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RESUMO

As infeccdes de pele em animais causadas por Staphylococcus intermedius dao
origem a piodermites, importantes patologias em veterinaria. As piodermites podem
ser tratadas com o uso de antibidticos tépicos e sistémicos. No entanto, o uso
indiscriminado destes ativos fez com que surgissem cepas multirresistentes com
frequentes recidivas nos animais. Nesta perspectiva, os bacteriéfagos (ou fagos)
desempenham um papel importante na luta contra a resisténcia bacteriana. Contudo,
para ultrapassar a barreira da pele é necessario o uso de facilitadores de permeacao.
Os liquidos i6nicos, como o geranato de colina, surgiram como substancias potenciais
promotoras de permeacao cutanea. O objetivo do trabalho de pesquisa foi isolar e
caracterizar fagos liticos para Staphylococcus intermedius, visando o tratamento
tépico de piodermites em animais, utilizando uma formulacédo para aplicacao topica
contendo geranato de colina e fagos. Na primeira etapa do trabalho, foi realizado o
isolamento e a identificacdo da bactéria Staphylococcus intermedius a partir de
amostras de feridas de caes e cavalos. Na sequéncia, foram isolados dois fagos liticos
a partir de aguas residuais, os quais foram caracterizados por avaliagdo da gama de
hospedeiros, eficiéncia de plaqueamento, curvas de crescimento em um so ciclo
sincrono (OSGC) e adsorgdao no hospedeiro, atividade antimicrobiana e analise do
tamanho de proteinas estruturais por eletroforese em gel de poliacrilamida.
Determinou-se a morfologia dos fagos por microscopia eletrdnica de transmisséo e a
sua cristalinidade por difracdo de raios-X. Foram sintetizados os liquidos i6nicos
geranato de colina 1:1 e 1:2, e preparou-se um gel de hidroxietilcelulose incorporando
os fagos e o geranato de colina 1:2. O gel foi avaliado por analises fisico-quimicas
(pH, viscosidade e espalhabilidade), citotoxicidade e permeacao transdérmica das
particulas fagicas em células de Franz. O gel desenvolvido apresentou composicao
homogénea, adequada viscosidade e espalhabilidade. A formulacdo permitiu a
estabilizacao estrutural e funcional das particulas bacteriofagicas e favoreceu a sua
permeacao transdérmica. Pelos resultados obtidos, o produto desenvolvido apresenta

potencial para o tratamento de animais com piodermite.

Palavras-chave: Geranato de colina. Piodermite. Staphylococcus intermedius.

Bacteri6fagos. Permeacao transdérmica.



ABSTRACT

Skin infections in animals caused by Staphylococcus intermedius give rise to
pyodermites, important pathologies in veterinary science. Pyodermites can be treated
using either topical or systemic antibiotics. However, the indiscriminate use of these
compounds led to the emergence of multiresistant bacterial strains with frequent
recurrences in the animals. In this perspective, bacteriophages (or phages) play an
important role in the fight against bacterial resistance. However, to surpass the skin
barrier it is necessary to use facilitators of permeation. lonic liquids, such as choline
geranate, emerged as potential substances that promote cutaneous permeation. The
objective of this research work was to isolate and characterize lytic phages for
Staphylococcus intermedius aiming at the topical treatment of pyodermites in animals,
using a formulation for topical application containing choline geranate and phages. In
the first stage of the work, isolation and identification of the pathogen bacteria
Staphylococcus intermedius from samples of wounds of dogs and horses was
pursued. Subsequently, two lytic phages were isolated from effluent waters, which
were characterized by evaluation of their host range, efficiency of plating, one step
growth (OSGC) and adsorption curves onto their host, antimicrobial activity and
analysis of the size of structural proteins by polyacrylamide gel electrophoresis. The
morphology of the phage particles was determined by transmission electron
microscopy and their crystallinity by X-ray diffraction. The ionic liquids choline geranate
1:1 and 1:2 were synthesized, and an hydroxyethylcellulose gel was formulated
integrating phage particles and choline geranate 1:2. The gel was evaluated by
physicochemical analyses (pH, viscosity and spreadability), cytotoxicity and
transdermal permeation of the phage particles using Franz cells. The gel developed
presented homogeneous composition, adequate viscosity and spreadability. The
formulation allowed the structural and functional stabilization of the phage particles and
favored their transdermal permeation. Through the results obtained, the product
developed presented potential for the treatment of animals with pyoderma.

Key-words: Choline geranate. Pyoderma. Staphylococcus intermedius.

Bacteriophages. Transdermal permeation.
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APRESENTACAO

Os bacteriofagos sao particulas viricas de natureza proteica totalmente
desprovidas de metabolismo, sendo altamente eficazes no tratamento de infec¢des
bacterianas. O trabalho de pesquisa aqui apresentado visou o estudo do potencial de
estabilizacao estrutural e funcional / protecdo de particulas bacteriofagicas numa
formulagdo em gel, integrando um liquido iénico como potencial facilitador de
permeacado, com 0 objetivo de ser administrado topicamente no tratamento de
piodermites bacterianas em animais causadas pelo patégeno Staphylococcus

intermedius.

A Figura 1 apresenta um resumo grafico do trabalho de pesquisa desenvolvido,
comecando com o isolamento e caracterizacao de dois bacteri6fagos distintos a partir
de aguas residuais do hospital veterinario da UNISO, passando por ensaios de terapia
fagica (curvas de morte) com os dois bacteri6fagos, pela formulacdao do gel HEC
integrando liquido idnico e coquetel dos dois bacteriéfagos e culminando em estudos
de permeacao transdérmica das particulas bacteriofagicas a partir do gel HEC
auxiliada pelo liquido iénico, para aplicagdes no tratamento veterinario de piodermite.

Os resultados obtidos durante a realizagdo deste trabalho de pesquisa foram
apresentados em 2 Congressos Cientificos, sendo o XXIX Congresso Brasileiro de
Virologia e XlIl Encontro de Virologia do Mercosul (Gramado, RS, de 17 a 21 de
outubro de 2019) (ANEXO A), e o 12" CIFARP — Congresso Internacional de Ciéncias
Farmacéuticas (Ribeirdo Preto/SP, de 6 a 9 de novembro de 2018) (ANEXO B).

Adicionalmente, os resultados obtidos deram ainda origem a preparacao de um
manuscrito cientifico que se encontra atualmente em processo de submissao para
publicacdo em revista cientifica internacional indexada com arbitragem por pares
(Erica C. Silva; Thais J. Oliveira; Liliam K. Harada; Fernanda C. Moreli; Marta M.D.C.
Vila; Victor M. Balcao (2020) Newly isolated lytic bacteriophages for Staphylococcus
intermedius, structurally and functionally stabilized in a HEC gel containing choline
geranate: potential for transdermal permeation in veterinary phage therapy). Este
trabalho comprova a qualidade e importancia dos resultados obtidos no trabalho de

pesquisa aqui descrito.

O trabalho de pesquisa aplicada realizado, intitulado "lsolamento,
caracterizacao e estabilizacao de bacteriéfagos liticos para Staphylococcus



intermedius: aplicacao veterinaria no tratamento de piodermites por permeacao
transdérmica", foi financiado pela Universidade de Sorocaba, com Bolsa de Estudo
integral CAPES-PROSUP concedida a aluna Erica Cristina Santos Silva, tendo sido
orientado pelo Prof. Dr. Victor Manuel Cardoso Figueiredo Balcao e coorientado pela
Profa. Dra. Marta M.D.C. Vila, da Universidade de Sorocaba.

Figura 1. Resumo grafico do trabalho de pesquisa desenvolvido.
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1 INTRODUCAO

A piodermite pode ser definida como uma infeccdo piogénica de origem
bacteriana caracterizada pela acumulagdo de exsudado neutrofilico. Esta infeccao
pode ser classificada conforme a profundidade da infecgédo, podendo ser considerada
externa, superficial ou profunda. A piodermite profunda atinge os foliculos pilosos, a
derme e, por vezes, o tecido subcutaneo (ALVES et al., 2019). As infecgdes nos
animais tém como agente etiolégico o microrganismo pertencente ao grupo
Staphylococcus intermedius (HIRSCH; ZEE, 2014). Esta bactéria patogénica se
protege dentro de biofilmes, os quais formam agregados de microrganismos na
superficie do estrato cérneo da pele. O biofiime atua como um escudo protetor,
impedindo tanto a agdo de antibiéticos como da resposta imune, promovendo a
proliferacdo dos microrganismos e consequente infeccao do hospedeiro (GREENE,
2015).

Quando comparada com piodermites em outros animais domésticos, a
incidéncia em caes é muito mais comum. As razbes para este fato ainda nao se
encontram perfeitamente esclarecidas mas, provavelmente, incluem fatores
fisiolégicos e anatbmicos. Nos céaes, a estrutura da camada mais superficial da pele,
o extrato corneo, apresenta-se mais fina e com pouca protecao lipidica em regides
préximas ao foliculo piloso, o que facilita a entrada de bactérias e sua disseminacao
(BOTONI et al., 2014). As piodermites também sdo comuns em equinos (FARIA et al.,
2017), sendo que o Staphylococcus intermedius provoca uma dermatopatia
relativamente frequente no equino com patogénese semelhante a de outras espécies
animais (SANTOS et al., 2008).

De acordo com Greene (2015), a piodermite profunda é evitada pela aplicacdo
de farmacos que atingem o local da infec¢do quando ha formacéo de feridas no tecido.
Para o tratamento de piodermites recorrentes, doses subcutdneas de antibibticos
podem ser administradas. Contudo, o uso periédico de antibiéticos pode induzir um
aumento de resisténcias bacterianas, levando ao espalhamento da linhagem
bacteriana resistente.

Os bacteriéfagos (ou fagos) sao particulas viricas completamente desprovidas
de atividade metabdlica que infectam células bacterianas com o propésito de usar a
maquinaria metabdlica do hospedeiro para a sua replicacdo e disseminacao do seu
material genético e, como consequéncia, provocam a disrup¢éo celular (RAKHUBA et
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al., 2010). Os fagos sao constituidos por uma capsula proteica (capside) que constitui
o envelope que encerra e protege o material genético, DNA ou RNA (VISPO;
PUCHADES, 2001). O seu modo de propagacao pode ser por via litica, produzindo
muitas copias virais no interior do hospedeiro e, subsequentemente, provocando a
sua lise com liberacdo da progenia para o exterior, num processo conhecido por
amplificagdo. Através da via litica, cada um dos novos virions iniciard um novo ciclo
litico com uma nova célula hospedeira até que todo o hospedeiro bacteriano seja
eliminado. Outro tipo de propagacéo, é a via lisogénica, na qual o material genético
da particula fagica se insere no material genético do hospedeiro bacteriano formando
um pro-fago que se replica juntamente com o DNA bacteriano. A lisogenia fagica
permanece até que ocorra um sinal fisiolégico que desencadeie o ciclo litico (HARADA
et al., 2018 b; RIOS et al., 2016).

Os fagos sao considerados as entidades biolégicas mais prevalentes no planeta,
estando estimado o seu nimero na biosfera em 10%°, ou mais (HARADA et al., 2018b;
RIOS et al., 2016; CHIBANI-CHENNOUFI et al., 2004). De acordo com Hanlon (2007),
os fagos s&o encontrados na natureza em quantidade mais abundante que as
bactérias. Podem estar presentes na agua, no solo, nos alimentos, nos esgotos, em
humanos e animais. Segundo Jénczyk (2011), alguns fagos sado resistentes a
condicOes extremas de temperatura, pH, salinidade e concentracao iénica.

Os fagos podem ser uma alternativa aos antibiéticos no tratamento de infecgoes
bacterianas que apresentam resisténcia a farmacos (HARADA et al., 2018b; RIOS et
al., 2016; SULAKVELIDZE et al., 2001). Os bacteri6fagos sao extremamente
especificos para determinados hospedeiros bacterianos e totalmente incapazes de
infectar células humanas e animais. A capacidade dos fagos para se replicarem no
local da infec¢ao néo produz danos as células humanas ou animais, tornando-se mais
seletivos do que os antibidticos.

Os liquidos i6nicos (LI) sdo sais em estado liquido altamente viscosos, néao
volateis, com baixo ponto de fusdo ou préximo de temperaturas ambientes, formados
exclusivamente por ions (HARADA et al., 2018a; GOINDI et al., 2015; GHANDI, 2014;
MANGIALARDO et al., 2012; MONIRUZZAMAN et al., 2010; WELTON, 1999). Os LI
tornaram-se interessantes veiculos de transporte de ativos devido a sua baixa
toxicidade e biodegradabilidade (DA HARAet al., 2018a; PETKOVIC et al., 2010).
Quando comparados com solventes organicos, os LI minimizam a irritagdo da pele
causada por alguns solventes (HARADA et al., 2018a; ZAKREWSKY et al., 2014;
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STOLTE et al., 2007). Adicionalmente, os LI aumentam a estabilidade proteica e a
solubilizacdo da proteina (HARADA et al., 2018a; NORITOMI et al., 2011a, 2011b,
2013). Dentre diversos LI, o geranato de colina exibi atividade antimicrobiana
moderada, minima toxicidade para pele e apresenta capacidade para atuar como
promotor de permeacao dérmica (ZAKREWSKY et al., 2014).

Pelos fatos expostos, os objetivos deste trabalho de pesquisa consistiram em
isolar e caracterizar o agente patogénico S.intermedius; isolar particulas
bacteriofagicas liticas para S. intermedius a partir de fontes ambientais e caracteriza-
las (fisica- e biologicamente); sintetizar o LI geranato de colina e seu DES profundo;
e produzir um gel HEC integrando liquido iénico e particulas bacteriofagicas, visando

o tratamento de piodermites em aplicagdes veterinarias.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Piodermites

As infeccdes que acometem a pele dos animais sdo denominadas de
piodermites, e podem atingir a superficie da epiderme, foliculos pilosos ou em
profundidade, atingindo a derme e tecidos adiposos adjacentes. Sua origem é
bacteriana, causada por cepas do grupo de S. intermedius, mais especificamente pela
S.pseudintermedius, a qual prevalece na maioria das infeccées animais. Entre os
mamiferos, os caes sdao 0s mais susceptiveis as piodermites. Nao se conhece
exatamente o motivo dessa susceptibilidade, mas talvez seja pelo fato do estrato
cérneo da pele canina ser mais fino e com poucos lipideos intercelulares. A falta de
lipideos escamosos proximos a entrada dos foliculos pilosos e o pH da pele dos caes
também podem ser fatores que favorecam a proliferacdo da bactéria levando a
infeccdo (GREENE, 2015).

Em equinos, as piodermites causadas por estafilococos Gram-positivo
apresentam uma distribuicdo cosmopolita. Nao existe predisposicdo por idade, sexo
ou raca, mas equinos submetidos a manejo higiénico-sanitario inadequado
(deficiéncia na higiene do ambiente, controle ndo apropriado de endo- e ectoparasitas)
e mal nutridos parecem ser mais susceptiveis a desenvolverem a infeccdo (SANTOS
et al., 2008).

Segundo Campbell e Rosin (1998), a classificacao da piodermite € baseada na
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profundidade da invasao bacteriana. A piodermite de superficie ocorre quando ha um
processo de inflamacgédo no local, sem que haja invasao da derme pela bactéria. A
piodermite superficial € a mais comum e ocorre com o comprometimento do foliculo
piloso, mas sem sua destruigcdo. A piodermite profunda ocorre quando ha a invasao
da derme e tecidos adiposos adjacentes pela bactéria.

Greene (2015) descreveu a piodermite de superficie como sendo uma infecgéao
secundaria desencadeada por outras doencas pré-existentes ou traumas cutaneos
decorrentes de dermatites provocadas por alergia as pulgas. A piodermite superficial
pode ocorrer em dobras cutaneas faciais, caudais, labiais, vulvares e, no animal com
obesidade, associada a fatores como atrito e transpiracdo. Todavia, a piodermite
superficial apresenta-se na forma de pustulas intraepidérmicas, denominada impetigo,
podendo atingir o 6stio dos foliculos pilosos e originando foliculites. Em ambas as
patologias ocorre a formacgao de crostas que dificultam o diagnéstico. Um outro quadro
clinico observado € a piodermite disseminada, a qual apresenta uma inflamacéao
esfoliativa. Na piodermite profunda ocorre o comprometimento profundo do foliculo
piloso, com ou sem destruicdo folicular, denominada furunculose. Quando a
furunculose envolve a derme e tecidos subcutaneos, denomina-se de celulite,
podendo desencadear uma infeccdo generalizada.

A patogenia no equino é semelhante a piodermite descrita em outros animais.
De acordo com Fadok (1995), quando a pele do animal é lesionada, comprometendo
a sua integridade, formam-se aberturas por onde as bactérias podem entrar e infectar
os foliculos pilosos, replicando-se facilmente. As injurias na pele podem ocorrer em
regides préximas as selas, barrigueiras, estribos e cabrestos, sendo significativas no
aparecimento da patologia. Se os foliculos pilosos se romperem, pode ocorrer a
furunculose ou piodermite profunda. Segundo Santos e colaboradores (2008) a
piodermite no equino caracteriza-se clinicamente pela presenca de papulas, ulceras,
exsudacao serosa, purulenta ou sanguinolenta, formagéao de crostas, e auséncia de
pelos em regides cervicais e distais dos membros e do dorso-lombar. Além de
ocasionarem perdas econdmicas devido ao custo do tratamento, as dermatopatias em
equinos provocam uma aparéncia desagradavel e sofrimento ao animal (FARIA et al.,
2017).
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2.2 Agente etiologico

A espécie bacteriana mais comum causadora da piodermite é a S.
pseudintermedius, pertencente ao grupo S.intermedius, um coco Gram-positivo que
coloniza e habita como comensal na pele dos animais, mas que devido a algum
desiquilibrio fisioldégico pode tornar-se patogénico (CATTIN, 2008).

Os agentes etioldgicos das piodermites sdo bactérias anaerdbicas facultativas,
pertencentes a familia Micrococcaceae, apresentando- se em forma de cachos de uva
ou agrupados. Bioquimicamente, sdo caracterizados por serem coagulase positiva
(caracteristica essa de bactérias com maior viruléncia), catalase positiva, manitol
positivo e fermentacado da maltase positiva. Somando-se a isso, estas bactérias tém a
capacidade de sofrer mutacéo e adquirir resisténcia a tratamentos quimioterapicos.
As cepas resistentes a meticilina (MRSP) também sao resistentes aos antibibticos
beta-lactamicos tais como penicilinas e cefalosporinas, e carbapenémicos, de acordo
com Greene (2015).

