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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa patogénica que acomete
individuos imunossuprimidos com fibrose cistica, carcinomas ou queimaduras.
Devido a ineficacia dos antibidticos frente as cepas multirresistentes, a fagoterapia
tem demonstrado resultados promissores em ensaios clinicos contra infeccoes
bacterianas. Otimizar o isolamento de fagos com potencial protecao de mucosas
infectadas, possibilita a criacdo de medidas profilaticas, sanitizantes e formulagdes
terapéuticas. O estudo buscou desenvolver uma metodologia de triagem in vitro,
utilizando como controle bacteriéfagos fenotipicamente conhecidos, VAC1.1 néo
ligante e VAC3.1 ligante a mucina, desta maneira classificando bacteriéfagos liticos
com replicagao diferencial frente a esta glicoproteina que compde o muco. A cepa
de P. aeruginosa PA14 foi incubada e utilizada como hospedeiro para os fagos
controles, em uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 1, utilizando caldo Luria
Bertani (LB) 0,5% em mucina 0,5%, concentracéo definida por apresentar alteragéo
fenotipica significativa e aumento das UFC/mL bacteriana. Diante disto, com os
testes estatisticos realizados com os controles, foi determinado que fagos ligantes,
seriam aqueles que apresentam aumento bioldgico significativo de 3 casas
logaritmicas na UFP/mL frente ao controle com auséncia de mucina. Portanto,
através deste teste diferencial, foi possivel isolar 5 fagos com replicagéo diferencial
em mucina, sendo eles VAC1.1.1.1, VAC2.2, VAC 8.1 e VAC2.1.1.1, VAC2.1.2.1,
determinando sua viabilidade e efetividade para usos em trabalhos posteriores para
isolar bacteriéfagos de interesse. Dessa forma, conclui-se que, esta metodologia in
vitro permitiu a classificagdo dos bacteriéfagos de acordo com sua ligagao a mucina
de maneira eficaz. A identificagao e classificagao de bacteri6fagos é importante para
compreensao da interagdo fago-mucosa e para o uso racional da fagoterapia frente

a infecgdes por P. aeruginosa e outras bactérias multirresistentes.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa; Fagoterapia; Mucosa.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a pathogenic Gram-negative bacterium that affects
immunosuppressed individuals with cystic fibrosis, carcinomas, or burn injuries. Due
to the inefficacy of antibiotics against multidrug-resistant strains, phage therapy has
shown promising results in clinical trials against bacterial infections. Optimizing the
isolation of phages with potential to protect infected mucosal surfaces enables the
development of prophylactic measures, sanitizing agents, and therapeutic
formulations. The study aimed to develop an in vitro screening methodology using
phenotypically characterized control bacteriophages—VAC1.1, a non-binding phage,
and VAC3.1, a mucin-binding phage—thus allowing the classification of lytic
bacteriophages with differential replication in the presence of this glycoprotein that
composes mucus. The P. aeruginosa PA14 strain was incubated and used as the
host for the control phages at a multiplicity of infection (MOI) of 1, using 0.5x
Luria-Bertani (LB) broth supplemented with 0.5% mucin, a concentration selected for
producing significant phenotypic alteration and increased bacterial CFU/mL. Given
this, through statistical tests conducted with the controls, it was determined that
binding phages would be those that show a significant biological increase of 3
logarithmic units in PFU/mL compared to the control without mucin. Through this
differential assay, five mucin-binding phages were isolated, VAC1.1.1.1, VAC2.2,
VAC8.1, VAC2.1.1.1, and VAC2.1.2.1, demonstrating their viability and effectiveness
for future studies aimed at isolating phages of interest. Thus, this in vitro
methodology enabled the effective classification of bacteriophages according to their
mucin-binding capacity. ldentifying and classifying bacteriophages is important for
understanding phage—mucus interactions and for the rational use of phage therapy

against infections caused by P. aeruginosa and other multidrug-resistant bacteria

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; Phagotherapy; Mucosa.
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1 INTRODUGAO

O uso de antibidticos € uma das principais formas de reduzir infeccbes
bacterianas patogénicas devido ao seu custo baixo e praticidade de aplicagéao
(Bassetti et al., 2018). Porém, seu uso constante esta relacionado ao surgimento de
bactérias multirresistentes a antibiéticos (MDR), que levou a Organizagao Mundial
de Saude (OMS) a adotar medidas fiscalizadoras, como a criagdo do grupo
ESKAPE. Esse grupo € composto por bactérias de importancia clinica que
apresentam fendtipos MDR e os componentes desse grupo constituem o
Enterococcus  faecium,  Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter sp. Essas
bactérias sdo monitoradas devido ao risco iminente a saude publica mundial por
conta de sua resisténcia antibiética, tornando necessario a criacdo de vias de
combate a esses microrganismos (Miller; Arias, 2024).

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa patogénica, que
possui maior capacidade de infeccdo crénica e aguda sobre individuos
imunossuprimidos, que possuem fibrose cistica, acometidos por carcinomas ou
queimaduras graves (Bassetti et al., 2018). Essa infec¢do no hospedeiro ocorre
devido as suas caracteristicas morfoldgicas facilitadas pela formacao de biofilmes,
formando exopolissacarideos e matriz extracelular que predispde a evasao
imunoldgica e resisténcia antimicrobiana (RAM) as principais classes de antibiéticos
utilizados no tratamento, como carbapenémicos e polimixina, resultando em cepas
multirresistentes (Jurado-Martin; Sainz-Mejias; McClean, 2021).

Devido a ineficacia de medicamentos em combater infecgdes de cepas MDR
de Pseudomonas aeruginosa, medidas alternativas como a fagoterapia, que consiste
no uso de bacteriéfagos para lise bacteriana, demonstraram resultados promissores
na literatura em relatos de casos e ensaios clinicos contra infeccdes bacterianas
(Nikolic et al., 2022; Suh et al., 2022). Atualmente agéncias sanitarias, como a Food
and Drug Administration (FDA), classificaram a fagoterapia como investigagéo
emergencial e ultimo recurso em casos clinicos contra bactérias multirresistentes
(MDR), incentivando iniciativas globais para criagdo de um marco regulatério para
implementacdo da fagoterapia como uma nova alternativa aos tratamentos

convencionais a base de antibiético, além de pesquisas sobre produtos, qualidade e
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seguranga em torno do uso dos bacteriéfagos (Furfaro; Payne; Chang, 2018).

