidases (muramidases or lysozymes); (ii)

endo-�-N-acetylglucosaminidases (glucosaminidases); (iii) lytic
transglycosylases that cleave glycosidic bonds present in the pep-
tidoglycan layer; (iv) endopeptidases that hydrolyze the peptide
bonds of the peptidoglycan layer; or (v) N-acetylmuramoyl-

http://www.technophage.pt
http://www.technophage.pt
http://www.technophage.pt
http://www.technophage.pt
http://www.innophage.com
http://www.innophage.com
http://www.innophage.com
http://www.innophage.com
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Fig. 3. Schematic representation of the bacterial cell wall (a) and of the several types of lysins, their mechanism of action and target in the host cell peptidoglycan (b).

Source: adapted from Hermoso et al. (2007).
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Fig. 4. Basic structure of lysins, characterized by having two  protei
ource: adapted from Fischetti (2008).

-alanine amidases (amidases) that hydrolyze amide bonds
Hermoso et al., 2007; Fischetti, 2008, 2010).

Typically, each lysin has only one type of catalytic activity,
owever, bifunctional lysins were discovered, which possess two

ndependent catalytic domains, capable of catalyzing the cleavage
f more than one peptidoglycan bond, as are the cases with (i) phage
30 lysin, composed by muramidase and endopeptidase; (ii) phage
11 lysin, specific for Staphylococcus aureus,  containing endopepti-
ase and N-acetylmuramoyl-l-alanine amidase, indispensable for

ts activity to eliminate Staphylococcus aureus NCTC8325 biofilm;
nd (iii) phage K1-5 lysin, that has at its tail a K5 lyase protein
nd a N-acetylneuraminidase (endosialidase), which confers to this
hage lysin the ability to act on K1 and K5 strains of Escherichia coli
Scholl et al., 2001; Hermoso et al., 2007; Sass and Bierbaum, 2007).

The C-terminal region of the lysins is characterized as being the
inding domain to the cell wall (CBD), promoting the binding of

ysins to the bacterial host cell wall, more precisely to the carbo-
ydrates present there. This domain has a variable feature, due to
he selection made over the years of evolution, with the purpose
f recognizing specific bacterial hosts. In order to promote the cell
all digestion and subsequent release of the newly formed phage
rogeny, it is necessary that the bacterium cell is sensitive to lysin
nd possess a specific substrate in its cell wall to the C-terminal
egion of the lysin. Nevertheless, although this domain is variable
n relation to the catalytic domain, it is highly specific for a partic-
lar substrate present in certain bacteria and binds to components
hat are essential for bacterial viability, which substantially reduces
he number of bacterial resistance and, at the same time, ensures
he release of newly formed phage progeny into the extracellular
nvironment (Fischetti, 2008, 2010; Schuch et al., 2013).

In addition, researchers began to realize that different enzymatic
omains could be exchanged in lysins, through genetic engineering,
iving them simultaneously different specificities for other bacte-
ia and different catalytic activities, leading to the development of
himeric lysins. Hence, some studies show that the catalytic domain
f a lytic lysin specific for Streptococcus pneumoniae may  swap with
ther domains and thus a new lytic enzyme is created with the
ame binding domain to the bacterial cell wall, also specific for the
neumococci domain but, at the same time, capable to cleave other
ypes of bonds present in the peptidoglycan layer (Fischetti, 2008,
010; Manoharadas et al., 2009).

Other scientific studies revealed that there is a synergism
etween oxacillin, a �-lactam antibiotic, and lysin ClyS, a chimeric
nzyme synthesized from the fusion of the N-terminal domain of
hage Twort lysin active against Staphylococcus aureus, and the C-

erminal domain of the phage phiNM3 lysin, leading to protection
f mice from infections caused by Methicillin-resistant Staphylococ-
us aureus (MRSA) (Fischetti, 2008; Daniel et al., 2010; McGowan
t al., 2012).
ains, N-terminal and C-terminal domains, separated by a “linker”.

According to McGowan et al. (2012), the most powerful and
complex lysin identified to date is the phage PlyC lysin. This lytic
enzyme is produced by phage C1 and consists of two protein
domains, PlyCA and PlyCB, which have therapeutic activity exclu-
sively against Streptococcus sp. from groups A, C and E, including
Streptococcus uberis,  and Streptococcus equi. Both protein domains
are transcribed from two  genes located on the same operon. The
PlyCB is composed of 8 subunits which allows the bonding to the
bacterium cell wall. PlyCA is responsible for the catalytic activ-
ity, and has two  distinct catalytic domains, namely amidase and
glycosidase. Thus, this endolysin can hydrolyze different types of
peptidoglycan bonds present in the bacterial cell wall, making it
the most potent lysin described so far. However, a small mutation
in the catalytic domain can reduce the activity of this lysin by ca.
90% to 99% (Nelson et al., 2001, 2006; McGowan et al., 2012).

Bacteria have also developed a range of lysins named
as autolysins, which hydrolyze the �-(1,4) bond between N-
acetylmuramic acid and N-acetylglucosamine of its own  bacterial
cell wall, and which are involved in the cell division processes.
When produced in high concentrations, autolysins may induce cell
death due to the difference of osmotic pressure between the bac-
terium and the external environment (Hermoso et al., 2007).

3.2. Advantages, disadvantages and limitations of antimicrobial
therapy with lysins

There are several advantages associated to the use of lysin
therapy, compared to conventional antimicrobial chemotherapy,
namely: (i) phage lysins are selective and have a limited spectrum
of action, so they may  be used to fight only certain bacterial species
or genus, not affecting the commensal flora; (ii) dilute concentra-
tions of lysin preparations will be enough to reduce exponentially
the number of viable bacteria, seconds after application of the lytic
enzyme; (iii) to date, no bacterial resistance to these enzymes has
been reported, due to the co-evolution process of billions of years
established between phages and bacteria, leading to the develop-
ment of a C-terminal region highly specific to molecules present in
the wall of the host and that are essential to its viability; (iv) several
studies have shown that there is a synergism between antibiotics
and lysins; (v) bacteriophages are the most abundant entities on
the planet, therefore there is a considerable number of lysins avail-
able for therapeutic applications; (vi) a number of pre-clinical tests
in vivo have shown that antimicrobial therapy with lysins do not
produce disturbing side effects; (vii) when applying different lysins
possessing the same binding domain and different catalytic activ-

ities, there is a synergism between them, hence optimizing the
therapeutic activity and, at the same time, reducing the possibil-
ity of resistant bacterial strains to emerge; (viii) there are already
chimeric lysins active against MRSA strains; (ix) lysins exhibit a
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igh antibacterial activity, even against antibiotic-resistant bac-
eria; (x) unlike penicillin and cephalosporin, which inhibit the
eptidoglycan synthesis and induce lysis of bacterial cells that are in
he phase of cell division, lysins destroy the peptidoglycan directly,
ausing osmotic lysis of all specific bacteria; (xi) lysins are ther-
ostable and can withstand temperatures up to ca. 60 ◦C; and (xii)

ysins have simple synthesis processes and can be synthesized and
urified in high quantities at a reduced cost, rendering them an
xcellent and innovative antimicrobial therapeutic strategy (Jado
t al., 2003; Loeffler et al., 2003; Matsuzaki et al., 2005; Hermoso
t al., 2007; Fischetti, 2008, 2010; Daniel et al., 2010; Fenton et al.,
010; Wu et al., 2012; Rodríguez-Rubio et al., 2013).

Concerning the disadvantages and limitations associated with
he application of these purified lytic enzymes in the treatment
f (pathogenic) bacterial infections, these are correlated to the
roduction of antibodies by the (human) host. Unlike chemical
ntibiotics, which are small and non-immunogenic, lysins are pep-
ides that stimulate the immune response, regardless of the way
n which they are administered in the body, leading to the forma-
ion of antibodies that can reduce the activity of the lysin in vivo.
evertheless, several studies conducted in hyper-immunized mice
gainst phage lysin Cpl-1 proved that antibodies raised against
he enzyme only slow down its lytic activity, without blocking it,
ithout causing side effects. It is thought that this effect is due

o a greater specificity of the lysin for the bacterial cell wall than
he affinity of the antibody to the lysin, which prevents the anti-
ody from inhibiting the catalytic domain of the lysin molecule
Loeffler et al., 2003; Hermoso et al., 2007; Fischetti, 2008, 2010).
nother drawback or limitation of the lysin-based antimicrobial

herapy is that, as mentioned before, when lysins are administered
xogenously, they are only active against Gram-positive bacteria,
ince Gram-negative bacterial cells possess an outer and imperme-
ble membrane to these enzymes. But there is a lysin produced
y a phage active against Bacillus amyloliquefaciens,  that displays

 lipophilic amino acid sequence in the C-terminal region, which
llows it to cross the outer membrane and overcome this issue
Orito et al., 2004).

Another possible limitation of lysins is correlated with their
arrow spectrum of action. Depending on the clinical situation, it
ay  be necessary to broaden such spectrum by combining differ-

nt types of lysins in order to prevent the development of bacterial
esistance and infections caused by more than one bacterial species
Wu et al., 2012).

Several studies reported in the specialty literature have
ot found bacterial resistance to this innovative antimicrobial
herapeutic strategy, even after 40 cycles of exposure to low con-
entrations of these lytic enzymes (Schuch et al., 2002; Fischetti,
008, 2010). This can be explained, as stated above, by the co-
volution process of billions of years, established between bacteria
nd their natural predators (i.e., phages), to ensure that the phage
rogeny would not be retained within bacterial cytoplasm, and for
his purpose a C-terminal region was developed in lysin molecules,
isplaying a very high specificity towards essential molecules for
acterial viability. This rationale explains the fact that lysins spe-
ific to streptococci and pneumococci possess, as receptors on the
urface of the bacterial cell, amino alcohol (choline) and rhamnose,
espectively, which are essential to the viability of the bacteria and
heir growth. Finally, it is noted that this co-evolution mechanism
onverts the bacterial resistance into an extremely rare event, mak-
ng therapy with lysins extremely advantageous over conventional
hemical antibiotics (Hermoso et al., 2007; Fischetti, 2008, 2010;
odríguez-Rubio et al., 2013).
In a quite recent study conducted by Rodríguez-Rubio et al.
2013), no bacterial resistance to lysins was detected even after 10
ycles of exposure to three types of lysins specific for Staphylococ-
us aureus,  either in liquid culture or on agar plates, indicating that
esearch 191 (2016) 51–80 61

lysin therapy may  be an excellent alternative antimicrobial therapy
to combat infections caused by this bacterium.

3.3. Applications of lysin therapy

3.3.1. Lysins in medicine and biotechnology
Since lysins exhibit a high antibacterial activity because they

hydrolyze covalent bonds present in the bacterial cell wall, pro-
moting a rapid lysis of the bacterial cell, lysins may  be a possible
and feasible strategy in the near future for the treatment of various
bacterial infections caused by (but not limited to) (i) Enterococcus
faecalis,  (ii) Enterococcus faecium, (iii) Clostridium perfringens, (iv)
Bacillus cereus,  (v) Staphylococcus aureus,  and (vi) Bacillus anthracis
(to prevent and control biological weapons such as anthrax caused
by this pathogenic bacteria), via intraperitoneal administration of
lysin PlyG produced by phage � (Borysowski et al., 2006; Hermoso
et al., 2007; Fischetti, 2008, 2010; Proenç a et al., 2012; Rodríguez-
Rubio et al., 2013; Schuch et al., 2013).

Three studies performed in animals have shown that a single
dose of lysins, administered topically, drastically reduces (even to
levels below the limit of detection) the amount of bacteria present
in oral, nasal and vaginal mucosa. Although lysins display a short
half-life, between ca. 15–20 min, this timeframe is enough to guar-
antee the antibacterial action of these lytic enzymes. It is possible,
however, to expand this timeframe of action via modification of the
Fc region (crystallizable fragment, at the lower region of the anti-
body responsible for modelling the cellular immune response upon
binding of antibody to antigen (i.e., the lysin moiety)) of the anti-
bodies that neutralize these enzymes (Nelson et al., 2001; Loeffler
et al., 2003; Cheng et al., 2005; Hermoso et al., 2007; Fischetti, 2008,
2010).