2.3Diagnéstico

O diagnéstico da piodermite bacteriana é realizado com base na anamnese,
exame fisico e exames de diagnéstico adicionais (DEVESA, 2015). O diagnéstico
segue procedimentos gerais, onde normalmente sdo necessarios exames citologicos
das pustulas e superficies cutaneas, além da raspagem e da biopsia a pele.
Adicionalmente, podem realizar-se antibiogramas e identificacdo bacteriana
(CAMPBELL e ROSIN, 1998).

2.4 Patogenia

Os mecanismos de defesa dos animais podem incluir processos imunoldgicos e
nao-imunolégicos. Nos processos imunoldgicos existe acdo imunolégica de
imunoglobulinas, células de Langerhans, dentrécitos da derme, linfécitos, mastocitos
e células endoteliais, presentes tanto na epiderme quanto na derme. Nos processos
nao-imunolégicos ocorre a descamacao do estrato cérneo superficial e folicular, a
formacao de barreira intercelular lipidica, a proliferacdo de células epiteliais, a

transpiracdo (que confere protecdo) e a formacao de sebo. Contudo, quando ha
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comprometimento das barreiras fisicas, como por exemplo no caso de lesbes na pele,
pode ocorrer a colonizacdo por bactérias, desencadeando infeccoes (CAMPBELL;
ROSIN, 1998).

De acordo com Chapman (2005), as adesinas de superficie presentes nos
tecidos lesados do hospedeiro, juntamente com fatores imunoldgicos, contribuem para
um ambiente propicio ao aparecimento de infecgdes, enquanto que as bactérias
secretam enzimas capazes de degradarem ainda mais o tecido lesionado. O aumento
da permeabilidade cutanea pode ocorrer ou devido a desgranulagdo dos mastocitos
e/ou a producéo de enterotoxinas codificadas por varios genes no genoma do grupo
Staphylococcus intermedius, o que facilita a entrada do patégeno no organismo
hospedeiro (APLEY, 1998).

Segundo Albarellos, Kreil e Landoni (2004), outro aspecto de suma importancia
€ a capacidade de formacao de biofilmes por essas bactérias na superficie da pele,
servindo de protecdo contra a agdo tanto de agentes antimicrobianos como da

resposta imunolégica do hospedeiro.

2.5Tratamento com agentes antimicrobianos

As piodermites de superficie sdo somente tratadas com sucesso por via topica.
Ja a piodermite profunda requer tratamento sistémico, podendo ser administrada
terapia topica em simultaneo. Os antibidticos recomendados como primeira escolha
para o tratamento da piodermite superficial sdo as associagbes trimetoprim-
sulfonamidas, a eritromicina, a lincomicina e outros macrolideos (PEREIRA, 2013).

A dose ideal de antibiético para o tratamento deve ser estipulada com base no
peso do animal e no periodo de tempo suficiente para o tratamento, com vista a
garantir o fim da infeccdo. Adicionalmente, o antibidtico escolhido deve ser de
espectro estreito, para ser eficaz e evitar tanto a diminuicdo da microbiota
gastrointestinal como o aumento da resisténcia antimicrobiana, produzindo efeitos
colaterais minimos, com custo razoavel. Todavia, para o tratamento da piodermite
profunda crénica recomenda-se a utilizagdo de farmacos com maior poder de
penetracdo devido aos tecidos cicatriciais formados no local da infec¢do. Dentre estes,
podemos destacar a cefalexina, cefadroxila, cefpodoxima, clindamicina, enrofloxacino
e marbofloxacino. Caso nao se atinja o resultado desejado, é possivel associar
rifampicina a cefalexina. Sabe-se que as quinolonas possuem atividade bactericida
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contra S. pseudintermedius (GREENE, 2015).

O tratamento com antibiéticos em equinos € mais criterioso do que nos animais
de pequeno porte. Muitos antibiéticos como ampicilina, amoxicilina, cefalosporinas e
macrolideos, ndo sao totalmente absorvidos ou ndo tém praticidade de administragao.
Adicionalmente, o tamanho do animal envolve custos incomportaveis e muitas vezes
a descontinuidade do tratamento leva ao aparecimento de resisténcias bacterianas
aos antimicrobianos (PAPICH, 2001). Também, os equinos sao sensiveis a
administragdo oral de alguns agentes antimicrobianos, os quais provocam reacgdes
gastrointestinais adversas. Dessa forma, sdo comuns as combinagcdes
antimicrobianas raras e dispendiosas em veterinaria (WEESE et al., 2010).

Segundo Guardabassi e Kruse (2010) o estado imunolégico do animal e o tipo
de infeccao merecem particular atencdo, pois algumas farmacos demonstram ser
mais eficazes quando ha a participacao do sistema imune durante o tratamento. Se o
sistema imunoldgico estiver comprometido, os tratamentos de infeccées agudas pelo

uso de antimicrobianos podem ser fatais aos animais imuno-suprimidos.

2.6 Bacteriofagos

Os bacteriofagos foram descobertos em 1915 pelo microbiélogo britanico
Frederick Twort. Durante as suas pesquisas com cultivo de virus, Twort percebeu que
placas contaminadas com algumas bactérias apresentavam zonas de lise e, por isso,
supbs que possivelmente existiam virus que lisavam bactérias. A descoberta oficial foi
realizada em 1917 pelo microbiélogo franco-canadense Félix D’ Herelle, que utilizou
virus liticos de Shiguella dysenteriae para tratar a sua disenteria. D’ Herelle nomeou
esse virus de bacteriéfagos (ou fagos), sendo congratulado como “pai” da virologia
moderna (DOSS et al., 2017).

Os fagos surgem como alternativas potenciais e reais no combate a resisténcia
bacteriana aos antibiéticos convencionais, pois sdo virus que possuem como
hospedeiros especificos as células bacterianas. A propagacao (ou amplificacdo) viral
ocorre dentro da célula hospedeira onde o virus utiliza a maquinaria metabdlica celular
para produzir inameros virions (a progenia fagica). Apds ocorrer a producdo da
progenia fagica no interior da célula bacteriana hospedeira, a célula é lisada de dentro
para fora com recurso a produgdo de enzimas holinas e lisinas que promovem o

enfraquecimento e rutura da membrana celular, liberando a progenia fagica para o
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exterior, onde cada virion inicia novo ciclo de amplificacdo litica numa outra célula
viavel do hospedeiro bacteriano, num processo conhecido como ciclo litico (HARADA
et al., 2018b; RIOS et al., 2016; SUMMERS, 2012).

Os fagos estdo presentes em abundancia na biosfera devido a grande
diversidade de células bacterianas hospedeiras. Sendo assim, as particulas fagicas
podem ser encontradas por exemplo em aguas residuais de hospitais e de industrias
alimenticias, efluentes de estacdes de tratamento de esgotos, rios, solo, e ar. A grande
vantagem da sua utilizagdo reside na sua elevada especificidade para um
determinado hospedeiro bacteriano sem no entanto infectar células animais (SAJJAD
et al., 2004).

Os bacteri6fagos apresentam estruturas bem definidas como a capside, bainha
contratil, base de ancoragem e injecao do material genético, e fimbrias, como pode
ser observado na Figura 2.

Figura 2. Representacdo esquemédtica de uma particula bacteriofagica.
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Fonte: adaptado de HARADA et al., 2018b.

A capside encerra o material genético, o qual pode ser do tipo ssDNA (fita
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simples), dsDNA (fita dupla), ssRNA (fita simples) e dsRNA (fita dupla). A classificagéo
dos bacteri6fagos pode ser definida pela sua morfologia, pelo seu material genético
(DNA ou RNA), pelo seu hospedeiro especifico, pelo seu habitat, pelo ciclo de
replicacdo ou taxonomicamente com base no genoma. Os fagos de interesse para
terapia fagica pertencem a ordem Caudoviridae e sao representados pelas familias
Myoviridae, Siphoviridae e Podoviridae (HARADA et al., 2018b; WITTEBOLE;
ROOCK; OPAL, 2014).

Os bacteriofagos podem apresentar morfologias distintas, como pode ser
observado na Figura 3.

Figura 3. Classificacdo dos bacteri6fagos de acordo com a morfologia e tipo de material genético.
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Fonte: HARADA et al., 2018b

2.7 Infeccao bacteriofagica do hospedeiro bacteriano

O mecanismo de amplificacado viral pode ser através de um ciclo litico ou de um
ciclo lisogénico. No ciclo litico ocorre a lise com morte do hospedeiro bacteriano,

enquanto no ciclo lisogénico a bactéria permanece vidvel até um determinado
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momento em que ocorra um estimulo fisiolégico, onde o pré-fago sofre excisdo do
genoma bacteriano e da inicio ao ciclo litico (HARADA et al., 2018b; WITTEBOLE;
ROOCK; OPAL, 2014).

De acordo com Tortora, Funke e Case (2012), no ciclo litico o fago utiliza o
material genético, enzimas e aminodacidos presentes no hospedeiro bacteriano para
produzir o seu proprio material genético e proteinas, utilizando os ribossomas
bacterianos para realizarem o processo de tradugdo. Posteriormente, ocorre a
degradacdo do DNA do hospedeiro bacteriano interferindo na transcricdo ou inibicéo
da traducdo. Nessa etapa, conhecida como periodo de eclipse, o fago ndo esta
formado, mas somente os seus componentes, proteinas e material genético. Apéds a
biossintese da-se inicio ao processo de maturacao, onde ocorre a formagcao completa
das particulas virais. As proteinas formam a capside que recebe o material genético e
depois se liga a cauda (constituida pela bainha contratil, fibritinas, fimbrias e placa
basal). Por fim, ocorre o processo de liberacao da progenia fagica, levando a lise
bacteriana através de enzimas holinas e lisozimas codificadas pelo fago que destroem
a parede da bactéria a partir do seu interior, liberando os novos virions formados para
o exterior da célula que estdo agora aptos a infectar novas células hospedeiras.

Ja no ciclo lisogénico, este ocorre apds a etapa de adsorcédo do fago a célula
bacteriana hospedeira e injecdo do material genético do fago no seu citoplasma, o
qual ird integrar-se no material genético do hospedeiro. Durante a replicacao do
material genético do hospedeiro, o material genético do fago é transcrito juntamente
com o do hospedeiro. Estimulos por agentes quimicos ou por radiacdo UV podem
fazer com que o genoma do bacteriéfago sofra excisdo do genoma do hospedeiro e
saia do seu estado lisogénico, iniciando um ciclo litico. A Figura 4 ilustra os ciclos litico
e lisogénico dos bacteri6fagos.
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Figura 4. Ciclo litico (a) e ciclo lisogénico (b) dos bacteriofagos.
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Fonte: adaptado de HARADA et al., 2018b.

Terapia fagica

Apesar do conhecimento sobre a biologia dos bacteriéfagos ser limitado, até
meados dos anos 30 a terapia fagica foi mundialmente usada de forma intensiva e
com elevadas taxas de sucesso associadas. Contudo, a auséncia de ensaios clinicos
capazes de comprovarem a eficiéncia da terapia fagica, somada ao inicio da “era dos
antibiéticos”, levou a que a terapia fagica fosse abandonada pelo Ocidente (LOBA,
2014).

Porém, o uso indiscriminado de antibidticos contribuiu para o surgimento de
novas cepas bacterianas resistentes aos antibiéticos, favorecendo a disseminagao
dos genes de resisténcia pelo ambiente. O mesmo tem sido observado na pratica
veterinaria, onde os antibiéticos sao indicados na profilaxia e tratamento de animais

de pastagem, induzindo o aparecimento tanto de bactérias patogénicas como
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comensais resistentes a terapia antimicrobiana convencional (AARESTRUP, 2015). O
uso de antibiéticos em doses sub-terapéuticas na nutricdo animal, servindo como
promotores de crescimento e para prevenir doeng¢as nos animais, colaborou para o
surgimento de cepas bacterianas resistentes aos antibiéticos (Andreotti e Nicodemo,
2004). Segundo McDermott et al.(2002), as classes de antibibticos utilizados com a
finalidade de atuarem como promotores de crescimento sdo os beta-lactamicos,
tetraciclinas, macrolideos, aminoglicosideos e sulfomanidas. Assim, a terapia fagica
baseada no uso de bacteriéfagos estritamente liticos ressurge como uma alternativa
viavel aos tratamentos com antibidticos, devido a elevada especificidade do
bacteri6fago para um dado hospedeiro bacteriano (HARADA et al., 2018b; RIOS et
al., 2016; WITTEBOLE; ROOCK; OPAL, 2014).

O tratamento antimicrobiano com bacteriéfagos possui alta especificidade para
um dado hospedeiro bacteriano, sem comprometer a microbiota animal ou humana.
Além do mais, esta terapia antimicrobiana nao requer doses sucessivas do
bacteri6fago pois a replicacao ocorre no hospedeiro enquanto existirem células viaveis
bacterianas causadoras da infeccao e cessa quando a bactéria especifica ndo esta
mais presente (HARADA et al., 2018b; RIOS et al., 2016).

Em paises como a Republica da Geodrgia e Polbnia, existem centros de
pesquisas e desenvolvimentos de produtos com fagos. Nesses paises a terapia fagica
ja é utilizada desde o pds guerra no tratamento de infeccdes (GORSKI et al., 2016).

A Food and Drug Adminsitration (FDA), em comum acordo com Centros
Europeus de Controle de Doencas (ECDC), determinou padrbes regulatérios para
aprovacao da terapia fagica. Entre as exigéncias, estao a utilizacao de fagos liticos
obtidos de fontes da natureza, com fatores de viruléncia conhecidos; caracterizacao
fagica através da sequéncia de DNA; testes de toxicidade, esterilidade e estabilidade
dos produtos com fagos ou coquetéis fagicos (BRUSSOW,2012).

A terapia fagica € normalmente baseada na utilizacdo de um coquetel de
particulas fagicas, pois o tratamento com um Unico fago ndo é suficiente contra
infecgdes causadas por um amplo espectro de espécies bacterianas e pode inclusive
levar ao desenvolvimento de bactérias que apresentem “resisténcia” a esse Unico
fago. Esse coquetel de particulas fagicas € formado ou por um conjunto de diferentes
fagos que possuem a mesma espécie de bactéria como hospedeiro, ou por uma
mistura de fagos que lisam diferentes classes bacterianas (DEGHORIAN;
MELDEREN, 2012).
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2.9 Permeacao transdérmica

A via transdérmica para administragdo de medicamentos é reconhecida como
uma via nao-invasiva que evita 0 metabolismo de primeira passagem, favorecendo
uma acgao terapéutica mais eficaz e melhorando a adeséo do paciente ao tratamento.
Entretanto, o estrato cérneo, situado na epiderme, oferece a maior resisténcia a
absorcao de substancias pela pele, devido a sua estrutura formada por mdltiplas
bicamadas lipidicas (HARADA et al., 2018a).

A pele é composta pelas camadas epiderme, derme e subcuténea. Na epiderme
encontram-se células da queratina e o estrato cérneo, que funciona como barreira
para microrganismos e controle de absor¢cdo cutdanea de substancias. Podem
encontrar-se também na pele glandulas sudoriparas e foliculos pilosos. A derme é a
camada intermedidria que contém vasos sanguineos, anexos cutdneos, terminais
nervosos e nervos. A camada mais profunda é a subcutanea, composta basicamente
por tecido adiposo (STEVENS; LOWE, 2001). A Figura 5 apresenta de forma
esquematizada a constituicdo das diferentes camadas da pele.

Figura 5. Representacao esquematica da pele de seres humanos e seus anexos.
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Fonte: https://escola.britannica.com.br/artigo/pele/482514.
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Segundo Suhonen (2009), o mecanismo de penetragdo de um farmaco na pele
podem ser do tipo transcelular (entre os lipideos do estrato cérneo), intercelular (pelos
lipideos do estrato cérneo) e transpendicular (através das glandulas e foliculos).

Os fatores que podem influenciar a absorgcéao cutanea incluem as condi¢ées da
pele, afinidade da substancia, hidratacdo cutanea, tempo de permanéncia na pele e

tipologia dos veiculos da formulagao (CHORILLI et al., 2007).
2.10 Liquidos idnicos

O termo “liquido i6nico” refere-se a sais (compostos iGnicos) que apresentam
ponto de fusdo abaixo de 100 °C. Tipicamente, esses compostos tém excelente
estabilidade quimica e térmica, pressao de vapor desprezavel e baixa viscosidade,
relativamente aos sais fundidos, e muitos deles sao descritos como menos agressivos
para o meio ambiente. Os LI possuem propriedades biofarmacéuticas e podem ser
utilizados como solventes para moléculas, transporte de farmacos, reservatérios de
farmacos, agentes antimicrobianos e antifiUngicos, assim como agentes antibiofilmes
(HARADA et al., 2018b; ALVAREZ et al., 2010; IGLESIAS et al., 2010).

Varios LI foram sintetizados e avaliados, com o intuito de se verificar a acao
antimicrobiana dos mesmos e consequente diminuicdo de biofilmes em modelos de
feridas de pele. Os resultados obtidos mostraram que os liquidos ibnicos, neste
sentido, sdo promissores. Dentre os LI estudados, destaca-se o geranato de colina,
pois 0 mesmo atua como um composto polivalente, exibindo excelente atividade
antimicrobiana, toxicidade minima para as células epiteliais e eficiéncia como
facilitador de permeacgao na administracao topica de substancias (ZAKREWSKY et al.,
2014).

O mecanismo de acao antimicrobiana disruptiva dos LI ocorre através da ruptura
da estrutura polissacaridica que compde os biofilmes, excretados pelas bactérias.
Provavelmente, as moléculas de LI deslizam entre os compostos gordurosos das
células da pele, originando pequenas aberturas transientes através das quais as
moléculas bioativas carreadas conseguem permear (HARADA et al., 2018a).

O LI geranato de colina tem-se mostrado promissor como facilitador da
permeacdo cutdnea, por nao causar irritacdo a pele (HARADA et al., 2018a).
Adicionalmente, estudos de citotoxicidade e genotoxicidade in vitro ndo demonstraram
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toxicidade (JORGE, 2019). A Figura 6 apresenta a reacdo quimica envolvida na

sintese do LI geranato de colina.

Figura 6. Reagéo quimica da sintese de LI geranato de colina
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Fonte: elaboragéo propria.

2.11 Géis

Os géis sao definidos como um sistema semissélido que consiste numa
dispersao de particulas solidas por exemplo: resina, polimeros e derivados de celulose
em veiculo liquido (FERREIRA, 2002).

As substancias que compdéem os géis hidrossollveis sdo macromoléculas de
polimeros que facilitam a espalhabilidade. Dessa forma, os polimeros sdo muito
utilizados na preparacao de cosméticos e bases dermatologicas (QUEIROZ, 2008).