A superficie de mucosa que recobre os tecidos epiteliais € uma das principais
barreiras de protecao e retencdo ao acesso de agentes patogénicos. O muco,
majoritariamente formado pelas glicoproteinas mucinas, € um local ideal para
interagcdo de bacteriofagos aderentes as mucinas e bactérias patogénicas
oportunistas como a P. aeruginosa (Barr et al., 2013). O modelo de adeséo de
bacteriéfagos ao muco (BAM), demonstra que esses bacteriéfagos ligantes a mucina
atuam como camada protetora de defesa antimicrobiana e que quando ocorre o
aumento dessa glicoproteina no muco, por mais que ocorra aumento da proliferagao
bacteriana, ha também um aumento na eficiéncia de infecgao desses bacteridfagos
(Almeida et al., 2022). Nesse sentido, busca-se compreender a interacdo dos
bacteriéfagos infectantes de P. aeruginosa com a mucina, de maneira a desenvolver
um meétodo capaz de identificar aqueles que possuem melhor ligagdo com a
proteina, para que futuramente possam ser utilizados em tratamentos in vivo mais

eficazes.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de uma metodologia de triagem para identificacdo de
bacteriéfagos liticos com a capacidade de replicacdo diferenciada na presenca de

mucina.

2.1.2 Objetivos Especificos

a) Quantificar a replicagdo dos bacteriéfagos de Pseudomonas aeruginosa
na presenga e na auséncia de mucina;

b) Avaliar se a mucina influencia significativamente o titulo viral apds 24
horas de infecgao bacteriana;

c) Comparar o comportamento de diferentes fagos frente a mucina,
identificando aqueles que apresentam maior variagcao de replicacéo;

d) Verificar a consisténcia dos resultados por meio de andlises estatisticas
apropriadas;

e) Validar o protocolo experimental proposto como metodologia de triagem
preliminar para selecdo de fagos que apresentem modulagdo de

replicagcdo em presenca de mucina.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 PATOGENOS ESKAPE E A CRISE GLOBAL DA RESISTENCIA ANTIBIOTICA

A descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1928, determinou o
inicio da era dos antibidticos, possibilitando o tratamento contra infecgbes
bacterianas e iniciando diversas pesquisas e desenvolvimento industrial na area
(Ventola, 2015). Posteriormente diversos outros antibioticos foram descobertos e o
desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos € um efeito natural, quando
determinado microorganismo evolui e adquire mecanismos para escapar dos
antibiéticos (Gauba; Rahman, 2023). Isto acontece através de processos complexos,
e atividades como a automedicagdo, o uso indiscriminado de antibidticos e a
exposicao a infecgdes hospitalares tém contribuido para o surgimento de bactérias
multirresistentes (MDR) (Davies, 2010).

Os patégenos do grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
e Enterobacter sp.) pertencem a uma lista proposta por Rice (2008) de patégenos
causadores de infeccbes hospitalares e oficialmente adotada pela OMS em 2017
(Tacconelli et al., 2018; Gauba; Rahman, 2023). A lista procura destacar os
microrganismos pelos quais o desenvolvimento e pesquisa de novos antibidticos e
tratamentos € urgente, tendo em vista a alta ocorréncia clinica de resisténcia
(Denissen et al., 2022).

As bactérias ESKAPE tém como principais mecanismos de evasdo ao
tratamento, a inativagao e/ou alteragdo das drogas, modificagdes estruturais nos
sitios de ligagdo aos farmacos, alteracbes de permeabilidade e formacédo de
biofiimes (Tacconelli et al., 2018). Em relagdo aos mecanismos de evasédo, a
inativagdo ou alteragdo das drogas ocorre pelas enzimas B-lactamases, utilizadas
como a principal defesa contra antibidéticos como penicilina, carbapenémicos,
cefalosporinas e monobactans. Esta enzima possui como caracteristica a
capacidade de modificar através da hidrolizagcdo do anel B-lactamico, que ocasiona a
quebra da ligagdo amida, inativando sua atuagéo sobre a sintese da parede celular
da bactéria e impedindo a lise osmética (Vrancianu et al., 2020).

Outro mecanismo de evasao dos microrganismos do grupo ESKAPE ¢é a
formacdo de biofiimes. O biofime €& constituido por uma matriz polimérica

extracelular (EPS) formada por acidos nucleicos, proteinas e polissacarideos
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liberados no agrupamento organizado e funcional de bactérias. E uma matriz
utilizada para protegcado e controle de pH e temperaturas extremas, alta pressao e
salinidade, além de agentes externos, como antibiéticos e bacteriéfagos (Wang et
al., 2021). A formagédo de biofilmes €& dividida em cinco etapas: fixagdo em
superficies abidticas e bidticas; colonizacdo através da reproducdo bacteriana;
desenvolvimento, quanto ha a secreg¢ao das EPS; maturagao, quando ha formacao
de canais organizados para dispersao de nutrientes no biofilme; por fim, dispersao
ativa das coldnias aglomeradas por fatores externos ou internos (Yin et al., 2019;
Sauer et al., 2023).

A resisténcia bacteriana a antibiéticos € um crescente desafio para garantir a
saude publica global, devido a diminuicdo da eficacia dos tratamentos médicos
convencionais, tornando necessaria a urgéncia no desenvolvimento de novas
estratégias e medidas de prevencgéao (Tacconelli et al., 2018). Novas tecnologias, tais
como o uso de bacteriéfagos, vém sendo amplamente estudadas (Furfaro; Payne;
Chang, 2018). Patil et al. (2021), destaca vantagens do uso dos bacteriéfagos frente
ao uso de antibiéticos, como uma menor toxicidade, melhor especificidade aos
patdgenos, além da degradagao dos biofilmes. O nome bacteriéfago foi criado em
1917, quando o microbiologista Felix d'Herelle observou a atividade bacteriolitica,
apesar desta ter sido observada anteriormente, mas n&o associada aos pequenos
virus (Roux, 1917). Nesse contexto, foram preparadas solugbes contendo fagos e
utiizadas como tratamento com sucesso nos anos 1930, antes mesmo da
descoberta dos antibidticos (Strathdee et al. 2024).

3.1.1 Infecgbes causadas por Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa patogénica que possui a
capacidade de causar infecgcbes agudas e crbnicas, devido aos seus fatores de
viruléncia (Bassetti et al., 2018). Considerando as infeccbes hospitalares, esse
patégeno nosocomial contribui para aumento da mortalidade, morbidade e custo de
tratamento devido sua prevaléncia de incidéncia nos casos clinicos, principalmente
em pacientes da unidade de terapia intensiva (Schwartz et al., 2024). Essa bactéria
possui caracteristicas que a garantem uma grande versatilidade, como a alta
adaptabilidade, mutagenicidade, grande diversidade de fatores de viruléncia e alta

transferéncia de resisténcia bacteriana (Sanchez; Rua; Pozo, 2023).
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A presenca de P. aeruginosa também pode ser identificada e isolada em
equipamentos hospitalares, como cateter, macas, jalecos e respiradores,
aumentando a chance de contaminacédo do paciente (Schwartz et al., 2024). Esse
patdgeno pode ser comumente encontrado nas mucosas ou barreiras cutaneas de
pacientes com queimaduras graves, fibrose cistica, que passaram por
procedimentos de ventilagdo mecanica invasivas ou ndo, trato urinario e
imunocomprometidos (Lister; Wolter Hanson, 2009). Segundo Jurado-Martin et al.
(2021), os principais mecanismos que garantem essa patogenicidade sdo a sua
capacidade de formacdo de biofilme altamente resistente a antibioticos, sistema de
secrecao de efetores toéxicos, sistema de detecgcdo qudérum e sua composicao de
membrana externa.