Presently, several intensive studies have been conducted involv-
ing intraperitoneal administration of lysins, such as Dp-1 and
Cp-1, directed against Streptococcus pneumoniae, not only because
this bacterium exhibits a high degree of resistance to the chemi-
cal antibiotics available in the market, but also because it causes
pneumonia, meningitis, septicemia and otitis in children and
immunocompromised hosts (Hermoso et al., 2007; Fischetti, 2010).

In one of such studies, a group of mice was infected with
Streptococcus pneumoniae and, one hour after infection, they were
intraperitoneally administered with a bolus (administration of a
drug in order to quickly raise its concentration in blood plasma)
of 2.0 mg  lysin Cpl-1. After 48 h of administration, it was  found that
only 20% of the animals survived and that these were free from
the pathogenic bacterium, demonstrating that it would require
multiple applications (diluted) of the same bolus, or a parenterally
administered solution, in order to eliminate all pathogenic bacteria
from the body of the animals artificially contaminated (Jado et al.,
2003; Rashel et al., 2007; Fischetti, 2008).

Recently, lysins have been applied in the treatment of bacterial
infections in poultry caused by Clostridium perfringens, responsi-
ble for causing food poisoning and necrotic enteritis. Initially, a
group of researchers tried to apply a treatment containing phages
but, as more than 50 pathogenic strains of these bacteria were
discovered, it would be necessary to associate the phage prepara-
tions in a complex cocktail containing over 20–30 kinds of phages.
These researchers opted, therefore, to administer a combination
of a group of lysins in the form of an enzyme cocktail containing
peptidases, amidases and lysozymes, producing in this way a more
effective antimicrobial therapy (Volozhantsev et al., 2011; Potera,
2013).
3.3.2. Synergism between lysins and antibiotics
Presently, several lysins were isolated from active bacterio-

phages against Streptococcus pneumoniae, in particular Cpl-1 (a
muramidase) and Pal (an amidase), which possess the same bind-
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Fig. 5. Schematic basic structure of AMPs, showing a hydrophobic region that inserts
2 A.C. Rios et al. / Microbiolo

ng domain (C-terminal) to the peptidoglycan layer of the host, but
xhibit different catalytic activities. These enzymes were admin-
stered intraperitoneally and concomitantly, in amounts of 2.5 �g,
ne hour after infection of mice with Streptococcus pneumoniae, and
ucceeded in hindering the spread of pathogenic bacteria. However,
he same did not occur when these lytic enzymes were adminis-
ered separately, even in amounts of 5.0 �g. This clearly indicates
hat these enzymes act synergistically when they are administered
imultaneously in vivo and, thus, they increase the therapeutic effi-
acy compared to the use of only one type of lysin. Interestingly,
ther studies show that the use of two enzymes with different cat-
lytic activities, with the aim of combating the same pathogen,
an also slow down the infection and even significantly reduce the
mergence of new bacterial strains resistant to lysin (Jado et al.,
003; Fischetti, 2008; Daniel et al., 2010). It is also important to note
hat the association of lysin Cpl-1, isolated from bacteriophages
ctive against Streptococcus pneumoniae, with gentamicin and peni-
illin, demonstrated a synergism between the different therapeutic
gents applied, causing a drastic reduction in the number of that
acterium (Jado et al., 2003; Fischetti, 2008; Daniel et al., 2010).

.3.3. Other applications of lysin therapy
Lysins can also benefit the health of the animal, preventing the

issemination of zoonosis and even preventing the transmission of
athogenic bacteria in food. For example, Ply700 (a lysin with lytic
ctivity against Streptococcus sp.) and LysH5 (a lysin with lytic activ-
ty against Staphylococcus aureus)  both have the ability to inhibit
he proliferation of bovine mastitis thus avoiding contamination of

ilk and cheese (Celia et al., 2007; Obeso et al., 2008; Fenton et al.,
010).

Another phage enzyme applied in this area is PlyC lysin, which
an also act as a particular antiseptic against Streptococcus equi (a
acterium responsible for causing infections in horses) preventing
he transmission and dissemination of this bacterium. Addition-
lly, PlyC lysin proved to be advantageous relatively to chemical
ntiseptics since these may  be toxic to the animals, harmful to the
nvironment and quickly lose their activity (Hoopes et al., 2009;
enton et al., 2010).

As already stated above, lysins can also be applied in the food
ndustry, as is actually the case with lysin Ply3626, which exhibits
ytic activity against Clostridium perfrigens,  a pathogenic bacterium
esponsible for causing food poisoning and high costs in the world
f poultry production (Zimmer et al., 2002; Fenton et al., 2010).

Finally, lysins can also be applied successfully as diagnostic tools
n the study of certain bacteria, since the current methods used, for
xample, in the detection of infections caused by Bacillus anthracis
n humans, are quite time demanding and slow to produce results,

hich hamper implementation of treatment. One result is the work
eveloped by Schuch et al. (2002), who developed a method using

ysin PlyG that, after its addition, degrades the bacterial cell wall
eleasing ATP from the bacillus, which is then detected by a sensor,
roviding a diagnosis within a timeframe of 15 min.

More recently, a study conducted by Schuch et al. (2013)
evealed that, due to the fact that lysins can recognize spe-
ific molecules on the surface of bacterial cells, which are
ssential to their viability, lysins can be applied in the identi-
cation of specific pathogenic bacterial receptors and thus help
o develop new molecules capable to inhibit the biosynthe-
is of these receptors and reduce exponentially the number of
esistant bacterial strains and block their proliferation. Hence,
hese researchers used a PlyG lysin specific to Bacillus anthracis
o identify a neutral polysaccharide composed of galactose, N-

cetylglucosamine and N-acetylmannosamine. Subsequently, they
iscovered the 2-epimerase, an enzyme involved in the biosynthe-
is of that polysaccharide, and synthesized a specific inhibitor of
he 2-epimerase, named EpimeroxTM. This new molecule showed
into  the bacterial cell membrane lipid bilayer and a cationic region essential for
binding to the negatively charged bacterial cell membrane.

Source: adapted from Baltzer and Brown (2011).

promising results, both in vitro and in vivo, efficiently inhibiting the
proliferation of Bacillus anthracis in mice.

4. Antimicrobial peptides

Antimicrobial peptides (AMPs) were first discovered back in
1922, when Alexander Fleming (1929) discovered lysozyme, an
enzyme with antibacterial activity which was  present in the tears
and urine of humans. Currently, there are more than 1700 antimi-
crobial peptides known to man  (Jenssen et al., 2006; Bruhn et al.,
2011), some of which may  be found in Table 2.

The galloping increase of bacterial resistance to chemical antibi-
otics and the possibility of these pharmaceutical compounds losing
their effectiveness in the treatment of bacterial infections in
the next five years, exponentially increased the interest of both
researchers and pharmaceutical industries in the application of
AMPs as therapeutic antimicrobial agents (Seo et al., 2012; Björn
et al., 2012; Carlet et al., 2012b).

AMPs are polypeptides consisting of endogenous 12–50
aminoacids, synthesized via the ribosomal way. These peptides are
ubiquitous in nature and generally possess a cationic (due to the
presence of aminoacids such as cysteine and lysine, which are nec-
essary for binding to the membrane) and amphipathic structure,
having a hydrophobic and a hydrophilic domain, which is indis-
pensable to promote the disruption of the bacterial cell membrane
(see Fig. 5). AMPs exhibit a broad spectrum of action and constitute
a defense strategy of both animals and plants against several types
of bacteria, fungi and viruses (Zasloff, 2002; Baltzer and Brown,
2011; Fernebro, 2011; Laverty et al., 2011; Seo et al., 2012).

AMPs have various (perceived) functions, viz. (i) stimulate the
accumulation of immune cells (neutrophils, macrophages and lym-
phocytes) at the site of infection, (ii) neutralize lipopolysaccharide
endotoxins produced by Gram-negative bacteria, (iii) accelerate
wound repair, (iv) stimulate angiogenesis, (v) control immune sys-

tem responses against a particular microorganism, behaving as
immunomodulators, and (vi) possess anti-inflammatory proper-
ties. Additionally, these endogenous polypeptides are active against
multidrug-resistant bacteria. The extension of bacterial resistance
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Table  2
Examples of several AMPs (antimicrobial peptides), considering their structure, number of disulfide bonds, source and mechanism of action.

Example of
antimicrobial
peptide

Three-
dimensional
structure

Peptide structure
(ribbon model)
obtained from the
Protein Data Bank

Number of disulfide
bonds

Source Mecanism of action

Magainin �-helix ––– Frog Permeabilizes bacterial
membrane

Cecropin A �-helix ––– ––– Silk moth Membrane destabilizing
Mellitin �-helix ––– ––– Bee Membrane destabilizing
LL-37 �-helix ––– ––– Human Membrane permeabilization
Buforin II �-helix/extended ––– ––– Toad Binding of nucleic acid

�  and �-Defensins �-sheet 3 Mammals, with
analogues in insects
and fungi

Cell membrane and
intracellular targets, inhibits
macromolecular synthesis

Protegrin �-sheet ––– ––– Human, porcine Very potent, membrane
permeabilization

Polyphemusin �-sheet ––– ––– Horseshoe crab Very potent, translocates into
cells

Indolicidin Extended ––– Bovine Inhibits macromolecular
synthesis and interacts with
Ca2+ calmodulin

PR-39  Extended ––– ––– Porcine Inhibits DNA/RNA/protein
synthesis, no pore formation

Thanatin Loop structure 1 Insect (spined soldier
bug, Podisus
maculiventris)

Active against multiple Gram
negative and Gram positive
bacteria and fungi, but the
mechanism underlying its
bactericidal effect is still not
understood

Defensin RTD-1 Cyclic 3 Monkey (Rhesus
macaques)

Cell membrane and
intracellular targets, inhibits
macromolecular synthesis

S
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ource: adapted from Jenssen et al. (2006) and Bruhn et al. (2011).

o these potentially therapeutic moieties tends to be reduced, due
ot only to the process of co-evolution between bacteria and these
eptides over millions of years, but also to their mechanism of
ction, making them a possible alternative strategy to antibiotics in
romoting the treatment of topical and possibly systemic bacterial

nfections (Bruhn et al., 2011; Laverty et al., 2011; Seo et al., 2012).
Although most of AMPs exhibit a cationic structure, some of

hem have an anionic structure rich in aspartic and glutamic acids,
uch as AMPs maximin-H5 (an anionic antimicrobial peptide from

mphibians) and dermcidin (secreted by the human eccrine sweat
lands and also acting as natural defense systems of the immune
ystem of eukaryotic cells). These peptides can also adopt �-helical
r �-sheet conformations, which provides them with an amphi-
pathic structure, essential for the interaction with the bacterium
cell membrane. However, anionic AMPs such as daptomycin, unlike
cationic ones, require cations like zinc, which act as cofactors,
essential for binding anionic peptides to the bacterium cell mem-
brane (which is also anionic) and subsequent penetration, with
consequent inhibition of ribonuclease, inducing cell death (Laverty
et al., 2011).

4.1. AMP structures, properties and mechanisms of action
In structural terms, AMPs are (poly)peptides consisting of less
than 100 amino acids encoded by single genes. They are synthesized
during inflammation or in the presence of molecules produced by
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athogenic agents (Bruhn et al., 2011). AMPs are subdivided into
our groups based on their secondary structure and amino acid
omposition: (i) peptides with a �-helical structure; (ii) peptides
ith a �-stranded structure – stabilized by two or three disul-
de bridges, (iii) linear peptides that have a disordered structure

n hydrophilic solutions but, under physiological conditions and
ydrophobic environments, after contact with the lipid bilayer
embrane they acquire an �-helix amphipathic structure, and (iv)

eptides with a loop structure. However, there are peptides that do
ot fall within this classification, such as those with a cyclic struc-
ure (see Table 2) (Jenssen et al., 2006; Baltzer and Brown, 2011;
ruhn et al., 2011; Cho et al., 2012; Nakatsuji and Gallo, 2012; Seo
t al., 2012).