Os géis hidrossoluveis apresentam comportamento reolégico pseudoplastico e
tixotrépico, isto é, deformam-se quando se aplica uma forca e retornam ao estado
original quando cessa essa forga. Por isso, a viscosidade do gel diminui quando se
espalha facilitando o espalhamento e recupera a viscosidade inicial evitando que o
produto escorra. Esse tipo de comportamento reol6gico durante o armazenamento faz
com que a viscosidade seja constante, dificultando a separagao dos constituintes dos
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géis e tende a aumentar o prazo de validade dos produtos (AULTON, 2005).

A hidroxietilcelulose (HEC) é um polimero derivado da celulose, hidrossoluvel,
qgue possui carater nao ibnico, motivos pelos quais € considerada um veiculo de
interesse para ativos dermatoldgicos, sendo resistente a valores de pH acido.
Contudo, valores extremos de pH podem alterar a viscosidade destes géis
(FERREIRA, 2002).

2.12 Estabilizacao de proteinas

Verificou-se, em trabalhos de pesquisa, que as proteinas quando deslocadas de
seus ambientes fisioldgicos podem tornar-se bastante instaveis (ALVES et al., 2017).
Isto acontece devido a interrupgao de interacdes fracas como as interacoes ibnicas,
ligacbes de hidrogénio e interagdes hidrofdbicas, essenciais a manutencdo das
conformag6es arquitetdnicas tridimensionais proteicas (KLIBANOV, 2016; BALCAO e
VILA, 2015). Contudo, se as condicdes do solvente tais como viscosidade,
temperatura, pH, ionicidade e tamponamento forem alteradas, a estrutura da proteina
pode ser modificada de forma significativa (MONIRUZZAMAN et al., 2010). Segundo
Schrdder (2017), o grau de estabilidade da proteina durante o armazenamento pode
variar em alguns dias, meses ou anos, dependendo da natureza proteica ou do
ambiente em que a proteina esteja armazenada.

Algumas técnicas com o intuito de estabilizar as proteinas em diferentes
condigbes fisiolégicas, tais como a modificagdo quimica, imobilizacdo por
confinamento entrépico ou em suportes macroscédpicos insoluveis, modificacdo
genética ou adicao de agentes estabilizadores, foram citadas por Balcao e Vila (2015).
Outra possivel alternativa para promover a estabilizacao de proteinas € a utilizacao
de liquidos i6nicos (HARADA et al., 2018a). As caracteristicas de solubilizagéo e
estabilizacdo de moléculas, mostram que os liquidos ibnicos possuem grande
potencial no preparo de formulacées contendo solucdes de proteinas terapéuticas
sem a perda da sua estrutura funcional (ZHAO, 2016; BALCAO e VILA, 2015).

Segundo Balcao e Vila (2015), o efeito estabilizador das entidades proteicas
deve-se provavelmente ao aumento da viscosidade no ambiente que circunda a
proteina, ocorrendo com isso uma diminuicao da migracao de dominios proteicos da
conformacdo ativa para a inativa. Essa diminuicdo provocada pelo aumento da
viscosidade do solvente faz com que a proteina dissolvida se mantenha estabilizada
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tanto do ponto de vista funcional como estrutural, 0 que pode ser a chave para a
estabilizacao de qualquer entidade proteica incluindo bacteriéfagos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver uma formulacdo em gel contendo geranato de colina como
facilitador de permeacado, para incorporacdo de um coquetel de particulas
bacteriofagicas estritamente liticas, com a finalidade de tratamento de piodermites

animais por permeacao transdérmica.

3.2 Objetivos especificos

e |Isolar e identificar a bactéria S. intermedius, a partir de amostras clinicas
veterinarias;

e Isolar, amplificar e caracterizar biolégica- e fisico-quimicamente bacteriéfagos
liticos para S.intermedius a partir de fontes de agua de esgoto de clinicas e
hospital veterinario, com produg¢édo de um coquetel de particulas fagicas;

e Sintetizar e caracterizar o liquido ibnico geranato de colina;

e Desenvolver e caracterizar fisicoquimicamente uma formulacdo de gel de
hidroxietilcelulose (HEC) integrando geranato de colina e o coquetel dos
bacteri6fagos isolados;

e Avaliar a permeacao transdérmica das particulas de bacteriéfagos a partir do
gel de HEC.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material
4.1.1 Material biolégico

As amostras clinicas utilizadas para o isolamento da bactéria patogénica
hospedeira (Staphylococcus intermedius) foram gentilimente doadas pelo Hospital
Veterinario da Universidade de Sorocaba, Clinica Veterinaria Iguatemi e laboratério
de Diagndstico Safari, localizados em Sorocaba (Sdo Paulo, Brasil). Os materiais
biol6gicos foram coletados de feridas e canal auditivo interno de animais (caes e
cavalos), usando swabs estéreis, e colocados num meio de transporte do tipo Cary
Blair™,

Os bacteriéfagos foram isolados a partir de amostras de agua de esgoto do
Servico Autdnomo de Agua e Esgoto de Sorocaba (SAAE-Sorocaba/SP, Brasil). As
amostras do SAAE foram coletadas em 22 de Fevereiro em 2018. A amostra de agua
de esgoto da estacdo de tratamento das Aguas de Aragoiaba (Aragoiaba da Serra/SP,
Brasil) foi coletada em 26 de Fevereiro de 2018.

A linhagem celular HaCaT (queratinécitos humanos imortalizados) utilizada nos
ensaios de citotoxicidade por difusdo em &gar foi adquirida a Sigma-Aldrich (ref.
SIGMA S200-05N) (St. Louis MO, EUA). As células foram mantidas a 37 °C sob
atmosfera umida com 5% CO2, em meio de crescimento DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) contendo D-glucose (4,5 g/L), L-glutamina (584,0 mg/L), piruvato de
sédio (100 mg/mL) e bicarbonato de soédio (3,7 g/L) (Gibco Life Technologies, Sao
Paulo/SP, Brasil), suplementado com 10% (m/m) de soro fetal bovino e 1% (m/m) de
antibiéticos (penicilina (100 Ul/mL) e sulfato de estreptomicina (100 uL/mL)).

4.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados foram de grau de pureza analitica. O fosfato de sédio
dibasico, o fosfato de sédio monobasico e o cloreto de calcio foram adquiridos a
Dindmica Quimica Contemporanea Ltda (Indaiatuba, Brasil). O sulfato de magnésio
foi adquirido a Labsynth (Diadema, Brasil).

O meio de cultura Triptic Soy Broth (TSB) foi adquirido a Sigma — Aldrich do
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Brasil (Cotia, Brasil) e o agar sélido foi adquirido a Gibco Diagnostics (Wisconsin,
USA). Para as andlises de eletroforese, o tampao de disrup¢ao foi produzido com os
reagentes Trizma-Base (hidroximetilaminometano), B-mercaptoetanol, dodecilsulfato
de sédio, glicerol, azul de bromofenol, tetrametiletilenodiamina e persulfato de amoénio,
todos adquiridos a Bio-RAD (Bio-RAD, Califérnia CA, USA).

Os marcadores moleculares Pre-Stained Precision Plus Protein™ Dual color
foram adquiridos a Bio-RAD (Bio-RAD, Califérnia CA, USA). Os Sensidiscs™ para
antibiograma em forma de discos impregnados com polimixina B (POL300), cefepime
(CPM30), imipenem (IPM10) e meropenem (MPM10), foram foram adquiridos a DME-
Diagnésticos Microbiolégicos Especializados (Aragatuba, Brasil).

4.1.3 Equipamentos analiticos e outros

Para o isolamento e propagacao dos bacteri6fagos, os equipamentos utilizados
foram: cabine de seguranca biologica de classe Il tipo B2 (modelo 4SP-SBIIB2-1266/4,
SP-LABOR, Presidente Prudente/SP, Brasil), autoclave vertical (modelo Autoclave
Digital CS 50L, Prismatec, Manaus/AM, Brasil), estufa de incubacdao microbioldgica
(modelo 502, Fanem, Sao Paulo/SP, Brasil), centrifuga Eppendorf (modelo AG 22331,
Hamburgo, Alemanha).

O sistema de filtragdo esterilizante utilizado (Stericup™-GP, membrana de
poliétersulfato (PES) com tamanho de poro de 0,22 um de didmetro) foi adquirido a
Merck-Milipore (Darmstadt, Alemanha).

Para purificacéo da agua utilizou-se um equipamento Master System All (modelo
MS2000, Gehaka, Sao Paulo/SP, Brasil), com a agua ultrapurificada a apresentar
resistividade de 18,8 MQ.cm™' e condutividade de 0,05 uS.cm™'.

Na sintese do geranato de colina utilizou-se um evaporador rotativo da BUCHI
(Suica), modelo R-215.

Para a preparacgao dos géis foi utilizado um agitador mecanico com aquecimento
(modelo TE 0181, Tecnal, Piracicaba/SP, Brasil).

O equipamento utilizado para as andlises de eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) foi um sistema Mini-Protean®
Tetra Cell 4-gel para eletroforese vertical da Bio-RAD (Califérnia CA, USA),
juntamente com uma fonte de alimentacao PowerPac™ HC (Bio-RAD, Califérnia CA,
USA) e um banho seco digital também da Bio-RAD (Califérnia CA, USA).
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As imagens tomograficas foram captadas por meio de um tomoégrafo de
transmisséo de raios X de 32 geragdo da Bruker micro CT (modelo SkyScan 1174,
Kontich, Bélgica).

Os estudos de permeacao transdérmica foram realizados em células de Franz
de vidro de difusédo vertical (Dry Heat Transdermal System modelo DHC-6T, Logan
Instruments Corporation, Somerset, EUA).

As analises de microscopia eletrdnica de transmissdo dos bacteriéfagos foram
realizadas em microscopio eletrénico de transmissao (MET) da Jeol (modelo JEM-
1400 PLUS, Jeol, Téquio, Japao), equipado com um filamento de hexaboreto de
lantanio (LaBs), operando a 120 kV, e equipado com camera fotografica com sensor
CCD (Charge-Coupled Device) da Gatan Inc. (modelo MultiScan 794, Pleasanton CA,
EUA) com uma resolucédo de 1k x 1k pixels para a aquisicao digital de imagens. Os
resultados (imagens e medicdes) foram analisados utilizando o software Digital
Micrograph da Gatan Inc. (Pleasanton CA, USA). Este equipamento pertence ao
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

As andlises espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotometro UV-Vis
da Agilent (modelo Cary 60 UV-Vis, Santa Clara CA, EUA).

As analises de difragdo de raios-X foram realizadas em difratdmetro de raios-X
(DRX) da Shimadzu (modelo XRD7000, Kioto, Japao) usando radiagcao de raios-X
provenientes de uma lampada de cobre com radiacdo Ka (A = 1,5418 A) filtrada
através de um alvo de cobre.

A viscosidade dos géis HEC foi avaliada em viscosimetro da marca Brookfield
(modelo DV-1 Prime, Middleboro, USA).

A analise do pH foi realizada com peagametro digital de bancada da marca
Analyzer-Intrumentacao Eletrénica (modelo pH 300, Sao Paulo, Brasil).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacao de meios de cultura

Para a preparagcao dos meios de cultura seguiu-se a orientacao dos fabricantes
e 0s procedimentos e determinacées em microbiologia clinica da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2013).
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Todos os meios de cultura e solugdes destinados a microbiologia e materiais
como Eppendorfs®, tubos de ensaio, tubos Falcon™, pingas, ponteiras de
micropipetas, fitas de papel, entre outros, foram esterilizados em autoclave durante
30 minutos a 121 °C sob 1 atm de pressao.

Meio Molten Top-Agar

Adicionou-se 15 g de TSB desidratado e 3 g de agar em um frasco Schott de 500
mL de volume. Completou-se com agua ultrapura para volume final de 500 mL. O meio
foi autoclavado e, posteriormente, armazenado em estufa a 47 °C para manté-lo no

estado liquido.

Meio sélido TSA (Tryptic Soy Agar)
Pesou-se 24 g de TSB e 9,6 g de agar e adicionou-se em 800 mL de agua
ultrapura. Apds esterilizacdo, o meio de cultura foi vertido em placas de Petri

descartaveis de 9 cm de didmetro. As placas foram armazenadas a 4 °C até utilizacao.

Caldo TSB (Tryptic Soy Broth)
Preparou-se o caldo dissolvendo-se 24 g de meio TSB em 800 mL de agua

ultrapura. O caldo foi esterilizado e armazenado a 4 °C até utilizagao.

Caldo TSB 2x (Tryptic Soy Broth)
Adicionou-se 48 g de TSB em 800 mL de agua ultrapura num frasco Schott e
esterilizou-se em autoclave. Apds resfriamento, o caldo foi acondicionado em frasco

Schott estéril e mantido a 4 °C.

Tampao fagico

Pesou-se 6,06 g de Trizma-Base em um gobelé de 100 mL e adicionou-se 50
mL de agua ultrapura. Ajustou-se o pH desta solucdo com auxilio de peagametro
digital para 7,5 por adicao de HCI 1 mol dm3. Posteriormente, adicionou-se em um
baldo volumétrico de 1000 mL de volume: 5,8 g de NaCl, 2 g de MgS04.7H20 e 50 mL
de solucao preparada de Trizma-Base a pH 7,5. Completou-se com agua ultrapura
para volume final de 1000 mL. O tampéao foi armazenado a 4 °C apds esterilizagdo em

autoclave.
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Tampao PBS (Phosphate Buffer Saline)

Preparou-se uma solugao concentrada [10x] em sais: foram pesados 8,2 g de
NaCl, juntamente com 1,05 g de fosfato de sédio e 0,355 g de fosfato de sdédio
monobasico em um baldo volumétrico de 100 mL, e completou-se o volume com agua
ultrapura. Para preparacao do tampao PBS, 100 mL da solugcédo concentrada [10x]
foram adicionados em um baldo volumétrico de 1000 mL e o volume completado com

agua ultrapura.

Solucao salina a 0,9%

A solucéo salina a 0,9%, também conhecida como soro fisiologico, foi preparada
pesando-se 3,6 g de NaCl e dissolvendo-se em 400 mL de agua ultrapura. A solucao
resultante foi vertida em frasco Schott e esterilizada em autoclave. Esta solugao foi
armazenada a 4 °C até utilizagao.

4.2.2 Isolamento e caracterizacao da cepa bacteriana patogénica responsavel
por piodermites em animais

Os animais escolhidos para a coleta de amostras foram aqueles que
apresentaram feridas com recidivas. O material bioldgico foi coletado de feridas e
canal auditivo interno de animais (caes e cavalos), utilizando-se swabs estéreis e
introduzindo-os em meio de transporte do tipo Cary Blair™. Os swabs foram estriados
em placas de Petri contendo meio sélido TSA para crescimento e isolamento de
colénias, as quais foram incubadas overnight a 37 °C. Depois da incubacdo, uma
colénia (UFC) isolada foi retirada usando-se uma alga estéril e adicionada em meio
liquido TSB em Erlenmeyer. Esta suspenséo foi incubada overnight a 37 °C. Apos a
incubacgao, foram realizados testes de coloracao de Gram, catalase, coagulase,
fermentacdo do manitol, maltase e hemdlise, objetivando a identificacao da bactéria
patogénica Staphylococcus intermedius que iria posteriormente servir como cepa
hospedeira para o isolamento de bacteriéfagos. As metodologias para a identificagao
da bactéria foram baseadas no Guia de Microbiologia da Anvisa (BRASIL, 2013).
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4.2.3 Coloracao de Gram

Colocou-se uma gota de agua ultrapura em uma lamina de vidro e, com uma
alga de platina flambada na chama do bico de Bunsen retirou-se uma amostra da
suspensao bacteriana. Esta amostra foi colocada na gota de agua sobre a lamina de
vidro, espalhada com a al¢a e fixada proxima a chama do bico de Bunsen. Adicionou-
se cerca de 1 mL de uma solucéo de cristal violeta 0,005% (m/m) sobre o esfregaco
na lamina e esperou-se cerca de 1 min. Retirou-se o excesso de corante com papel
de filtro e a lamina foi lavada com agua ultrapura. Na sequéncia, adicionou-se cerca
de 1 mL de solucéo de lugol e aguardou-se 1 min. Escorrido o excesso de lugol, a
lamina foi descorada com solugdo de alcool-acetona (1:1, v/v) e lavada com agua
ultrapura. A lamina foi entdo corada com solucéo de safranina a 0,1% (m/m) por 30
segundos e lavada com agua ultrapura. Depois, a lamina foi seca cuidadosamente
sem esfregar e levada ao microscépio para observacdo com objetiva de imersao em

6leo (ampliacao total de x10x100 = x1000).
4.2.4 Teste da catalase

Retirou-se uma unidade formadora de col6nia (UFC) de cada amostra plaqueada
em meio TSA e colocou-se em contato com uma lamina contendo perdxido de
hidrogénio a 3% (v/v). O desprendimento de bolhas de CO2zconfirma a reac¢ao positiva.
4.2.5 Teste da coagulase

Uma alga contendo a suspensao da amostra da bactéria foi inserida em tubo de
ensaio contendo 0,5 mL de plasma de coelho reconstituido. Verificou-se a formacéao
de coagulo apéds incubacgéo por 4 h.
4.2.6 Fermentacao do manitol

Numa placa de Petri contendo o meio de cultura manitol, estriou-se uma alga

com a amostra bacteriana. Apos incubacao da placa overnight a 37 °C, verificou-se a

fermentacao do manitol através do desenvolvimento de coloragdo amarela no meio.
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4.2.7 Fermentacao da maltase

Da placa de Petri contendo colénias em meio solido TSA, uma UFC foi removida
com a ajuda de uma alga estéril descartavel e colocada em meio liquido contendo
maltose. O meio liquido inoculado foi incubado a overnight a 37 °C. A verificagdo da
fermentacao foi confirmada pela mudanca de coloracdo do meio.

4.2.8 Hemolise

Utilizou-se o meio de cultura Agar-Sangue para as amostras bacterianas serem
estriadas. Incubou-se overnight a 37 °C e verificou-se a formacado de hemodlise ao
redor das colbnias isoladas.

4.2.9 Preparacao da suspensao bacteriana de Staphylococcus intermedius

A bactéria isolada e caracterizada conforme descrito anteriormente, foi
plagueada em superficie de meio so6lido TSA em placas de Petri que foram entéo
incubadas durante 24 h a 37 °C. Para preparagao da suspensao bacteriana, uma UFC
isolada da placa anterior foi inoculada num tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo
estéril TSB que foi entdo incubado a 37 °C durante 24 h.