Em humanos, P. aeruginosa possui a capacidade de colonizar a maioria dos
tecidos do corpo, principalmente quando ha brechas nas primeiras linhas de defesa
do corpo, como a pele e mucosas, ou em individuos com predisposi¢cao genética e
com caracteristicas especificas de estilo de vida. Na fibrose cistica (FC), uma
patologia causada pela disfungcdo do regulador de condutancia transmembrana da
fibrose cistica (CFTR), hda uma ma funcionalidade das glandulas exdcrinas,
acarretando como consequéncia a producdo de um muco mais espesso,
possibilitando infecgdes com patdgenos oportunistas como a P. aeruginosa (Corradi;
Vergani; Tieleman, 2015).

Ainda em lesbes térmicas, sejam leves ou graves, ocorre a necrose tecidual,
deixando o individuo imunologicamente suscetivel a infec¢gdes bacterianas, como
causada por P. aeruginosa (Mahar et al., 2010). Segundo Jault et al. (2019), essa
infecgdo pode levar o paciente a sepse, principalmente pelas causadas por cepas de
multirresistentes aos antibiéticos mais comumente usados, o que torna necessario o
desenvolvimento de vias terapéuticas, como o uso de coquetéis de bacteriéfagos
para tratamentos clinicos.

Além disso, as infec¢des por P. aeruginosa estao relacionadas a pneumonia
associada a ventilagdo mecanica (VAPM) (Guillon et al., 2021; Weiner-Lastinger et
al., 2019). O tempo de exposi¢ao prolongada a ventilagdo mecanica na unidade de
tratamento intensiva aumenta a possibilidade de infecgao bacteriana. Foucrier et al.
(2023), destacou que o uso de medidas profilaticas como a assepsia dos materiais
cirargicos utilizados e a antibioticoterapia especifica para o caso clinico auxiliam na

reducdo principalmente de cepas multirresistentes de P. aeruginosa. Contudo,
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mesmo com a utilizagdo dessas medidas, uma terapia combinada de antibiéticos de
amplo espectro, como o uso B-lactdmicos, cefalosporina antipseudomonas e
aminoglicosideo muitas vezes se faz necessaria (Foucrier et al., 2023).

No trato urinario, infecgdes por P. aeruginosa costumam ocorrer em pacientes
que sofreram manipulagcédo uroldgica ou uropatia obstrutiva. Seu crescimento esta
relacionado ao microambiente proporcionado pelo pH urinario, osmolaridade da
urina, ions de ferro liberados durante a urina, proteina de Tamm-Horsfall (PTH)
(Newman; Floyd; Fothergill, 2017). A infeccdo causa febre, dor ao urinar e
sangramento na urina, em casos mais graves pode ocorrer a pielonefrite e evolugao
para casos de septicemia. Atualmente, para o tratamento de infec¢des urinarias, o
uso convencional de antibidticos € recomendado para os pacientes, porém, este
método pode gerar cepas multirresistentes. Isso abre espago para busca de outras
formas de tratamentos, como o uso de bacteriéfagos, cujo mecanismo participa da
produgao da alginase e outras enzimas, degradando o alginato e exopolissacarideos
presentes nos biofilmes, fazendo a lise da célula bacteriana e expondo as

sobreviventes para a agao de antibiéticos (Paz-Zarza et al., 2019).

3.1.2 Tratamentos convencionais e alternativos

A principal forma de tratamento convencional utilizada atualmente para P.
aeruginosa € baseada no emprego de antibidticos. Porém, devido a fatores
morfoldgicos, bioquimicos e o surgimento de cepas multirresistentes, essa forma de
tratamento tem se tornado menos eficiente (Chatterjee et al., 2016).

Diversas classes de antibidticos sao utilizadas no tratamento desta bactéria, e
cada uma dessas possui uma diferente agado antimicrobiana. Sua aplicagdo varia
segundo o quadro da infecgdo no paciente (Delcour et al., 2009). Dentre esses
antibioticos utilizados, os B-lactdmicos como penicilina, cefalosporinas e
carbapenémicos sao o0s comumente aplicados para tratamentos. Esses
antibacterianos adentram a membrana externa através das porinas, agindo na
sintese do peptideoglicano e bloqueando a biossintese da parede celular. Por outro
lado, diversas cepas de P. aeruginosa apresentaram enzimas como penicilinases,
amp-C B-lactamases, entre outros, concedendo resisténcia a esses antibidticos
(Lambert et al., 2002).

Devido a multirresisténcia de cepas de P. aeruginosa, diversas técnicas vém
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sendo testadas. Estratégias sdo frequentemente estudadas para promover o
controle deste patdégeno oportunista em infecgdes clinicas (Reig et al.,2017).
Segundo Ramalingam et al.(2016), o uso das nanoparticulas (NPs) de prata pode
ser considerado uma boa alternativa para a inibicdo do crescimento de P. aeruginosa
devido a alteracdo da permeabilidade da parede celular bacteriana, possibilitando a
lise celular (Ramalingan et al., 2016; Al-Momani et al., 2023; Tabassaum et al.,
2024). Tendo em vista a necessidade de ferro para o crescimento bacteriano,
substancias quelantes de ferro vém sendo utilizadas para limitar a concentracédo de
ferro no microambiente ou interromper a absor¢gédo do mesmo (O’may et al., 2009).

O quorum sensing é definido como um mecanismo quimico, no qual as
bactérias regulam-se coletivamente. Isso acontece mediante moléculas
sinalizadoras, mais especificamente lactonas homoserinas (HSLs) nas bactérias
Gram-negativas (Rutherford; Bassler, 2012). Portanto, a produgéo de inibidores de
quorum sensing, naturais ou sintéticos, também tem sido uma estratégia estudada
(O'loughlin et al., 2013; Pan et al., 2024; Yan et al., 2024).

Outro tratamento alternativo para a P. aeruginosa é a terapia fagica ou
fagoterapia. Esse tratamento consiste no uso de bacteriofagos para redugédo do
biofilme bacteriano e surgiu como o primeiro tratamento efetivo contra infecgoes
bacterianas, porém, com o descobrimento da penicilina e posteriormente de outros
antibidticos, trabalhos sobre esses agentes infecciosos com potencial antimicrobiano
foram reduzidos (Luong et al., 2020). Atualmente, o interesse na fagoterapia foi
renovado, existem diversos testes in vitro, in vivo e relatos de casos, que
comprovam sua efetividade e aplicabilidade ndo apenas como um tratamento
alternativo, mas também como um tratamento conjugado com o uso de antibiéticos

ou inibidores de quorum sensing (Vandenheuvel et al., 2015).