The type of structure of AMPs is directly correlated to their size,
echanism of action, hydrophobicity, net charge, and polar angle

Cho et al., 2012). The structure of amphipathic AMPs is a key fea-
ure essential to their mechanism of action, since the hydrophobic
egion is responsible for the interaction with specific lipids present
n bacterial cell membranes (such as lipoteichoic acids, present in
ram-positive bacteria, and the phosphate groups of lipopolysac-
harides (LPS) present in Gram-negative bacteria), whereas the
ydrophilic region of the peptide is responsible for the interac-
ion with the phospholipid heads or the lumen of the bacterial cell

embranes (Jenssen et al., 2006).
It is essential to note that AMPs do not affect the eukaryotic cells,

ecause their cell membrane is composed of phosphatidylcholine,
hosphatidylethanolamine, sphingomyelin, cholesterol and ergos-
erol, with a neutral net charge, which prevents the AMPs from
ffecting eukaryotic cells, since they are repelled. Unlike eukary-
tic cells, prokaryotic cells (in particular, bacteria) have a cell
embrane with a negative net charge due to the presence of

hosphatidylglycerol, cardiolipin and phosphatidylserine, which
akes AMPs specific for their phospholipid bilayer. This signifi-

antly reduces any potential toxic effects on the host cells and, at the
ame time, contributes to a significant reduction of potential bacte-
ial resistance to this innovative antimicrobial therapeutic strategy
Jenssen et al., 2006; Baltzer and Brown, 2011; Laverty et al., 2011).

Concerning the mechanism of action of AMPs, they promote, in
eneral, the disruption of the cell membrane, via pore formation
nd subsequent cell lysis (see Fig. 6). Initially, there is an elec-
rostatic interaction between the positively charged peptide and
he negatively charged bacterial cell membrane. Subsequently, the
eptide structure is inserted into the phospholipid bilayer mem-
rane and then the peptide aggregates, leading to the formation of

 complex structure that promotes the formation of pores in the
embrane and consequent cell lysis (Cho et al., 2012). There are 4

utative mechanistic models that explain in detail the mechanism
f action of different types of AMPs (see Fig. 6).

In the first model, known as the “aggregate” model, AMPs
ind to the phospholipid bilayer via electrostatic interactions and,
hereafter, becomes inserted into the membrane by promoting the
ormation of complexes between peptides and lipids thereby lead-
ng to the formation of pores without a specific orientation, with
ifferent sizes and shapes, which induce the depletion of ions (see
ig. 6A). In the second model, known as the “toroidal pore” model,
nd following the initial electrostatic interaction, the AMP reorients
tself perpendicularly to the plane of the cell membrane. Then, the
ydrophilic region of the peptide interacts with the phospholipid
tructure of the membrane and the peptidic hydrophobic region
nteracts with the lipid core, leading to the formation of a pore

ith a specific orientation (see Fig. 6B). In this model, the mem-
rane suffers an invagination with a positive curvature, leading to

he formation of a small hole, maintained by electrostatic repul-
ions of the heads of the phospholipids, in which the peptide is
ligned (see Fig. 6B). In the third model, known as “barrel-stave”
odel, formation of pores in the membrane by the AMPs occurs
esearch 191 (2016) 51–80

through a barrel-shaped cluster; in a first phase, peptide binds to
the membrane via electrostatic interactions and becomes inserted
perpendicularly within the membrane, after which, in a second
phase, while the hydrophobic region of the peptide structure binds
to the lumen of the bacterial cell membrane forming the outer por-
tion of the pore, the hydrophilic portion of the peptide makes the
internal portion of the pore. The pore size depends both on the
number of peptides in the aggregate and on the lipid character-
istics of the membrane (see Fig. 6C). Finally, in the fourth model,
known as the “carpet” model, some AMPs are aligned together in a
position parallel to the membrane phospholipid bilayer, covering
the location like a carpet. When the number of peptides in place
reaches a certain concentration, an emulsion is formed which leads
to the destabilization of the membrane, promoting the formation
of micelles and pores in the bacterial cell membrane (see Fig. 6D)
(Jenssen et al., 2006; Baltzer and Brown, 2011; Cho et al., 2012;
Laverty et al., 2011; Seo et al., 2012).

It is important to note that not all AMPs act only by dis-
rupting the cell membrane; some of them promote the death of
bacterium cells without reaching the minimum effective concen-
tration, since they are accumulated intracellularly. Such AMPs can
inhibit essential processes for cell viability, viz. (i) DNA replication
or mRNA synthesis, when AMPs reach their minimum inhibitory
concentration, as it happens with buforin II, pleurocidin and der-
maseptin; (ii) protein synthesis, by indolicidin and PR-39; (iii)
rearrangement of protein, promoted when pyrrhocoricin binds to
chaperone hsp70 and prevents proper protein folding, which leads
to an accumulation of inactive proteins and subsequent cell death
(pyrrhocoricin is a highly active antibacterial peptide isolated from
insects, which inhibits chaperone-assisted protein folding via bind-
ing to the 70 kDa heat shock protein DnaK via its amino terminal
half, whereas its C-terminus functions as an intracellular delivery
module); (iv) activity of some anionic cytoplasmic enzymes, by
AMPs with an extremely positive charge; and (v) lipid II transg-
lycosylation, an essential process for peptidoglycan synthesis by
lantibiotics (nisin and mersacidin) (see Fig. 6E–H) (Bencivengo
et al., 2001; Jenssen et al., 2006; Baltzer and Brown, 2011; Cho et al.,
2012; Laverty et al., 2011; Seo et al., 2012).

Recently, it was discovered that papiliocin induces the produc-
tion of oxygen free radicals, which are responsible for damaging
the DNA, the cell membrane and mitochondria, inducing apoptosis
and consequent cell death. However, in the context of a bacterial
infection, it is likely that AMPs exhibit more than one mechanism
of action simultaneously (Cho et al., 2012).

4.2. Advantages and disadvantages of AMPs for antibiotherapy

In terms of the advantages of using AMPs as therapeutic agents
in antibiotherapy, the following considerations must be taken into
account: (i) the mechanism of action of AMPs is performed in essen-
tial components that are present in the bacterial cell membrane,
compromising cell viability; (ii) several AMPs exhibit simultane-
ous antibacterial, antifungal and antiviral activity and, in cases
of infections by multiple biological entities, only one therapeutic
agent is effective; (iii) AMPs demonstrate therapeutic antimicro-
bial activity in extremely low amounts, in the order of micrograms
and nanograms; (iv) AMPs exhibit a wider spectrum of action; (v)
they are found in high concentrations in the site of action, i.e.,  the
site of infection; (vi) AMPs also exhibit anti-inflammatory activ-
ity; (vii) the probability that bacteria develop resistance to this
new therapeutic approach is reduced; (viii) AMPs act very quickly;
(ix) AMPs inhibit biofilm formation; (x) AMPs interact with bacte-

rial cells which are, or not, in the process of cell division; and (xi)
AMPs demonstrate synergism when administered in conjunction
with chemical antibiotics (Gordon et al., 2005; Bruhn et al., 2011;
Björn et al., 2012; Devocelle, 2012; Seo et al., 2012).
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Fig. 6. The various putative mech
ource: adapted from Jenssen et al. (2006).

However, when applied as therapeutic agents AMPs also
emonstrate some disadvantages, viz. (i) they are susceptible to
he action of proteases, easily losing activity, which may  constitute

 limiting factor when promoting the administration of AMPs to a
ystemic extent; (ii) AMPs can be cytotoxic for various host cells,
amely when administered in high concentrations, and may  desta-
ilize cell membranes eventually leading to their disruption; (iii)
MPs are influenced by pH variations and may  lose activity when

dministered in environments with low concentrations of salts or
hen interacting with plasma proteins; (iv) AMPs have high costs

f production and purification; (v) AMPs can produce toxic effects
oth at a systemic and a topical extent; (vi) they may  induce sensi-
ic models for the action of AMPs.

tivity and allergies after several applications; (vii) AMPs are not yet
well studied from the “pharmacokinetics”, “pharmacodynamics”
and “toxicological” perspectives; and (viii) AMPs exhibit low stabil-
ity due to the fact that they are mainly composed of l-aminoacids,
thus being more susceptible to proteolysis (Gordon et al., 2005;
Bruhn et al., 2011; Devocelle, 2012; Seo et al., 2012; Slaninová et al.,
2012).
4.3. Bacterial resistances to AMPs

Back in 2002, Zasloff stated that bacterial resistances to
this innovative antimicrobial therapeutic strategy would be
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ig. 7. Putative mechanism of both Gram-positive and Gram-negative bacterial resi

ource: adapted from Nizet (2006).

mprobable, since AMPs have, as receptors, essential structures for
acterial viability.

However, a study conducted by Kristian et al. (2003) revealed
hat, a series of mutations in the operon dltABCD of Staphylococcus
ureus that induced an overexpression of this operon, made this
acterium capable of neutralizing the negative charge of its own
embrane via incorporation of high concentrations of d-alanine (d-

lanylation process) and l-lysin (when mutation occurs in the mprF
ene). These mutations led to a reduction in the negative charge
f the bacterial membrane, which is essential for the electrostatic
nteraction between the AMP  and the bacterium, resulting in repul-
ion of the antibacterial peptide and subsequent resistance of the
acteria to the AMP, as can be seen in Fig. 7 (see Fig. 7I and II).

t is important to mention that the same applies to Gram-negative
acteria, by modifying the LPS present in the outer membrane, com-
rising the incorporation of long chain fatty acid moieties and thus
educing membrane permeability to AMPs and increasing mem-
rane stability.

The resistance to antimicrobial peptides is also directly corre-
ated with (i) the introduction of 4-aminoarabinose (Ara4N) in lipid

 phosphate groups (anionic dimmers of glucosamine linked to a
atty acid chain surrounded by phosphate groups) caused by muta-
ions in genes pmrE and pmrHFIJKLM of Gram-negative bacteria
see Fig. 7III); (ii) the acetylation of lipid A caused by a mutation in
enes pagP and htrB that causes a decrease in the permeability of
he outer membrane of Gram-negative bacteria; (iii) a mutation in
he gene kasB that promotes the synthesis of short chain mycolic
cids in its outer membrane and drastically reduces its permeabil-
ty to AMPs; (iv) a mutation in gene emm1 which stimulates the
roduction of M1  protein that is found in bacterial cell wall and
inds to AMP, blocking its mechanism of action (see Fig. 8I); (v)
he production of extracellular proteases that synthesize dermatan
ulfate, a glycosaminoglycan that stops the mechanism of action of
-defensins, as is the case with Pseudomonas aeruginosa and Ente-

ococcus faecalis (see Fig. 8II); (vi) the synthesis of proteins that
eutralize, or bind to, the AMP, preventing it from acting and, at the
ame time, preventing the minimum concentration to be reached

o as to perform a bactericidal action, as is the case with staphyloki-
ase from Staphylococcus aureus,  which binds to �-defensins (AMP
roduced by human neutrophils) of the body and prevents them
 to AMPs mediated by changes in the net surface charge of the bacterial membrane.

from acting (see Fig. 8III); (vii) the presence of efflux pumps that
expel AMPs to the periphery of the membrane, preventing them
from acting, as what happens with the efflux pump MtrCDE syn-
thesized by Neisseria gonorrhoeae (see Fig. 9I); (viii) the synthesis of
proteases that cleave the AMPs at the extracellular level, promoting
their denaturation, as is the case with aureolysin, a metallopro-
tease synthesized by Staphylococcus aureus that inactivates LL-37
(see Fig. 9II); and (ix) formation of biofilms that reduce contact
between bacteria and AMPs, hence preventing them from acting
(Nizet, 2006; Baltzer and Brown, 2011; Laverty et al., 2011).