4.2.10 Curva de crescimento da bactéria Staphylococcus intermedius isolada

Da suspensao bacteriana preparada e incubada por 24 h, foram retirados 50 pL
e inoculados em Erlenmeyer contendo 125 mL de caldo TSB, o qual foi suavemente
homogeneizado por agitacdo orbital. Uma aliquota foi retirada no tempo 0 e a
densidade Optica lida em espectrofotometro ao comprimento de onda de 610 nm. O
Erlenmeyer contendo a suspensdo bacteriana foi mantido armazenado a 37 °C
sempre apos a retirada de uma aliquota para leitura. Os resultados de densidade ética
(OD) foram convertidos em concentracao de biomassa (UFC/mL), utilizando a relagao

empirica ODes1onm = 1.0 — [biomassa] = 1x108 UFC/mL.
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4.2.11 Enriquecimento de bacteriéfagos em cultura da cepa isolada de
Staphylococcus intermedius

Retiraram-se 50 mL de amostra de agua residual e colocou-se em Erlenmeyer
de 250 mL de volume, adicionaram-se 50 pL de suspensdo bacteriana de
Staphylococcus intermedius (OD = 1,0) apds crescimento overnight e 50 mL do caldo
TSB 2x. O Erlenmeyer foi incubado a 37 °C durante 24 h. Este processo foi realizado
para cada amostra de agua residual. Na sequéncia, as amostras foram centrifugadas
(90009, 4 °C, 10 min), os sobrenadantes cuidadosamente coletados, microfiltrados
(por filtros com tamanho de poro de 0,22 ym) e armazenados em tubos Falcon

estéreis.

4.2.12 Preparacao do tapete bacteriano de Staphylococcus intermedius, pela

técnica de pour plate

100 pL de suspenséo bacteriana (OD = 1,0) foram adicionados a 5 mL de Molten
Top-Agar, mantido a 47 °C em tubo de ensaio de 15 mL de capacidade. A suspensao
resultante foi suavemente homogeneizada por agitacdo orbital e imediatamente
vertida em placas de Petri contendo TSA sélido, as quais foram incubadas a 37 °C
overnight.

4.2.13 Verificacao da presenca de bacteriéfagos por spot-test das amostras
enriquecidas

Uma gota de 10 pL do filtrado da amostra obtido na secao 4.2.11, oriundo do
processo de enriquecimento de bacteriéfagos, foi colocada sobre o tapete bacteriano
de Staphylococcus intermedius em placa de Petri. As placas foram entdo incubadas
overnight a 37 °C. Depois do periodo de incubacéo, as placas foram observadas

quanto a presenca de zonas claras de lise, indicativas da presenca de bacteridéfagos.

4.2.14 Isolamento de placas bacteriofagicas

A metodologia seguida para o isolamento, amplificacdo e caracterizacéao
bioldgica dos bacteriéfagos foi descrita por Carvalho (2017).
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Tiras de papel de filtro estéreis, com cerca de 1 cm x 8 cm de dimenséo, foram
mergulhadas na suspensao de bacteriéfagos (obtida na etapa de enriquecimento). As
tiras de papel foram entédo estriadas uma Unica vez em placa de Petri contendo tapete
bacteriano de Staphylococcus intermedius. As placas foram incubadas overnight a 37
°C. Depois da incubagdo, a morfologia das placas de lise foi analizada verificando-se
diferencas de tamanho, presenca de halos secundarios, turbidez, etc. Placas fagicas
diferentes foram picadas com palitos estéreis, os quais foram espetados varias vezes
de forma linear em placas de Petri com agar contendo tapete bacteriano de
Staphylococcus intermedius. Os bacteri6fagos com placas de morfologia diferentes
foram incubados a temperatura 37 °C. A suspensao com bacteriéfagos foi mantida

armazenada a 4 °C.

4.2.15 Amplificacao dos bacteriofagos isolados com distintas morfologias de

placas fagicas

Usando um palito estéril, uma placa bacteriofagica foi picada. O palito foi
espetado em linhas em 12 placas de Petri contendo o tapete bacteriano de
Staphylococcus intermedius. Sem trocar a tira de papel de filtro esterilizada, esta foi
passada através das picadas feitas em linha, garantindo a maxima cobertura de
bacteriéfagos na superficie das placas de Petri. As placas foram entdo incubadas a
37 °C overnight. Apés este periodo de tempo, adicionou-se 5 mL de tampao fagico
(40,19 mM KzHPO4, 22,05 mM KH2PO4, 85,55 mM NaCl, 1,00 mM MgSO4 e 1,00 mM
CaCl2 em 1000 mL de agua pura) a cada placa de Petri, e as placas foram isoladas
com Parafilm™ e incubadas a 4 °C durante 18h com agitacao orbital (50-90 rpm).
Depois desse periodo, os fagos foram eluidos no tampao fagico e coletados em tubos
Falcon, enquanto as placas de agar foram descartadas. Ao tampao fagico contendo
os fagos eluidos, foi adicionado 10% (v/v) de cloroférmio e a solucdo resultante
centrifugada (9000 g, 4 °C, 10 min) para remover as bactérias e debris de parede
celular. O sobrenadante foi cuidadosamente removido e filtrado em membrana
esterilizante (0,22 pm de tamamho de poro) em sistema de filtragdo Stericup™, tendo
sido posteriormente armazenado a 4 °C. Esta suspenséo foi considerada a suspensao

estoque concentrada de bacteriéfagos.
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4.2.16 Determinacao do titulo bacteriofagico pela técnica de plaqueamento em

agar de dupla camada

A determinacdo da quantidade de particulas bacteriofagicas presentes na
suspensao estoque concentrada (titulo fagico) € necessaria para todas as etapas
subsequentes envolvendo bacteriéfagos. O titulo fagico foi determinado pela técnica
de plaqueamento em agar de dupla camada. Diluigcoes seriadas (1x10" - 1x108) da
suspensao estoque de bacteriéfagos foram preparadas por adicdo de 100 uL da
suspensao estoque em 900 pL de tampéao fagico SM. Seguiram-se diluicdes decimais
até 1,0 x108. 100 pL de cada diluicdo da suspensdo de bacteri6fagos foram
adicionados a 100 pL de suspensao bacteriana de Staphylococcus intermedius e 4
mL de molten top agar (mantido a 47 °C). A suspenséao resultante foi suavemente
homogeneizada, imediatamente vertida na placa de TSA, espalhada gentilmente
girando a placa de Petri em movimentos orbitais, deixada secar por cerca de 10 min
dentro da cabine de seguranca biolégica, e a placa de Petri incubada overnight a 37
°C. Depois do periodo de incubacéo, as placas bacteriofagicas formadas foram
contadas, considerando somente as placas de Petri com 20-200 UFP (unidades
formadoras de placas). O titulo bacteriofagico da suspenséo estoque concentrada de

bacteri6fagos foi calculado através da Equacao (1),

Titulo fagico (%) = UFPx

1 1
— X
Diluigio Vinscuio (ML)

(1)

onde UFP representa o numero de unidades formadoras de placas e V € o volume de

indculo (mL).

4.2.17 Nomenclatura dos bacteriéfagos isolados

A nomenclatura para os bacteriéfagos isolados seguiu as regras determinadas
pelo laboratério PhagelLab:

e PhL representa “Phagelab”;
e SS-ISL representa “Staphylococcus intermedius de isolados clinicos”;

e ph representa “fago”;
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e 00ij representa a combinacado tamanho de placa fagica x fonte ambiental de
isolamento, onde i=1 € o maior tamanho da placa fagica, i=2 € o tamanho médio
da placa fagica, i=3 é o tamanho intermediario da placa fagica e i=4 é o menor
tamanho da placa fagica; j=4 representa a fonte agua de esgoto do SAAE-
Sorocaba, e j=5 representa a fonte agua de tratamento de esgoto das Aguas
de Aracoiaba.

4.2.18 Caracterizacao bioldgica dos bacteriéfagos isolados
4.2.18.1 Determinacao da gama de hospedeiros

Utilizaram-se varias bactérias de colecdo para determinacdo da gama de
hospedeiros dos bacteriéfagos isolados, pela técnica de spot test. Foi preparado um
tapete bacteriano de cada bactéria pela técnica de plagueamento em agar de dupla
camada. Para esse efeito, 100 pL de cada suspensao bacteriana individual em fase
de crescimento exponencial (ODsoo nm = 0,5) foram adicionados a 5 mL de Molten top
agar (mantido a 47 °C), a suspensao resultante vertida em placa de Petri com TSA
sélido, e as placas deixadas secar. Em seguida, uma gota de 10 pL de cada diluicao
decimal dos fagos isolados foi colocada num tapete bacteriano de uma dada bactéria
de colecao e as placas incubadas overnight a 37 °C. Apdés o periodo de
incubacgao,observou-se o spot test de cada bacteriéfago quanto a presenca de
eventuais zonas claras de lise bacteriana. Além da bactéria isolada e caracterizada
neste trabalho de pesquisa, Staphylococcus intermedius, as bactérias de colecéao
utilizadas na determinacdo da gama de hospedeiros foram: Escherichia coli CCCD-
EO003, Salmonella enterica CCCD-S004, Pseudomonas aeruginosa CCCD-P004,
Proteus mirabilis CCCD-P001, Enterococcus faecalis CCCD-E002, Bacillus subtilis
CCCD-B010, Staphylococcus epidermidis CCCD-S010, Staphylococcus aureus
CCCD-S009, Staphylococcus aureus CCCD-S009, Klebsiella pneumoniae CCCD-
K001, e Acinetobacter baumannii ATCC 19606.

4.2.18.2 Determinacao da eficiéncia de plaqueamento (EOP)

A determinacédo da eficiéncia de plaqueamento foi realizada com a suspensao

de bacteri6fagos diluida capaz de produzir unidades formadoras de placas (UFP)
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identificadas pelo ensaio spot test. 100 pL da suspensao da bactéria Staphylococcus
intermedius em fase exponencial (ODsoo nm = 0,5) foram adicionados a 100 pyL de cada
diluicdo fagica seriada (1x107" - 1x107'°, pipetando-se 100 pL de suspenséo
bacteriofagica e adicionando-se 900 pL de tampéao fagico em tubos Eppendorf®) e a 5
mL de meio de cultura Molten top agar e a suspensao suavemente homogeneizada e
imediatamente vertida em placa de Petri contendo meio TSA sélido. As placas foram
incubadas overnight a 37 °C. O mesmo procedimento foi realizado com as bactérias
de colecao descritas acima para as quais o0 spot test deu resultado positivo.

Apbés o periodo de incubagdo, procedeu-se a contagem das unidades
formadoras de placas (UFP) em todas as placas de Petri e calculou-se a eficiéncia de
plagueamento (EOP) através da Equacao (2).

média das UFP/mL na bactéria alvo

EOP (%) = x 100 2)

média das UFP/mL na bactéria hospedeira

O valor da EOP obtido na cepa hospedeira foi considerado como EOP = 100%.

4.2.18.3 Curva de um so ciclo de crescimento sincrono (OSGC)

Para preparar a curva de um s0 ciclo de crescimento sincrono (OSGC), foi feito
o crescimento da bactéria em frasco Erlenmeyer de 100 mL contendo 25 mL de meio
TSB, até a fase exponencial (ODeoonm = 1,0 correspondendo a ~1,0x108 UFC/mL). Um
volume de 10 mL de suspenséao bacteriana foi centrifugado a 70009 (5 min, 4 °C), o
sobrenadante descartado e o pellet foi ressuspendido em 5 mL de meio TSB. A esta
suspensao, foram adicionados 5 mL de suspenséao bacteriofagica com titulo fagico de
8,0x10° UFP/mL para produzir uma multiplicidade de infecgdo (MOI) < 0,001 (MOI =
namero de particulas bacteriofagicas / numero de células bacterianas viaveis na
amostra). A suspensao resultante foi incubada com agitacdo durante 5 min para
permitir que as particulas bacteriofagicas adsorvessem as células hospedeiras. A
suspensao de 10 mL preparada (5 mL de suspenséao fagica mais 5 mL da suspenséao
bacteriana preparada por ressuspensao do pellet em 5 mL de TSB) foi centrifugada a
7000 g (5 min, 4 °C) e o sobrenadante foi descartado. O pellet resultante foi
ressuspendido em 10 mL de meio TSB, e incubado a 37 °C. Retirou-se uma amostra

de 100 pL ao tempo 0 e realizaram-se 10 diluicbes seriadas, as quais foram
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plagueadas para determinacdo da concentracdo de particulas fagicas. Depois do
periodo de incubacao, as placas de lise formadas em cada diluicao foram contadas,
considerando somente as diluicbes que produziram de 20 a 200 placas fagicas. A
cada 5 min de intervalo (durante um periodo de tempo de 90 min), amostras de 100
UL da suspenséao foram retiradas, diluidas e plaqueadas como descrito.

Os resultados obtidos foram entdo analisados para determinar o periodo de
eclipse, o periodo latente, o periodo de acumulagéo intracelular e o tamanho de
explosao (burst size) de cada fago na sua bactéria hospedeira. Os dados da curva de
um sé ciclo de crescimento sincrono (OSGC) produzida foram melhor descritos por
ajuste nao-linear dos dados a uma curva sigmoidal tipica (ou modelo de regressao

logistica de 4-parametros, 4-PL) (Equacéao (3),

Log (PFU/mL média) = m, + —"2_ (3)

t \M4
1+ (—)
m3

onde m; é a resposta at =0, m2é aresposta at =, mzé o ponto de inflexdo da
curva, m4 € o declive de Hill da curva (declive que define a inclinacao da curva), e té
o tempo (min). O ajuste nao-linear dos dados de crescimento do bacteriéfago ao
modelo na Equacéao (3) foi realizado utilizando o software KaleidaGraph v. 4.5.2 para
MacOS X (Synergy Software, Reading PA, EUA).

4.2.18.4 Curva de adsorcao

1 mL de suspensdo bacteriana (em fase de crescimento exponencial) foi
infectada com suspensdo de bacteriéfagos para produzir uma MOI de 0,001. Esta
suspenséo foi incubada a 37 °C. Um valor baixo de MOI garante pelo menos um
receptor na célula hospedeira para cada particula bacteriofagica. A intervalos
regulares de tempo de 1 min, com inicio 30 segundos apéds a infec¢cdo, amostras de
100 pL da suspensao foram adicionadas com 850 pL de meio TSB suplementado com
50 uL de cloroférmio e suavemente homogeneizadas por agitagédo orbital. A utilizagao
de cloroférmio visa destruir as células bacterianas hospedeiras viaveis nas aliquotas.
O sobrenadante de cada amostra foi entdo titulado para estimar a quantidade de
particulas fagicas nao-adsorvidas, ou reversivelmente adsorvidas, nos diferentes

intervalos de tempo. A taxa de adsorcao do bacteriéfago ao hospedeiro foi estimada
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por ajuste ndo-linear do modelo na Equacéao (4) (SANTOS et al., 2014; SHAO; WANG,
2008) ao conjunto de dados experimentais.

in () = =8 (55) e+ = 1) @

Py u(t)

onde P:e Ppsao as concentragdes de bacteriéfago nos tempos te 0, respectivamente,
o representa a taxa de adsorcao a ser estimada, Xp representa a concentracdo de
células bacterianas susceptiveis (ndo-infectadas) no tempo 0, u(t) representa a taxa
de multiplicagdo da bactéria e t representa o tempo de infeccdo. O ajuste nao-linear
dos dados de adsorcdo do bacteriéfago ao modelo na Equacgédo (4) foi realizado
utilizando o software KaleidaGraph v. 4.5.2 para MacOS X (Synergy Software,
Reading PA, EUA).

4.2.18.5 Ensaios de terapia fagica in vitro (curvas de morte)

A inactivacao bacteriana pelos fagos isolados foi determinada em ensaios in vitro
para Staphylococcus intermedius, a valores de MOI de 1. Culturas em fase
exponencial de Staphylococcus intermedius foram ajustadas a uma OD = 1,0 a 600
nm (correspondendo a uma densidade celular de 1x10% UFC/mL). Por forma a obter
uma MOI de 1, uma cultura exponencial da bactéria (concentragéo final de 1x10°
UFC/mL) e suspensdo de fago (concentracdo final de 1x10° UFP/mL) foram
inoculadas em tubos de vidro esterilizados contendo 10 mL de meio TSB e incubados
a 37 °C sem agitacao (BP). Para cada ensaio, duas amostras controle foram também
preparadas: um controle de bactéria (BC) e um controle de fago (PC). Os controles de
bactéria foram inoculados com Staphylococcus intermedius mas nao com fago e os
controles de fago foram inoculados com fago mas nado com células bacterianas.
Controles (BC, PC) e amostras de teste (BP) foram incubados exatamente nas
mesmas condi¢des. Aliquotas de 50 uL das amostras de teste (BP, bactéria e fago) e
dos controles de bacteria (BC) e fago (PC) foram retiradas aos tempos 0
(imediatamente ap6s o inicio do ensaio) e apés 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 h de incubacao.
O volume coletado de cada tubo de ensaio (controles e amostras de teste) foi diluido
em 450 pL de tampao PBS em tubos Eppendorf®, até oito diluicbes decimais

consecutivas. Em todos os ensaios, o titulo fagico foi determinado em triplicata pelo
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método de plaqueamento de gota de 10 uL em agar de dupla camada contendo tapete
bacteriano de Staphylococcus intermedius (cultura em fase exponencial, ODesoonm =
0,5) apds um periodo de incubacao de 18 h a 37 °C. A concentracao de bactéria foi
determinada em triplicata em meio solido TSA pelo método de plagueamento por gota
(10 pL) apds um periodo de incubacao de 18 h a 37 °C. Realizaram-se trés ensaios

independentes para cada condigao.

4.2.18.6 Avaliacao da suscetibilidade da cepa isolada de Staphylococcus
intermedius frente a antibidticos e ao coquetel de bacteriéfagos isolados e

purificados

100 pL de suspenséo bacteriana (ODsoonm = 1,0) foram adicionados a 4 mL de
Molten top agar (mantido a 47 °C) em tubo de ensaio esterilizado de 15 mL de
capacidade. O contetudo desse tubo foi suavemente homogeneizado por agitacédo
orbital, imediatamente vertido em placa de Petri contendo meio sélido TSA, e a placa
foi deixada a secar dentro da cabine de seguranca biologica. Posteriormente, discos
Sensidisc™ dos antibidticos polimixina B, cefepime, imipenem e meropenem foram
colocados sobre o meio em diferentes regides da placa de Petri. Para avaliar o
espectro litico do coquetel de bacteriéfagos, adicionou-se uma gota de 10 pL do

coquetel dos bacteriéfagos em uma outra regido da placa de Petri.