3.2 TERAPIA FAGICA

Devido ao surgimento de cepas multirresistentes a antibioticos de patdégenos
oportunistas, a terapia fagica vém sendo explorada como tratamentos alternativos de
ultimo recurso para inibir o avango de infeccbes bacterianas em pacientes
imunossuprimidos (Suh et al., 2022).

Os bacteriéfagos foram descritos pela primeira vez em 1917 por Félix

d'Herelle. Os fagos possuem a capacidade de gerar morte bacteriana com
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especificidade e podem ser encontrados em amostras ambientais onde esteja
presente a bactéria hospedeira (Chanishvili et al., 2012). A terapia fagica consiste no
uso desses bacteriéfagos como forma alternativa para o tratamento de infeccdes
bacterianas agudas e crénicas, quando o uso dos métodos convencionais, como
antibidticos, ndo possuem a capacidade efetiva (Strathdee et al. 2024).

Os bacteriéfagos séo parasitas intracelulares obrigatérios e podem ser
classificados quanto a sua morfologia e seu ciclo de vida, podendo ser liticos ou
temperados (Weinbauer et al.,2004). A morfologia dos bacteriéfagos no ambiente
pode ser muito diversificada devido a sua expressao fenotipica e genotipica. Eles
podem ser definidos conforme o material genético, capsideo e tipo de cauda (Hatfull
et al., 2022). Os capsideos, podem possuir diversos formatos como icosaédricos,
cilindricos como bacteriéfagos da familia Myoviridae, hexagonal, complexa como os
bacteriéfagos A (Pope et al., 2011). O material genético dos bacteriéfagos podem ser
DNA de cadeia simples (ssDNA), RNA e o mais frequentemente encontrado, DNA
dupla fita (dsDNA) (Hatfull et al., 2020).

Os bacteriéfagos de ordem Caudovirale, segundo Ackermann et al. (2007)
podem representar 96% dos bacteriéfagos presentes no meio ambiente (Ackermann
et al., 2007) e séo divididos conforme a morfologia da cauda em trés familias:
Podoviridae, que possuem uma cauda curta, de exemplo o bacteriéfago T7;
Siphoviridae que possuem caudas com estruturas longas e nao contratil e
Myoviridae que possui caudas longas contrateis (Zinke et al., 2021).

A terapia fagica utiliza bacteriéfagos liticos, devido aos bacteri6fagos
lisogénicos agregarem seu material genético a bactéria (Clokie et al., 2011). Os
bacteriéfagos liticos possuem a capacidade de lise bacteriana e a liberagdo da
progénie, diferente dos temperados, que estabelecem a lisogenia, inativando o gene
de crescimento litico, integrando o genoma ao cromossomo do hospedeiro durante a
replicacao (Strathdee et al., 2023).

Em diversos estudos in vitro, o uso da fagoterapia no tratamento de infecgcbes
por P. aeruginosa combinada com antibidtico, é capaz de reduzir significativamente a
formagdo de biofilme deste patdgeno, possibilitando a sensibilizagdo e
susceptibilidade da parede celular microbiana em casos de cepas multirresistentes
(Nikolic et al., 2022). Porém, pré-testes ainda sao necessarios para avaliar a
interacdo de coquetéis de bacteriéfagos e antibioticos, tendo em vista que alguns

farmacos, de exemplo a colistina, interfere na LPS bacteriana, impedindo a producéao
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de virions e a agao litica dos bacteridfagos diminuindo sua efetividade em infec¢oes
clinicas (Corral et al., 2023).

Tkhilaishvili et al., demonstrou em seu trabalho que o antibidtico
ciprofloxacina ao ser vinculado a um coquetel de bacteri6fagos, mesmo em
concentracbes altas, foi capaz de reduzir o biofilme bacteriano conjugado de P.
aeruginosa e S. aureus, sem atrapalhar o ciclo viral, abrindo possibilidades para
futuros trabalhos que associam a agao sinérgica entre o farmaco e o bacteriéfago
(Tkhilaishvili et al., 2020).

A fagoterapia também pode ser aplicada conjugada com inibidores de quorum
sensing. Hoyland-Kroghsbo et al. (2017) em seu trabalho bem-sucedido, utilizou o
composto quimico inibidor “baicaleina” com a fagoterapia na cepa PA14 de P.
aeruginosa. Seu proposito era inibir esse sistema de comunicacdo do sistema
imunoldgico adaptativo CRISPR-Cas, possibilitando a agdo do bacteriéfago contra
esta cepa.

A fagoterapia pode ser aplicada em queimaduras para impedir o avango de
infeccbes bacterianas por P. aeruginosa, principal causa de sepse de pacientes
acometidos. Prokopchuk et al. (2023), em um estudo controlado em um teste in vivo
utilizando camundongos com queimaduras, apresentou resultados promissores
utilizando o bacteriéfago filamentoso eSI-Pf-tdTomato para inibir o crescimento
bacteriano nas feridas. Em outro estudo, Jault et al. (2019), utilizando um coquetel
de bacteriéfagos aplicado em 220 pacientes de diversos hospitais na Bélgica e
Franca, demonstrou que este tratamento diminui a infeccdo bacteriana, porém de
forma mais gradual em relagdo ao tratamento convencional utilizando o creme de
sulfadiazina de prata.

Em pacientes com fibrose cistica, a fagoterapia também pode ser uma
solugdo para tratar infecgdes causadas por P aeruginosa. Cafora et al. (2019)
utiizando o modelo in vivo zebrafish com fibrose cistica, determinou que a
fagoterapia foi capaz de tratar a infeccdo bacteriana e a impedir a morte dos
modelos experimentais.

No tratamento do trato urinario com infecgbées bacterianas por P. aeruginosa,
Leitner et al. (2020) em um estudo com 113 pacientes divididos em 3 grupos
experimentais, placebos, uso de antibidticos e terapia fagica, destaca que foi
possivel reduzir a infecgdo, porém, era necessario o aumento das concentragdes de

bacteriéfagos presentes.
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Quanto a infecgcdes presentes durante procedimentos de ventilagao
mecanica. Guillon et al. (2021), apresenta em seu trabalho, resultados promissores
na reducgao de infecgao por P. aeruginosa in vivo, utilizando um modelo experimental
suino, a partir da entrega de bacteriéfagos por meio de nebulizadores durante o
procedimento de ventilagdo mecanica.

O muco, composto principalmente de glicoproteinas mucina, desempenha
uma das principais barreiras seletivas de organismos e € essencial para o sistema
imunoldgico inato. Sua fungéo é revestir células epiteliais, formando uma malha de
mucina, que concede protecdo de areas expostas ao ambiente externo e a
patdbgenos para a maioria dos metazoarios (Bakshani et al., 2018). Porém,
alteragdes na sua produgao de mucina, o fazem desempenhar papel antagénico,
como aumento de infec¢gdes bacterianas, acometimentos médicos e alteragbes nos
mecanismos biofisicos ao impedir a difusdo de particulas (Lieleg et al., 2010).