4.4. Potential applications of AMPs

There are numerous factors that make AMPs a potential and
innovative alternative strategy to current conventional antibiotics,
viz. (i) they may be employed as anti-infective agents; (ii) they
may  be applied simultaneously with several conventional antibi-
otics and antiviral drugs, and there may  be even synergistic effects
between them; (iii) they may  be applied as immunomodulators,
stimulating the immune system; and (iv) they neutralize bacterial
endotoxins and prevent, for example, septic shock (Gordon et al.,
2005; Baltzer and Brown, 2011; Kosciuczuk et al., 2012).

Despite the numerous advantages to establish themselves as a
new and alternative therapeutic strategy to current antibiotics, few
AMPs have been accepted by the FDA and the EMEA up to now.
The application of AMPs, at the moment, is limited to topical for-
mulations. To obtain the therapeutic antimicrobial effect in in vivo
clinical trials, high concentrations of AMPs are required at the site
of infection, but such high concentrations are very close to the toxic
doses; additionally, AMPs have a small size and are filtered in the
kidneys, which drastically reduces their half-life (Giuliani et al.,
2007; Park et al., 2011; Yeung et al., 2011).

The first AMP  developed was pexiganan, a synthetic analogue of
magainin 2 (obtained from the African clawed frog, Xenopus laevis)
consisting of 22 aminoacids, which was administered as a cream

for topical applications, called LocilexTM, in the treatment of feet
ulcers in diabetic patients; however, it was  not approved by FDA
due to the lack of efficacy in phase II clinical trials (Giuliani et al.,
2007; Park et al., 2011).
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Fig. 8. Mechanism of bacterial resistance to AMPs via 

Source: adapted from Nizet (2006).

Fig. 9. Mechanism of bacterial resistance to AMPs via efflux pumps and aureolysin-
mediated degradation.
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therapeutic strategy because it inhibits replication of HCV RNA and
ource: adapted from Nizet (2006).

Presently, there are several AMPs in both preclinical testing
nd clinical trials, which demonstrate various therapeutic activi-
ies, such as: (i) MBI-226 (omiganan) cationic peptide, a synthetic
nalogue of indolicidin with an extended spectrum of action, used
n the treatment of blood infections caused by catheters; (ii) XOMA
29 and Migenix MX-226, active against Propionibacterium acnes,
sed in the treatment of acne; (iii) Migenix MX-226, which has anti-

nflammatory activity since it suppresses the release of cytokines
y the body, stimulated by the presence of Propionibacterium acnes

n the skin; (iv) iseganan (IB-367), a synthetic cationic AMP  with
 broad spectrum of activity against bacteria and fungi, used in
he treatment of respiratory infections, cystic fibrosis and mouth
lcers; (v) P113, a cationic peptide consisting of 12 aminoacids
resent in saliva, exhibiting a high therapeutic activity in vitro
gainst Candida albicans, with potential to be used in the treat-
ent of oral candidiasis in people infected with HIV; (vi) DPK-600
eptide, which is in phase IIa clinical trials for the treatment of
topic dermatitis; (vii) plectasin, the first AMP  obtained from a
ungus, Pseudoplectania nigrella, active against Streptococcus pneu-
binding to surface proteins on the bacterial cell.

moniae (McInturff et al., 2005; Mygind et al., 2005; Fernebro, 2011;
Brandenburg et al., 2012).

At the moment, the AMPs accepted/approved by FDA and
already on the market are polymyxins B and E (colistin) and dapto-
mycin. Daptomycin is an anionic lipopeptide (a peptide associated
with a lipid structure, which confers it therapeutic activity against
bacteria and fungi) naturally produced by Streptomyces roseosporus.
It is used to treat skin and mucosa infections caused exclusively by
Gram-positive bacteria. It has been demonstrated that daptomycin
may  be applied in the treatment of infections caused by Staphylo-
coccus sp. and endocarditis caused by Enterecoccus sp. and, in the
United Kingdom, it has been already commercialized in the form of
an injectable formulation called Cubicin® (Livermore, 2008; Yeung
et al., 2011; Laverty et al., 2011; Brandenburg et al., 2012).

Polymyxins B and E are cationic lipopeptides discovered
between 1940 and 1950, which were isolated from Bacillus
polymyxia and have a cyclic structure associated with a lipid
component in the N-terminal, responsible for their therapeutic
antimicrobial activity. These cationic AMPs lie within phagocytes
and at the surface of different epithelia in the body, acting as a nat-
ural defense mechanism. There are already available on the market
several pharmaceutical formulations containing these lipopep-
tides, indicated in the treatment of skin and eye infections caused
by Gram-negative bacteria. Polymyxin E, known as colistin, may
also be administered parenterally in the form of colistin methane-
sulfonate, a prodrug indicated in the treatment of septicemia in
cystic fibrosis, skin, urinary, and respiratory infections caused by
Pseudomonas aeruginosa (Li et al., 2005; Cirioni et al., 2007; Yeung
et al., 2011; Laverty et al., 2011; Brandenburg et al., 2012).

Relatively recently, Yan et al. (2011) discovered in the scorpion
poison, the Hp1090, an AMP  with a �-helical and amphiphilic struc-
ture, active against the hepatitis C virus (HCV). This virus is mainly
responsible for causing chronic hepatitis, associated with cirrhosis
and hepatocellular carcinoma and, until nowadays, there is no cure
or vaccine against HCV. Thus, the Hp1090 appears as a potential
prevents viral infection by directly damaging its membrane, at a
50% inhibitory concentration (IC50) of 7.62 �g/mL (500 �M).
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BmKn2, a peptide that has antibacterial activity, was recently
solated from the scorpion (Mesobuthus martensii) poison. Subse-
uently, BmKn2 originated a mutant peptide named Kn2-7, which
xhibits greater therapeutic antimicrobial activity and reduced
emolytic effects, compared to the original BmKn2 peptide, since
ue to the substitution of aminoacids at its hydrophilic portion, it
as a higher positive charge, which facilitates electrostatic inter-
ctions between the peptide and the bacterium cell wall (Cao
t al., 2012). Application of the topical formulation containing AMP
n2-7 in mice infected with Staphylococcus aureus promoted heal-

ng of the skin infection within a timeframe of 4 days, indicating
hat this is a potential therapeutic antimicrobial agent for external
pplications. Additionally, it was found that, besides being active
gainst Staphylococcus aureus,  AMP  Kn2-7 is also active against sev-
ral other Gram-positive bacteria such as Bacillus subtilis,  Bacillus
huringiensis and Micrococcus luteus,  Gram-negative bacteria such
s Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa,  and even against
ntibiotic multiresistant bacteria (Cao et al., 2012). According to
hese authors, Kn2-7 displays a greater activity than BmKn2, and
he MIC  for Kn2-7 to be used in the treatment of bacterial infec-
ions caused by Gram-negative bacteria is much higher than that
or those caused by Gram-positive bacteria.

Additionally, according to Chen et al. (2012), peptide Kn2-7 also
emonstrated to be the most active against HIV-1, with a half max-

mum effective concentration (EC50) of 2.76 �g/mL, exhibiting a
igh tropism to HIV virus and effectively inhibiting its replication;
owever, and despite the fact that this study clearly shows that
MPs also possess anti-viral activity, the mechanism of action of
n2-7 is not yet cleared.

Cationic AMPs may  also be applied in the treatment of tumoral
ells, since such cells possess in the external membrane high con-
entrations of phosphatidylserine and O-glycosylated mucins (3–7
imes higher than those values for normal cells), giving them a neg-
tive surface charge and making them a potential target for cationic
MPs.

AMPs bind to the tumor cells via electrostatic interactions and
nduce pore formation in the cell membrane, promoting the release
f cytoplasmatic electrolytes and subsequent cell death. Some
ationic AMPs can induce apoptosis by stimulating the synthesis
f oxygen reactive species, such as hydrogen peroxide, hydroxyl
adicals and superoxide anions, which accumulate intracellularly.
ubsequently, these peptide entities promote changes in the mito-
hondrial membrane, depolarization and release of cytochrome
, which induces the activation of caspase that, in turn, induces
NA and nucleus changes with concomitant changes in cell mor-
hology and ultimately leading to cell death. There are a few
xamples, viz. (i) cecropin B, isolated from Hyalophora cecropia,
hich exhibits antitumor and antiproliferative activity in bladder

umor cells without affecting fibroblasts (control cells) following
dministration of 65 �M peptide; (ii) LL-37, which is present in
he granules of neutrophils, involved in the mechanisms of innate
mmunity and immunomodulatory and anti-infectious activities;
iii) bovine lactoferrin, an iron carrier glycoprotein that inhibits
roliferation of MDA-MB-435 breast tumor cells and THP-1 tumor
ells involved in monocytic leukemia (Suttmann et al., 2008; Cho
t al., 2012; Pushpanathan et al., 2013).

It is essential to note that AMPs can also be applied in the pre-
ention of bacterial biofilm formation. The cationic peptide LL-37,
part from being applied in the treatment of tumoral cells, is also
ble to inhibit the formation of biofilms of Pseudomonas aeruginosa
t a concentration of 0.5 �g/mL (Overhage et al., 2008; Amer et al.,
010).
.4.1. Synergism between AMPs and antibiotics
AMPs may  be associated with antibiotics, acting as a combi-

ation antibiotherapy. This synergism is due to the fact that this
esearch 191 (2016) 51–80

innovative therapeutic group causes a disruption in the bacte-
rial cell membrane, thus increasing its permeability to antibiotics
and facilitating their penetration and accumulation in the bacterial
cytoplasm. As an example, one might refer the synergism estab-
lished between magainin II and cecropin A when administered in
association with rifampicin, substantially reducing the number of
different strains of Pseudomonas aeruginosa not only in in vitro but
also in in vivo clinical trials (Baltzer and Brown, 2011; Park et al.,
2011).

Other studies revealed that the cationic peptide P5, adminis-
tered concomitantly with isepamicin, promoted the disruption of
bacterium cell membrane, which facilitated the penetration of the
antibiotic into the intracellular environment and consequent inhi-
bition of protein synthesis, making certain strains of Pseudomonas
aeruginosa (which were once resistant to isepamicin) sensitive
again to this aminoglycoside antibiotic (Cirioni et al., 2007; Jeong
et al., 2010; Peters et al., 2010; Baltzer and Brown, 2011; Park et al.,
2011).

To overcome the problems and disadvantages associated with
AMPs, several methods have been proposed nowadays, including:
(i) introduction of new aminoacid chains, amino or acetyl groups, in
the terminal region of the AMPs in order to increase the peptide sta-
bility against the action of proteases; (ii) encapsulation of AMPs in
liposomes, which are surface-decorated with antibodies, ensuring
that they only accumulate exclusively in the desired site of action,
hence reducing the side effects and toxicity at a systemic extent;
(iii) synthesis, via genetic engineering, of AMPs with a high antimi-
crobial activity, at a reduced cost and simple synthesis processes, as
is the case with AMP  P-113, active against Candida albicans, Candida
glabrate, Candida parapsilosis and Candida tropocalis, and hLF1-11
(human lactoferrin 1-11), active against MRSA, multidrug-resistant
Acinetobacter baumannii and Candida albicans (Gordon et al., 2005;
McPhee et al., 2005; Samad et al., 2007; Laverty et al., 2011; Seo
et al., 2012; Yount and Yeaman, 2012).

5. Antibiotherapy with bacteriocins

In 1925, the first bacteriocin was discovered by André Gratia
and became known as colicin V (Gratia, 1925; Gratia, 2000). This
investigator noticed that the antimicrobial compound produced by
a strain of Escherichia coli V (“verotoxin-producing strain”, that is,
virulent) prevented the growth of other strains of Escherichia coli
(Gillor et al., 2005; Nishie et al., 2012).