4.2.19 Caracterizacao fisico-quimica dos bacteriéfagos isolados

4.2.19.1 Analise espectrofotométrica por varredura espectral UV-Vis

Para determinar o comprimento de onda que produz a maxima absorvancia das
particulas fagicas, realizaram-se varreduras UV-Vis de diluicbes das suspensodes
concentradas de fagos (100 pL de suspensao concentrada diluida a 2000 puL com
tampao fagico SM) entre os comprimentos de onda de 600 nm e 190 nm.

Para a determinacdo do coeficiente de extincdo molar das particulas
bacteriofagicas isoladas, os ensaios espectrofotométricos desenvolvidos foram
baseados no procedimento descrito por Rios et al. (2018). Partindo dos titulos fagicos
calculados a partir de procedimentos microbioldgicos, como descrito anteriormente,
foram realizadas seis diluicbes em tampao fagico SM (até um volume total de 2000
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uL) usando diferentes volumes de suspensédo concentrada de bacteriéfago, e a
absorvancia das diluicdes resultants foi determinada a 255 nm (para ambos os
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045)

(comprimento de onda que produziu a maxima absorcdo das suspensdes

bacteri6fagos

concentradas de fago) e 320 nm (comprimento de onda onde existe pouca absor¢céao
de luz pelos cromoforos dos bacteriéfagos) (Tabela 1).

Tabela 1. Dados utilizados para preparar as curvas de calibragdo com o objetivo de determinar
os coeficientes de extingdo molar das particulas fagicas (inteiras) PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045.

B Numero de ~
Suspensao | Volume Concentracao
o . . UFP's na i
g
fagica final da | Bacterio- . de particulas | Abszss Abssz2o | Abs2ssnm-
L suspensao .
concentrada | diluicao fago t4ali fagicas nm nm Abs320nm
agica
(uL) (uL) X (UFP/mL)
concentrada
10 2000 ph0044 1.3692x10% 6.84580x10% | 0.0962 0.0336 0.0626
ph0045 1.4463x100° 7.23150x10% | 0.3198 0.0821 0.2377
o5 2000 ph0044 3.4229x10% 1.71145x10% | 0.2942 0.0968 0.1974
ph0045 3.6158x10% 1.80788x10% | 0.2555 0.0655 0.1900
50 2000 ph0044 6.8458x10% 3.42290x10% | 0.5656 0.1906 0.3750
ph0045 7.2315x10% 3.61575x10% | 0.5112 0.1325 0.3787
100 2000 ph0044 1.3692x100° 6.84580x10% | 0.9366 0.3105 0.6261
ph0045 1.4463x100% 7.23150x10% | 1.1132 0.2842 0.8290
150 2000 ph0044 2.0537x10% 1.02687x10% | 1.6492 0.5512 1.0980
ph0045 2.1695x1006 1.08473x10% | 1.5163 0.3842 1.1321
200 2000 ph0044 2.7383x10% 1.36916x10% | 2.0678 0.6954 1.3724
ph0045 2.8926x100% 1.44630x10% | 2.0015 0.5150 1.4865

Fonte: elaboragao propria.

Realizando ajustes lineares aos dados exibidos na Tabela 01, obtiveram-se as
equacoes Abs2ssnm - Absazonm = 1.0149x109° x [Particulas fagicas, UFP/mL] para o
fago PhL_UNISO_SS-ISL _ph0044 e Abs2ssnm - Absa2onm = 1.0520x10%6 x [Particulas
fagicas, UFP/mL] para o fago PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 e, por aplicagdo da
equacao de Beer-Lambert aos dados, obtiveram-se os coeficientes de extingdo molar

das particulas bacteriofagicas isoladas (inteiras): €pnL_uniso_ss-IsL_phoo44 = 1.0149x10°0°

(UFP/mL)"scm™" e €pnL_uNiso_ss-IsL_phooss = 1.0520x10°% (UFP/mL)"scm".
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4.2.19.2 Analise eletroforética das proteinas estruturais das particulas
bacteriofagicas isoladas em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio
(SDS-PAGE)

A distribuicdo de pesos moleculares das proteinas estruturais dos bacteriéfagos
PhL_UNISO_SS-ISL ph0044 e PhL_UNISO_SS-ISL ph0045 foi investigada por
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE),
utilizando um sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell 4-gel para eletroforese vertical da
Bio-RAD (California CA, EUA) acoplado a uma unidade de fornecimento de energia
PowerPac™ HC (Bio-RAD, California CA, EUA) e a um banho digital seco também da
Bio-RAD. Para determinar o perfil proteico das particulas fagicas e a sua distribuicao
de pesos moleculares, 500 pyL da suspensao estoque de cada bacteriéfago
(purificados)  PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 (contendo 4.45x108 virions) e
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 (contendo 8.10x10'° virions) foram adicionados a um
volume (500 pL) de tampéao de disrupcao (1.51% (m/v) Tris-Base, 0.5% (v/v) B-
mercaptoetanol, 4% (m/v) dodecilsulfato de sédio (SDS), 10% (v/v) glicerol, e 0.012%
(m/v) azul de bromofenol) em tubos Eppendorf® (com a tampa previamente perfurada
com uma agulha aquecida) e aquecidos a 100 °C durante 10 min. Entéo, realizou-se
a analise eletroforética SDS-PAGE dos sobrenadantes das amostras (20 pL) e dos
marcadores de peso molecular (5 uL de padrées Pre-stained Precision Plus Protein™
Dual Color Standards da Bio-RAD, com os padrdes de proteina a variarem entre 10
kDa e 250 kDa), aplicando-se aos géis (gel de concentracdo, 5% acrilamida-
bisacrilamida / gel de separacédo, 12% acrilamida-bisacrilamida) uma voltagem de 200
V, 20 mA por gel, 20 W, durante 60 min, apdés o que 0s géis (em duplicata) foram
corados com Coomassie Brilliant Blue G-250 (permitindo assim a deteccao de cerca
de 70 ug de proteina). Apds coloracao, os géis foram fotografados em alta resolucéo

para analise.

4.2.19.3 Analise das particulas bacteriofagicas isoladas por difracao de raios-
X (DRX)

Difractogramas de raios-X de amostras das suspensdes concentradas de
bacteriéfagos foram obtidos num Difractometro de raios-X (DRX) da marca Shimadzu
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(modelo XRD7000, Kyoto, Japao), usando radiacao de raios-X filtrada através de um
alvo de Cobre. A varredura de raios-X foi realizada a angulos de difraccao de 2-Theta
(de 52 a 909, com incrementos de 0,02 graus e taxa de 2°.min'), com uma voltagem
de 40 kV, intensidade de corrente eléctrica de 30 mA, e poténcia de raios-X de 3 kW.

4.2.19.4 Microscopia eletronica de transmissao (MET) das particulas
bacteriofagicas isoladas

A preparagao das grades de carbono para as analises de MET foi realizada
utilizando amostras ndo-diluidas das suspensdes concentradas de bacteriéfagos,
visando uma melhor observagao das estruturas. Para a coloracdo negativa (Negative
Staining, NS), as amostras foram preparadas em grades de cobre de 3 mm de
diametro (Ultrathin Formvar/Carbon on a 300 mesh copper grid, Electron Microscopy
Sciences, Hatfield PA, EUA). Sobre a superficie das grades de cobre (hidrofdbicas por
natureza) foram aplicadas as amostras (3 pL), seguindo-se a coloragdo das amostras
por aplicacdo de 3 pL de uma solucdo aquosa de fosfotungstato de potassio a 2%
(m/m) e pH 7.0 nas grades de cobre contendo as amostras e deixando secar ao ar.
Apbs 30 s, 0 excesso de solugao de fosfotungstato de potassio foi removido usando
papel de filtro convencional. As analises de microscopia eletrénica foram realizadas
num microscépio eletrénico de transmissao (MET) da marca Carl Zeiss Microscopy
GmbH (modelo LEO 906, Jena, Alemanha), equipado com um filamento de tungsténio,
operando a 60 kV; o microscopio estava também equipado com uma camera digital
MORADA CCD da marca Soft Imaging System (Houston TX, EUA) com uma resolugéao
de 11 MegaPixels e uma gama dindmica de 14 bits (tamanho de pixel de 9 um) para

aquisicao digital de imagens.

4.2.20 Sintese e caracterizacao do liquido iénico geranato de colina (1:1, LI; 1:2,
DES)

A sintese do liquido ibnico geranato de colina (GC 1:1, LI) e seu solvente eutético
profundo (GC 1:2, DES) foi realizada através de reagdes de neutralizagdo acido-base
descritas por Zakrewsky et al. (2014).

Sintese de geranato de colina (1:1, LI): utilizou-se uma proporcdo de
bicarbonato de colina (cation) para acido geranico (doador na ligagédo de hidrogénio)
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de 1:1 para sintetizar um liquido iénico (LI) constituido apenas por pares de cétions e
anions. O LI foi preparado por neutralizacao com bicarbonato de colina. Em um baldo
de fundo redondo de 250 mL foram adicionados 20 mL de bicarbonato de colina a
80% (equivalente a 18,72 g ou 0,1113 mol de bicarbonato de colina puro). Na mesma
proporcado molar, ca. 23,12 mL de acido geranico a 85% foram adicionados, com um
excesso de 1,88 mL (para garantir a maxima extensao da reacao), resultando em um
volume total de 25 mL de acido geranico a 85% (equivalente a 20,61 g ou 0,1220 mol
de acido geranico puro). 20 mL de metanol foram entdo adicionados a mistura a fim
de reduzir a viscosidade e melhorar a agitagdo (magnética) a temperatura ambiente,
em um sistema aberto, durante a noite, até cessar a produgcédo de CO2. O solvente foi
removido subsequentemente usando um evaporador rotativo a 60 °C, durante 20
minutos. O LI resultante foi transferido para um tubo Falcon de 50 mL, o headspace
preenchido com nitrogénio, e o tubo imediatamente tapado e selado com Parafilm™,

Sintese de geranato de colina (1:2, DES): utilizou-se uma propor¢ao de
bicarbonato de colina para acido geranico de 1:2 para sintetizar um solvente eutético
profundo (DES) constituido apenas por pares de cations e anions. A um baldo de
fundo redondo de 250 mL foram adicionados 20 mL de bicarbonato de colina a 80%
(equivalente a 18,72 g ou 0,1113 mol de bicarbonato de colina puro). Na sequéncia,
46,24 mL de acido geranico a 85% foram adicionados, com um excesso de 1,76 mL
(para garantir uma extensdo maxima da reacgao), resultando em um volume total de
48 mL de acido geranico a 85% (equivalente a 39,58 g ou 0,2350 mol de &cido
geranico puro). 20 mL de metanol foram entdo adicionados a mistura de modo a
reduzir a viscosidade e melhorar a agitacao (magnética) a temperatura ambiente, em
sistema aberto, durante a noite, até cessar a producao de CO2. O solvente foi
subsequentemente removido usando um evaporador rotativo, a 60° C, durante 20
minutos. O DES resultante foi transferido para um tubo Falcon com volume de 50 mL,
o headspace preenchido com nitrogénio, e o tubo imediatamente tapado e

devidamente selado com Parafilm™.

4.2.21 Formulacao e caracterizacao do gel de hidroxietilcelulose (HEC)
integrando o coquetel de particulas bacteriofagicas e geranato de colina
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4.2.21.1 Formulacéao de gel de hidroxietilcelulose (HEC)

A preparacao do gel base de hidroxietilcelulose (HEC) foi realizada seguindo
indicacoes do Formulario Nacional (Brasil, 2005). O gel HEC foi assim preparado
incorporando tanto o coquetel de particulas bacteriofagicas como o geranato de
colina. A constituicao da formulacao de gel HEC encontra-se descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Composicao da formulagcao em gel de hidroxietilcelulose.

Gel de hidroxietilcelulose contendo coquetel de bacteriofagos e geranato de colina

Coquetel de bacteriéfagos 44,00% (m/m)
LI (1:1) ou DES (1:2) 4,00% (m/m)
HEC 2,00% (m/m)
Benzoato de sddio 0,15% (m/m)
Agua ultrapura gsp 100g

Fonte: Elaboragao propria.

Para prevenir tanto o aparecimento de contaminagéo fuangica como bacteriana,
adicionou-se benzoato de sodio a formulagéao de gel. A HEC e o benzoato de sédio
foram solubilizados em agua ultrapura a 60 °C. Depois que o gel atingiu a viscosidade
adequada, ele foi arrefecido até 25 °C. Apds arrefecimento, adicionou-se o coquetel

de particulas fagicas e o geranato de colina (LI (1:1) ou DES (1:2)).

4.2.21.2 Avaliacao do pH da formulacao em gel HEC

A determinacéao do pH da formulacao de gel HEC foi realizada num peagametro
de bancada da marca Analyser (modelo pH 300, Sado Paulo, Brasil). Foi realizada a
calibracao prévia do equipamento com tampdes de pH 7,0 e pH 4,0 antes da
determinacdo. Para a andlise do pH, a amostra foi previamente diluida a 10% (m/v)

em agua ultrapura.
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4.2.21.3 Avaliacao da espalhabilidade da formulacao em gel HEC

Para esta determinacéo, utilizou-se um conjunto de placas de vidro com pesos
pré-determinados, uma placa molde com orificio circular central de 1,2 cm de diametro
e uma placa base. Por baixo dessa ultima placa foi colocado um papel quadriculado
com escala milimétrica. Preencheu-se o orificio circular central com cerca de 1g de
amostra de gel HEC, e nivelou-se até a superficie. Ao retirar a placa molde, foi
colocada a placa de maior peso conhecido e iniciou-se a cronometragem de 1 min,
em seguida mais uma placa de massa conhecida mas de menor tamanho foi
introduzida. A cada diametro formado pelas respectivas placas, foram devidamente
anotados os diametros médios (leitura efetuada a partir das margens do circulo
formado pela espalhamento do gel através do papel milimétrico). O calculo da
espalhabilidade da formulagéo foi realizado através da Equagéo 5 (SOUZA, 2007),

d%xm

E() = & (5)

onde E(i) é a espalhabilidade da amostra para uma determinada massa i/ da placa de
vidro, e d é o diametro médio produzido. A massa das placas de vidro foi da maior
para a menor: placa 1: 162,41 g; placa 2: 135,26 g; placa 3: 95,23 g; placa 4: 61,47¢g
; placa 5: 34,65 g; placa-molde com orificio central: 22,91g.

4.2.21.4 Avaliacao da viscosidade da formulacao em gel HEC

A viscosidade da formulacdo em gel HEC foi determinada utilizando-se um
viscosimetro da marca Brookfield (modelo DV-I Prime, Massachusetts MI, EUA) com
spindle n® 28. O gel HEC foi colocado no coletor cilindrico e as analises foram
realizadas as rotacdes de 30, 50, 60 e 100 rpm a cada 5 min em cada rotacédo. O
comportamento reol6gico foi analizado retornando-se a rotagao inferior seguindo o

mesmo tempo para cada rom.
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4.2.21.5 Analise da manutencao da viabilidade das particulas bacteriofagicas

no gel HEC contendo geranato de colina

A avaliacao da manutencao de viabilidade das particulas fagicas incorporadas
no gel HEC contendo geranato de colina consistiu em colocar uma amostra da
formulacdo no centro de uma placa de Petri contendo um tapete bacteriano de
Staphylococcus intermedius. Apds incubacao durante 24 h a 37 °C, foi efetuada uma
analise macroscopica para observar a presenca (ou nao) de zonas de lise no tapete
bacteriano em redor das amostras.

4.2.21.6 Analise do potencial de citotoxicidade da formulacao em GEL
integrando geranato de colina 1:2 (DES) e o coquetel de bacteriéfagos, pelo
método de disco-difusao em agar

Para a realizacao das analises do potencial de citotoxicidade da formulacao em
GEL integrando geranato de colina 1:2 (DES) e o coquetel de bacteriéfagos, foi
utilizada a linhagem celular HaCaT (queratindcitos humanos imortalizados). As células
foram plagueadas em monocamada em placa de Petri de 60 mm de didmetro
contendo meio de cultura DMEM com 10% de soro fetal bovino, na concentracao de
1,5x10° células/mL. As células foram deixadas a crescer pelo periodo de 48 h a 37 °C
em estufa com ambiente de 5% de CO2.Em seguida, o meio liquido foi descartado e
adicionou-se 0 meio sélido (meio Eagle concentrado 2x, contendo agar a 1,8% (m/m)
e 0,01% (m/m) de vermelho neutro como corante vital) sobre o tapete celular pela
técnica de “overlay”. Apos solidificacdo, a amostra para teste foi depositada sob um
disco (0 mesmo utilizado como controle negativo) no centro da placa e esta foi
incubada por 24 h a 37 °C em ambiente contendo 5% de CO2. Um disco de papel
atoxico foi utilizado como controle negativo, seguindo-se o0 mesmo procedimento
descrito acima. As leituras das placas inoculadas foram realizadas
macroscopicamente, onde a presenca de citotoxicidade foi constatada através do
controle positivo (latex), o qual promove a formacédo de um halo transparente em
decorréncia de lise celular em torno da amostra testada (ROGERO, 2003).
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4.2.21.7 Permeacao transdérmica de particulas bacteriofagicas a partir da
formulacao em gel HEC, assistida por geranato de colina

A permeacado transdérmica das particulas bacteriofagicas integradas na
formulacdo em gel HEC contendo o liquido i6nico geranato de colina (1:1 ou 1:2) foi
avaliada num sistema de permeacgdo transdérmica de Franz da LOGAN
INSTRUMENTS CORP. (modelo DHC-6T, Somerset NJ, EUA). Para estes ensaios,
discos de pele de orelha de porco (previamente preparada de acordo com o
procedimento descrito por Salerno et al. (2010) foram cortados (com 0,5 mm de
espessura x 30 mm de diametro) e fixados entre as camaras receptora e doadora (no
topo do suporte) da célula de difusao de Franz (possuindo um orificio central com 15
mm de diametro, através do qual a solugao receptora contacta com a membrana de
orelha de porco). No orificio desses discos e sobre a pele de orelha de porco, uma
amostra (900 mg) de formulacdo em gel HEC contendo coquetel de bacteri6fagos e
geranato de colina (ou uma amostra (900 mg) de formulacdo em gel HEC contendo
coquetel de bacteriéfagos sem geranato de colina) foi cuidadosamente colocada
eliminando-se a presenca de quaisquer bolhas de ar, e 3 gotas de tampéo fosfato (pH
7,4) foram adicionadas para hidratar o gel HEC. No receptaculo de vidro inferior da
célula de difusdo de Franz (possuindo uma pequena barra magnética cilindrica
revestida com teflon), 8 mL de solucdo salina (desgaseificada) (0,9% NaCl, m/m)
foram cuidadosamente injetados até tocar a superficie inferior do disco de pele de
orelha de porco. Foi tomada precaugdo para assegurar que nenhuma bolha de ar
residisse na camara receptora, e a pele foi esticada para minimizar a presenca de
rugas e sulcos. Em intervalos de tempo pré-determinados (0, 15, 30, 60, 120, 180,
240, 300, 420, 540, 600 e 720 min), amostras de 200 uL da solugéo salina receptora
sob o disco de pele de orelha de porco foram retiradas, e 200 uL de solugéo salina
fresca foram devidamente adicionados de modo a repor o volume. Cada amostra
recolhida foi entdo analizada quanto ao teor de particulas fagicas, para o que foi
adicionada com 3-4 mL de Molten top agar, suavemente homogeneizada e
imediatamente vertida em placa de Petri contendo meio sélido TSA. As placas de Petri
foram incubadas overnight a 37 °C e apds o periodo de incubacao foram visualmente
inspecionadas para verificar a presenca de placas fagicas que foram entao

devidamente contadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho de pesquisa aqui apresentado objetivou a producdo de uma
formulacdo em gel de hidroxietilcelulose integrando um coquetel de particulas
bacteriofagicas e geranato de colina como facilitador de permeacéo transdérmica,
com o objetivo final de aplicacdo sobre a pele de animais para tratamento de
piodermites. Neste sentido, o trabalho de pesquisa desenvolvido envolveu a
realizacdo de diversas etapas sequenciais tanto para o isolamento e caracterizagcao
do agente etioldgico responsavel por piodermites animais, como para o isolamento e
caracterizacao de particulas bacteriofagicas liticas para aquele patégeno, passando
pela sintese e caracterizagao biolégica de geranato de colina 1:1 (liquidos idnico) e
1:2 (solvente eutético profundos) como potencial facilitador de permeacao
transdérmica, desenvolvimento de uma formulacdo em forma de gel de
hidroxietilcelulose integrando geranato de colina para estabilizagdo estrutural e
funcional de um coquetel das particulas fagicas isoladas, e culminando com ensaios
de permeacdo transdérmica controlada das particulas fagicas integradas na
formulacdo em forma de gel. A Figura 7 apresenta resumidamente as etapas
envolvidas neste trabalho de pesquisa.