O modelo de aderéncia de bacteriéfagos ao muco (BAM) é caracterizado pela
ligacao especifica de fagos a glicoproteinas da mucina via dominios estruturais
homélogos a imunoglobulinas, localizados no capsideo viral (Barr et al., 2013). A
adesao dos fagos, induz a formacdo de uma interface antimicrobiana na camada
mucosa, que atua como filtro seletivo, inibindo a adesao bacteriana e subsequente
formagdo de biofiimes patogénicos. Esse mecanismo favorece o equilibrio da
microbiota e impede que patdégenos potencialmente perigosos se estabelecam e
causem danos ao organismo (Ng et al., 2013).

Os bacteriéfagos desempenham uma fungdo de imunidade inata contra
infeccoes bacterianas. Porém, os estudos sobre a aderéncia de bacteriéfagos ao
muco (BAM) ainda sdo pouco compreendidos (Barr et al., 2015). Segundo Lim e
colaboradores (2018), a exposi¢cdo precoce nos primeiros anos de vida aos
bacteriéfagos, modulam a resposta imunoldgica adquirida, reduzindo a incidéncia
de infecgdes bacterianas e a probabilidade de reacgdes inflamatérias exacerbadas
(Lim et al., 2018).

Dessa maneira, tendo em vista a importancia de entender o comportamento
dos bacteriéfagos frente ao contexto da infecgdo por P. aeruginosa, € necessario
também elucidar sua interagdo com as proteinas presentes nos tecidos e também
sintetizadas nesse microambiente. Sabendo do papel da proteina mucina no
organismo e sua abundancia em tecidos, além da interacdo que vem sendo

esclarecida com bacteriéfagos para P. aeruginosa, o presente trabalho busca
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desenvolver um método capaz de realizar uma triagem facilitada de bacteriéfagos
com replicagao diferente junto a esta proteina, o que facilitara o desenvolvimento de
novos estudos e uma identificacdo mais eficaz de bacteriéfagos uteis para futuros

tratamentos.

4. METODOLOGIA

4.1 AVALIACAO DO CULTIVO DE Pseudomonas aeruginosa (PA14) EM MEIO
LURIA BERTANI 0,5x COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE MUCINA.

Com o objetivo de definir a concentragdo de mucina com maior influéncia no
crescimento de Pseudomonas aeruginosa e, assim, estabelecer a concentragdo de
trabalho para os testes subsequentes, empregou-se a contagem de unidades
formadoras de colénia (UFC/mL). Para isso, a cepa PA14 foi cultivada em caldo
Luria Bertani (LB) 0,5% suplementado com mucina nas concentragdes de 0%, 0,1%,
0,5% e 1%.

Para o cultivo inicial de P. aeruginosa (cepa PA14), 300 puL da cultura
preservada e armazenada em glicerol a —80°C foram inoculados em 12 mL de caldo
LB e incubados sob agitacdo em shaker a 37°C por 24 horas. Apés esse periodo de
incubagdo, uma aliquota de 5 pL foi transferida para tubos de 15 mL estéreis
contendo 5 mL de caldo LB 0,5% suplementado com as diferentes concentracdes de
mucina (0,1%, 0,5% e 1%) e sem mucina, conforme o delineamento experimental.

As culturas resultantes foram submetidas a diluicdo seriada até 1072 Em
triplicata, 5 pL de cada diluicdo foram plagueados em meio agar LB 1,5%, e as
placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apds o periodo de incubacgao,
procedeu-se a contagem das colOnias visiveis, permitindo o calculo de UFC/mL para
cada concentracdo de mucina testada.

Para a analise estatistica dos dados obtidos, empregou-se o teste One-Way
ANOVA, seguido do teste de Dunnett para comparagdo entre os grupos
experimentais. A significancia estatistica foi considerada com nivel de confianca de
95% (p < 0,05).

4.2 ANALISE DO POTENCIAL LIiTICO DOS bacteriéfagos VAC1.1 E VAC3.1 EM
Pseudomonas aeruginosa NA PRESENCA DE MUCINA.
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Para a padronizagdo do método analitico, a interacdo dos bacteriéfagos
VAC1.1 (ndo ligante) e VAC3.1 (ligante) com Pseudomonas aeruginosa foi avaliada
por meio da quantificacdo de unidades formadoras de placa (UFP/mL). As culturas
bacterianas foram incubadas em caldo Luria Bertani (LB) 0,5x suplementado com
0,5% de mucina, concentragdo previamente estabelecida no item 3.1 como a
condigdo mais influente sobre o crescimento bacteriano. Ambos os fagos foram
testados utilizando multiplicidade de infeccdo (MOI) de 1, conforme padronizacao de
titulos realizada no Laborat6rio de Vacinas (COELHO et al., 2025).

Para o preparo das culturas experimentais, P. aeruginosa foi inoculada em
caldo LB 0,5% contendo mucina 0,5% e em LB 0,5x sem mucina. As culturas
bacterianas foram previamente diluidas até 1073, atingindo aproximadamente 10°
células, enquanto os bacteriéfagos VAC1.1 e VAC3.1 foram igualmente diluidos para
aproximadamente 10° UFP/mL, gerando a condicdo necessaria para MOI 1. Em
seguida, 10 pyL de cada fago foram adicionados separadamente as culturas
bacterianas, que foram incubadas em shaker a 37 °C por 18 a 24 horas.

Apds 24 horas de incubacdo, foram coletadas aliquotas das culturas
infectadas para purificagdo dos fagos por filtragdo em membrana de 0,22 um,
seguida da adigdo de 10% de cloroféormio para remogao de detritos celulares. Os
bacteriéfagos purificados foram submetidos a diluigdo seriada até 107'2. Em ftriplicata,
5 yL de cada diluigado foram plaqueados pelo método de dupla camada em agar LB,
utilizando uma camada base de agar 1,5% e uma camada superior de agar LB
0,85% contendo 1 mL de PA14. As placas foram incubadas a 37 °C por 16 a 24
horas, e os pontos de lise resultantes foram quantificados para determinagdo do
titulo viral expresso em UFP/mL. Portanto, foram definidas as razdes entre a
replicacéo dos bacteri6fagos na presenga e na auséncia de mucina.

Para a analise estatistica, os dados de UFP/mL foram transformados
logaritmicamente, e a normalidade das distribuigdes foi verificada por meio do teste
de Shapiro-Wilk. Dependendo do comportamento dos dados transformados,
empregou-se o teste Mann—-Whitney (n&o paramétrico) ou o Ratio Paired t-test
(paramétrico) para comparagado entre VAC1.1 e VAC3.1. Adicionalmente, foram
calculados a média geométrica das razdes, intervalos de confianga e coeficientes de
determinagao para avaliar variabilidade e qualidade do pareamento. Diferencas
superiores a trés ordens de magnitude entre condigcbes com e sem mucina foram

consideradas indicativas de interacdo fago—mucina com relevancia bioldgica.
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4.3 APLICABILIDADE DO TESTE DIFERENCIAL NOS BACTERIOFAGOS VAC
1.1.1.1, VAC2.1.1.1, VAC2.1.2.1, VAC2.2, VAC5.2, VACS8.1, VAC10.1, VAC12.4,
VAC13.1.