Bacteriocins are recognized as a subgroup of AMPs, encoded in
the ribosomal DNA or plasmids, and are synthesized by bacterial
ribosomes, inhibiting the growth of bacteria of the same species
or the same genus (Nissen-Meyer et al., 2009; Nishie et al., 2012;
Kawada-Matsuo et al., 2013). Bacteriocins can be used by bacte-
ria as a defense strategy against other highly specific and common
bacteria, eliminating potential opponents and increasing the num-
ber of nutrients available in the environment for its own growth.
There are many types of bacteriocins, with different structures and,
consequently, different mechanisms of action (Lee and Kim, 2011).

This subgroup of AMPs can also be synthesized by Gram-
negative bacteria. The most known and studied bacteriocins are
colicins and microcins, which are synthetized by Escherichia coli and
inhibit the growth of Gram-negative bacteria such as Aeromonas sp.,
Escherichia sp., Salmonella sp., Yersinia sp. and Pseudomonas sp. On
the other hand, Gram-positive bacteria can synthetize, for example,
subtilin and nisin A (Izadpanah and Gallo, 2005). These bacteriocins
are not active against Gram-negative bacteria, due to the presence

of the outer membrane in these bacterial cells. Table 3 displays
several examples of bacteriocins produced by both Gram-negative
and Gram-positive bacteria, and their applications (Duquesne et al.,
2007; Papagianni and Anastasiadou, 2009; Lee and Kim, 2011).
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Table  3
Examples of bacteriocins produced by Gram-positive and Gram-negative bacteria, and their potential uses.

Bacteriocin Producing bacteria Potential uses Type of bacteriocin

Lanthiopeptin Streptoverticillium
cinnamoneum

Treatment of Herpes simplex virus Lantibiotic

Epidermin Staphylococcus
epidermidis

Treatment of skin infections Lantibiotic

Lacticin  3147 Lactococcus lactis Treatment of mastitis infections Lantibiotic
Mersacidin Bacillus subtilis Treatment of infections by

vancomycin resistant strains
Lantibiotic

Mutacin Streptococcus
mutans

Treatment of dental cavities Lantibiotic

Nisin Lactococcus lactis Treatment of peptic ulcers;
inhibition of multidrug resistant
pathogens; antimicrobial barrier in
implanted medical devices

Lantibiotic

E1,  E4, E7 Escherichia coli Treatment of hemorrhagic colitis
and hemolytic uremic syndrome

Colicin

24,  J25, L Escherichia coli Treatment of salmonelosis Microcin
B17  Escherichia coli Antibacterial agent in cattle Microcin
S-35  Pseudomonas Treatment of pulmonary infections Pyocin
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ource: adapted from Gillor et al. (2005).

Nowadays, a freely accessible database is available, known as
actibase, which contains information on more than 200 bacte-
iocins produced by many bacteria. This database can be used
o optimize the application of bacteriocins not only in the food
ndustry, as biopreservatives, increasing food safety, but also in the
harmaceutical industry, supporting researchers in the develop-
ent of new bacteriocins or new pharmaceutical products with

pplications in medicine (Hammami  et al., 2010).
Classification of bacteriocins is currently under review, how-

ver, these AMPs are broadly classified into four classes (see
able 4), according to: (i) chemical structure; (ii) molecular weight;
iii) mechanism of action; (iv) tropism to a specific receptor;
nd (v) percentage of modified aminoacids (Cotter et al., 2005;
ppegard et al., 2007; Nissen-Meyer et al., 2009; Nishant et al.,
011; Bodaszewska-Lubas et al., 2012; Nishie et al., 2012).

Lantibiotics are bacteriocins synthesized by lactic acid bacte-
ia (LAB). These bacteriocins exhibit a cationic and amphiphilic
tructure with a low molecular weight, from ca. 3 kDa to 10 kDa,
nd are subdivided in classes I and II. Class I lantibiotics are
ormed by small peptides containing 19–38 aminoacid moieties
nd contain unusual modified aminoacids, such as lanthionine
nd 3-methyllanthionine and some dehydrated aminoacids. These
minoacids are introduced via enzymatic modification following
he translation process, conferring to lantibiotics stability against
eat, to a wide range of pH, against proteolysis and resistance to
xidation (Rajaram et al., 2010; Lee and Kim, 2011; Nishant et al.,
011; Lohans and Vederas, 2012; Nishie et al., 2012).

Lantibiotics can also be classified according to their peptide mat-
ration pathway, being classified as type A lantibiotics (I) (which
an be modified by enzymes LanB and LanC) and class II, which are
ormed by types A (II) and B, modified by enzyme LanM (Rajaram
t al., 2010; Lee and Kim, 2011; Nishie et al., 2012).

Class II bacteriocins (see Fig. 10), unlike lantibiotics, are not
odified enzymatically after their translation processes, so they

o not possess unusual modified aminoacid sequences and, due
o their heterogeneous nature, classification of these bacteri-
cins becomes even more complex, leading to several grouping
pproaches (Jeevaratnam et al., 2005; Rajaram et al., 2010; Nishant
t al., 2011; Cui et al., 2012; Lohans and Vederas, 2012; Nishie
t al., 2012; Kawada-Matsuo et al., 2013). Bacteriocins from Class

I are divided into four groups: (i) class IIa, including pediocins
bacteriocins active against Listeria monocytogenes and having the
-terminal region YGNGVXC (a characteristic of this class), syn-

hetized by Lactobacillus plantarum and Pediococcus sp);  (ii) class
IIb, including two-peptide bacteriocins (these two peptides are not
modified by enzymatic activity and are responsible for the bacteri-
ocin activity), examples of which are ABP-118, G and Q lactococcins;
(iii) class IIc, made up of bacteriocins formed by cyclic peptides con-
taining an N and C-terminal covalently linked by a peptide bond,
with reduced content in cysteine residues, essential to ensure the
antibacterial activity (examples in this class include gassericin A,
uberolysin and lactocyclicin Q); (iv) class IId, broadly diversified
because it comprises the remaining bacteriocins that do not fit on
the other classes (examples in this class include divergicin A and the
“leaderless bacteriocins” as aureocin A70 and enterocin L50 that are
synthetized without an N-terminal sequence) (Cotter et al., 2005;
Jeevaratnam et al., 2005; Zendo et al., 2006; Nissen-Meyer et al.,
2009; Papagianni and Anastasiadou, 2009; Rajaram et al., 2010; Lee
and Kim, 2011; Nishant et al., 2011; Cui et al., 2012; Nishie et al.,
2012).

Class III bacteriocins includes those composed by thermosensi-
tive proteins of high molecular weight (higher than 30 kDa), which
have a different mechanism of action than the other bacteriocins.
Due to their lytic character, this type of bacteriocins is now called
bacteriolysins. Finally, class IV bacteriocins comprises a complex
group of proteins associated with lipids and carbohydrates, which
are essential to their activity (Cotter et al., 2005; Jeevaratnam et al.,
2005; Papagianni and Anastasiadou, 2009; Rajaram et al., 2010; Lee
and Kim, 2011; Nishant et al., 2011; Lohans and Vederas, 2012).

5.1. Structure and mechanism of action of bacteriocins

Bacteriocins are generally constituted by a C-terminal domain,
responsible for pore formation in the bacterial cell membrane,
that is connected to a N-terminal domain, responsible for binding
the bacteriocin to a receptor present in the bacterial cell surface.
Initially, the N-terminal domain has a leading peptide that ren-
ders the bacteriocin inactive and prevents it from acting against
its own producing bacteria. This leading peptide is subsequently
cleaved by enzymes, such as protease LanP in lantibiotics, or LanT
in class II bacteriocins, activating the bacteriocin in the intracellu-
lar environment. Subsequently, the bacteriocin is transported to the
extracellular environment by specific transporter proteins (Cotter
et al., 2005; Oppegard et al., 2007; Nishie et al., 2012).
Due to their structural diversity, bacteriocins exhibit different
mechanisms of action and, in many cases, only one type of bac-
teriocin exhibits more than one type of mechanism of action to
attack the target bacteria. Additionally, bacteriocins can act in dif-
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Table 4
Classification, characteristics and examples of bacteriocins.

Bacteriocin classification Characteristics Examples

Class I
(Lantibiotics)

Lantibiotics I Unusual aminoacids
introduced by LanB and LanC

Nisin A, Subtilin,
Epidermin, Pep5

Lantibiotics II Unusual aminoacids
introduced by LanM

Lacticin 481,
Nukacin ISK-1,
Mersacidin,
Lacticin 3147

Class  II Class IIa Pediocin-like bacteriocins,
specific against Listeria
monocytogenes

Pediocin
PA-1&/AcH,
Leucocin A

Class IIb Two-peptide bacteriocins Lactococcin G,
Lactococcin Q

Class IIc Cyclic bacteriocins Enterocin AS-48,
Gassericin A,
Lactocyclicin Q

Class IId Linear, non-pediocin-like,
one-peptide bacteriocins

Lactococcin A,
Lacticin Q

Class  III – Heat labile proteins of large
molecular weights

–

Class IV – Glycoproteins or lipoproteins
that require non-protein
moieties for their activity

–

Source: adapted from Jeevaratnam et al. (2005), Nishant et al. (2011), Bodaszewska-Lubas et al. (2012) and Nishie et al. (2012).
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Fig. 10. Primary structure of
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erent cell functions, such as transcription, translation, replication
nd cell membrane processes (Jeevaratnam et al., 2005; Lee and
im, 2011). Most bacteriocins act via pore formation in bacterial

ell membranes, affecting their integrity and leading to the col-
apse of the phospholipid bilayer, consequently causing cell death
Jeevaratnam et al., 2005; Nishie et al., 2012).
al Class I and II bacteriocins.

In the case of class I lantibiotics, such as nisin A, because these
are cationic, they electrostatically bind to the bacterial phospho-
lipid membranes, due to their anionic character, which favors the

interaction between the cellular membrane and the N-terminal
domain of the bacteriocin. This domain establishes a link with
pyrophosphate II in the lipid cell membrane, inhibiting the pep-
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Fig. 11. Mechanisms of action of classes I and II bacteriocins; nisin A (A), lacticin
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cell membrane and consequently increasing the susceptibility of
147 (B) and lactococcin A (C).

ource: adapted from Nishie et al. (2012).

idoglycan synthesis, increasing cell permeability and thus leading
o the formation of pores in the membrane, triggering an efflux of
alcium and magnesium ions. These cations neutralize the anionic
harge of phospholipids and some low molecular weight intracel-
ular molecules, triggering a collapse of the phospholipid bilayer
ollowed by cell death.

Due to the high specificity of nisin A to lipid II, it can promote
herapeutic action at minimal amounts (in the order of nanograms).
s important to mention that mutations in the N-terminal domain

ay  inactivate all this process, because this is a vital region for
he AMP  (see Fig. 11A) (Fernández et al., 2008; Lee and Kim, 2011;
ishie et al., 2012; Kawada-Matsuo et al., 2013).

In the case of the bacteriocin lacticin 3147, which has a dipeptide
tructure and a mechanism of action different from the ones men-
ioned above, it is constituted by the peptides LtnA1 and LtnA2 that
ct synergistically. LtnA1 is responsible for recognizing and inter-
cting with lipid II present in the bacterial cell membrane, forming a
imeric complex which binds to LtnA2 yielding a trimeric complex,
apable of inhibiting the peptidoglycan synthesis and promoting
he formation of pores in the bacterial cell membrane. Subse-
uently, the pores formed lead to extensive ion and ATP losses,
illing the bacteria (see Fig. 11B) (Nishie et al., 2012).

Class IIa bacteriocins, such as pediocin PA-1/AcH, promote cell
eath also via pore formation in the bacterial cell membrane, but
y a different mechanism from those that have been mentioned
efore. Since these bacteriocins are cationic, they initially pro-
ote the electrostatic attraction to the cell membrane (negative

n character) which allows them to recognize the mannose phos-
hotransferase system or Man-PTS (a protein complex involved in
he transport of carbohydrates, present on the surface of the cell
embrane of bacteria susceptible to this bacteriocin) as recep-
or. Then, its amphiphilic C-terminal domain in the shape of a
-helix is inserted into the cell membrane, inducing the forma-
esearch 191 (2016) 51–80 71

tion of hydrophilic pores, affecting the membrane proton-motive
force, causing a depletion of ATP with consequent cell death
(Nissen-Meyer et al., 2009; Kjos et al., 2010; Cui et al., 2012; Lohans
and Vederas, 2012; Nishie et al., 2012).