Figura 7. Diagrama de sequéncias das varias etapas envolvidas no trabalho de pesquisa.

Fonte: Elaboragéo propria.
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5.1 Isolamento e caracterizacao da cepa bacteriana patogénica responsavel

por piodermites em animais

As caracteristicas morfologicas avaliadas seguiram as determinagées de Quinn
e colaboradores (2011). O Staphylococcus intermedius apresenta colénias
arredondadas, de coloragdo creme e se organiza em cachos ou agrupadas. Os
resultados apresentados na Tabela 3 mostram que todas as amostras apresentaram
cepas com caracteristicas da S. intermedius. As colbnias das amostras analisadas
ndo possuem pigmentagcdo dourada ou alaranjada, excluindo-se dessa forma a
possibilidade de ser o Staphylococcus aureus (GANDRA, 2003).

A amostra A3 foi excluida da pesquisa, pois apresentou a morfologia de bacilos,
a qual ndo é uma caracteristica do grupo Staphylococcus intermedius.

Em relagcdo a capacidade de hemodlise, verificou-se a presenca de halos
hemoliticos no cultivo das bactérias isoladas. As amostras A2, A4 e A5 apresentaram
halos B-hemoliticos, enquanto as demais amostras apresentaram halos y-hemoliticos
(Tabela 3). Geralmente, o grupo de Staphylococcus intermedius apresenta halo beta
hemoliticos.

A fermentacdo da maltose foi avaliada em funcéao da variacao de coloragao do
meio de cultura. O meio de cultura liquido no qual a amostra foi inserida contém
purpura de bromocresol como indicador. Esse indicador confere coloragdo arroxeada
ao meio de cultura. Quando ocorre fermentacao, o indicador altera a coloragdo do
meio de roxo para amarelo. Foi observada uma mudanca de coloracéo para a amostra
A4. Para a amostra A5 a coloragao alterou muito pouco, pois em condi¢des aerbbicas
a Staphylococcus subspécie do grupo S. intermedius, pode fermentar a maltose
fracamente (QUINN, et al. 2011). Para as demais amostras, o resultado foi negativo.

O teste da catalase foi avaliado em funcao da formacao e desprendimento de
bolhas de CO2. A liberacdo de CO2 ocorreu de forma lenta, resultando em teste
positivo para todas as amostras clinicas testadas (Tabela 3).

No teste da coagulase, observou-se a formacgéao de coagulo. Todas as amostras
deram resultado positivo neste teste, conforme indicado na Tabela 3. As amostras
bacterianas possuem fator aglutinante (coagulase) ligado a parede celular ou na forma

livre, capaz de reagir com o fibrinogénio e formar a fibrina aglutinante.
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Pelos resultados obtidos (Tabela 3), a amostra A5, originaria de ferida de cavalo,
apresentou todas as caracteristicas de identificacao para Staphylococcus intermedius,
em conformidade com o descrito por Quinn et al. (2011).

Devido a dificuldade em se proceder a identificacao fenotipica das subespécies
do grupo Staphylococcus intermedius por testes bioquimicos, a confirmacao das
subespécies pode ser realizada através da reagdo em cadeia multiplexada da
polimerase (PCR-multiplex) (SASAKI et al.,2010).

Tabela 3. Identificacédo por testes bioquimicos das bactérias isoladas nas amostras coletadas de
clinicas e hospitais veterinarios. (A1) amostra do canal auditivo do ouvido de cachorro; (A2) amostra
de ferida de focinho de cachorro; (A3) amostra do canal auditivo do ouvido de cachorro, (A4) amostra

de ferida de perna de cachorro, (A5) amostra de ferida de tornozelo de cavalo.

COLORACAO i
AMOSTRA DE COLONIAS
GRAM

TESTE
DO
MANITOL

TESTE DA TESTE DA TESTE DA
COAGULASE | CATALASE | HEMOLISE

TESTE DA
MALTOSE

Coccus

r
A1 . agrupados
em cacho;
Cor creme

+ + v-hemodlise - -

Coccus

agrupados
A2 + grupados
em cacho;
Cor creme

+ + B-hemolise + +

A3 + Bacilos v-hemolise

Coccus

r
A4 . ag upados.
em cacho;
Cor creme

+ + B-hemolise + +

Coccus

r
A5 . ag upados.
em cacho;
Cor creme

+ + B-hemolise - +

Fonte: Elaboragéo propria.

5.2 Curva de crescimento da bactéria Staphylococcus intermedius isolada

As caracteristicas de crescimento de uma bactéria sao fundamentais para se
conhecer o seu comportamento. Em particular, o conhecimento do periodo em que a
bactéria cresce de forma exponencial permite estabelecer o periodo temporal de
contato que favorece a interacao entre bacteriéfago e bactéria hospedeira, para que
ocorram as etapas de infeccdo da bactéria hospedeira pelo bacteriéfago litico e
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consequente ciclo litico que resulta na liberacdo de toda a progenia virica para o
exterior e consequente amplificagdo da concentracao de particulas bacteriofagicas.

A primeira etapa no ciclo de amplificagdo de um bacteriéfago é a sua adsorcao
a receptores especificos a superficie da célula bacteriana susceptivel. Sabe-se que
esta etapa varia bastante com o estado fisiol6gico da célula hospedeira. Um aumento
na superficie celular, um grande numero e densidade de receptores na superficie da
célula hospedeira e uma maior mobilidade das bactérias serdo refletidos na taxa de
adsorcao do bacteriéfago (SANTOS et al., 2014). Neste sentido, deve-se conhecer o
comportamento de crescimento da célula hospedeira, como ja mencionado.

Os resultados apresentados na Figura 8 mostram que depois de 2 h de
crescimento, a bactéria deixou o periodo de laténcia e a biomassa aumentou
exponencialmente. Apoés o tempo maximo de 10 h de crescimento exponencial a

bactéria entrou na fase estacionaria.

Figura 8. Crescimento da bactéria isolada na amostra A5.

1.20x10°
(1] T T 1
®  1.00x10° 1 i
© T TTT =
g T ¥ i LLil
‘S __8.00x10" 4
4
[«}] T
o £ .
o O 6.00x10
lgu_
o =2 . J
S T 4.00x10 ?
| =
[«}]
2 7
S 2o00x10
(&}
0.00
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Tempo (h)

Fonte: Elaboragao propria.

5.3 Isolamento de bacteriéfagos liticos para Staphylococcus intermedius

A primeira etapa no trabalho de obtencdo de bacteri6fagos reside no seu
isolamento a partir de fontes ambientais, nomeadamente aguas residuais e de esgoto.
Para tal, torna-se necessario o enriquecimento das amostras de agua residuais por
adicdo de um pequeno volume de cultura da bactéria hospedeira, com a finalidade de
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aumentar a concentracdo de particulas bacteriofagicas liticas e facilitar o seu
isolamento, pois para se conseguir isolar fagos em amostras ambientais exige-se uma
concentracao relativamente alta dessas particulas, o0 que nem sempre € viavel, pois
apenas um volume limitado de amostra ambiental pode ser usado em uma placa de
Petri. Neste sentido, € necessaria a etapa de enriqguecimento (HYMAN, 2019).

Para verificar a presenca de bacteriéfagos nas amostras foi realizado um spot
test (ou teste da gota) num tapete bacteriano da cepa hospedeira, para observar
potenciais zonas de lise indicativas da presenca de bacteriéfagos. Na Figura 9a, que
apresenta resultados obtidos no spot test apds enriquecimento de amostra de agua
de esgoto coletado da estacdo de tratamento do SAAE-Sorocaba, observaram-se
zonas de lises claras. A Figura 9b, que apresenta resultados obtidos no spot test apds
enriquecimento de amostra de agua coletada da estagao de tratamento das Aguas de
Aracoiaba também produziu zonas claras de lise no tapete bacteriano. O método
utilizado aumentou a probabilidade de detectar e isolar os bacteri6fagos presentes
nas amostras ambientais. As lises bacteriofagicas apresentadas na Figura 9
mostraram que as fontes ambientais testadas foram positivas para particulas
bacteriofagicas liticas para o hospedeiro do grupo Staphylococcus intermedius
escolhido. Os resultados obtidos indicaram que as aguas residuais ou de esgoto séo
fontes interessantes na procura por bacteriéfagos de interesse (HARADA et al.,
2018Db).
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Figura 9. Ensaio de spot test para verificagdo da presenca de bacteriéfagos nas amostras de aguas
residuais (a) SAAE-Sorocaba e (b) Aguas de Aragoiaba apds enriquecimento.

b

Fonte: Elaboracao propria.

Considerando entdo a presenca detectada de bacteriéfagos liticos para
Staphylococcus intermedius nas amostras ambientais testadas, a préxima etapa
consistiu no seu isolamento. Foram feitas estrias com uma tira de papel de filtro
esterilizado umedecida com as amostras enriquecidas, em uma placa de Petri
contendo um tapete da bactéria hospedeira a fim de diluir e obter zonas de lise (placas
fagicas) isoladas dos fagos presentes nas amostras (Figura 10).

Para o sucesso do isolamento dos bacteriéfagos também foi necessario avaliar
caracteristicas que possam diferencia-los. Assim, a morfologia das placas fagicas foi
observada quanto a diferentes tamanhos, presenca de halo secundario, placa fagica
limpida e translucida, placa fagica turva, etc. As caracteristicas morfolégicas das
placas fagicas estdo relacionadas com diferentes tipos de bacteri6fagos, sendo uma
forma de caracterizacao inicial no isolamento de diferentes bacteriéfagos (MARTINS;
MARTINS, 2014). Pode ser observado na Figura 10 a presenca de placas fagicas com
diferentes morfologias, indicando potenciais diferentes bacteriéfagos liticos para a
bactéria hospedeira. Os fagos foram nomeados como PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045.
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Figura 10. Resultados obtidos com as amostras de agua enriquecidas em bacteriéfagos, da agua de
‘esgoto do SAAE-Sorocaba (Sorocaba/SP, Brazil) e da agua de esgoto da estagdo de tratamento
Aguas de Aragoiaba (Aragoiaba da Serra/SP, Brazil), mostrando diferentes morfologias das placas
fagicas produzidas. Foram selecionadas duas placas fagicas diferentes, sendo uma denominada

PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e outra denominada PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 (PhL-UNISO
representa “PhagelLab-UNISO”; SS-ISL representa “Staphylococcus intermedius” de isolados clinicos
veterinarios; ph00ij representa a fonte ij do fago, onde i=4 representa um tamanho de placa fagica
muito pequeno, j=4 representa a fonte “esgoto do SAAE-Sorocaba”, e j=5 representa a fonte “agua
residual da estagao de tratamento Aguas de Aragoiaba da Serra).

Isolamento de bacteriofagos e selecao de placas
com base em morfologias distintas

PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045

Fonte: Elaboracao propria.

Apéds a etapa de isolamento, os bacteriéfagos foram amplificados na etapa de
amplificacdo e purificados. Por se tratar de um parasita intracelular obrigatério, a
amplificacdo do fago selecionado exige a sua incubacdo com as células hospedeiras
especificas. Desta etapa, obtém-se ndo apenas bacteriéfagos, mas também debris
celulares bacterianos, particulas fagicas incompletas, metabolitos bacterianos

secundarios, bactérias ndo-infectadas, residuos do meio de cultura e outros
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compostos ndo desejados. Por esse motivo, a purificacdo € uma etapa essencial
(LOBA, 2014). Na sequéncia, os fagos devem ser separados das bactérias ndo lisadas
e debris de parede celular das bactérias lisadas assim como de outros componentes
do meio. A recuperacao do fago pode ser realizada através da inducao da lise das
células hospedeiras nao-infectadas recorrendo ao auxilio de solventes organicos
como o cloroformio, para onde os debris celulares e outros contaminantes
particionam. Neste trabalho de pesquisa, a purificacdo dos bacteriéfagos foi efetuada
pelo processo de filtracao esterilizante em sistema filtrante SteriCup™, uma vez que
€ um processo simples, contudo pode deixar passar endotoxinas que, por ventura,

possam estar presentes (LOBA, 2014).

5.4 Caracterizacao bioldgica dos bacteriéfagos isolados

Para a caracterizacao bioldgica dos bacteri6fagos isolados, avaliou-se o titulo
das suspensdes fagicas (concentracdo em particulas bacteriofagicas), a gama de
hospedeiros e a eficiéncia de plaqueamento (EOP) para avaliacao do potencial de
infeccdo da bactéria pelos fagos isolados, a curva de um sé ciclo de crescimento
sincrono (OSGC) para determinacdo do periodo de eclipse, do periodo latente, do
periodo de acumulagao intracelular e do tamanho de explosao (burst size) de cada
fago na sua bactéria hospedeira, a curva de adsorcao para determinagcao da taxa de
adsorcado dos bacteriéfagos nas células bacterianas hospedeiras, e as curvas de
morte da bactéria hospedeira a dois valores distintos de MOI para avaliagdo do
potencial dos fagos isolados na inativacdo da bactéria. O desenvolvimento de
resisténcia bacteriana aos fagos isolados foi também verificada através das curvas de
morte da bactéria ao longo de um periodo de ensaio de 24 h.

5.4.1 Titulo das suspensoes fagicas.

Para a determinacdo dos titulos das suspensbes fagicas foram efetuadas
diluicbes decimais seriadas das suspensodes dos fagos PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044
e PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045, tendo as mesmas sido plaqueadas pelo método do
agar de dupla camada. Foram determinados os numeros de unidades formadoras de
placas (UFP) para cada diluicdo, sendo que somente para diluicdes superiores a 102
foi possivel contar o numero de placas fagicas. Cada UFP corresponde a uma
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particula fagica. Assim, por aplicacéo da Equacao (1), a média das concentracdes das
particulas fagicas foi de 8.90x108 virions/mL e 1.62x10'" virions/mL para os
bacteriofagos  PhL_UNISO_SS-ISL ph0044 e PhL_UNISO_SS-ISL ph0045,

respectivamente.

5.4.2 Determinacao da gama de hospedeiros

Os espectros liticos dos dois bacteriéfagos foram analisados por inspec¢ao visual
de zonas claras de lise ap6s plagueamento (spot test com gotas de 10 pL) em tapetes
bacterianos produzidos com cepas bacterianas de colecdo. Os resultados dos spot
test indicam a capacidade dos bacteri6fagos isolados infectarem outras células
bacterianas para além das células hospedeiras. As placas foram caracterizadas
quanto a transparéncia, moderada transparéncia e turbidez. Com base na sua
performance, os bacteri6fagos PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e PhL_UNISO_SS-
ISL_ph0045 produziram zonas de lise claras no tapete bacteriano da cepa hospedeira
conforme verificado anteriormente na Figura 11. O halo secundario pode ser
observado nas placas fagicas do bacteriofago PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044,
indicativo da provavel producédo de endolisinas bacteriofagicas. De todas as cepas
bacterianas de colecao testadas para além do seu hospedeiro natural, Staphylococcus
intermedius, ambos os bacteriéfagos apresentaram especificidade para Klebsiella
pneumoniae. Os resultados obtidos na avaliagdo da gama de hospedeiros podem ser
encontrados na Figura 11 e na Tabela 4.
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Figura 11. Resultados obtidos no spot test dos fagos PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 na cepa hospedeira de Staphylococcus intermedius (a) e na cepa de
colegéo Klebsiella pneumoniae CCCD-K001 (b).

Fonte: Elaboragao prépria.

5.4.3 Determinacao da eficiéncia de plaqueamento (EOP)

A eficiéncia de plagueamento (EOP) é o numero relativo de placas fagicas que
a suspensao estoque de um dado bacteriofago é capaz de produzir numa cepa
bacteriana diferente do seu hospedeiro bacteriano especifico. A EOP permite assim
avaliar o potencial dos bacteri6fagos para infectarem e lisarem outras bactérias para
além das suas células hospedeiras especificas (MIRZAEK; NILSSON, 2015). Os
resultados obtidos na determinagao da eficiéncia de plagueamento dos bacteriéfagos
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 nas cepas bacterianas
para as quais o spot test deu resultado positivo podem ser encontrados na Tabela 4.
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Tabela 4. Gama de hospedeiros dos bacteriéfagos PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e PhL_UNISO_SS-
ISL_ph0045 determinada em 11 estirpes bacterianas. Zona de lise clara (+) e zona sem lise (-). A
eficiéncia de plagueamento com a cepa hospedeira foi considerada como EOP = 100%.