Utilizando a padronizagdo estabelecida no item 3.2 com os bacteriéfagos
VAC1.1 e VAC3.1, o método diferencial foi aplicado para avaliar a interacdo com
mucina dos demais fagos da colegdao. Assim, utilizaram-se os 9 fagos com
capacidade de infectar P. aeruginosa PA14 pertencentes a cole¢cdo de bacteridfagos
do Laboratério de Vacinas da UNIFAL-MG (VAC1.1.1.1, VAC2.1.1.1, VAC2.1.21,
VAC2.2, VAC5.2, VAC8.1, VAC10.1, VAC12.4 e VAC13.1), cuja interagdo com
mucina ainda n&o havia sido definida.

A metodologia empregada seguiu integralmente o protocolo previamente
estabelecido, incluindo diluicbes seriadas, plaqueamento em dupla camada,
purificacdo dos sobrenadantes por filtracdo em membrana de 0,22 uym seguida da
adicao de cloroférmio, além do tratamento estatistico padronizado. Os titulos virais
foram transformados em logaritmo, avaliados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e comparados por Mann—Whitney ou Ratio Paired T-test, conforme a
distribuicao dos dados.

Para interpretagcao bioldgica, os fagos foram considerados ligantes quando
apresentaram aumento de replicagdo maior que 3 ordens logaritmicas na presencga
de mucina 0,5%, acompanhado de significancia estatistica, conforme definido na

padronizacao do teste diferencial.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DO CRESCIMENTO DE P aeruginosa NA PRESENCA DE
DIFERENTES CONCENTRACOES DE MUCINA

Nos resultados do crescimento de P aeruginosa com suplementagcdo de
diferentes concentracbes de mucina, foi possivel observar um crescimento

diferencial nas unidades formadoras de colénia (UFC/mL) (Figura 1).
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Figura 1 - Crescimento de Pseudomonas aeruginosa em caldo LB 0,5% com
diferentes concentragcdes de mucina (0,1%, 0,5%, 1%) e sem mucina.
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Fonte: do autor (2025).

Legenda: Crescimento de P. aeruginosa (UFC/mL) em caldo LB 0,5%, suplementado com diferentes
concentragdes de mucina (0,1%, 0,5% e 1%) e sem mucina. O teste One way ANOVA indicou
diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,0001), com grupos 0,5% e 1%. E o teste de Dunnett
identificou que as concentragdes de 0,5% e 1% de mucina promoveram um aumento estatisticamente

significativo (p<0,0001) no crescimento bacteriano em comparagdo ao sem mucina, enquanto a
concentragao de 0,1% nao apresentou diferenga significativa.

A analise mostrou que existem diferencas estatisticas significativas entre os
grupos analisados (p<0,0001), indicando que uma variagdo na quantidade de
unidades formadoras de coldénia pode ser explicada pelas diferengcas na
concentracdo de mucina. Ao fazer a comparagao multipla entre os valores dos
grupos, as concentragbes de 0,5% (p<0,0001) e 1% (p<0,0001) de mucina
apresentaram diferencas significativas em relagdo ao grupo sem mucina. Nesse
sentido, existe um crescimento bacteriano maior em cultura enriquecida a partir da
concentracédo de 0,5%, o que possibilitou a utilizagdo desta concentragdo para
determinar a influéncia da mucina na replicacdo dos fagos.

Schick et al. (2018) apresenta em seus resultados que a presenga de mucina
tem pouco impacto na variagdo fenotipica e genotipica, porém sua presenca
favorece a formacéo de biofiimes e reducdo da motilidade bacteriana, permitindo
uma maior aderéncia sobre tecidos epiteliais. Rouillard et. al. (2018) aborda que a
presenca de mucina junto ao EPS, aumenta a viscoelasticidade do biofiime,
alterando a suscetibilidade de antibidticos, atuacdo de forgcas biomecanicas e

quimicas.
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Matsui et al. (2006) abordam que em pacientes com fibrose cistica, a
hipersecre¢cdo de mucinas, contribui para formagao de biofilme de P. aeruginosa pois
ele garante um ambiente nutricional favoravel e medidas de protegdo biofisicas,
como a facilidade de aderéncia do biofilme formado e impedimento de difusdo de
pequenas moléculas, como a lactoferrina, proteina multifuncional essencial para a

limitagdo de ferro para os patégenos.

5.2 AVALIAGAO DA REPLICACAO DOS FAGOS COM A PRESENCA DE MUCINA

Para avaliar os bacteriéfagos VAC 1.1.1.1, VAC2.1.1.1, VAC2.1.2.1, VAC2.2,
VAC5.2, VAC8.1, VAC10.1, VAC12.4, VAC13.1, foram utilizados os bacteriéfagos
VAC1.1 e VAC3.1 como controles negativos e positivos, respectivamente, uma vez
que sao fenotipicamente conhecidos. Nesse sentido, as UFPs foram utilizadas para
determinar a ligagao dos bacteriéfagos sem ligacdo conhecidas.

Na analise biolégica, para o fago VAC1.1, sem diferenca na replicagdo em
mucina a média das razbes da UFP/mL apresentaram valor de 7,77E-03,
demonstrando uma reducédo de 3 casas logaritmicas e confirmando sua deficiéncia
na replicagdo quando a mucina esta presente, sendo possivel sua utilizagcdo como
controle negativo, assim também foi feito para o VAC 3.1, com maior replicagao em
mucina, onde a média das razdes apresentaram valor de 2,18E+03, resultado este

classificado como controle positivo.

Figura 2 - Titulos dos bacteriéfago VAC1.1 e VAC 3.1 em UFP/mL

A Titulo do bacteriotagos VACT.1 B Titulo do bacteriotagos VACI.1
s
——
0% = -
-

CLA 0.6x CLE 0,5x + mucina 0,5% CLB 0.5x CLE 0,5x + mugina 0,5%

Concentragdes de mucina Concentragdes de mucina

Legenda: A- Titulo do bacteriéfago VAC1.1 em UFP/mL submetidos aos tratamentos com e sem
mucina 0,5% em Ratio Paired T Test (p= 0,0962).B- Titulo do bacteri6fago VAC3.1 em UFP/mL
submetidos aos tratamentos com e sem mucina 0,5% em Ratio Paired T Test (p= 0,1234)

Na andlise estatistica, o teste de Shapiro-Wilk foi aplicado aos dados do

bacteriofago VAC1.1 (Figura 3A), confirmando normalidade para ambos os grupos,
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Caldo LB (p= 0,1434) e CLB + mucina (p= 0,1769), permitindo o uso do teste t de
Student ndo pareado com corregédo de Welch. Apés a transformagao logaritmica dos
titulos, novamente o teste de Shapiro-Wilk indicou distribuicdo normal (p> 0,05). O
Ratio Paired t Test (p= 0,0962) n&o mostrou diferenga estatisticamente significativa
entre as condigdes, embora a média geométrica das razdes (0,7616) e o intervalo de
confianga de 95% (0,5143 a 1,128) indiquem uma possivel redugdo viral na
presenca de mucina. O coeficiente de determinagao (R*= 0,8168) demonstrou boa
explicagdo da variabilidade pelo modelo, enquanto o coeficiente de correlagdo (r=
-0,4809; p= 0,3403) evidenciou baixa eficiéncia no pareamento, sugerindo
variabilidade inconsistente entre as condigdes.