Class IIb bacteriocins includes, for example, lactococcin G (G�
peptide and G� peptide) and lactococcin Q (Q� peptide and Q�
peptide) synthetized by Lactococcus lactis. Both bacteriocins are
composed of two  different peptides that act synergistically in an
equimolar proportion, to ensure antibacterial activity. This class of
bacteriocins increases the permeability of the cell membrane, pro-
moting a depletion of cations essential for cell viability, such as
calcium and magnesium and phosphates, and a reduction in the
levels of ATP, causing cell death (Zendo et al., 2006; Nishie et al.,
2012).

Class IIc bacteriocins exhibit a cyclic structure, and their N- and
C-terminal domains are covalently bound. However, despite sev-
eral structural differences in relation to class IIb bacteriocins, both
display the same mechanism of action. Some class IIc bacteriocins,
such as enterocin AS-48, gassericin A, subtilosin A and carnocy-
clin A, may  exert their antimicrobial mechanism of action without
the presence of receptors on the bacterial cell membrane (Nissen-
Meyer et al., 2009; Nishie et al., 2012).

Class IId bacteriocins exhibit several different structures and,
consequently, different mechanisms of action. However, lactococ-
cins A and B display the same mechanism of action as class IIa
bacteriocin pediocin PA-1, but pediocin only requires the IIC portion
of Man-PTS to have activity, and lactococcins A and B require the
portion IIC and IID to recognize as receptor and start their activity
(see Fig. 11C) (Nissen-Meyer et al., 2009; Nishie et al., 2012).

5.2. Bacterial resistance to bacteriocins and bacteriocin toxicity

There are already numerous reports in the literature regarding
bacterial resistance to bacteriocins, and some studies show that the
mechanism of bacterial resistance to nisin A and other class IIa bac-
teriocins is connected either to an increase of membrane fluidity,
which reduces the efficacy of bacteriocin insertion on the cellu-
lar membrane, or to a neutralization of cell-surface charge, which
increases the ability of the bacteria to repel the cationic AMPs. These
mechanisms of bacterial resistance may  be associated with muta-
tions in bacterial DNA (Lohans and Vederas, 2012; Nishie et al.,
2012).

As an example, a mutation in the sigma factor B, or SigB, a medi-
ator involved in the response of bacteria to adverse environmental
conditions, is responsible for making Listeria monocytogenes (an eti-
ological agent responsible for triggering listeriosis, an opportunistic
infection that mainly affects immunocompromised individuals and
pregnant women) tolerant to nisin A and lacticin 3147 (Begley et al.,
2006; Lohans and Vederas, 2012; Nishie et al., 2012).

The VirRS system regulates the expression of operons dltA (the
products of this operon neutralize, by esterification with d-alanine,
the polyanionic polymers of teichoic acid of Gram-positive bacteria,
which increases the ability of these bacteria to repel cationic AMPs)
and mprF (a large membrane protein present in Gram-negative and
Gram-positive bacteria, that protects some of these bacteria against
AMPs by reducing the negative charge of the cell membrane via
addition of the amino acid l-lysin to phosphotidylglycerol, caus-
ing resistance to cationic AMPs) in Listeria monocytogenes,  and
is responsible for reducing the susceptibility of this bacteria to
cationic AMPs. Nevertheless, this bacterial defense system can
be inhibited by d-alanylacyl-sulfamoyl-adenosine, which blocks
the d-alanyl ligase, preventing the neutralization of the bacterial
Gram-positive bacteria, such as Listeria monocytogenes and Bacillus
subtilis, to cationic AMPs including nisin A (May  et al., 2005; Lohans
and Vederas, 2012; Nishie et al., 2012).
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However, the mechanisms of bacterial resistance to class IIa
acteriocins are correlated with two resistance mechanisms at the
ame time, involving the Man-PTS of Listeria monocytogenes and
actococcus lactis. In the first resistance mechanism, due to a muta-
ion, a down regulation of Man-PTS gene expression occurs leading
o a decrease in the number of receptors on the bacterial cell mem-
rane, causing resistance to this class of bacteriocins. The second
esistance mechanism involves a normal expression of the Man-PTS
ene, both on resistant and susceptible bacteria, suggesting that the
esistance to this class of bacteriocins is correlated with variations
n the composition of the cell membrane surface (Gravesen et al.,
002; Vadyvaloo et al., 2002, 2004; Tessema et al., 2009; Kjos et al.,
011; Lohans and Vederas, 2012).

The bacterial resistance to class I bacteriocins is strongly asso-
iated with the system graRS, braRS and vraSR,  which allows
taphylococcus aureus to easily adapt to the new environmental
onditions and become resistant to bacteriocins such as nisin A and
ukacin ISK-1 (Kawada-Matsuo et al., 2013).

.3. Application of bacteriocins

.3.1. Application of bacteriocins as biopreservatives
Bacteriocins such as nisin and pediocin PA-1 are widely used in

he food industry because they inhibit the growth of foodborne
athogenic and spoilage-causing bacteria, such as Clostridium
otulinum,  Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Staphylo-
occus aureus,  among others (Settanni and Corsetti, 2008; Lohans
nd Vederas, 2012; Nishie et al., 2012; Huang et al., 2013).

The most applied bacteriocins in the food industry as biopreser-
atives are the LAB-derived bacteriocins, synthetized by lactic acid
acteria (LAB). These bacteria can be found in products such as
heese, yoghurt and other fermented dairy products. Currently, lan-
ibiotics were granted the GRAS (Generally Regarded As Safe) status
y FDA, because they are peptides and exist in the gastrointestinal
ract (GIT), and so they are easily metabolized to aminoacids by
igestive proteases.

It is noteworthy that bacteriocins produced by LAB have no taste
r odor, show a high stability and exhibit reduced and highly spe-
ific spectrum of action for a particular bacterium, which is highly
nteresting for their applications in the food industry (Jeevaratnam
t al., 2005; De Vuyst and Leroy, 2007; Nissen-Meyer et al., 2009;
apagianni and Anastasiadou, 2009; Rajaram et al., 2010; Lee and
im, 2011; Lohans and Vederas, 2012; Nishie et al., 2012).

Certain particular species of LAB have properties that allows
hem to be used in the treatment of GIT infections caused by Heli-
obacter pylori,  Escherichia coli and Salmonella (Jeevaratnam et al.,
005; De Vuyst and Leroy, 2007; Duquesne et al., 2007; Nishie et al.,
012).

Another bacteriocin, enterocin RM6, was isolated from Entero-
occus faecalis present in raw milk. This bacteriocin was purified via
everse-phase HPLC and proved to be active against Gram-positive
acteria including Listeria monocytogenes, Bacillus cereus and MRSA
trains, preventing the proliferation of these pathogenic bacteria in
ood, suggesting that this bacteriocin can be widely applied in the
ood industry as biopreservative (Huang et al., 2013).

.3.2. Application of bacteriocins as therapeutic agents
In addition to being extensively applied in the food indus-

ry as biopreservatives, some lantibiotics such as nisins A and F,
ersacidin, mutacin 1140, lactacin 3147, and pediocin AcH/PA-

, have proved to be active against MRSA and vancomycin
esistant enterococci (VRE) strains, establishing themselves as a

otential therapeutic strategy to fight multidrug-resistant bacte-
ia and bacterial infections (Sang and Blecha, 2008; Papagianni and
nastasiadou, 2009; Collins et al., 2010; Bodaszewska-Lubas et al.,
012; Lohans and Vederas, 2012; Nishie et al., 2012).
esearch 191 (2016) 51–80

Recently, a scientific study has revealed that, when injected
into infected mice with Staphylococcus aureus,  nisin F inhibited
the growth of this bacteria during a timeframe of at least 15 min
(Brand et al., 2010). Nisin A was also demonstrated to be an effi-
cient alternative to antibiotics in the treatment of mastitis caused
by Staphylococcus aureus (Fernández et al., 2008). In the study
by Fernández et al. (2008), eight women with mastitis caused by
Staphylococcus aureus were randomly divided into two groups, the
first group of which was  administrated with a solution contain-
ing 6 �g/mL of nisin A, on the nipple and areola, for a period of two
weeks. In the second group, the control one, an identical solution to
the previous one was also administered, but lacking nisin A. Accord-
ing to this study, on day 0, the number of bacteria (CFU/mL) present
in the breast milk of the women  in both groups were similar. How-
ever, after 14 days of treatment, the group that received the solution
containing nisin A showed a significant reduction in the number
of bacteria in their breast milk and these women became free
from signs of infection (Jeevaratnam et al., 2005; Fernández et al.,
2008; Nishie et al., 2012). Furthermore, according to Kruszewska
et al. (2004), mersacidin synthesized by Bacillus sp. is active against
several strains of MRSA, eliminating these bacteria that colonized
the nasal mucosa of mice. Another study performed in vivo with
pediocin PA-1, administered orally, revealed that this bacteriocin
did not disturb the GIT microflora of the mice under study, but the
same did not happen when using conventional chemical antibi-
otics, such as penicillin and tetracycline (Le Blay et al., 2007).

Bacteriocins are peptidic structures and their route of adminis-
tration may  be conditioned since they are immunogenic agents and
can trigger an immune response. Nevertheless, a study undertaken
in rats where pediocin AcH was administered intraperitoneally led
to the observation that no antibodies were produced against this
bacteriocin, strongly suggesting that, apparently, this bacteriocin is
non-immunogenic and free from side effects (Lohans and Vederas,
2012).

According to two  other studies, also developed in mice, an intra-
venous administration of piscicolin 126 and diversin RV41 (both
class IIa bacteriocins) proved to be effective 30 min  after infec-
tion of mice with Listeria monocytogenes, allowing to conclude
that this class of bacteriocins also demonstrates therapeutic activ-
ity (Ramaswamy et al., 2007; Bernbom et al., 2009; Lohans and
Vederas, 2012).

A bacteriocin produced by Brevibacillus sp., IM-9, called lat-
erosporulin, purified by reverse-phase HPLC, produced a molecular
weight of 5.6 kDa, and displays a N-terminal sequence stable to high
temperatures (up to 120 ◦C), tolerant to pH variations (between
2 and 10) and a high stability against proteases, without affect-
ing its antibacterial activity. Additionally, laterosporulin exhibits a
broad spectrum of action, being active against both Gram-negative
and Gram-positive bacteria, such as Bacillus subtilis,  Staphylococ-
cus aureus,  Escherichia coli, Listeria monocytogenes and Pseudomonas
aeruginosa.  This bacteriocin has a MIC  of 500 �g/mL and leads
to changes in the shape and morphology of Escherichia coli after
4 h of exposure, accumulation of cellular debris and lysed cells in
the preparation. Therefore, laterosporulin is an innovative broad-
spectrum bacteriocin, with potential applications in the treatment
of several bacterial infections (Singh et al., 2012).

In spite of the fact that bacteriocins appear to be an outstanding
therapeutic alternative to chemical antibiotics, the pharmaceutical
industry remains reluctant to fund both research in this area and
production of preparations containing bacteriocins, mainly due to
(i) the low yield obtained from fermentative processes; (ii) produc-
tion of unstable products; (iii) the excessively expensive and time

consuming (downstream) purification processes; and (iv) legisla-
tion problems associated with these products.

Nowadays, bacteriocins can be genetically engineered in order
to increase their potency, stability, and spectrum of action, adjust-
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Table  5
Examples of bacteriocins produced by bacteria isolated from the marine environment.