Fago Fago
Fago ph44 Fago ph45
Cepa bacteriana gop gop ph44 ph45
Spot test Spot test EOP (%) EOP (%)
Staph yloqoccus intermedius N N 100,00 100,00
(hospedeiro)
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 - - - -
Bacillus subtilis CCCD-B010 - - - .
Escherichia coli CCCD-E003 - - - -
Enterococcus faecalis CCCD-E002 - - - -
Klebsiella pneumoniae CCCD-K001 + + 1,97 12,55
Pseudomonas aeruginosa CCCD- i i i i
P004

Proteus mirabilis CCCD-P001 - - - -

Staphylococcus aureus CCCD-S009 - - - ;

Staphylococcus epidermidis CCCD-
S010

Salmonella enterica CCCD-S004 - - - -

Fonte: Elaboragao propria.

5.4.4 Curvas de um so ciclo de crescimento sincrono (OSGC)

As OSGC dos bacteriofagos PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e PhL_UNISO_SS-
ISL_ph0045 podem ser encontradas na Figura 12. A bactéria hospedeira (S.
intermedius) foi utilizada na fase exponencial de crescimento (ODesoonm = 0,1,
correspondendo a =1x10®8 UFC/mL) e o titulo da suspensdo dos bacteriéfagos
PhL_UNISO_SS-ISL ph0044 e PhL_UNISO_SS-ISL ph0045 foi ajustada a 8x10°
UFP/mL (produzindo assim uma MOI < 0.001).
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Figura 12. Curvas de um sé ciclo de crescimento sincrono (OSGC) dos bacteri6éfagos
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 no seu hospedeiro bacteriano

(Staphylococcus intermedius).
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Fonte: Elaboracéo prépria.

A partir dos resultados obtidos e representados na Figura 12 foi possivel
determinar o periodo de eclipse, o periodo latente, o periodo de acumulacao
intracelular e o tamanho de explosédo (burst size) dos dois bacteriéfagos na cepa
hospedeira.

Na curva de um so ciclo de crescimento sincrono (OSGC), o periodo de eclipse
representa o tempo apos a penetracdo do fago com biossintese e montagem dos
virions maduros. O periodo latente representa o tempo depois da penetracdo do
bacteriéfago para a liberacdo dos virions maduros, englobando a lise das células
bacterianas. O numero de virions por célula infectada representa o tamanho de
explosao, ou burst size. A diferenga entre o periodo latente e o periodo de eclipse
representa a fase de acumulacao intracelular (STEPHENS et al., 2013).

Os resultados experimentais obtidos para as curvas de um s ciclo de
crescimento sincrono (OSGC), na forma de uma tipica curva sigmoidal, foram melhor
ajustados via ajuste nao-linear de um modelo logistico de 4 parametros. Estimou-se o
periodo de eclipse, o periodo latente, o periodo de acumulacdo intracelular e o
tamanho de explosdo como sendo 8 min, 12 min, 4 min e 4.84x10° particulas virais
por célula bacteriana para o bacteriéfago PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044, e 12 min, 16
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min, 4 min e 1.10x10° particulas virais por célula bacteriana para o bacteri6fago
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045, conforme pode ser observado na Figura 12.

Os resultados obtidos neste trabalho de pesquisa estdo em clara concordancia
com resultados obtidos por Jansen et al. (2018) para o bacteri6fago T4 e por
Merabishvili et al. (2014) que estudou dois bacteri6fagos altamente liticos contra

Acinetobacter baumannii.

5.4.5 Curvas de adsorcao

O primeiro passo para a infecgcdo da célula bacteriana por uma particula
bacteriofagica é a ligagdo/ancoragem do bacteriéfago a superficie da célula
hospedeira susceptivel (JIN et al., 2012). O processo de ligacdo do bacteriéfago ao
hospedeiro envolve uma combinacao de difusado fisica, interagdes bioquimicas de
superficie e inducdo de mudancas conformacionais em proteinas receptoras a
superficie da célula hospedeira (HARADA et al. (2018b).

Os resultados obtidos para as curvas de adsorcdo dos dois bacteriéfagos
isolados, PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e PhL_UNISO_SS-ISL ph0045, podem ser
encontrados na Figura 13.

Figura 13. Curvas de adsor¢ao dos bacteriéfagos PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e PhL_UNISO_SS-

ISL_ph0045 no seu hospedeiro bacteriano (Staphylococcus intermedius).
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Fonte: Elaboragao propria.
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A principal dificuldade na medicao de taxas de adsorcédo do bacteri6fago a sua
célula hospedeira reside no fato de que o processo de adsorcao se inicia a partir do
crescimento do bacteriéfago. Posteriormente, o bacteriéfago sera liberado da célula
hospedeira interferindo entéo na determinacéo da fragdo ndo-adsorvida (DELBRUCK,
1940). O processo de adsor¢cdo do bacteriéfago a sua célula bacteriana hospedeira
depende da concentracdo de sulfato de magnésio (MOLDOVAN et al., 2007). Estes
pesquisadores descobriram que o processo de adsorcao do bacteriofago depende
fortemente da concentracao de MgSO4 numa forma altamente nao-linear. Para baixas
concentragdes de MgSOs (< 104 mol dm=3) quase ndo existe adsorcdo, sendo que a
adsorcao do bacteriéfago aumenta até atingir um maximo global a uma concentracao
de MgSO4 de cerca de 3x102 mol dm3. Para concentragoes mais elevadas de MgSO4
(> 0.1 mol dm3), a adsorcido diminui rapidamente. No trabalho de pesquisa aqui
descrito, a concentragdo de MgSOQ4 foi mantida a 1 mmol dm3. Os resultados obtidos
por Moldovan et al. (2007) sugerem que a afinidade de ligacao de um bacteriéfago ao
receptor na superficie da sua célula hospedeira € a forca motriz para o processo de
infeccdo, o qual € mais critico em habitats naturais onde a taxa de colisdo entre
bacteria e bacteriéfago é baixa. Assim, para assegurar uma infecgdo bem sucedida
da sua célula hospedeira, a capacidade de se ligar fortemente ao receptor torna-se
um atributo significativo. A taxa de adsorcdo dos bacteriéfagos PhL_UNISO_SS-
ISL_ph0044 e PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 nas células de S.intermedius foi
estimada por ajuste ndo-linear dos dados experimentais ao modelo representado na
Equacédo (4), produzindo um valor para a taxa de adsorcdo das particulas
bacteriofagicas igual a & = 1,5487x10% UFP' UFC' mL"' hr' e uma taxa de
multiplicacdo de bactéria igual a p(t) = 0,31012 hr' para o bacteriéfago
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 (X0=4,974x107 UFC/mL; (rajuste nao-inear=0.94057)), € um
valor para a taxa de adsorcdo das particulas bacteriofagicas igual a 6 = 1,2901x1008
UFP-' UFC' mL" hr' e uma taxa de multiplicacdo de bactéria igual a p(t) = 0,57612
hr' para o bacteriéfago PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 (X0=5,153x107 UFC/mL; (rajuste
nao-inear=0.83117)). O estabelecimento de um perfil de adsor¢cdo mostrou que apos 5
min mais de 90% das patrticulas do bacteriéfago PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 tinham
adsorvido as células do hospedeiro (ver Figure 13), e que ap6s 5 min mais de 60%
das particulas do bacteriofago PhL_UNISO_SS-ISL ph0045 tinham adsorvido as
células do hospedeiro (ver Figura 13). Os resultados obtidos no trabalho de pesquisa
aqui descrito estdo em estreita concordancia com resultados publicados por JANSEN
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et al.,2018;SANTOS et al.,2014; SHAO e WANG, 2008; e LINDBERG et al.,2014 para
bacteri6fagos de Pseudomonas aeruginosa isolados de fontes ambientais, e por Jin
et al.,2012 para bacteriéfagos de Acinetobacter baumannii isolados de varias
amostras de agua (esgoto municipal, agua de lago com peixes, e agua de rio)
coletadas de diferentes locais na provincia de Zhengzhou (China).

5.4.6 Ensaios de terapia fagica in vitro (curvas de morte)

A densidade das células de S. intermedius no BC aumentou 3,4 log UFC/mL
durante 24 h de incubacao (Figura 14a).

Figura 14. Inativacdo de S. intermedius pelos bacteriéfagos PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 a uma MOI de 1 durante 24 h. (a) Concentragao bacteriana: BC,
controle de bactéria; BP, bactéria mais fago; (b) Concentragéo de fago: PC, controle de fago; BP,
bactéria mais fago. Os valores representam a média de trés ensaios independentes; as barras de erro
representam o desvio padrao.
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A maxima inativacdo de Staphylococcus intermedius com o fago
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 foi de 3,8 log UFC/mL (Figura 14a), atingida ao fim de
12 h de incubacgao, quando comparada com o controle de bactéria (BC). No entanto,
apds 12 h de incubacgéao, a taxa de inativacao de Staphylococcus intermedius com o
fago PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 diminuiu para 3.5 log UFC/mL, provavelmente
devido a aquisicao de resisténcia a este fago pela bacteria (comprovado pelo ligeiro
aumento de concentracao bacteriana em presenca do bacteriéfago PhL_UNISO_SS-
ISL_ph0044). Em relacdo ao fago PhL_UNISO_SS-ISL ph0045, apés 12 h de
incubacao, a inativacao bacteriana foi de 3.1 log UFC/mL (Staphylococcus intermedius
com o fago PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045, BP). No entanto, ap6s 12 h de incubacéo,
a taxa de inativacdo de Staphylococcus intermedius com o fago PhL_UNISO_SS-
ISL_ph0045 diminuiu para 2.9 log UFC/mL (Figura 14a), provavelmente devido a
aquisicao de resisténcia a este fago pela bacteria (também comprovado pelo ligeiro
aumento de concentracdo bacteriana em presenca do fago PhL_UNISO_SS-
ISL_ph0045).

De acordo com varios autores, o desenvolvimento de resisténcia ao fago pode
ser ultrapassado pelo uso de um coquetel de fagos contendo diferentes fagos contra
a mesma espécie bacteriana (PEREIRA et al., 2016; PEREIRA et al., 2017; DUARTE
et al., 2018; COSTA et al., 2019; PINHEIRO et al., 2019). Em trabalhos futuros, sera
necessario avaliar o potencial desenvolvimento de mutantes resistentes de
Staphylococcus intermedius usando suspensées de um Unico fago e coquetéis de
fagos.

Os controles de fago (PC) permaneceram constantes ao longo de todos os
ensaios, para ambos os fagos. Apods incubacdo dos fagos PhL_UNISO_SS-
ISL_ph0044 e PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 com o hospedeiro Staphylococcus
intermedius, observou-se um aumento acentuado na concentracao de particulas dos
fagos PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 (5,1 e 5,6 log
UFP/mL, respetivamente) (Figura 14b).

5.5 Caracterizacao fisico quimica dos bacteriéfagos isolados
As particulas bacteriofagicas isoladas foram caracterizadas fisico-quimicamente

via espectrofotometria UV-Vis para determinagao do coeficiente de extincdo molar,
por eletroforese SDS-PAGE para andlise do perfil de proteinas estruturais, por
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difracdo de raios-X e por microscopia eletrdnica de transmissédo para analise das
caracteristicas morfologicas e estruturais das particulas fagicas.

5.5.1 Analise espectrofotométrica por varredura espectral UV-Vis

Os resultados obtidos a partir das varreduras espectrais UV-Vis realizadas as
suspensoes concentradas de bacteriéfagos estdo exibidos na Figura 15. Todas as
leituras espectrofotométricas foram realizadas num espectrofotémetro UV-Vis da
marca Agilent (modelo Cary 60 UV-Vis, Santa Clara CA, EUA).

Figura 15. Varredura spectral UV-Vis das suspensdes concentradas de bacteriéfagos

PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045.
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Fonte: Elaboragao propria.

Por inspecédo da Figura 15, um minimo de absor¢cdo pode ser observado em
torno de 245 nm para ambos os bacteriéfagos; qguando este minimo esta ausente do
espectro, muito provavelmente estdo presentes contaminantes das células
bacterianas (debris celulares e proteinas intracitoplasmaticas liberadas por lise celular
bacteriana) nas suspensoes, o que normalmente ocorre quando estas contém poucos
virions. Ainda que ndo muito pronunciado, este nao foi o caso, todavia, com as duas
suspensoes concentradas de fagos.

As curvas de calibracao produzidas com o objetivo de determinar os coeficientes

de extincdo molar das particulas bacteriofagicas (inteiras) isoladas (isto é € =
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1.0149x10% (UFP/mL)'scm™ para o fago PhL UNISO_SS-ISL ph0044 e ¢ =
1.0520x10°¢ (UFP/mL)'scm para o fago PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045), encontram-

se exibidas na Figura 16.

Figura 16. Curvas de calibracao produzidas para a relagao entre a concentragao de particulas
bacteriofagicas inteiras em suspensao e a absor¢do da suspensao a 258 nm corrigida para debris
celulares e outras proteinas intracitoplasmaticas ao comprimento de onda de 320 nm, para os fagos
isolados PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045, permitindo determinar os seus
coeficientes de extingdo molar.
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Fonte: Elaboragéo propria.

A subtracdao da absorvancia a 320 nm (As20), um comprimento de onda onde
existe pouca absorcao de luz pelos cromdéforos dos bacteriéfagos, destina-se a corrigir
de maneira grosseira a dispersdo da luz a partir de particulas de bacteri6fagos e

contaminantes particulados nao-bacteriofagicos (como por exemplo debris celulares).

5.5.2 Analise eletroforética das proteinas estruturais das particulas
bacteriofagicas isoladas em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sdédio
(SDS-PAGE)

A Figura 17 exibe os resultados da andlise electroforética por SDS-PAGE dos
sobrenadantes, obtidos apdés aquecimento a 100 °C de 500 pL das suspensdes
concentradas dos bacteriofagos PhL_UNISO_SS-ISL ph0044 (lane Ph44) e
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PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 (lane Ph45) na presenca de p-mercaptoetanol e
dodecilsulfato de sédio (lane M, marcadores de peso molecular de gama alargada). O
electroforetograma corado com Coomassie na Figura 17 permitiu produzir uma curva
de calibragao para as proteinas na lane de marcadores de peso molecular (lane M),
resultando na equacao linear Logio(MW,kDa) = -1.5560xRs + 2.2377 (r°=0.94241). As
suspensoes de bacteridfagos concentradas e purificadas exibiram uma ampla
variedade de bandas de proteinas (ver setas inseridas na Figura 17) com gamas de
pesos moleculares muito parecidas. O tratamento térmico das suspensfes de
bacteri6fagos na presenca de SDS e [B-mercaptoetanol atacou as ligacées de
dissulfetos da estrutura secundaria e terciaria das proteinas estruturais dos
bacteriéfagos, e por isso as lanes Ph44 e Ph45 exibem uma grande quantidade de
bandas devido a mistura de peptideos com diferentes pesos moleculares.

Figura 17. Electroforetograma corado com Coomassie dos bacteriéfagos PhL_UNISO_SS-
ISL_ph0044 (lane Ph44) e PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 (lane Ph45), e dos marcadores de peso
molecular (lane M).
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Fonte: Elaboracao propria.

Como pode ser observado por inspeg¢ao do electroforetograma corado com
Coomassie exibido na Figura 17, as suspensdes concentradas dos dois bacteriéfagos
(lanes Ph44 e Ph45) exibiram uma gama alargada de bandas proteicas. Ap6s calculo
da mobilidade relativa de tais bandas e aplicando a curva de calibrag&o resultante da
distribuicdo de bandas proteicas dos marcadores de peso molecular (lane M),
obtiveram-se o0s pesos moleculares para as proteinas estruturais dos dois
bacteri6fagos (Tabela 5).
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Tabela 5. Distribuicdo de pesos moleculares das proteinas estruturais dos bacteri6fagos
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 (lane Ph44) e PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 (lane Ph45).

Bacteriéfagos Bacteriéfagos
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045
Rf MW (kDa) Rf MW (kDa)

0.133 107.5 0.144 103.3
0.160 97.4 0.160 97.4
0.171 93.6 0.177 91.7
0.215 79.9 0.210 81.5
0.243 72.3 0.218 79.1

0.298 59.4 0.243 72.3
0.331 52.7 0.271 65.5
0.354 48.7 0.331 52.7
0.381 441 0.365 46.8
0.497 29.1 0.387 43.2

Fonte: Elaboragao propria.

Ainda que os pesos moleculares das bandas proteicas exibidos na Tabela 5
sejam consistentes com resultados publicados por Lu et al. (2013), Shen et al. (2012)
e Lin et al. (2010), é importantes lembrar que a coloracdo com Coomassie permite a
determinacao/visualizacdo de bandas proteicas com quantidades de proteina
superiores a 70 pg, enquanto que a coloragdo com prata permite a
determinacao/visualizacdo de bandas proteicas com quantidades de proteina tao
pequenas quanto 7 pg. Assim, a coloracao dos electroforetogramas de SDS-PAGE
com prata deveria ser uma melhor abordagem, permitindo detectar pequenas
proteinas em quantidades diminutas, ainda que provavelmente pudesse ocorrer
emborratamento devido ao elevado numero de bandas (ROCHA et al., 2017). Os
resultados obtidos permitem claramente concluir que as particulas bacteriofagicas
isoladas sao na verdade diferentes, uma conclusao também suportada pelas analises
de microscopia eletrbnica de transmissdo efetuadas aquelas particulas

bacteriofagicas.

5.5.3 Analise das particulas bacteriofagicas isoladas por difracao de raios-X
(DRX)

Os resultados obtidos a partir das analises por difracao de raios-X realizadas as
suspensoes concentradas dos dois bacteriéfagos podem ser encontrados na Figura
18 na forma de difractogramas normalizados, e permitem observar varios picos de

cristalinidade.
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Figura 18. Difractogramas de raios-X (DRX) de amostras das suspensdes concentradas de
bacteri6fagos (PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044: curva rosa-claro; PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045: curva
azul).
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Fonte: Elaboragao propria.

O padrao de raios-X pode ser utilizado para confirmar se a amostra a ser
analisada é cristalina ou amorfa. O padrao de difracao de amostras amorfas exibe um
“halo” achatado com poucos maximos. Nao obstante o fato do padrao desse “halo”
nao permitir identificar o material em escrutinio de forma inequivoca, permite todavia
confirmar que o material € amorfo, o que é uma informagao critica necessaria para a
caracterizacao (Young, 2012). A equacao de Scherrer (Scherrer, 1918) (Equacao (6)),
em estudos de difraccdo de raios-X, relaciona o tamanho de particulas sub-
micrométricas, ou cristalitos, num solido com alargamento de pico num padrao de
difracgdo. E utilizada na determinagéo do tamanho de particulas de cristais na forma
de pé. Os estudos de difraccdo de raios-X permitem medir o tamanho, forma e

estresse interno de pequenas regides cristalinas.