Para o bacteriofago VAC3.1 (Figura 3B), também foi aplicada a transformacgao
logaritmica, e o teste de Shapiro-Wilk confirmou distribuicdo lognormal para ambos
os grupos (p> 0,05). O Ratio Paired t Test (p= 0,1234) indicou auséncia de diferenca
estatisticamente significativa entre as amostras com e sem mucina. No entanto, a
média geométrica das razdes (1,227) e o intervalo de confiangca de 95% (0,8717 a
1,728) sugerem aumento na concentracdo viral na presengca de mucina. O
coeficiente de determinagédo (R?*= 0,7684) indicou boa explicagdo da variabilidade,
enquanto o coeficiente de correlagdo (r= 0,6519; p= 0,2740) demonstrou baixa
eficiéncia de pareamento entre os grupos.

Apesar de estatisticamente ndo haver diferenga significativa, observou-se
aumento biologicamente relevante nos titulos do bacteriéfago VAC3.1, cuja razéo
atingiu trés casas logaritmicas, conforme previsto pelo projeto de pesquisa e
consistente com estudos anteriores.

Nosso grupo de pesquisa demonstrou anteriormente (Coelho et al., 2025), em
testes in vitro, o bacteriofago VAC3.1 em crescimento bacteriano de P. aeruginosa
na presenca de mucina, foi mais efetivo em relagéo ao bacteriéfago VAC1.1, mesmo
sendo morfologicamente e geneticamente parecidos. Também foi demonstrado que
em teste in vivo com infeccéo por P. aeruginosa nos pulmdes de camundongos, que
o pré tratamento com o bacteriofago VAC3.1 em relagdo ao bacteriofago VAC1.1,
resultou em uma maior sobrevida, redugdo dos sinais clinicos e menor carga
bacteriana e associa estes resultados a retencdo do bacteriéfago VAC 3.1 na
cavidade nasal e traqueal, areas com grande presencga de epitélios mucosos.

Nesse sentido, para determinar o efeito da mucina sob a replicagdo de

diferentes bacteriofagos, foi definida a razdo entre os titulos destes na presenga e na
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auséncia da mucina. A FIGURA 3, apresenta o resultado das médias das razbées dos
bacteriéfagos com ligagdo a mucina ndo conhecidas, com VAC1.1 e VAC3.1 como
controles negativos e positivos, respectivamente. Os bacteriéfagos representados na
coluna verde, que s&o aqueles que apresentaram resultados significativos biolégicos
e estatisticos, sendo eles o VAC3.1, replicante em mucina, o VAC1.1.1.1, VAC2.2,
VAC8.1, VAC2.1.1.1 e VAC2.1.2.1. Em vermelho temos os bacteri6fagos VAC1.1,
sem diferenga de replicagcdo em mucina, o VAC5.2 e VAC12.4, que nao tiveram um
aumento biologico e estatistico significativo. J& em preto foram os bacteriéfagos
VAC10.1 e VAC13.1 que ndo apresentaram resultados significativos biolégicos ou

estatisticos.

Figura 3 - Raz&o dos titulos dos bacteriéfagos de interesse com VAC1.1 e VAC3.1

como controles.
Comparagao da razao dos titulos dos fagos na presenga de mucina
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Legenda: Razdo comparativa entre o caldo LB 0,5x% e caldo LB 0,5% enriquecido com mucina
0,5% para os bacteriéfago VAC1.1, VAC3.1, VAC 1.1.1.1, VAC2.1.1.1, VAC2.1.2.1, VAC2.2, VAC5.2,
VAC8.1, VAC10.1, VAC12.4, VAC13.1 em UFP/mL.

Para o bacteriofago VAC1.1.1.1 (FIGURA 3), a média das razbées da UFP/mL
apresentaram valor de 3,68E+08, demonstrando um aumento de 8 casas
logaritmicas, resultado significativo biologicamente. Na analise estatistica, o teste de
Shapiro-Wilk (p> 0,05) confirmou uma distribuigdo normal, possibilitando a aplicagéao

do Ratio Paired T Test (p= 0,0303), indicando uma diferenga estatisticamente
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significativa entre os grupos com e sem mucina, confirmando caracteristicas
significativas de replicagao diferencial na presengca de mucina.

Assim como bacteriéfago VAC2.2 (FIGURA 3), que apresentou aumento da
replicagado na presenga de mucina, com a média das razées da UFP/mL um valor de
3,53E+03, significativo biologicamente de 3 casas logaritmica e estatisticamente,
através do teste de Shapiro-Wilk (p> 0,05) e o Ratio Paired T Test (p= 0,0026)
significativos.

O bacteriofago VAC 8.1, que também possui replicagdo diferencial na
presenca de mucina, conforme na FIGURA 3, apresentou na média das razbes da
UFP/mL um valor de 8,93E+04, aumento este, significativo biologicamente. Além de
estatisticamente, através do resultado significativo no teste de Shapiro-Wilk (p> 0,05)
e no Ratio Paired t Test (p= 0,0074) entre os grupos com mucina e sem mucina.

Os bacteriofagos VAC2.1.1.1 e VAC2.1.21 (FIGURA 3), tiveram
comportamentos semelhantes na média das razdes da UFP/mL, com valores de
1,13E+09 e 3,47E+0,9 respectivamente. Demonstrando que ambos tiveram um
resultado significativo quanto sua replicagdo frente a mucina biologicamente, com
aumento de 9 casas logaritmicas e estatisticamente, com o teste de Shapiro-Wilk
(p> 0,05), que determinou uma distribuigdo ndo normal, sendo necessario, o uso do
teste de Mann-Whitney, indicando uma diferenga estatisticamente significativa, entre
0S grupos com e sem mucina, com mesmo valor p= 0,0079 encontrado.

Para o bacteriéfago VAC10.1 a média das razdes da UFP/mL apresentaram
valor de 3,55E+04 (FIGURA 3), demonstrando um aumento de 4 casas logaritmicas,
resultado significativo biologicamente. Contudo, apesar das analises estatisticas do
teste de Shapiro-Wilk (p> 0,05) serem significativas, o Ratio Paired t Test (p=
0,2400) n&o indicou uma diferenca estatisticamente significativa.