Producing bacteria Origin of isolate Bacteriocin Bacteria inhibited

Listonella
anguillarum AVP10

Healthy and infected
catfishes (Arius
thalassimus)

Vibriocin AVP10 Escherichia coli and
Listonella anguillarum AVS9

Vibrio  vulnificus Water samples from
Wilmington (NC, USA)

1W1, BC1, BC2 Vibrio vulnificus, Vibrio
cholera,  Vibrio
parahaemolyticus,
Plesiomonas shigelloides
and Escherichia coli

Aeromonas
hydrophila

Water tank containing
alligators

BLIS Staphylococcus aureus

Pseudoalteromonas
Species Strain X153

Substrates on the
littoral of Brittany

Antibiotic protein
P-153

Ichthyopathogenic Vibrio,
Staphylococcus epidermidis,
Propionibacterium acnes
and Propionibacterium
granulosum

Vibrio sp. Strain
NM 10

Spotnape ponyfish
(Leiognathus nuchalis)
intestine

BLIS Pasteurella piscicida K-III,
Escherichia coli,
Enterococcus seriolicida and
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ource: adapted from Desriac et al. (2010).

ng their application to many different pathological situations and
mproving their applications in vivo. For example, using genetic
ngineering approaches, it has been introduced an additional lysin
oiety at the N-terminal domain of sakacin 44 K and, in sakacin

20 K, a neutral moiety has been replaced by a cationic one, lead-
ng to an increase in the net positive charge of both bacteriocins,
romoting a consistent electrostatic interaction between the net
ositive charge of the mutant bacteriocins and the negative charge
f the bacterial cell membrane, and thereby leading to an increase
n the potency and therapeutic activity of these GEB’s (genetically
ngineered bacteriocins) (Kazazic et al., 2002). Additionally, the
eplacement of a methionine moiety by a hydrophobic one, was
hown to reduce the susceptibility of pediocins and two-peptide
acteriocins to oxidation phenomena, responsible for a dramatic
eduction in their antibacterial activity (Nissen-Meyer et al., 2009;
ohans and Vederas, 2012; Nishie et al., 2012).

Presently, researchers are trying to develop chimeric bacteri-
cins by swapping the N-terminal domain of a certain class of
acteriocins with a C-terminal domain of another class, which may

ead to the formation of more powerful and active bacteriocins, as it
appened with pediocin PA-1, which led to the development of sev-
ral chimeric pediocins that exhibited an activity equal or higher
han that of the original one (Tominaga and Hatakeyama, 2007;
ohans and Vederas, 2012).

Interestingly, over the past few years, several bacteriocins
ere isolated from marine environment, from a countless number

f bacteria-producing bacteriocins, such as e.g. Vibrio,  Pseudoal-
eromonas, Aeromonas, Alteromonas, among others (see Table 5).
hus, due both to the high biodiversity of this ecosystem and to the
act that it still is underexplored, it is likely that in the near future
ountless bacteriocins may  be discovered, with a higher antibacte-
ial activity and a wider spectrum of action, providing a new arsenal
gainst multidrug-resistant bacteria to the community, definitely
stablishing bacteriocins as an attractive strategy and feasible alter-
ative to antibiotics (Desriac et al., 2010).

.3.3. Application of bacteriocins produced by probiotic bacteria
Probiotics are live microorganisms which, when consumed in

ppropriate concentrations, exert a beneficial effect on the host’s
ealth, at a prophylactic level, helping to restore or maintain the

ormal gut microflora (Gillor et al., 2008; Bodaszewska-Lubas et al.,
012; Lohans and Vederas, 2012). However, according to Dabour
t al. (2009), purified bacteriocins exhibit a higher therapeutic
ctivity when there is an established infection, which was demon-
Vibrio vulnificus

strated by the administration of pediocin PA-1 and Pediococcus
acidilactici UL5 (a bacterium that synthetizes pediocin PA-1) in mice
infected with Listeria monocytogenes.

Over the years, probiotic bacteria has revealed an effective
antimicrobial activity by preventing the growth of pathogenic bac-
teria in the gut, and they can be used in the treatment of bacterial
infections of the GIT and vaginal mucosa. Probiotic bacteria may
be applied in the GIT, producing in situ a variety of bacteriocins,
which contribute to the maintenance of a proper balance between
the host and the intestinal microflora, preventing the prolifera-
tion of pathogenic microorganisms and helping in digestion. There
are many bacteria that are applied as probiotics in the GIT due
to bacteriocin production, such as Lactobacillus salivarius UCC118
(responsible for the production of bacteriocin Abp118, that inhibits
the growth of Listeria monocytogenes), Lactobacillus casei L26 (which
inhibits the growth of Escherichia coli 0111 (enterohemorrhagic)
and Listeria monocytogenes), Lactobacillus johnsonii LA1 and Lacto-
bacillus acidophilus LB (which inhibits the growth of Helicobacter
pilori), and Enterococcus mundtii ST4SA (producer of ST4SA bac-
teriocin, which is active against both Gram-positive (Enterococcus
faecalis, Streptococcus pneumoniae and Staphylococcus aureus) and
Gram-negative bacteria (Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella
pneumoniae)) (Corr et al., 2007; De Vuyst and Leroy, 2007; Gillor
et al., 2008; Gotteland et al., 2008; Granger et al., 2008; Nishant
et al., 2011).

In addition, bacteriocins produced by probiotic bacteria can be
applied in the oral cavity, reducing the number of etiologic agents
responsible for the proliferation of dental caries, such as Strep-
tococcus salivarius and Streptococcus mutans,  by using a strain of
Streptococcus mutans A2JM (genetically engineered) which pro-
duces mutacin 1140 involved in the prevention of dental caries
(Hillman et al., 2007). It is important to mention that Streptococ-
cus salivarius K12 synthetizes two lantibiotics, termed salivaricin
A and B, that inhibit the proliferation of Streptococcus pyogenes,
a saprophytic bacterium responsible for respiratory tract infec-
tions such as pharyngitis in immunocompromised patients. In the
case of salivaricin B, it allows to combat halitosis caused by Pre-
votella spp., Eubacterium saburreum and Micromonas micros (Burton
et al., 2006a,b; Gillor et al., 2008). There is already available on the
market BLIS K12® and BLIS M18TM in the form of lozenges, contain-

ing Streptococcus salivarius K12 and Streptococcus salivarius M18
that produce bacteriocins, which restore the normal microflora of
the oral cavity, contributing to the reduction of halitosis and pre-
venting dental caries (Burton et al., 2013). Bacteriocins produced
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Fig. 12. Bacterial organelle, with a structure resembling a needle that secrets toxins
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ource: adapted from Marlovits and Stebbins (2010).

y probiotic bacteria can also be applied in the vaginal mucosa,
romoting the replacement and maintenance of the natural flora
hile preventing the spread of pathogenic bacteria that trigger

acterial vaginosis. Examples of this include vaginal applications
f Lactobacillus jensenii 5L08 (produces a bacteriocin active against
ardnerella vaginalis, Candida albicans and Escherichia coli), Lac-

obacillus salivarius CRL 1328 (binds to the epithelial cells of the
aginal mucosa and prevents the attachment of pathogenic bacte-
ia while inhibiting the growth of Enterococcus faecalis, Enterococcus
aecium, Neisseria gonorrhoeae and Staphylococcus aureus), and Lac-
obacillus fermentum HV6b MTCC10770 (present in the vaginal
ora, produces fermenticin HV6b and inhibits the growth of Bac-
eroides sp., Gardnerella vaginalis, Mobiluncus sp., Staphylococcus sp.
nd Streptococcus sp., acts as an antineoplastic agent, and can also
e applied in contraceptive products) (Kaewsrichan et al., 2006;
illor et al., 2008; Kaur et al., 2013).

. Other potential alternatives

.1. Antivirulence strategies
Most chemical antibiotics interfere with the cellular processes.
owever, there are innovative alternatives under development

hat interact with virulence factors, which are primarily respon-
ible for triggering infections, making it easier for the immune

able 6
xamples of antibacterial antibodies currently under clinical trials.

Antibody Target bacteria

Anthim (ETI-204) Bacillus anthracis 

Raxibacumab Bacillus anthracis 

Valortim (MDX-1303) Bacillus anthracis 

CDA1/CDB1 Clostridium difficile 

ShigamAbs Shiga toxin-producing Escherichia
Urtoxazumab Shiga toxin-producing Escherichia
Anti-Pseudomonas IgY Pseudomonas aeruginosa 

KB001 Pseudomonas aeruginosa 

Panobacumab (KBPA101) Pseudomonas aeruginosa 

Pagibaximab Staphylococcus aureus 

ource: adapted from Fernebro (2011).
esearch 191 (2016) 51–80

system to fight them, e.g. (i) inhibition of toxin secretion – most
Gram-negative bacteria release toxins via their type III secre-
tion system (T3SS), which involves the formation of a bacterial
organelle with a structure like a needle that secrets toxins directly
into the intracellular environment of the host (see Fig. 12), as is
the case with INP0403 (a salicylidene acylhydrazide-mediated
inhibition of type III secretion system used in the treatment
of infections caused by Mycobacterium tuberculosis and in the
treatment of tuberculosis, reducing the transcription of genes
involved in this mechanism); (ii) use of specific antibodies that
inhibit the toxins produced by e.g. Clostridium botulinum,  via anti-
bodies H3H, F3A and F4H, that suppress the catalytic domain of
neurotoxin serotype A; (iii) interference with the quorum-sensing
of bacteria via 5′-methylthio-DADMe-ImmucillinAs, 5′-ethylthio-
DADMe-ImmucillinAs and 5′-butylthio-DADMe-ImmucillinAs,
which inhibit the 5′-Methylthioadenosine nucleosidase (MTAN),
an enzyme involved in quorum-sensing of Escherichia coli and
Vibrio cholerae, reducing the biosynthesis of autoinducers AI-1 and
AI-2 (signaling molecules), the ability to form biofilms, reducing
the infection capacity and the resistance to antibiotics; and (iv)
use of inhibitors of the pili biosynthesis, or pilicides, to reduce the
adhesion of bacteria to the epithelium and consequently reduce
biofilm formation (Galan and Wolf-Watz, 2006; Hudson et al.,
2007; Kaufmann et al., 2008; Gutierrez et al., 2009; Layton et al.,
2010; Marlovits and Stebbins, 2010; Pang et al., 2010; Fernebro,
2011).

These antivirulence strategies have as main advantage the fact
of being specific to virulence factors that only exists in pathogenic
bacteria, so they do not affect the commensal flora in the host. In
addition, these antibacterial approaches can be administered either
topically or systemically, and can be used as prophylaxis in cases of
bioterrorism and epidemics (Moayeri et al., 2006; Fernebro, 2011).

6.2. Anti-bacterial antibodies

Treatment with antibacterial antibodies is not yet a reality, since
most antibodies already discovered are still in clinical trials, as illus-
trated by the data in Table 6. However, this type of therapy is widely
applied in the treatment of cancer (Saylor et al., 2009; Oleksiewicz
et al., 2012).

Regarding the advantages of antibodies, this alternative therapy
may  be used in the near future in the prevention and treatment of
bacterial infections in animals, without affecting their commensal
flora. As antibodies are extremely selective, they are extremely safe
and effective. However, this therapy shows some disadvantages as
well, such as: (i) the synthesis and purification processes are expen-
sive and, as they have a very small market, the final product is very

expensive; (ii) they can only be administered systemically; and
(iii) they may  lose their effectiveness over time, due to the anti-
genic variation of the bacteria (Bebbington and Yarranton, 2008;
Fernebro, 2011).

Producing Company

Elusys Therapeutics
Human Genome Sciences
PharmAthene/Medarex
Medarex/MassBiologics/Merck

 coli Thallion Pharmaceuticals
 coli Teijin

Immunsystem
KaloBios Pharmaceuticals/Sanofi Pasteur
Kenta Biotech
Biosynexus
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Recently, a phase I clinical trial was conducted in infants, using
agibaximab (BSYX-A110), an anti-LTA human chimeric IgG1 anti-
ody, developed via recombinant DNA technology. In this clinical
rial, BSYX-A110 was administered systemically with three infu-
ions, containing from 60 to 90 mg/kg Pagibaximab. This antibody
s specific to the lipoteichoic acids of Staphylococcus aureus,  which
re essential to its viability. When it binds to the lipoteichoic acids,
his antibody stimulates phagocytosis and inhibits the release of
ytokines, responsible by the induction of organ failure. In this
linical trial, Pagibaximab was considered well tolerated, safe and
ffective in the treatment and prevention of infections caused by
taphylococcus aureus (Bebbington and Yarranton, 2008; Weisman
t al., 2011).