Kx A

T (nm) - FWHM X cos(6)

(6)
Utilizando a equacédo de Scherrer, onde 7 e A tém as mesmas unidades de
medida (nm), FWHM ¢é a largura completa a meia-altura do pico em rad, K é um fator

de forma adimensional (0.94), e 8¢é metade do angulo de Bragg em rad, e observando

na Figura 18 que aparecem trés picos de cristalinidade no difractograma de raios-X
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do bacteriofago PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044, a 26=31.74°, 26=40.58° e 26=45.46"°,
e cinco picos de cristalinidade no difractograma de raios-X do bacteriéfago
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045, a 26=21.50° 26=23.30°, 20=31.58° 26=32.00° e
20=45.48° tomando em consideracao que o comprimento de onda de raios-X utilizado
foi igual a 1,5418 angstrom (0,15418 nm) e convertendo todos os angulos de graus
para radianos, entdo os cristalitos detectados aos valores de 26 mencionados
possuem o0s tamanhos provaveis de T2e-31.74=43.16nNM, T20-4058=44.27nm e
Toe-45.46=45.02nm para o bacterié6fago PhL_UNISO_SS-ISL ph0044, e
T2e=21.50°=42.26NM,  T20-23.30°=42.39NM,  T20-31.58°=43.15NM, T20-32.00=43.19nm e
T20-45.48°=45.02nm para o bacteriéfago PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045. A equacéo de
Scherrer é (til para comparacdes qualitativas, e apenas quando os cristalitos tém um
tamanho inferior a 1000 A. A precisdo da equacao de Scherrer para determinacéo do
tamanho de cristalitos €, todavia, limitada em parte pela incerteza no valor de FWHM,
o alargamento de difracdo pura deduzido experimentalmente (Alexander and Klug,
1950). A equacgao de Scherrer estipula que o alargamento integral é inversamente
proporcional ao tamanho aparente, e apenas inclui alargamento de linhas que seja
inteiramente causado por efeitos de tamanho (Scardi et al., 2004). A normalizacao da
intensidade nos difractogramas das suspensbées concentradas (secas) dos
bacteri6fagos foi realizada dividindo os valores de intensidade pelo valor maximo de
intensidade em cada difractograma (Figura 18), permitindo assim uma melhor
comparacdo entre os picos de cristalinidade nos difractogramas de raios-X. O
difractograma do bacteriofago PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 exibiu um ruido bem
pequeno, com picos muito bem definidos na regido de 30.00 < 26 < 47.00. Pelo
contrario, o difractograma do bacteri6fago PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 mostrou-se
com bastante ruido, exibindo no entanto picos muito bem definidos na regido de 20.00
< 20 < 47.00. Os picos bem definidos produzidos nos padrdes de difraccdo dos dois
bacteri6fagos pelo espalhamento de raios-X pelas estruturas cristalinas servem como
uma assinatura para o material que € analisado (Mbonyiryivuze et al., 2015).

5.5.4 Microscopia eletronica de transmissao (MET) das particulas
bacteriofagicas isoladas

A preparacao das grades de carbono foi realizada utilizando amostras néo-
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diluidas das suspensdes concentradas de bacteriéfagos, almejando uma melhor
observacédo das estruturas fagicas. A coloracdo das particulas fagicas foi realizada
com fosfotungstato de potassio a 2% (m/m) e pH 7.0. O processo de coloracdo das
particulas envolve uma secagem suave das amostras ao ar apos a aplicagao de 3 pL
de uma solucao aquosa de fosfotungstato de potassio a 2% (m/m) e pH 7.0 sobre a
grade de cobre contendo a amostra. Ainda que muito suave, essa secagem €
suficiente para promover uma ligeira deformacgéo das particulas fagicas, e isto pode
de fato ser claramente observado nas fotomicrografias da Figura 19. Nao obstante
este fato, as analises de MET apds a coloragdo negativa das amostras permite a
observacgéo das particulas fagicas com um bom contraste (Figura 19).

As fotomicrografias exibidas na Figura 19 permitem a observacao da estrutura
dos dois bacteriofagos isolados, PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 (Figura 19a-c) e
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 (Figura 19d-f). Uma inspeg¢do cuidadosa das
fotomicrografias permite concluir que ambas as particulas bacteriofagicas isoladas
tém cauda e portanto pertencem a familia de bacteriéfagos com dsDNA (pertencendo

muito provavelmente a familia Myoviridae).

Figura 19. Fotomicrografias de coloragao negativa obtidas por microscopia eletrénica de transmissao
das suspensdes concentradas dos bacteriéfagos PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 (a, b, c) e
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045 (d, e, f), a diferentes ampliagoes.
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Fonte: Elaboracao propria.
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5.6. Avaliacdao da suscetibilidade da cepa isolada de S.intermedius frente a
antibiéticos e ao coquetel de bacteriéfagos isolados e purificados

A cepa isolada a partir de amostras clinicas veterinarias foi independentemente
testada quanto a susceptibilidade aos antibiéticos Polimixina B, Cefepima, Imipenem
e Meropenem, junto com a susceptibilidade ao coquetel produzido com os dois fagos
PhL_UNISO_SS-ISL_ph0044 e PhL_UNISO_SS-ISL_ph0045, e os resultados obtidos
podem ser observados na Figura 20.

Figura 20. Resultados do antibiograma realizado a cepa isolada de S.intermedius e espectro litico do
coquetel de bacteriéfagos, apds a aplicacdo de discos de meropenem, imipenem, cefepime e
polimixina B, e uma gota de 5 pL do coquetel de bacteriéfagos integrando 200 pL de suspenséo
concentrada de cada bacteriéfago.

Fonte: Elaboragao propria.

Como pode ser observado por inspecao da Figura 20, a cepa isolada de S.
intermedius foi susceptivel ao Meropenem, Imipenem e Cefepima, e moderadamente
resistente a Polimixina B. Adicionalmente, a cepa isolada foi susceptivel ao coquetel
de bacteriéfagos produzido, com o coquetel de fagos a produzir um halo turvo de lise.
Isto pode ser mais uma indicacao de que as particulas bacteriofagicas isoladas podem
ser adequadas para a producédo de um coquetel mortal direcionado para a espécie
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bacteriana isolada.

5.7. Sintese e caracterizacao do liquido iénico geranato de colina (1:1,
Ll; 1:2, DES)

Foi utilizado um racio de bicarbonato de colina (cation) para acido geranico
(dador na ligacao de hidrogénio) de 1:1 para sintetizar o liquido iénico (LI) geranato
de colina, enquanto um racio de bicarbonato de colina (cation) para acido geranico
(dador na ligacao de hidrogénio) de 1:2 foi usado para sintetizar o seu solvente
eutético profundo (DES), de acordo com o esquema reacional respresentado na
Figura 21.

Figura 21. Esquema reacional seguido para a sintese do geranato de colina, partindo de bicarbonato
de colina (cétion) e acido geranico (dador na ligagéo de hidrogénio) a diferentes razées molares (1:1,

LI geranato de colina; 1:2, DES geranato de colina).
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Fonte: Elaboragao propria.

Em ambas as reacdes, foi produzida agua como produto secundario da reacéo,
a qual foi devidamente removida por evaporagdo em baixo vacuo num evaporador

rotativo.
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5.8 Analise da manutencao da viabilidade das particulas bacteriofagicas no
gel HEC contendo geranato de colina

A estabilizagédo estrutural e funcional das particulas bacteriofagicas no interior
da matriz de gel HEC com caracteristicas plasticas foi conseguida por integracdo do
coquetel de particulas bacteriofagicas na referida matriz de HEC apds a sua
gelificacao e adicao de geranato de colina, e a sua viabilidade litica foi avaliada apos
integracao na matriz polimérica. Independentemente do liquido ibnico em escrutinio,
0s ensaios de viabilidade fagica consistiram em colocar uma matriz de gel HEC
contendo o coquetel de fagos e CG1:1 e outra matriz de gel HEC integrando o coquetel
de fagos e CG1:2, sobre um tapete bacteriano de S. intermedius em placas de Petri,
e subsequente incubagao das placas a 37 °C durante 24 a 48 h. Ap6s o periodo de
incubacgéo, realizou-se uma andlise macroscopica as placas, para observar a
presenca de zonas de lise bacteriana promovidas pelas particulas fagicas
imobilizadas/estabilizadas. O aspecto macroscépico do tapete bacteriano foi
analisado para as duas matrizes HEC, e os resultados obtidos podem ser observados
na Figura 22.

Figura 22. Resultados da avaliagdo da manutencéao da atividade litica das particulas bacteriofagicas
apos integragdo na matriz HEC biorreativa e concomitante estabilizagéo da sua estrutura e
funcionalidade.(a) gel HEC incorporado de LI (1:1) e coquetel de fagos; (b) gel HEC incorporado de
DES(1:2) e coquetel de fagos.

Fonte: Elaboragao propria.
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A avaliacdo da manutencdo de viabilidade litica das particulas fagicas
imobilizadas na matriz HEC envolveu a observagao de fendémenos de lise, resultantes
da actividade bacteriofagica sobre um tapete bacteriano produzido com o seu
hospedeiro bacteriano especifico. Analisando as duas matrizes biopoliméricas
exibidas na Figura 22, foi claro que nenhum liquido ibnico impactou negativamente na
atividade litica das particulas fagicas, uma conclusao suportada pelas zonas claras de
lise produzidas em ambos os tapetes bacterianos (Figura 22). Isto indicou que as
particulas fagicas imobilizadas, responsaveis pelos fenébmenos de lise observados,
estavam viaveis e retiveram a sua atividade litica, uma conclusdo também suportada
por resultados prévios do nosso grupo de pesquisa (Rios et al., 2018). Nao obstante
o fato de que os ensaios microbioldgicos revelaram a manutencgao de viabilidade litica
das particulas fagicas imobilizadas, a microarquitetura da matriz HEC com um elevado
grau de plasticidade nao afetara negativamente o acesso das particulas fagicas ao
seu hospedeiro, providenciando tanto uma difusividade melhorada das particulas
fagicas no interior da matriz HEC como uma maior difusividade da bactéria em diregao
ao interior do gel HEC. Nao obstante, as particulas bacteriofagicas retiveram a sua
atividade litica apds serem integradas no interior da matriz gelificada de HEC, com
consequente estabilizacdo da sua estrutura e funcionalidade.

5.9 Formulacao e caracterizacao do gel de hidroxietilcelulose (HEC) integrando

o coquetel de particulas bacteriofagicas e geranato de colina

Os resultados obtidos nas analises de pH, espalhabilidade e viscosidade
realizadas ao gel HEC contendo liquido ibnico geranato de colina (1:2) e coquetel de
particulas fagicas, podem ser encontrados na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados obtidos nas analises fisico-quimicas realizadas ao gel HEC contendo geranato
de colina (1:2) e coquetel de particulas bacteriofagicas.

Parametro Resultado obtido
pH 5,83
Espalhabilidade 4147,30 mm
Viscosidade 2407 cP

Fonte: Elaboracéo propria
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O gel HEC base manteve a sua estabilidade na gama de valores de pH entre 2,0
a 12,0, ndo alterando sua viscosidade. Adicionalmente, a pele de um céo sadio
apresenta pH entre 5,86 a 6,45 (BRIONES et al., 2004) e a pele do cavalo apresenta
pH entre 4,8 e 6,8 (LIMA, 2016). Assim, o pH da formula¢ao produzida apresenta-se
biocompativel com a pele dos animais, o que nao implicara futuramente no
desenvolvimento de irritagédo local pelo produto.

Relativamente a viscosidade, o gel HEC apresentou um comportamento
reoldgico pseudoplastico e tixotropico. Quando foi aplicada uma forga de cisalhamento
no viscosimetro, o gel apresentou diminuicdo da sua viscosidade, sendo que quando
essa forca foi cessada a viscosidade retornou ao valor original (AULTON, 2015). A
vantagem deste comportamento reoldgico favorece a espalhabilidade da formulagéao
durante a aplicagéo, evitando que o produto escorra.

5.9.1 Analise do potencial de citotoxicidade da formulacido em GEL integrando
geranato de colina 1:2 (DES) e o coquetel de bacteriéfagos, pelo método de
disco-difusao em agar

Para a realizacdo destas analises, foi utilizada a linhagem celular HaCaT
(queratindcitos humanos imortalizados). Os resultados obtidos podem ser
encontrados na Figura 23.

Figura 23. Resultados obtidos nas analises do potencial de citotoxicidade pelo método de disco-
difusdo em agar com células HaCaT, do gel HEC integrando GC1:2 e coquetel de particulas fagicas.
Controle (-): agua; Controle (+): latex; Gel HEC: geranato de colina (1:2) e coquetel de fagos
incorporados na matriz do gel de hidroxietilcelulose.
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Gel HEC
Controle (-, Controle (+) (+ GC1:2 + coquetel de fagos)
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Fonte: Elaboracao propria.
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Os resultados obtidos mostraram a n&o-ocorréncia de morte celular causada
pelo contato com a amostra de gel HEC contendo liquido idnico (GC1:2, DES) e o
coquetel de particulas bacteriofagicas, ap6s 24h, sendo que a realizagao de analises
microscépicas confirmou a integridade das células, sendo possivel a observacao do
halo indicativo de morte celular (visualizado a olho nu) apenas para o controle positivo
(neste controle, as células apresentaram alteragcdes de morfologia e morte (Figura
23)).

5.9.2 Permeacao transdérmica de particulas bacteriofagicas a partir da
formulacao em gel HEC, assistida por geranato de colina

Os resultados obtidos nos ensaios de permeacao transdérmica das particulas
bacteriofagicas com geranato de colina como facilitador da permeacgéao (GC1:1 e GC
1:2) podem ser encontrados na Figura 24.

Figura 24. Resultados obtidos nos ensaios de permeacéao transdérmica das particulas
bacteriofagicas a partir da matriz HEC biorreativa integrando geranato de colina, como a média de
particulas fagicas permeadas (UFP/mL), durante um periodo de ensaio de 12 h. Os valores
representam a média de trés experimentos (n=3), com desvios-padrdo associados. As linhas sélidas
representam ajustes ndo-lineares realizados aos dados experimentais, nomeadamente da fun¢do
hiperbdlica aos dados de permeagéo transdérmica usando geranato de colina 1:2.
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Como pode ser observado por inspecao da Figura 25, a presenca do liquido
ibnico geranato de colina 1:2 promoveu uma permeacdo média aumentada de
particulas fagicas, ao contrario dos ensaios de permeacao com geranato de colina 1:1
ou com auséncia de qualquer liquido ibénico na matriz HEC (ver curvas azul e verde

_(m-x
na Figura 24). Realizando um ajuste ndo-linear (hiperbdlico, (M, +X)y 208

resultados obtidos de permeacao transdérmica das particulas fagicas facilitada pelo
geranato de colina 1:2 (Figura 24, curva rosa claro), obteve-se a proteina média
maxima permeada por area de pele (parametro mi) como (2,8536 + 0,4182)x104
UFP/mL e o tempo necessario para atingir metade da quantidade média maxima de
particulas fagicas permeadas (pardmetro mz2) como sendo 54,44 min, com um
excelente coeficiente de correlacdo. Como pode ser observado por inspecao da Figura
25, a matriz biorreativa HEC integrando o coquetel de particulas bacteriofagicas e
geranato de colina 1:2 (o liquido ibnico que apresentou a melhor performance em
termos de citotoxicidade e genotoxicidade virtualmente nulas (dados ndo incluidos) e
potenciacdo da permeacdo (Figura 24, curva rosa claro)) permitiu uma quantidade
média de particulas bacteriofagicas permeadas de 2,28x10° UFP.
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6 CONCLUSOES

O trabalho de pesquisa objeto da presente dissertacdo teve como objetivo
principal o uso da terapia fagica para o tratamento de piodermites em animais, como
uma alternativa a utilizacdo de antibidticos convencionais. Desenvolveu-se uma
formulacao para administracao tépica onde foram integradas particulas fagicas liticas
para o agente etiolégico da piodermite animal. Para possibilitar a permeacao das
particulas fagicas através da pele, utilizou-se geranato de colina como facilitador de
permeacao transdérmica.

Na procura do agente etiolégico da piodermite, conseguiu-se isolar e identificar
uma bactéria do grupo Staphylococcus intermedius, agente comumente causador de
piodermites caninas e equinas, a partir de amostras clinicas veterinarias recolhidas de
caes e equinos.

Foram depois isolados e caracterizados dois bacteridéfagos liticos contra a cepa
isolada de Stapylococcus intermedius, sendo estes caracterizados como sendo fagos
de dsDNA e pertencendo a familia Myoviridae. Essa familia de virus bacterianos,
segundo a literatura, integra os fagos de interesse em fagoterapia.

A formulacdo desenvolvida, um gel a base de hidroxietilcelulose integrando
geranato de colina (1:2, DES) e o coquetel de bacteriéfagos liticos, promoveu a
permeacao transdérmica das particulas fagicas. Foi possivel também concluir que o
gel HEC produzido, ndo obstante a presenca de geranato de colina 1:2, foi capaz de
estabilizar tanto a estrutura arquitetonica tridimensional das particulas fagicas como a
sua funcionalidade, isto é, a sua viabilidade litica. O geranato de colina 1:2 facilitou a
permeacao transdérmica dos fagos, e nao teve qualquer impacto negativo em termos
de citotoxicidade em queratinécitos humanos imortalizados.

Assim, a formulacdo desenvolvida apresenta elevado potencial para utilizacao
em terapia fagica no tratamento de infec¢coes piodérmicas em animais, permitindo

evitar a utilizacao de antibiéticos convencionais.
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7 PROPOSTA PARA TRABALHOS FUTUROS

No sentido de melhorar a abrangéncia terapéutica da formulagdo desenvolvida
integrando tanto o coquetel fagico como o agente facilitador da permeacao
transdérmica (isto é, o geranato de colina 1:2), sugere-se que outros bacteri6fagos
estritamente liticos para outras subespécies do grupo Staphylococcus intermedius
sejam isolados e caracterizados, e um novo coquetel fagico seja produzido e integrado
na formulagéao de gel HEC.

Uma identificacdo mais precisa das células bacterianas hospedeiras também
poderia ser realizada através de analises moleculares, pela reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR).

As particulas bacteriofagicas poderao também ser melhor caracterizadas,
através da sequenciagdo do seu genoma, para elucidadcao daqueles genes
constantes no seu genoma que possam codificar endolisinas. As endolisinas
secretadas pelos bacteriéfagos poderiam também ser isoladas e caracterizadas

visando potenciais aplicagdes na area da saude animal.
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