Testes in vivo feitos por Wu et al. (2024), demonstraram que o bacteridfago
@PNJ-6, ligantes ao muco através de ligagdes entre a proteina HOC e glicanos
fucosilados em MUC2, foram capazes de proteger infeccbes causadas por
Escherichia coli em gastrointestinal de murinos e aumentar a expressdo de mucina
no local. Resultados que corroboram para a necessidade de isolar e separar
bacteriéfagos que possuem mecanismos diferenciais de ligagdo a mucina.

Almeida et al. (2019) demonstra que, para F. columnare, a modulacéo da
motilidade bacteriana e o aumento da secrecdo de proteases na presenga de

mucina foram fatores determinantes para o crescimento diferencial da bactéria.
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Esses mecanismos tornam as células mais suscetiveis a infecgdo por fagos,
resultando em um aumento na replicagdo viral. Caracteristicas essas que sao
apresentadas nos bacterifagos replicantes em mucina apresentados na FIGURA 3.

Fraser et al. (2007) aborda em ensaios in vitro que bacteriofagos T4 da ordem
Caudovirales possuem a proteina HOC, semelhantes a imunoglobulinas no
capsideo, o que permite uma adesao dos bacteri6fagos na mucina e um maior
contato com bactérias, favorecendo a replicagao viral e promovendo a selegao
positiva de fagos capazes de se ligar ao muco. O resultado contrasta com o
observado para o bacteriofago controle positivo VAC 3.1 utilizado neste teste
diferencial, pois segundo Coelho et al. (2025), esse bacteri6fago né&o possui
proteinas HOC e seu mecanismo de adesao a mucina nao estd completamente
elucidado. Portanto, isolar bacteriéfagos ligantes a mucina permite esclarecer este
mecanismo de interacdo patdogeno-hospedeiro, ressaltando sua importancia
biotecnolégica no tratamento de frente a P aeruginosa e outras bactérias
multirresistentes.

Os bacteriofagos VAC5.2, VAC12.4 e VAC13.1 tiveram a média das razbes
das UFP/mL de 3,92E+00, 5,42E+00 e 1,91E+02, respectivamente, demonstrando
que nao ocorreu nenhum aumento das casas logaritmicas em nenhum destes,
resultado nao significativo biologicamente. As analises estatisticas confirmam que
nao apresentam caracteristicas significativas de replicagao junto a mucina.

Carroll-Portillo et al. (2021) aborda que no trato gastrointestinal ha alteragbes
na mucina através da diminuicdo da glicosilagdo, sialilagdo ou disbiose pelo
excesso de bacteriéfagos que podem diminuir a replicagdo viral. Porém, na
metodologia proposta, a mucina utilizada foi adquirida comercialmente e
padronizada, garantindo consisténcia na sua estrutura e concentragao para os testes
realizados nos bacteriofagos VAC1.1 e VAC3.1. Isso indica que a reducéo na razao
da UFP/mL nos bacteri6fagos, apresentada na FIGURA 4, confirma a hipdtese
conhecida de que os bacteriéfago VAC1.1 controle negativo, VAC5.2, VAC12.4 e
VAC13.1, ndo tem sua replicagao alterada pela mucina.

Segundo Almeida et al. (2019), é fundamental buscar abordagens técnicas
que possam ser exploradas para otimizar o cultivo de fagos em meio liquido, visando
sua aplicagdo na produgdao de fagos especificos para fins terapéuticos ou
biotecnolégicos em larga escala. Nesse contexto, a metodologia de triagem para

identificar bacteriéfagos que se ligam ou ndo a mucina possui grande potencial, pois
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pode ser utilizada para selecionar fagos com caracteristicas desejaveis para esses

processos.

6 CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho teve como propdsito desenvolver e validar uma metodologia in
vitro capaz de identificar bacteriofagos liticos com comportamento de replicagao
diferencial na presenga de mucina, com foco na triagem de fagos que apresentem
afinidade a essa glicoproteina. A aplicagdao do método permitiu caracterizar o efeito
da mucina sobre a replicacao e infectividade de fagos de P. aeruginosa, fornecendo
uma abordagem pratica para estudos de interagdo fago-hospedeiro. Os resultados
mostraram que a mucina, em concentracbes a partir de 0,5%, favoreceu o
crescimento bacteriano sem afetar a viabilidade dos fagos testados. Na comparagao
entre os fagos de referéncia, observou-se que o VAC3.1, ligante a mucina,
apresentou aumento expressivo de até quatro ordens logaritmicas no titulo viral
(UFP/mL) quando cultivado na presenga de mucina, enquanto o VAC1.1, ndo ligante,
manteve replicagcao estavel. Portanto, considerou-se o aumento de trés casas
logaritmicas associado ao fendtipo replicante em mucina e os testes sem diferencga
ao fendtipo nado ligante. Esses achados confirmam a eficiéncia do método para
distinguir fagos com diferentes capacidades diferencial de replicagdo em mucina.

Com base nesses resultados, o ensaio foi aplicado a nove novos fagos,
permitindo classifica-los de maneira consistente em replicantes em mucina, os
bacteriéfagos VAC1.1.1.1, VAC2.2, VAC2.1.1.1, VAC2.1.2.1, VAC8.1 e sem alteracao
na replicagdo em mucina, VAC5.2, VAC10.1, VAC12.4 e VAC13.1. As analises
estatisticas, incluindo teste t e Mann-Whitney, demonstraram boa reprodutibilidade e
sensibilidade da metodologia, consolidando-a como uma ferramenta simples e de
baixo custo para triagem preliminar de fagos com potencial uso terapéutico.

A identificagdo de fagos com afinidade a mucina tem importancia estratégica
para a fagoterapia, principalmente em infec¢des associadas a superficies epiteliais e
mucosas, como as do trato respiratorio e gastrointestinal. Esses fagos podem atuar
de forma complementar a imunidade inata, aderindo a mucosa e formando uma
camada protetora contra patégenos, conforme o modelo Bacteriophage Adherence
to Mucus (BAM). Essa propriedade os torna candidatos promissores para o

desenvolvimento de terapias profilaticas e curativas voltadas a infecgdes causadas
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por Pseudomonas aeruginosa multirresistentes.

Concluiu-se que o método proposto neste estudo mostrou-se viavel e
aplicavel a triagem de fagos replicantes em mucina, contribuindo para o avango da
pesquisa sobre interagbes fago-mucosa e abrindo novas perspectivas para o uso
racional da fagoterapia. Estudos futuros devem priorizar a validagdo in vivo do
modelo, além da anélise gendmica e proteémica dos fagos identificados, de modo a
compreender os mecanismos moleculares envolvidos na adesao e replicagdo em

ambientes mucosos.
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