Presently, 2E9IgA1, an antibody specific for Mycobacterium
uberculosis, was administered intranasally associated with IFN-�,
educing significantly the respiratory infection in transgenic mice
ith human CD89 receptor. This clearly indicates that 2E9IgA1 has

 high affinity for the �-crystalline receptor (antigen) of Mycobac-
erium tuberculosis and for the CD89 receptor (Fc�RI) present in

acrophages and neutrophils. According to this study, developed
y Balu and colleagues (2011), it is believed that 2E9IgA1 can act

n two ways, either by binding to the CD89 receptor of alveolar
acrophages, which stimulates the phagocytosis of the bacteria,

r by binding to CD89 receptor of neutrophils that subsequently
xert a bactericidal effect. This antibody may  contribute, in the
ear future, for reducing the time of chemotherapy in patients with
uberculosis, for reducing tuberculosis transmission and for reduc-
ng the development of new multi-drug resistant strains (Balu et al.,
011).

.2.1. Radioimmunotherapy
Radioimmunotherapy (RIT) is a technique that has been used in

he treatment of bacterial infections caused by Streptococcus pneu-
onia, using the monoclonal antibody D11, which specifically binds

o PPS8, a polysaccharide present on the bacteria capsule. D11 was
ssociated with the radioactive isotope 213Bi, administered at a con-
entration of 2.96 GBq (equivalent to 80 �Ci) and allowed survival
f 87% to 100% of the test population. In addition, this study demon-
trated that after 3–14 days of initiating the treatment, the animals
id not show any signs of the pathology (Dadachova et al., 2004).

In another study using RIT, it was demonstrated that RIT can
lso be used to treat infections caused by toxin-producing bacte-
ia, such as Bacillus anthracis, by using the radioactive complexes
213Bi]10F4�1 and [213Bi]14FA�2b, which exhibited bactericidal
ction since toxins accumulate in the periphery of this bacterium,
hus becoming an easy target (Rivera et al., 2009; Saylor et al., 2009;
osanchuk and Dadachova, 2012).

.3. Vaccines

Currently, there are new novel methods to identify antigens.
enetic engineering and bioinformatics allows the identification
nd synthesis of epitopes responsible for triggering the immune
esponse, leading to the development of recombinant vaccines.
uch vaccines are composed of (at least) one modified antigen
hich, when administered with adjuvants or plasmids, induce an

mmune response against the pathogen. In addition, antimicrobial
accines may  contain live recombinant microorganisms such as
ycobacterium bovis, Listeria monocytogenes,  Salmonellae spp. and

higellae spp., the genome of which was inserted with a gene that
ncodes for a desired antigen, thus functioning as a vector.
Some DNA vaccines already exist in the market. In producing
uch vaccines, genes coding for numerous antigens were inserted
nto a plasmid and, when they are administered intramuscularly,
an induce the production of specific antibodies against several
esearch 191 (2016) 51–80 75

pathogens (Fernebro, 2011; Nascimento and Leite, 2012; Nabel,
2013).

Vaccines currently under clinical trials include (i) vaccine IC43,
applied prophylactically against Pseudomonas aeruginosa (this vac-
cine is composed of two recombinant antigens that are present on
the bacterium surface); (ii) vaccines GSK2392105A and SA3Ag that
contain 3–4 antigens, respectively, inducing immunization against
Staphylococcus aureus;  (iii) vaccines containing vesicles from the
outer membrane of bacteria, protecting against Neisseria meningi-
tidis, Burkholderia pseudomallei and Escherichia coli; (iv) a vaccine
containing a genetically inactivated �-toxin (HlaH35L), which con-
tributed to immunization of mice when infected by Staphylococcus
aureus (Doring and Pier, 2008; Nieves et al., 2011; Brady et al., 2013;
Kim et al., 2013).

Countries that adopted anti-pneumococcal vaccination, as the
United Kingdom, have seen a reduction in the incidence of pneu-
mococcal infections by ca. 41%. The reduction in the appearance of
infections by S. penumoniae such as otitis, pharyngitis and sinusi-
tis, leads to a reduction in the number of doctor visits, antibiotic
prescription and, consequently, to a decrease in the appearance of
antimicrobial resistance (Gladstone et al., 2011).

7. New sources for new potentially antimicrobial molecules

During the years of 1960 and 1970, search and discovery for
new antimicrobial agents derived from soil microorganisms was
quite intensive, however it came to an end quite quickly due to
the difficulties in growing in the lab the vast majority of microbial
species found in the nature (Lewis, 2012). Quite recently, Nichols
et al. (2010) developed a system called iChip, which allows to grow
soil microorganisms that were ungrowable in the laboratory until
then. Such system is composed of hundreds of diffusion cham-
bers at a nanoscale, each one of them inoculated with a single
microbial cell, resulting in “in situ” monospecific cultures. Such
system allows to grow, identify and, subsequently, evaluate the
antimicrobial activities of microorganisms ungrowable in the lab-
oratory. Such a strategy appears highly promising since ca. 99%
of all microbial species in the nature could not, until then, be
grown in the laboratory (Lewis, 2013). The first results of this
new approach already started to appear. Very recently, Ling et al.
(2015), using such system, isolated a new substance, teixobactin,
from growing a new species of �-proteobacteria, Gram-negative,
temporarily and provisionally named Eleftheria terrae.  The new
molecule (teixobactin) exhibited a high activity against Gram-
positive microorganisms and also activity against Mycobacterium
tuberculosis, Clostridium difficile and Bacillus anthracis. Teixobactin
appears to have as mechanism of action, inhibition of the synthe-
sis of bacterial cell wall in previous steps, such as vancomycin and
teicoplanin. Its antibacterial activity was effective at very low con-
centrations: Staphylococcus aureus strains, both MRSA and MSSA,
were sensible at concentrations of 0.25 �g/mL. Regarding Ente-
rococcus faecium (VRE) and Enterococcus faecalis (VRE), its action
occurred at concentrations of 0.5 �g/mL. For Streptococcus pneumo-
niae, a major cause of upper respiratory tract infections, teixobactin
acted at concentrations lower than 0.03 �g/mL. This new molecule,
besides being a great help for the current therapeutic arsenal,
clearly shows that the new methodology opens up a wide front
for the discovery of new antibiotic molecules of natural origin.

8. Conclusions
It is a whole new world where the humanity thrives today.
With the astonishing increase of bacterial resistance to conven-
tional chemical antibiotics, added to the possibility of these losing
their effectiveness during the next 5 years, it is absolutely essential
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o develop alternative antimicrobial strategies, in order to fight this
erious problem faced by society today.

Very recently, in February 2016, Liu et al. (2016) published
n article showing a mechanism of resistance to colistin medi-
ted by plasmids (mcr-1), allowing the horizontal transference of
esistance genes, and greatly facilitating its dissemination. This dis-
overy was made in China, in a sample of Escherichia coli collected
rom pork for human consumption. The discovery arouses great
oncern since, beyond degrading the last antibiotic still with action
n Gram-negative bacteria, its dissemination should be very fast
ecause of its plasmid origin, allowing for the horizontal transfer-
nce of these genes. It should be remembered at this point that
hina is the largest producer of pigs for human consumption, with

 production of 57 million tons in 2014, and also is one of the largest
sers of colistin for agricultural purposes (Liu et al., 2016). All this
nly reinforces the need to control more and more the use of antibi-
tics and to perform research for new alternatives for the treatment
f infectious diseases.

Currently, there are already several alternative strategies, such
s antibiotherapy with phages and lysins, and both show a high
acterial specificity, a suitable spectrum of action and, most impor-
antly, do not affect the commensal flora of the host. Additionally,
here are countless antimicrobial compounds being tested in clin-
cal trials, while other compounds are still under development.
owever, and although such antimicrobial alternatives exhibit

everal advantages over conventional chemical antibiotics, it is
mperative to know more about the pharmacokinetics and phar-

acodynamics of these therapeutic strategies in vivo.
Until now, only a few AMPs have received approval by both FDA

nd EMEA, and their uses are restricted to topical applications due
o both their short half-life and the high concentrations in which
hey are administered.

In spite of bacteriocins being an excellent therapeutic alterna-
ive to chemical antibiotics, the pharmaceutical industry remains
eluctant to finance research and production of bacteriocin prepa-
ations, mainly due to the high production costs involved and the
nstability of the final (formulated) products. Bacteriocins produced
y probiotic bacteria are already available on the market, but they
re considered more a therapeutic complement than a therapeutic
lternative.

Vaccination is one of the most promising strategies both at a
reventive level, as well as in terms of cost-effectiveness, but do not
llow to fight established bacterial infections and it is still limited to
ertain strains of pathogenic bacteria. Furthermore, in a near future,
ith genomics and bioinformatics providing innovative methods to

he development of new antimicrobial vaccines specific to certain
athogenic bacteria, these alternatives can reduce both the rate of
acterial infections at the community and the need for chemical
ntibiotics.

Nowadays, through genetic engineering and recombinant DNA
echnology, it is possible to develop transgenic phages, lysins and
acteriocins, in order to increase their ability to infect biofilms,
ake them more specific and stable, with a wider spectrum of

ction and increasing both their potency and efficacy. To conclude,
eepening the current knowledge about these innovative thera-
eutic strategies is of utmost importance. While such innovative
herapeutic strategies are not defined, structured and available in
he market, it is imperative to develop standards in order to control
he use of current chemical antibiotics. In addition, it is indispens-
ble that health professionals use, as a last resort, new chemical
ntibiotics that may  arise in the market in the near future, prevent-
ng in this way the spread of bacterial resistance to them.
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	Dissertação_ALESSANDRA_Defesa_v1_ANEXOS
	Anexos_ALESSANDRA
	1-s2.0-S0944501316301574-main
	Alternatives to overcoming bacterial resistances: State-of-the-art
	1 Introduction
	2 Bacteriophages and phage therapy
	2.1 Phage infection process: lysogenic pathway vs. lytic pathway
	2.2 Phage therapy and its pre-requisites
	2.3 Advantages and disadvantages of phage therapy when compared to chemical antibiotherapy
	2.4 Bacterial resistance to bacteriophages and bacteriophage kinetics
	2.5 Applications of phage therapy

	3 Lysins and lysin therapy
	3.1 Lysin structure
	3.2 Advantages, disadvantages and limitations of antimicrobial therapy with lysins
	3.3 Applications of lysin therapy
	3.3.1 Lysins in medicine and biotechnology
	3.3.2 Synergism between lysins and antibiotics
	3.3.3 Other applications of lysin therapy


	4 Antimicrobial peptides
	4.1 AMP structures, properties and mechanisms of action
	4.2 Advantages and disadvantages of AMPs for antibiotherapy
	4.3 Bacterial resistances to AMPs
	4.4 Potential applications of AMPs
	4.4.1 Synergism between AMPs and antibiotics


	5 Antibiotherapy with bacteriocins
	5.1 Structure and mechanism of action of bacteriocins
	5.2 Bacterial resistance to bacteriocins and bacteriocin toxicity
	5.3 Application of bacteriocins
	5.3.1 Application of bacteriocins as biopreservatives
	5.3.2 Application of bacteriocins as therapeutic agents
	5.3.3 Application of bacteriocins produced by probiotic bacteria


	6 Other potential alternatives
	6.1 Antivirulence strategies
	6.2 Anti-bacterial antibodies
	6.2.1 Radioimmunotherapy

	6.3 Vaccines

	7 New sources for new potentially antimicrobial molecules
	8 Conclusions
	Transparency declarations
	Acknowledgements
	References




